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RESUMO

SILVA, Rosimar Regina da, M. S., Universidade Federal de Vigosa, Fevereiro
de 2001. Modelos de inducao de hiperlipidemia e avaliagao do efeito
hipolipidémico de flavondides e corantes naturais em frangos de corte.
Professora Orientadora: Tania Toledo de Oliveira. Professores
Conselheiros: Tanus Jorge Nagem e Luiz Fernando Teixeira Albino.

Varios estudos tém mostrado que os flavondides e corantes naturais
apresentam propriedades biolégicas como antioxidante, antiinflamatéria,
hipolipidémica, anticancerigena, antibacteriana e hipotensora. Além disso, o
uso de corantes naturais em alimentos constitui atualmente uma tendéncia
mundial, em fungdo da maior demanda por produtos naturais. Objetivando
avaliar o efeito hipolipidémico dos flavondides naringina e rutina, e dos
corantes naturais curcuma e norbixina, isoladamente, e avaliar o efeito de
colesterol, acido colico e diferentes concentragbes de gordura suina na
inducado de hiperlipidemia em aves da linhagem Avian farms, foram realizados
trés ensaios. O primeiro e segundo ensaios foram realizados com pintos de
corte, machos, de um dia de idade, normolipidémicos, sendo que no primeiro
ensaio os flavondides e corantes naturais foram administradas via oral,

misturados a ragao, na dose de 20 mg por ave por dia. O segundo ensaio foi



realizado para induzir a hiperlipidemia, com a administracdo, via oral,
misturados a ragao, das seguintes substancias: 1% de colesterol e 0,1% de
acido colico, 5% de gordura suina e 10% de gordura suina. No terceiro ensaio,
os flavondides e corantes naturais foram administrados via oral, misturados a
racao, na dose de 20mg por ave por dia, sendo que este ensaio foi realizado
com pintos machos, com hiperlipidemia induzida com 0,7% de colesterol, 0,1%
de acido colico e 10% de gordura suina. Foram determinados os niveis
plasmaticos de colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL, colesterol-VLDL
e triacilglicerois em todos os ensaios. No primeiro ensaio, os flavonoides e
corantes naturais administrados em pintos de corte normais, ndo apresentaram
efeito hipolipidémico. No ensaio de indugao de hiperlipidemia observou-se que
0s animais que receberam ragao suplementada com 10% de gordura suina e
os que receberam 0,7% de colesterol e 0,1% de acido colico apresentaram
aumentos significativos nos niveis de todos os constituintes avaliados,
constatando-se que estas substancias, nas concentracbes testadas, séao
efetivas na inducdo de hiperlipidemia. No terceiro ensaio, observou-se que
todas as substancias testadas (naringina, rutina, curcuma e norbixina)
apresentaram reducdes significativas nos niveis de colesterol total, colesterol-
LDL, colesterol-VLDL e triacilglicerois, ndo alterando os niveis de colesterol-
HDL. Estes resultados demonstram que estas substancias apresentam efeito
hipolipidémico quando administradas em aves com hiperlipidemia induzida pela

dieta.



ABSTRACT

SILVA, Rosimar Regina da, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February
2001. Induction models of hyperlipidaemia and evaluation of the
hypolipidaemic effect flavonoids and natural colorants in chicks.
Graduate Adviser: Tania Toledo de Oliveira. Committee members: Tanus
Jorge Nagem and Luiz Fernando Teixeira Albino.

Several studies have been showed that flavonoids and natural
colorants present biological properties as antioxidant, antiinflammatory,
hypolipidemic, anticarcinogenic, antibactericidal, antihypertensive. Natural
colorants are important in foods and constitutes a world tendency due the
largest demand for natural products. In order to evaluate the hypolipidaemic
effect of flavonoids naringin, rutin and the natural colorants curcumin and
norbixin, isolately, besides the cholesterol, colic acid and different
concentrations of pig fat effects in the hyperlipidaemia induction in chicks of the
lineage Avian farms, three experiments were accomplished. The first and
second experiments were accomplished in male chicks, day one old,
normolipidaemic, beeing the first by using flavonoids and natural colorants were
administered orally, mixed to the ration, in the dosis of 20 mg/chick/day.
The second experiment was accomplished by inducing the hyperlipidaemia,

with the orally administration, mixed in the ration, of the following substances:
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1% of cholesterol and 0,1% of colic acid and pig fat 5% and 10% concentration.
In the third experiment, the flavonoids and natural colorants were orally
administered, mixed to the ration, in the dosis of 20 mg/chick/day, and this
experiment was accomplished in male chicks, with hyperlipidaemia induced by
using 0,7% of cholesterol, 0,1% of colic acid and 10% of pig fat. The serum
levels of total cholesterol, cholesterol-HDL, cholesterol-LDL, cholesterol-VLDL
and triacilglycerols were dosed. The results showed that in the first experiment,
was not observed hypolipidaemic effect. In the second experiment could be
observed that the animals which received ration with 10% of pig fat and the
others which received 0,7% of cholesterol and 0,1% of colic acid presented
significant increases in all parameters evaluated, showing that these
substances, were effective in hyperlipidaemia induction. In the third experiment,
the results showed that naringin, rutin, curcumin and norbixin presented
significant reductions in the total cholesterol, cholesterol-LDL, cholesterol-VLDL
and triacilglycerols levels without increasing of cholesterol-HDL level. These
results demonstrate that these substances present effect hypolipidaemic when

administered in chicks with hyperlipidaemia induced by diet.
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1. INTRODUGAO

De acordo com estatisticas recentes, aproximadamente cinco milhdes
de pessoas sofrem de doenga coronariana isquémica, principal causa de morte
em homens maiores de 35 anos e em pessoas de ambos 0s sexos depois dos
45 anos. Paralelamente, quase a totalidade das mortes prematuras na América
do Norte e em muitos paises desenvolvidos (mortes essas definidas de forma
arbitraria como aquelas que ocorrem antes dos 65 anos) € causada por doenga
coronariana.

Dentre as patologias pertencentes ao grupo das doengas coronarianas,
a doenca cardiovascular aterosclerética tem sido, atualmente, considerada
problema de saude publica no Brasil, tendo em vista o seu papel no perfil de
mortalidade e as alteragdes patologicas que acarretam, muitas vezes de forma
irreversivel (CERVATO et al., 1997).

Atualmente, € amplamente aceito o conceito de que nao existe uma
unica causa para as doencas cardiacas. Entre os principais fatores de risco
estdo a hipercolesterolemia, a hipertenséo e o fumo.

Pesquisas tém demonstrado associagdes entre o consumo de gordura
saturada, nivel de colesterol e doengas coronarias (CIORLIA, 1997), no
entanto, medidas dietéticas isoladas tém sido, frequentemente, insuficientes,
tornando-se necessaria a associagdo destas com drogas hipolipidémicas
capazes de reduzir a sintese endoégena de colesterol ou melhorar a eficiéncia

de sua remoc¢ao do plasma.



Varios estudos tém mostrado que os flavondides e os corantes naturais
apresentam diversas propriedades biolégicas como atividade antioxidante,
antiinflamatéria, hipolipidémica, anticancerigena, antibacteriana, hipotensora.
Além disso, o uso de corantes naturais em alimentos constitui atualmente uma
tendéncia mundial, em fungdo da maior demanda por produtos naturais. Assim
estes compostos vém tornando-se promissores farmacos naturais, visto que
ocorrem amplamente na natureza e sdo de facil obtencdo, tornando-se uma
nova fonte para o tratamento de pacientes com hiperlipidemias.

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito
hipolipidémico dos flavondides naringina e rutina e dos corantes naturais
curcuma e norbixina, isoladamente, sobre os niveis sanguineos de colesterol
total, colesterol-HDL, colesterol-LDL, colesterol-VLDL e triacilglicerois e avaliar
o efeito de colesterol, acido cdlico e diferentes concentra¢cdes de gordura suina

na inducao de hiperlipidemia em aves da linhagem Avian farms.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1-Transporte de lipideos

O colesterol e os ésteres de colesterol, assim como os triacilglicerois e
fosfolipideos, sao essencialmente insoluveis em agua. Estes lipideos precisam,
entretanto, ser transportados de um tecido de origem (ou o figado, onde eles
sdo sintetizados, ou o intestino, onde eles sdo absorvidos) para os tecidos nos
quais eles serdo armazenados ou consumidos. Eles s&o transportados de um
tecido para outro pelo plasma sanglineo na forma de lipoproteinas plasmaticas
(NELSON e COX, 2000 ). As lipoproteinas séo particulas globulares de alto
peso molecular que transportam lipideos nao polares (principalmente
triacilglicerdis e ésteres de colesterol) através do plasma. Cada particula de
lipoproteina contém um nucleo nao polar, onde se acondicionam varias
moléculas de lipideos hidrofébicos, de modo a formar uma goticula de gordura.
Este nucleo hidrofébico consiste em triacilglicerdis, ésteres de colesterol em
proporc¢des variaveis. Em torno do nucleo, existe um revestimento de superficie
polar de fosfolipideos e colesterol ndao esterificado em menores quantidades,
que estabiliza a particula de lipoproteina, de modo que esta pode permanecer
em solugdo no plasma. Cada particula de lipoproteina também contém
proteinas especificas, denominadas apoproteinas, que sao parcialmente

expostas na superficie. A apoproteina liga-se a enzimas especificas ou



proteinas de transporte nas membranas celulares, transportando assim a

lipoproteina para os seus sitios de metabolismo (PETERSDOREF et al., 1984).

2.1.1- Transporte de lipideos exégenos

A gordura da dieta, apds a hidrélise para formar triacilglicerdis parciais
e acidos graxos, € absorvida das micelas contendo acidos biliares conjugados
(WYNGAARDEN et al., 1993). Apos absorgéo, os triacilglicerois da dieta s&o
reesterificados no reticulo endoplasmatico e acondicionado em quilomicrons
com varias apoproteinas, incluindo A-I, A-1V, a forma intestinal da apoproteina
B, identificada como B48, colesterol e fosfolipideos. Os quilomicrons sao
sintetizados apenas no intestino. Durante o movimento dos quilomicrons da
linfa para o sangue, estes adquirem apoproteinas C e E. Esses quilomicrons
modificados interagem com a LPL, uma enzima ligada na superficie de células
capilares em muitas partes do organismo (GOLDBERG et al., 1985).

Os quilomicrons sdo, em sua maior parte, removidos do sangue
circulante a medida que passam pelos capilares do tecido adiposo e do figado
(GUYTON e HALL, 1997). A apoproteina C-ll localizada na superficie dos
quilomicrons ativa a enzima LPL, que catalisa a hidrélise de triacilglicerol e
fosfolipideos a acidos graxos livres, glicerol e lisofosfolipideos que sdo entao
captados pelos tecidos. Em adicdo a perda de maior parte de seus
triacilglicerdis, os quilomicrons perdem colesterol, apoproteinas A-l e A-IV, mas
retém apoproteina B, C-ll e E. A particula do quilomicrom desprovida da maior
parte dos seus triacilglicerdis, mas ainda contendo colesterol e as apoproteinas
E, C-ll e B-48, € chamado remanescente de quilomicrom. Este pode interagir
com o receptor da apoproteina E na superficie de células hepaticas
parenquimatosas, e ser captado por endocitose (GOLDBERG et al., 1985). O
resultado final do processo de transporte do quilomicrom é levar o triacilglicerol
da dieta ao tecido adiposo e o colesterol ao figado.

Uma parte do colesterol que chega ao figado é convertida em acidos
biliares, que sao excretados no intestino para agirem como detergentes e
facilitarem a absorgédo da gordura da dieta. Além disso, uma certa quantidade
de colesterol é excretada na bile sem que haja metabolismo a acidos biliares
(PETERSDOREF et al., 1984).



2.1.2.- Transporte de lipideos endégenos

Além dos quilomicrons, que sao grandes lipoproteinas, existem quatro
outras classes principais de lipoproteinas, que sdo as VLDL, que contém altas
concentragdes de triacilglicerdis e concentragdes moderadas de colesterol e
fosfolipideos; IDL, que sao lipoproteinas de densidade muito baixa, das quais
foram removidas grande parte dos triacilgliceréis, de modo que as
concentracdes de colesterol e fosfolipideos estdo aumentadas; LDL, que sao
lipoproteinas de densidade intermediaria, a partir das quais quase todos os
triacilgliceréis foram removidos, deixando uma concentragdo especialmente
elevada de colesterol e concentragbes moderadamente altas de fosfolipideos; e
HDL, que contém altas concentragdes de proteinas, cerca de 50%, porém com
concentragdes menores de colesterol e fosfolipideos (GUYTON e HALL, 1997).

As VLDL s&o produzidas pelo figado e intestino. Estas contém
predominantemente triacilgliceréis e apoproteinas A, B, C e E. A forma de
apoproteina B chamada B100, que é sintetizada no figado, é necessaria para a
secrecdo de VLDL pelo figado. Apds a sua liberacdo, a VLDL adquire
apoproteina C e interage com a LPL (Figura 1), perdendo triacilglicerdis
(GOLDBERG, et. al.,1985). Quando a dieta contém uma quantidade de acidos
graxos maior que aquela imediatamente necessaria como combustivel, ou
como precursores, eles sdo convertidos em triacilglicerois no figado e estes
sdo agrupados com apolipoproteinas especificas para formar VLDL (NELSON
e COX, 2000). Os carboidratos que chegam em excesso pela dieta também
podem ser convertidos em acidos graxos, os quais sado reesterificados a
triacilglicerdéis no figado e exportados como VLDL (PETERSDOREF et al., 1984).
Estas lipoproteinas séo transportadas do figado para o tecido adiposo, onde a
ativagdo da LPL pela apoproteina C-Il provoca liberagdo de acidos graxos
livres dos triacilgliceréis das VLDL. Os adipdcitos captam esses acidos graxos,
ressintetizam os triacilgliceréis a partir deles e armazenam os produtos em
goticulas lipidicas intracelulares (NELSON e COX, 2000).
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Figura 1- Metabolismo das lipoproteinas de origem hepatica.



Apos remocgao de grande parte dos triacilglicerdis a partir das VLDL, a
densidade das lipoproteinas remanescentes torna-se ligeiramente maior, sendo
elas entdo denominadas IDL. Nesse estagio, muitas dessas lipoproteinas de
densidade intermediaria retornam as células hepaticas, devido a presenca de
receptores nas membranas das células hepaticas para uma proteina de
superficie existente na lipoproteina, denominada apoproteina B-100. Em
condigdes normais, o figado remove cerca da metade dessas lipoproteinas de
densidade intermediaria. As que permanecem no sangue circulante perdem
quase todos os triacilglicerdis remanescentes através de sua hidrélise nos
capilares sob a influéncia da LPL capilar. Como consequéncia, a densidade
das lipoproteinas torna-se ainda maior, e o colesterol e fosfolipideos atingem
suas maiores concentracdes (GUYTON e HALL, 1997; QUINTAO, 1992). Estas
lipoproteinas passam entdo a ser denominadas LDL, que s&o ricas em
colesterol e ésteres de colesterol e contém quase exclusivamente apo B-100
como sua apoproteina. A fungdo da LDL é suprir colesterol a uma grande
variedade de células parenquimatosas extra-hepaticas, estas células possuem
receptores de LDL localizados na sua superficie. A LDL se liga a este receptor
(Figura 2) e é captada por endocitose mediada pelo receptor e digeridas pelos
lisossomos no interior das células (PETERSDOREF et al., 1984; GOLDBERG et
al.,1985). Os ésteres de colesterol da LDL sao hidrolisados, e o colesterol
liberado é utilizado tanto para a sintese da membrana quanto como precursor
para a sintese de horménio esterdide. Esta via receptora de LDL funciona
como uma rota principal para a degradagdo da LDL (PETERSDORF et al.,
1984). Além de sua degradacgao pela via da LDL nas células parenquimatosas
extra-hepaticas, os macréfagos circulantes possuem niveis elevados de
atividade de captacao via receptor. Estes receptores, os quais possuem ampla
especificidade de ligacdo a ligantes, podem mediar a endocitose de LDL
quimicamente modificada. Diferentemente da LDL captada pelos receptores
préprios, a LDL oxidada captada pelos macréfagos ndo regula os niveis
intracelulares de colesterol, e assim o colesterol se acumula nestas células. A
captacédo excessiva de LDL oxidada por macrofagos causa a transformacéo
destas células em células “espumosas”, as quais participam na formacao das
placas ateroscleréticas (CHAMPE e HARVEY, 1996).
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A HDL é de fundamental importancia por seu efeito protetor diante dos
fendbmenos aterogénicos. Ela é sintetizada no figado como particulas pequenas
ricas em proteina e contendo relativamente pouco colesterol e ésteres de
colesterol. As HDL contém apoproteina C-I e C-ll, entre outras, bem como a
enzima LCAT, que catalisa a formacao de ésteres do colesterol a partir da
lecitina (fosfatidilcolina) e colesterol. Outra proteina associada a HDL é a
CETP, que transfere muitos dos ésteres de colesterol da VLDL e LDL para a
HDL (NELSON e COX, 2000; BADIMON et al., 1992, GARRETT e GRISHAN,
1999).

O processo de incorporacao de colesterol pela HDL inicia-se com a
interacdo destas particulas com estruturas que contenham colesterol livre na
interface com o meio aquoso, tais como lipoproteinas menos densas
(quilomicrom, VLDL e LDL), ou, ainda, membranas celulares (macrofagos,
fibroblastos, hemacias, etc.). Na reagdo catalisada pela LCAT ocorre a
transferéncia de um acido graxo para a posigao 3-beta-hidroxi do colesterol.
Este por sua vez , deixa a interface com o meio aquoso (lipoproteina ou
membrana celular) e é incorporado ao nucleo hidrofébico da HDL (QUINTAO,
1992).

Depois de liberada na corrente sanglinea, a HDL nascente (récem-
sintetizada) coleta ésteres de colesterol de outras lipoproteinas circulantes
como quilomicrons e VLDL remanescentes. Os quilomicrons e VLDL, depois da
remogdo de seus triacilgliceréis pela LPL, sdo ricas em colesterol e
fosfatidilcolina. A LCAT existente na superficie da HDL nascente converte esta
fosfatidilcolina e colesterol em ésteres de colesterol, os quais entram no interior
da HDL nascente, a medida que se acumulam maiores quantidades de
colesterol no interior da lipoproteina, esta adquire uma forma esférica,
transformando-se assim em uma HDL madura. Esta lipoproteina rica em
colesterol volta agora ao figado, onde o colesterol é liberado. Parte deste
colesterol é convertido em sais biliares. A HDL pode ser captada diretamente
no tecido hepatico (NELSON e COX, 2000; BADIMON et al., 1992). Portanto, a
funcédo da HDL é levar colesterol esterificado ao figado. Este processo explica
a correlacdo entre altos niveis de HDL e redugdo nos riscos de doencas
cardiovasculares (GARRETT e GRISHAN, 1999)



2.2- Biossintese de colesterol

O colesterol ¢é sintetizado por praticamente todos os tecidos em seres
humanos, embora o figado, intestino, cértex adrenal e tecidos reprodutivos
incluindo ovarios, testiculos e placenta fagam as maiores contribuicdes ao
colesterol corporal. O colesterol € o esterol mais abundante em seres
humanos, e realiza uma série de fun¢des essenciais no corpo (CHAMPE e
HARVEY, 1996). Sua importancia fisiolégica reside no amplo papel que
desempenha no organismo animal, como componente estrutural da maioria das
membranas celulares, precursor de vitamina D, hormdnios esterdides e acidos
biliares (FUKUSHIMA e NAKANO, 1995; BRODY, 1994). Por outro lado é
também um dos maiores constituintes das placas ateroscleréticas e de muitos
calculos biliares (KRAUSE et al., 1998).

Além do colesterol absorvido diariamente do trato gastrintestinal,
denominado colesterol exdégeno, uma quantidade ainda maior € sintetizada nas
células do organismo, sendo conhecido como colesterol endégeno (GUYTON e
HALL, 1997). Aproximadamente, metade do colesterol do organismo surge por
sintese enddgena (Figura 3), e o restante é fornecido pela dieta (MURRAY et
al.,, 1998). Praticamente todo o colesterol enddégeno que circula nas
lipoproteinas do plasma é formado pelo figado (GUYTON e HALL, 1997).

A acetil-CoA é precursora de todos os atomos de carbonos presentes
no colesterol (Cy7). As enzimas que catalisam a sintese do colesterol localizam-
se no citossol e no reticulo endoplasmatico (MARZZOCO e TORRES, 1999).
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O processo de sintese do colesterol ocorre em quatro estagios. A
sintese do colesterol inicia-se com a condensag¢ao de duas moléculas de acetil-
CoA, produzindo acetoacetil-CoA; que condensa-se com uma terceira molécula
de acetil-CoA, produzindo um composto com 6 atomos de carbono, HMG-CoA.
As enzimas que catalisam estas reacbes sao, respectivamente, tiolase e HMG-
CoA sintase, ambas citossolicas. Nos hepatdcitos, essas duas enzimas sao
encontradas também nas mitocéndrias, e a HMG-CoA formada é precursora
dos corpos cetdnicos. A HMG-CoA é a seguir reduzida a mevalonato, numa
reacao catalisada pela HMG-CoA redutase, uma enzima ligada ao reticulo
endoplasmatico. Esta reacao é irreversivel e considerada etapa limitante na
sintese de colesterol (MARZZOCO e TORRES, 1999). Muitos dos fatores que
regulam a biossintese do colesterol atuam modulando a atividade da enzima
HMG-CoA redutase (RUDNEY e SEXTON, 1986).

No estagio seguinte da sintese do colesterol, o mevalonato €
fosforilado pelo ATP formando varios intermediarios fosforilados ativos. Por
meio de uma descarboxilagdo, forma-se a unidade isoprendide ativa, o
isopentenil pirofosfato (MURRAY et al.,1994). No préximo passo o isopentenil
pirofosfato e o dimetilalil pirofosfato sofrem uma condensagéo, formando o
geranil pirofosfato. Este sofre outra condensagéo com o isopentenil pirofosfato ,
liberando o intermediario de 15 carbonos, farnesil pirofosfato. Finalmente duas
moléculas de farnesil pirofosfato unem-se, com a eliminagdo dos dois grupos
pirofosfato e formam o esqualeno (NELSON e COX, 2000).

A etapa final da sintese do colesterol comega com a ciclizacdo do
esqualeno e, em contraste com as anteriores, requer oxigénio molecular
(STRYER, 1995). Primeiramente, ha formagdo de um composto intermediario,
epoxido de esqualeno, pela agao de uma oxidase de fungao mista presente no
reticulo endoplasmatico, a esqualeno epoxidase, com participacdo de O, e
NADPH. Em células animais, ocorre ciclizacdo do epéxido de esqualeno, o que
resulta na formagao do lanosterol, que contém os quatro anéis caracteristicos
do nucleo esterdide. Finalmente, o lanosterol € convertido em colesterol em
uma série de aproximadamente 20 reagdes (NELSON e COX, 2000).

Nos mamiferos a produgao de colesterol € regulada pela concentragao
intracelular e pelos horménios glucagon e insulina. O passo limitante na via de

sintese de colesterol € a conversdo do HMG-CoA em mevalonato pela agao da
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enzima HMG-CoA redutase. Esta enzima pode ter sua atividade variada em
mais de 100 vezes. Ela ¢é inibida alostericamente por derivados do colesterol,
ainda nao identificados, e do intermediario chave, mevalonato. A HMG-CoA
redutase é também regulada por hormdnios, existindo nas formas fosforilada
(inativa) e desfosforilada (ativa) (RICARDO, 1999). O glucagon age
estimulando a fosforilagdo da HMG-CoA redutase e a insulina age promovendo
a desfosforilacdo da mesma.

Em adicdo a essa inibicdo imediata da HMG-CoA redutase, ja
existente, concentracdes altas de colesterol intracelular também diminuem a
sintese de novas moléculas da enzima. Ainda, altas concentragdes
intracelulares de colesterol ativam a enzima ACAT, aumentando a esterificagao
do colesterol para o armazenamento. Finalmente, altas concentracbes de
colesterol intracelular provocam uma redugcao na producao do receptor de LDL,
diminuindo a captagao do colesterol a partir do sangue (RICARDO, 1999).

2.3- Degradacao e excregao do colesterol

A estrutura em anel do colesterol ndo pode ser metabolizada a CO; e
H,O em seres humanos. Em vez disto, o anel esterol intacto é eliminado do
corpo por (1) conversdo em acidos biliares, os quais sdo excretados nas fezes
ou (2) secregao do colesterol na bile, a qual transporta-o ao intestino para
eliminacdo (CHAMPE e HARVEY, 1996).

Os acidos biliares podem ser considerados como produtos finais do
catabolismo do colesterol no organismo. Esses compostos, juntamente com o
préprio colesterol, que também esta presente na bile, representa o unico
percurso expressivo para a eliminagcédo do colesterol do corpo (HARPER et al.,
1982). Uma parte do colesterol eliminado na bile é transformado em
coprostanol e colestanol por bactérias intestinais. O colesterol e os compostos
primarios do colesterol, coprostanol e colestanol constituem o maior volume de
esterdis fecais.

Os acidos biliares sao sintetizados no figado por uma rota de etapas

multiplas (Figura 4).
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Figura 4 — Conversao de colesterol a sais biliares
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O primeiro passo na transformacao de colesterol em acidos biliares é a
formacao de 7-o-hidroxicolesterol pela agdo da enzima 7-a-hidroxilase. Este é
um passo limitante na sintese dos acidos biliares primarios: colico e
quenodesoxicolico, que sao os principais acidos biliares sintetizados pelo
figado humano.

Os acidos biliares colico e quenodesoxicolico s&o algumas vezes
chamados de acidos biliares primarios. Estes podem ser desidroxilados por
bactérias no trato digestivo. Os produtos s&o o acido desoxicolico, o derivado
diidroxi do acido cdlico e o acido litocélico, o derivado monoidroxi do acido
quenodesoxicélico (SMITH et al., 1988). Antes dos acidos biliares deixarem o
figado, eles sdo conjugados a uma molécula de glicina ou taurina por uma
ligacdo amida entre o grupo carboxila do acido biliar e o grupo amino do
composto adicionado. Estas estruturas novas sdo denominadas sais biliares e
incluem os acidos glicocdlico, glicoquenodesoxicolico, taurocdlico e
tauroquenodesoxicolico (CHAMPE e HARVEY, 1996).

Os sais biliares secretados no intestino s&o eficientemente
reabsorvidos e reutilizados. A mistura de acidos e sais biliares primarios e
secundarios € absorvida principalmente no ileo por transporte ativo. Eles sao
levados das células da mucosa intestinal ao sangue do sistema porta e séo
eficientemente removidos pelas células parenquimatosas do figado. O figado
converte tanto os acidos biliares primarios como os secundarios em sais
biliares pela conjugagao com glicina ou taurina, permitindo que sejam
secretados na bile. O continuo processo de secreg¢ao de sais biliares na bile,
sua passagem através do duodeno onde alguns sdo convertidos em acidos
biliares, e seu retorno subsequente ao figado como uma mistura de acidos e
sais biliares sdo denominados de circulagdo entero-hepatica (CHAMPE e
HARVEY, 1996).

2.4- Metabolismo do acido araquidénico

Muitos dos efeitos antiinflamatérios e cardiovasculares propostos por
flavondides e compostos fendlicos interferem no metabolismo final do
araquidonato. Os produtos da acdo das enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase

sdo as prostaglandinas tromboxanos e leucotrienos, também denominados
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eicosanoides. Estes compostos sdo agentes homeostaticos envolvidos na
manutenc¢ao da integridade dos sistemas inflamatorio, cardiovascular e renal. O
desequilibrio na homeostase de leucotrienos pode resultar em respostas
inflamatoérias com disturbios respiratérios como asma, rinite alérgica, artrite e
desordens inflamatorias no intestino. Similarmente um desequilibrio na sintese
de prostaglandinas pode levar a doengas cardiovasculares e renais resultando
em aterosclerose e derrames.

Os acidos graxos Cy poliinsaturados, como o acido araquiddnico, sdo
0s precursores biossintéticos de varias familias de compostos que exercem
diversas acdes bioldgicas. Esses compostos incluem as prostaglandinas,
prostaciclinas, tromboxanos e os leucotrienos (SMITH et al., 1988), e séo
chamados, conjuntamente, de eicosandides. Os eicosandides sé&o
sinalizadores muito potentes que agem como mensageiros de curta distancia,
afetando os tecidos proximos das células que o produzem (NELSON e COX,
2000).

O acido araquidbnico € um constituinte de fosfolipideos de membrana
e, por isso, a sintese dos eicosandides inicia-se com a liberagado deste acido
graxo, através de hidrélise, catalisada por fosfolipases especificas de
fosfolipideos de origem animal (MARZZOCO & TORRES, 1999).

Todas as células sao capazes de liberar acido araquidénico, mas os
produtos enzimaticos predominantes assim formados sdo altamente
especificos a nivel celular (WYNGAARDEN et al, 1993). Em resposta a um
estimulo hormonal, ou a outros, uma fosfolipase especifica, presente na
maioria dos tipos celulares de mamiferos, hidrolisa os fosfolipideos de
membrana liberando o acido araquidénico (NELSON e COX, 2000). A etapa
inicial de sintese dos eicosandides envolve a cisdo do acido araquiddnico dos
fosfolipideos das membranas celulares (PETERSDORF et al.,, 1984). A
fosfolipase A2 e fosfolipase C, e possivelmente diacilglicerol lipase estdo
envolvidos na liberacdo de acido araquidbnico. As fosfolipases sao de
relevancia particular para a formagéo de eicosandides porque os acidos graxos
precisam estar na forma livre para serem utilizados como substrato da
ciclooxigenase e lipoxigenase (KINSELLA, 1991).

Um grupo de enzimas presentes no reticulo endoplasmatico liso

converte o acido araquidénico em prostaglandinas, em um processo que se
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inicia com a formacdo de um endoperdxido, o PGH,, precursor imediato de
muitas outras prostaglandinas e tromboxanos. As duas reagdes que levam até
a formagao de PGH; envolve a adicdo de oxigénio molecular, e ambos séo
catalisados por uma enzima bifuncional, a prostaglandina endoperdxido sintase
(NELSON e COX, 2000). Esta enzima atua como ciclooxigenase e peroxidase.

A enzima tromboxano sintase presente nas plaguetas sanguineas
converte PGH,; em tromboxano A, do qual outros tromboxanos sao derivados.
Os tromboxanos induzem a constricdo dos vasos sanglineos e a agregacgao
das plaquetas, os primeiros passos na coagulagdo do sangue (NELSON e
COX, 2000).

A prostaciclina (PGly), produto predominante do acido araquiddnico
através da acgdo da ciclooxigenase, é formada pelo endotélio vascular e
também pelo subendotélio. Esta substancia inibe a agregacdo das plaquetas
por todos os agonistas reconhecidos e também desagrega as plaquetas
previamente agregadas. A PGl, inibe a aderéncia das plaquetas e dos
neutréfilos a superficies estranhas e ao endotélio lesado e dilata tanto a
musculatura lisa bronquica quanto a vascular (WYNGAARDEN et al, 1993).

O acido araquiddnico também esta amplamente sujeito a reagdes de
lipoxigenacéao, o que leva a formagao de compostos potentes e biologicamente
ativos, denominados leucotrienos (BRODY, 1994; KATZUNG, 1998).

O primeiro passo na formagéo dos leucotrienos € a clivagem do acido
araquidénico dos fosfolipideos de membrana (BRODY, 1994). A sintese dos
leucotrienos comega com a agao de varias lipoxigenases que catalisam a
incorporagao de oxigénio molecular no acido araquidénico. Essas enzimas sao
encontradas nos leucécitos, coragao, cérebro, pulmao e baco.

O primeiro leucotrieno a ser formado é o A4, que por sua vez é
metabolizado ou a leucotrieno B4 ou leucotrieno C4. O leucotrieno C4 produz
grande bronconstricdo pulmonar, um efeito parcialmente bloqueado por
inibidores da ciclooxigenase. Isso significa a possibilidade do leucotrieno Ty
mediar esse efeito através da liberacdo de wuma prostaglandina
broncoconstritora, como tromboxano A,. O leucotrieno B4 estimula a adeséo, a
migracgao, a liberagdo enzimatica e a produgao de superoxido pelos leucdcitos

polimorfonucleares. Essas propriedades bioldgicas sugerem fortemente um
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papel para os produtos da lipoxigenase tanto na inflamagcéo quanto na
broncoconstrigdo induzida por antigeno (WYNGAARDEN et al, 1993).

2.5- Aterosclerose

A regulagdo do metabolismo do colesterol vem sendo extensivamente
estudada, especialmente depois que foi estabelecida com clareza a relacao
entre niveis plasmaticos altos de colesterol e incidéncia de aterosclerose
(MARZZOCO e TORRES, 1999).

A aterosclerose € uma doenca das artérias de calibre grande e
intermediario, caracterizada pelo desenvolvimento de lesdes gordurosas,
denominadas placas ateromatosas, na superficie interna das paredes arteriais
(GUYTON e HALL, 1997).

A aterosclerose é o tipo mais frequente de arteriosclerose (esclerose
de artérias) e as doengas cardiovasculares dela resultantes sao a principal
causa de morte nos paises desenvolvidos (MARZZOCO e TORRES, 1999).

A etapa inicial das modificagcdes na LDL causada pelas células € a
peroxidagao de seus acidos graxos poliinsaturados liberados dos fosfolipideos.
Este processo € inibido por agentes antioxidantes. Ha fortes evidéncias de que
a peroxidacgao lipidica é processo mediado por radicais livres e catalisado em
presenca de metais de transicdo, como ferro e cobre. Um dos eventos mais
precoces na aterosclerose experimental é a aderéncia de monocitos circulantes
as células endoteliais da artéria. A LDL oxidada € um potente fator quimiotatico
positivo para mondcitos e, ao mesmo tempo, € um inibidor da mobilidade do
macréfago (QUINTAO, 1992; BATLOUNI e RAMIRES, 1994).

Evidéncias experimentais indicam que a lesdo endotelial é um fator
importante na aterogénese, no entanto ja foi amplamente confirmado que a
lesao do tipo estria gordurosa pode desenvolver-se sob uma camada endotelial
morfologicamente intacta. A LDL oxidada, por ser altamente citotdxica, pode
induzir alteragdes funcionais nas células endoteliais que favorecem a
penetracdo dos mondocitos ou facilitam o movimento de mais LDL para o
espaco subendotelial, acelerando, assim, a formagao das estrias gordurosas.

Além disso, a citotoxicidade da LDL oxidada é suficiente para promover a perda
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de células endoteliais da superficie de estrias gordurosas ja estabelecidas
(QUINTAO, 1992).

Os achados sobre as propriedades das LDL oxidadas, permitiram que
Steinberg et al (1989) citado por QUINTAO (1992) propusesse um modelo de
desenvolvimento da les&o aterogénica, baseado somente na presenga de
niveis elevados de LDL e modificagdes oxidativas desta dentro da parede
arterial. A sequéncia de eventos postulada é a seguinte: na presencga de altos
niveis de LDL no plasma, a concentragao de LDL na intima arterial aumenta e
0 maior numero de particulas disponiveis no intersticio arterial leva a aumento
na concentracdo de LDL oxidada. Essa, por sua vez, contribui para o
recrutamento dos mondcitos circulantes. Na parede arterial, os mondécitos
sofrem as modificagbes fenotipicas que os transformam em macrdéfagos, e, por
acao quimiotatica das LDL oxidadas, sdo impedidos de retornar ao plasma.
Uma vez que os proprios macrofagos podem modificar oxidativamente as LDL,
a velocidade com que as LDL oxidadas sao produzidas aumenta
geometricamente com o numero de macréfagos no espago subendotelial
(QUINTAO, 1992).

Os macréfagos residentes expressam o receptor de depuragéo, por
meio do qual captam rapidamente as LDL oxidadas. As LDL oxidadas sé&o
captadas mais rapidamente pelos macréfagos que as LDL nativas, para formar
células espumosas, no interior das quais se acumulam os ésteres de colesterol.
Esses receptores, diferentemente dos receptores de LDL nativa, ndo sao
regulados pela entrada de colesterol na células, o macréfago continua
captando LDL oxidada (QUINTAO, 1992; BATLOUNI e RAMIRES, 1994;
KATZUNG, 1998). Ademais, LDL oxidadas sdo quimiotaticas para mondcitos,
inibem a motilidade dos macréfagos tissulares e sao citotoxicas para as células
endoteliais. A susceptibilidade das LDL a oxidacdo correlaciona com a
magnitude da aterosclerose (BATLOUNI e RAMIRES, 1994).

Esta cadeia de eventos ndo pressupde a perda de células endoteliais
como o fator iniciador da aterogénese e sim como importante na progressao
da lesao, tipo estria gordurosa, para placa fibrosa e lesées mais complexas. A
citotoxicidade da LDL oxidada causaria a perda de células endoteliais que
recobrem as estrias gordurosas e, a partir dai, desencadearia agregacao

plaquetaria, liberacao dos fatores de crescimento plaquetarios, estimulacao de
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outros fatores de crescimento e proliferacdo de células musculares, levando ao
espessamento do ateroma. Assim, as teorias de infiltracado lipidica e da lesao
endotelial sdo consideradas, atualmente, mas com uma modificacdo na
seqliéncia de eventos (QUINTAO, 1992).

A lesdo ateroscleroética incipiente se caracteriza pela migracédo de
monaocitos do sangue, fibroblastos e fibras musculares lisas da média para a
camada intima da artéria. Estas lesbes determinam um estreitamento de
artérias e desencadeiam a formagdo de coagulos, que podem levar a sua
oclusdo. Isto resulta no bloqueio da irrigagdo do tecido em questdo e a sua
morte, devido a interrupgdo do aporte de oxigénio e, consequentemente, da
producdo de energia, obtida através da oxidagdo aerdbica de nutrientes, na
maioria das células. Isto € o que acontece nos casos de infarto do miocardio,
acidente vascular cerebral, embolia pulmonar, entre outros ( MARZZOCO e
TORRES, 1999).

Quando ha lesédo de um vaso sanguineo, as plaquetas tornam-se
viscosas e aderem rapidamente aos vasos sanguineos lesados, fixando-se ao
tecido conjuntivo endotelial, como, por exemplo, as fibras de colageno e a
membrana basal. As plaquetas também aderem entre si, formando uma
obstrucao suficiente para interromper o sangramento se a lesdo for pequena. A
medida que as plaquetas se agregam, elas liberam aminas vasoativas, como,
por exemplo, serotonina e adrenalina, e metabdlitos das prostaglandinas,
como, por exemplo, tromboxano A,, que estimulam a vasoconstricdo. Em
seguida, inicia-se a coagulagdo do sangue ao redor das plaquetas e dos
tecidos lesados, resultando na formagédo de um trombo ou coagulo (SMITH et
al., 1988).

As plaquetas contribuem para o desenvolvimento e progressdo da
aterosclerose, em parte, pela liberagao de fatores de crescimento que leva a
multiplicagdo de células musculares lisas e migragcao destas da média para a
camada intima da artéria (TIJBURG et al., 1997)

Certas lipoproteinas plasmaticas estdo associadas a aterogénese
acelerada. As lipoproteinas que contém apolipoproteina B-100 foram
identificadas como os veiculos nos quais o colesterol é transportado para o
interior da parede arterial. Estas lipoproteinas aterogénicas sao as LDL, IDL e

VLDL. Os ésteres de colesterol, que sdo encontradas nas células espumosas
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do ateroma, também aparecem na matriz extracelular e induzem a producgao de
colageno pelos fibroblastos. Os macrofagos e as células musculares lisas
desempenham importante papel na aterogénese (KATZUNG, 1998).

Os mecanismos pelos quais a placa aterosclerdtica evolui para o
quadro de infarto do miocardio ou infarto cerebral envolvem a formac&o de um
trombo na superficie da placa fissurada. Estudos recentes descrevem uma
sequéncia de eventos a qual se inicia com a ruptura da intima arterial que esta
sobre a placa. Isto geralmente ocorre na jungao entre a placa e a parede
arterial normal adjacente. O conteudo da placa ¢é liberado e a cicatrizagado da
parede arterial pode ocorrer sem a evolugédo para um evento isquémico, a nao
ser que haja trombose sobre a superficie lesada (SERRANO e RAMIRES,
1995).

As HDL podem ser antiaterogénicas, provavelmente por facilitarem o
transporte reverso do colesterol e estudos demonstraram o papel protetor das
HDL na fungdo endotelial. Justifica-se assim a utilizacdo de medidas e
farmacos para elevar os niveis de HDL, com a finalidade de preservar a funcao
endotelial e prevenir a aterogénese (BATLOUNI & RAMIRES, 1994). Acredita-
se que as HDL possam, na realidade, absorver cristais de colesterol que estao
comecando a se depositar nas paredes arteriais. Independentemente desse
mecanismo ser verdadeiro ou ndo, as HDL ajudam a proteger o individuo

contra o desenvolvimento de aterosclerose (GUYTON e HALL, 1997).

2.6- Metabolismo lipidico em aves

A digestdo intestinal dos lipidios da dieta, que consistem
essencialmente de triacilglicerois, envolve a sua hidrolise parcial, absorgao e
reconstituicdo nas células da mucosa intestinal a particulas de lipoproteinas
muito grandes (HERMIER, 1997). A digestdo e absorgao de lipideos da dieta
em aves ocorre no intestino, como nos demais n&o ruminantes, mas a rota
subsequente de transporte é muito diferente entre mamiferos e aves. Em
mamiferos, os acidos graxos de cadeia longa s&do absorvidos pelos enterdcitos
e incorporados aos quilomicrons na forma de triacilglicerdis, que sé&o
secretados no sistema linfatico e dai para a circulagdo sanguinea via ducto

toracico. Em aves, os lipideos da dieta também s&o incorporados a grandes
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particulas ricas em triacilgliceréis, que s&o denominados “portomicrons”
(GRIFFIN, 1996). O tamanho dos portomicrons (diametro médio de 150 nm) e
composicao (aproximadamente 90% de triacilglicerdis) € bem parecido com os
quilomicrons de mamiferos (HERMIER, 1997).

Das células absortivas, as lipoproteinas sao secretadas no fluido
intersticial, atravessam as células da Iamina prépria e sdo transportados pelas
células endoteliais dos capilares em aves. As lipoproteinas sintetizadas na
parede intestinal sao transportadas diretamente para o sangue do sistema
porta (KROGDAHL, 1985).

Muitos lipideos da dieta entram no sistema porta na forma de acidos
graxos nao esterificados. Além disso, a gordura da dieta é captada pelo figado
antes de entrar na circulagédo geral. Uma alta propor¢ao de acidos graxos nao
esterificados no sangue da circulagdo porta s&o removidos, provavelmente,
durante a primeira passagem pelo figado (GRIFFIN, 1996).

Estudos tém mostrado que o jejuno é o maior sitio de absorgdo de
lipideos em galinhas. O ileo foi 0 mais importante para a absor¢ao de acidos
palmitico, linoléico e estearico. A absorgdo de sais biliares ocorre tanto no
jejuno quanto no ileo (KROGDAHL, 1985).

Os portomicrons atravessam o figado antes de alcangar o resto da
circulagao. Porém, é provavel que por estas particulas serem muito grandes
para atravessar a parede celular dos capilares hepaticos, ndo sao
metabolizadas pelo figado. Estas lipoproteinas estdo ausentes no plasma de
aves nao alimentadas e estdo em muito baixa concentracdo em aves
alimentadas precocemente. Esta situacdo reflete ndo somente a baixa
quantidade de gordura na maioria das dietas de aves, mas também o
catabolismo muito rapido de portomicrons em tecidos extrahepaticos
(HERMIER, 1997).

A dieta muito gordurosa leva a um acréscimo de lipoproteinas nos
varios estagios no interior do enterdcito. Alimentos gordurosos baseados em
acidos graxos de cadeia média estdo menos sujeitos a provocar este
inconveniente na sintese de lipoproteinas do que gorduras que contenham,
principalmente, acidos graxos de cadeia longa, uma vez que a absorcao de
acidos graxos de cadeia média é independente da formacdo de micela
(MORAN JR, 1994).
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As aves formam lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL), que
sao menores que os quilomicrons formados em mamiferos. A absorgao de
gordura no animal jovem € deficiente, uma vez que o intestino delgado destes
animais nao esta completamente desenvolvido (MORAN JR, 1994).

As VLDL e HDL sdo as duas principais classes de particulas de
lipoproteinas que sao sintetizadas e secretadas pelo figado. As
apolipoproteinas destas particulas de lipoproteinas sao também sintetizadas no
figado. Em galinhas as apolipoproteinas B-100 e apo A-l sdo as maiores
apolipoproteinas de VLDL e HDL, respectivamente. Com respeito a VLDL, a
unido de triacilglicerois, fosfolipideos, colesterol e apo B (junto com apoproteina
VLDL-II em galinhas) é um processo consecutivo que comega no reticulo
endoplasmatico e termina no complexo de golgi, do qual particulas nascentes
sao empacotados em vesiculas e secretadas. Este processo dura menos de 40
minutos depois do inicio da traducdo de apoproteina B. Acredita-se que a via
de sintese e secre¢cdo de HDL de galinha seja semelhante ao de VLDL
(HERMIER, 1997).

Muito pouco € conhecido sobre a regulagdo da sintese e secregdo de
lipoproteina do figado de aves, pelo menos em aves em crescimento. Alguns
estudos em hepatécitos de galinha demonstraram que insulina aumenta tanto a
lipogénese quanto a sintese de VLDL, enquanto que tiroxina e glucagon
tiveram efeito oposto. Neste contexto, o perfil hormonal pode ser muito
importante para gerar diferengcas na taxa de lipogénese hepatica por selegéo
genética. Entretanto, estudos in vitro indicam claramente que altas
concentracdes de insulina, similares aos encontrados em animais alimentados,
aumenta a lipogénese e inibe a sintese de apoproteina B. Entéo, a sintese e
secrecdo de VLDL € inibida, e alguns triacilglicerdis s&o acumulados
temporariamente em vesiculas citoplasmaticas (HERMIER, 1997).

A transferéncia de triacilgliceréis da VLDL (e portomicrons, se existir)
para dentro do tecido adiposo envolve o seu catabolismo pela LPL. A LPL
catalisa a hidrélise de triacilglicerois a acidos graxos e glicerol. O acido graxo
entdo entra no tecido circunvizinho e, no caso do tecido adiposo, eles séo
reesterificados e estocados como triacilglicerdis. A LPL é sintetizada em
adipécitos, bem como no musculo e outros tipos de células, mas somente a

fracdo da enzima que foi secretada e ancorada na superficie da parede dos
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capilares é funcionalmente ativa. Em mamiferos, a LPL pode ser ativada pela
apoproteina CIl, uma apolipoproteina de baixo peso molecular que é secretada
com HDL e entao transferida a VLDL antes da sua hidrélise. O equivalente de
restos de apoproteina C-Il é identificado em aves, embora seja conhecido que
HDL constitui o principal reservatorio de ativador de LPL em plasma de galinha.
Em galinhas poedeiras, o catabolismo de VLDL no plasma é muito limitado, o
que permite o transporte de lipideos para os oécitos onde VLDL sao absorvidas
por endocitose, em vez de outros tecidos. Entretanto, VLDL de galinhas
poedeiras contém grandes quantidades de apo VLDL-II, uma apolipoproteina
que so é sintetizada sob influéncia de estrogeno, o qual mostrou ser inibidor
especifico de LPL (HERMIER, 1997).

O colesterol da gema do ovo é sintetizado no figado de galinhas
poedeiras e transportado para os foliculos em desenvolvimento via VLDL,
sendo depositado por endocitose mediada por receptor (NIMPF e
SCHNEIDER, 1991). A sintese de colesterol aumenta em galinhas, e isto pode
ser devido a um aumento na demanda para a producéo de ovos. O colesterol
da gema do ovo € importante para o desenvolvimento embrionario, sendo que
a maior parte do colesterol da gema é transferido ao embrido durante a ultima
semana de incubacdo. Estudos indicam que pintos provavelmente nao
possuem enzimas desenvolvidas para a sintese de colesterol, o que mostra a
importancia deste constituinte no ovo (SUTTON et al., 1984). Apds a ecloséao,
pintos apresentam grande quantidade de colesterol no saco vitelinico, figado e
plasma. Poucos dias apds eclosdo ha uma progressiva redugdo nos niveis de

colesterol do plasma e figado destes animais (CASTILLO et al., 1996).

2.7- Flavondides: Caracteristicas, classificacao e fungdes

Os flavondides sdo compostos polifendlicos, diversos em estrutura
quimica e caracteristicas, encontrados somente em plantas. Possuem em suas
estruturas anéis aromaticos constituindo unidades de esqueleto de carbono Cg-
C3-Cs. O esqueleto C45 dos flavondides é biogeneticamente derivado de
fenilpropano (Ce-C3) e trés unidades acetato (Cs). Do ponto de vista quimico
eles podem ser considerados como derivados de 2-benzopirano (YOKOZAWA
et. al., 1997).
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As varias classes de flavonoides existentes diferem entre si no nivel de
oxidagao do anel pirano central, exceto nas chalconas que possuem estrutura
aberta. Cada tipo de flavondide pode apresentar modificagdes, como
hidroxilagdo, metilacdo, acilagdo, glicosilagdo, ou ramnosilagdo, resultando
numa enorme diversidade de flavonoides na natureza (COOK e SAMMAN,
1996).

Mais de quatro mil diferentes flavondides foram identificados dentro da
maior classe de flavondides que incluem flavondis, flavonas, flavanonas,
catequinas, antocianinas, isoflavonas, diidroflavondis e chalconas. Esses
compostos sdo absorvidos no trato gastrintestinal de homens e animais e séo
excretados intactos ou como metabdlitos na urina e fezes (COOK e SAMMAN,
1996; PETERSON e DWYER, 1998).

De todos os pigmentos que existem nos vegetais com a estrutura da
fenilbenzopirona, as flavonas e os flavonodis s&o, sem duvida alguma, os mais
abundantes. A significancia desses pigmentos com relagdo a cor dos vegetais
se limita aos vegetais amarelados. A distingdo entre as flavonas e flavonois é
muito pequena, uma vez que flavondis sédo flavonas nas quais a posicao trés
esta hidroxilada. Entre as flavonas, apenas a luteolina (1), apigenina (2) e
tricetina (3) sdo comuns na natureza das quais se derivam a estrutura de
outras agliconas. Os flavondéis mais comuns séo o kaempferol (4), a quercetina
(5) e a miricetina (6), e entre eles o mais importante € sem duvida a rutina (3-
rutinosil-quercetina) (7) composto com atividade biologica (BOBBIO e BOBBIO,
1992a).

As flavanonas sao substancias sem cor e diferem quimicamente das
flavonas por terem uma ligagdo saturada entre os carbonos dois e trés. Sao
encontradas em grandes quantidades em frutas citricas, e sua grande
importancia atualmente se deve ao fato de, por reagdes quimicas simples,
darem origem as di-hidrochalconas, compostos de sabor doce bem acentuado,
e substitutos em potencial da sacarose (BOBBIO e BOBBIO, 1992a). A
naringenina (8) e a naringina (9) sdo exemplos de flavanonas.

As catequinas (10) sdo componentes de proantocianidinas (CsoH260n).
As proantocianidinas se caracterizam por mudarem de cor quando expostas ao

ar.
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As antocianinas compreendem um grupo de pigmentos de ocorréncia
natural, os quais sé&o responsaveis pelas coloragdes azul, vermelha, purpura e
violeta de muitas espécies no reino vegetal (JACKMAN et al, 1987). Estes
pigmentos naturais sao bastante conhecidos, pois determinam a coloragao
caracteristica de uma grande variedade de vegetais, incluindo aqueles usados
na alimentagdo humana (STRINGHETA e BOBBIO, 2000). Varias
antocianidinas sdo conhecidas na natureza, das quais somente seis tém
importancia em alimentos, entre elas estado a pelargonidina (11), cianidina (12),
peonidina (13), delfinidina (14), petunidina (15) e malvinidina (16) (FRANCIS,
1992). As antocianinas estdo presentes em uvas, morangos, amoras pretas,
jabuticabas, cerejas, na casca da batata doce, cebola roxa, repolho roxo, e em
muitas outras espécies vegetais tais como pétalas de flores, frutos e plantas
superiores (FREUND et al., 1988).

As isoflavonas s&o pigmentos pouco distribuidos na natureza, embora
constituam uma grande classe de produtos naturais. A genisteina (17) é a
isoflavona mais frequentemente encontrada na natureza.

Os diidroflavondis (2’-hidroxiflavondis) sao raros, ocorrendo somente
em algumas plantas, sendo um exemplo a morina (18), presente nos troncos
de madeira de Morus tinctoria. Suas propriedades sao bem conhecidas como
corante e como agente quelante, propriedade essa que induz ao seu uso na
area de quimica analitica (RICARDO, 1999).

As chalconas sao flavondides coloridos nos quais os dois anéis
aromaticos estdo ligados por uma cadeia alifatica de trés carbonos. A cor
vermelha do acafrdo é devido a uma chalcona, a cartamidina, que quando
tratada com acido cloridrico, isomerisa a isocartamidina; a cartamidina é
encontrada na forma de glicosidio, com o agucar (glicose) ligado na posigéao
oito (BOBBIO e BOBBIO, 1992a).

2.7-1. Propriedades farmacologicas dos flavonoéides

Varios efeitos bioldgicos tém sido atribuidos aos flavondides, visto que
sdo capazes, por exemplo, de inibir a peroxidagao de lipideos e a agregacéo

de plaquetas, e de ativar sistemas de enzimas, incluindo ciclooxigenases e
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lipoxigenases. Esses efeitos sdo devidos a sua capacidade de remover radicais
livres e de quelar cations divalentes (COOK e SAMMAN, 1996).

Entre as atividades biolégicas e farmacoldgicas dos flavondides
incluem, atividade antiinflamatéria, hipocolesterolémica, antitumoral,
antioxidante, inibidores ou estimuladores da polinizagdo, antifungica,
bactericida, antiviral, vasodilatador, antialérgica, anti-hipertensiva,
expectorante, carminativo, protetores da mucosa gastrica, inibidores de
enzimas como a lipoxigenase, aldose redutase, inibidores da biossintese de
prostaglandinas, anti-hepatotoxica, influenciadores dos hormdnios da tiredide,
relaxantes musculares, ativadores de linfocitos, atuantes sobre a agregacéo
plaquetaria e possuidores de efeitos diuréticos (HARBORNE, 1994).

Estudos epidemiolégicos revelam que dieta com alimentos ricos em
flavondides (alho, vinho tinto, vegetais, etc.), esta correlacionado com o
aumento da longevidade e diminuicdo da incidéncia de doencgas
cardiovasculares observadas nas populagdes da Franca. O flavondide mais
frequentemente estudado, quercetina (5), mostrou ter propriedades biolégicas
consistentes com seu efeito poupador do sistema cardiovascular. Quercetina e
outros flavondides tém mostrado modificar a biossintese de eicosanoides
(resposta antiprostandide e antiinflamatéria), proteger oxidacdo de LDL
(previne formacgédo de placa aterosclerética), prevenir agregacédo plaquetaria
(efeitos antitromboticos), e promover relaxamento de musculo liso (efeito
antihipertensivo e antiarritmico). Em adi¢do, flavonoides tem mostrado ter
propriedades antiviral e carcinostatico. A atividade dos flavondides como
inibidores da transcriptase reversa sugere um lugar desses compostos no
controle de infecgdes por retrovirus, como na sindrome de imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) (FORMICA e REGELSON,1995).

Ingestdo de flavondis e flavonas na dieta esta inversamente associado
com risco de doenca cardiovascular. Isto pode ser devido ao efeito sobre a
homeostase, pois foi demonstrado que flavondides inibem agregacao
plaquetaria in vitro (JANSSEN et al, 1998).

Experimentos realizados por SUDHEESH et al. (1997) mostraram que
ratos alimentados com uma dieta padrao contendo flavondides extraidos de
beringela (Solanum melongena) na dose de 1mg por 100g de peso,

apresentaram redugdo significativa nos niveis de colesterol do soro, figado,
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aorta e coragao; triacilglicerdis do soro; fosfolipideos do figado e acidos graxos
livres do figado, aorta e coragdo. Num segundo experimento, os animais foram
alimentados com dietas livres de colesterol e dieta contendo colesterol
(2g/100g de dieta) suplementadas com flavondides (1mg/100g de peso). Neste
experimento, foi observado que com a suplementagao com flavondides ocorreu
uma diminuigao significativa dos niveis de colesterol do soro, figado, coragao e
rim, triacilgliceréis do soro, fosfolipideos do figado e rim e acidos graxos livres
do figado e soro. Em ambos experimentos houve um aumento na atividade da
enzima HMG-CoA redutase enquanto que a atividade das enzimas glicose-6-
fosfato desidrogenase e malato desidrogenase diminuiram significativamente
pela suplementacao por flavonodides. A atividade das enzimas LPL do coragao
e tecido adiposo e LCAT do plasma também foram significativamente
aumentados pela suplementacéo por flavondides. Além disso, niveis de acidos
biliares hepaticos e fecais e esterdis neutros fecais aumentaram
significativamente pela suplementagdo, indicando um alto padrdao de
degradacao de colesterol. Possivelmente, esta pode ser a primeira razdo da
reducdo do colesterol do soro e tecidos. A enzima LCAT do plasma também
parece ajudar no processo de eliminagdo de colesterol, em grande parte,
através da absorcio do colesterol dos tecidos extrahepaticos e transporte para
o figado para sua posterior degradagao.

Diversos experimentos em animais e estudos em humanos mostraram
que a lesdo endotelial, particularmente nos estagios precoces da leséo
vascular, pode ser revertida por intervengcbes que reduzem os lipideos
plasmaticos, tanto através de dieta, como de diversos agentes hipolipemiantes,
especialmente os inibidores da HMG-CoA redutase. Os resultados desses
ensaios, objetivando corregdo agressiva dos disturbios lipidicos, vém se
constituindo em promissora estratégia terapéutica para o controle da
progressao e mesmo regressao da aterosclerose. Simultaneamente, ocorrem
efeitos favoraveis na parede vascular, com melhora do relaxamento
dependente do endotélio, favorecendo a vasodilatagdo, aumento da perfusao e
retardo ou inibigho da adesdo e agregagao plaquetaria (BATLOUNI &
RAMIRES, 1994).

BOK et al.(1999) avaliando o efeito de extrato de casca de tangerina e

mistura dos flavondides naringina (9) e hesperedina (19) em ratos machos
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Sprague-Dawley alimentados com dieta contendo 1% de colesterol,
observaram uma redugao significativa dos niveis de colesterol hepatico e
plasmatico, triacilglicerol hepatico e esterdis neutros fecais. Entretanto, nao
houve diferenga significativa nas concentragdes sanguineas de colesterol-HDL
e triacilglicerol. Os resultados sugerem que esses flavondides reduzem a
biossintese de colesterol através da inibicdo da HMG-CoA redutase e ACAT,
resultando em redugao no nivel de colesterol plasmatico e hepatico. A redugao
do colesterol plasmatico, resulta em um aumento da absorcdo de colesterol
dietético o que contribui para uma simultadnea diminuicdo da excregao fecal de
colesterol em ratos alimentados com estes flavondides. A atividade de HMG-
CoA redutase esta normalmente diminuida em ratos alimentados com dieta alta
em colesterol, enquanto que a atividade da enzima ACAT e colesterol- 7-o-
hidroxilase estdao aumentadas. Entretanto, a presenca desses flavondides em
uma dieta rica em colesterol diminuiu significativamente a atividade de HMG-
CoA redutase e ACAT. A reducio da atividade da enzima ACAT pode levar a
uma reducdo dos ésteres de colesterol disponiveis para formar VLDL
resultando assim na reducdo da secregao de VLDL pelo figado. De forma
interessante, nem naringina, nem hesperedina inibiram HMG-CoA redutase ou
ACAT in vitro, sugerindo que ambas podem sofrer algumas mudancgas
estruturais ou ficar ativas no intestino ou outro érgdo. Uma outra hipotese seria
que a expresséo de genes dessas enzimas podem ser inibidas pela naringina e
hesperedina em ratos alimentados com dieta rica em colesterol.

Estudos in vitro, mostraram que os flavondides daidzeina (20), daidzina
(21), pseudobaptigenina (22), karangina (23), himokiflavona (24) e silibina (25)
apresentaram habilidade em inibir a atividade procoagulante de mondcitos
humanos estimulados por endotoxina e interleucina. O fator tissular de
coagulagao sanguinea é uma glicoproteina que inicia a coagulagdo sanguinea
por formar um complexo com os fatores VIl e Vlla. Em condi¢bes normais, as
células endoteliais e mondcitos ndo expressam atividade do fator tissular,
embora este expresse a atividade da trombomodulina que acelera a ativacao
de trombina catalisada pela proteina C, contribuindo assim para as
propriedades anticoagulantes do endotélio. Em algumas situagdes patoldgicas,
quando o endotélio ou os mondcitos sdo expostos a mediadores inflamatorios,

eles podem adquirir propriedades pro-coagulantes. Quando as células séo
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estimuladas por compostos inflamatérios, como endotoxina ou interleucina,
podem alterar as propriedades antitrombéticas do endotélio por reduzir a
expressdo do fator tissular e reduzir a regulagcdo da trombomodulina,
promovendo a coagulagdo sanguinea e trombose. Flavondides afetam uma
grande variedade de enzimas, possui atividade antioxidante, quelam alguns
cations metalicos, afetam a fosforilacdo de proteinas celulares, apresentam
efeito inibitdério na agregacgao plaquetaria e nas fungdes dos leucocitos e possui
efeito protetor sobre as células endoteliais, 0 que sugere que estas substancias
sdo de grande interesse no desenvolvimento de inibidores nas interagdes entre
sangue e as paredes dos vasos, 0s quais estao intimamente relacionadas com
o processo de trombose (LALE e HERBERT, 1996).

Investigagdes bioquimicas dos mecanismos da acédo dos flavondides
tem mostrado que estes compostos inibem uma ampla variedade de sistemas
enzimaticos (PELZER et al, 1998). O acido araquidénico € um importante acido
graxo que serve como precursor de prostaglandinas, prostaciclinas,
tromboxanos e leucotrienos, os quais sdo potentes mediadores intracelulares
que controlam uma variedade de processos complexos no organismo. No
passo intermediario da formagdo desses compostos, prostaglandina
endoperdxidos (PGH, e PGG;) sao formados pela agdo da enzima
prostaglandina endoperéxido sintetase, uma enzima com atividade de
ciclooxigenase (produzindo PGG; a partir de acido araquidénico) e peroxidase
(produzindo PGH; a partir de PGG;). Durante a atividade de peroxidase,
radicais livres organicos sdo produzidos, o qual da origem a formacao de
intermediarios reativos de oxigénio e peroxidagao lipidica patoldgica (GALVEZ
et al., 1995).

A capacidade de certos flavondides para inibir tanto a via da
ciclooxigenase quanto da 5-lipoxigenase no metabolismo do araquidonato pode
contribuir para propriedades antiinflamatérias. Além disso, estudos tém
mostrado que flavondéides aumentam a permeabilidade capilar e exercem um
efeito inibitério na exsudagdo de proteinas e migragcdo de leucdcitos.
Flavonoides sdo conhecidos por mostrar propriedades antioxidantes, incluindo
eliminacao de radicais livres e prevenindo peroxidagao de lipideos (PELZER et
al, 1998).
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Sabe-se que a peroxidacao lipidica esta intimamente relacionada com
processos inflamatérios. A atividade antioxidante das antocianinas cianidina 3-
O-B-n-glicosil-cianidina e cianidina (12) foi testada por TSUDA et al. (1994), que
usou auto-oxidacdo do acido linoléico, lipossomos, membranas de eritrécitos
de coelho e sistemas microssomais de figado de rato. As duas substancias
apresentaram atividade antioxidante em todos os sistemas. Os dados sugerem
que esses compostos podem exercer importante papel na peroxidagcdo de
membranas celulares induzidas por radicais de oxigénio ativos em sistemas
Vivos.

MOTILVA et al (1994), estudaram o efeito protetor do flavondide
naringenina (8) sobre lesdes de mucosa gastrica produzidas por etanol e o
envolvimento de prostaglandinas enddégenas com estas lesbes. As
prostaglandinas parecem preservar a integridade microvascular e reduzir a
subjacente congestdo dos vasos sanguineos. Entretanto, nem todos os
eicosanoides exercem efeito protetor sobre a mucosa gastrica. Os leucotrienos,
potentes vasoconstritores, sdo gerados pela mucosa gastrica, e tem sido
identificados neste local, particularmente, apdés o aparecimento de lesdes
causadas por etanol. Os leucotrienos exercem varios efeitos biolégicos, como
efeito vasoconstritor, que pode contribuir para o seu papel como mediador de
lesdes e isquemia dos tecidos. Pesquisas recentes tém mostrado que inibicao
da sintese de leucotrienos foi acompanhado por diminuicdo de lesdes da
mucosa gastrica em diferentes modelos experimentais, incluindo ulceras
gastricas induzidas por etanol. Flavondides podem interferir com a produgao de
metabdlitos do acido araquiddnico, através da inibicdo da enzima lipoxigenase,
e reduzir a concentragao de leucotrienos em diferentes sistemas bioldgicos. O
efeito de protecdo da mucosa gastrica exercida pela naringenina pode ser
devido a regulagdo da liberacdo de substéncias vasoativas como os
leucotrienos. Além disso, radicais livres podem estar envolvidos na patogénese
de lesdes agudas da mucosa gastrica. Varios estudos tém mostrado que
naringenina atua como antioxidante, inibindo peroxidagéo lipidica.

Os acidos graxos poliinsaturados presentes nas membranas das
células podem ser oxidados por peroxidacdo enzimatica ou auto-oxidativa,
mediante reagdes que envolvam radicais livres. Um excesso de radicais livres

pode levar a reagdo em cadeia incontrolada e a peroxidagao lipidica,
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resultando em patologias que incluem aterosclerose e cancer. A peroxidagao
lipidica ocorre em trés estagios: iniciagdo, propagagao e terminagdo. No
estagio de iniciacdo da peroxidacgao lipidica, ocorre interacdo do acido graxo
insaturado com o oxigénio, formando um radical lipidico. No estagio de
propagacéo, o radical lipidico reage com oxigénio molecular, formando radical
peroxila, que pode atacar outra molécula de lipideo, formando mais radicais
livres. No estagio de terminagao, os radicais livres reagem com antioxidantes
formando produtos inertes. A peroxidagao lipidica pode ser suspensa por
inativacdo enzimatica dos radicais livres pelos antioxidantes que inibem o
estagio de iniciacdo e, ou, aceleram o estagio de terminagdo (COOK e
SAMMAN, 1996).

Os flavondides inibem a peroxidagao lipidica, in vitro, no estagio de
iniciagcdo, por atuar como antioxidante eliminando anion superoxido e radicais
hidroxilas. Tem sido proposto que flavondides interrompem a reacdo em cadeia
dos radicais livres, doando atomos de hidrogénio ao radical peroxila, formando
um radical de flavondide. O radical flavondide entdo reage com o radical livre,
terminando assim, a propagacédo da reagcdo em cadeia (COOK e SAMMAN,
1996).

GRYGLEWSKI et al (1987) estudaram o efeito de quercetina (5), rutina
(7) e cianidol (26) na peroxidagao lipidica ndo-enzimatica. Esses pesquisadores
correlacionaram a atividade antitrombocitica dos flavondides a sua propriedade
antioxidante. Os resultados mostraram também, que esses compostos inibem a
atividade da lipoxigenase, ciclooxigenase e da fosfolipase A;.

GALVEZ et al (1995) avaliaram a atividade antiperoxidativa de varios
flavondides sobre a peroxidacdo de membrana de células de figado de rato
induzidas pelo sistema nao-enzimatico (sistema acido ascorbico-Fe?*) e pelo
sistema enzimatico (acido araquidonico). Todos os flavondides testados foram
capazes de inibir a peroxidacao lipidica induzida pelos dois sistemas. Com
relagdo & peroxidacao lipidica induzida pelo sistema acido ascoérbico-Fe?*, os
flavondides que apresentaram melhores resultados na inibicdo da peroxidacao
lipidica, em ordem decrescente, foram: epicatequina (27) e luteolina (11),
quercetina (5) e catequina (10), delfinidina (14), kaempferol (4), apigenina (2) e
naringenina (8). Entretanto, quando a peroxidagao lipidica foi induzida por

acido araquiddnico, os flavondides que apresentaram melhores resultados em
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ordem decrescente foram: delfinidina, epicatequina, catequina, kaempferol,
quercetina, luteonina, naringenina e apigenina.

O efeito antiinflamatdrio de flavondides, incluindo aqueles encontrados
no cha, é explicado em parte pelo seu efeito inibitério sobre o metabolismo do
acido araquiddnico. Os constituintes do cha responsaveis pelas propriedades
antiinflamatérias e fortalecimento de capilares incluem as catequinas e a rutina
(7). Estudos tem mostrado que os flavondides quercetina (5) e catequina (10)
inibiram trés aspectos da fungcdo de neutrofilos humanos in vitro, que sao
considerados contribuir para o processo inflamatério: a liberacdo de enzimas
lisosomais, a resposta a quimioluminescéncia e a producao de radicais livres
(TIJBURG et al., 1997).

Estudos realizados por PELZER et al (1998) sobre o efeito
antiinflamatorio de 30 flavondides das classes flavanonas, flavonas e flavonais,
mostraram que as flavanonas eriodictiol (28) e hesperetina (29), a flavona 7,4’-
di-O-metilapigenina (30), e os flavondis quercetina (5), 3-O-metilquercetina (31)
e morina (18), inibiram significativamente o edema provocado pelo processo de
inflamagéo induzido nas patas de rato. Os flavondides rutina (flavonol) (7) e
jaceosidina (flavona) (32) apresentaram os melhores efeitos antiinflamatorios.

O aumento potencial do crescimento de células musculares lisas € uma
das principais anormalidades que ocorrem durante o desenvolvimento da
aterosclerose. Estudos realizados por HUANG et al. (1995) mostraram que
baicaleina (33) apresenta um forte efeito inibitério sobre a resposta proliferativa
de células musculares lisas vasculares estimulada por fator de crescimento
derivado de plaquetas. Além do efeito antiproliferativo, este flavondide também
inibe a enzima lipoxigenase. Portanto o flavondide baicaleina pode ser utilizado
no desenvolvimento de drogas mais eficientes para prevenir alteragdes
patologicas como aterosclerose.

A atividade plaquetaria estd aumentada em pacientes com fatores de
riscos coronarianos, como elevado nivel de colesterol LDL, hipertensao,
diabetes, consumo de cigarro. Os flavonodis quercetina (5) e miricetina (6)
apresentaram forte efeito inibidor da agregacdo de plaquetas humanas
induzidas por acido araquidénico e ADP, mas nao foram efetivas, quando a
agregacao plaquetaria foi induzida por colageno. Em um modelo de agregacéao

in vitro, quercetina e rutina foram capazes de dispersar trombos plaquetarios
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pré formados, que foram aderidos ao endotélio de aorta de coelho (TIUJBURG et
al., 1997).

O efeito antioxidante dos flavondides parece estar relacionado com sua
acao antitrombdtica. A agcdo antitrombotica e vasoprotetora de quercetina (5),
rutina (7) e outros flavonoides tem sido atribuido a sua habilidade de ligar-se a
membrana de plaquetas e eliminar radicais livres. Através de sua agédo
antioxidante, os flavondides restabelecem a biossintese e agao de prostaciclina
endotelial e fator de relaxamento derivado do endotélio, os quais sdo inibidos
pelos radicais livres (COOK e SAMMAN, 1996).

Um dos mais potentes mecanismos pelo qual os flavondides inibem a
agregacao plaquetaria é por mediar o aumento dos niveis de AMPc plaquetario
através da estimulacao da atividade da enzima adenilato ciclase ou por inibicdo
da fosfodiesterase do AMPc (COOK e SAMMAN, 1996).

Estudos tem mostrado que algumas flavonas atuam como um agente
antiagregante inibindo a atividade da enzima ciclooxigenase de plaquetas
humanas. LANDOLFI et al (1984) estudaram o efeito de varios flavondides
sobre agregacédo plaquetaria bem como sobre adenosina 3’, 5-monofosfato
ciclico e metabolismo do acido araquidénico. As flavonas crisina (34),
apigenina (2) e floretina inibiram a agregacao plaquetaria por inibir a via da
ciclooxigenase. A inibicdo da ciclooxigenase pode ser devido a um aumento do
AMPc. Em adigao, crisina e apigenina reduziu o AMPc plaquetario em resposta
a PGIl,. Este efeito foi provavelmente mediado pela inibicdo da adenilato
ciclase. Entretanto, os flavondides miricetina (6) e quercetina (5) aumentaram o
AMPc plaquetario, aumento induzido por PGl,. A potencializacdo do efeito da
PGl; sobre os niveis de AMPc pela quercetina pode ser devido a uma inibicao
da fosfodiesterase. O efeito oposto exercido por diferentes flavondides sobre a
resposta do AMPc induzida por PGl, pode ser devido a inibigao preferencial da
fosfodiesterase ou adenilato ciclase. E possivel sugerir que a inibicdo da
ciclooxigenase desempenha um papel importante sobre o efeito da inibigdo da
agregacao plaquetaria exercido pelos flavondides apigenina, crisina e floretina,
e esta inibicdo é devido a um aumento do AMPc.

Produtos de oxidacdo de LDL podem ser detectados como dienos
conjugados, substancias reativas de acido tiobarbiturico (TBARS), fluorecéncia

de apoproteina B e mudangas na mobilidade eletroforética (WISEMAN et al.,
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1997). Modificagbes oxidativas da LDL, tém sido implicadas na patogénese da
aterosclerose. LIM et al. (1998) avaliaram o efeito dos flavonoides quercetina e
ganhuangenina (36) na inibicdo da oxidacdo de LDL induzida por Cu®*. Tanto a
quercetina quanto a ganhuangenina inibiram a modificacdo oxidativa da LDL. A
atividade antioxidante desses flavondides foi evidenciada através da reducéao
de substancias reativas de acido tiobarbiturico, produgcao de hidroperdxidos de
fosfatidilcolina e intensidade de fluorescéncia de LDL oxidada.

Outros estudos demonstraram que catequina (10) e quercetina (5)
protegem a LDL de oxidagdo quando incubadas com varias culturas de células,
como por exemplo, macrofagos derivados de mondcitos humanos, células
endoteliais de veia umbilical humana ou células linféides. Provavelmente, este
efeito foi devido a habilidade dos flavondides em inibir atividade da enzima
lipoxigenase. Além disso, catequina também inibiu a absor¢éo e degradacao de
LDL previamente oxidada por macréfagos humanos, mas este mecanismo nao
esta claro (TIUBURG et al., 1997).

A miocardite consiste em infiltracdo inflamatdria que resulta em
degeneragao do miécito e necrose. Em humanos, virus da herpes, virus da
hepatite C, entre outros, possivelmente, causam a miocardite viral.
Flavondides e extratos de plantas contendo flavondides apresentaram
atividade antiviral (Figura 5) (SCHRAMM e GERMAN, 1998). Estudos
demonstraram que quercetina (5) apresentou atividade antiviral contra o virus
da herpes. Um dos mecanismos da atividade antiviral exercido pela quercetina
parece estar relacionado com sua atividade de se ligar a proteina viral e
interferir com a sintese de acido nucléico (FORMICA e REGELSON, 1995).
Além disso, flavondides podem também proteger as células contra muitas
outras viroses, como por exemplo, virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
através da inibicdo da enzima transcriptase reversa do virus HIV (SCHRAMM
e GERMAN, 1998; HARBORNE, 1994). A atividade dos flavondides atuando
como inibidores da enzima transcriptase reversa sugere um lugar desses
compostos no controle de infecgdes por retrovirus (PELZER et al, 1998).

As bactérias e seus produtos, possivelmente, estdo envolvidos na
endocardite infecciosa, doenga cardiaca congénita, ativacdo de células do
sistema imunoldgico e agregacéao plaquetaria. Os flavondides parecem inibir o

crescimento e replicagao de bactérias que sao patogénicas ao sistema vascular
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de humanos. O crescimento e replicacdo de muitas espécies de Escherichia,
Pseudomonas, Staphylococcus e Candida podem ser inibidos por uma
variedade de flavondides e extratos de plantas contendo flavondides. O efeito
bactericida pode ser devido a danos induzidos por flavondides ao DNA
bacteriano (Figura 5) (SCHRAMM e GERMAN, 1998).
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A presencga de placas nos vasos sanguineos sao caracteristicos de
lesbes ateroscleroticas avangadas em humanos. Estas lesbes possuem um
nucleo de lipideos cobertos com uma capa fibrosa que é composta de células
de musculo liso, células do sistema imune e matriz extracelular. A placa obstrui
0 vaso sanguineo, resultando em isquemia, e proteases s&o ativadas. Ativagao
sistémica e local de proteases induz instabilidade plaquetaria e danos aos
midcitos. Multiplas proteases podem mediar danos que levam a instabilidade
de placa da aorta e fragmentacao plaquetaria. Danos causados por proteases,
como colagenase e elastase, e perda de colageno e proteinas fibrosas de
vasos sanguineos devido a idade, contribuem para a formagédo de aneurisma.
Estudos in vitro relatam que flavondides podem diminuir o ataque proteolitico
sobre proteinas fibrosas e o acumulo de proteoglicanas e acido hialurénico.
Antocianidina e extratos de plantas contendo flavondides inibem a atividade de
elastase, tripsina e a-quimotripsina. Além disso, ativacao de leucécitos causam
liberacdo de proteases, portanto inibicdo da ativacdo de leucdcitos pelos
flavondides podem mediar a redu¢cdo de danos aos tecidos causados pelas
proteases (Figura 5) (SCHRAMM e GERMAN, 1998).

2.8- Corantes naturais

O homem sempre coloriu os alimentos, as vezes até
indiscriminadamente. Dados arqueolégicos afirmam que desde 40.000 a
10.000 A.C. eram encontradas pecgas de vestuarios e utensilios coloridos
(WEITZ, 1994). Substancias naturais como curcuma, paprica e agafrdo eram
usados para colorir alimentos desde 1.500 A.C. (BORZELLECA e HALLAGAN,
1992).

Nos Estados Unidos, no fim do século passado, quando um corante
nao se adaptava para tingir tecidos, era empregado para colorir alimentos.
Nessa época, cerca de oitenta corantes eram utilizados em alimentos e
bebidas, sem regulamentos quanto a sua natureza e pureza (ANGELUCCI,
1989).

Em 1856, foi descoberto o primeiro corante sintético extraido a partir da
malva (HALLAGAN, 1991). Com este advento, varios corantes passaram a ser

sintetizados e designados como corantes artificiais ou corantes sintéticos, os
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quais eram utilizados nos alimentos com a finalidade de conferir cor e repor a
cor natural, perdida durante os processos de industrializagéo e, ou, estocagem.

O novo ramo comercial se desenvolveu tanto que em 1969, o Brasil ja
consumia 40 toneladas destas substancias por ano e ndo detinha tecnologia
para sua fabricagdo, ou seja, importava todos os sintéticos do Japao, Gra-
Bretanha, Suica, Estados Unidos e Alemanha (RODRIGUES, 1995). A
realidade atual nao difere muito do passado, o Brasil continua importando todos
os corantes artificiais, pois nossa produgcdo concentra-se basicamente nos
corantes naturais (MASCARENHAS, 1997).

Os corantes mais utilizados na industria alimenticia s&o: urucum,
curcuma, carmim, vermelho de beterraba, paprica, antocianina (YABIKU et al.,
1992) e clorofila.

Considerando-se que o uso de corantes naturais em alimentos,
principalmente em produtos industrializados, atualmente tem aumentado, torna-
se de grande importancia o estudo dos efeitos destes compostos no organismo

humano.

2.8-1. Corante curcuma

A curcuma em p6 comercial consiste no rizoma seco e pulverizado da
Curcuma Ilonga L., planta herbacea pertencente a familia Zingiberaceae,
originaria do sul e sudeste da Asia e cultivada na india, na China, em Formosa,
na Indonésia, em Java, nas Filipinas, no Caribe, no norte da Australia e na
América do Sul, entre outros (GOVINDARAJAN, 1980; MATHAI,1979). O
corante curcuma possui cores que variam do laranja ao amarelo, devendo ser
usada com no minimo 90% de pureza. O rizoma contém 2,5 a 8,1% do
principal cromoforo, denominado curcumina (PEREIRA, 1999).

O extrato de curcumina purificado consiste no corante sem aroma e
sabor residual, concentrado, obtido por extracdo com solventes do p6 de
Cuarcuma seco (FREUND et al., 1988). Sua aplicagéo ¢é direcionada a produtos
que se destinam a pds instantaneos para bebidas e pudins, sorvetes, produtos
de confeitaria e muitas vezes é usado juntamente com a bixina para produzir
uma tonalidade amarelo-ouro ou da cor das gemas de ovos (GUIMARAES,
1996).
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A cor da curcumina é igual a da tartrazina, corante artificial que provoca
alergia em criangas. Por esse motivo, esta sendo substituido em alimentos
infantis quando se deseja uma coloracdo amarelo intensa (GUIMARAES,
1996).

2.8.2- Carotenodides

Os carotendides formam um dos grupos de pigmentos naturais mais
difundidos na natureza, sendo responsaveis pela coloragcdo amarela, laranja e
vermelha de grande numero de frutas, folhas e algumas flores (BOBBIO e
BOBBIO, 1992b). Estima-se que a natureza produz mais de 100 milhdes de
toneladas de carotendides por ano (MASCARENHAS, 1997).

Os carotendides, por sua composi¢cao e estrutura, sdo soluveis em
lipideos e seus solventes. A solubilidade varia com a presenga e numero de
grupos oxigenados como hidroxilas, carboxilas e neste caso a solubilidade em
solventes apolares é diminuida (BOBBIO e BOBBIO, 1992b).

Uma dieta rica em carotenodides esta associado com varios efeitos
benéficos a saude (CLINTON, 1998). Dentre os carotendides com uso
permitido no Brasil estdo o alfa, beta e gama-caroteno, bixina, norbixina,

capsantina, capsorubina e licopeno.
2.8.2.1- Corante Norbixina

O urucum (Bixa orellana L.) € uma planta originaria do continente
americano de clima tropical (OHASHI et al., 1982). Inicialmente usada pelos
indios para se protegerem dos raios solares e contra os insetos, o principio
corante do urucum teve largo emprego nas industrias téxteis, de madeiras, de
couros, de cosméticos e outras. Atualmente sua maior aplicacdo € na
alimentacdo. E obtido das sementes secas e moidas do urucum, para colorir
arroz e, em alguns estados da regido sudeste, para o preparo de peixes,
aproveitando-se além do corante o dleo presente nas sementes (GUIMARAES,
1983).

A polpa e outras partes do urucum possuem propriedades
adstringentes, sendo também utilizadas em casos de desinteria e doencgas
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renais. Na india as folhas s&o usadas no tratamento de ictericia (CHACO et al.,
1969).

Sao comercializados dois tipos de corantes produzidos a partir das
sementes de urucum: o extrato lipossoluvel, que contém cis e trans-bixina e o
extrato hidrossollvel, cujo corante é a norbixina (GUIMARAES, 1996)

A bixina é o pigmento natural da semente de urucum, representando
80% de todos os carotendides presentes. A partir dela, sdo obtidos os demais
pigmentos, como norbixina, o sal de norbixina e produtos de degradacao
térmica que tém como caracteristicas a lipossolubilidade e uma coloragcao
amarela mais estavel, ideal para o uso em massa.

O extrato de urucum lipossoluvel deve conter no minimo 0,2% de
carotendides, expressos como bixina, enquanto o extrato de urucum
hidrossoluvel deve conter no minimo 0,2% de carotendides, expressos como
norbixina.

Segundo TAKAHASHI (1987) extratos de urucum sao produtos oleosos
ou alcalinos obtidos por remocao da camada externa das sementes da arvore
de urucum (Bixa orellana L.) através de varios processos. Estes extratos
apresentam-se em forma de po, pasta, suspenséo ou solugio.

A bixina é muito empregada em grande numero de formulagdes na
industria alimenticia no Brasil, Estados Unidos e Europa. Seu maior emprego €
na industria de laticinios para colorir queijos, manteigas e margarinas (REITH e
GIELEN, 1971; GUIMARAES, 1983; JONDIKO e PATTENDEN, 1989), e em
outros produtos como sorvetes e maioneses (GUIMARAES, 1983). Em ragbes,
€ usada para dar coloracdo rosada as carnes das aves e amarelo ouro as
gemas de seus ovos (GUIMARAES, 1983).

2.8.3- Propriedades farmacolégicas dos corantes naturais

Os carotendides s&o absorvidos pelo organismo humano em
quantidades razoaveis. Estes compostos apresentam muitas atividades
bioldgicas, entre elas propriedade antioxidante, anti-artritica, anti-hepatotoxica
(GOUD et al., 1993), antiinflamatéria e hipocolesterolémica (GOUD et al., 1993,
AMMON e WAHL, 1991), efeito no aumento da secrecéao biliar e da excre¢ao
de sais biliares, colesterol e bilirrubina (AMMON e WAHL, 1991), efeito
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modulador na resposta imune e inibicdo ou reversdo da carcinogénese, um
processo que inicia com ceélulas de morfologia normal e termina com cancer
invasivo (BIDLACK et al., 1998; GERSTER, 1993).

A curcumina apresenta atividade antioxidante nao somente em
alimentos, como também em sistemas biologicos. Recentemente, sua atividade
antioxidante em sistemas biolégicos recebeu atengao por prevenir doencgas
relacionadas com peroxidacgao lipidica (MASUDA et al., 1999).

Como remédio caseiro, segundo GOVINDARAJAN (1980), os rizomas
da curcuma encontram indicagdo como carminativo, na dispepsia, nas
afeccdes da pele, além de serem usados, externamente, na forma de pasta, no
alivio de luxacdes, contusdes e inflamagdes das articulacdes.

Estudos realizados para determinar o efeito antiinflamatério de
curcuminato de sédio mostraram que este corante natural inibe inflamacéao
induzida por carragenina e formalina em ratos (SAMBAIAH et al., 1982).

SUBBA RAO et al. (1970) avaliaram o efeito de curcumina sobre os
niveis de colesterol sérico e hepatico de ratos alimentados com colesterol (nas
doses de 0,1; 0,25 e 0,5% na dieta) e verificaram reduc&o do colesterol sérico.
Menor deposicdo de colesterol foi encontrada no figado dos animais
alimentados com curcumina, além do aumento na excrecdo fecal de sais
biliares e colesterol, tanto em ratos normais quanto nos hipercolesterolémicos.

SRINIVASAN e SAMBAIAH (1991), estudando enzimas retiradas dos
tecidos hepaticos de ratos, verificaram efeitos da curcumina sobre o
metabolismo dos acidos biliares e colesterol. A atividade da enzima colesterol-
7-a-hidroxilase aumentou significativamente em ratos tratados com curcumina.
Outros estudos constatam que curcumina aumenta a excregcao fecal de
colesterol e acidos biliares, sendo que os niveis de o e B-lipoproteinas no
sangue mantiveram-se normais e o0 nivel de colesterol no figado diminuiu
quando as doses de curcumina foram aumentadas.

Estudos realizados por SURESH BABU e SRINIVASAN (1997)
mostraram que ratos diabéticos alimentados com dieta contendo 0,5% de
curcumina apresentaram reducgao significativa no nivel de colesterol sanglineo,
sendo que a reducdo do colesterol foi exclusivamente nas fracbes de LDL e
VLDL. Os niveis sanguineos de triacilglicerois e fosfolipideos também

reduziram significativamente. Em um estudo paralelo, em que os animais
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diabéticos foram alimentados com dieta rica em colesterol, o corante natural
curcumina reduziu os niveis sanguineos de colesterol e fosfolipideos. Para
entender o mecanismo de agao hipocolesterolémica da curcumina, a atividade
da enzima colesterol-7a-hidroxilase foi medida, sendo que a atividade desta
enzima aumentou, sugerindo um aumento na taxa de catabolismo do
colesterol.

VALENTE (1998) pesquisou o efeito dos corantes naturais curcuma,
antocianina (cascas da uva), carmim e monascus sobre os niveis de colesterol
e triacilgliceréis sanguineos, em ratos hipercolesterolémicos, induzidos por
Triton, nas doses de 40 e 80 mg/kg de peso. Os resultados mostraram que os
corantes naturais diminuiram, significativamente, os niveis de colesterol total
sérico, nas duas doses testadas, verificando-se maior efeito de redugdo com a
dose de 80 mg. Os niveis de colesterol-HDL também foram reduzidos
significativamente com a administracdo dos quatro corantes, nas doses
testadas. Para os triacilglicerois, os corantes naturais, curcuma, antocianina e
monascus, reduziram os niveis séricos desse parametro, ndo se observando,
entretanto, diferencga significativa, quanto a esse efeito, entre as doses de 40 e
80 mg. Ja o corante carmim n&o apresentou redugao significativa nos niveis de
triacilglicerois séricos.

BHAVANISHANKAR et al. (1986) avaliaram o efeito da ingestdo de
curcuma na dose de 500 mg/kg de peso corporal e de seu extrato alcodlico na
dose de 60 mg/kg de peso corporal em ratos e macacos, constatando que a
resposta ao crescimento, a utilizagdo de alimentos e calorias, o peso dos
orgaos, os constituintes sanguineos e as analises de urina (agucar, albumina,
corpos cetdnicos, sais biliares e pigmentos biliares) ndo apresentaram
diferencas significativas quando comparadas com o grupo controle.

Varios estudos tem mostrado que existe uma relagao inversa entre a
ingestdo de carotendides e a incidéncia de certas doencas, incluindo céancer
(ZHAO et al., 1998). Os eventos que ocorrem durante o desenvolvimento do
cancer envolvem a formacgéo e ativagao de carcinégenos, indugao de danos
genéticos, estimulagcédo de proliferacdo celular e interrupgdo da regulagdo do
crescimento e diferenciacdo celular normal. Devido as propriedades

antioxidantes dos carotendides, estes podem prevenir danos genéticos por
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eliminar espécies reativas e proteger o DNA de um dano oxidativo (BIDLACK,
1998).

Carotendides também sao capazes de induzir comunicacgao intracelular
via jungdes “gap”, que esta associado com inibigdo da proliferacao de células
transformadas. As juncgdes “gap” sdo canais entre as membranas que permitem
a difusdo de moléculas entre as células conectadas, como por exemplo,
moléculas sinalizadoras. Alguns carotendides como beta-caroteno, alfa-
caroteno e licopeno, possivelmente, podem influenciar na expresséo do gene
que aumenta a comunicacgéo entre as jungdes "gap" (GERSTER, 1993; STAHL
e SIES, 1996).

A propriedade anti-carcinogénica da curcumina em animais foi
demonstrado pela inibicao de iniciagdo de tumor induzida por benzo[o]pirano e
7-12 dimetil benzo[o]antraceno e promog¢éo de tumor induzido por ésteres de
porbol. Além de seu efeito anti-carcinogénico, curcumina exibe propriedades
antiinflamatorias in vivo (REDDY e AGGARWAL, 1994).

Um possivel mecanismo para uma associagdo positiva entre ingestao
dietética de frutas e vegetais ricos em carotendides e a diminuigdo da
incidéncia de certos tipos de cancer pode ser o aumento da resposta imune
pelos carotendides (BENDICH e OLSON, 1989; BAKER e MEYDANI, 1993).

CONNEY et al. (1991) estudaram o efeito inibitério de curcumina e
alguns outros compostos da dieta relacionados estruturalmente (acido
clorogénico, caféico e ferulico) na promogao de tumor e metabolismo do acido
araquidénico. Curcumina apresentou efeito inibidor na promocg¢ao de tumor na
pele de camundongos, induzido por acetato de 13-forbol-12-O-tetradecanoila;
os outros compostos apresentaram efeito inibidor menos potente. Também foi
constatado inibicdo do metabolismo do acido araquiddnico, que induz processo
inflamatorio in vivo, e da atividade das enzimas lipoxigenase e ciclooxigenase
in vitro.

Estudos tém mostrado que carotendides podem aumentar a atividade
imunologica devido a sua propriedade de eliminar espécies reativas de
oxigénio formadas por varias células imunes ativas, eliminar peroxidos
imunosupressores e manter a fluidez das membranas, auxiliar na manutencao

de receptores de membranas essenciais na fungcdo imune, atuar na liberacao
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de moléculas imunomodulatérias como prostaglandinas e leucotrienos
(Blendich, 1989 citado por ZHAO et al, 1998).

Estudos realizados por REDDY e AGGARWAL (1994) mostraram o
efeito de curcumina na inibicdo da fosforilase quinase, uma enzima regulatéria
chave envolvida no metabolismo do glicogénio. E possivel que a inibicdo desta
enzima possa bloquear a acdo autocrina de fatores de crescimento necessario
para a proliferacéo celular.

A peroxidagao de lipideos ocorre em varias desordens fisioldégicas ou
patologicas, como no envelhecimento, em processos inflamatorios,
aterosclerose, isquemia, e outros (ALLIANGONA, 1996). O mecanismo quimico
da peroxidagdo lipidica €& bem conhecido: ataque de acidos graxos
poliinsaturados por radicais livres, resultando na formacao de varios derivados
de cadeia curta estaveis, entre os quais, os aldeidos, que podem reagir com
aminoacidos de moléculas bioldgicas (SOROITA et al.,, 1982; TAKAHAMA,
1985).

Numerosos agentes podem oxidar o Fe* na hemoglobina a Fe¥,
produzindo metemoglobina, que nao liga o O, nem CO. Em condigdes normais,
a metemoglobina é formada in vivo em pequenas quantidades, sendo
enzimaticamente reduzida a hemoglobina (SMITH et al., 1988). Curcumina é
um potente eliminador de espécies reativas de oxigénio, protegendo a oxidagao
de hemoglobina a metemoglobina induzida pelo nitrito, e inibe a peroxidagéo
lipidica. Muitas destas atividades sdo também responsaveis pela sua
habilidade em proteger DNA contra danos induzidos por radical livre e proteger
hepatdcitos contra varias toxinas (Donatus et al., 1990; Shalini e Srinival, 1990
citado por REDDY e AGGARWAL, 1994).

De outra parte, os conhecimentos sobre a importancia das
modificagdes das lipoproteinas (oxidag&do) na lesdo endotelial e na patogénese
da aterosclerose renovou o interesse pelos agentes antioxidantes. Os
carotendides atuam como antioxidantes lipossoluveis, além de interagirem com
radicais livres e sequestrarem diversas espécies de radicais que podem ser
geradas dentro das células (BATLOUNI & RAMIRES, 1994).

SREEJAYAN e RAO (1997) estudaram o efeito de curcumina na
eliminagdo de oxido nitrico. O oxido nitrico é formado pela reacdo de

nitroprussiato de sodio com oxigénio formando nitrito. O nitroprussiato de sodio
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em solugdo aquosa e pH fisiolégico gera 6xido nitrico espontaneamente e este
interage com o oxigénio para produzir ions nitrito, que pode ser medido pelo
reagente de Greiss. Este estudo demonstrou que curcumina € um potente
eliminador de 6xido nitrico. Curcumina inibe a formacao de nitrito, pois compete
com o oxigénio pelo oxido nitrico. A habilidade de eliminagdo de Oxido nitrico
pela curcumina mostra o seu papel como potente antioxidante. O 6xido nitrico é
um radical livre sintetizado por macrofagos ativados, e esta implicado na
inflamagdo, cancer e outras condicdes patolégicas. As propriedades
terapéuticas da curcumina sobre estas e outras condi¢des patoldgicas pode ser
explicado em parte, pela habilidade de eliminar éxido nitrico.

A resposta inflamatdria € mediada por varias células do sistema
imunoloégico como os macrofagos, linfocitos T e B, basofilos, eosindfilos e
mastécitos. Um grande numero de mediadores produzidos por estas células
desempenham um importante papel na resposta inflamatéria. Entre eles estéao
os metabdlitos do acido araquidénico como prostaglandinas e leucotrienos,
espécies reativas de oxigénio como anion superdxido e radical hidroxila,
enzimas hidroliticas como proteases e glicosidases, entre outros. Estes
mediadores atuam em conjunto para eliminar a fonte de infecg&do. Entretanto,
se estes mediadores sao produzidos de maneira ndo controlada, eles podem
levar a destruicdo da matriz do tecido conectivo como observado em doencas
auto imunes como artrite reumatdide. Estudos sobre o efeito de curcumina e
capsaicina sobre o metabolismo de acido araquidénico e secrecdo de enzimas
lisosomais de macréfagos peritoneais de ratos mostrou que estas duas
substancias podem controlar a liberacdo de mediadores inflamatérios como os
eicosanodides e enzimas hidroliticas secretadas por macrofagos, apresentando
todavia propriedade antiinflamatoria (JOE e LOKESH, 1997).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a melhor
substancia (colesterol e acido codlico ou gordura suina) para induzir a
hiperlipidemia em aves e avaliar o efeito dos flavondides naringina e rutina e
dos corantes naturais curcuma e norbixina no controle do metabolismo lipidico
em aves da linhagem Avian farms normais e hiperlipidémicas.

Os ensaios bioldgicos foram realizados no aviario do Departamento de
Zootecnia, e as dosagens bioquimicas, no Laboratério de Biofarmacos do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de

Vigosa, Vicosa-MG.

3.1 Ensaio biolégico utilizando aves normolipidémicas

Foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de flavondides e
corantes naturais sobre o metabolismo lipidico de aves normolipidémicas.
Foram utilizados aves da linhagem Avian farms, machos, com 1 dia de idade,
pesando em média 40g e alimentados com ragao (Tabela 1) e agua ad libitum.
Os animais foram divididos em 5 grupos experimentais, contendo cada um 48
animais, de modo que a média de peso entre os grupos fosse a mais préxima
possivel. Foram constituidos os seguintes tratamentos:
1-Racéo Basal (RB),
2-RB + norbixina,
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3-RB + curcuma,
4-RB + naringina,
5-RB + rutina.
Os flavondides e corantes naturais foram administrados via dieta,
misturados a ragéo, diariamente, sendo fornecido 20mg de cada substancia por

ave por dia, durante 21 dias.

3.2 Ensaio bioldgico para indugao de hiperlipidemia em aves

Foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de gordura suina em
diferentes concentragdes, colesterol e acido célico na inducéo de hiperlipidemia
em aves.

Foram utilizadas aves da linhagem Aviam farms, machos, com um dia
de idade, pesando em média 40g, os quais receberam ragéo (Tabela 1) e agua
ad libitum por 21 dias. As aves foram divididas em 4 tratamentos, contendo
cada um 24 animais:
1-RB (Controle),
2-RB + 5% de Gordura suina,
3-RB + 10% de Gordura suina,
4-RB + 1% de Colesterol + 0,1% de acido cdlico.

A gordura suina, colesterol e acido colico foram administrados via

dieta, durante 21 dias.

3.3 Ensaio bioldgico utilizando aves hiperlipidémicas

Foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de flavonoides e
corantes naturais sobre o metabolismo lipidico de aves hiperlipidémicas. Foram
utilizados 144 aves da linhagem Avian farms, machos, com 7 dias de idade,
pesando em média 150g e alimentados com ragao (Tabela 1) e agua ad libitum
e distribuidos em 6 grupos, contendo cada um 24 animais:
1-RB (Controle),
2-RB+10% de gordura suina + colesterol + acido calico,
3-RB+10% de gordura suina + colesterol + acido colico + norbixina,

4-RB+10% de gordura suina + colesterol + acido colico + curcuma,
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5-RB+10% de gordura suina + colesterol + acido colico + naringina,
6-RB+10% de gordura suina + colesterol + acido cdlico + rutina.

Para indugéo da hiperlipidemia foi utilizado 0,1% de acido célico, 0,7%
de colesterol e 10% de gordura suina, sendo que os ingredientes foram
adicionados a ragao.

Os flavonoides e corantes naturais foram administrados via dieta,
misturados a ragao, diariamente, sendo fornecido 20mg de cada substancia por

ave por dia, durante 21 dias.

3.4 Anadlise dos constituintes sangiiineos

Em todos os ensaios biolégicos as amostras de sangue foram
coletadas por puncéo cardiaca no 1°, 7°, 14° e 21° dia de tratamento, apds
jejum de 12 horas, para dosagens de colesterol total, colesterol-HDL,
colesterol-LDL, colesterol-VLDL e triacilglicerol. As amostras de sangue foram
centrifugadas a 7100 x g, durante 15 minutos, para obtencdo do soro. As
dosagens sorologicas foram efetuadas no equipamento de dosagens
multiparamétrico de Bioquimica (Aliz€), utilizando-se kits da marca BioMérieux,

e os resultados foram expressos em mg/dL.

3.5 Instalagoes

As aves foram alojadas em boxes de 1,25 x 1,80 m, com piso de
cimento, cobertura na base com cepilho de maravalha de um galpéo
convencional com as seguintes caracteristicas: constru¢cdo em alvenaria, pé
direito de 3,0 m de altura, cobertura em telha brasilit, presenga de lanternim, e
muretas laterais de alvenaria na altura de 0,5 m. As laterais do galpao foram
cobertas com cortinas plasticas com a finalidade de controlar a temperatura no
interior do galp&o e evitar a entrada de correntes de ar frio.

Durante todo o periodo experimental foi adotado o programa de luz
continuo (24 horas de luz natural + artificial). Os pintos receberam aquecimento
artificial do primeiro ao 14° dia, com a utilizagao de lampadas de infravermelho

de 250W em cada boxe, ajustando-se a altura de acordo com a sensibilidade a
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temperatura e o crescimento dos mesmos. Foi utilizado como substrato para a
cama, a maravalha.

Em todos os experimentos os pesos dos animais foram monitorados
semanalmente, bem como o consumo alimentar, calculando-se assim, o ganho
de peso e conversao alimentar. Para calculo da converséao alimentar, dividiu-se

0 ganho de peso pelo consumo alimentar.

Tabela 1 - Composicao das ragdes experimentais

Racao RB + 5% RB + 10% RB + 1% RB + 0,7%

INGREDIENTES Basal Gordura Gordura Colesterol + Colesterol +
(RB) Suina Suina 0,1% Acido  0,1% Acido
Colico Colico
Milho 53,635 51,724 46,724 55,624 45,900
Farelo de soja 38,860 38,860 38,860 38,860 38,860
Gordura suina - 5,000 10,000 - 10,000
Oleo vegetal 3,100 - - - -
Colesterol - - - 1,000 0,700
Acido célico - - - 0,100 0,100
Fosfato bicalcico 2,638 2,638 2,638 2,638 2,640
Calcario calcitico 0,836 0,836 0,836 0,836 0,840
Cloreto de sddio 0,387 0,387 0,387 0,387 0,390
Vitaminas 0,100 0,100 0,100 0,100 0,100
DL-metionina 0,235 0,235 0,235 0,235 0,235
Minerais 0,050 0,050 0,050 0,050 0,050
Anticoccidiano 0,060 0,060 0,060 0,060 0,050
Promotor de 0,050 0,050 0,050 0,050 0,075
crescimento (1)
Cloreto de colina 0,060 0,060 0,060 0,060 0,060

1- Virginiamicina 2%

3.6 Dosagens dos constituintes sangiliineos

3.6.1- Dosagem de colesterol total

Para as dosagens sorologicas do colesterol total utilizou-se kit
Biomérieux.

A andlise colorimétrica do colesterol no soro obtido, baseia-se na
transformacédo do colesterol esterificado em colesterol e acidos graxos,
mediado pela enzima colesterol esterase. O colesterol formado € oxidado pela

enzima colesterol oxidase em colest-4-eno-3-ona, liberando agua oxigenada. A
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agua oxigenada formada, juntamente com o fenol e amino 4 antipirina, pela
agao da peroxidase, sao transformados no cromogénio (que absorve em 500

nm) e em agua, segundo as equagoes:

Colesterol esterificado ——> Colesterol + Acido Graxo
Colesterol ——> Colest-4-eno-3-ona + H,0O,

2 H,0, + Fenol + Amino 4 antipiina ——> Cromogénio +4 H,0

Para ser feita a dosagem, foi utilizado o equipamento de dosagens
multiparamétrico de Bioquimica (Alizé). Foi colocado no equipamento uma
solucdo tampéao fosfato pH 7,00 a 0,1 mol/L, contendo as respectivas enzimas
solubilizadas e separadamente os soros sangulineos a serem analisados.

Apods programado o equipamento, este promoveu a mistura da solugao
mencionada acima com 0 soro a ser analisado, que foram incubados por um
tempo determinado a 37° C e analisados em um comprimento de onda de 500
nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solugéo
tampéo das enzimas com soro fisiolégico) e a comparou com a concentragao
da amostra padrao existente, fornecendo o resultado em mg/dL de colesterol
total no soro sanguineo.

A férmula geral para a conversdo da absorvancia na concentragdo em

mg/dL foi a seguinte:

Aamostra / Apadréo X [ padréo ]

Onde: A = Absorvancia

3.6.2- Dosagem de colesterol-HDL

Para as dosagem sorolégica do colesterol-HDL foi utilizado kit
Biomérieux. O método de dosagem baseia-se na precipitacdo dos quilomicrons
e das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e de baixa densidade
(LDL) contidos no soro a ser analisado, pela adigdo do acido fosfotungstico em

presencga do ion magnésio. O sobrenadante obtido por centrifugagao contém as

52



lipoproteinas de alta densidade (HDL), e o -colesterol presente nesta
lipoproteina foi determinado pelo mesmo processo ja descrito na dosagem de

colesterol total.

3.6.3- Dosagem de colesterol-LDL

Para as dosagem sorolégicas do colesterol-LDL utilizou-se kit
Biomérieux. As diversas classes de lipoproteinas se diferenciam pela sua
densidade, migracado eletroforética e sua reacdo frente a anticorpos
especificos. O método de dosagem baseia-se na precipitagdo da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) contidos no soro a ser analisado, pela adigdo do
reativo precipitante (surfactante policiclico policondensado, surfactante aniénico
policiclico, dioxano polisubstituido e tampao imidazol pH 6.1). O precipitado
contendo LDL é entdo solubilizado. O colesterol presente nesta lipoproteina foi

determinado pelo mesmo processo ja descrito na dosagem de colesterol total.

3.6.4-Quantificacao de VLDL

Para quantificagdo do VLDL utilizou-se a seguinte formula:
VLDL = triacilglicerol / 5

3.6.5- Dosagem de triacilglicerol

A dosagem dos triacilgliceréis séricos foi feita por via inteiramente
enzimatica. Para a dosagem sorolégica do triacilglicerol também utilizou-se kit
Biomérieux.

A lipase degrada os triacilglicer6is em glicerol e acidos graxos. O
glicerol obtido, reage com ATP, em presenga da enzima glicerolquinase,
obtendo glicerol-3-fosfato e ADP. O (glicerol-3-fosfato é oxidado a
dihidroxiacetonafosfato, pela agdo da enzima glicerol-3-fosfatato oxidase,
liberando agua oxigenada. A agua oxigenada, juntamente com paraclorofenol e
amino 4 antipirina, em presenca da peroxidase, transforma-se no cromogénio

(que absorve em 505 nm), liberando agua.
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As equacgdes seguem-se abaixo:

Triacilglicerol —— > Glicerol + Acidos graxos

Glicerol + ATP ——> Gilicerol 3 fosfato + ADP

Glicerol 3 fosfato ——— Dihidroxiacetonafosfato + H202

2 H,0, + paraclorofenol + amino 4 antipiina ——— Cromogénio +4 H,O

Para ser feita a dosagem, foi utilizado o equipamento de dosagens
multiparamétrico de Bioquimica (Alizé). Foi colocado no equipamento uma
solucdo tampéao fosfato pH 7,00 a 0,1 mol/L, contendo as respectivas enzimas
solubilizadas e separadamente o soro sanguineo a ser analisado.

ApOs programado o equipamento, este promoveu a mistura da solugéo
mencionada acima com o soro, que foram incubados por um tempo
determinado 37° C e analisados em um comprimento de onda de 505 nm.

O aparelho subtraiu a absorvéncia encontrada no branco (solugéo
tampéo das enzimas com soro fisioldégico) e a comparou com a concentragao
padrao existente, fornecendo o resultado em mg/dL de triacilglicerol no soro
sanguineo.

A férmula geral para a conversdo da absorvancia na concentragdo em
mg/dL foi a seguinte:

Aamostra / Apadréo X [ padréo ]

Onde: A = Absorvancia

3.7 Analise estatistica

Os experimentos foram instalados segundo o delineamento
inteiramente casualizado (Quadro 1).

Em todos os experimentos, as médias dos grupos controle foram
comparadas entre si pela analise de variancia e teste F (P<0,05 e P<0,01) e os
demais grupos, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A comparagao de
cada grupo tratado com o controle foi feita por meio do teste de Dunnett
(P<0,05).
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O efeito do tempo foi estudado por meio do desdobramento da
interacdo tratamento x tempo em tempo dentro de tratamento, para os
experimentos 1 e 2. No experimento 3 foi testado modelos de regresséo e a
escolha da melhor equagao baseou-se no coeficiente de determinagao (Rz) e

na significancia dos coeficientes de regressao pelo teste T (P<0,01).
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Quadro 1- Descrigao dos experimentos.

Ensaio Numero de Tratamentos

Biolégico  Repeticdes

1 12 RB
RB + NB
RB + CA
RB + NA
RB + R

2 6 RB
RB + 5% GS
RB + 10% GS
RB + 1% de C + 0,1% de AC

3 6 RB
RB + 10% de GS + 0,7% de C + 0,1 % de AC
RB + 10% de GS + 0,7% de C + 0,1 % de AC + NB
RB + 10% de GS + 0,7% de C + 0,1 % de AC + CA
RB + 10% de GS + 0,7% de C + 0,1 % de AC + NA
RB + 10% de GS + 0,7% de C + 0,1 % de AC+ R

RB = Racdo basal, GS = Gordura suina, C = Colesterol, AC = Acido célico, NB

= Norbixina, CA = Cdrcuma NA = naringina, R = Rutina.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeito dos flavondides e corantes naturais na reducao de lipideos
sangiiineos de aves normolipidémicas

Os resultados obtidos para colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-
LDL, colesterol-VLDL e triacilglicerdis no soro sangiineo dos pintos machos,
Avian farms, normolipidémicos, encontram-se nas Tabelas 1, 2, 3, 4 e 5,
expressos em mg/dL, com suas respectivas porcentagens de variagdes.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 1 pode-se
observar que os flavondides e corantes naturais testados ndo apresentaram
alteracdes significativas nos niveis de colesterol total em pintos normais.
Resultados semelhantes foram obtidos por KATO et al. (1983), que avaliando o
efeito de quercetina sobre os niveis de lipideos em ratos, recebendo racao
comercial contendo 24% de proteina, 53% de carboidrato, 4,2% de fibra e
outros nutrientes necessarios, observaram que a adicdo de 0,5% de quercetina
nao afetou os niveis sanguineos de colesterol total e fosfolipideos bem como o
crescimento dos animais, embora tenha apresentado redugao significativa nos

niveis sanguineos de triacilglicerdis.
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Tabela 1 — Colesterol total médio, em mg/dL e percentual de variagdo em
relagdo ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a
diferentes tratamentos e avaliadas aos 1, 7, 14 e 21 dias de idade.

Idade Tratamento Colesterol total Variagao
(dias) (mg/dL) (%)
1 Ao nascimento 476,92 -

7 G1 — Ragéo Basal (RB) 135,25 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 129,33 b -4,38
G3 - RB + 20 mg de curcuma 144,75 a +7,02
G4 — RB + 20 mg de naringina 126,08 b -6,78
G5 - RB + 20 mg de rutina 138,33 ab +2,28

14 G1 - Ragao Basal (RB) 142,08 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 130,83 ¢ -7,92
G3 - RB + 20 mg de cdrcuma 147,58 ab +3,87
G4 — RB + 20 mg de naringina 133,00 bc -6,39
G5 - RB + 20 mg de rutina 150,25 a +5,75

21 G1 — Ragao Basal (RB) 137,33 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 128,17 a -6,67
G3 - RB + 20 mg de curcuma 138,67 a +0,98
G4 — RB + 20 mg de naringina 132,75 a -3,34
G5 - RB + 20 mg de rutina 135,67 a -1,21

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
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O efeito de flavonoides sobre os niveis de colesterol sanguineos em
humanos também foram estudados por HODGSON et al (1998) que avaliaram
o efeito dos isoflavondides genisteina e daidzeina sobre os niveis de lipideos
sanguineos em individuos saudaveis. Os isoflavondides apresentam atividade
estrogénica e sdo classificados como fitoestrogenos. Os estrogenos podem
reduzir colesterol-LDL do soro e aumentar os niveis de colesterol-HDL. Durante
oito semanas treze mulheres no periodo pés menopausa, ndo submetidas a
terapia de reposicdo hormonal, e quarenta e seis homem receberam,
diariamente, um tablete contendo 55 mg de isoflavondides (predominantemente
na forma de genisteina) ou um tablete de placebo. Os individuos mantiveram
sua dieta habitual e atividade fisica durante todo o periodo de tratamento. Os
niveis sanglineos de colesterol total, colesterol-LDL, colesterol-HDL e
subclasses de colesterol-HDL, triacilglicerois e lipoproteina (a) foram avaliados
na ultima semana de tratamento, sendo que nenhuma diferencga significativa foi
identificada. Embora este estudo nao tenha demonstrado alteragdes nos niveis
de lipideos sanguineos em individuos normais, estes resultados nao eliminam
a possibilidade de efeito hipolipidémico de isoflavondides em individuos
hipercolesterolémicos.

Pode-se observar, mediante resultados apresentado na Tabela 2, que
as substancias testadas ndo apresentaram alteragdes significativas nos niveis
plasmaticos de colesterol-HDL, ao final do experimento, embora os animais
que receberam curcuma e rutina tenham apresentado redugdes significativas
na segunda semana de tratamento.

Apesar das substancias testadas nao alterarem os niveis plasmaticos
de HDL, a manutengao dos niveis desta lipoproteina é desejavel, uma vez que
esta pode ser antiaterogénica, provavelmente por facilitar o transporte reverso
do colesterol.

QUILES et al. (1998) estudaram a capacidade antioxidante de extrato
de Curcuma longa na peroxidacao de lipidios de membranas de mitocdndrias e
microssomos do figado de coelhos com aterosclerose. Os coelhos foram
alimentados com dieta contendo 3% banha e 1,3% de colesterol. Os resultados
demonstraram que os compostos ativos presentes no extrato de curcuma

previnem lipoperoxidacdo de membranas intracelulares.
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Tabela 2 — Colesterol-HDL médio, em mg/dL e percentual de variagdo em
relagdo ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a
diferentes tratamentos e avaliadas aos 1, 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamentos Colesterol-HDL Variagao
(dias) (mg/dL) (%)
1 Ao nascimento 40,17 -
7 G1 - Ragao Basal (RB) 101,67 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 96,08 b -5,50
G3 - RB + 20 mg de curcuma 116,00 a +14,09
G4 — RB + 20 mg de naringina 98,42 ab -3,20
G5 - RB + 20 mg de rutina 111,00 ab +9,18
14 G1 - Ragao Basal (RB) 112,50 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 97,25 a -13,56
G3 - RB + 20 mg de cdrcuma 68,83 b -38,82 *
G4 — RB + 20 mg de naringina 98,50 a -12,44
G5 — RB + 20 mg de rutina 59,92 b -46,74 *
21 G1 — Ragao Basal (RB) 108,50 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 100,83 a -7,07
G3 - RB + 20 mg de curcuma 110,33 a +1,69
G4 — RB + 20 mg de naringina 100,58 a -7,30
G5 - RB + 20 mg de rutina 104,17 a -3,99

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.

60



GOODERHAM et al. (1996) avaliaram o efeito de um isolado protéico
de soja, rico em genisteina e daidzeina, sobre as concentragdes plasmaticas
de isoflavondides, agregacado plaquetaria, niveis de lipideos sanglineos e
composicao de acidos graxos de fosfolipideos plasmaticos em humanos
normolipidémicos. Observou-se um aumento nas concentragcbes plasmaticas
de isoflavondides, porém nenhuma alteragao foi observada sobre a agregacéo
plaquetaria, niveis plasmaticos de colesterol total, colesterol-HDL e composi¢ao
de acidos graxos presentes em fosfolipideos. Entretanto Carroll (1991) e Carroll
e Kurowaska (1995) citado por GOODERHAM et al. (1996) relataram que
individuos hipercolesterolémicos geralmente apresentam redugdes nos niveis
de colesterol total e colesterol-LDL apds consumo de isolado protéico de soja,
quando comparados com individuos normocolesterolémicos. Isto sugere que os
flavonodides e corantes naturais testados neste experimento podem apresentar
efeito hipolipidémicos se testados em animais com hipercolesterolemia
induzida.

A Tabela 3 mostra as médias de colesterol-LDL e suas respectivas
porcentagens de variagdes. Pelos resultados observa-se que todos os grupos
experimentais apresentaram redugdes significativas no 14° dia de tratamento,
entretanto, ndo foram observadas alteragdes significativas no final do periodo
experimental (21° dia de tratamento).

Varias pesquisas tém mostrado que a ingestdo de carotendides
reduzem os riscos de doencas cardiovasculares. A oxidagcdo de LDL é o
principal passo no desenvolvimento de aterosclerose e os antioxidantes podem
inibir este processo. Os carotendides sao transportados no plasma
predominantemente na forma de LDL, e devido a sua propriedade antioxidante,
€ possivel que eles possam proteger a LDL de oxidagdo e consequentemente,
prevenir a aterogénese (ROMANCHIK et al., 1997).
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Tabela 3 — Colesterol-LDL médio, em mg/dL e percentual de variagdo em
relagdo ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a
diferentes tratamentos e avaliadas aos 1, 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamento Colesterol-LDL Variagao
(dias) (mg/dL) (%)
1 Ao nascimento 177,67 -
7 G1 — Racgéo Basal (RB) 26,50 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 19,08 ¢ -28,00 *
G3 - RB + 20 mg de curcuma 20,83 bc -21,40*
G4 — RB + 20 mg de naringina 25,33 ab -4,42
G5 - RB + 20 mg de rutina 27,00 a +1,89
14 G1 - Ragao Basal (RB) 26,08 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 17,50 a -32,90 *
G3 - RB + 20 mg de cdrcuma 14,42 a -44.71 *
G4 — RB + 20 mg de naringina 18,33 a -29,72 *
G5 - RB + 20 mg de rutina 13,33 a -48,89 *
21 G1 — Ragao Basal (RB) 16,67 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 18,67 a +12,00
G3 - RB + 20 mg de curcuma 15,08 a -9,54
G4 — RB + 20 mg de naringina 14,25 a -14,52
G5 - RB + 20 mg de rutina 14,08 a -15,54

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
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Resultados similares foram observados por PRINCEN et al. (1998) que
avaliaram o efeito da ingestdo de cha preto, cha verde e polifendis extraido de
cha verde sobre a oxidacdo de LDL e sobre os niveis de lipidios plasmaticos
em homens e mulheres saudaveis, fumantes. O cha é uma fonte importante de
flavondides que sado potentes antioxidantes. O consumo de cha preto, verde ou
polifendis extraidos do cha verde durante um periodo de 4 a 6 semanas nao
alteraram os niveis de colesterol, triacilglicerdis, colesterol-HDL, colesterol-LDL,
vitaminas C e E, beta-caroteno e acido urico, também nado foi observada
nenhuma diferenga com relagdo a oxidagcédo de LDL. Estes dados sugerem que
0 consumo de cha preto ou verde nao alteram os niveis de lipidios plasmaticos
de individuos saudaveis.

Outros pesquisadores avaliaram o efeito do consumo de cha preto
sobre os niveis plasmaticos de lipideos e modificacdo oxidativa de LDL em
homens e mulheres, sendo que nenhuma alteragdo foi observada na
capacidade antioxidante ou susceptibilidade de oxidagcdo de LDL do plasma.
Os niveis plasmaticos de colesterol total, triacilglicerdis, colesterol-LDL e
colesterol-HDL também n&o apresentaram alterac¢des significativas (McANLIS
et al, 1998)

Estudos realizados com o objetivo de avaliar o efeito de proteinas de
soja sobre os lipideos sanguineos, tém mostrado que uma redug¢ao dos niveis
plasmaticos de colesterol-LDL ocorre geralmente em individuos com
hipercolesterolemia (HODGSON et al., 1998).

Com relagdo as médias de colesterol-VLDL e triacilglicerdis,
apresentadas nas Tabelas 4 e 5, observa-se que apenas 0s animais que
receberam o flavondide rutina (G5) apresentaram aumentos significativos
(32,94%) no final do periodo experimental. O aumento nos niveis de colesterol-
VLDL e triacilglicerdis, observadas apds 7 dias de tratamento nos animais que
receberam norbixina (G2) e naringina (G4) pode ser devido a alteragbes
normais que ocorrem nos niveis de lipideos plasmaticos de pintos durante os
primeiros dias de vida. Segundo CASTILLO et al. (1995) a quantidade de
lipoproteinas totais reduzem entre 4 e 7 dias apos eclosdo, mantendo os seus

niveis praticamente constantes até aos 14 dias de idade.
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Tabela 4 — Colesterol-VLDL médio, em mg/dL e percentual de variagdo em
relagdo ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a
diferentes tratamentos e avaliadas aos 1, 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamento Colesterol-VLDL Variagao
(dias) (mg/dL) (%)
1 Ao nascimento 10,82 -
7 G1 — Racgéo Basal (RB) 6,51 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 8,28 a +27,19 *
G3 - RB + 20 mg de curcuma 7,47 a +14,75
G4 — RB + 20 mg de naringina 8,65 a +32,87 *
G5 - RB + 20 mg de rutina 7,62 a +17,05
14 G1 — Ragéo Basal (RB) 10,35 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 9,78 a -5,51
G3 - RB + 20 mg de cdrcuma 9,92 a -4,15
G4 — RB + 20 mg de naringina 10,28 a -0,68
G5 - RB + 20 mg de rutina 9,65a -6,76
21 G1 — Ragao Basal (RB) 6,83 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 8,03 ab +17,57
G3 - RB + 20 mg de curcuma 742b +8,64
G4 — RB + 20 mg de naringina 6,97 b +2,05
G5 - RB + 20 mg de rutina 9,08 a +32,94 *

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
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Tabela 5 — Triacilglicerol médio, em mg/dL e percentual de variagao em relagéo
ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a diferentes
tratamentos e avaliadas aos 1, 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamento Triacilglicerol Variagao
(dias) (mg/dL) (%)
1 Ao nascimento 54,08 -
7 G1 — Racgéo Basal (RB) 32,58 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 41,42 a +27,13 *
G3 - RB + 20 mg de curcuma 37,33 a +14,58
G4 — RB + 20 mg de naringina 43,25 a +32,75 *
G5 - RB + 20 mg de rutina 38,08 a +16,88
14 G1 - Ragao Basal (RB) 51,75 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 48,92 a -5,47
G3 - RB + 20 mg de cdrcuma 49,58 a -4,19
G4 — RB + 20 mg de naringina 51,42 a -0,64
G5 - RB + 20 mg de rutina 48,25 a -6,76
21 G1 — Ragao Basal (RB) 34,17 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 40,17 ab +17,56
G3 - RB + 20 mg de curcuma 37,08 b +8,52
G4 — RB + 20 mg de naringina 34,83 b +1,93
G5 - RB + 20 mg de rutina 45,42 a +32,92 *

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
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RIBAYA MERCADO et al. (1995) estudaram o efeito da suplementacéo
de beta-caroteno sobre a concentragdo e distribuicdo de carotendides,
triacilgliceréis e colesterol em lipoproteinas plasmaticas. Dez mulheres
saudaveis ingeriram 90mg de beta-caroteno, diariamente, durante 3 semanas.
Apos a suplementacdo os niveis plasmaticos de beta-caroteno aumentaram,
resultando em um enriquecimento de todas as fragdes de lipoproteinas, sendo
que a maior proporg¢ao de carotendides estava presente nas LDL (71%) antes e
apos o tratamento. A suplementacdo com beta-caroteno a curto prazo nao
alterou as concentragbes plasmaticas de triacilglicerdis, colesterol total,
colesterol-HDL, colesterol-LDL e colesterol-VLDL em mulheres saudaveis.

O efeito do tempo sobre os diferentes tratamentos para colesterol total,
colesterol-HDL, colesterol-LDL, colesterol-VLDL e triacilglicerdis de aves da
linhagem Aviam farms, normolipidémicas, encontra-se na Tabela 1 (Apéndice).

De acordo com os resultados, pode-se observar que o efeito do tempo
sobre os niveis de colesterol total foi significativo apenas para o grupo 5
(rutina). Com relagdo aos niveis de colesterol-HDL, variagbes foram
observadas nos grupos 3 (curcuma) e 5 (rutina), sendo que para os niveis de
colesterol-LDL, os grupos 1 (controle), 3 (curcuma), 4 (naringina) e 5 (rutina)
apresentaram variagdes significativas. Para os niveis plasmaticos de colesterol-
VLDL e triacilglicerdis houve variagdes significativas para todos os grupos
experimentais durante o periodo de tratamento.

Pela Tabela 2 (Apéndice) observa-se que o efeito do tempo sobre o
ganho de peso e conversao alimentar foi significativo para todos os grupos
experimentais.

Pelas Tabelas 6 e 7 pode-se observar que com relagdo ao ganho de
peso e conversdo alimentar ndo houve diferenca estatisticamente significativa
(P>0,05) entre o grupo controle (G1) e os grupos experimentais, e entre os
grupos experimentais. Pode-se concluir, mediante o exposto, que as

substancias testadas nao interferiram nesses parametros.
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Tabela 6 — Ganho de peso médio, em g e percentual de variagdo em relagéo
ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a diferentes
tratamentos e avaliadas aos 1, 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamento Ganho de peso Variagéo
(dias) 9 (%)
7 G1 — Racgéo Basal (RB) 190,2 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 184,1 -3,18
G3 — RB + 20 mg de curcuma 166,7 -12,38
G4 — RB + 20 mg de naringina 183,0 -3,78
G5 - RB + 20 mg de rutina 186,3 -2,02
14 G1 - Ragao Basal (RB) 294.6 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 283,6 -3,73
G3 - RB + 20 mg de curcuma 269.4 -8,22
G4 — RB + 20 mg de naringina 273,2 -7,26
G5 - RB + 20 mg de rutina 282,4 -4,12
21 G1 - Ragao Basal (RB) 255,8 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 246,0 -3,84
G3 - RB + 20 mg de curcuma 2487 -2,80
G4 - RB + 20 mg de naringina 246,6 -3,61
G5 - RB + 20 mg de rutina 248,6 -2,83

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
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Tabela 7 — Conversao alimentar média e percentual de variacdo em relagao ao
grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a diferentes
tratamentos e avaliadas aos 1, 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamento Conversao alimentar Variagao
(dias) 9 (%)
7 G1 - Ragéao Basal (RB) 1,367 -

G2 — RB + 20 mg de norbixina 1,358 a -0,66
G3 — RB + 20 mg de curcuma 1,442 a +5,49
G4 — RB + 20 mg de naringina 1,336 a -2,27
G5 - RB + 20 mg de rutina 1,333 a -2,49
14 G1 - Ragao Basal (RB) 1,412 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 1,465 a +3,75
G3 - RB + 20 mg de curcuma 1,500 a +6,23
G4 — RB + 20 mg de naringina 1,536 a +8,78
G5 - RB + 20 mg de rutina 1,493 a +5,74
21 G1 - Ragao Basal (RB) 1,540 -
G2 — RB + 20 mg de norbixina 1,584 a +2,86
G3 - RB + 20 mg de curcuma 1,624 a +5,45
G4 — RB + 20 mg de naringina 1,638 a +6,36
G5 - RB + 20 mg de rutina 1,619 a +5,13

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
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4.2 Indugao de hiperlipidemia em aves utilizando colesterol, acido célico
e gordura suina em diferentes concentragoes

Os valores obtidos para o colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-
LDL, colesterol-VLDL e triacilglicer6is no soro sanguineo de aves da linhagem
Avian farms sao apresentados nas Tabelas 8, 9, 10, 11 e 12, expressos em
mg/dL.

Pela Tabela 8, pode-se observar que os animais do grupo 4, que
receberam colesterol e acido coélico na dieta, apresentaram aumento
significativo nos niveis de colesterol total durante todo o periodo experimental
(21 dias), sendo que no ultimo dia de tratamento houve um aumento de
76,49%. Um aumento significativo nos niveis de colesterol total (39,53%)
também foi observado ao final do experimento nos animais do grupo 3, que
receberam 10% de gordura suina na dieta. Com relagdo aos animais do grupo
2, que receberam 5% de gordura suina na dieta, ndo foram observadas
alteragdes significativas nos niveis deste constituinte sanglineo. Uma vez que
este experimento teve como objetivo a indugédo de hiperlipidemia em aves, o
grupo de animais que receberam colesterol e acido célico na dieta (Grupo 4)
foram os que apresentaram melhores resultados.

Aves tém sido muito utilizadas como modelo animal para a
compreender a aterogénese em humanos (ALLEN e WONG, 1993). Os
modelos experimentais para inducdo de hiperlipidemia em animais, sao
necessarios quando se pretende avaliar o efeito hipolipidémico de farmacos ou
constituintes de dietas.

Os niveis de colesterol no organismo animal é obtido através da
regulacdo da quantidade de colesterol ingerido e da taxa de catabolismo e
sintese endogena (Wilson, 1964; Seperstem e Fagan, 1966; O’'Brien et al.,
1977; Aguilera et al, 1988 citados por JIANG et al., 1990).

O resultado obtido neste trabalho é coerente com varias pesquisas
realizadas anteriormente, onde observa-se um aumento nos niveis de
colesterol total em animais alimentados com dieta contendo colesterol e
gorduras saturadas. YOUN et al (1993) avaliaram o efeito de adicdo de 1% de

colesterol na dieta sobre a atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
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(HMG-CoA) redutase no figado e intestino delgado de pintos Leghorn com seis
semanas de idade. A atividade da enzima HMG-CoA redutase no figado e
jejuno foram significativamente reduzidas nos animais que receberam dieta
contendo colesterol. Foi também observado um aumento significativo nos
niveis sanguineos de colesterol livre e esterificado e do conteudo de colesterol
livre no figado e células epiteliais de jejuno e ileo.

Experimentos realizados com ratos demonstraram que dietas contendo
0,05% de colesterol proporcionavam sintese de 70 a 80% do colesterol no
organismo enquanto que, para valores dietéticos de 2%, a produgédo endogena
de colesterol reduziu para 10 a 30% (Mayes, 1981 citado por MENDONCA JR.,
1996). Isto demonstra o efeito do colesterol dietético na inibicdo da enzima
HMG-CoA redutase.

Alguns estudos experimentais tém mostrado que a digestibilidade de
gordura em pintos jovens aumenta até a oitava semana de idade, concluindo
que o mecanismo absortivo de lipideos e proteinas nao esta completamente
desenvolvido em pintos jovens. Aumento na absor¢ao aparente de lipideos é
observado quando acidos biliares s&o incluidos na dieta, evidenciando as
condigdes imaturas na fungéo digestiva (INARREA et al., 1992).

CASTILLO et al. (1996) avaliaram o efeito de dieta suplementada com
10 e 20% oleo de coco em pintos machos Leghorn recém-eclodidos, durante
duas semanas. A concentragado plasmatica de colesterol total (colesterol livre e
esterificado) aumentou significativamente apés uma semana de tratamento
com 10 e 20% de 6leo de coco, quando comparadas com 0s animais que
receberam dieta controle, sendo que estes niveis permaneceram aumentados
até o final do periodo experimental. Os animais que receberam 20% dleo de
coco apresentaram aumentos significativos na concentragcdo de colesterol total
e triacilglicerois em todas as fra¢des de lipoproteinas (HDL, LDL, IDL, e VLDL),
enquanto os que receberam 10% oleo de coco apresentaram aumentos
significativos apenas nos niveis de colesterol em LDL e VLDL, e triacilglicerdis
em LDL. Estes resultados mostram que pintos recém-eclodidos podem ser
considerados como um modelo satisfatério para estudar o papel de
lipoproteinas na aterogénese por apresentar uma resposta rapida a ingestao de

acidos graxos saturados com 12 e 14 carbonos.
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Tabela 8 — Colesterol total médio, em mg/dL e percentual de variagdo em
relagdo ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a
diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamento Colesterol total Variagao
(dias) (mg/dL) (%)
7 G1 - Ragéao Basal (RB) 94,33 -
G2 -RB + 5% de GS 133,33 a +41,34
G3-RB + 10% de GS 139,33 a +47,70
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 150,17 a +59,20 *
14 G1 - Ragao Basal (RB) 157,67 -
G2 -RB + 5% de GS 168,33 b +6,76
G3 -RB + 10% de GS 170,00 b +7,82
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 222,00 a +40,80 *
21 G1 — Ragéao Basal (RB) 136,17 -
G2 -RB + 5% de GS 180,33 b +32,43
G3 —RB + 10% de GS 190,00 b +39,63 *
G4-RB+1%de C+0,1% de AC 240,33 a +76,49 *

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

Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
GS = Gordura suina, C = Colesterol, AC = Acido Célico
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Além disso, estudos tém mostrado que populagdes que consomem
grandes quantidades de acidos graxos saturados, particularmente na forma de
gordura animal, tém relativamente altos niveis de colesterol sérico
(LEITE,1994).

Um dos mecanismos propostos, para a agado dos acidos graxos
saturados e colesterol da dieta em aumentar os niveis sanguineos de
colesterol, € devido a reducido no numero de receptores hepaticos de LDL
(receptores B e E), o que pode inibir a remogao plasmatica dessa particula,
possivelmente por alteracdo no conteudo de acidos graxos das membranas, e,
em decorréncia, elevar o nivel dessa lipoproteina no plasma (QUINTAO, 1992).

Esse efeito torna o colesterol ativo disponivel para a supressido da
transcricdo do receptor de LDL. De fato, em experimentos animais, dietas ricas
em acidos graxos saturados diminuem a concentragdo de RNA mensageiro,
necessario para a sintese de proteinas receptoras de LDL. Outro efeito € a
alteracao da composicao dos fosfolipideos na membrana das células, de modo
a retardar o movimento normal dos receptores de LDL para a superficie das
células e seu mecanismo de interagdo com a particula, interferindo na
internalizagao da LDL. A composig¢ao das particulas de LDL também pode estar
modificada, de modo a retardar sua ligagcéo aos receptores (LEITE,1994).

Numerosos estudos indicam que aves sao capazes de utilizar
quantidades apreciaveis de gordura dietética como fonte de energia. Em pintos
de corte, o efeito de gordura dietética sobre o ganho de peso é influenciado
pela idade e pela quantidade de gordura adicionada na dieta (PEEBLES et al.,
1997).

O acido codlico da dieta tém mostrado atuar sinergicamente com o
colesterol dietético para induzir o aumento dos niveis de colesterol plasmatico.
O acido cdlico atua aumentando a absorgao de colesterol e inibe a conversao
de colesterol a acidos biliares, o que resulta no aumento nos niveis de
colesterol sanguiineo (RADCLIFFE e LIEBSCH, 1985).

INARREA et al. (1992) avaliaram o desenvolvimento da atividade de
HMG-CoA redutase e colesterol-7o-hidroxilase microssomal hepatica de pintos
alimentados com dieta livre de gordura durante as 8 primeiras semanas de
idade. A atividade da enzima HMG-CoA redutase aumentou durante as quatro

primeiras semanas de idade, mas diminuiu da quarta a oitava semana de
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idade. A atividade da enzima colesterol 7o-hidroxilase também aumentou
durante as quatro primeiras semanas de idade. Com relagcdo aos niveis de
colesterol livre e total, houve uma redugdo durante as seis primeiras semanas
de idade, aumentando nas quatro ultimas semanas de experimento.

Estudos realizados em pintos com 11 dias de idade, alimentados com
dieta suplementada com 5% de colesterol, mostraram que esses animais
apresentaram um rapido e significativo aumento no conteudo de colesterol nos
microssomas hepaticos, bem como, uma drastica diminuigdo na atividade da
enzima HMG-CoA redutase (CASTILLO et al., 1994).

Dietas ricas em gorduras saturadas e, ou colesterol estdo associados
com um aumento nos niveis de colesterol e lipoproteinas plasmaticas. Porém,
varios estudos mostraram que o aumento de lipidios plasmaticos em resposta a
alta concentragao de colesterol e, ou gordura na dieta é altamente variavel até
mesmo entre animais normolipidémicos. CASTILLO et al. (1994) compararam o
efeito hipercolesterolémico de colesterol e 6leo de coco em animais recém-
nascidos e adultos. Os resultados mostraram que aves adultas alimentadas
com dieta suplementada com 2% de -colesterol apresentaram aumento
significativo nos niveis sanglineos de colesterol total apés 3 dias de
tratamento. Para os pintos recém-eclodidos, a hipercolesterolemia foi
observada somente apos 15 dias de tratamento. Os pintos recém-eclodidos
alimentados com dieta suplementada com 10 e 20% de d6leo de coco, rico em
acidos graxos saturados, apresentaram aumentos significativos nos niveis de
colesterol total apds 7 dias de tratamento. Aumento nos niveis de triacilglicerois
sanguineos foi observado apos 14 dias de tratamento com 20% de 6leo de
coco. Esses resultados demonstram que a resposta do organismo a dietas com
niveis elevados de gordura e colesterol ¢ influenciada pela idade dos animais.

Pela Tabela 9, pode-se constatar que com relacdo aos niveis de
sanguineos de colesterol-HDL o grupo 3 obteve aumentos significativos apenas
na ultima semana de tratamento (20,83%), quando comparados com o grupo
controle (Grupo 1). O grupo 4 obteve aumentos significativos na terceira
semana (27,50%) e na quarta semana de tratamento (43,02%). Com relagéo
ao grupo 2, ndo foram observados resultados significativos.
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Tabela 9 — Colesterol-HDL médio, em mg/dL e percentual de variagdo em
relagdo ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a
diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamento HDL Variagao
(dias) (mg/dL) (%)
7 G1 - Ragéao Basal (RB) 50,33 -
G2 -RB + 5% de GS 62,17 a +23,52
G3-RB + 10% de GS 54,17 a +7,63
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 56,00 a +11,27
14 G1 - Ragao Basal (RB) 109,67 -
G2 -RB + 5% de GS 119,67 b +9,12
G3-RB + 10% de GS 124,67 ab +13,68
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 139,83 a +27,50 *
21 G1 — Ragao Basal (RB) 111,17 -
G2 -RB + 5% de GS 115,17 c +3,60
G3 —RB + 10% de GS 134,33 b +20,83 *
G4-RB+1%de C+0,1% de AC 159,00 a +43,02 *

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
GS = Gordura suina, C = Colesterol, AC = Acido Célico
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A HDL desempenha um papel crucial na mobilizagdo de colesterol dos
tecidos periféricos. Os altos niveis de colesterol-HDL em pintos alimentados
com colesterol pode indicar um elevado transporte reverso do colesterol dos
tecidos periféricos para o figado, onde ocorre catabolismo e excre¢cao do
colesterol. Estudos tém mostrado que em pintos recém-eclodidos, o depdsito
de colesterol no musculo esquelético estimula a sintese de apoproteina A-l,
que é a apoproteina caracteristica da HDL. Esta apoproteina ativa a enzima
LCAT, que esterifica o colesterol presente na superficie da HDL, que converte
o colesterol presente em quilomicrons, VLDL, LDL e tecidos periféricos em
ésteres de colesterol, para serem transportados para o figado. Quando pintos
recém-eclodidos sdo alimentados com dieta aterogénica, a sintese de
apoproteina A-1 e HDL pode ser mantida por mais tempo do que quando
comparados com animais alimentados com dietas normais. O aumento de HDL
pode ser causado pelo acumulo de colesterol nos tecidos (JIANG et al., 1990).

Os resultados obtidos para os niveis sanguineos de colesterol-HDL séo
semelhantes aos encontrados por Loo et al. (1990) citado por CASTILLO et al.
(1995) que também observaram aumento nos niveis de colesterol-HDL em
frangos alimentados com dieta suplementada com colesterol.

LIN et al., (1992) avaliaram as interagdes entre gordura saturada e
colesterol sobre a homeostase do colesterol em porcos-da-india. Os animais
foram alimentados com dieta contendo 15% de banha, 6leo de oliva ou 6leo de
milho isoladamente e com 0,08, 0,17 ou 0.33% de colesterol. As concentracdes
plasmaticas de colesterol total e colesterol-LDL aumentaram significativamente
com o aumento dos niveis de colesterol dietético, sendo que os maiores niveis
foram observados nos animais que receberam 0,33% de colesterol na dieta. Os
animais que receberam gordura saturada e 0,33% de colesterol dietético
apresentaram um aumento nas concentragdes plasmaticas de colesterol-HDL,
enquanto que gordura poliinsaturada minimizou o aumento mediado pelo
colesterol dietético. Além disso o colesterol dietético suprimiu a atividade da
enzima HMG-CoA redutase hepatica, apresentando maxima inibicdo em todos
niveis de colesterol testados. Esses resultados demonstram que colesterol
dietético desempenha um papel importante na regulagdo na concentragéo

plasmatica de colesterol, apresentando efeito agudo (feedback sobre a sintese
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de colesterol), enquanto que gordura saturada pode ter um efeito crénico
(através de alterac&o nos receptores de LDL).

Com isso pode-se sugerir que a dieta suplementada com colesterol e
gordura saturada apresenta um maior efeito na indugéo de hipercolesterolemia.

Beynen (1987) citado por LIN et al. (1992) também estudou o efeito de
dieta suplementada com colesterol e diferentes tipos de gordura (saturada,
monoinsaturada e poliinsaturada) sobre os niveis de colesterol sanglineo e
hepatico. Os ratos alimentados com dieta contendo os diferentes tipos de
gordura e livre de colesterol ndo apresentaram alteragdes significativas nos
niveis de colesterol. Entretanto, quando o colesterol foi adicionado a dieta,
observou-se um aumento nos niveis de colesterol hepatico e sanguineo.

A Tabela 10 mostra os efeitos das substancias testadas sobre os niveis
de colesterol-LDL. Os resultados evidenciaram que apenas os animais do
grupo 4 apresentaram aumento significativo (P<0,05) nos niveis deste
constituinte sanguineo (255,06% na primeira semana, 8,86% na segunda
semana e 12,00% na ultima semana de tratamento).

Resultados similares foram descritos por SPADY e DIETSCHY (1988)
que observaram um aumento nas concentragdes plasmaticas de colesterol-LDL
associada a reducio no clearence hepatico de LDL em hamsters alimentados
com dieta suplementada com 0,1, 0,25 e 1,0% de colesterol.

Muitas explicagbes tém sido dadas para o aumento nos niveis de
colesterol-LDL induzidas por dietas aterogénicas, como por exemplo, redugéo
na taxa de renovagao de quilomicrons remanescentes, provavelmente devido a
saturacao de lipase lipoprotéica no soro; secrecao de particulas de VLDL pelo
figado na qual ha uma substituicdo dos ésteres de colesterol por triacilgliceraois,
0 que pode explicar pequenos aumentos nos triacilgliceréis do plasma (ALLEN
e WONG, 1993).

Sabe-se que a gordura suina contém 42% de acido graxo saturado,
48% de acido graxo monoinsaturado e 10% de &cido graxo poliinsaturado,
sendo que 24,8% do total de acidos graxos € representado pelo acido
palmitico. Ha evidéncias de que os acidos graxos saturados diferem quanto a
sua capacidade de elevar os niveis de colesterol total e colesterol-LDL. O acido
palmitico e miristico sdo os que mais se relacionam com aumento de
colesterol-LDL (LEITE,1994).
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Tabela 10 — Colesterol-LDL médio, em mg/dL e percentual de variagcdo em
relagdo ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a
diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamento LDL Variagao
(dias) (mg/dL) (%)
7 G1 - Ragéao Basal (RB) 13,33 -
G2 -RB + 5% de GS 19,33 b +45,01
G3-RB + 10% de GS 27,00 ab +102,55
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 47,33 a +255,06 *
14 G1 - Ragao Basal (RB) 240,83 -
G2 -RB + 5% de GS 252,00 a +4,64
G3-RB + 10% de GS 254,83 a +5,81
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 262,17 a +8,86
21 G1 — Ragao Basal (RB) 250,00 -
G2 -RB + 5% de GS 261,67 a +4,67
G3 —RB + 10% de GS 278,00 a +11,20
G4-RB+1%de C+0,1% de AC 280,00 a +12,00 *

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
GS = Gordura suina, C = Colesterol, AC = Acido Célico
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O aumento da concentragcdo de colesterol-LDL no plasma devido ao
consumo de Oleos vegetais e gorduras saturadas € explicado por uma
diminuicao da atividade do receptor hepatico de LDL e um aumento na taxa de
producao de colesterol-LDL. A atividade do receptor de LDL hepatico pode ser
regulada pela concentragdo de RNA mensageiro do receptor de LDL.
Evidéncias sugerem que acido caproico (6:0), acido caprilico (8:0), e acido
caprico (10:0) sdo neutros com relagao a propriedade de aumentar os niveis de
colesterol-LDL e modular o metabolismo de LDL. O acido laurico (12:0), acido
miristico (14:0), e acido palmitico (16:0) sdo equivalentes no potencial de
aumentar os niveis de colesterol-LDL, por reduzir a atividade de receptor de
LDL hepatico e aumentar a taxa de produgado de colesterol-LDL (NICOLOSI,
1997).

O efeito da qualidade e quantidade de gordura dietética na regulagéo
do colesterol e metabolismo de lipoproteinas foram estudados em porcos-da-
india. Os animais foram alimentados com dieta contendo com 7,5 ou 15% de
6leo de milho (rico em acidos graxos poliinsaturados), 6leo de oliva (rico em
acidos graxos monoinsaturados) ou banha (rico em acidos graxos saturados).
Animais alimentados com 6leo de milho apresentaram reducdo nos niveis de
LDL. A ligacdo da LDL com o receptor de apoproteina B e E foi duas vezes
maior nos animais alimentados com 6leo de milho. Animais alimentados com
O0leo de oliva apresentaram reducdo da atividade da enzima HMG-CoA
redutase e niveis aumentados de colesterol hepatico. Niveis hepaticos de éster
de colesterol foram mais baixos em animais alimentados com dieta contendo
banha. Aumento da quantidade de gordura dietética resultou em um aumento
dos niveis de colesterol-LDL e colesterol hepatico, da atividade da enzima
HMG-COA redutase e afinidade pelo receptor de LDL. Estes dados
demonstram que, independente da quantidade de gordura dietética, dietas com
6leo de milho reduzem os niveis plasmaticos de LDL, modificam a composicéo
de LDL e aumentam o numero de receptores hepaticos de apoproteina
(FERNANDEZ e McNAMARA, 1991).
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Com relagdo aos niveis de colesterol-VLDL e triacilglicerol,
apresentados nas Tabelas 11 e 12, pode-se observar que todos os tratamentos
apresentaram aumentos significativos, quando comparados com o grupo
controle (G1), sendo que os melhores resultados foram apresentados pelos
animais do grupo 4 que apresentaram aumento de 1.352,3% na ultima semana
de tratamento.

Os triacilglicerdis e o colesterol na dieta tém uma influéncia direta no
desenvolvimento da aterosclerose. Os acidos graxos saturados aumentam a
producao de lipoproteinas e quilomicrons que sdo a forma de transporte
desses lipideos no sangue (FETT, 2000). A susceptibilidade de
hipercolesterolemia induzida por dieta depende de varios mecanismos
homeostaticos do metabolismo de colesterol como absorcgao intestinal, sintese
de colesterol enddgeno, clearence de lipoproteinas e receptores, renovagao de
colesterol de células periféricas e excregao fecal de colesterol na forma de
esterdis acidos ou neutros (HAMMAD et al., 1997).

Os 4acidos graxos saturados também aumentam os niveis de
triacilglicerdis, no plasma, o que parece decorrer de estimulo na secregéo
hepatica de triacilglicerois sob a forma de VLDL. Esses efeitos s&o limitados
aqueles com cadeia contendo 12 (acido laurico), 14 (acido miristico), como
também 16 atomos de carbono (palmitico) (QUINTAO, 1992). Esses acidos
graxos representam aproximadamente 27% do total dos acidos graxos
presentes na gordura suina. Isto pode explicar, em parte, o aumento nos niveis
sanguineos de VLDL e triacilgliceréis observado nos animais do grupo 2, que
receberam 5% de gordura suina, e do grupo 3, que receberam 10% de gordura

suina.
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Tabela 11 — Colesterol-VLDL médio, em mg/dL e percentual de variacdo em
relagdo ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a
diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamento VLDL Variagao
(dias) (mg/dL) (%)
7 G1 — Racgéo Basal (RB) 7,57 -
G2 -RB + 5% de GS 12,20 b +61,16
G3-RB + 10% de GS 17,67 ab +133,42 %
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 24,33 a +221,40 *
14 G1 — Racgéo Basal (RB) 6,57 -
G2 -RB + 5% de GS 33,57 a +410,96 *
G3-RB + 10% de GS 38,17 a +480,97 *
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 39,13 a +495,59 *
21 G1 — Ragao Basal (RB) 5,80 -
G2 -RB + 5% de GS 76,07 b +1,211,55*
G3 —RB + 10% de GS 78,03 ab +1,245,34 *
G4-RB+1%de C+0,1% de AC 84,23 a +1.352,24 *

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
GS = Gordura suina, C = Colesterol, AC = Acido Célico
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Tabela 12 — Triacilglicerol médio, em mg/dL e percentual de variagdo em
relagdo ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a
diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamento Triacilglicerol Variagao
(dias) (mg/dL) (%)
7 G1 - Ragéao Basal (RB) 37,83 -
G2 -RB + 5% de GS 61,00 b +61,25
G3-RB + 10% de GS 88,33 ab +133,49 *
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 121,67 a +221,62 %
14 G1 — Ragéo Basal (RB) 32,83 -
G2 -RB + 5% de GS 167,83 a +411,21 %
G3-RB + 10% de GS 190,83 a +481,27 *
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 195,67 a +496,01 *
21 G1 — Ragao Basal (RB) 29,00 -
G2 -RB + 5% de GS 380,33 b +1.211,48*
G3 —RB + 10% de GS 390,17 ab +1.245,41*
G4-RB+1%de C+0,1% de AC 421,17 a +1,352,31 *

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
GS = Gordura suina, C = Colesterol, AC = Acido Célico
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O efeito do tempo sobre os diferentes tratamentos para o colesterol
total, colesterol-HDL, colesterol-LDL. colesterol-VLDL e triacilglicerdis obtidos
do soro sanguineo de aves da linhagem Avian farms, encontra-se na Tabela 3
(Apéndice).

De acordo com os resultados pode-se observar que o efeito do tempo
sobre os niveis de colesterol total, colesterol-HDL e colesterol-LDL foi
significativo para todos os grupos. De acordo com esses resultados pode-se
observar a importancia do tempo na indugcao de hiperlipidemia em animais
experimentais, uma vez que, quanto maior o tempo de tratamento maiores os
niveis de colesterol total, colesterol-HDL e colesterol-LDL encontrados no soro
sanguineo dos animais dos diferentes grupos. Para os niveis de colesterol-
VLDL e triacilgliceréis o efeito do tempo nao foi significativo apenas para o
grupo controle (Grupo 1), mostrando os niveis destes constituintes sanglineos
mantiveram-se constantes durante todo o experimento.

Pelos resultados mostrados nas Tabelas 13 e 14, pode-se observar
que houve pequenas variagbes entre o grupo controle (G1) e os grupos

experimentais no que se refere ao ganho de peso e converséo alimentar.
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Tabela 13 — Ganho de peso médio, em g e percentual de variagcdo em relagéo
ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a diferentes

tratamentos e avaliadas aos 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamento Ganho de peso Variagéo
(dias) 9 (%)
7 G1 — Racgéo Basal (RB) 369,2 -

G2 -RB + 5% de GS 372,5 +0,90
G3-RB + 10% de GS 390,0 +5,64
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 382,5 +3,61
14 G1 - Ragao Basal (RB) 628,4 -
G2 - RB + 5% de GS 619,1 -1,49
G3-RB + 10% de GS 637,0 +1,36
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 630,0 +0,25
21 G1 — Ragao Basal (RB) 487,0 -
G2 -RB + 5% de GS 510,0 +4,79
G3 —RB + 10% de GS 503,3 +3,42
G4-RB+1%de C+0,1% de AC 463,0 -4,93

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.

GS = Gordura suina, C = Colesterol, AC = Acido Cdlico
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Tabela 14 — Conversao alimentar média e percentual de variacdo em relacao
ao grupo controle (G1), em %, de aves submetidas a diferentes

tratamentos e avaliadas aos 7, 14 e 21 dias de idade

Idade Tratamento Conversao Variagao
(dias) Alimentar (%)
7 G1 — Racgéo Basal (RB) 1,426 -
G2 -RB + 5% de GS 1,342 -5,89
G3-RB + 10% de GS 1,260 -11,64
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 1,252 -12,20
14 G1 — Ragéo Basal (RB) 1,321 -
G2 - RB + 5% de GS 1,329 +0,61
G3 -RB + 10% de GS 1,316 -0,38
G4 -RB + 1% de C + 0,1% de AC 1,304 -1,29
21 G1 — Ragao Basal (RB) 1,623 -
G2 -RB + 5% de GS 1,543 -4,93
G3 - RB + 10% de GS 1,462 -9,92
G4-RB+1%de C+0,1% de AC 1,564 -3,64

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.

GS = Gordura suina, C = Colesterol, AC = Acido Cdlico
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4.3 Efeito de flavondides e corantes naturais na reducao de lipideos
sanglineos de aves hiperlipidémicas

Os resultados obtidos, para colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-
LDL, colesterol-VLDL e triacilgliceréis obtidos do soro sanguineo dos animais,
com hiperlipidemia induzida por colesterol, acido cdlico e gordura suina,
encontram-se nas Tabelas 15, 16, 17, 18 e 19, expressos em mg/dL, com suas
respectivas porcentagens de variagdes.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 15, pode-se
observar que todas as substancias testadas apresentaram reducgdes
significativas nos niveis sanguineos de colesterol total, quando comparados
com o grupo 2 (controle). No entanto, deve-se destacar que os animais do
grupo 4 (curcuma) apresentaram os melhores resultados na redugao dos niveis
de colesterol total, apresentando redugdo de 57,55%, no final do periodo
experimental. Estes resultados demonstram que os flavondides e corantes
naturais testados apresentam efeito hipocolesterolémico em aves alimentadas
com dieta suplementada com colesterol, acido cdlico e gordura suina.

Diversos estudos em animais experimentais tém mostrado que
curcuma apresenta efeito hipolipidémico envolvendo varios mecanismos de
agao. Segundo SUBBA RAO et al (1970) ratos alimentados com curcumina
apresentaram reducgdes nos niveis séricos e hepaticos de colesterol, além de
aumentar a excreg¢ao fecal de sais biliares e colesterol em ratos normais e
hiperlipidémicos.

Reducg¢ao nos niveis hepaticos e séricos de colesterol, bem como
triacilglicerdis e fosfolipideos foram observados por SRINIVASAN e SAMBAIAH
(1991) e por SURESH BABU e SRINIVASAN (1997) que relataram um
aumento na atividade da enzima colesterol-7-o-hidroxilase, enzima chave na
conversao de colesterol a acidos biliares, em ratos alimentados com curcumina

Um outro possivel mecanismo para explicar a reducdo nos niveis
plasmaticos e hepaticos de colesterol seria a diminuicdo na reabsorgéo
intestinal de acidos biliares o que induz um aumento na conversao hepatica de
colesterol em acidos biliares, levando a uma maior mobilizagao do colesterol do

sanguineo e hepatico.
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Tabela 15 — Colesterol total médio, em mg/dL e percentual de variagdo em

relagdo ao grupo padrdo (G1) e controle (G2), em %, de aves
submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14, 21 e
28 dias de idade

Variacéo (%) em relagéo a:

Idade Tratamento Colesterol total
(dias) (mg/dL) G1 G2

7 - 145,50 - -

14 G1 — Ragéo Basal (RB) 143,83 B - -
G2 - RB + GS+C+AC 232,67 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 212,00 ab +47,40 * -8,88
G4 — RB+GS+C+AC+CA 229,17 a +59,33 * -1,50
G5 — RB+GS+C+AC+NA 175,83 b +22,25 -24,43 *
G6 — RB+GS+C+AC+R 215,17 ab +49,60 * -7,52

21 G1 — Ragéo Basal (RB) 131,17 B - -
G2 — RB + GS+C+AC 291,33 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 24217 a +84,62 * -16,87 *
G4 — RB+GS+C+AC+CA 209,00 ab +59,34 * -28,26 *
G5 — RB+GS+C+AC+NA 215,17 ab +64,04 * -26,14 *
G6 — RB+GS+C+AC+R 171,50 b +30,75 -41,13 *

28 G1 — Ragéo Basal (RB) 141,67 B - -
G2 — RB + GS+C+AC 338,83 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 271,83 a +91,88 * -19,77 *
G4 — RB+GS+C+AC+CA 143,83 b +1,52 -57,55 *
G5 — RB+GS+C+AC+NA 229,83 a +62,23 * -32,17*
G6 — RB+GS+C+AC+R 241,17 a +70,23 * -28,82 %

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra mindscula, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(P>0,05).

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
GS= Gordura suina, C= Colesterol, AC= Acido Célico, NB= Norbixina, CA= Curcuma, NA= Naringina, R= Rutina.
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SURESH BABU e SRINIVASAN (1995) também relatam efeito
hipocolesterolémico de curcumina em ratos diabéticos com hiperlipidemia
induzida por 1% de colesterol dietético. Curcumina também apresentou efeito
na reducao da peroxidacao lipidica no plasma e urina quando comparados com
outros grupos diabéticos. Este estudo revela que curcumina melhora o estado
metabdlico de animais diabéticos, apesar de ndo apresentar nenhum efeito nos
niveis glicémicos ou peso corporal. O mecanismo pelo qual curcumina melhora
este perfil metabdlico €& provavelmente devido ao seu efeito
hipocolesterolémico, natureza antioxidante e propriedade de eliminacdo de
radicais livres.

Estudo do efeito de flavondides e corantes naturais em aves é
interessante uma vez que cada substancia com agédo farmacoldgica deve ser
testada em diferentes animais, para verificar o seu efeito e depois a sua
toxicologia antes que possa ser utilizada como medicamento.

Efeito antioxidante de flavonodides foi estudado por AFANAS et al.
(1989) que observaram que rutina e quercetina inibiram efetivamente
peroxidacao lipidica dependente de ferro e foram quelantes dos ions ferro com
formacdo de complexos inertes incapazes de iniciar a peroxidacgéo lipidica.
Esses flavondides foram capazes de suprimir os estagios do processo de
formacao de radicais livres, formacdo do radical hidroxila e formacdo de
radicais peréxidos.

Outra acéo dos flavonoides esta relacionado com a liberagdo de acido
araquidénico dos fosfolipideos, presentes nas membranas celulares, por acao
da fosfolipase A,. Alguns trabalhos tém mostrado que quercetina inibe a
fosfolipase A, de leucdcitos em coelhos e humanos (Lee et al., 1982; Lanni e
Backer, 1985 citado por HARBORNE, 1994). Os flavondides inibem também a
sintese de eicosandides através da inibicdo da atividade das enzimas
lipoxigenase e cicloxigenase e também pela inibicdo da peroxidagdo nao
enzimatica de acidos graxos poliinsaturados que também atuam na ativacao
dessas oxigenases (FORMICA e REGELSON, 1995).

Varios estudos sobre o efeito de flavondides nos niveis sanguineos de
colesterol total foram realizados. SANTOS et al. (1999a) verificaram efeito
hipolipidémico dos flavonéides morina e quercetina isoladamente e associados

ao acido nicotinico em ratos. NAGEM et al (1999), também verificaram efeito
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hipolipidémico bastante acentuado do flavonoide naringina isoladamente e
associados aos corantes naturais antocianina e carmim em ratos. ITAYA e
IGARASHI (1992) também relataram atividade hipolipidémica dos flavondides
taxifolina, rutina e catequina.

Estudos realizados por SANTOS et al (1999b) também relatam o efeito
dos flavondides naringenina, rutina e acido nicotinico isoladamente e
associados na redugdo dos lipideos sanguineos. Também SANTOS et al.
(1999c) relatam agdes hipolipidémicas dos flavondides naringenina, rutina e
dos corantes naturais monascus e antocianina isoladamente e associados.
Para que no futuro estas substancias possam ser utilizadas como
medicamentos torna-se necessario o seu estudo farmacoldgico e toxicolégico
em diferentes espécies de animais.

Experimentos realizados em ratos mostraram que flavondides extraidos
de beringela (Solanum melongena) apresentaram efeito na redugéo nos niveis
sanguineos de colesterol total e triacilglicerois (SUDHEESH et al., 1997). Este
efeito pode ser explicado, em parte, pelo aumento da atividade da enzima
LCAT, enzima presente na superficie das HDL, que converte o colesterol
presente em quilomicrons, VLDL, LDL e tecidos periféricos em ésteres de
colesterol, transportando-os para o figado para serem metabolizados,
reduzindo assim o0s niveis de colesterol sanglineo; e pelo aumento da
atividade da enzima lipase lipoprotéica, que remove os acidos graxos dos
triacilglicerdéis presentes em quilomicrons e VLDL para o tecido adiposo,
resultando numa redugado dos niveis plasmaticos de triacilgliceréis. Observou-
se também neste experimento um aumento nos niveis de acidos biliares
hepaticos e fecais, bem como esterdis neutros fecais, indicando uma alta taxa
de degradagao de colesterol e redugdo na reabsorcdo intestinal de acidos
biliares.

A regulagdo dos niveis de colesterol plasmatico envolve fatores que
influenciam o metabolismo intracelular e extracelular do colesterol. As duas
enzimas chaves envolvidas sdo a HMG-CoA redutase e a acil CoA colesterol-
O-aciltransferase. Os inibidores da enzima HMG-CoA redutase sdo muito
efetivos em reduzir o colesterol plasmatico em muitas espécies animais,
incluindo humanos (Amin, 1993 citado por BOK et al., 1999).
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Estudos sobre mecanismo de acido tém mostrado que os flavondides
naringina e hesperedina reduzem os niveis de colesterol hepatico e plasmatico
através da inibicao da enzima HMG-CoA redutase, enzima chave na sintese de
colesterol, e acil CoA: colesterol transferase, enzima que esterifica o colesterol
livre utilizando acido graxo. O colesterol esterificado € armazenado na célula
como goticulas ou, no caso do figado, € incorporado as VLDL e “exportado”
para o plasma (BOK et al., 1999; QUINTAO, 1992).

A inibicdo da enzima HMG-CoA redutase leva a um aumento no
numero de receptores hepaticos para LDL, e consequentemente, diminui o
nivel plasmatico de colesterol-LDL (QUINTAO, 1992).

PEREIRA (1999) avaliou o efeito dos flavondides kaempferol,
biochanina A, naringina, isoliquirritigenina, genisteina, baicaleina, naringina e
dos corantes naturais monascus, antocianina, carmin e clorofila sobre os niveis
de lipideos sanguineos em ratos. Os resultados mostraram que todos os
compostos testados apresentaram efeito na redugcdo dos niveis de colesterol
total e triacilglicerdis sanglineos néo reduzindo, entretanto, os niveis de
colesterol-HDL. Isto é importante, uma vez que o colesterol-HDL é responsavel
pelo transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o figado, onde &
metabolizado.

UNNIKRISHNAN & RAO, (1992) relatam os efeitos de curcumina como
antiinflamatorios inibindo a formacgéo de prostaglandinas e leucotrienos. Este
mecanismo de acdo também é interessante uma vez que estas substancias
inibem a ciclooxigenase e lipoxigenase, enzimas responsaveis pela formagao
destas substancias em processos inflamatorios que ocorrem na aterosclerose.

Estudo sobre o efeito de curcuma, antocianina, carmim e monascus
nos niveis de colesterol e triacilgliceréis sanguineos, em ratos
hipercolesterolémicos, mostraram que os estes corantes naturais reduziram,
significativamente, os niveis séricos de colesterol total e colesterol-HDL.
Cudrcuma, antocianina e monascus também reduziram os niveis séricos de
triacilglicerdis (VALENTE, 1998).

O efeito de curcumina na agregacédo plaquetaria, hiperlipidemia,
peroxidagao lipidica e funcdo imune foram estudados por LIU (1997).
Curcumina apresentou acentuada inibicao da agregacao plaquetaria sanglinea

em humanos e peroxidacgao lipidica induzida por adenosina difosfato (ADP) em
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ratos. Além disso curcumina reduziu significativamente os niveis sanguineos de
colesterol total em ratos alimentados com dieta suplementada com colesterol e
aumentou a fungcdo imune em ratos immunosuprimidos.

MATSUMOTO et al. (1998) observaram a influéncia de polifendis
presentes no cha preto sobre os niveis de lipideos do soro em ratos
alimentados com dieta contendo 15% de banha e 1% de colesterol. A dieta foi
suplementada com 1% polifendis extraido de cha preto. Os animais
alimentados com dieta contendo banha e colesterol apresentaram um aumento
nos niveis de colesterol do figado e plasma, quando comparados com os
animais do grupo controle. A suplementacdo com polifendis extraidos do cha
preto na dieta contendo colesterol e banha diminuiram os niveis de lipidios no
plasma e aumentaram a excrecao fecal de lipidios totais e colesterol. Estes
resultados sugerem que uma dose alta de polifendis extraido do cha
apresentam efeito hipocolesterolémico em ratos alimentados com dieta
suplementada com colesterol e banha.

Nos adipdcitos, hormdnios lipoliticos como catecolaminas, glucagon e
corticotropina atuam na mobilizagdo de acidos graxos estocados na forma de
triacilglicerdis. Muitos agentes terapéuticos tém apresentado efeito lipolitico
através da inibicdo da enzima fosfodiesterase. KUPPUSAMY e DAS (1992)
avaliaram o efeito de varios flavonoides sobre a enzima fosfodiesterase do
AMPc e mobilizagdo de lipideos nos adipécitos de ratos. Os flavondides
quercetina, luteonina, scutelareina, floretina e genisteina apresentaram
significativa inibicao sobre a enzima fosfodiesterase quando comparado com o
3-isobutil-2-metilxantina, um potente inibidor de fosfodiesterase. Os flavondides
fisetina, quercetina, floretina e buteina, potentes inibidores competitivos de
fosfodiesterase, apresentaram um potente efeito lipolitico, embora nem todos
os inibidores de fosfodiesterase apresentem este efeito.

Estudos também tém mostrado que curcuma estimula a conversao de
AMP a AMPc. O AMPc atua estimulando a proteina quinase, que por sua vez,
atua ativando lipase inativa, tornando-as ativas. Essas enzimas agem
hidrolisando os triacilglicerois (HASMEDA e POLYA, 1995). Os compostos que
promovem lipdlise, como curcuma e flavondides, podem ser utilizados no

tratamento de obesidade.
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Ratos machos foram alimentados com dieta purificada contendo 10%
de oleo de amendoim ou d6leo de figado de bacalhau suplementadas com
curcumina (1g/100 g), eugenol (0.05 g/100g) ou vitamina E (0.02g/100 Q)
durante 8 semanas. Dieta contendo curcumina, eugenol ou vitamina E nao
alteraram a composicdo de acidos graxos de fosfolipideos microsomais de
figado de ratos alimentados com os diferentes tipos de 6leo. A peroxidagao
lipidica no soro e figado foram mais altas em ratos alimentados com dleo de
figado de bacalhau quando comparado com os ratos alimentados com 6leo de
amendoim. A curcumina, eugenol e vitamina E reduziram significativamente a
peroxidacdo lipidica no soro e figado de ratos alimentados com O6leo de
amendoim e 6leo de figado de bacalhau. Este estudo sugere que, além de
vitamina E, curcumina e eugenol podem ser uteis na redugao da peroxidagao
lipidica em ratos alimentados com lipideos insaturados (PULLA REDDY e
LOKESH, 1994).

Os valores médios dos niveis sanguineos de colesterol-HDL,
mostrados na Tabela 16, indicam que os tratamentos nao apresentaram
variagdes significativas, estatisticamente, quando comparados com o grupo 2
(controle). Esses resultados s&o favoraveis, pois a manutengdo ou a tendéncia
de elevacgao do colesterol-HDL, em animais que se encontram com os niveis de
colesterol aumentados, resulta num beneficio, pois o colesterol-HDL é o
responsavel pelo transporte do colesterol dos tecidos periféricos para o figado
onde é metabolizado. Além disso, estudos demonstraram o papel protetor das
HDL na fungdo endotelial. Justifica-se assim a utilizacdo de medidas e
farmacos para elevar os niveis de HDL, com a finalidade de preservar a funcao
endotelial e prevenir a aterogénese (BATLOUNI E RAMIRES, 1994).
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Tabela 16 — Colesterol-HDL médio, em mg/dL e percentual de variagdo em
relagdo ao grupo padrdo (G1) e controle (G2), em %, de aves
submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14, 21 e 28

dias de idade.
Variacéo (%) em relagéo a:
Idade Tratamento Colesterol-HDL
(dias) (mg/dL) G1 G2

7 - 64,50 - -

14 G1 — Ragéo Basal (RB) 102,67 A - -
G2 - RB + GS+C+AC 105,17 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 100,67 a -1,95 -4,28
G4 — RB+GS+C+AC+CA 103,83 a +1,13 -1,27
G5 — RB+GS+C+AC+NA 120,33 a +17,20 +14,41
G6 — RB+GS+C+AC+R 103,33 a +0,64 -1,75

21 G1 — Ragéo Basal (RB) 87,00B - -
G2 - RB + GS+C+AC 101,67 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 104,67 a +20,31 +2,95
G4 — RB+GS+C+AC+CA 121,67 a +39,85 * +19,67
G5 — RB+GS+C+AC+NA 114,00 a +31,03 * +12,13
G6 — RB+GS+C+AC+R 105,17 a +20,89 +3,44

28 G1 — Ragéo Basal (RB) 102,17 A - -
G2 - RB + GS+C+AC 84,33 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 83,17 a -18,60 -1,38
G4 — RB+GS+C+AC+CA 83,83 a -17,95 -0,59
G5 — RB+GS+C+AC+NA 103,83 a +1,62 +23,12
G6 — RB+GS+C+AC+R 82,67 a -19,09 -1,97

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

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.

GS= Gordura suina, C= Colesterol, AC= Acido célico, NB= Norbixina, CA= Curcuma, NA= Naringina, R= Rutina.
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Resultados similares foram encontrados por JAHROMI et al. (1993)
que avaliaram o efeito de extrato de Pterocarpus marsupium ou de seus
flavondides constituintes marsupsina, pterosupina, e liquiritigenina sobre os
niveis de lipideos do soro de ratos com hiperlipidemia induzida tanto por dieta
quanto por Triton WR-1339. Administracdo do extrato (120 mg/kg) durante 14
dias reduziu significativamente niveis sanguineos de triacilglicerodis, colesterol
total, colesterol-LDL e colesterol-VLDL, sem qualquer efeito significativo sobre
os niveis de colesterol-HDL. Os flavondides liquiritigenina e pterosupina
reduziram significativamente os niveis sanguineos de colesterol total e
colesterol-LDL, sendo que pterosupina foi também efetiva em reduzir os niveis
triacilglicerdis.

Pintos Leghorn machos foram usados como modelo experimental para
estudar a aterogénese. Para isto, determinou-se o efeito de uma dieta
contendo colesterol, 6leo de semente de algoddo e carotendide sobre a
composicao das lipoproteinas plasmaticas. Este modelo também incluiu
tratamento com diazepam, uma droga utilizada para reduzir a formagao de
placas aterosclerdticas. Apds seis semanas de tratamento com dieta
aterogénica contendo carotendides, as aves apresentaram aumentos
significativos nos niveis plasmaticos de colesterol total, colesterol-LDL,
triacilgliceréis e carotendides quando comparados com o0s pintos que
consumiram dieta padrao, sendo que nenhuma alteragdo sobre os niveis de
HDL foi observada. Animais tratados com diazepam n&o apresentaram
alteragdes nas concentragcdes plasmaticas destes lipideos. O ganho de peso
nao foi afetado pela dieta, mas o peso do figado expresso como porcentagem
de peso corporal aumentou significativamente em aves alimentadas com dieta
aterogénica (ALLEN e WONG 1993).

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 17, pode-se
observar que os animais tratados com o corante natural circuma apresentaram
redugoes significativas nos niveis de colesterol-LDL nas duas ultimas semanas
de tratamento (40,12% na segunda semana e 69,87% na terceira semana de
tratamento). Os flavondides naringina e rutina também apresentaram reducgdes
significativas, sendo que os animais que receberam naringina apresentaram
reducoes de 51,83% na primeira semana, 25,29% na segunda semana e

49,85% na terceira semana de tratamento. Ja os animais que receberam rutina
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apresentaram reducdes de 45,74% na segunda semana e 28,32% na terceira
semana de tratamento. Os animais que receberam norbixina ndo apresentaram
redugdes significativas quando comparados com o grupo controle (G2).

O fator mais importante no processo de desenvolvimento da
aterosclerose consiste na presenca de altas concentragdes plasmaticas de
colesterol na forma de LDL, portanto, redugdo dos niveis plasmaticos do
colesterol destas lipoproteinas auxilia na prevengcao da doencga aterosclerdtica
coronaria.

Varios estudos tém demonstrado que flavondides reduzem os niveis
plasmaticos de colesterol-LDL. KIRK et al. (1998) avaliaram o efeito dos
flavondides genisteina e daidzeina em camundongos, com e sem receptores
de LDL. Neste estudo observou-se que, nos animais com receptores de LDL os
flavondides testados aumentaram a atividade dos receptores. A LDL transporta
o0 colesterol para os tecidos periféricos, e os flavondides ao ativarem os
receptores de LDL no hepatdcito, aumentam a endocitose o que leva a redugao
dos niveis sangulineos de colesterol.

SEETHARAMAIAH e CHANDRASEKHARA (1993) avaliaram o efeito
hipocolesterolémico de orizanol, curcumina e acido ferulico em ratos
alimentados com dieta contendo 1% de colesterol, e constataram que estes
compostos apresentaram efeito na redugcdo dos niveis sanglineos de
colesterol total, colesterol-LDL e colesterol VLDL. Observou-se também neste
experimento, um aumento nos niveis sanguineos de colesterol-HDL. Com
relacdo a reducdo dos niveis hepaticos de colesterol, apenas orizanol e
curcumina apresentaram efeitos significativos.

Além do efeito hipocolesterolémico estudos tém mostrado que
curcumina e capsaicina, principios ativos em turmeric (Curcuma longa) e
pimenta (Capsaicin annuum) inibem a peroxidagao lipidica induzida por acido
ascorbico e sulfato ferroso em membrana de eritrocito. A concentracdo de
curcumina necessaria para inibir 80% de peroxidagédo foi de 4 uM, enquanto
que, 40 uM do antioxidante quimico tolueno hidroxi butilado (BHT) resultam na
inibicdo de 53% e 59% da peroxidacéo lipidica. Estes resultados sugerem que
componentes dietéticos podem apresentar mecanismo de defesa efetivo contra

peroxidagao lipidica induzida por radical livre (SALIMATH et al., 1986)
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Tabela 17 — Colesterol-LDL médio, em mg/dL e percentual de variagcdo em
relagdo ao grupo padrdo (G1) e controle (G2), em %, de aves
submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14, 21 e
28 dias de idade.

Variacéo (%) em relagéo a:

Idade Tratamento Colesterol-LDL
(dias) (mg/dL) G1 G2

7 - 29,50 - -

14 G1 — Ragéo Basal (RB) 21,17 B - -
G2 - RB + GS+C+AC 113,83 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 90,17 ab +325,93 * -20,79
G4 — RB+GS+C+AC+CA 103,17 ab +387,34 * -9,36
G5 — RB+GS+C+AC+NA 54,83 b +159,00 -51,83 *
G6 — RB+GS+C+AC+R 105,33 a +397,54 * -7,47

21 G1 — Ragéo Basal (RB) 24,00B - -
G2 — RB + GS+C+AC 145,00 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 140,50 a +485,42 * -3,10
G4 — RB+GS+C+AC+CA 86,83 b +261,79 * -40,12 *
G5 — RB+GS+C+AC+NA 108,33 ab +351,38 * -25,29
G6 — RB+GS+C+AC+R 78,67 b +227,75 * -45,74 *

28 G1 — Ragao Basal (RB) 26,83 B - -
G2 — RB + GS+C+AC 213,00 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 180,67 a +573,39 * -15,18
G4 — RB+GS+C+AC+CA 64,17 c +139,17 -69,87 *
G5 — RB+GS+C+AC+NA 106,83 bc +293,19 * -49,85 *
G6 — RB+GS+C+AC+R 152,67 ab +461,91 * -28,32 %

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

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

Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.

GS= Gordura suina, C= Colesterol, AC= Acido célico, NB= Norbixina, CA= Curcuma, NA= Naringina, R= Rutina.
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Extrato citrico contendo flavondides e &acido ascoérbico foi utilizado
como suplemento em dietas para avaliar o seu efeito sobre niveis de lipidios
em hamsters hipercolesterolémicos. Apds um més de tratamento, o extrato
citrico mais o acido ascérbico reduziram significativamente os niveis
plasmaticos de colesterol total, LDL+VLDL e triacilgliceréis, quando comparado
com o grupo de controle. O extrato citrico também inibiu a oxidacao in vitro, de
LDL+VLDL pelo ion cobre quando comparado com acido ascoérbico ou
flavondides isoladamente, sendo que o acido ascorbico ou os flavondides nao
apresentaram efeito hipocolesterolémico. Em um segundo experimento com
hamster de 10 semanas de idade, o extrato citrico mais o acido ascorbico
também reduziram significativamente os niveis de lipidios do plasma, peréxido
de lipidio, e também reduziu significativamente a oxidagdo de LDL+VLDL in
vitro, quando comparados com o grupo controle. Extrato citrico mais acido
ascorbico inibiram aterosclerose, e houve uma correlagdo significativa entre
varios indices de suscetibilidade de oxidagao e aterosclerose (VINSON et al.,
1998).

YUGARAN et al. (1992) também encontraram efeito hipolipidémico dos
flavondides quercetina e morina em ratos alimentados com dieta rica em
gordura. Os animais tratados com esses flavondides apresentaram reducgéo
nos niveis de colesterol total, colesterol-LDL e triacilgliceréis do plasma.

Pelas Tabelas 18 e 19, pode-se observar que todas as substancias
testadas foram efetivas em reduzir os niveis de colesterol VLDL e
triacilglicerdis, quando comparadas com o grupo controle (G2), ao longo de
todo o periodo experimental.

O colesterol absorvido via remanescentes de quilomicrons aumenta o
conteudo hepatico de colesterol, que induz a supressdo da sintese de
receptores de Colesterol-LDL, quanto maior a sua concentracdo. A diminui¢cao
das atividades dos receptores de LDL, leva ao aumento da concentracdo de
LDL por dois mecanismos: demora do clearance (renovagao) de LDL circulante
e diminuicdo da metabolizacdo de remanescentes de VLDL, que resulta em um
aumento na conversdo de VLDL para LDL. Também a demora na remocao de
remanescentes de VLDL leva a um aumento na concentracdo dessas
lipoproteinas (LEITE,1994).
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Tabela 18 — Colesterol-VLDL médio, em mg/dL e percentual de variacdo em
relagdo ao grupo padrdo (G1) e controle (G2), em %, de aves
submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14, 21 e
28 dias de idade

Variacéo (%) em relagéo a:

Idade Tratamento Colesterol-VLDL
(dias) (mg/dL) G1 G2

7 - 7,57 - -

14 G1 — Ragéo Basal (RB) 6,57 B - -
G2 - RB + GS+C+AC 32,17 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 520 a -20,85 -83,84 *
G4 — RB+GS+C+AC+CA 5,57 a -15,22 -82,69 *
G5 — RB+GS+C+AC+NA 745a +13,70 -76,78 *
G6 — RB+GS+C+AC+R 6,93 a +5,48 -78,46 *

21 G1 — Ragéo Basal (RB) 580B - -
G2 — RB + GS+C+AC 48,53 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 540a -6,90 -88,87 *
G4 — RB+GS+C+AC+CA 543 a -6,38 -88,81 *
G5 — RB+GS+C+AC+NA 4,37 a -24.,66 -91,00 *
G6 — RB+GS+C+AC+R 540a -6,90 -88,87 *

28 G1 — Ragao Basal (RB) 4,93 B - -
G2 - RB + GS+C+AC 48,90 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 517 a +4,87 -89,43 *
G4 — RB+GS+C+AC+CA 3,87a -21,50 -92,09 *
G5 — RB+GS+C+AC+NA 4,80 a -2,64 -90,18 *
G6 — RB+GS+C+AC+R 4,97 a +0,81 -89,84 *

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

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.

GS= Gordura suina, C= Colesterol, AC= Acido célico, NB= Norbixina, CA= Curcuma, NA= Naringina, R= Rutina.
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Tabela 19 — Triacilglicerol médio, em mg/dL e percentual de variagdo em
relagdo aos grupos controle (G1 e G2), em %, de aves
submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14, 21 e
28 dias de idade

Variacéo (%) em relagéo a:

Idade Tratamento Triacilglicerol
(dias) (mg/dL) G1 G2

7 - 37,83 - -

14 G1 — Ragéo Basal (RB) 32,83B - -
G2 - RB + GS+C+AC 160,83 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 26,00 a -20,80 -83,83 *
G4 — RB+GS+C+AC+CA 27,83 a -15,23 -82,70 %
G5 — RB+GS+C+AC+NA 37,33 a +13,71 -76,79 *
G6 — RB+GS+C+AC+R 34,67 a +5,60 -78,44 *

21 G1 — Ragéo Basal (RB) 29,00B - -
G2 — RB + GS+C+AC 240,17 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 27,00 a -6,90 -88,76 *
G4 — RB+GS+C+AC+CA 27,17 a -6,31 -88,69 *
G5 — RB+GS+C+AC+NA 21,83 a -24,72 -90,91 *
G6 — RB+GS+C+AC+R 27,00 a -6,90 -88,76 *

28 G1 — Ragao Basal (RB) 24,67 B - -
G2 — RB + GS+C+AC 244,50 A - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 25,83 a +4,70 -89,44 *
G4 — RB+GS+C+AC+CA 19,33 a -21,65 -92,09 *
G5 — RB+GS+C+AC+NA 24,00 a -2,72 -90,18 *
G6 — RB+GS+C+AC+R 24,83 a +0,65 -89,84 *

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

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

* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.

GS= Gordura suina, C= Colesterol, AC= Acido célico, NB= Norbixina, CA= Curcuma, NA= Naringina, R= Rutina.
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Outros estudos epidemiologicos sugerem que o aumento do conteudo
de colesterol dos quilomicrons e remanescentes de quilomicrons, que ocorre
depois da ingestdo de alimentos ricos em colesterol, leva a formacado de
particulas que sao similares em tamanho aos remanescentes de VLDL, e
parecem também ser aterogénicas. Outro mecanismo seria, no nivel da parede
arterial, a liberacdo de colesterol na hidrolise dos quilomicrons pela lipase
lipoprotéica. Excesso de colesterol hepatico forma particulas de VLDL muito
ricas em colesterol, e desse modo com aumento de sua aterogenicidade.
Particulas de HDL, enriquecidas com colesterol, tém seu papel no transporte
reverso prejudicado (transporte de colesterol dos tecidos periféricos para o
figado) (LEITE,1994).

O efeito hipolipidémico dos flavondides sobre os niveis de
triacilgliceréis podem ser explicados, em parte, pelo aumento da atividade da
enzima lipase, provocadas pelos flavondides. GOMES (1998) relata os efeitos
dos flavondides morina, naringina, naringenina e rutina sobre o aumento da
atividade da enzima lipase. Esta enzima €& responsavel pela hidrolise dos
triacilglicerdis, portanto, um aumento na atividade desta enzima promovera
maior mobilizagdo dos acidos graxos dos triacilgliceréis sanguineos para o
figado, tecido muscular e tecido adiposo.

O efeito do tempo sobre os diferentes tratamentos e o efeito dos
tratamentos sobre o tempo para o colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-
LDL. colesterol-VLDL e triacilglicerois obtidos do soro sanglineo de aves da
linhagem Avian farms, encontram-se nas Tabelas 4 e 5 (Apéndice),
respectivamente.

De acordo com a Tabela 4 (Apéndice), pode-se observar que o efeito
do tempo sobre os niveis de colesterol total foi significativo para todos os
grupos, com excegdo do grupo 1, que receberam apenas ragdo. Esses
resultados comprovam a importancia do tempo na inducédo de hiperlipidemia
em animais experimentais, uma vez que, quanto maior o tempo maior os niveis
de colesterol total. Para os niveis de colesterol-HDL e colesterol-LDL o efeito
do tempo foi significativo apenas para os Grupos 4 e 6 e para os Grupos 2, 3, 5
e 6, respectivamente. Com relagdo aos niveis sanguineos de colesterol-VLDL e
triacilglicerdis o efeito do tempo foi significativo apenas para o grupo 2, sendo

que os demais tratamentos os niveis destes constituintes sanguineos
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mantiveram-se constantes durante todo o experimento. Estes resultados
comprovam o efeito hipolipidémico dos flavondides e corantes naturais em
aves alimentadas com dieta suplementada com colesterol, acido cdlico e
gordura suina.

Pela Tabela 5 (Apéndice), pode-se observar que houve um aumento
estatisticamente significativo nos niveis de colesterol total, colesterol-LDL,
colesterol-VLDL e triacilgliceréis no Grupo 2 (dieta hipercolesterolémica),
quando comparados com o Grupo 1 (Ragédo), comprovando assim o efeito
hipercolesterolémicos das substéncias testadas. Para os niveis de colesterol-
HDL, os tratamentos apresentaram efeitos significativos apenas na segunda
semana de tratamento.

Pelos resultados mostrados nas Tabelas 20 e 21, pode-se observar
que houve pequenas variagbes entre os diferentes grupos, quando
comparados com o grupo padrdo (G1) e controle (G2), no que se refere ao

ganho de peso e conversao alimentar.
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Tabela 20 — Ganho de peso médio, em g e percentual de variagcdo em relagéo
ao grupo padrao (G1) e controle (G2), em %, de aves submetidas
a diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14, 21 e 28 dias de

idade
Variagao (%) em relagéo a:
Idade Tratamento Ganho de peso
(dias) (9) G1 G2

14 G1 — Ragéo Basal (RB) 890,0 - -
G2 - RB + GS+C+AC 928,3 - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 917,0 +3,00 -1,26
G4 — RB+GS+C+AC+CA 950,0 +6,74 +2,33
G5 — RB+GS+C+AC+NA 938,3 +5,43 +1,08
G6 — RB+GS+C+AC+R 793,3 -10,86 -14,54

21 G1 - Ragao Basal (RB) 817,0 - -
G2 - RB + GS+C+AC 862,0 - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 848,0 +3,81 -1,62
G4 — RB+GS+C+AC+CA 8104 -0,76 -5,96
G5 - RB+GS+C+AC+NA 829,0 +1,52 -3,79
G6 — RB+GS+C+AC+R 834,0 +2,10 -3,25

28 G1 - Ragao Basal (RB) 467,0 - -
G2 - RB + GS+C+AC 495,0 - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 487,0 +4,29 -1,62
G4 — RB+GS+C+AC+CA 497,3 +6,57 +0,54
G5 — RB+GS+C+AC+NA 493,3 +5,71 -0,27
G6 — RB+GS+C+AC+R 496,0 +6,29 +0,27

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
GS = Gordura suina, C = Colesterol, AC = Acido Célico
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Tabela 21 — Conversao alimentar média e percentual de variacdo em relacao
ao grupo padrao (G1) e controle (G2), em %, de aves submetidas

a diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14, 21 e 28 dias de

idade
Variacéo (%) em relagdo a:
Idade Tratamento Converséo alimentar
(dias) G1 G2

14 G1 — Ragéo Basal (RB) 1,382 - -
G2 - RB + GS+C+AC 1,301 - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 1,309 -5,28 +0,61
G4 — RB+GS+C+AC+CA 1,282 -7,24 -1,46
G5 — RB+GS+C+AC+NA 1,314 -4,92 +1,00
G6 — RB+GS+C+AC+R 1,565 +13,24 +20,29

21 G1 - Ragao Basal (RB) 1,866 - -
G2 - RB + GS+C+AC 1,579 - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 1,504 -19,40 -4,75
G4 — RB+GS+C+AC+CA 1,570 -15,86 -0,57
G5 — RB+GS+C+AC+NA 1,566 -16,08 -0,82
G6 — RB+GS+C+AC+R 1,585 -15,06 +0,38

28 G1 - Ragao Basal (RB) 1,751 - -
G2 - RB + GS+C+AC 1,590 - -
G3 — RB+GS+C+AC+NB 1,575 -10,05 -0,94
G4 — RB+GS+C+AC+CA 1,461 -16,56 -8,11
G5 — RB+GS+C+AC+NA 1,518 -13,31 -4,53
G6 — RB+GS+C+AC+R 1,475 -15,76 -7,23

Em cada tempo, médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente do controle pelo teste de Dunnett (P<0,05), em cada tempo.
GS = Gordura suina, C = Colesterol, AC = Acido Célico
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Foram realizados trés ensaios biologicos, com o objetivo de avaliar o
efeito hipolipidémico dos flavondides naringina e rutina e dos corantes naturais
curcuma e norbixina, isoladamente, sobre os niveis sanguineos de colesterol
total, colesterol-HDL, colesterol-LDL, colesterol-VLDL e triacilglicerois e avaliar
o efeito de colesterol, acido cdlico e diferentes concentracdes de gordura suina
na inducao de hiperlipidemia em aves da linhagem Avian farms.

No primeiro ensaio, avaliou-se o efeito dos flavondides e dos corantes
naturais, administrados por via oral, em pintos de um dia, machos,
normolipidémicos, na dose de 20 mg/ave/dia. No segundo ensaio, também
realizado em pintos de um dia, machos, as substancias foram administradas
por via oral, na ragao, nas seguintes doses: 1% de colesterol e 0,1% de acido
colico, 5% de gordura suina e 10% de gordura suina. No terceiro ensaio, 0s
flavondides e os corantes naturais foram administrados via oral, na ragdo, na
dose de 20mg/ave/dia, em pintos de sete dias, machos, com hiperlipidemia
induzida por 0,7% de colesterol, 0,1% de acido cdlico e 10% de gordura suina.

Pelos resultados obtidos no primeiro ensaio, pode-se concluir que as
substancias testadas nao apresentaram alteragdes significativas sobre os
niveis plasmaticos de lipideos de pintos normolipidémicos. No ensaio de
indugao de hiperlipidemia observou-se que 0s animais que receberam ragao

suplementada com 10% de gordura suina e os que receberam 0,7% de
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colesterol e 0,1% de acido colico apresentaram aumentos significativos nos
niveis de todos os constituintes avaliados, constatando-se que estas
substancias, nas concentragdes testadas, sido efetivas na indugdo de
hiperlipidemia. No terceiro ensaio, observou-se que todas as substancias
testadas (naringina, rutina, curcuma e norbixina) apresentaram efeito
significativo na reducédo dos niveis plasmaticos de colesterol total, colesterol-
LDL, colesterol-VLDL e triacilglicerdis, ndo apresentando alteragbes nos niveis
de colesterol-HDL. A manuteng¢ao dos niveis de colesterol-HDL é de grande
importancia uma vez que estas lipoproteinas séo responsaveis pelo transporte
do excesso de colesterol dos tecidos periféricos para o figado, onde é
metabolizado. Estes resultados demonstram que estas substancias
apresentam efeito hipolipidémico quando administradas em pintos com
hiperlipidemia induzida por dieta.

De acordo com os resultados obtidos pode-se concluir que os
flavondides naringina e rutina e os corantes naturais curcuma e norbixina
testados apresentam propriedades hipolipidémicas, sugerindo o uso destas
substancias no controle do metabolismo lipidico de humanos com
hiperlipidemia. Entretanto o estudo em outras espécies animais bem como o
estudo do efeito toxicoldgico torna-se necessario para que estas substancias

possam ser utilizadas como medicamento.
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ESTRUTURAS DOS FLAVONOIDES

FLAVONOIS

Flavonois R1 R2 R3 R4
Kaempferol (4) H H H H
Quercetina (5) H H OH H
Miricetina (6) H H OH OH
Morina (18) H OH H H
3-O-Metilquercetina (31) CHs; H OH H
Rutina (7) Rha H OH H
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FLAVONAS

Flavonas R1 R2 R3 R4 R5
Apigenina (2) H H H OH H
Baicaleina (33) H OH H H H
Crisina (34) H H H H H
7, 4-Di-O-metilapigenina (30) CHs; H H OCH; H
Jaceosidina (32) H OCH3z OCH; OH H
Luteolina (1) H H OH OH H
Tricetina (3) H H OH OH OH
FLAVANONAS

R-
Flavanonas R1 R2 R3
Eriodictiol (28) H OH H
Hesperedina (19) Rha OH CHs
Hesperetina (29) H OH CHs
Naringina (9) B-D-ramnosil (1—2)-D-glicose H H
Naringenina (8) H H
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L,
HO O OH

OH
OH

(+)-Catequina (10)

ANTOCIANINAS

L
HO O OH

OH

(-)-Epicatequina (27)

Cation Flavilium

Sal Flavilium R1 R2
Pelargonidina (11) H H
Cianidina (12) OH H
Peonidina (13) O-me H
Delfinidina (14) OH OH
Petunidina (15) O-me OH
Malvinidina (16) O-me O-me
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ISOFLAVONAS

Daidzeina (20) Daidzina (21)

HO O
(1
OH O ‘
OH

Genisteina (17) Pseudobaptigenina (22)

Karangina (23)
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BIFLAVONAS

O._|_CH,OH
OH OH

OH O
Silibina (25)

OH
HO‘ O

OH O
Hinokiflavona (24)

FLAVANAS

OH

OH
HO g ' O
OH

OH O
Cianidol (26)
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OH O
Ganhuangenina (35)

ESTRUTURAS DOS CORANTES NATURAIS

HOI@\/ V©iOH
H,CO /W OCHj,
O\H/O

Curcumina

CHs CHs,
OW:\//\/\/\/\/M\/\(O
CHs OH

CH;0
Bixina
CH CHj
OYWW\/\%/\/\{O
HO CHs OH
Norbixina
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Tabela 1 — Resumo da analise de variancia e desdobramento de tempo dentro de tratamentos para o colesterol total, colesterol-
HDL, colesterol-LDL, colesterol-VLDL e triacilglicerdis de aves submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas aos 7,

14 e 21 dias de idade

Quadrado médio

FV GL
Colesterol total HDL LDL VLDL Triacilglicerois
Tempo (T) 2 749,0891 * 6.027,1730 ** 1.026,0060 ** 106,7459 ** 2.668,6490 **
Tratamentos (Tr) 4 1.465,3110 ** 1.150,7230 ** 204,1445 ** 4,8880 * 122,2001 *
TxTr 8 144,2278 ns 2.902,7980 ** 146,9777 ** 7,2635 ** 181,5874 **
Tempo/G1 2 147,1945 ns 360,1111 ns 371,0834 ** 54,3233 ** 1.358,0830 **
Tempo/G2 2 21,4444 ns 73,5278 ns 8,0833 ns 10,7500 ** 268,7500 **
Tempo/G3 2 249,0833 ns 7.958,1100 ** 149,3611 ** 24,5100 ** 612,7498 **
Tempo/G4 2 184,6945 ns 18,0833 ns 377,0277 ** 33,0033 ** 825,0839 **
Tempo/G5 2 723,5833 * 9.228,5270 ** 708,3608 ** 13,2133 ** 330,3334 **
Residuo 165 202,6086 286,4682 30,5323 1,4933 37,3319
CV (%) 10,42 17,10 28,86 14,45 14,45

** F significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F n&o-significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 2 — Resumo da andélise de varidncia e desdobramento de tempo dentro
de tratamentos para o ganho de peso e a convers&o alimentar de
aves submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas aos 7, 14 e
21 dias de idade

Quadrado médio

FV GL
Ganho de peso Conversao alimentar
Tempo (T) 2 14.858.010,00 ** 0,2735 **
Tratamentos (Tr) 4 88.980,64 ns 0,0120 ns
TxTr 8 16.341,25 ns 0,0053 ns
Tempo/G1 2 3.123.701,00 ** 0,0321 **
Tempo/G2 2 2.836.754,00 ** 0,0509 **
Tempo/G3 2 3.491.070,00 ** 0,0348 **
Tempo/G4 2 2.683.141,00 ** 0,0943 **
Tempo/G5 2 2.788.725,00 ** 0,0826 **
Residuo 45 36.580,27 0,0047
CV(%) 6,02 4,61

** F significativo a 1% de probabilidade.
ns F n&o-significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 3 — Resumo da analise de variancia e desdobramento de tempo dentro de tratamentos para o colesterol total, colesterol-
HDL, colesterol-LDL, colesterol-VLDL e triacilglicerois de aves submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas

durante 21 dias de idade

Quadrado médio

FV GL
Colesterol total Colesterol-HDL Colesterol-LDL Colesterol-VLDL Triacilglicerois
Tempo (T) 2 23.478,0500 ** 40.601,9200 ** 436.353,7000 ** 13.102,3100 ** 327.558,0000 **
Tratamentos (Tr) 3 16.937,6000 ** 2.462,2740 ** 2.667,3840 ** 6.782,3290 ** 169.558,3000 **
TxTr 6 1.285,6900 ns 750,5789 ** 167,0501 ns 1.579,6410 ** 39.491,0100 **
Tempo/G1 2 6.223,3870 ** 7.223,3870 ** 107.851,3650 ** 4,7089 ns 117,7223 ns
Tempo/G2 2 3.578,0011 * 6.135,4995 ** 112.952,6350 ** 6.341,7339 ** 158.543,3700 **
Tempo/G3 2 3.907,5559 * 11.490,3870 ** 115.445,7150 ** 5.653,7389 ** 141.343,3445 **
Tempo/G4 2 13.626,1645 ** 18.004,3880 ** 100.605,1500 ** 5.841,0597 ** 146.026,4700 **
Residuo 60 1.050,8830 175,3482 363,7323 24,5484 613,7062
CV (%) 19,63 12,85 10,47 10,05 10,05

** F significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F néo-significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 4 — Resumo da analise de variancia e desdobramento de tempo dentro de tratamentos para o colesterol total, colesterol-
HDL, colesterol-LDL, colesterol-VLDL e triacilgliceréis de aves submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas aos

14, 21 e 28 dias

Quadrado médio

FV GL
Colesterol total HDL LDL VLDL Triacilglicerois

Tempo (T) 2 6.534,1760 ** 3.014,4560 ** 16.704,3500 ** 33,8826 * 793,5916 *
Tratamentos (Tr) 5 44.322,1600 ** 752,6317 * 39.283,3100 ** 4.275,1960 ** 105.938,4000 **
TxTr 10 8.026,0780 ** 498,8650 ns 5.481,5720 ** 109,3809 ** 2.667,7150 **

Tempo/G1 2 275,3890 ns 475,7222 ns 48,1667 ns 4,0067 ns 100,1667 ns

Tempo/G2 2 16.969,3900 ** 746,7223 ns 15.429,3900 ** 548,0068 ** 13.312,6700 **

Tempo/G3 2 5.370,1670 ** 784,5001 ns 12.337,0500 ** 0,0956 ns 2,3889 ns

Tempo/G4 2 11.935,1700 ** 2.149,3890 ** 2.301,5560 ns 5,3622 ns 134,0556 ns

Tempo/G5 2 4.678,2220 * 415,7222 ns 5.568,5000 * 16,9089 ns 4227223 ns

Tempo/G6 2 7.436,2260 ** 936,7223 * 8.427,5560 ** 6,4067 ns 160,1667 ns
Residuo 90 1.072,3950 297,7759 1.240,8400 10,0755 268,1965
CV (%) 15,37 17,16 34,92 27,02 27,95

** F significativo a 1% de probabilidade.

*

F significativo a 5% de probabilidade.
ns F n&o-significativo a 5% de probabilidade.
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Tabela 5 — Desdobramento de tratamentos dentro de tempo para o colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL, colesterol-VLDL
e triacilglicerdis de aves submetidas a diferentes tratamentos e avaliadas aos 14, 21 e 28 dias de idade

FvV

Quadrado médio

Colesterol-HDL

Colesterol-LDL

Colesterol-VLDL

Triacilgliceréis

Tratamentos/14 dias
Controles (C)
Tratados (Tra)
CvsTra

Tratamentos/21 dias
Controles (C)
Tratados (Tra)
CvsTra

Tratamentos/28 dias
Controles (C)
Tratados (Tra)
CvsTra

Residuo

GL
Colesterol total
(5) 7.221,6430 **
23.674,0800 **
3 3.100,1530 *
3.133,6760 ns
(5) 18.449,3100 **
76.960,0900 **
3 5.086,9280 **
25,6760 ns
(5) 34.703,3700 **
1 116.624,1000 **
3 18.043,3300 **
2.762,7600 ns
90 1.072,3950

309,0000 ns
18,7500 ns
482,7083 ns
78,1251 ns
829,3612 *
645,3334 ns
392,7083 ns
2.323,3477 **
612,0001 ns
954,0834 ns
638,5972 ns
190,1255 ns

297,7759

7.811,0490 **
25.761,3300 **
3.269,2640 ns
3.486,1230 ns
12.111,4500 **
43.923,0000 **
4.573,6110 *
2.913,4170 ns
30.323,9600 **
103.974,1000 **
15.780,5000 **
304,2000 ns

1.240,8400

670,9568 **

1.966,0800 **

7,0195 ns
1.367,6455 **
1.872,2390 **
5.478,4130 **

1,6378 ns
3.877,8686 **
1.950,7620 **
5.799,2030 **

1,9867 ns
3.948,6469 **

10,0755

16.773,9200 **
49.152,0200 **
175,4861 ns
34.191,1217 **
45.730,9300 **
133.774,1000 **
40,9445 ns
94.757,7165 **
48.769,0600 **
144.980,1000 **
49,6667 ns
98.716,1999

268,1965

** F significativo a 1% de probabilidade.

*

F significativo a 5% de probabilidade.

ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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