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EXTRATO

LIMA, Leonardo Ramos Paes, M.S., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de
2001. Efeitos farmacologico, toxicoldégico e mecanismo de acdo dos
flavondides e corantes naturais extraidos do urucum (Bixa orellana L.)
no metabolismo lipidico de coelhos. Orientadora: Tania Toledo de Oliveira.
Conselheiros: Tanus Jorge Nagem e Maria Goreti de Almeida Oliveira.

Realizaram-se 2 ensaios biolégicos para avaliar a acdo farmacolégica
de flavondides e corantes naturais, extraidos do urucum (Bixa orellana L.).
Inicialmente, avaliaram-se algumas caracteristicas quimicas de sementes dos
hibridosm, fruto verde piloso e fruto vermelho, por andlises quimicas. Foram
determinados os teores de proteinas, carboidratos, acidos digeriveis e gorduras.
A bixina foi identificada e quantificada e os flavondides luteolina e apigenina
glicosidados foram identificados por UV, IV, RMN e cromatografia. Em posse
dos resultados, montou-se o0 primeiro ensaio biologico, utilizando-se o0s
flavonoides luteolina e apigenina e o corante bixina a 30 e 95% de pureza.
Testaram-se estas substancias no metabolismo lipidico de coelhos da raca Nova
Zelandia, com hiperlipidemia induzida por Triton, que receberam as substancias
em estudo na dose de 0,01lmol/kg de peso corporal, por via intraperitoneal,
utilizando o propilenoglicol como veiculo. Vinte e quatro horas apés a aplicacédo
destas substancias, o sangue foi coletado e analisaram-se o0s teores de
colesterol, colesterol-HDL e triacilglicer6is no soros. Todas as substancias

testadas foram eficazes na reducéo do colesterol total, sendo a mais eficiente a

iX



bixina a 30%. Em relacdo ao colesterol-HDL, a apigenina foi a substancia que
mais elevou os seus niveis. Quanto a reducédo dos triacilgliceréis, o melhor
resultado foi obtido com a bixina a 30%, sendo esta a Unica substancia a reduzir
0s niveis de triacilglicerol. No segundo ensaio biolégico foram testadas as
substancias quercetina, rutina, bixina a 95% e norbixina, sendo testadas
separadamente e em associacdes. A hiperlipidemia foi induzida administrando
acido cdlico e colesterol na racdo diaria dos animais. As substancias foram
fornecidas na dose de 0,01 mol/Kg de peso corporal, por via oral, em capsula,
utilizando o talco como veiculo. Apos 28 dias com o tratamento, foram dosados
o colesterol, colesterol-HDL, triacilglicerdis, creatinina, proteinas totais, calcio,
uréia, acido Urico e as enzimas transaminase glutamico piravico e transaminase
glutdmico oxalacético. Todos os tratamentos reduziram o nivel de colesterol,
sendo que o melhor resultado foi obtido com a bixina. A quercetina foi a que
melhor baixou os niveis de triacilglicerdis. O melhor aumento dos niveis de
colesterol-HDL foi conseguido com a rutina. O resultado conseguido com 0s
outros constituintes foram analisados para se obter a toxicidade aguda destas
substancias nos organismos dos animais. Em termos gerais, ndo se observou
nenhum efeito toxico destas substancias. Em outro experimento, procurou-se
caracterizar o efeito das substancias estudadas sobre a atividade da lipase,
variando-se a concentracdo dos modificadores, sendo que todos eles
aumentaram esta atividade. Concluiu-se que as substancias extraidas do
urucum foram eficientes no controle do metabolismo lipidico e que na dose
aplicada ndo apresentaram nenhum teor de toxicidade aguda, sendo que um
dos mecanismos para explicar os niveis reduzidos de triacilgliceréis € o aumento

da atividade da lipase por essas substancias.



ABSTRACT

LIMA, Leonardo Ramos Paes, M. S., Universidade federal de Vigosa, january of
2001. Pharmacological and toxicological effects and the mechanism of
action of flavonoids and natural coloring extracted from urucum (Bixa
orellana L.) in the lipidic metabolism of rabbits. Adviser: Tania Toledo de
Oliveira. Committee members: Tanus Jorge Nagem and Maria Goreti de
Almeida Oliveira.

Two biological assays were realized to evaluate the pharmacological
action of flavonoids and natural coloring, extracted of the urucum. Initially, it was
evaluated some chemical characteristics of seeds of the hybrids, green hairy fruit
and red fruit, by chemical analyses. The bixin was identified and quantified and
the flavonoids luteolin and apigenin glicosil were identified for UV, IV, RMN and
chromatography. In ownership of the results, the first biological assay was set
up, being used the flavonoids luteolin and apigenin and the coloring bixin at 30%
and 95% of purity. These substances were tested in the lipidic metabolism of
rabbits of the race New Zealand, with hyperglycemia induced by triton and
receiving the substances in study in the dose of 0,01 mol/Kg of corporal weight,
by intraperitonial route, using the propilenoglicol as vehicle. 24 hours after the
application of those substances, the blood was collected and the levels of
cholesterol, cholesterol-HDL and triacylglicerols in the serum were analyzed. All
the tested substances were effective in the reduction of the total cholesterol,

being the bixin at 30% the most efficient. The apigenin was the substance that
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more elevated the levels of cholesterol-HDL. Considering the reduction of
triacylglicerols, the best result was obtained with the bixin at 30%, being that the
only substance to reduce the triacylglicerols levels. In the second biologic assay
the substances quercetin, rutin, bixin at 95% and norbixin were tested separately
and in associations. The hyperlipidemia was induced administering colic acid
and cholesterol in the daily ration of the animals. The substances were supplied
in the dose of 0,01 mol/Kg of corporal weight, orally, in capsule, using the talc as
vehicle. After 28 days of treatment, the cholesterol, cholesterol-HDL,
triacylglicerols, creatinine, total proteins, calcium, urea, acid uric and the
enzymes (glutamate pyruvate transaminase and glutamate oxalacetic
transaminase were dosed. All the treatments reduced the cholesterol level, and
the best result was obtained with the bixin. The quercetin was the one that best
reduced the triacylglicerols levels and the best increase of the levels of
cholesterol-HDL was gotten with rutin. The results obtained with the other
constituents were analyzed to know the sharp toxicity of these substances in the
organism of the animals. In general terms, it was not observed any toxicant effect
of these substances. In another experiment it was tried to characterize the effect
of concentration of the modifiers. All of them increased that activity. It is possible
to conclude that the extracted substances of the aurum were efficient in the
control of the lipid metabolism and in the applied dose they didn't present any
intensity of sharp toxicity, being the increase of the activity of lipase by those
substances one of the mechanisms to explain the reduced levels of

triacylglicerols.
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1.INTRODUGCAO

Uma das grandes preocupacfes que afetam hoje a humanidade esta
relacionada aos lipideos, presentes na corrente sangliinea, que podem provocar
distarbios cardiocirculatérios do tipo infarto do miocardio e derrame cerebral,
com consequéncias graves. O teor elevado de colesterol no organismo é
causado, principalmente, por maus habitos alimentares adquiridos e ou de
ordem genética (hipercolesterolemia familiar) (MARTINEZ e LOURENCO, 1996).

No Brasil, a prevaléncia de doencas cronico-degenerativo tém
aumentado muito, sendo 40% de obesos, 15% dislipidémicos, 29% doentes
coronarianos e 16% de diabéticos, sendo que a tendéncia é aumentar nos
proximos anos.

O condicionamento destes indices esta relacionado ao estilo de vida,
aos maus habitos alimentares, a pouca disponibilidade ou quase nenhum
conhecimento da ciéncia e da populacéo.

Os flavondides sao classes de compostos fendlicos que possuem em
sua estrutura anéis aromaticos, constituindo unidades de um esqueleto de
carbono Cg-C3-Ce.

Os compostos flavonoidicos tém sido estudados por possuirem
propriedades de diminuir a sintese do colesterol in vivo. O efeito
hipocolesterolémico das leguminosas tem sido atribuido a presenca dos

flavondides Quercetina, Marsupina, Pterosupina, Liquirritigenina, Luteolina, que
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sdo micromoléculas naturais isoladas de diversas fontes vegetais. Flavondides
extraidos de soja e seus derivados tém sido também testados, observando-se o
mesmo efeito hipocolesterolémico (NAGEM et al., 1994).

Estudos mostram que estes flavondides, provavelmente, atuam sobre as
lipases, uma vez que estas enzimas estéo relacionadas com o metabolismo de
triacilglicerdis. Elas tém um papel fundamental, tanto na absorcéo de lipideos no
intestino (lipase pancreética) e dos lipideos da lipoproteina do sangue (lipase
lipoprotéica), quanto na degradacdo destes no organismo (lipases das células
hepaticas) (LIMA et al., 1999).

Acbes de compostos flavonoidicos sobre diversas enzimas tém sido
comprovada por diversos pesquisadores. Os efeitos inibitorios sobre a atividade
enzimatica sdo conhecidos para aldose redutase(CHAUDHRY et al., 1983),
fosfodiesterase (BERETZ et al., 1986), Ca*>-ATPase (AUF'MKOLK et al., 1981),
lipoxigenase (HOPE et al.,, 1983), ciclooxigenase (RATTY e DAS, 1988) e
xantina oxidase (MOULIN et al., 1994).

Com o objetivo de se obter uma reduc¢ao no nivel de lipideos na corrente
circulatéria de coelhos e também estudar a sua toxicidade, o presente trabalho
foi desenvolvido, utilizando corantes naturais Bixina e Norbixina, principais
extratos do Urucum e os flavondides Rutina, Quercetina, Apigenina e
Luteolina, tabém encontrados no Urucum.

Estas substancias foram administradas isoladamente e associadas
umas com as outras, em coelhos, fazendo-se um estudo do efeito delas sobre o
metabolismo lipidico, verificando seus efeitos farmacologicos e toxicoldgicos.

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

A toxicidade cumulativa é o efeito nefasto de doses repetidas, resultante
da acdo prolongada, ou do aumento da concentracdo da substancia
administrada, ou de seus metabdlitos sobre os tecidos sensiveis. No protocolo
experimental sdo abordadas varias dosagens bioquimicas para se avaliar estes
efeitos.

Para que se fizesse uma avaliacdo do efeito destas substancias no
organismo do coelho, foram dosados, além do colesterol, triacilglicerol e

colesterol-HDL, também a uréia, creatinina, proteinas, célcio e as enzimas



transaminase glutamico piravico (TGP) e transaminase glutamico oxalacético
(TGO).

Estes constituintes revelam se o organismo do animal esta sofrendo
algum tipo de distdrbio ao serem ingeridas as substancias testes.

A TGO e TGP, por exemplo, fazem parte das chamadas “enzimas
indicadoras”. A TGP encontra-se na fracao soluvel da célula e a TGO na fracao
soluvel e nas mitocondrias. Suas atividades no soro estédo relacionadas com a
integridade da célula hepética. A atividade elevada destas enzimas indicam que
o figado esta com algum tipo de enfermidade hepatica primaria ou secundaria.

Foi realizado, ainda, um estudo sobre a influéncia destas substancias
sobre a atividade da lipase in vitro, enzima que hidroliza os triacilglicerdis,
objetivando esclarecer um dos possiveis mecanismos de acdo destes

compostos sobre o metabolismo lipidico.



2 . REVISAO DE LITERATURA

2.1 . Hipercolesterolemia e metabolismo lipidico em coelhos

A digestdo de acidos graxos em mamiferos ocorrem no intestino
delgado. Supde-se que, no processo de digestdo, ha liberacdo dos acidos
graxos das moléculas de triacilglicerdis, que sao hidrolisadas pela lipase
secretada pelo pancreas. Como os acidos graxos ndo sao hidrossolluveis, eles
sdo emulsionados no trato digestivo pelos sais biliares contidos na bile, que é
produzida no figado e secretada ao duodeno através do ducto biliar. Os acidos
graxos, sais biliares e outros produtos lipossollveis se agrupam em miscelas
que sao transportados através das membranas das vilosidades, onde sao
absorvidos (CHEEKE, 1995).

Dispéem-se de escassa informacdo sobre os pontos especificos da
digestdo dos lipideos no coelho, mas, provavelmente, tem lugar fundamental no
intestino delgado, onde se agregam a lipase e a bile (CHEEKE, 1995). Os
acidos graxos insaturados consumidos pelos ruminantes se hidrogenam no
ramen, convertendo-se em &cidos graxos saturados, que determinam o alto
conteudo destes acidos na carne dos ruminantes. Ndo se sabe se esta
hidrogenacao tem lugar no intestino grosso do coelho, mas, como a absorcao se
realiza no intestino delgado, é pouco provavel que se produza uma

hidrogenacao apreciavel das gorduras insaturadas no coelho.
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Os &cidos linoléico, linolénico e araquidénico se chamam acidos graxos
essenciais, jA& que sua falta determina a apresentacdo de sintomas de
deficiéncias, como dermatite e crescimento lento de coelhos. Os &cidos graxos
essenciais funcionam como componentes das membranas celulares e como
precursores do horménio prostaglandina. A partir do acido linoléico, pode
sintetizar os outros acidos; o linoleico € o acido graxo essencial primario
(CHEEKE, 1995).

O azeite de algodao contém os acidos graxos ciclopropendide,
esterculico e malvalico, que induzem a existéncia de altos niveis de colesterol no
sangue e também aterosclerose nos coelhos (FERGUSON et al., 1976).

Os lipideos subcutaneos estdo entre 40-50% dos lipideos totais da
carne. Os conteudos em lipideos intermuscular e perirenal aumentam com a
idade (CHEEKE, 1995).

Tem-se observado um notavel interesse no conteudo de colesterol da
carne de coelho, que se considera inferior a de outras carnes (RAO et al., 1979).
BEYMAN (1984) tem sugerido que, devido as inter-relagbes entre o contetdo
em colesterol, acidos graxos saturados e polinsaturados e contetdo energético,
o efeito real da carne de coelho sobre a colesterolemia no homem pode ser
menor do que para as carnes de soja, e comparada as de galinha e peru.

As saponinas sdo glicosideos das forrageiras e leguminosas que
determinam a queda dos niveis de colesterol nos animais que consomem alfafa
(CHEEKE e SHULL, 1985). CHEEKE (1970) revisou os efeitos biolégicos das
saponinas e sugeriu que tém potencial para reduzir o contetdo de colesterol nos
produtos animais. BARICHELLO e FEDOROFF (1971) observaram boas
propriedades nas farinhas de alfafa para reduzir os niveis de colesterol no soro,
ao ser administrado nos coelhos, o que sugere a possibilidade de ter efeito
sobre a reducdo dos niveis de colesterol nos tecidos. Em cdes, COHEN et al.
(1990) verificaram também o efeito de dietas contendo proporcées diferentes de
alfafa e sua relacdo com o metabolismo do colesterol e atribuiram esta acdo a
presenca de flavondides. Por outro lado, a andlise de &cidos biliares extraidos
da bile mostrou-se elevada a medida que se aumentava o nivel de alfafa na
dieta. Estes resultados confirmam a acdo destes compostos flavonoidicos, pois
sabe-se que o aumento da degradacédo do colesterol, aumenta a quantidade de

acidos biliares.



A desordem coronéria (entupimento das artérias) € um dos problemas
causados pelo acumulo de colesterol e tem sido a causa da alta taxa de
mortalidade no Brasil, Japado, Inglaterra, Estados Unidos e outros paises
(TRUSWELL, 1984). Os fatos relevantes que provocam este problema tém sido
idade, sexo, predisposicdo genética, inatividade fisica, obesidade, stress
emocional, diabete e nivel elevado de lipideos. O colesterol, um destes lipideos,
é precursor dos hormonios esteroidais, dos acidos biliares e da vitamina D, além
de ser um dos constituintes da membrana celular e da bainha de mielina. Tipico
do metabolismo animal, o colesterol é encontrado em carnes, figado, rim e ovos
(HARPER et al., 1979). Sintetizado em sua maior parte no figado, um homem de
70 kg produz diariamente cerca de 840 mg, enquanto absorve, através dos
alimentos, em torno de 450 mg (McNAMARA et al., 1987). Como prevencao da
aterosclerose, as principais medidas previstas sdo: alteracédo no estilo de vida,
intervencdes farmacologicas (antiagregantes plaquetarios, farmacos anti-
hipertensivos, anticoagulantes, betabloqueadores, estrogenioterapia) e cirurgias
vasculares (LEITE et al., 1994).

Experiéncias tém mostrado que ndo s6 o 6leo de soja (MUKHERJEE e
SENGUPTA, 1981), como também a diminuicdo de acidos graxos saturados,
como o palmitico e o estearico, e 0 aumento dos &cidos insaturados como o
linoléico e o linolénico na dieta, reduzem o nivel do colesterol no sangue
(CALDWELL et al.,, 1973). A absorcdo de colesterol, por sua vez, pode ser
também reduzida, quando se administra dietas com alto teor de fibras
(ANDERSON e CHEN, 1979 e VAHOUNY et al., 1988) e saponinas (SIDHU e
OAKENFULL, 1986).

O colesterol esta presente nos tecidos e nas lipoproteinas plasmaéticas,
25% como colesterol livre e 75% esterificado com acido graxo de cadeia longa,
principalmente linoléico e oléico. E sintetizado em diversos tecidos, a partir de
Acetil-CoA e eliminado, via bile, como colesterol ou sais biliares (MURRAY et
al.1988).

A maioria dos tecidos armazena colesterol na forma de ésteres de
colesterila. A lipoproteina LDL € o mediador do ingresso de colesterol e dos
ésteres de colesterila em diversos tecidos. Colesterol livre é removido dos
tecidos pela lipoproteina HDL e transportado ao figado para conversao em sais

biliares. A LDL tem seu papel fundamental na génese de aterosclerose,
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podendo causar problemas cerebrovasculares, coronarianos e na circulacao
periférica. A aterosclerose coronariana esta correlacionada a uma alta relacéo
LDL:HDL (PINCKNEY e PINCKNEY, 1973).

Os lipideos no soro existem na forma de lipoproteinas, contendo
colesterol, ésteres de colesterila, triacilgliceréis e fosfolipideos (PINCKNEY e
PINCKNEY, 1973).

2.2 . Flavondides e suas caracteristicas quimicas

Os flavonodides estédo presentes na dieta humana com acdes e efeitos
farmacolégicos. Os flavondides foram estudados por KUHNAU (1976), que
descobriram que algumas flavonas e alguns flavondis encontrados em alimentos
sdo sintetizados pelas plantas pelo estimulo da luz e que as flavonas sdo mais
facilmente encontradas naquelas partes da planta expostas a luz. Sua
ocorréncia em alimentos foi revisada por HERMANN (1976). Normalmente, os
flavondis ocorrem em misturas envolvendo O-glicosil-derivados e podem estar
presentes na concentracao de 50 a 100 mg/kg de frutos secos.

A concentragdo de flavonadis e flavonas em raizes é usualmente menor,
mesmo assim, derivados glicosidados de flavonas, como a Liquirritigenina (7,4'-
dihidroxiflavanona), foram isolados de extratos de raizes de Glycyrrizha
uvalensis, sendo utilizadas como adocantes e apresentando também
propriedades medicinais (NAKANISHI et al., 1985).

2.2.1 . Propriedades bioldgicas

Os flavondides, um grupo de compostos polifendlicos amplamente
encontrados em plantas, principalmente leguminosas, tem sido relatados por
exibir uma série de efeitos bioldgicos, entre os quais, destacam-se a inibicdo da
peroxidacdo de lipideos e a agregacdo plaquetaria. Estes efeitos dos

flavondides séo exercidos por suas propriedades antioxidantes, removedores de
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radicais livres e queladores de cations divalentes (HANNASAKI et al., 1994;
FRAGA et al., 1987; CAVALLINI et al., 1978 e AFFANA'S et al., 1989).

LACKEMAN et al. (1986) relata que o flavonoide quercetina atua como
inibidor da oxidacdo e citoxicidade da LDL in vitro. Esta propriedade dos
flavondides leva a importantes consequiéncias para a saude, pois acredita-se
gue a oxidacado da LDL seja aterogénica. Entretanto, flavonaéis e flavonas podem
também inibir a ciclooxigenase, levando a diminuicdo da agregacao de
plaguetas e uma reducao da tendéncia trombocitica.

JAHROMI e RAY (1993) avaliaram os niveis séricos de lipideos com
hiperlipidemia induzida por triton e, apés a administracdo de pterosupina e do
flavondide liquirritigenina, observaram que estas substancias foram capazes de
reduzir os niveis de colesterol, colesterol-LDL e indices aterogénicos. A
pterosupina foi também eficiente na reducéo dos niveis de triacilglicerais.

Estudos realizados sobre a relacdo estrutura atividade de flavondides
em relagdo a inibicdo da peroxidacdo de lipideos explicam seu mecanismo de
acao baseados em sua estrutura. A presenca de grupo hidroxila na posicao trés
do anel C presentes em quercetina, miricetina, catequina e morina apresentam
potentes acdes inibidoras da peroxidacdo lipidica (RATTY e DAS, 1988;
AFFANA'S et al., 1989; MORA et al., 1990 e MOREL et al., 1993), e também
ligacdo dupla entre os carbonos 2 e 3 do anel C. A hidrogenacéo desta ligacéo
diminui os efeitos antiperoxidativos (RATTY e DAS, 1988; CAVALLINI et al.,
1978 e CHOLBI et al., 1991). O grupo carbonila em carbono 4 do anel C é
necessario para a atividade antiperoxidante (RATTY e DAS, 1988; CAVALLINI
et al., 1978 e MOREL et al., 1993). O numero de grupos hidroxilas nos anéis A e
B dos flavondides tem importadncia na protecdo contra radicais livres,
evidenciando-se que quanto maior o numero de hidroxilas substituidas no anel
B, especialmente no carbono 3’, maior a atividade antiperoxidativa (HUSAIN et
al., 1987). Os grupos hidroxilas nas posi¢cdes dos carbonos 5 e 7 do anel A,
carbonos 3’ e 4’ do anel B e carbono 3 do anel C parecem contribuir para a agao
antioxidante (DE WHALEY et al., 1990). Os flavonéides que possuem a hidroxila
na posicao 2’, como a morina, possuem a propriedade antiperoxidativa (CHOLBI
et al., 1991). Os grupamentos hidroxila em carbonos 3 e 5 (quercetina, morina) e
carbonila formam quelatos com ions ferro. A habilidade dos flavondéides de

sequestrar ions metalicos contribuem para suas propriedades antiperoxidativas,
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prevenindo a formacgao de radicais livres (AFFANA'S et al., 1989 e MORA et al.,
1990).

Os flavondides morina, naringenina, quercetina e rutina, foram testados
no metabolismo lipidico de ratos machos Wistar (NAGEM et al., 1994), bem
como seus derivados acetilados e metilados. Os animais submetidos a estes
ensaios tiveram os teores de lipideos no soro diminuidos e um aumento da
concentracao de sais biliares.

Vérios estudos tém demonstrado associacfes entre 0 consumo de
gordura saturada, nivel de colesterol e doencas coronarias (CIORLIA, 1997), no
entanto, medidas dietéticas isoladas tém-se mostrado, freqientemente,
insuficientes, tornando-se necessaria a associacdo com drogas hipolipidémicas,
capazes de reduzir a sintese enddgena de colesterol ou melhorar a eficiéncia de
sua remocéao no plasma.

Muitos farmacos encontram-se disponiveis com este propdsito e,
mesmo a combinacdo de alguns deles, tém apresentado efeito sinérgico na
reducdo da concentracdo de lipideos, sendo a combinacdo de efeitos, tais
como, a elevacdo da fracdo colesterol-HDL e reducdo do colesterol-LDL no
plasma, ideal na prevencao da aterosclerose (BROWN e GOLDSTEIN, 1990).

No entanto, efeitos colaterais indesejaveis no uso de tais medicamentos,
além do elevado custo associado, ttm motivado a procura de novas estratégias
nutricionais e, ou, farmacoldgicas para a prevencao da aterosclerose, baseadas,
sobretudo, no controle das concentracdes plasmaticas de colesterol.
Recentemente, a hip6tese de que a peroxidacdo lipidica desempenhe um
importante papel na patogénese da aterosclerose, vem despertando crescente
entusiasmo sobre o uso de antioxidantes como agentes antiaterogénicos
(BATLOUNI, 1997).
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Figura 1 - Estrutura da quercetina, rutina, apigenina e luteolina.

Alguns flavondides, como a quercetina, que € da classe dos flavondis,
possuindo grupamentos hidroxila nas posicées 2 e 4 do anel benzénico ligado
ao carbono 2 do grupo piranico, inibem a liberacdo de histamina em processos
alérgicos, induzida por antigeno. O efeito inibitério ndo depende s6 da estrutura
quimica, mas também da natureza do estimulo.

Dentre as substancias antioxidantes como tocoferol, retinol e &cido
ascorbico, os flavondides sdo provavelmente o grupo de antioxidantes de nossa
alimentacdo mais comuns e ativos, sendo ativos tanto em sistemas hidrofilicos
como lipofilicos. A capacidade antioxidante dos flavondéides é resultado dos seus
grupos fendlicos. Em geral, os flavondides com esta capacidade removem 0s
radicais superéxido, oxigénio simpleto e os peroéxidos lipidicos, inibindo a
oxidacdo das LDLs e seus efeitos citotoxicos (BATLOUNI, 1997).

Estudos feitos por SUDHEESH et al. (1997) demonstraram que 0sS
flavondides extraidos das frutas Solanum melongena (Beringela) administrados
na dose de 1 mg/ 100g do peso corporal / dia tiveram uma acao hipolipidémica

significativa em ratos normais e alimentados com colesterol. As atividades de
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glicose-6-fosfato desidrogenase e malato desidrogenase estavam reduzidas. Ja
as atividades da lipase lipoprotéica e da lecitina colesterol acil transferase
(LCAT) do plasma mostraram um significativo aumento. Foi observado um
aumento significativo nas concentracdes de acidos biliares hepéaticos e fecais e
esterdides neutros fecais, também indicando uma taxa mais alta de degradacéo
de colesterol.

Os efeitos farmacolégicos de Oren-gedoKu-to (OGT), uma mistura de
plantas medicinais da tradicional medicina japonesa-chinesa, em biossintese de
lipideos, foram investigados em culturas de células hepaticas humanas HepG2.
A adicdo de OGT (0,5 e 4,2 mg/ml), que nédo teve nenhum efeito em contetdo
de proliferacdo de células, causou uma diminuicao consideravel no contetudo de
colesterol celular, particularmente em éster de colesterol contido na incubacéo
de 24 h. A incorporacéo de *C-oleato em fracéo de éster de colesterol celular
também estava notavelmente reduzida durante incubacdo de 6 e 24 h. Os
efeitos dos componentes da OGT e suas substancias quimicas ativas principais
sobre a atividade da acil-coenzima A:colesterol aciltransferase (ACAT) foram
estudadas “in vitro” para explorar o mecanismo pelo qual OGT inibe a formacéo
de éster de colesterol. Os dados confirmaram que o OGT, na “dose-
dependente”, e seus componentes extraidos de Scutellaria baicalensis, Coptis
japonica, Gardénia jasminoides e Phellodendron amurense notavelmente inibem
a atividade de ACAT. Entre as substancias quimicas ativas principais de OGT, a
baicaleina diminui a atividade de ACAT no nivel da dose de 10° mol/L. Estes
resultados sugerem fortemente que OGT reduz a formacdo de éster de
colesterila em hepatécitos humano, inibindo ACAT e que a baicaleina, em parte,
€ a responsavel pela inibicdo de ACAT (YOTSUMOTO et al.,1997).

Os efeitos benéficos dos flavonoides presentes na dieta humana tém
aumentado consideravelmente por numerosos aspectos associados com
doencas e desordens. Recentemente tem sido determinado que flavondides
extraidos da casca de frutas citricas sdo manufaturados e processados para
serem utilizados como suplementos alimentares para humanos e animais. Tém
efeito sobre a fragilidade e permeabilidade capilar, ttm acéo antibacteriana, anti-
fungica e anti-viral, podendo ser considerada para uso no combate as infec¢des
(HUET, 1982).
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Foram testados por BOK et al. (1999) os efeitos do extrato da casca de
mexerica e uma mistura de dois flavondides extraidos de frutas citricas sobre o
colesterol sanglineo. Ratos masculinos foram alimentados com uma
concentracdo de 1g/100g na dieta de colesterol, durante 42 dias, com
suplementos de extrato da casca da mexerica ou uma mistura de naringina e
hesperidina na dose de (0,59/1009g). Estudando os efeitos no plasma e sobre os
lipideos hepaticos e, também, as atividades das enzimas hepaticas e ainda a
excrecdo de esterol neutro fecal, foram observados que o extrato da casca da
mexerica e a mistura de dois flavondides abaixaram significativamente os niveis
(média + SE) de colesterol no plasma, colesterol hepatico e triacilglicerdis
hepatico, comparando esses com o controle (quadro 1). As atividades do 3-
hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) redutase e acil CoA: colesterol O-
aciltransferase (ACAT) era significativamente baixa nos grupos experimentais
que no controle (quadro 2). Estes suplementos também reduziram
substancialmente a excrecdo do esterol neutro fecal, comparado ao controle
(extrato da casca de tangerina (211,1 + 26,7 mg/d), hesperidina + naringina
(208,2 £31,6 mg/d) e o controle (521,9 +53,9 mg/d)). O resultado da inibicdo das
atividades do 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) redutase e acil CoA:
colesterol O-aciltransferase (ACAT) do suplemento do extrato da casca da
mexerica ou a combinacdo de seus bioflavonoéides poderiam responder pela
diminuicdo no esterol neutro fecal que parece compensada pela biossintese de

colesterol diminuida no figado.
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Quadro 1 - Efeito de casca de tangerina e flavonoides durante seis semanas
sobre lipideos do plasma e hepaticos em ratos alimentados com

colesterol

Grupos
Constituintes no 1- Controle 2- Hesperidina + 3- Extrato de
plasma Naringenina casca de
tangerina
Colesterol total no 3,80+0,28 a 242 +0,31b 2,44 +0,59b
plasma (mmol/L)
Colesterol-HDL 0,57 + 0,05 0,71 £ 0,04 0,61 +£0,04
(mmol/L)
Colesterol- 0,157 +0,016 a | 0,299+0,08b 0,262 £ 0,075 b
HDL/Colesterol total
Triacilgliceréis 1,12 + 0,07 1,03+0,13 1,22 +0,18
(mmol/L)
indice aterogénico® 6,3+1,1a 26+11b 31+12b

Colesterol hepatico
(mmol/L)

0,181 +£ 0,003 a

0,131 +£0,0010 c

0,143+0,017 Db

Triacilglicerois
hepaticos (mmol/L)

0,095 £ 0,002 a

0,075 + 0,006 b

0,069 + 0,007 b

1- Média + erro-padrao, n = 10

2- Colesterol HDL / ¢

olesterol total.

3- (Colesterol total - Colesterol-HDL) / Colesterol-HDL. abepeédias diferentes

(P < 0,05)

Fonte: BOK et al., 1999.

Quadro 2 - Efeito de casca de tangerina e flavondides durante seis semanas
sobre as enzimas 3-hidroxi-3-metil-glutaril CoA e acil CoA colesterol
O-acil transferase.

Grupos
Enzimas 1- Controle 2- Hesperidina + 3- Extrato de
Naringenina casca de
tangerina
3-hidroxi-3- 2487,0 + 210,0 1783,0 + 282 1565 + 106,0
metil-glutaril (pmol.min™t.mg. (pmol.min™t.mg. (pmol.min™t.mg.
CoA proteina™) proteina™) proteina™)
Acil CoA 806,0 + 105,0 615 + 80 548 + 65,0
colesterol O- (pmol.min™t.mg. (pmol.min"t.mg. (pmol.min™t.mg.
acil transferase proteina™) proteina™) proteina™)

Fonte: BOK et al., 1999.




Recentemente, tem sido determinado que o0 suco de uva aumenta a
bioviabilidade sistémica de certas drogas como a felodipina e a dihidropirina
calcica (antagonista) (BAILEY et al.,1994).

Similarmente, o consumo diario de suco de uva aumenta a concentracao
de ciclosporina no plasma de pacientes que receberam transplante de rins.
Estas interac6es com drogas podem ser atribuidas aos efeitos farmacocinéticos
de substancias presentes no suco, como os flavonodides (naringina e
antocianinas) (MIDDLETON e KANDASWAMI, 1994).

Tem sido pesquisado também que processos de imunidade e
inflamacdo em células podem ser afetados por diversos flavonéides como a
quercetina, tangerentina, fisetina e outras. Quercetina tem sido estudada por
afetar a secrecdo e a resposta mutagénica de varias células, incluindo a inibicao
de estimulos fitomutagénicos em linfécitos (MOOKERJE et al., 1986 e DE
WHALEY et al., 1990).

Flavondides isolados de plantas sdo usados como tranquilizantes em
medicamentos populares e tém uma afinidade seletiva para receptores de
benzodiazepinicos centrais (BDZ-Rs) e alguns deles possuem um perfil
farmacolégico compativel com a acdo de agonista parcial. Derivados sintéticos,
no nucleo comum da flavona, permitiram obter ligantes de alta afinidade quando
sao introduzidos grupos eletronegativos em carbonos 6 e, ou, 3'. Combinacdes
representativas como o 6,3'-dinitroflavona e 6-bromo-3'-nitroflavona exibiram
uma alta afinidade para o BDZ-Rs (Ki = 1.5 a 30 nM) e tém efeito ansiolitico, ndo
sendo associados como relaxante muscular, sedativo ou acdes amnésicas.
Estas combinacdes ou similares poderiam conduzir a drogas terapéuticas
melhoradas no tratamento de depressao (MEDINA et al., 1998).

As flores dos ramos de Chrysanthemum morifolium tém sido usado
como um cha herbéario na medicina popular chinesa e € conhecido como "Ju
Hua". Elas foram pesquisadas por possuir atividades antibacterianas,
antifangicas, antivirais, antigripais e antiinflamatorias. Na procura por agentes
anti-AIDS, na lista dos produtos naturais, o extrato metandlico da flor da C.
morifolium apresentou uma espetacular atividade significativa de anti-HIV. O
fracionamento e testes com os extratos mostraram sua bioatividade, conduzindo

ao isolamento de oito flavonoides conhecidos. Uma destas combinagfes tem
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sido identificada como um principio ativo anti-HIV ativo novo, levando a estrutura
do flavonodide a 7-O-b-D- galactopiranosil-acacetina- (HU et al., 1994).

O efeito de citoprotecdo das prostaglandinas foi estudado
extensivamente (ROBERT, 1979; SCHMIDT et al.,, 1985 e TARNAWSKI et al.,
1985). Citoprotecao gastrica é definida como a prevencao de dano da mucosa
gastrica por mecanismos diferentes de inibicdo ou neutralizacdo de secrecao
acida gastrica. Este efeito de citoprotecdo também foi descrito por um namero
grande de outras substancias, inclusive flavonodides (KONTUREK et al., 1986 e
RAINOVA e NAKOV, 1988). Varios flavonoides previnem lesdes de mucosas
gastricas produzidas por varios métodos experimentais de inducdo da formacédo
de Ulceras experimentais e protegem a mucosa gastrica contra varios agentes
de necrose (ALCARAZ e TORDERA, 1988; PARMAR e GHOSH, 1981;
ALARCON DE LA LASTRA et al., 1992; MARTIN et al., 1993 e MOTILVA et al.,
1992, 1994). Rutina, um derivado de flavona natural, também foi usado para
prevenir ulceracdo da mucosa gastrica em cobaias, incluindo diminuicdo do
stress (BARNAULOW et al., 1982, 1983). Esta flavona é conhecido por ter
atividade antiinflamatéria e ter propriedades vasodilatadoras, produzindo
diminuicdo da permeabilidade capilar e mostrando um efeito de vasoconstricao
nos vasos sanguineos periféricos (EVANS, 1989).

Um dos elementos centrais do sistema de defesa da mucosa gastrica é
o fluxo de sangue. E reconhecido que este fluxo também é o pivd na restituicéo
da mucosa e nos processos curativos. Também é bem aceito agora, que 0s
rapidos desenvolvimentos da injaria microvascular e a estase venosa Sao
elementos chaves na patogénese de lesdes agudas da mucosas (GUTH e
LEUNG, 1987; WHITTLE, 1989). Estes sdo os fatos que formam a base para o
estudo da rutina como, uma possivel droga protetora da lesdo gastrica induzida
por etanol, vendo-se que este modelo é acompanhado por edema, lesdo e
hemorragia (GUERRERO et al., 1994).

Investigacdo de flavondides, usando cromatografia de camada fina,
mostrou que Chenopodium murale L. revelou a presenca de trés componentes.
O principal foi identificado como 3,7-dirhamnosil-kaempferol — composto 1
(kaempferitrina; lespedina) por seus espectros PF, UV, IV, EM e RMN (H-H
COSY e H-C HETCOR). Testando o efeito do composto 1, como também a

mistura de flavondides totais no sistema cardiovascular de coelhos, observou
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que ha uma dose relacionada a hipotensdo e bradicardia. Também o
componente 1 gerou uma hipotensao relacionada com a dose em ratos
geneticamente propensos a hipertensdo. O composto 1 n&do bloqueou a; ou b;-
adrenoceptores, quando testados, usando isoladamente aorta e os atrios de
porquinhos da india, respectivamente (GOHAR e ELMAZAR, 1997).

Vérios pesquisadores estudam aplicacdes de flavondides como agentes
antioxidantes (LARSON, 1988), anti-fungicos (SMITH e BANKS, 1986) e
fitoalexinas (PATRONI et al., 1982).

O efeito hipocolesterolémico das leguminosas tem sido observado nao
s6 em Cicer arietanum (MATHUR et al., 1964), como também em extratos de
feijao (RIGOTTI et al., 1989), em alfafa (COHEN et al., 1990) e em fracdes nao
hidrolisadas e hidrolisadas de proteinas de soja (MICHIHIRO et al., 1990 e
TERPSTRA et al., 1984). J& em micromoléculas naturais isoladas de diversas
fontes vegetais, os resultados mais satisfatérios nesta area foram apresentados
pela Quercetina (MAGGIO, 1956 e KATO e TOSA, 1983), Marsupina,
Pterosupina, Liquirritigenina (FARBOODNIAY e ANIL, 1993), Catequina
(MANGIAPANE et al., 1993), Hesperidina (BOUSKELA et al., 1993), Luteolina,
Haplogenina-7-O-glicosil, Haplosideo A, Pectolinarigenina, e Hispidulina
(SYROV et al., 1985).

A enzima xantina oxidase catalisa a oxidacao de hipoxantina em xantina
e, desta, em acido Urico, que desempenha um importante papel na “gota”.
Durante a reoxidacdo da xantina oxidase, se produz radical superdxido e
peréxido de hidrogénio, espécies quimicas que contribuem para o stress dos
organismos, caracteristicos de varios processos patolégicos, como cancer,
inflamacé&o e aterosclerose (COS et al., 1998).

A xantina oxidase é capaz de catalisar a formacdo de urato e anion
superéxido de xantina. Durante a atividade fisica existe a formacao de radicais
livres, através de varios processos, um desses € chamado de isquemia (hipoxia)
e 0s primeiros minutos de reperfusao (reoxigenacéo) ocorrendo a lesao tecidual.
No processo isquémico, o ATP é catalisado para hipoxantina, que se acumula
no interior dos tecidos. A enzima xantina oxidase (abundante no intestino,
cérebro, coracdo e figado) é formada pela xantina desidrogenase, que age
reduzindo a nicotinamida adenina- dinucleotideo (NAD):

xantina + H,O + CO, + NAD E  &cido trico + NADH + [H].
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Na presenca de processos isquémicos, a xantina desidrogenase se converte em
xantina oxidase. Esta ultima facilita a producédo dos radicais livres:

xantina + H,O + 2 ozE_> acido Urico + 2 O, + 2 [H].
Portanto, o efeito biolégico dos flavondides, como inibidor da xantina oxidase,
impede a formacdo de radicais livres e a formacdo de &cido Urico, muito
aumentado na gota (LOTUFO et al., 1996).

Em estudos realizados por MOULIN et al. (1994), foi verificado inibic&o
da atividade de lipase extraida do latex de Euphorbia characias, quando se usou
p-nitrofenil fosfato de dietila.

Foi investigada por YOKOZAWA et al. (1997) a atividade antioxidativa
dos flavondides do tipo flavona e flavonol, usando um sistema de peroxidacao
lipidica mediado pela adicdo de H,O,/Fe*?> em homogenato de figado de ratos.
Os resultados mostraram que ambos o0s tipos especificados e marcados
reduziram a producéo de peroxidantes induzida por H,O,, Fe*?, numa reacéo do
tipo Fenton. A habilidade de retirar radicais livres destes compostos foi
associada com a estrutura quimica deles, especialmente com o numero de
grupos hidroxila unidos ao esqueleto basico. Porém, havia excecdes que nao sé
implica a atividade relacionada aos grupamentos hidroxilas, mas também a
determinadas configuracoes deles.

Flavondides C-metilados, recentemente descritos, como 6,8-di-
metilquercetina 3-metoxi; 6-metilquercetina 3,7-dimetoxi; 6,8-di-metilquercetina
3,7-dimetdxi; junto com os conhecidos compostos quercetina; quercitrina; 6-
metilquercetina  3-metoxi, 6-metilquercetina  3,7,3'-trimetoxi;  6,8-di-metil-
kaempferol 3-metdxi e 6,8-di-metilkaempferol 3,7-dimetodxi, isolados das folhas
de Piliostigma thonningii, foram testados por ter seus efeitos de inibicdo da
sintese de prostaglandina in vitro e sua atividade antibacteriana contra
Staphylococus aureus. A influéncia do anel B dos grupos 3',4' diol na atividade
de C-metiflavondis na inibicdo da sintese de prostaglandina diferem do que foi
observado para uma série de flavondides sem grupos de C-metil. Foram
relacionados o0s usos tradicionais da planta em infeccbes e condigdes
inflamatorias com base nas atividades deste compostos (IBEWUIKE et al.,
1997).

SILVAN et al. (1998) estudaram os efeitos de quatro compostos

flavonoidicos extraidos da Tanacetum microphyllum e wuma lactona
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sesquiterpénica, no metabolismo do acido araquidbnico, testada em sistemas
celulares. No ensaio, observou-se liberacdo da prostaglandina E, (PGE,) e
leucotrieno 4 (LTC,); a maioria das combinacdes néo exibiu efeito significativo.
Apenas a hidroxiachillina e os flavonéides centaureidina e 3',5-dihidroxi-4',7-
dimetdxi flavona mostraram um efeito significativo, embora com menos poténcia
que as drogas de referéncia, indometacina e &acido nordihidroguaiarético
(NDGA). Porém, todos os compostos inibiram a liberacdo de tromboxano B-2
(TXB,) do ionéforo de plaquetas humanas. A acgdo foi mais acentuada com o0s
flavonoides santina e ermanina.

Daflon (500 mg) € um medicamento que consiste na mistura de dois
flavondides, diosmina 450 mg e hesperidina 50 mg. Este medicamento contém,
além dos flavonoides, carboximetilamido soédico, celulose microcristalina,
gelatina, estearato de magnésio, talco, oleato de glicerol, hidroxipropil
metilcelulose, polietilenoglicol, laurisulfato de sddio, 6xido de ferro amarelo,
oxido de ferro vermelho, dioxido de titanio, cera branca de abelha (g.s.p), para
um comprimido de 660 mg. Este comprimido tem propriedades venotonicas e
vasculoprotetoras. No homem, ap6s a administracdo por via oral do
medicamento, verifica-se rapida absorcdo pela mucosa digestiva, forte
metabolizacdo, que € evidenciada pela presenca de diferentes fendis acidos na
urina, meia-vida de eliminacéo de 11 horas, com excrecéo essencialmente fecal
(80%) e urinaria de aproximadamente de 14%. STUCKMANN e NICOLAIDES
(1994) descrevem os efeitos do Daflon na microcirculacdo de insuficiéncia
venosa crbnica, melhorando o tdnus venoso, inibindo a sintese de
prostaglandina, protegendo a formacdo de radicais livres e aumentando a
drenagem linfatica. Em termos gerais, sua eficiéncia terapéutica se da pela
reducdo da capacitancia venosa, diminui a distensibilidade venosa, normaliza a
permeabilidade capilar, reforca a resisténcia capilar e reduz a estase venosa. E
utilizado no tratamento da insuficiéncia venosa cronica, funcional e orgéanica dos
membros inferiores.

Os niveis de lipideos sangulineos de ratos com hiperlipidemia, que é o
resultado de uma alimentacdo gordurosa, foram tratados com flavondides (+)-
catechina, prunina (=7-O-glicosil-naringenina) e 5-O-glicosil-hesperetina,
extraidos originariamente com metanol de Prunus davidiana. A administracdo do

extrato metanolico desta planta, em 3 dias, produziram uma diminuicao
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significativa dos triacilglicerdis e colestetol total do sangue e o indice
aterogénico também foi melhorado. A (+)-catechina foi efetivo na reducao do
nivel elevado de triacilglicerdis. Prunina e 5-O-glicosil-hesperetina néao
mostraram efeito significativo nos niveis de triacilgliceréis no sangue de ratos
hipertrigliceridémico, mas exibiram efeito nos niveis de colesterol em ratos
hipercolesterolémico (CHOI et al., 1991).

Foram extraidos sessenta e cinco flavonoides naturais de varias classes
quimicas para verificar a habilidade deles na inibicdo da atividade procoagulante
de mondcitos aderentes em humanos, estimulada por endotoxina e interleucina-
1b in vitro. Dezoito desses compostos inibiram a expressao da interleucina-1b
do fator tissular de mondcitos humanos, mas o0 composto mais ativo foi o
biflavonéide hinokiflavona (LALE et al., 1996).

A suscetibilidade para aterosclerose é determinada por uma combinacéo
de fatores genéticos e ambientais, inclusive dietéticos. Consumo de dietas ricas
em proteina de soja foi indicado para proteger o desenvolvimento de
aterosclerose. Mecanismos potenciais incluem a reducdo do colesterol, inibicdo
da oxidacédo de lipoproteina LDL e inibicdo da proliferacdo celular por proteinas
de soja ou isoflavonas, como genisteina, que estdo presentes na soja. Este
estudo foi realizado para determinar se as isoflavonas de soja conferem
protecdo a aterosclerose em camundongos e se elas reduzem o nivel de
colesterol do soro e a oxidacao de lipoproteina LDL. C57BL/6 (modelo genético
que contém baixo nivel de colesterol HDL) e ratos com deficiéncia de receptores
de LDL (LDLr-nulo) que foram alimentados com uma dieta gordurosa, contendo
proteina de soja, com presenca de isoflavonas (IF) (IF+ 20,85 g/100 g de
proteina, 0,027 g/100 g de genisteina, 0,009 g/100 g de daidzeina) ou dietas da
qual isoflavonas e outros componentes tenham sido extraidos (IF -, 20,0 g/100 g
de proteina, 0,002 g/100 g de genisteina, 0,001 g/100 g de daidzeina). Pelo fato
de camundongos sem receptores de LDLr desenvolverem extensivamente a
aterosclerose e hipercolesterolemia, depois de um tempo minimo com uma dieta
gordurosa, eles foram alimentados com esta dieta durante 6 semanas e 0s ratos
C57BL/6 foram alimentados com a dieta durante 10 semanas. Os niveis de
colesterol plasmatico ndo diferiram entre os camundongos sem receptores de
LDL (modelo genético que continha alto teor de LDL na circulacdo) e aqueles

alimentados, na auséncia de isoflavonas, com receptores. Ja os alimentados
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com isoflavonas, tiveram os seus niveis de colesterol reduzidos em 30% para 0s
do tipo C57BL/6, comparados aos que nao receberam isoflavonas. A
suscetibilidade da modificacio oxidativa da LDL foi medida pela formag&o de um
dieno conjugado em camundongos sem receptores de LDL, mas néo foi alterado
pelo consumo de isoflavonas. Todos os camundongos sem receptores de LDL
desenvolveram aterosclerose, na presenca e ou deficiéncia de dieta contendo
isoflavonas. A lesdo da area aterosclerdtica foi significativamente reduzida nos
camundongos C57BL/6 alimentados com isoflavonas e quando comparados
com os alimentados sem isoflavonas. Assim, este estudo feito por KIRK et al.
(1998) demonstrou que dietas contendo isoflavonas resultaram na reducao no
nivel do colesterol em camundongos do tipo C57BL/6. Ja no modelo animal com
camundongos sem receptores de LDL (LDLr-nulos), ndo foi observado efeito no
nivel de colesterol e nem sobre a modificacao oxidativa da LDL. Verificou-se que
as isoflavonas na dose testada ndo protegeram os camundongos do
desenvolvimento da aterosclerose em ratos deficientes em receptores de LDL,
mas diminuiram a aterosclerose em camundongos C57BL/6. Estes estudos
sugerem que isoflavonas de soja podem reduzir os niveis de colesterol, por
aumentar a atividade dos receptores de LDL no figado e esta reducédo do
colesterol pode oferecer uma protecdo a aterosclerose.

Em estudos com as sementes de Aesculus hippocastanum L., isolou-se
uma mistura complexa de glicosideos saponina de triterpendides, nomeada
aescina, flavondides como a quercetina e kaempferol, taninos, alantoina,
aminoacidos, adenina, adenosina, guanina e outros componentes. Foi verificado
que a aescina possui atividade antiinflamatéria, porém o extrato da planta,
chamada castanheira de cavalo, teve uma atividade maior. Testes realizados
com o extrato da planta sem aescina sugerem que a castanheira de cavalo
contenha outros agentes antiinflamatorios diferentes da aescina (TSUTSUMI e
ISHIZUKA, 1967).

Outros estudos realizados por HAAS (1991) mostraram que a aescina
tem a habilidade de inibir atividade de enzimas lisossdmicas e a filtracdo por
transcapilaridade de 4gua e proteinas, reduzindo o diametro e, ou, o nimero de
poros capilares. A aescina também aumenta o ténus capilar das veias e melhora

o retorno do fluxo de sangue para o coracgao.
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REHN et al. (1996) fizeram um controle em um experimento durante
qguatro semanas, envolvendo 137 pacientes com insuficiéncia venosa crénica e
mostraram um efeito antiedematoso, testando o extrato da castanheira de
cavalo. Resultados semelhantes foram obtidos através de DIEHM et al. (1996) e
GREESKE e POHLMANN (1996). Todos estes resultados confirmam o prévio
estudo em humanos (NEWALL et al, 1996) e o efeito dos sintomas,
normalmente registrados (dor, fadiga, tensdo, volume da perna, coceira e
tendéncia para edema), melhorando ou desaparecendo depois do tratamento
com extrato da castanheira de cavalo. Este extrato também reduz a atividade de
proteoglicanos, substancias capazes de modificar a rigidez capilar e o tamanho
dos poros. O extrato da semente de castanheira de cavalo testado continha de
16% a 21% de glicosideos triterpénicos, calculados como aescina. Neste
experimento, inicialmente, a dose diaria foi de 90-150 mg de aescina via oral,
mas com a melhora pbéde ser reduzido a doses diarias de 35-70 mg. A
castanheira de cavalo, no entanto, pode ser irritante para o trato gastrointestinal
e pode interferir com terapia coagulante/anticoagulante. Sugere-se que deve ser
evitado por pacientes sem um dos rins ou com deterioracdo hepética
(MASCOLO et al., 1998).

No estudo feito por DE WHALLEY et al. (1990), foi mostrado que certos
flavonodides, componentes de plantas encontradas na dieta, sdo potentes
inibidores na modificacdo de ?°I-LDL labil através de macréfagos, com valores
ICs0 na variagdo micromolar (por exemplo: morina e fisetina 1 puM; quercetina e
gossipetina 2uM). Lipoproteinas de baixa densidade (LDL) podem ser
oxidativamente modificadas in vitro através de macrofagos e certos outros tipos
de células, de forma que macréfagos os modificardo muito mais rapidamente.
Este processo pode ser importante na formacdo de células espumosas
carregadas com colesterol, derivada de macréfagos em lesdes aterosclerdticas.
As poténcias individuais dos flavonoides, inibindo modificagdo da LDL n&o foram
correlacionadas com as inibicdbes de 5-lipoxigenase e ciclo-oxigenase. A
modificacdo da LDL por macrofagos ocorre durante um periodo de cerca de 4-6
horas antes de ser detectada. Durante este tempo, h4 uma deplecédo rapida em
seu conteudo de a-tocoferol (um antioxidante enddégeno encontrado em
lipoproteinas), seguido por um grande aumento no nivel de hidroperoxidos. Os

flavondides foram capazes de conservar o contetdo de a-tocoferol dos LDLs e
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diminuiram a peroxidacao lipidica. Os flavondides também inibiram a oxidagéo
de células livres de LDL mediadas por CuSO,. Estes estudos aumentam a
possibilidade de que flavonbéides podem proteger LDL contra oxidacdo em
lesbes aterosclerdticas, podendo ser entdo componente anti-aterosclerético
natural da dieta, embora isto dependa da farmacocinética deles.

Uma nova flavona 6"-O-glucosie isovitexina (1), e trés flavondides

conhecidos, quercetina, isovitexina, e 7-O-b-D-glicosil-luteolina, isolados da

planta Gentiana arisanensis de Hayata foram identificados. Os novos compostos
foram caracterizados por métodos espectrais. Em testes biolégicos, o efeito
antiplaquetério de 6"-O-glicosil isovitexina (1), isoorientina (2), 2 peracetato (3),
isovitexina (4), 7-O-b-D-glicosil-luteolina (5), luteolina (6), isoorientina 6"-O-
glicosil (7), e 7 peracetato (8) foram estudados, utilizando plaguetas sanguineas
de coelho. Dos compostos testados, 0 6 mostrou potente efeito antiplaquetério
em reacbes com o acido araquidbnico (AA) (ICsp = 43,5 uM). O efeito dos
compostos 2, 5, e 6 na contracdo da aorta toracica de rato também foi estudado.
O composto 6 deprimiu notadamente a contracdo média induzida por Ca** (1,9
mM) e em alta concentracdo de K" (80 mM), com ICsp proximo de 156 uM (LIN
et al., 1997).

GALVES et al. (1995) testaram as atividades antiperoxidativas de oito
flavondides na peroxidacéo de lipideos induzidos em membranas de células de
figado, através do método nao enzimatico (sistema acido ascérbico-Fe?*, FeAs)
ou através do método enzimatico (acido araquidénico, AA). Quando a
peroxidacdo de lipideos foi induzida por FeAs, a ordem na poténcia inibitéria
para os diferentes flavonéides analisados foram: (-)-epicatequina luteolina >
guercetina (+)-catechina > delfinidina > kaempferol >> apigenina > naringenina.
Porém, quando a peroxidacdo de lipideos € induzida por AA, a ordem de
poténcia foi notadamente modificada: delfinidina > (-)-epicatequina > (+)-
catequina > kaempferol > quercetina > luteolina > naringenina > apigenina.
Também foi testada a influéncia destes flavonoides sobre a atividade das
enzimas relacionadas a glutationa. Pode-se concluir, deste estudo, que o efeito
antiperoxidativo foi mostrado pela maioria dos flavonoides sem modificar as

enzimas citadas.
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2.3 . Corantes naturais

Para os corantes naturais, as informacfes e divulgacbes para a
atividade biol6gica sédo ainda limitadas, porém a literatura ja registra o uso de
alguns corantes no controle do colesterol.

Os corantes naturais fenoélicos, como as antocianinas (que sdo também
uma classe de flavondides), tém a propriedade de complexar com ions
metalicos, tendo propriedades antioxidantes e habilidades para ligar com outras
moléculas, incluindo as macromoléculas, tais como proteinas e polissacarideos.

Os corantes naturais carotendides sao precursores da vitamina A, que
exercem numerosas fungcbes no organismo, como agao protetora na pele e
mucosas e papel essencial na funcao da retina e da capacidade funcional dos
orgao de reproducéo.

O principal uso dos corantes naturais € hoje voltado para as industrias

alimenticias, e o corante mais utilizado em todo o mundo é o urucum.

2.3.1 . Propriedades biologicas de carotendides

Os carotendides mais importantes identificados em plasma ou soro
incluem beta caroteno, alfa caroteno, licopeno, criptoxantina e luteina com
alguma zeaxantina. As concentracdes no soro ndao s6 dependem da dieta, mas
também de fatores como destruicdo do trato gastrointestinal, eficiéncia de
absorcdo e metabolismo e taxa de captacdo do tecido. Em pessoas bem
nutridas, aproximadamente 1% do total de carotendides do corpo (100-150 mg)
€ encontrado no soro (GERSTER, 1993).

Carotendides que sédo transportados no sangue através de lipoproteinas
(LDL, VLDL e HDL), parece se concentrar particularmente nos tecidos, com um
grande numero de receptores LDL e uma alta taxa de captacdo de lipoproteina,
como no figado, adrenais e testiculos (GERSTER, 1993).

Além de sua funcdo como precursores da vitamina A, se tem atribuido
aos carotendides outras atividades biologicas, tais como o aumento da
comunicacdo entre as unides “gap”, estimulacdo do sistema imunoldgico e

atividade antioxidante (HOSSAIN et al., 1993). Estas propriedades especificas
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dos carotendides tem sido discutidas no contexto de sua atividade preventiva
contra o cancer.

A vida aerobica esta associada a formacdo de espécies reativas do
oxigénio e a varios sistemas de defesa, entre 0s quais se incluem os
antioxidantes implicados na detoxificacdo destes intermediarios reativos (SIES,
1993). Os carotendides sao parte da linha de defesa antioxidante e estéo
implicados principalmente na desativagdo do oxigénio singleto molecular e
radicais peroxido. O oxigénio singleto é produzido na reacao de intercambio de
energia, quando um sensibilizador é excitado por uma luz e subseqientemente
transfere sua energia ao oxigénio no estado fundamental. As porfirinas,
clorofilas, bilirrubina ou riboflavinas sdo exemplos de sensibilizadores
enddgenos no sistema bioldgico.

Desde o estudo de FOOTE e DENNY (1968) o b-caroteno é conhecido
como um eliminador eficaz do oxigénio singleto. Outros carotendides como o
licopeno, o a-caroteno e um numero de xantofilas também sdo ativadas na
eliminacdo do oxigénio singleto. A desativacdo do oxigénio simpleto pelos
carotendides é produzida principalmente por uma eliminacdo fisica. Este
processo implica na transferéncia da energia de excitacdo do oxigénio simpleto
ao carotendide no estado fundamental, produzindo uma formagéo de oxigénio
no estado fundamental e um carotendide triplete. A energia do carotendide
excitado se dissipa através das interacées entre o carotendide e o solvente que
foi usado para sua recuperacdo no estado fundamental, produzindo energia
térmica. O carotendide permanece intacto através do processo de eliminacdo
fisica e pode ser introduzido em outro ciclo de desativacdo (TRUSCOTT, 1990;
STAHL e SIES, 1993).

Uma diferenca da desativacdo dos radicais peréxidos pelos
carotendides implica numa reacdo quimica entre o radical e o carotendide. O
carotendide € modificado quimicamente nesta interacdo, e 0s produtos
resultantes sao antioxidantes menos reativos. Com relacdo a quimica da reacao
carotendide-radical perdxido, ndo deve ser elucidada sem ser identificado varios
produtos da oxidagdo, como apocarotendis e epoéxidos de carotendides
(McCLURE e LIEBLER, 1995). O processo de eliminacdo de radicais peréxidos

pelos carotendides, depende da pressdo de oxigénio no sistema. O b-

24



carotendide tem mostrado ser um melhor oxidante a baixas pressdes de
oxigénio. Se tem demonstrado que os carotendides atuam sinergicamente com
outros antioxidantes (BURTON e INGOLD, 1984). Uma combinacdo de b-
caroteno e a-tocoferol, proporciona uma melhor protecdo contra 0Ss pro-
oxidantes que os compostos individuais (PALOZZA et al., 1992).

As transformacdes de fibroblastos pelos carcinégenos € inibida por
retindides e carotendides, sendo que sua poténcia inibidora esta correlacionada
com sua capacidade para induzir a comunicacdo entre as unides “gap”. As
unides “gap” sao canais entre as membranas que permitem a difusdo de
moléculas entre células conectadas, e estdo provavelmente implicada no
namero de vias de sinais. Fazendo-se tratamentos com b-carotendide e
cantaxantina, a comunicac¢ao entre as unides “gap” das células aumenta. Sendo
que a cantaxantina, um carotendide nao-provitamina A, regula também a
comunicacdo entre as unides “gap”, é especulado se estes compostos influem
diretamente neste processo ou devem ser metabolizados antes, nos retindides
ativos. Recentemente se tem demonstrado que pelos menos um produto da
decomposicdo da cantaxantina, € um indutor muito eficiente da comunicacao
entre as unides “gap” in vitro (HANUSCH et al., 1995). Se tem identificado o
acido 4-oxoretindico como um produto da autooxidacdo da cantaxantina com
propriedades indutoras da comunicacéo entre as unides “gap” comparadas com
as do acido retindico. Deste modo, os carotendides atuariam como precursores
dos retindides com diversas estruturas das quais poderiam ter interessantes
propriedades fisiolégicas.

Os carotendides ndo-beta caroteno ndo tém, contudo, sido submetidos a
estudos detalhados de toxicidade (GERSTER, 1993).

O efeito anticarcinogénico de carotendides em modelos in vitro e in vivo
foram extensivamente revisados em animais. Apesar do grande numero de
estudos, a conexdo entre a funcdo antioxidativa de carotendides e o notavel
desempenho deles em muitos modelos de animais com cancer ainda precisa ser
elucidado. Uma possibilidade é que eles inibem a ativacdo de procarcinogénicos

gue podem envolver reacdes de oxidacao (GERSTER, 1993).
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2.3.2 . Extrato do urucum

O urucueiro (Bixa orellana L.) é cultivado em quase todos os estados
brasileiros e, principalmente, nos estados da Paraiba, Para, Bahia, Sao Paulo,
Rio de Janeiro, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Piaui e Parana. Estima-se a
producao brasileira em 12.000 toneladas de graos anuais. Cerca de 60% dessa
producéo destina-se a fabricacdo de colorau (colorifico) e o restante é fornecido
as industrias de corantes e, ou, exportacdo. A fabricacdo do colorau é feita
desde condicBes caseiras até agroindustrias de porte. O maior consumo deste
condimento ocorre pelas populacées nordestinas. As industrias de corantes,
denominados bixina/norbixina/norbixato, exportam ou comercializam, no
mercado interno, os corantes em diferentes concentracdes para as industrias
alimenticias (principalmente laticinios, salsicharias, massas, etc.), cosméticas e
farmacéuticas. O mercado de colorau, estimado em 20 a 25 mil toneladas/ano,
movimenta cerca de US$ 12,0 milhdes anuais, enquanto o de corantes cerca de
US$ 4,8 milhdes e o p6 e grdos em torno de US$ 1,4 milhdes (SAO JOSE,
1998).

O urucum pode ser conhecido por varios nomes, dentre eles, Annatto,
Terra Orellana, Bixa Orellana, Roucou e Achiote.

A partir das sementes de urucum, podem-se obter varios tipos de
corantes diferentes entre si na solubilidade e pigmentacdo. Dentre esses
corantes, podem-se citar a bixina, norbixina, sal da norbixina e os produtos de
degradacdao térmica da bixina.

Segundo TAKAHASHI (1987) extratos de urucum sao os produtos
oleosos ou alcalinos obtidos por remogéo da camada externa das sementes da
arvore de urucum por varios processos. Estes extratos apresentam-se em forma
de péds, pastas, suspensdes ou solucdes. Os extratos de urucum lipossollveis
sao preparados por extracdo da camada externa das sementes por:

remocao direta com 6leos e ou gorduras comestiveis; e

incorporacdo em 6leos e ou gorduras comestiveis, do extrato obtido com
solventes organicos (acetona, diclorometano, etanol, hexano, metanol,
isopropanol, tricloroetileno), apds remocéo desses solventes.

Talvez o que torna o urucum uma das matérias primas mais

interessantes para a extracao de corantes seja a possibilidade de se obter, de
26



um mesmo tipo de semente, corantes sollveis em agua (hidrossolaveis) e
corantes solaveis em Oleo (lipossoluveis), apenas alterando o solvente de
extracao.

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 a norbixina (lipossolavel), o sal da norbixina (hidrossolavel) e
produtos de degradacdo térmica que tém como caracteristicas a
lipossolubilidade e uma coloracdo amarela mais estavel, ideal para o uso em
massa.

O sal de norbixina (figura 5) é obtido pela extracdo alcalina (hidréxido de
sédio ou de potassio) dos pigmentos da semente do urucum. Este tipo de
extracdo converte a bixina em um sal (sal da norbixina), que nesta forma é
solivel em solucdes aquosas alcalinas. O sal da norbixina é precipitado na
forma de norbixina pela neutralizacdo do pH da solucéo (pH=7), que nesta forma
nao € soluvel em agua.

Além do sal de norbixina, € possivel a solubilizacdo da bixina e da
norbixina em agua com a utilizacdo de emulsificantes como os polissorbatos,
propileno glicol e outros. Essas emulsbes sao importantes na aplicacdo do
pigmento em alimentos com pH baixo, o que torna inviavel a utilizagéo do sal da
norbixina. Além disso, é possivel obter, com o uso de emulsificantes,
formulacdes solUveis tanto em agua como em 6leo.

Os principais aspectos tecnolégicos que afetam o uso do sal da
norbixina sdo a solubilidade, o pH, a estabilidade e a propriedade que este
pigmento tem de se ligar a proteinas.

A hidrossolubilidade do sal de norbixina é limitada ao pH da solucao,
fazendo o seu uso restrito a produtos, cujo processo de aplicacdo do corante
nao exceda determinados limites. Todavia, este tipo de pigmento apresenta a
caracteristica Unica de se ligar a proteina, tornando-o altamente interessante
para determinados tipos de produtos (CARVALHO, 1992).

A férmula molecular da bixina é CysH3004, sSendo sua massa molar igual
a 394,50 g/mol. A féormula molecular da norbixina € Cy4H»304, enquanto sua
massa molar € 380,48 g/mol.

A bixina tem 20 carbonos em cadeia conjugada com um grupo

carboxilico e um um grupo metil éster terminais (figura 2). A isomerizacao nos
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atomos de carbono 15-16 resultam nas formas trans e cis, chamados b e a,
respectivamente (ZECHMEISTER e ESWE, 1994).

Outros derivados da bixina, incluindo norbixina, tém um grupo
carboxilico no final da estrutura com 20 carbonos conjugados; e metil bixina tem
um grupo metil éster a cada terminal da cadeia.

O extrato de urucum lipossolavel 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.

A fracdo lipossoluvel é insolavel em agua e pouco soluvel em etanol e a
fracdo hidrossoluvel é sollvel em agua e pouco soluvel em etanol.

Estes extratos produzem com o acido sulfarico concentrado coloracéo
azul, devido a bixina; ou azul-esverdeado, devido a norbixina. O extrato
lipossolavel, diluidos com cloroférmio, ddo absorvancia méxima a 439, 470 e
501 nm. O extrato hidrossoluvel, diluido em &gua, ddo absorvancia maxima a
453 e 483nm.

Os extratos de urucum lipossolUveis devem trazer no roétulo o teor total
de carotendides expressos como % de bixina.

Os extratos de urucum hidrossoluveis devem trazer no rétulo o teor total
de carotendides expressos como % de norbixina.

Nos dois casos, deverdo ser acrescidas as substancias adicionadas
como veiculo.

Aos extratos de urucum, ndo poderdo ser atribuidas atividades de proé-

vitamina A.

CH; CH,
ROOCN AN AN NN N " \.COOH

CHs CHs

Figura 2 - Férmula estrutural dos corantes naturais bixina (R = CHs) e norbixina
(R = H).
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CH, CH,
ROOC AN AN NN N A~_COO'Na

CH, CH,

Figura 3 - Formula estrutural do sal de sddio da norbixina.

2.3.3 . Aplicagdes do corante do urucum

O corante de urucum € um aditivo largamente utilizado pela industria de
alimentos, gracas a sua versatilidade de se obter pigmentos lipossoluveis, para
melhorar a atratividade de produtos como manteiga, margarinas, 6leo de milho,
sobremesas, queijos, etc. J& os hidrossolUveis sédo aplicados em queijos,
salsichas, sorvetes, derivados de cereais, confeites, bebidas e molhos
(PIMENTEL, 1995; PRENTICE-HERNANDEZ, 1993 e TAKAHASIA e YABIKU,
1992).

Com a finalidade de investigar a recomendacao popular do uso de
urucum em problemas cardiovasculares, LUDUVING (1997) relata que apos
testes com cées, ratos e coelhos, comprovou-se a eficiéncia da agua do urucum
obtida por maceracédo das sementes (composto por mais de 80% de bixina como
pigmento), na reducao significativa dos indices de colesterol. Em testes clinicos,
os resultados se confirmaram num tempo de 10 dias de consumo, ao invés de
15 dias previstos inicialmente, pois haviam pacientes com niveis de gordura
sanglineas abaixo do normal. Credita-se aos resultados que esse pigmento
tenha o poder de acelerar o metabolismo das gorduras, sendo o responsavel
pela reducdo das taxas de triacilglicerbis e colesterol que, por algum

mecanismo, s6 abaixa a fracdo ruim deste altimo.
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2.4 . Constituintes sangiineos

2.4.1 . Uréia

No homem e nos mamiferos em geral, a uréia € o principal produto do
metabolismo protéico; é responsavel por 80% do azoto nao protéico excretado
na urina, em condi¢des normais. Sua taxa € mais elevada no soro e no plasma
do que no sangue total. Sdo mais fiéis os resultados quando a dosagem é feita
no soro (ou plasma), porque ndo é afetada pelas eventuais variacdes do
hematdcrito.

A taxa de uréia no sangue varia em individuos normais entre 20 a 40
mg/dL, na grande maioria dos casos, embora possa existir até 50 mg/dL sem
explicacéo patolégica evidente.

A uréia é formada no figado a partir dos acidos aminados e do ion
amonio, sendo este derivado, em grande parte, da acdo bacteriana no intestino
grosso. O grupo NH, dos aminoacidos, que nao é utilizado pelo organismo é
transformado em uréia.

O aumento do teor de uréia no sangue pode ser devido: reducao da
eliminacdo renal, aumento do catabolismo protéico, combinacdo destes dois
mecanismos.

As suas elevagbes na corrente sangiinea ocorrem em choque
traumatico, choque hemorragico, desidratacdo aguda ou perda de eletrolitos
(acidose diabética, doenca de Addison, disenteria aguda), descompensacao
cardiaca, infeccdo aguda e toxemia, catabolismo protéico aumentado (febre,
gueimaduras), glomerulite, nefrosclerose, hemoglobindria, tumores
compressivos da bexiga, defeitos congénitos da bexiga ou da uretra, etc.

O figado é o 6rgao de formacdo da uréia, mas a reducao da azotemia
somente ocorre nas lesfes hepéticas muito extensas. A dosagem da uréia
fornece grande subsidio semioldgico, quando relacionada com sua excrecao
urindria.

Pelo ciclo da uréia (figura 4), um dos atomos de nitrogénio da uréia
sintetizada por essa via é transferido de um aminoacido: o aspartato. O outro

atomo de nitrogénio e o atomo de carbono sdo derivados de NH;" e CO,. A
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ornitina é o carreador desses atomos de carbono e nitrogénio. O precursor
imediato da uréia € a arginina, que € hidrolisada a uréia e ornitina pela arginase.
As outras reacdes do ciclo de uréia levam a sintese da arginina a partir da
ornitina. Primeiro, um grupo carbamila é transferido a ornitina para formar
citrulina, em uma reacao catalisada pela ornitina transcarbamilase. O doador de
carbamila nessa reacdo é o cabamil fosfato, que tem alto potencial de
transferéncia de grupamentos devido a sua ligacdo anidrido. A
argininossuccinato sintetase catalisa, entdo, a condensacdo de citrulina e
aspartato. Essa sintese de argininossuccinato € impelida pela clivagem de ATP
em AMP e pirofosfato e pela subsequéncia hidrélise de pirofosfato. Finalmente,
a arginossuccinase cliva o argininossuccinato em arginina e fumarato. Essas
reacoes, que transfere a amina do aspartato para formar arginina, preservam o

esqueleto carbonado do aspartato, na forma de fumarato (STRYER, 1996).
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Fonte: BHAGAVAN, 1977.

Figura 4 - Reacdes e estruturas do ciclo da sintese da uréia.
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No figado, o esqueleto carbonado dos aminoacidos é utilizado para a
sintese de glicogénio (gliconeogénese) e a amobnia resultante das desaminacdes
e da atividade da glutaminase sobre a glutamina é utilizada para a sintese da
uréia (figura 5). Muitos aminoacidos, por sua vez, sdo drenados para vias
metabdlicas especiais e em diversos casos formam-se produtos especiais em
orgaos especializados (adrenalina, nor-adrenalina, tiroxina e melanina a partir

de tirosina; serotonina, a partir de triptofano) (Bacila, 1980).
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SERCTONINA
PRODUTDS ESPECIAS .

Fonte: BACILA, 1980.

Figura 5 - Processos gerais do metabolismo nitrogenado.

2.4.2 . Creatinina

A creatinina € o elemento nitrogenado do sangue menos variavel, no
qual oscila normalmente de 1 a 2 mg/dL. E a forma amida da creatina, formado
através da creatinofosfato no musculo. E eliminada pelos rins em quantidades
singulares constantes, através da filtracdo glomerular e secrecéo tubular ativa.
Sua taxa independe da ingestdo das proteinas da alimentacédo e néo € afetada

pelo volume urinario.
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A reacdo de Jaffé, na qual se baseia a maioria dos métodos de
dosagem, ndo é especifica para a creatinina, mas este fato ndo afeta o valor
clinico desta determinacao como indice da funcéo renal.

A elevacao do teor de creatinina no sangue se da na insuficiéncia renal,
quando a taxa de uréia ja se encontra aumentada. Na nefrite incipiente,
registram-se valores entre 2 e 4 mg/dL; na glomerulonefrite crbnica, com uremia,
as taxas se elevam até 35 mg/dL, o que prognostica desfecho letal proximo. As
taxas acima de 5 mg/dL evidenciam pronunciada insuficiéncia renal. A dosagem
da creatinina € de grande valor no seguimento de rins transplantados. Nas
obstrucdes urinarias, por afeccdo da préstata, bexiga ou uréter, bem como na
oliguria reflexa provocada pela nefrolitiase, verificam-se indices muito elevados,
mas reversiveis pela remocao da causa da obstrucdo. A avaliacdo da funcéo
renal se faz, entre outros métodos, também pela prova de depuracdo da
creatinina enddgena. Substancias tais como uréia, creatinina e acido Urico séao
transportadas pelo sangue e eliminadas pelos rins. Sendo o rim o principal
orgao excretor destas substancias, ha um interesse em dosé-las para investigar
a funcdo renal. Quando a funcéo renal esta prejudicada ou em déficit, estas
substancias se acumulam na circulacéo, tanto mais grave o comprometimento
renal. A dosagem destas substancias tem, portanto, valor diagndéstico e
prognastico.

A creatinina é derivada da creatina, que foi formada por sua vez pelo
nitrogénio proveniente do metabolismo de aminoacidos no figado, segundo o
esquema da figura 6.

A sintese da creatina, creatina-fosfato e creatinina estao ligados entre si
e é mostrada na figura 7.

34



Protei Estruturais
Circulantes

/ co
Aminoécidos Carbono Pirvato — glicose-» CO
Acetato —»lipideos—» C022
Unidades "C,"—»CO

Creatina-» Creatinina
Nitrogénio Purinas—» Uratos
Pirimidinas
Aminoacidos
Uréia

Fonte: VIEIRA et al.,1995.

Figura 6 - Metabolismo de aminoéacidos no figado.
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Fonte: BHAGAVAN, 1977.

Figura 7 - Sintese da creatina, creatina-fosfato e creatinina.
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2.4.3 . Acido Urico

A taxa normal de &cido Urico no soro ou plasma varia de 2 a 7 mg/dL
nos homens e 2 a 6,5 mg/dL nas mulheres, antes da menopausa. Empregando-
se 0 método com uricase, 0s valores sdo um pouco superiores. O acido Urico é o
principal produto final do metabolismo das purinas no homem. O aumento da
uricemia pode ocorrer por reducdo da excrecdo renal ou pelo excesso de
producdo. Os valores aumentados sdo observados em todas as formas de
insuficiéncia renal com azotemia e podem, muitas vezes, preceder o aumento da
uréia sangiinea, atingindo niveis de até 15 mg/dL, na obstrucdo do trato renal
(adenoma da prostata, litiase uretral bilateral), nas lesdes renais (pielonefrites,
hidronefrose, rim policistico), na hipogenesia dos rins, na insuficiéncia cardiaca
congestiva e na tuberculose. A hiperuricemia pode ocorrer na eclampsia, mesmo
sem retencdo simultanea da uréia, dado importante na diferenciacdo da
eclampsia e da glomerulonefrite. O &cido Urico se eleva em Vvarias
manifestacdes hematoldgicas (leucemia, policitemia, drepanocitose, talassemia,
anemia hemolitica), no mieloma mudltiplo, no saturnismo, na vigéncia de
radioterapia em processos neoplasicos, em transtornos neuroldgicos e mentais,
espasticidade (especialmente em criancas), na sindrome de Down, no
hipotireoidismo, na hipertensdo, na quimioterapia dos tumores malignos, na
psoriase, no jejum prolongado, no hiperparatireoidismo.

Na gota, que € um distirbio do metabolismo purinico e que ocorre
predominantemente no sexo masculino, os indices se situam acima de 10 mg/dL
devido a producéo excessiva do acido Urico e simultaneamente a reducdo da
excrecdo através dos rins. A hiperuricemia nesta afeccédo pode ser intermitente,
de modo que uma dosagem normal ndo € dado suficiente para afastar o
diagndstico. A hiperuricemia é pouco frequente e de significado clinico limitado.
Ocorre na xantinuria hereditaria, condicéo benigna e rara, nos defeitos tubulares
(doenca de Wilson e sindrome de Fanconi).

A formacédo do acido urico se da pela degradacao das purinas (figura 9).
Os nucleotideos sdo degradados a nucleosideos pela hidrélise por
nucleotidases. A clivagem fosforolitica de nucleosideo a bases livres e ribose 1-
fosfato (ou desoxirribose 1-fosfato), € catalisada por nucleosideo fosforilases.

Algumas das bases sao reutilizadas, formando nucleotideos por vias de
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recuperacdo. A via de degradacédo de purinas (AMP (figura 8), por exemplo)
inclui mais uma etapa. AMP é desaminado a IMP pela adenilato desaminase. O
fosfato 5 do IMP é removido por hidrélise, e a ligacdo glicosidica €, entdo,
cindida por P; gerando hipoxantina, a base livre. A xantina oxidase, uma
flavoproteina que contém molibidénio e ferro, oxida a hipoxantina a xantina, e,
dai, &cido urico. O oxigénio molecular, o oxidante em ambas as reacles, €
reduzido a H,O,, que é decomposta a H,O e O, pela catalase. A forma cetbénica
do &cido Urico estd em equilibrio com a forma endlica, que perde um préton em
pH fisioldgico, formando urato. Nos seres humanos, o urato é o produto final da

degradacédo de purinas, e € excretado na urina (STRYER, 1996).
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Fonte: STRYER, 1996.

Figura 8 - Degradacédo de AMP a acido urico.

A partir da xantina, a extensdo do catabolismo purinico é distinta nos
animais: nas aves, nos répteis terrestres, nos macacos superiores € no cao
dalmata, termina no acido Urico; nos demais mamiferos e no coelho termina na
alantoina; em alguns teledsteos prossegue até o acido alantéico; e nos

selaceos, nos dipnoides e em outros teledsteos vai até acido glioxilico e uréia.
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Em invertebrados, o uricotelismo experimenta diversificacdo semelhante a dos
vertebrados (BACILA, 1980).

Um fato interessante € que niveis altos de urato no soro humano, que
ocorrem em individuos propensos a ter gota, pode ter uma acao
pronunciadamente benéfica. O urato € um coletor muito eficiente de espécies
guimicas muito reativas e prejudiciais do oxigénio, a saber, radicais hidroxila,
anionte superoéxido, singleto de oxigénio, e intermediarios oxigenados do hemo
com altos estados de valéncia do Fe (+4, +5), sendo quase tao eficiente quanto
0 ascorbato, agindo como antioxidante. O nivel alto de urato em seres humanos
pode contribuir significativamente para o maior tempo de vida e para a menor
incidéncia de cancer humano (STRYER, 1996).
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Figura 9 - Degradacao de bases pirimidicas e purinicas.
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2.4.4 . Colesterol

O colesterol provém da dieta e da sintese pelo organismo. A dieta
balanceada contém de 300 a 600 mg/dia, cerca da metade origina-se dos ovos
e o restante dos laticinios e da gordura animal. Ele é precursor dos acidos
biliares e dos horménios esteroidais.

O colesterol total no sangue varia entre 150 e 250 mg/dL. E formado por
duas fracBes, o colesterol livre e o esterificado (este, combinado com &cidos
graxos), representando respectivamente, 20 a 40% e 60 a 80% do total. A
relacdo entre as duas fracbes se mantém constante, a despeito das amplas
variacdes da colesterolemia que podem ocorrer em estados patoldgicos, exceto
em moléstias do figado, nas quais a reducdo da parte esterificada é proporcional
a gravidade da lesédo parenquimatosa, podendo atingir 20-30% do total.

A hipercolesterolemia ocorre no diabete com taxas de até 3.600 mg/dL,
na sindrome nefrética com valores de 500 e 700 mg/dL podendo chegar até
2200 mg/dL. Na glomerulonefrite, a colesterolemia geralmente se acha dentro
dos limites da normalidade. No hipotireoidismo, a hipercolesterolemia é
constante, estando em relagdo proporcional com a reducdo do metabolismo
basal. As moléstias do trato biliar, como ictericia, sdo acompanhadas de
hipercolesterolemia, ndo havendo comprometimento do parénquima hepatico.
Na anestesia pelo éter tém sido assinaladas taxas elevadas de colesterol
durante e apO6s o0 ato cirargico. Na aterosclerose pode ocorrer
hipercolesterolemia e, ou, hiperlipidemia. O nivel de colesterol e, ou, dos
lipideos totais pode conferir significagdo progndstica quanto ao risco de acidente
vascular.

A hipercolesterolemia € verificada com frequéncia também nas
xantomatoses, xantelasma, xantoma diabético, xantoma tuberoso, na
hiperlipidemia idiopatica familial, na osteoartrite hipertréfica, na catarata senil e
na psoriase.

O colesterol é formado a partir de acetil CoA. A etapa principal de sua
sintese é a formacdo de mevalonato a partir de 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
(derivado de acetil CoA e acetoacetil CoA) (figura 10). O mevalonato é
convertido a isopentenil pirofosfato (Cs), que se condensa com seu isdmero,

dimetilalil pirofosfato (Cs), para formar geranil pirofosfato (C0). A adicdo de uma
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segunda molécula de isopentenil pirofosfato fornece farnesil pirofosfato (Cis),
gue se condensa consigo mesmo para formar esqualeno (Csp), que € modificado
a fim de fornecer colesterol (Cy7) (figura 11). A sintese de colesterol pelo figado
€ regulada por variacbes na quantidade e na atividade da 3-hidroxi-3-
metilglutaril CoA redutase. A transcricdo do gene, a traducdo do mRNA e a
degradacdo da proteina sdo rigorosamente controladas. Adicionalmente, a

atividade da redutase é regulada por fosforilacdo (STRYER, 1996).

Acetil CoA
0 +

C—S—CoA i G\-\qg&z Acetoacetato
; fvik)
Acetoacetil CoA Cl,'Hq G_c;%ﬁ:’@xoﬂ"
+ | =

Acetil CoA — HO—C—CH,

A,
H 20 2 O iggfa 56 {l:H 3

Ccoo-

83,
\ i HO—C—CH, — Colesterol
3-Hidroxi-3-metil- |
glutaril CoA CHz
|
COO-
Mevalonato

Fonte: STRYER, 1996.

Figura 10 - Sintese e destinos da 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA.
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Figura 11 - Sintese do colesterol a partir do escaleno.
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2.4.5 . Colesterol-HDL

Os individuos com colesterol-HDL elevado correm menor risco de
doencas coronarianas, em contrapartida, aqueles niveis baixos sdo mais
sujeitos a acometimentos das coronarias. Isto porque o colesterol-HDL
transporta o colesterol da circulacdo para o figado, onde € metabolizado. Os
valores normais do colesterol-HDL s&o nos homens de 30 a 40 mg/dL, nas
mulheres de 40 a 50 mg/dL. O consumo moderado de alcool parece aumentar o
nivel de HDL-c em individuos de vida sedentéria.

Nas células, as lipoproteinas, como o colesterol-LDL e o colesterol-HDL,
participam da sintese de hormdnios esteroidais que sdo obtidos a partir do
colesterol, de acordo com as figuras 12. Um horménio ACTH e FSH (horménio

foliculo estimulante), por exemplo, se liga a um receptor hormonal

ACTH SINESE, i
FSH Sintese,, estratiol

e ocorre a ligacdo do receptor hormonal, com a proteina G e enzima adenilato
ciclase, que podem estar diretamente relacionadas com o canal de Ca*.

A adenilato ciclase € ativada e ativa o ATP, que se transforma em AMP
ciclico. O AMP ciclico por sua vez ativa a proteina quinase e esta provoca a
fosforilagdo de proteinas. As proteinas fosforiladas atuam como moduladores
positivo e hidrolizam o éster de colesterol a colesterol em seu transporte para o
interior da mitocondria. O éster de colesterol é obtido de lipoproteinas. A
lipoproteina que mais contém éster de colesterol é o LDL, contendo 1.500
moléculas do éster, contra 500 de colesterol. Esta lipoproteina pode se ligar a
receptores de LDL e é transportada para o interior da célula. As proteinas
fosforiladas modulam positivamente, no citoplasma, a hidrélise dos ésteres de
colesterol e o transporte destes para o interior da mitocondria. Nesta organela,

sao sintetizadas a pregnenolona e outros hormoénios esteroidais.
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Fonte: DEVLIN, 1997.

Figura 12 - Esquema de reacdes de sinteses de horménios esteroidais.
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2.4.6 . Triacilglicerois

A taxa normal de triacilglicer6is no soro varia, em pessoas normais,
entre 50 a 150 mg/dL, sendo um pouco mais baixa nas mulheres. Varios fatores
podem alterar estes valores independente da patologia.

A taxa de triacilglicerdéis esta elevada na diabete, na sindrome nefrotica,
na pancreatite, na hiperlipidemia essencial, na aterosclerose e nas doencas

coronarianas.

2.4.7 . Transaminases

As transaminases transferem o grupo NH, dos aminoacidos para
cetoacidos.

As duas transaminases de grande importancia clinica sdo a
transaminase glutamico-oxaloacética (TGO) e transaminase glutamico-pirtvica
(TGP) (BHAGAVAN, 1977).

A transaminase glutamica-oxaloacética catalisa a reacdo: acido
oxaloacético + &cido glutdmico, produzindo acido alfa-cetoglutarico + acido
aspartico. A transaminase glutamico-pirivica agora denominada alanina
aminotransferase catalisa a reacdo: acido piravico + acido glutamico, produzindo

alanina + acido alfa-cetoglutéarico (Figura 13).

acido L-glutamico  Glutamato-piruvato acido alfa-cetoglutarico

transaminase (TGP)
+ < > +

acido piravico L-alanina

acido L-glutdmico acido alfa-cetoglutarico

Glutamato-oxaloacetato

transaminase (TGO)

+ < +

acido oxalacético acido L-aspartico

Figura 13 - Transaminag&do de aminoacidos
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Todas as reacOes de transaminacao parecem ter 0 mesmo mecanismo
e empregam a mesma coenzima (piridoxal-fosfato), um derivado da vitamina Bg
importante em muitas reacées envolvendo a-aminoacidos. O piridoxal-fosfato
serve como um carreador de amino-grupos dos aminodacidos. A coenzima é
transformada reversivelmente de sua forma aldeido livre, piridoxal-fosfato, para
a sua forma aminada (figura 14) (BHAGAVAN, 1977).

Uma unidade de transaminase corresponde a quantidade de 1
micrograma de &cido piravico ou de acido oxaloacético formado,
respectivamente, pelas enzimas TGO e TGP, em condi¢bes padronizadas. A
unidade internacional € a quantidade de enzima que transforma um micromol
por minuto a 25°C.

Os valores normais das transaminases no soro oscilam entre 5 e 20
U/mL para a glutdmico-oxaloacético (aspartato-aminotransferase) e 5 e 15 U/mL
para a glutamico-piravico.

Segundo pesquisadores a determinacdo da transaminase glutamico
oxaloacética fornece elemento de grande significacdo diagnostica nas seguintes
situacbes: na diferenciacdo entre enfarte do miocardio e insuficiéncia
coronariana, no diagndstico do enfarte do miocardio quando as alteracdes do
ecocardiograma nao sao bem definidas, na avaliacdo da extenséo do enfarte. O
aumento da TGO tem sido assinalado também na anemia aguda, na necrose

renal, no cateterismo cardiaco.
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| I
NHZ—C-H O=C
COOH € » _ CO.OH, ‘
L-alanina Glutamato— Aeido pll:‘Ui‘IlCG
{um aminoacidoe) Piruvato transaminase (um cetodcido)
HC=( H,C-NH4
HO 2 ,-0-(&  HO g CHo—0-(B)
" l "
H 3C N H 3C N
Piridoxal- Piridoxamina—
fosfato fosfato

N

COCH * COOH
cI:H2 ‘l’Hz
X 5
0=C HoN-C-H
COOH COOH

acido e-cetopglutarico
{um cetoacido)

acido glutamico

{um aminoacideo}

Fonte: BHAGAVAN, 1977.

Figura 14 - Papel do piridoxal-fosfato na conversdo de um a-aminoécido para

aminoacido.

um a-cetoacido, e a0 mesmo tempo um a-cetoacido para um a-
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Devido ao fato de serem enzimas intracelulares, em geral os niveis
séricos de TGO e TGP sdo muito baixos. Qualquer destruicao significativa do
tecido da origem a niveis elevados de transaminase sérica. Por exemplo, no
infarto do miocardio, hA& um aumento no nivel sérico de TGO ( o musculo
cardiaco contém altas concentracdes desta enzima). H4 alteracdes dos niveis
séricos de TGO e TGP em algumas doencas hepaticas (hepatite infecciosa,
mononucleose infecciosa). Também foram encontrados altos niveis séricos
desta enzima nas condi¢cdes onde ha lesdo do musculo esquelético. Quando
essas enzimas sao medidas no soro, os valores obtidos s&o conhecidos como
atividades de STGO e STGP (onde o S se refere a soro) (BHAGAVAN, 1977).

2.4.8 . Célcio

O calcio é o mineral mais abundante no organismo. Constitui cerca de
1,5 a 2% do peso corpdreo. Embora mais de 98 por cento dos 1 a 2 Kg de calcio
do organismo estejam localizados no esqueleto, o restante desempenha
numerosas funcdes ndo relacionadas & estrutura 6ssea. A concentracdo de Ca*?
no liquido intracelular € de cerca de 0,2g/kg de tecido, enquanto varia de 8,8 a
10,4 mg/dL no sangue. O fluxo de Ca™ entre os liquidos extracelular e
intracelular, através das membranas celulares especificas e membranas de
organelas intracelulares, € regulado por dois horménios — o horménio
paratiredideo e a calcitonina - , bem como pelo 1,25 diidroxicolecalciferol, um
produto do metabolismo da vitamina D (SMITH e BANKS, 1986).

Dentre as funcdes mais importantes do Ca™, destacam-se a
necessidade do ion na atividade de numerosos sistemas enzimaticos, incluindo
0S responsaveis pelas propriedades de contracdo muscular, a transmissao de
impulsos nervosos, a resposta muscular a atividade neural, o mecanismo de
coagulacao sanglinea e a modulacdo da acdo de varios horménios, sendo
necessario na transmissdo nervosa e regulacdo dos batimentos cardiacos.
Muitos desses efeitos sdo mediados por uma proteina especifica de ligacdo do
célcio, a calmodulina. A concentracao intracelular de Ca* também desempenha
um importante papel na modulagdo de secrecdo de véarios horménios e na
liberacdo de certas enzimas, como, por exemplo, a amilase das glandulas

salivares (SMITH, et al., 1998).
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Um aumento significativo de calcio sérico pode causar insuficiéncia
cardiaca ou respiratdria; uma diminuicdo pode resultar em tetania. O calcio
ionizado, ao iniciar a formacao de coagulacdo sanguinea, estimula a liberacédo
de tromboplastina das plaquetas de sangue (MAHAN,1995).

A analise deste mineral deve ser feita, pois esta presente nas seguintes
condic@es: hiperparatireoidismo, hipervitaminose D, neoplasias, fraturas 6sseas,

osteite fibrosa cistica, sindrome nefrética, etc.

50



3. MATERIAL E METODOS

3.1 . Extracado e determinacdo dos constituintes quimicos do urucum

Foram feitas as extracdes e determinacdes dos constituintes presentes
nas sementes do Urucum, denominados fruto verde piloso e fruto vermelho.

As sementes de urucum foram obtidas em cruzamentos genéticos entre
espécies realizados nos campos experimentais da UFV por PINHEIRO e
ALMEIDA, 1992.

Os extratos lipossoluveis de Urucum foram obtidos por extracdo direta
da parte externa da semente com 0leo de soja refinado (TAKAHASHI, 1987). Os
extratos hidrossollveis foram obtidos por extragdo com solucao de hidréxido de
sédio 0,01 N (TAKAHASHI, 1987).

Para as provas de identificacdo de bixina, foram realizados o teste de
Carr-Price para os extratos lipossolluveis e hidrossoluveis (TAKAHASHI, 1987)
além de testes de solubilidade, ponto de fusdo, espectro no U.V, .V, RMN e
reacBes com acido sulfarico (TAKAHASHI, 1987).

A quantificacdo, nos extratos, foi realizada por espectrofotometria
utilizando-se o método de Carr-Price (TAKAHASHI, 1987).

Os teores de carboidratos acidos digeriveis (CAD), sollveis, totais e
redutores foram determinados pelo método de Teles (TELES, 1977), os ndo
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redutores por diferenca, os de proteinas, gorduras, cinzas e umidade pelos
métodos da A.O.A.C. (AOAC, 1984).

Os teores de calcio, ferro, fosforo, manganés e cloretos foram dosados
pelos métodos do Instituto Adolfo Lutz (PREGNOLATTO e PREGNOLATTO,
1985).

3.2 . Primeiro ensaio biolégico de curta duracédo (44 horas de duracgéo)

Foram utilizados 36 coelhos da raca Nova Zelandia, machos, com peso
médio de 2.500 + 200g e idade média de oito semanas.

Eles receberam a racdo comercial Nutricoelhos e agua a vontade.

Os coelhos foram separados em seis grupos contendo seis animais em
cada um, distribuidos ao acaso, que receberam as substancias conforme
descrito abaixo:

Grupo 1: Racao (grupo controle).

Grupo 2: Ragao + Triton

Grupo 3: Racéo + Triton + Bixina a 30%
Grupo 4: Racéo + Triton + Bixina a 95%
Grupo 5: Racéo + Triton + Luteolina
Grupo 6: Racao + Triton + Apigenina

A hiperlipidemia foi induzida, administrando-se por via intraperitoneal,
Triton, na dose de 300 mg/kg de peso corporal, dissolvido em NaCl a 0,9%.

Ap6s 20 horas da administragdo do Triton, foram fornecidas as
substancias em estudo na dose de 10 mmol/kg de peso corporal, por via
intraperitoneal, utilizando-se o propileno glicol como veiculo.

Decorridos 24 horas dessas administracdes, foram coletados sangue
dos animais, na veia marginal da orelha. Em seguida, foram centrifugadas a
7100 x G, durante 15 minutos, para obtencéo do soro. As dosagens sorolégicas
foram efetuadas e os resultados expressos em mg/dL de Colesterol , Colesterol-
HDL e Triacilglicerdis.

Para todas as dosagens sorologicas dos constituintes, utilizou-se o Kit

Biolab.
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3.2.1 . Determinacéao do colesterol

A andlise colorimétrica do colesterol no soro obtido, baseou-se na
transformacao do colesterol esterificado em colesterol e acido graxos, mediado
pela colesterol esterase. O colesterol formado € oxidado pela colesterol oxidase
em colesten-4-ona-3, liberando agua oxigenada. Esta, juntamente com o fenol e
amino 4 antipirina, pela acdo da peroxidase, sao transformados no cromogénio

(que absorve em 500 nm) e em agua, segundo as equacdes:

Colesterol esterificado COIESErol esterase olegteral + Acido graxo

Colesterol-colesterol oxidase, . cojegterol-4-ona-3 + H,0,

peroxidase

2 H,0, + fenol + amino 4 antipirina » Cromogénio + 4 H,0

Para a dosagem, foi utilizado o equipamento 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 sangiiineos a serem analisados.

Apoés programado o0 equipamento, este promoveu a mistura da solucéo
mencionada acima com o0s determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado a 37°C e analisados em um comprimento de onda de
500nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucao
tampdo das enzimas com soro fisiolégico) e a comparou com a concentracao
padrdo existente, fornecendo o resultado em mg/dL de colesterol no soro
sanguineo.

A formula geral para a conversao da absorvancia na concentracdo em

mg/dL foi a seguinte:

AEJ.ITDSU&

—amsia ” [ nadrao]

Apadr ao

em que A = absorvancia
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3.2.2 . Determinacéao do triacilglicerol

A dosagem dos triacilgliceréis séricos foi feita por via inteiramente
enzimatica.

A lipase degrada os triacilglicerdis em glicerol e acidos graxos. O glicerol
obtido reagiu com ATP, em presenca da glicerolquinase, obtendo glicerol-3
fosfato e ADP. O glicerol-3 fosfato é oxidado a dihidroxiacetonafosfato, pelo
glicerol-3 fosfato 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 505nm), liberando
agua.

As equacdes foram as seguintes:

lipase

Triacilglicerol > glicerol + Acidos graxos

Glicerol + ATM»GHCHOI 3 fosfato + ADP

glicerol 3 fosfato
oxidase

Glicerol 3 fosfato » dihidroxiacetonafosfato + H,O,

peroxidase

2 H,O, + paraclorofenol + amino-4-antipirina »Ccromogeénio + 4 H,O

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

Apés programado o equipamento, este promoveu a mistura da solucao
mencionada acima com o0s determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado & 37°C e analisados em um comprimento de onda de 505
nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucao
tampdo das enzimas com soro fisiolégico) e a comparou com a concentracao
padrdo existente, fornecendo o resultado em mg/dL de triacilglicerol no soro

sanguineo.
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A formula geral para a conversao da absorvancia na concentracdo em

mg/dL foi a seguinte:

AEJ.ITDSU&

—amsia ” [ nadrao]

Apadr ao

em que A = absorvancia

3.2.3 . Determinacéao do colesterol-HDL

O método de dosagem se baseou na precipitacdo dos quilomicrons e
das lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e de baixa densidade (LDL)
contidos no soro a ser analisado, pela adicdo do &cido fosfotlngstico em
presenca do ion magnésio. O sobrenadante obtido por centrifugacédo contém as
lipoproteinas de alta densidade (HDL), cujo colesterol € determinado pelo

mesmo processo ja descrito na Dosagem do colesterol.

3.3 . Segundo ensaio biolbégico com duracao de 28 dias

Foram utilizados 48 coelhos da raca Nova Zelandia, com peso médio
variando de 1.550 + 100g e com idade de oito semanas a 2.200 + 100 apds
atingir doze semanas de idade.

Eles receberam a racdo comercial Nutricoelhos na propor¢cdo de 100
gramas diarias e agua a vontade.

Os coelhos foram separados em 8 grupos contendo 6 animais em cada
um, distribuidos ao acaso, recebendo as substancias conforme descritas abaixo:
Grupo 1: Racao (grupo controle).

Grupo 2: Racéo + Colesterol + Acido célico

Grupo 3: Racao + Colesterol + Acido célico + Bixina 95%

Grupo 4: Rac&o + Colesterol + Acido colico + Bixina 95% + Rutina
Grupo 5: Racéo + Colesterol + Acido colico + Bixina 95% + Quercetina
Grupo 6: Racéo + Colesterol + Acido colico + Rutina

Grupo 7: Racéo + Colesterol + Acido colico + Quercetina
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Grupo 8: Racao + Colesterol + Acido colico + Norbixina

A hiperlipidemia foi induzida, administrando-se, por via oral, Colesterol a
0,5% + Acido colico a 0,1% de peso da racgéo diaria.

O Colesterol + Acido colico foram ministrados todos os dias, juntamente
com aracao e as substancias a serem testadas.

As substancias em estudo foram fornecidas na dose de 10 mol/kg de
peso corporal, por via oral, em capsulas, utilizando o talco como veiculo.

No tempo zero e apds 28 dias com este tratamento, o sangue dos
animais foram coletados. Em seguida, foram centrifugados a 7.100 x G, durante
15 minutos, para obtencao do soro. As dosagens sorolégicas foram efetuadas e
obtidos os resultados em mg/dL de Colesterol , Colesterol — HDL,
Triacilglicerois, Creatinina, Proteinas Totais, Calcio, Uréia, Acido Urico, TGP e
TGO.

As andlises de colesterol, colesterol — HDL e triglicerideo foram feitas do
mesmo modo como descritas nas paginas 53,54 e 55. Os demais constituintes
serdo descritos nos testes de toxicidade aguda.

3.4 . Testes de toxicidade aguda

A realizacdo dos testes toxicologicos foi feita juntamente com o ensaio
de 28 dias descrito anteriormente. O efeito toxicoldgico das substancias foram
testadas dosando-se, no soro sangliineo, os constituintes quimicos Colesterol,
Colesterol-HDL, Triacilglicerdis, Creatinina, Proteinas Totais, Calcio, Uréia,

Acido Urico, TGP e TGO, presentes na circulacdo sangiiinea dos coelhos.

3.4.1 . Determinacgéo da creatinina

A determinacgdo cinética da creatinina sem a desproteiniza¢do consistiu
em medir o composto formado durante um minuto da reacao entre a creatinina e
0 acido picrico, em meio alcalino. O composto formado por esta reacao absorve

em um comprimento de 492 nm.
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Para a dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de
Bioquimica (Alizé). Foi colocado no equipamento uma solucéo alcalina contendo
0,4 mol/L de hidréxido de sédio com 50 mmol/L de fosfato de sodio, misturado
com igual volume a uma solucdo 8,8 mmol/L de acido picrico e separadamente
0S soros sanglineos a serem analisados.

Apos programado o0 equipamento, este promoveu a mistura da solucéo
mencionada acima com os determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado a 37°C e analisados em um comprimento de onda de
492nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucao
alcalina do acido picrico com soro fisiol6gico) e a comparou com a concentracao
padrao existente, fornecendo o resultado em mg/dL de creatinina no soro
sanguineo.

A formula geral para a conversao da absorvancia na concentracdo em

mg/dL foi a seguinte:

%ﬂra i

—amsia [ padrao]

Apadr ao

em que A = absorvancia
3.4.2 . Determinacéo de proteinas totais

As proteinas totais do soro foram dosadas colorimetricamente pelo
método do tipo Biureto, que consiste em complexar a proteina sais de cobre em
meio alcalino, formando um complexo de coordenacdo entre o ion cuprico e
quatro grupos NH das cadeias peptidicas, como esquematizado na figura 15.

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

Para a dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de
Bioquimica (Alizé). Foi colocado no equipamento uma solucéo alcalina de 245
mL contendo 0,2 mol/L de hidréxido de sédio, 5 g/L de iodeto de potassio e 9 g/L
de tartarato de sodio e potassio, misturado com 5 mL de uma solucdo 150 g/L

de sulfato de cobre e separadamente os soros sanglineos a serem analisados.
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Apoés programado o0 equipamento, este promoveu a mistura da solucéo
mencionada acima com o0s determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado a 37°C e analisados em um comprimento de onda de
545nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucao
alcalina de sulfato de cobre com soro fisiologico) e a comparou com a
concentracdo padrao existente, fornecendo o resultado em mg/dL de proteinas

totais do soro sanguineo.
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Figura 15 - Adicdo de ions cobre a proteina.

A férmula geral para a conversdo da absorvancia na concentragdo em

mg/dL foi a seguinte:

Aamostra

adréo

[ padréo]

em que A = absorvancia
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3.4.3 . Determinacgéo do célcio

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

O comprimento de onda utilizado para a anélise foi de 612nm.

Para a dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de
Bioquimica (Alizé). Foi colocado no equipamento separadamente, uma solucao
alcalina contendo 8 - hidroxiquinoleina, outra solucdo do indicador azul de
metiltimol e soros sangiiineos a serem analisados.

ApoOs programado 0 equipamento, este promoveu a mistura das
solugcbes mencionadas acima e os determinados soros, que foram incubados
por um tempo programado & 37°C e analisados em um comprimento de onda de
612 nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucao
alcalina e do indicador azul de metiltimol com soro fisiolégico) e a comparou com
a concentracao padrdo existente, fornecendo o resultado em mg/dL de calcio no
soro sanguineo.

A formula geral para a conversao da absorvancia na concentracdo em

mg/dL foi a seguinte:

Aarmstra e 10
Apadréo

3.4.4 . Determinacédo da uréia

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

reacoes:
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Uréia+ H,0—r€8% 5 5 NH, + CO,
glutamato desidrogenase

2 NH," + 2 alfa cetogiutarato + 2 NADH ———=225 2 glutamato + 2 NAD' + 2 H;0

O comprimento de onda utilizado foi de 340nm.

Para a dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de
Bioquimica (Alizé). Foi colocado no equipamento uma solugdo contendo 0,29
mmol/L de NADH, GLDH 3 1000U/I, Urease 2 5000 U/l e 0,4 mmol/L de ADAP,
solubilizados com um tampéao contendo 50 mmol/L de tris pH 8 e 4 mmol/L de a
cetoglutarato e separadamente os soros sangiiineos a serem analisados.

Apés programado o equipamento, este promoveu a mistura da solucao
mencionada acima com o0s determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado & 37°C e analisados em um comprimento de onda de
340nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucao
tampdo das enzimas com soro fisiolégico) e a comparou com a concentracao
padrao existente, fornecendo o resultado em mg/dL de uréia no soro sanguineo.

A férmula geral para a conversdo da absorvancia na concentragdo em

mg/dL foi a seguinte:

%ﬂra

—amosia * [ nadrao]

adréo

em que A = absorvancia
3.4.5 . Determinacéo do acido urico

O acido urico presente na amostra foi determinado por sua reacdo com
agua e oxigénio em presenca da enzima uricase, produzindo alantoina, gas
carbOnico e agua oxigenada. A dgua oxigenada por sua vez, reagiu com o acido
3,5 dicloro 2-hidroxibenzeno sulfdarico e amino 4 antipirina, numa reacao
catalisada pela peroxidase, fornecendo a quinoneimina, acido cloridrico e agua,

segundo as reacoes:

60



Adido Urico + 2 H,0 + 0,15 garioina + CO, + H,0,

H,0, + &cido 3,5 dicloro 2-idroxiberzeno siftrico + armino 4 antipirira PXON98E, o inonirrirg + HC + 2 HyO

O comprimento de onda utilizado foi de 520nm.

Para a dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de
Bioquimica (Alizé). Foi colocado no equipamento uma solu¢do contendo as
referidas enzimas, solubilizados com um tampéao pH 6,95 £+ 0,15 a 150 mmol/L e
separadamente os soros sangiiineos a serem analisados.

Apoés programado o0 equipamento, este promoveu a mistura da solucéo
mencionada acima com o0s determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado a 37°C e analisados em um comprimento de onda de
520nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucdo
tampdo das enzimas com soro fisiolégico) e a comparou com a concentracao
padrdo existente, fornecendo o resultado em mg/dL de &cido Urico no soro
sanguineo.

A formula geral para a conversao da absorvancia na concentracdo em

mg/dL foi a seguinte:

AEJ.ITDSU&

—amsia ” [ nadraol

adr&o

em que A = absorvancia
3.4.6 . Determinacgédo da transaminase glutamico piravico (TGP)

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

segundo as reacgoes:
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TGP

L-alanina + alfa cetoglutarato piruvato + L-glutamato

. +_LDH +
Piruvato + NADH + H L-lactato + NAD

A analise foi realizada em um comprimento de onda de 340nm.

Para a dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de
Bioquimica (Alizé). Foi colocado no equipamento uma solugdo contendo 0,18
mmol/L de NADH, LDH 3 1200U/I e 15 mmol/L de a cetoglutarato, solubilizados
com um tampao contendo 100 mmol/L de tris pH 7,5 com 500 mmol/L de L-
alanina e separadamente 0s soros sangiineos a serem analisados.

Apoés programado o0 equipamento, este promoveu a mistura da solucéo
mencionada acima com os determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado a 37°C e analisados em um comprimento de onda de
340nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucao
tampédo das enzimas com soro fisiolégico) e a comparou com a concentracao
padrdo existente, fornecendo o resultado em U/l de TGP no soro sanguineo.

A formula geral para a conversdo da absorvancia em U/l foi a seguinte:
U /| = absovéncia encontrada x 1746
3.4.7 . Determinacéo da transaminase glutdmico oxalacético (TGO)

A determinacgdo cinética da atividade da TGO se baseou na converséo
da L-alanina e a cetoglutarato em oxalacetato e L-glutamato, mediado por esta
enzima. O oxalacetato formado reagiu com NADH e o ion hidrénio, produzindo
L-malato e NAD", numa reacéo catalisada pela malato desidrogenase (MDH),

segundo as reacodes:

GOT,

L-alanina + alfa cetoglutarato oxalacetato + L-glutamato

+ MDH +
oxalacetato + NADH + H L-malato + NAD

A andlise foi realizada em um comprimento de onda de 340nm.
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Para a dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de
Bioquimica (Alizé). Foi colocado no equipamento uma solucdo contendo 0,18
mmol/L de NADH, LDH 3 1200U/I, MDH 3 500 U/l e 12 mmol/L de a-
cetoglutarato, solubilizados com um tampé&o contendo 80 mmol/L de tris pH 7,8
com 200 mmol/L de L-aspartato e separadamente os soros sangliineos a serem
analisados.

Apoés programado o0 equipamento, este promoveu a mistura da solucéo
mencionada acima com os determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado a 37°C e analisados em um comprimento de onda de
340nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucao
tampdo das enzimas com soro fisiolégico) e a comparou com a concentracao
padrdo existente, fornecendo o resultado em U/l de TGO no soro sanguineo.

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

U /| = absovancia encontrada x 1746

3.5 . Efeito de modificadores quimicos sobre a atividade de lipase

Os flavondides Luteolina e Apigenina e os corantes Bixina e Norbixina
foram testados em presenca de lipase.

A atividade enzimatica foi determinada através do método de CHERRY,
1932, utilizando-se o Kit enzimatico da Biobras, em presenca de éster de glicerol
(balbi 6,7 g/L; Lauril sulfato de sédio 5,8 g/L) como substrato a 25°C, em tamp&o
tris-HCI 12,1 g/L pH 8,55; azida sddica 0,5 g/L. As velocidades iniciais foram
determinadas pela liberacdo do croméforo a 412 nm. O estudo do efeito dos
modificadores quimicos foram realizados na presenca e auséncia dos
compostos Luteolina, Apigenina, Bixina e Norbixina. Variou-se a concentragao
destes modificadores em concentracbes fixas do substrato, onde a acéao
enzimatica foi acompanhada pela medida da absorvancia a 412 nm.

Foi feito uma solucdo com a concentracdo de 5 x 102 mol/L das

substancias a serem analisadas, sendo que a Luteolina, Apigenina e Bixina,
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foram solubilizadas com propileno glicol, enquanto a Norbixina com &gua
destilada.

O estudo cinético foi realizado marcando-se 3 tubos de ensaio, sendo
eles o branco (B), o controle (C) e os modificadores (M).

As ordens de entrada dos reagentes na reacdao de cor foi

criteriosamente seguida de acordo com o esquema abaixo:

REAGENTES | BRANCO | CONTROLE | BRANCOS DOS | MODIFICADORES
(B) © MODIFICADORES (M)
(BM)
Tampao 500 pL 500 L 500 pL 500 L
Solucéo de 25 L 25 uL 25 L 25 uL
lipase
(1 pg/mL)*
Inibidor 10 pL 10 pL 10 pL 10 pL
(PMSF 3,4
g/L)
Reagente de 50 pL 50 uL 50 pL 50 uL
cor+*
Substancias - - Variou-se o volume | Variou-se o volume
a serem de de
testadas 2-20 pL 2-20 pL

* A solucdo de lipase foi preparada dissolvendo-se 1 mg de lipase pancreatica
em 10 mL da solucédo tampao. Apos misturados, retirou-se 1 mL desta solucéo e
diluiu para 100ml com o tampéo.

** O reagente de cor € um solucdo de acetato de sédio 2,0 g/L; DTNB 1,2 g/L e
azida sodica 0,5 g/L.

Homogeneizou-se bem os tubos e incubou por 2 minutos em banho
maria a uma temperatura de 37 °C.

Adicionou-se o0 substrato apenas nos tubos controle e modificadores.
Homogeneizou bem e incubou-se por exatamente 30 minutos a uma
temperatura de 37 °C.

Em seguida adicionou-se 1000 pL de lauril sulfato de sodio a 8 g/L em
todos os tubos, para cessar a reacao.

Apés encerrada a reacdo, adicionou-se o substrato no tubo com o

branco, homogeneizou-se bem todos os tubos e efetuou-se imediatamente as
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leituras fotométricas em 412nm. O aparelho foi zerado com o branco preparado
como descrito acima.
Para que pudesse converter as unidades espectrofotométricas de lipase

em Ul, utilizou-se a seguinte férmula.

Lipase(UI ) = Abs. 1000;

Abs. = absorvancia do controle e dos modificadores.

3.6 . Testes estatisticos

Foram realizados experimentos casualizados onde se aplicou o teste de
Tukey (comparacdo entre as médias), teste de Dunnett (comparacdo de cada
grupo com o0S grupos controles) e teste F (comparacdo entre 0S Qrupos

controles).
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4 . RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 . Extracado e determinacdo dos constituintes quimicos do urucum

A composicdo quimica das sementes do Urucum Fruto Verde Piloso e
Fruto Vermelho sdo mostrados no Quadro 3. De acordo com os resultados
apresentados podemos observar que os teores de cinzas, célcio, ferro,
manganés, cloretos, gorduras, carboidratos sollveis redutores, carboidratos
sollveis ndo redutores, carboidratos sollveis totais e proteinas foram superiores
para o Fruto Verde Piloso, do que para o fruto vermelho.

Os teores de bixina destes dois frutos apresentaram valores entre 3,1%
e 4,8%, sendo proporcionais aos resultados quando comparados com os obtidos
por DENDY (1996), que encontrou em torno de 4% de bixina em diferentes
cultivares e por FERREIRA e FALESI (1995), estudando o cultivar Branca
encontraram 2,6%, apresentam-se uma diferenca maior em relacdo ao Fruto
Vermelho.

Os resultados obtidos da concentracdo de proteinas (13%) do fruto
verde piloso s&o praticamente iguais aos obtidos por ANGELLUCI et al. (1980),
gue obteve em torno de 12,82% para a Bixa orellana da variedade vermelha e
aos obtidos por OHASHI et al. (1982), que foram em torno de 13,5%.

Teores de carboidratos solluveis totais (48 mg/g) sédo similares aos

obtidos por ANGELLUCI et al. (1980), que obtiveram em torno de 47,90%.
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Os valores obtidos para minerais de modo geral foram relativamente
baixos, possivelmente devido a fixagdo de maior quantidade de nutrientes na
casca do urucum e nao nas sementes (FERREIRA e FALESI, 1995).

Quadro 3 - Composicdo quimica de duas variedades* de urucum quanto aos
teores de umidade, cinzas, minerais, carboidratos, proteinas e
bixina.

Composicao quimica Fruto verde piloso  Fruto vermelho

Umidade 12,50 g % 12,70 g %
Cinzas 4,309 % 4,209 %
Célcio 1,059 % 1,04 g %
Fosforo 0,0023 g % 0,0025 g %
Ferro 0,2575g9 % 0,2466 g %
Manganés 14,30 mg % 13,80 mg %
Cloretos 1,499 % 1,459 %
Extrato etéreo 79 % 6,59 %
Carboidratos acidos digeriveis 27 g % 27,59 %
Carboidratos redutores 31,66 mg/g 30,00 mg/g
Carboidratos nao redutores 16,34 mg/g 15,00 mg/g
Carboidratos totais 48 mg/g 47,5 mg/g
Proteinas 139 % 119 %
Bixina 3,10 mg % 4,80 mg %

*Variedades desenvolvidas na UFV.

A identificacdo de Bixina e dos compostos flavonodides por UV (ultra-

violeta), IV (infra-vermelho),

hidrogénio encontra-se a seguir.

RMN (ressonancia magnética nuclear) de

4.1.1 . Espectrometria dos constituintes do urucum

1. BIXINA

UV | T (nm) =502 (LOG E 4,49); 471 (4,46); 416 (4,35).
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IV n (cm™) = (3300, 1725, 1660, 1615, 1575, 1430, 1290, 1260, 1165, 1010,
965).

RMN * H (80 mz CDCl; d):

1,98(12 H) LARGO (4 X CHa); 3,77 (3H), OCHs. 6,75 (10H); 5,89 (2H); 7,41
(1H); 7,98 (1H)

2. 7-O-GLICOSIL APIGENINA

uv |g?'fd3(nm) = MeOH 268, 332; NaOMe 245, 268, 301, 386; AlCIl; 276, 300,

347, 387; AICl; + HCI 277, 298, 341, 382; NaOAc 256, 267, 355, 387, NaOAC +
H3BO; 267, 340.

IV n (cm™) = 3500-3000, 1665, 1600 1500, 1450, 1350, 1300, 1250, 1200, 850,
810.

RMN ' H — H-2' e H-6 (7,7); H-3' E H-5' (6,85); H-8 (6,65); H-6 (6,3): H-3 (6,35);
GLICOSIL H-1 5,0/3,9-3,3 (6H).

3. 7-O-GLICOSIL LUTEOLINA

Glicosil-O

68



uv |g?'fd3(nm) = MeOH 255, 267; NaOMe 263, 300, 394; AICl; 274, 298, 329,

432; AICI3/HCI 273, 294, 358, 387; NaOAc 259, 266, 365, 405, NaOAc/HsBO3
259, 372.

IV n (cm™) = 3500-3000, 1660, 1590 1510, 1445, 1350, 1300, 1255, 1190, 850,
800.

RMN ' H — H-6' (7,45); H-2' (7,3); H-5' (6,90); H-8" (6,70); H-3 (6,40); H-6 (6,35);
GLICOSIL H-1 5,0/3,9-3,3 (6H).

RMN %2 C (d) — C-2 164,5; C-3 103,3; C-4 182,2; C-5 162,1; C-6 99,2; C-7 164,7;
C-8 94,2 C-9 157,9; C-10 104,2; C-1’ 122,1; C-2' 113,8; C-3' 146,2; C-4' 150,1;
C-5' 116,4; C-6' 119,3.

4.2 . Primeiro ensaio biolégico de curta duracéo (44 horas de duracdao)

O experimento foi realizado com um delineamento inteiramente ao
acaso, tendo seis grupos contendo seis animais em cada (seis repeticoes),
avaliados 43 horas ap6s o fornecimento do triton.

Os tratamentos foram constituidos por dois grupos controles, sendo que
um grupo recebeu somente racdo e o outro ragcdo + triton (substancia usada
para induzir a hiperlipidemia), e por outros 4 grupos testes que receberam racéo
+ triton e as seguintes substancias: o corante bixina a 30% de pureza, bixina a

95% e os flavondides luteolina e apigenina, todas encontradas no urucum.
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Quadro 4 - Valores médios do colesterol total (xerro-padrdo) no soro sangiineo
de coelhos, avaliados apds trés dias de tratamento e seus
respectivos percentuais de variacdo em relacdo a racdo e racao +

triton.
% de variacdo em relacéo a:
Tratamentos Colesterol total (mg/dL)
Racéao Racao + Triton

1 - Ragéo (R) 76,16 + 2,78
2 - R + Triton (T) 676,04 £ 43,15 787,66 #
3-R + T + bixina 30% 258,73 +42,01 b 239,72 * -61,73 *
4 -R + T + bixina 95% 417,44 + 23,80 a 448,11 * -38,25 *
5-R + T + luteolina 320,54 +41,29ab 320,88 * -52,59 *
6 - R+ T + apigenina 338,81 +21,67ab 344,87 * -49,88 *

Médias Seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).
DMS Dunnett = 84,10 mg/dL.

# Estatisticamente diferente do grupo-controle (ragcéo) pelo teste F (P<0,05)

Com relacdo a analise dos constituintes sanguineos deste ensaio, 0
quadro 4 nos mostra que o grupo controle, tratado com triton (grupo 2), elevou
em 787,66% o nivel de colesterol em relacdo ao grupo tratado apenas com
racao (grupo 1), sendo este valor estatisticamente diferente pelo teste F (P <
0,05). Com relacdo aos grupos que receberam as substancias em estudo, todos
obtiveram uma reducéo consideravel em relacdo ao grupo tratado com racao e
triton. O melhor resultado foi obtido com a bixina a 30%, que teve uma reducao
de 61,73%. Os animais que receberam a apigenina e a luteolina obtiveram
valores estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (P > 0,05), que foram
respectivamente, 49,88% e 52,59% e a bixina a 95% obteve o menor resultado,
38,25%.
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Quadro 5 - Valores médios de triacilglicerois (xerro-padrédo) no soro sangiineo
de coelhos, avaliados apos trés dias de tratamento tratamento e
seus respectivos percentuais de variacdo em relacdo a ragcdo e
racao + triton.

% de variacdo em relacéo a:

Tratamentos Triacilgliceréis (mg/dL)
Racao Racao + Triton

1 — Racéo (R) 179,45+ 8,18
2 - R + Triton (T) 1.501,82 + 95,36 736,90
3-R + T + bixina 30% 170,25+ 22,11 b -5,13 -88,66 *
4 -R + T + bixina 95% 1.694,00+ 27,37a 844,00* 12,60 *
5-R + T + luteolina 1.530,38+ 51,83a 752,82* 1,90
6 - R+ T + apigenina 1.586,03 +109,35a 783,83 * 5,61

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).
DMS Dunnett = 166,68 mg/dL.

# Estatisticamente diferente do grupo-controle (ragcéo) pelo teste F (P<0,05)

O quadro 5, por sua vez, nos mostra que o0 grupo controle tratado com
triton, elevou em 736,90% o nivel de triacilglicerol em relacdo ao grupo tratado
apenas com ragao, sendo este valor estatisticamente diferente pelo teste F (P <
0,05). Com relacdo aos grupos que receberam as substancias em estudo,
apenas o tratado com bixina a 30%, reduziu significativamente o nivel de
triacilglicerol em relacé&o ao grupo tratado com racéo e triton, sendo este valor de
88,66% e estatisticamente diferente pelo teste de Dunnett (P<0,05). Os outros
trés tratamentos tiveram valores estatisticamente iguais pelo teste de Tukey
(P>0,05) e elevaram o nivel de triacilglicerol em 1,90% para a luteolina, 5,61%
para a apigenina e 12,60 para a bixina a 95%, sendo este ultimo
estatisticamente diferente do grupo tratado com racéo e triton, pelo teste de
Dunnett (P<0,05).

A reducéo do triacilglicerol no soro dos animais que receberam bixina a

30% foi de 5,13% quando se comparou 0 grupo 3 com 0O grupo 1, que sO

71



recebeu racdo, sendo estes valores estatisticamente iguais pelo teste de
Dunnett (P<0,05) (quadro 5).

Quadro 6 - Valores médios de colesterol-HDL (+erro-padréo) no soro sanguineo
de coelhos, avaliados apds trés dias de tratamento e seus
respectivos percentuais de variacdo em relacdo a racdo e racao +

triton.
% de variacdo em relacéo a:
Tratamentos Colesterol-HDL
(mg/dL)
Racao Racao + Triton

1 - Ragéo (R) 40,71 + 5,14
2 - R + Triton (T) 57,64 + 8,64 41,60#
3-R + T + bixina 30% 39,17 £ 5,08c -3,78 -32,05
4 - R + T + bixina 95% 82,14 £ 13,34 b +101,79 * +42,50 *
5-R + T + luteolina 69,83 + 13,80 bc +71,54 * +21,14
6 - R+ T + apigenina 219,99+1,82a +440,40 * +281,63 *

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).
*Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).
DMS Dunnett = 164,66 mg/dL.

# Estatisticamente diferente do grupo-controle (racdo) pelo teste F (P<0,05)

Ja o aumento provocado pelo triton no colesterol-HDL foi de 41,60% em
relacdo ao grupo controle tratado apenas com racdo, sendo este valor
estatisticamente igual pelo teste F (P<0,05), como mostrado no quadro 6.

Os altos niveis de colesterol-HDL reduzem os riscos de cardiopatias
coronarias. Seu efeito € oposto ao do colesterol-LDL. Nas populacdes em que
sdo altas as concentracdes tanto de LDL como de colesterol-HDL, os individuos
com niveis menores de HDL estdo mais expostos a cardiopatias coronarias. As
particulas de HDL facilitam o transporte de colesterol dos tecidos periféricos ao
figado para a sua excrecao (FUENTES, 1998).
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Com relacdo a esta informacéo, os grupos que apresentaram melhores
resultados foram os tratados com bixina a 95% e os tratados com apigenina,
que aumentaram os indices de colesterol-HDL em relacdo ao grupo tratado com
racao e triton, nos respectivos valores de 42,50% e 281,63%, de acordo com o
guadro 6, sendo estes valores estatisticamente significativos entre si pelo teste
de Tukey (P>0,05) e estatisticamente diferentes ainda do grupo 2, pelo teste de
Dunnett (P<0,05).

Os animais tratados com luteolina obtiveram um aumento de 21,14 %
em relacdo ao grupo 2, sendo que nado houve diferenca significativa em relacao
ao teste de Dunnett. Eles foram diferentes em relagcdo ao grupo tratado com
apenas racao, sendo o aumento de 71,54%.

J& para a bixina a 30%, obteve-se uma reducéo de 32,05%, sendo que
este valor ndo foi estatisticamente significativo em relacdo ao grupo controle
(racdo + triton), pelo teste de Dunnett, voltando com o nivel de colesterol-HDL
destes animais proximo ao nivel normal, referente ao dos animais tratados
apenas com racao, como mostrado no quadro 6.

Pode-se observar também no quadro 6 que os valores obtidos pelos 4
grupos tratados com as substancias em estudo, obtiveram as médias
diferenciadas entre si, pelo teste de Tukey.

O triton foi usado neste experimento e tem sido usado como um modelo
para estudar o metabolismo lipidico desde a descoberta de que o Triton WR
1339 causa hiperlipidemia em animais experimentais, por funcionar como um
detergente (KELLNER et al. (1951); SCANNU (1965) e RECKNAGEL (1967)).

Tem sido pesquisado que o Triton também pode ser usado por causa do
seu envolvimento no catabolismo de triacilgliceréis. Segundo estes estudos,
este detergente pode inibir a lecitina colesterol acil transferase, uma enzima que
€ considerada responsavel pela formacédo de uma maior quantidade de ester de
colesterol no plasma, e o triton pode também inibir acdo da lipase lipoproteica
(ISHIKAWA e FIDGE, 1979).

Com os resultados apresentados, podemos dizer que a substancia que
obteve um melhor efeito foi a bixina a 30%, sendo a mais eficiente na reducéao
do colesterol total e triacilglicerdis.

Para poder explicar a grande diferenca entre os resultados obtidos pela

bixina a 30% e a bixina 95%, acredita-se que a primeira, por ndo estar tdo pura
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como a outra, contenha outras substancias, como até mesmo os flavonoides
luteonina e apigenina (que foram determinados na extracdo da semente do
urucum), possam ter aumentado o sinergismo da mesma quando associados.

Foi verificado porém que corantes naturais tem efeitos hipolipidémicos e
antioxidantes, podendo interferir nas condicbes diabéticas como foi mostrado
em estudos realizados por BABU e SRINIVASAN, 1995. Eles mostraram a
influéncia de curcumina 0,5% e colesterol 1% misturado a dieta de ratos normais
diabéticos. Estes ratos foram alimentados durante 8 semanas, excretando, 0s
animais, menores quantidades de albumina, ureia, creatinina e fésforo
inorganico (Pi).

Outro grupo experimental, neste estudo foi constituido por animais
normais e diabéticos, como mostrado a seguir:
Animais normais
G; - Racédo; G, — Racdo + curcumina; Gs3 — Ragao + colesterol; G4, — Racédo +
colesterol + curcumina
Animais diabéticos
Gs - Racédo; Gg — Racdo + curcumina; G; — Ragao + colesterol; Gg — Racédo +
colesterol + curcumina

Foi observado que a administracdo de curcumina nao alterou a
glicosuria em ratos experimentais. Os ratos diabéticos excretaram excesso de
albumina, uréia e creatinina, quando comparados aos ratos normais. A excrecao
de albumina, uréia, creatinina, foi significativamente menor nos ratos
alimentados com curcumina.

A alta excrecao de Pi foi 3 vezes superior em animais diabéticos do que
nos animais diabéticos que receberam curcumina.

Por este estudo verificou-se que a curcumina interfere na condicao
diabética pela sua acao hipolipidémica e antioxidante (BABU et al., 1995).

A acédo da luteonina e apigenina pode ser explicada pela existéncia de
dupla ligacédo entre os carbonos 2 e 3 e pelos grupos hidroxila nos anéis A e B,
sendo eles responséaveis pela protecdo contra radicais livres e a¢des inibidoras
da peroxidacéo lipidica, como foi mencionado nas propriedades biolégicas dos
flavondides, promovendo assim a reducdo nos niveis lipidicos (HUSAIN et al.,
1987).
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Possivelmente, os efeitos creditados a bixina sejam, também, devidos a

presenca das duplas ligacdes consecutiva em sua estrutura.

4.3 . Segundo ensaio bioldégico com duracao de 28 dias

O experimento foi realizado com um delineamento inteiramente ao
acaso, tendo-se seis grupos como descritos em materiais e métodos, contendo
seis animais em cada um (seis repeticdes), avaliados os niveis sorologicos dos
constituintes bioguimicos no tempo zero e apos 28 dias de tratamento.

Os tratamentos foram constituidos por dois grupos controles, sendo um
grupo alimentado s6 com racdo e o outro com racao + colesterol + acido cdlico,
e por outros 6 grupos que receberam as seguinte substancias: o corante bixina
a 95% de pureza, bixina a 95% + rutina, bixina a 95% + quercetina, rutina,
guercetina e norbixina.

Os quadros 7, 8 e 9 apresentam o0s resultados do peso inicial, final e o
ganho de peso,com seus respectivos erros-padrdes, dos coelhos avaliados no
periodo experimental de 28 dias e tratados com bixina, quercetina, rutina e

norbixina.
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Quadro 7 - Valores médios dos pesos iniciais (xerro-padrdo) dos coelhos

% de variacdo em

Tratamentos Peso inicial relacéo a:
(Kg)
Ragéao Ragéao
+ CAC
1 - Ragéo (R) 1,642 + 0,034
2 — R + Colesterol + Acido cdlico
(CAC) 1,596 + 0,013 -2,80
3 — CAC + bixina 1,541 £ 0,035 a -6,15 -3,45
4 — CAC + bixina + rutina 1,558 £ 0,030 a -5,12 -2,38
5 — CAC + bixina + quercetina 1,448 + 0,070 a -11,81 -9,27
6 — CAC + rutina 1,605 + 0,066 a -2,25 +0,56
7 — CAC + quercetina 1,501 £ 0,040 a -8,59 -5,95
8 — CAC + norbixina 1,518 £ 0,044 a -7,55 -4,89

DMS do teste de Dunnett a 5% de probabildiade = 0,167.
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Quadro 8 - Valores médios dos pesos finais (terro-padrdo) dos coelhos
avaliados aos 28 dias

% de variacdo em

Tratamentos Peso final relacéo a:
(Kg)
Racdo Racéao +

CAC
1 - Racéo (R) 2,288 £ 0,044
2 — R + Colesterol + Acido célico 2,234 + 0,022 -2,36

(CAC)

3 — CAC + bixina 2,264 £ 0,046 a -1,05 +1,34
4 — CAC + bixina + rutina 2,160 £ 0,042 a -5,59 -3,31
5 — CAC + bixina + quercetina 2,137 £ 0,057 a -6,60 -4,34
6 — CAC + rutina 2,192 + 0,100 a -4,20 -1,88
7 — CAC + quercetina 2,159 + 0,060 a -5,64 -3,36
8 — CAC + norbixina 2,158 + 0,055 a -5,68 -3,40

DMS do teste de Dunnett a 5% de probabilidade = 0,212.
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Quadro 9 - Valores médios do ganho de peso (terro-padrdo) dos coelhos,
avaliados aos 28 dias

% de variacdo em relacéo
Tratamentos Ganho de peso a

(Kg)
Racéao Racao + CAC

1 - Racédo (R) 0,646 + 0,031
2 - R + Colesterol + Acido célico
(CAC) 0,638 + 0,027 -1,24

3 — CAC + bixina 0,723 +0,025a +11,92 +13,32
4 — CAC + bixina + rutina 0,602 + 0,031 a -6,81 -5,64
5 — CAC + bixina + quercetina 0,648 + 0,025 a +0,31 +1,57
6 — CAC + rutina 0,587 £ 0,044 a -9,13 -7,99
7 — CAC + quercetina 0,658 + 0,028 a +1,86 +3,13
8 — CAC + norbixina 0,639 £ 0,044 a -1,08 +0,16

DMS do teste de Dunnett a 5% de probabilidade = 0,121.

Pelos resultados apresentados nas tabelas 7, 8 e 9, observou-se para
0S pesos iniciais, finais e ganho de peso que nao houve diferenca significativa
pelo teste F, entre o0s grupos-controles. Ndo houve também diferenca
significativa entre os grupos tratados e nem entre cada grupo tratado e cada
grupo controle, pelo teste de Dunnett.

Os resultados obtidos, para colesterol total, colesterol-HDL e
triacilglicer6is, no soro sangiineo de coelhos, da raca Nova Zelandia,
hipercolesterolémicos, sao apresentados nos quadros 10, 11 e 12, expressos

em mg/dL, com suas respectivas porcentagens de variagoes.
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Quadro 10 - Valores médios do colesterol total (+erro-padréo) no soro sangiineo
de coelhos, avaliados aos 28 dias e seus respectivos percentuais
de variacdo em relacéo a racao e ragao + colesterol + 4cido célico

% de variacdo em relacéo a:

Tratamentos Colesterol (mg/dL)
Racao Racao + CAC

1 — Racgéo (R) 138,33+ 17,87
2 — R + Colesterol +

Acido célico (CAC) 1.590,40 + 136,75 1049,71 #
3 — CAC + bixina 890,20 + 144,83 b 543,53 * -44,03 *
4 — CAC + bixina + rutina  1.054,02+ 58,04ab 661,96 * -33,73 *
5 — CAC + bixina +

guercetina 1.433,40 £ 119,20 a 936,22 * -9,87
6 — CAC + rutina 1.044,08+ 72,35ab 654,77 * -34,35 *
7 — CAC + quercetina 1.032,67 £ 59,84 ab 646,53 * -35,07 *
8 — CAC + norbixina 1.187,26 + 195,54 ab 758,28 * -25,35 *

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

*  Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett
(P<0,05).

DMS Dunnett = 306,48 mg/dL.

# Estatisticamente diferente do grupo-controle (ragcéao) pelo teste F (P<0,05)

De acordo com os resultados obtidos no quadro 10, o indice de
colesterol no grupo 2 (racdo + colesterol + acido colico) teve um aumento de
1049,71% em comparagcdo com 0 grupo controle que recebeu apenas racéo,
sendo este valor estatisticamente significativo pelo teste F. Houve uma reducéo
no nivel de colesterol, em relacdo ao grupo tratado com racéo, colesterol e acido
cllico, sendo que o tratamento com bixina + quercetina nao foi significativo
(9,87% de reducao) pelo teste de Dunnett. Os tratamentos realizados com bixina
+ rutina (-33,73%), rutina (-34,35%), quercetina (-35,07) e norbixina (-25,35%),
nao diferiram entre si 0s seus valores pelo teste de Tukey. O melhor resultado
porém foi de 44,03% de reducao, atribuido ao grupo tratado com a bixina a 95%

de pureza, sendo este valor estatisticamente significativo em relacdo aos outros
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tratamentos, pelo teste de Tukey e em relacdo ao controle (racdo + acido célico

+ colesterol), pelo teste de Dunnett, como mostrado no quadro 10.

Quadro 11 - Valores médios de triacilgliceréis (terro-padrao) no soro sanguineo
de coelhos, avaliados aos 28 dias e seus respectivos percentuais
de variacdo em relacéo a racao e ragao + colesterol + 4cido célico

% de variacdo em relacao a:

Tratamentos Triacilgliceréis
(mg/dL)
Racéao Racado + CAC

1 - Racédo (R) 113,78 + 19,52
2 — R + Colesterol +

Acido colico (CAC) 266,72 + 60,96 134,42 #
3 — CAC + bixina 228,79 +29,21ab 101,08 * -14,22
4 — CAC + bixina + rutina 202,26 £ 13,22 ab 77,76 * -24,17
5 - CAC + bixina +

guercetina 162,90 £ 16,66 b 43,17 -38,92 *
6 — CAC + rutina 169,19+ 23,99 b 48,70 -36,57 *
7 — CAC + quercetina 153,30+ 8,73 Db 34,73 -42,52 *
8 — CAC + norbixina 292,32 £ 25,22 a 156,92 * 9,60

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

* Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).
DMS Dunnett = 77,51 mg/dL.

# Estatisticamente diferente do grupo-controle (racdo) pelo teste F (P<0,05)

O quadro 11 mostra um aumento de 134,42% no nivel de triacilglicerois
no grupo controle tratado com racdo + colesterol + &cido colico, em relacdo ao
tratado apenas com ragao, sendo este valor estatisticamente significativo pelo
teste F. Houve reducdo em todos os tratamentos em comparagcdo com 0 grupo
controle (racéo + colesterol + &cido cdlico), com excec¢ao do grupo tratado com
norbixina, que teve um aumento de +9,60% no nivel de triacilglicerol, sendo o
valor obtido, estatisticamente igual se comparado com 0 grupo controle

mencionado. Os tratamentos que diferiram deste controle em relacdo ao teste
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de Dunnett foram o da rutina (-36,57%), bixina + quercetina (-38,92%) e o da
guercetina (-42,52%), sendo estas reducdes iguais entre si pelo teste de Tukey.
Os tratamentos feitos com bixina e bixina + rutina ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey, cuja reducédo foi respectivamente iguais a 14,22% e 24,17%, nao
havendo diferenca significativa em relacdo ao do grupo controle tratado com

racao + colesterol + acido célico, pelo teste de Dunnett.

Quadro 12 - Valores médios de Colesterol-HDL (xerro-padrdo) no soro
sanguineo de coelhos, avaliados aos 28 dias e seus respectivos
percentuais de variacdo em relacdo a racao e racao + colesterol
+ acido cdlico

% de variacdo em relagéo a:

Tratamentos Colesterol-HDL
(mg/dL)
Racéao Racgédo + CAC

1 - Racéo (R) 47,96 £+ 2,96
2 — R + Colesterol +

Acido colico (CAC) 155,17 + 9,93 223,54 #
3 — CAC + bixina 137,43+ 8,71a 186,55* -11,43
4 — CAC + bixina + rutina 160,03 +19,96 a 233,67 * 3,13
5 — CAC + bixina + 133,77 +17,01a 178,92* -13,79

guercetina
6 — CAC + rutina 173,42 +1353a 261,59* 11,76
7 — CAC + quercetina 13451+ 3,83a 180,46* -13,31
8 — CAC + norbixina 131,55+21,84a 174,29* -15,22

Médias Seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

* Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett
(P<0,05).

DMS Dunnett = 37,25 mg/dL.

# Estatisticamente diferente do grupo-controle (racéo) pelo teste F (P<0,05)

Ja o nivel de Colesterol-HDL do grupo tratatado com racdo + colesterol
+ &cido cdlico, teve um aumento de 223,54% em relacdo ao grupo 1, de acordo

com o quadro 12. As médias obtidas pelos tratamentos com as substancias néo
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diferiram entre si pelo teste de Tukey, sendo que nenhum deles obteve uma
diferenca estatisticamente significativa em comparacdo com 0 grupo 2
(colesterol + &cido cdlico + colesterol). Em contrapartida, o aumento foi
significativo se compararmos com o grupo 1 (racéo), pelo teste de Dunnett.

Estes valores mostram que os melhores resultados foram conferidos aos
flavondides rutina e quercetina, uma vez que elas reduziram significativamente
0s niveis de colesterol e triacilgliceréis, em relacdo ao grupo hiperlipidémico
tratado com racao + colesterol + 4cido cdlico, mantendo estatisticamente igual o
nivel alto de Colesterol-HDL, em comparacdo com este grupo controle, pelo
teste F.

Para explicar o mecanismo de acdo de alguns flavondides,
pesquisadores tém demonstrado diversos dos seus efeitos biolégicos.

Tem-se verificado que os flavonéides sdo habeis em inibir as enzimas
envolvidas no metabolismo do &cido araquiddnico, tais como lipoxigenase e
ciclooxigenase (GRYGLEWKI et al.(1987), DE WHALLEY et al. (1990) e
LAUGTHON et al. (1991)). O &cido araquidbnico € um &cido graxo insaturado
gue serve como precursor de prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e
leucotrienos. Todos estes sdo potentes mediadores no controle de uma série de
processos no corpo. Nos passos da formacdo desses compostos, 0sS
intermediarios prostaglandinas (G;) e prostaglandina endoperéxido (PGG;) sédo
formadas pela acdo da enzima prostaglandina-endoperéxido sintetase, um
complexo enzimatico contendo ciclooxigenase e peroxidase. A ciclooxigenase
produz PGG,, tendo como substrato o 4cido araquiddnico e a peroxidase produz
PGH, a partir de PGG,. Durante a atividade da peroxidase, radicais organicos
livres sdo produzidos, com os quais ddo a formacao de intermediarios de
oxigénio reativo e a peroxidacao lipidica patologica.

Flavondides também tém uma variedade de papéis em células de
mamiferos. Muitos possuem atividade antioxidante, antialérgica e anti-
hemorragica. Eles também inibem diversas enzimas como as fosfolipases,
ciclooxigenase, lipoxigenase, aldose redutase (GOKER et al., 1995 e FOURIE et
al., 1984).

KELLIS e VICKERY (1984), mostram o efeito de flavondides sobre
enzimas, tais como estrogénio sintetase citocromo p-450 que catalisa a

conversdo de androgénio para estrogénio. Diversos flavondides tém acéo
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inibidora sobre a aromatizacdo da androstenediona para estrona e de
testosterona para estradiol. Segundo estes pesquisadores, os flavonoides
podem competir com os esterdides e sua interagdo com certas monoxigenases
alteram o metabolismo dos horménios esteroidais. Esta acdo € importante, visto
que os glicocorticoides aumentam a taxa de mobilidade de gordura pelo
aumento da permeabilidade da membrana celular.

Estudos de mecanismo de acéo realizadas por outros pesquisadores
mostram que os flavondides sdo capazes de aumentar a atividade da lipase.

Esta enzima hidrolisa os triacilgliceréis (LIMA et al., 1999).

4.4 . Testes de toxicidade aguda

Nos quadros 13, 14, 15, 16, 17, 18 e 19, estéo representadas as médias
relativas aos niveis de uréia, creatinina, acido Urico, proteinas, calcio e as
enzimas transaminase glutamico pirdvico (TGO) e transaminase glutamico
oxalacético (TGO), avaliadas no soro dos coelhos hiperlipidémico, que
receberam as substancias bixina, bixina + rutina, bixina + quercetina, rutina,
quercetina e norbixina, ap6s 28 dias de tratamento, comparando-0S com 0S

niveis dos controles.
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Quadro 13 - Valores médios de Uréia (xerro-padrdo) no soro sangiineo de
coelhos, avaliados aos 28 dias e seus respectivos percentuais de
variacdo em relacéo a racdo e racao + colesterol + acido célico

% de variacdo em relacéo a:

Tratamentos Uréia (mg/dL)
Racéao Racao + CAC

1 - Ragéo (R) 38,60 £ 1,55
2 — R + Colesterol + Acido

colico (CAC) 27,03 £ 1,06 -29,07 #
3 — CAC + bixina 26,70+154a -30,83* -1,22
4 — CAC + bixina + rutina 27,07+£1,36a -29,87* 0,15
5 — CAC + bixina +

guercetina 2548 +0,85a -33,99* -5,73
6 — CAC + rutina 2483+121a -3567* -8,14
7 — CAC + quercetina 2584+130a -33,06* -4,40
8 — CAC + norbixina 26,77+1,48a -30,65* -0,96

Médias Seguidas de mesma letra minascula nédo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

*Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).
DMS Dunnett = 3,52 mg/dL.

# Estatisticamente diferente do grupo-controle (racéo) pelo teste F (P<0,05)

De acordo com o quadro 13, houve uma reducéo de 29,07% de uréia do
grupo 2 em relagdo ao grupo 1, sendo este valor estatisticamente significativo
pelo teste (F). Os grupos tratados com as substancias em estudos, néo
obtiveram uma diferenca significativa ente si pelo teste de Tukey, mas foram
estatisticamente significativos em relagéo ao grupo 1 pelo teste de Dunnett.

Comparando-se o grupo 2 com os grupos 3,4, 5, 6, 7 e 8, observou-se
gue estes obtiveram os valores de —1,22%, +0,15%, -5,73%, -8,14%, -4,40% e —
0,96%, respectivamente, sendo que ndo houve diferenca significativa pelo teste
de Dunnett.

Sendo o figado o 6rgdo de formacdo da uréia, a reducdo de sua

concentracdo no soro sanguineo, provavelmente pode ter sido ocasionada pelo
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aumento substancial do nivel de colesterol no sangue, sendo que o figado é
também o local de degradacéo do colesterol.

Em mamiferos, pela desaminacdo dos aminoacidos ha liberacdo de
amonia, que pelo ciclo da uréia no figado, esta amonia € convertida em uréia,
gue é a sua principal forma de excrecao do nitrogénio. Ja para os coelhos, por
ser um herbivoro, ndo tem microorganismos no estbmago e no intestino
delgado, sendo que no intestino grosso ha uma grande populacdo de
microorganismos com atividade proteolitica que podem utilizar o amoniaco e a
uréia, como fonte de nitrogénio (CHEEKE, 1995).

Quadro 14 - Valores médios de Creatinina (xerro-padrdo) no soro sanguineo de
coelhos, avaliados aos 28 dias e seus respectivos percentuais de
variacdo em relacdo a racdo e racao + colesterol + acido célico

% de variacdo em relagéo a:

Tratamentos Creatinina (mg/dL)
Racéao Ragédo + CAC

1 - Ragéo (R) 1,17 £ 0,05
2 — R + Colesterol +

Acido cdlico (CAC) 1,32 + 0,06 12,82
3 — CAC + bixina 1,15+ 0,08 a -1,71 -12,88 *
4 — CAC + bixina + rutina 1,27 £+ 0,08 a 8,55 -3,79
5 — CAC + bixina +

guercetina 1,19+£0,02 a 1,71 -9,85
6 — CAC + rutina 1,27 +0,05 a 8,55 -3,79
7 — CAC + quercetina 1,36 + 0,04 a 16,24 * 3,03
8 — CAC + norbixina 1,28 +0,03 a 9,40 -3,03

Médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

* Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett
(P<0,05).

DMS Dunnett = 0,15 mg/dL.
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Observando-se o0 quadro 14, nota-se que os valores referentes aos
grupos 3, 4, 5, 6, 7 e 8, ndo houve diferenca significativa entre si pelo teste de
Tuckey, sendo que o grupo 7 (tratado com quercetina), diferiu em relacdo ao
grupo controle (1) de acordo com o teste de Dunnett, obtendo um aumento de
16,24% e o grupo 3 (tratado com bixina), reduziu em 12,88% o nivel de
creatinina se comparado com o grupo 2, sendo esta reducdo estatisticamente
significativa também pelo teste de Dunnett.

De um modo geral, pode-se dizer que ndo houve uma variacéo
significativa nos niveis de creatinina no soro sanguineo.

A creatinina é formada nos animais a partir da arginina. Pode acumular
no musculo e € reservatorio de grupos fosfatos. Seus niveis sédo alterados

principalmente em insuficiéncia renal e obstrucéo urinaria (LIMA et al., 1985).
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Quadro 15 - Valores médios de Acido Urico (+erro-padréo) no soro sangiiineo de
coelhos, avaliados aos 28 dias e seus respectivos percentuais de
variacdo em relacdo a racao e ragao + colesterol + 4cido célico

% de variacdo em relacéo a:

Tratamentos Acido arico (mg/dL)
Racéao Racao + CAC

1 - Ragéo (R) 0,73+0,19
2 — R + Colesterol + Acido

colico (CAC) 1,06 + 0,06 45,21
3 — CAC + bixina 0,87 +0,13 a 19,18 -17,92
4 — CAC + bixina + rutina 0,75+0,11a 2,74 -29,25
5 — CAC + bixina +

guercetina 0,88+0,14 a 20,55 -16,98
6 — CAC + rutina 1,13+£0,11 a 54,79 * 6,60
7 — CAC + quercetina 1,15+ 0,05 a 57,63 * 8,49
8 — CAC + norbixina 0,87 £ 0,09 a 19,18 -17,92

Médias Seguidas de mesma letra minascula nédo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

*Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).
DMS Dunnett = 0,32 mg/dL.

Analisando o quadro 15, obervou-se que apenas 0s grupos tratados com
rutina (6) e quercetina (7), obtiveram um aumento significativo no nivel de acido
arico quando comparado com o grupo 1, pelo teste de Dunnett, sendo estes
valores de +54,79% e +57,63%, respectivamente.

Pelo teste de Tukey, os valores encontrados de acido Urico no soro
sanguineo dos coelhos nao diferiram entre si, nos grupos 3, 4, 5, 6, 7 e 8, de
acordo com o quadro 15.

A reducdo ocorrida no nivel de acido urico dos grupos 3 (-17,92%), 4 (-
29,25), 5 (-16,98) e 8 (-17,92), e os aumentos dos grupo 6 (+6,60%) e 7 (+8,49),
foram estatisticamente iguais ao grupo 2, tratado com racdo + acido cdlico e
colesterol, pelo quadro 15.

Mesmo assim, a reducao de 29,25% obtido com o tratamento rutina +

bixina foi consideravel.
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O &cido arico nos animais € obtido por transformacdes sobre base
purina contida nos acidos nucléicos. As bases guaninas, pelo acdo da guanase,
fornecem a xantina e a adenina fornece a hipoxantina. Tanto a xantina, quanto a
hipoxantina, produzirdo o acido Urico, em presenca da xantinoxidase (BACILA,
1980).

Possivelmente a reducédo de 29,25% pode ter ocorrido por inibicdo da
xantinoxidase. Isto é uma vantagem nos tratamentos da gota, sendo que o nivel
do &cido Urico pode estar elevado em pacientes com gota, leucemia, anemia

hemolitica, mieloma multipla, entre outras.

Quadro 16 - Valores médios de Proteinas (xerro-padrédo) no soro sanguineo de
coelhos, avaliados aos 28 dias e seus respectivos percentuais de
variacdo em relacdo a racao e ragao + colesterol + 4cido célico

% de variagcdo em relacao a:

Tratamentos Proteinas (mg/dL)
Ragéao Ragéo + CAC

1 - Ragéo (R) 57,87 +1,19
2 — R + Colesterol + Acido

colico (CAC) 59,75+ 1,52 3,25
3 — CAC + bixina 57,92 £ 0,98 ab 0,09 -3,06
4 — CAC + bixina + rutina 59,18 +0,84 b 2,26 -0,95
5 — CAC + bixina +

guercetina 58,22 +0,88 b 0,60 -2,56
6 — CAC + rutina 57,48 £ 0,32 ab -0,67 -3,80
7 — CAC + quercetina 63,70 £ 2,02 a 10,07 * 6,61 *
8 — CAC + norbixina 61,47 +1,42b 6,22 * 2,88

Médias seguidas de mesma letra minuscula nao diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

* Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett
(P<0,05).

DMS Dunnett = 3,55 mg/dL.
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No quadro 16, comparou-se o0 nivel obtido de proteinas no soro
sangilineo dos coelhos do grupo 7 e 8, com o do grupo 1 e verificou-se que
estes valores foram respectivamente de +10,07% e +6,22%, sendo
estatisticamente significativos pelo teste de Dunnett. O grupo 7 teve ainda um
aumeto de 6,61% em comparacdo com 0 grupo 2, sendo também este valor
estatisticamente significativo pelo teste de Dunnett.

O nivel de proteinas encontrado no grupo 7 ndo € igual aos do grupo 4,
5 e 8, que por sua vez ndo sédo iguais aos grupos 3 e 6, pelo teste de Tukey,
como comprovado no quadro 16.

Os niveis de proteinas em todos os grupos estédo variando entre 57,48 a
63,70 mg/dL, de acordo com quadro 16.

N&o houve portanto muita variagdo nos niveis de proteinas, sendo este
resultado importantes, pois, a sintese protéica é elevada no figago. Se este
orgao fosse afetado por estas substancias, os niveis de proteinas iriam reduzir

consideravelmente.
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Quadro 17 - Valores médios de Calcio (xerro-padrdao) no soro sangiliineo de
coelhos, avaliados aos 28 dias e seus respectivos percentuais de
variacdo em relacdo a racdo e racao + colesterol + acido célico

% de variacdo em relacéo a:

Tratamentos Calcio (mg/dL)
Racéao Racao + CAC

1 - Racédo (R) 13,65 + 0,39
2 — R + Colesterol + Acido

célico (CAC) 13,77 £ 0,40 0,88
3 — CAC + bixina 13,95+ 0,30 a 2,20 1,31
4 — CAC + bixina + rutina 13,38 £ 0,31 a -1,98 -2,83
5 — CAC + bixina + 13,06 + 0,36 a -4,32 -5,16

guercetina
6 — CAC + rutina 14,57 + 0,33 a 6,74 5,81
7 — CAC + quercetina 13,85+ 0,73 a 1,47 0,58
8 — CAC + norbixina 14,32 £ 0,31 a 4,91 3,99

Médias Seguidas de mesma letra minascula nédo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

* Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett
(P<0,05).

DMS Dunnett = 1,11 mg/dL.

De acordo com o quadro 17, ndo houve diferenca significativa entre os
resultados encontrados para os niveis de calcio dos grupos 3, 4,5, 6, 7 e 8, de
acordo com o teste de Tukey.

N&o obteve-se uma diferenca significativa dos grupos 2, 3,4,5,6,7¢e 8
em relacdo ao grupo 1 na variacdo do nivel de calcio no soro sanglineo dos
coelhos de acordo com o teste de Dunnett, como observado no quadro 17.

A variacdo no nivel de calcio, nos grupos 3, 4, 5, 6, 7 e 8 nao diferiram
em relacdo ao grupo 2 pelo teste de Dunnett (quadro 17).

Comparando-se os niveis de célcio obtidos no soro sanglineo dos
animais, pode-se concluir, pela andlise estatistica mostrada no quadro 17, que a

concentracdo de calcio ndo variou com os tratamentos mencionados.
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O calcio exerce de varias fun¢des no organismo, como a participacao do
metabolismo ésseo, influi no transporte das membranas celulares, afeta a
transferéncia dos ions através das organelas, facilita na liberacdo dos
neurotransmissores, atua na liberacao e ativacao de enzima, etc.

Os seus niveis sdo alterados principalmente na hipercalcemia,
hiperparatireoidismo, hipervitaminose D, transplantes de rins, neoplasias pelo

uso de diuréticos, hipocalcemia, sindrome nefrética e pancreatite aguada.

Quadro 18 - Valores médios de TGO (zerro-padrdo) no soro sanglineo de
coelhos, avaliados aos 28 dias e seus respectivos percentuais de
variacao em relacao a racao e ragao + colesterol + acido célico

% de variacdo em relacéo a:

Tratamentos TGO (UI)
Racéao Racao + CAC

1 - Racéo (R) 31,00+ 3,79
2 - R + Colesterol + Acido

célico (CAC) 69,80 + 15,74 125,16 #
3 — CAC + bixina 40,33+ 14,78 a 30,10 -42,22 *
4 — CAC + bixina + rutina 31,40+ 7,83 a 1,29 -55,01 *
5 - CAC + bixina +

guercetina 29,40+ 3,87a -5,16 -57,88 *
6 — CAC + rutina 30,40+ 2,15a -1,94 -56,45 *
7 — CAC + quercetina 40,50+ 4,67 a 30,65 -41,98 *
8 — CAC + norbixina 30,33+ 6,62a -2,16 -56,55 *

Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

* Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett
(P<0,05).

DMS Dunnett = 23,73 mg/dL.

# Estatisticamente diferente do grupo-controle (racéo) pelo teste F (P<0,05)

De acordo com o quadro 18, observou-se que os animais do grupo 2
aumentaram o teor de TGO no soro sanguineo em +125,16% em relacdo ao
grupo 1, sendo este aumento estatisticamente significativo pelo teste F.
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Os niveis de TGO no sangue dos animais dos grupos 3,4, 5,6, 7¢e 8
nao diferiram entre si pelo teste de Tukey, como mostra o quadro 18, sendo
porém estatisitacamente iguais do valor encontrado para o grupo 1, de acordo
com o teste de Dunnett. Em relacdo ao grupo 2, observou-se uma reducao
estatisticamente diferente para os grupos 3, 4, 5, 6, 7 e 8 tratados com as
substancias em analise, consideramdo-se o teste de Dunnett. De uma maneira
geral, estas substancia reduziram o nivel de TGO no soro para um teor bem

préximo aos do grupo 1.

Quadro 19 - Valores médios de TGP (zxerro-padrdo) no soro sanguiineo de
coelhos, , avaliados aos 28 dias e seus respectivos percentuais
de variacdo em relacdo a racao e racao + colesterol + acido colico

% de variagcdo em relacao a:

Tratamentos TGP (UI)
Ragéao Ragéo + CAC

1 - Ragéo (R) 58,60+ 7,99
2 - R + Colesterol + Acido

colico (CAC) 65,97 + 14,19 12,58
3 — CAC + bixina 36,00+ 3,62a -38,57 -45,43 *
4 — CAC + bixina + rutina 62,40+ 9,63 a 6,48 -5,41
5 — CAC + bixina +

guercetina 57,80+ 9,64 a -1,37 -12,38
6 — CAC + rutina 41,80+ 9,22 a -28,67 -36,64 *
7 — CAC + quercetina 50,40+ 7,22 a -13,99 -23,60
8 — CAC + norbixina 57,83+ 6,53 a -1,31 -12,34

Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).

* Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett
(P<0,05).

DMS Dunnett = 24,04 mg/dL.

No quadro 19, observou-se que o0 grupo 2, tratado com racéao, colesterol

e acido cdlico nao diferiu a porcentagem de variacdo no nivel de TGP em
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relacdo ao grupo 1 pelo teste F, sendo que os grupos 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8,
tratados como as substancias em estudo, também nao diferiram em relacdo ao
grupo controle (1), alimentado apenas com racgédo, de acordo com o teste de
Dunnett.

Apenas os grupos 3 e 6, reduziram significantemente os niveis de TGO
no soro sanguineo, em relacdo ao grupo 2, quando analisados pelo teste de
Dunnett, sendo estas reducdes de -45,43% e -36,64%, respectivamente, como
descrito no quadro 19.

Pelo quadro 19, notou-se que as médias dos niveis de TGP no soro
sanguineos dos coelhos tratados com os corantes e flavondides (grupos 3, 4, 5,
6, 7 e 8), ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

Os valores fornecidos pela analise dos constituintes sanguineos, Uréia,
Acido Urico, Creatinina, Célcio, Proteinas, TGO e TGP, nos mostram que as
substancias em estudo, praticamente ndo alteraram as suas concentracfes em
comparacao com o grupo controle, tratado com apenas racao.

Para o nivel de uréia, o grupo tratado com racado, colesterol e acido
colico, reduziu significativamente este nivel quando comparado com o grupo 1,
como foi mencionado anteriormente, sendo que 0S grupos tratados com o0s
flavondides e corantes néo interferiram neste valor.

Em contrapartida o nivel de TGO que foi alterado pelo grupo 2
comparando-se como 0 grupo 1, teve uma reducao significativamente pelas
substancias em estudo, fazendo com que estes valores retornasem ao nivel
normal encontrado pelas analises feitas no grupo dos animais tratados apenas
com racao.

Estas enzimas (TGO e TGP), realizam reacdes de transaminacao.

Os niveis de TGP sao elevados em hepatites e ictericias e a sua

variacdo € menor que a da TGO nos enfartes do miocardio.
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4.5 . Efeito de modificadores quimicos sobre a atividade de lipase

Este experimento n&o foi instalado seguindo um delineamento
experimental, sendo cada amostra constituida por trés repeticdes. Assim, nao foi
possivel proceder a analise de variancia dos dados de atividade enzimatica,
procedendo-se a dispersdo dos mesmos.

De posse da dispersédo, ndo foi possivel ajustar equacgdes de regressao,
tendo como variavel dependente a atividade enzimatica e independente, a
concentracao do modificador. Optou-se entdo, por apresentar os resultados na
forma de histograma.

Estes dados ndo permitem ainda a realizacao do teste de média, uma
vez que as concentracdes do modificador sdo tratamentos quantitativos.

Os resultados obtidos na determinacdo da atividade de lipase em
presenca dos corantes (bixina e norbixina) e dos flavonoides (apigenina e
luteolina) extraidos do urucum, encontram-se apresentados no quadro 20 e nas
figuras 16, 17, 18 e 19.
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Quadro 20 - Atividade de lipase em presenca dos modificadores apigenina,
bixina, luteolina e norbixina

Concentragao Apigenina Luteolina Bixina a 95% Norbixina
do modificador (un (8])} (8])} (un
M]
0 27,50+£096 2750+ 0,96 2750% 0,96 27,50+ 0,96

0,6 x 107 23,09+2,38 23,38+ 0,27 28,76+ 1,70 24,81 +2,76
1,2x 107 26,98 +2,79 28,36+ 2,21 24,82+ 0,55 27,97 +1,20
1,8x 107 29,54 +8,69 25,19+ 507 29,08+ 6,67 28,11 +4,26
2,4 x10° 26,60+2,27 29,99+ 1,02 3883+ 1,34 33,37+1,39
3,0 x 10° 29,85+3,48 3456+ 6,32 31,12+ 1,63 29,02+ 2,53
3,6 x 10° 20,77+0,35 27,93+ 0,72 25,69+ 1,86 30,81+6,71
4,2 x 10° 30,81 +5,23 30,86+ 0,25 26,34+ 0,95 23,46+0,29
4,8 x10° 32,97 +527 67,37+ 6,06 41,46+ 299 38,80 +9,13
5,4 x 107 39,36 + 3,46 45,54+ 2,78 67,40+10,24 47,05+ 3,65
6,0 x 10° 2556 +1,06 50,73+12,18 57,23 +18,03 23,15+4,45

Média + erro-padrao.
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Figura 16 - Determinacdo da atividade da lipase na presenca de varias
concentracOes da apigenina.
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Figura 17 - Determinacdo da atividade da lipase na presenca de varias
concentracdes da bixina.
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Figura 18 - Determinacdo da atividade da lipase na presenca de varias
concentracdes da luteolina.
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Figura 19 - Determinacdo da atividade da lipase na presenca de varias
concentracdes da luteolina.

De acordo com o quadro 20 e a figura 16, observou-se que o melhor
resultdado apresentado pela apigenina foi obtido com uma concentracao de 5,4
x 10®° mol/L, sendo este atividade de 39,36 Ul, o que proporciona um aumento
de 43,13%.
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A melhor ativacdo para a bixina foi de 67,40 Ul, na concentracéo de 5,4
x 10 mol/L, obtendo-se uma porcentagem de ativacdo de 145% em relacéo ao
experimento controle, que néo recebeu a substancia, como mostrado no quadro
20 e figura 17.

J4 para a luteolina, a concentracdo na qual obteve-se um melhor
resultado foi a de 4,8 x 10™ mol/L, sendo esta ativagéo de 67,.37 Ul, ou seja, um
aumento de 145%, como mostra a figura 18 e o quadro 20.

A norbixina por sua vez, apresenta-se com uma atividade de 47,05 Ul,
na concentracdo de 5,4 x 10° mol/L, o que proporciona uma ativacdo de 71%
em comparacao com o controle, de acordo com o quadro 20 e a figura 19.

Notou-se que em todos os graficos a variacdo na atividade da lipase
permanece praticamente inalterada em concentracdes abaixo de 4,8 x 107°
mol/L, sendo que nesta concentracdo comeca a aumentar a atividade, tendo seu
apice na concentracdo de 5,4 x 10™ mol/L, com excecdo da luteolina (que
apresenta o melhor resultado na concentracéo de 4,8 x 10™ mol/L), que volta a
diminuir com o0 aumento da concentragao.

Os melhores resultados porém foram da bixina e luteolina, que
alcancaram um aumento de 145% na atividade da lipase em relacdo aos testes
feitos sem a adicdo dos modificadores.

Analisando a figura 2 da Revisdo de Literatura, podemos ver que a
estrutura da bixina e norbixina sdo muito semelhantes a dos acidos graxos (que
sao substrato da lipase) e portanto devem estar ocupando regiées na molécula
da enzima, possivelmente na regido do centro ativo, modificando sua
conformacao e otimizando a catélise.

A bixina, como é lipossolivel, apresentou uma maior porcentagem de
atividade do que a norbixina. Esses resultados mostram que um corante
lipossoluvel tem maior efeito no aumento da atividade de lipase do que um
hidrossolavel.

Flavonodides (figura 1) podem estar apenas associados a molélula da
enzima, modificando sua conformacéo, mas nao interferindo muito com a regiao
do centro ativo da enzima. Eles podem interagir em regides hidrofébicas da
enzima e ser estabilizado por pontes de hidrogénio.

Estes resultados mostram que os flavondides e corantes testados

modificam a atividade da lipase, que € uma enzima que, no organismo, degrada
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os triacilglicerdis liberando acido graxos e glicerol (BOREL et al, 1989). Sugeriu-
se entdo para explicar o mecanismo de acéo, a formacdo de quelatos entre a
enzima e esses compostos. Esses quelatos induzem a mudanga conformacional
da enzima, modificando porém seu centro ativo (MOULIN et al., 1994).

LIMA et al. (1999) sugeriram uma estreita correlacdo entre a reducao
dos niveis de triacilglicerdis no soro e figado de ratos com hiperlipidemia
induzida por triton e a ativacdo da enzima lipase pelos flavondides, sugerindo
uma possivel acdo de flavonoide sobre os niveis de triacilglicerois, mostrando
uma interrelacdo entre o aumento da atividade da lipase e maior hidrolise dos

triacilglicerais.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Os corantes naturais bixina e norbixina e os flavondides luteolina e
apigenina foram extraidos e identificados por ultravioleta, infravermelho e
ressonancia magnética nuclear, das sementes de duas variedades de urucum
(Bixa orellana L.).

Os resultados evidenciados no trabalho indicaram uma eficaz acédo dos
flavondides e corantes extraidos e identificados dos cultivares do urucum no
metabolismo lipidico de coelhos e suas a¢des ativadoras sobre a lipase in vitro.

No primeiro ensaio biolégico foram utilizados coelhos da raca Nova
Zelandia, com hipercolesterolemia induzida por Triton, que receberam as
substéancias luteolina, apigenina e bixina a 30 e 95% de pureza, na dose de 0,01
mol/Kg de peso corporal, por via intraperitoneal, utilizando o propilenoglicol
como veiculo. O sangue foi coletado 24 horas ap6s a aplicacdo das substancias
e analisados os teores de colesterol, colesterol-HDL e triacilglicerdis no soro
desses animais.

Neste ensaio, o Triton foi eficiente em provocar a hiperlipidemia nos
animais.

Todas as substancias foram eficientes na reducédo do colesterol total,
sendo a mais eficiente a bixina a 30%, na qual pode conter outras substancias
como a luteolina e apigenina (que foram determinados na extracdo da semente
do urucum), por ndo estar tdo pura como a bixina a 95%. Desta forma, o

sinergismo da mesma foi aumentado quando associada com os flavondides.
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Em relacdo ao colesterol-HDL, foi considerado mais eficiente a
substancia que promoveu um maior aumento no nivel deste constituinte no soro,
pois estes niveis constituem um fator de protecdo nas coronariopatias (LEITE et
al., 1994). A apigenina foi entdo a substancia mais eficiente.

Quanto a reducdo nos niveis de triacilgliceréis, foi obtido resultado
satisfatorio com a administracdo da bixina a 30%, que reduziu em 88,66% 0
nivel de triacilglicer6is em relacao ao grupo tratado com racao e triton.

No segundo ensaio bioldgico, optou-se por utilizar os flavonéides
guercetina e rutina, que sdo encontrados em larga escala no reino vegetal, a
norbixina, presente também no urucum e a bixina com o teor de 95%.

Apesar da bixina a 30% ter fornecido resultados bem melhores do que a
de 95%, no primeiro ensaio, resolveu-se trabalhar com esta no segundo ensaio,
pois necessitava-se do efeito desta substancia em seu estado mais puro,
podendo assim comprovar sua acao farmacoldgica.

As substancia foram testadas separadamente e associadas.

A dose usada neste experimento foi a mesma da anterior, sendo a forma
de administracdo por via oral, em capsula, utilizando o talco como veiculo.
Sendo esta forma de mais facil manejo, menos sacrificante para o animal e com
uma maior garantia das concentracdes ingeridas.

A inducdo da hiperlipidemia foi através do &cido célico e colesterol,
colocados na racao diaria dos animais. Esta forma de inducdo é mais préxima
da real e menos sacrificante para o animal.

Todas as substancias reduziram os teores de colesterol no soro
sanguineo dos coelhos, sendo o melhor resultado apresentado pela bixina.

Os melhores resultados na diminuicdo do nivel de triacilglicerol foi
apresentado pelas substancias quercetina, rutina e a associacao entre a bixina e
guercetina.

A substancia que promoveu um maior aumento no nivel de colesterol-
HDL foi o flavondide rutina.

De uma maneira geral, pode-se observar que as substancias presentes
no urucum apresentaram uma acdo farmacolégica bastante acentuada no
metabolismo lipidico de coelhos hiperlipidémicos, sem sobretudo causar efeitos
de toxicidade aguda, como foi mostrado no segundo ensaio, onde se dosou a

uréia, creatinina, acido urico, proteinas totais, calcio, TGO e TGP.
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No ensaio in vitro, procurou-se caracterizar o efeito dos flavonéides
luteolina e apigenina e dos conrantes bixina a 95% e a norbixina sobre a
atividade da lipase, variando-se as concentracdes das substancias em estudo.

Todos os compostos testados apresentaram acéo ativadora na lipase
nas concentracdes variando de 4,8 a 5,4 x 10™ mol/L, sendo os melhores
resultados apresentados pela bixina e luteolina.

O aumento da atividade da lipase por essas substancias podem ser
usados para explicar, em parte, os niveis reduzidos de triacilglicerdis
encontrados nos ensaios biologicos, porém ndo se pode comparar as
concentracOes utilizadas no ensaio da lipase com as utilizado nos animais, uma
vez que a forma de expressar as concentracdes sdo diferentes e também as
concentracOes ideais em um experimento in vitro, pode diferir do experimento in
Vivo.

Este trabalho demonstrou os efeitos benéficos dos principais
constituintes do urucum, que é o corante natural mais utilizado em todo o
mundo, principalmente na inddstria alimenticia e na area de cosméticos, porém,
novas pesquisas devem ser realizadas para que estes compostos possam ser

utilizados como medicamento.
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APENDICE

Quadro 1A - Resumo da analise de variancia do colesterol total, colesterol-HDL
e triacilglicerdis do soro de coelhos avaliados apés trés dias de
tratamento com bixina, luteonina e apigenina, apés a inducéo de
hiperlipidemia por triton

Quadrado médio

FV GL
Colesterol total Colesterol-HDL Triacilglicerdis
Grupos (G) (5) 234.167,80 ** 1.368.286,00 **  3.176.354,00 **
Controles (C) 1  1.079.580,00**  42.163,49ns  5.245.961,00 **
Tratados (T) 3 25.666,05* 1.890.917,00 **  3.108.880,00 **
Cversus T 1 14.260,85 ns 1.126.515,51 ** 1.309.169,00 **
Residuo 30 6.375,43 24.438,88 25.041,93
CV (%) : 22,95 26,30 14,25

** F significativo a 1% de probabilidade.
*  F significativo a 5% de probabilidade.
ns F nao-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 2A - Resumo da analise de variancia dos pesos inicial e final e do ganho
de peso coelhos avaliados aos 28 dias e tratados com bixina,
guercetina e norbixina, apdés a inducao de hiperlipidemia por
colesterol e acido colico

Quadrado médio

FV GL

Peso inicial Peso final Ganho de

peso
Grupos (G) ) 0,017660 ns 0,018930 ns  0,009979 ns
Controles (C) 1 0,006302 ns 0,008533 ns  0,000169 ns
Tratados (T) 5 0,010921 ns 0,012502 ns 0,013936 ns
Cversus T 1 0,062713 * 0,061467 ns  0,000004 ns

Residuo 40 0,012231 0,019731 0,006432

CV (%) 7,11 6,39 12,48

*  F significativo a 5% de probabilidade.
ns F nao-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 3A - Resumo da analise de variancia do colesterol total, colesterol-HDL
e triacilglicerdis do soro de coelhos avaliados aos 28 dias e
tratados com bixina, quercetina e norbixina, apés a inducédo de
hiperlipidemia por colesterol e acido colico

Quadrado médio

FV GL
Colesterol total Colesterol- Triacilglicerdis
HDL
Grupos (G) (7) 1.126.956,00 ** 8.657,77 **  22.058,15 **
Controles (C) 1  6.325.494,00 ** 34.485,18 **  70.171,93 **
Tratados (T) 5 206.726,50 * 1.809,44 ns 16.620,82 *
Cversus T 1 529.565,50 * 17.072,01 ** 1.131,02 ns
Residuo 40 78.466,05 1.159,28 5.018,23
CV (%) : 26,77 25,37 35,66

** F significativo a 1% de probabilidade.
*  F significativo a 5% de probabilidade.
ns F nao-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 4A - Resumo da andlise de variancia da uréia, creatinina e acido Urico
do soro de coelhos avaliados aos 28 dias e tratados com bixina,
guercetina e norbixina, apdés a inducao de hiperlipidemia por
colesterol e acido célico

Quadrado médio

FV GL
Uréia Creatinina Acido Urico

Grupos (G) (7) 118,3437 ** 0,0344 ns 0,1603 ns

Controles (C) 1 401,3633 ** 0,0721 ns 0,3267 ns

Tratados (T) 5 4,5529 ns 0,0336 ns 0,1550 ns

Cversus T 1 404,2781 ** 0,0007 ns 0,0204 ns
Residuo 40 10,3413 0,0183 0,0857
CV (%) : 11,57 10,81 31,46

** F significativo a 1% de probabilidade.
ns F nao-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 5A - Resumo da analise de variancia do teor de proteinas e de calcio do
soro de coelhos avaliados aos 28 dias e tratados com bixina,
guercetina e norbixina, apdés a inducao de hiperlipidemia por
colesterol e acido colico

Quadrado médio

FV GL
Proteinas Célcio

Grupos (G) (7) 27,8691 * 1,3903 ns

Controles (C) 1 10,6408 ns 0,0408 ns

Tratados (T) 5 35,5753 * 1,8998 ns

Cversus T 1 6,5664 ns 0,1923 ns
Residuo 40 10,5154 1,0265
CV (%) : 5,46 7,33

*  F significativo a 5% de probabilidade.
ns F nao-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 6A - Resumo da analise de variancia do TGO e do TGP do soro de
coelhos avaliados aos 28 dias e tratados com bixina, quercetina e
norbixina, apés a inducdo de hiperlipidemia por colesterol e acido

cdlico
Quadrado médio
FV GL
TGO TGP
Grupos (G) (7) 1.119,3470 * 640,5093 ns
Controles (C) 1 4.516,3210 ** 158,4133 ns
Tratados (T) 5 163,4891 ns 639,4623 ns
Cversus T 1 2.501,6625 * 1.127,8403 ns
Residuo 40 470,3646 482,8542
CV (%) : 57,23 40,82

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