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EXTRATO

VALENTE, Suely Terezinha Xavier, M. S., Universidade Federal de
Vicosa, julho de 1998. Efeito de corantes naturais nos niveis de
colesterol e triacilglicerdis séricos em ratos hiperlipidémicos.
Orientadora: Cremilda Rosa Silva. Conselheiros: Tania Toledo de
Oliveira e Tanus Jorge Nagem.

Propriedades fisiolégicas e farmacoldgicas dos principios ativos
de corantes naturais comumente utilizados como aditivos alimentares
tém sido demonstradas em alguns estudos. Com o objetivo de avaliar o
efeito dos corantes naturais cdrcuma, antocianina (cascas de uva),
carmim e monascus nos niveis de colesterol e triacilglicerdis
sanguineos, dois experimentos foram realizados com ratos
hiperlipidémicos. Os corantes fornecidos por via oral a ratos albinos, da
raca Wistar, com peso médio inicial de 225¢g, foram avaliados no
experimento I, na dose de 40 mg, e no experimento Il, na dose de
80 mg. Para inducéao da hiperlipidemia, os animais foram previamente
tratados com Triton WR-1339, na dose de 300 mg/kg de peso corporal,
por via intraperitoneal. Os resultados, verificados 48 horas apds a

aplicacdo de Triton-WR-1339, mostraram que a administracdo dos

Xiii



corantes curcuma, antocianina, carmim e monascus resultou em
diminuicdo significativa dos niveis de colesterol total sérico, com as
duas doses testadas, verificando-se maior efeito de reducdo com a dose
de 80 mg. Os niveis de HDL-colesterol também mostraram-se reduzidos
significativamente com a administracdo dos quatro corantes, nas doses
testadas. A dose de 80 mg apresentou também maior efeito de reducao.
Com o0s corantes cuUrcuma, antocianina e monascus, observou-se
reducao significativa dos niveis de triacilglicerdis séricos com as duas
doses testadas, ndo se verificando, entretanto, diferenga significativa,
guanto a este efeito, entre as doses de 40 e 80 mg. A administracdo do
corante carmim, nas doses testadas, ndo apresentou efeito de reducéo

significativa dos niveis de triacilglicerdis séricos.
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ABSTRACT

VALENTE, Suely Terezinha Xavier, M. S., Universidade Federal de
Vicosa, July 1998. Effect of natural colorants on serum
triacylglycerols and cholesterol levels in hyperlipidemic rats.
Adviser: Cremilda Rosa Silva. Committee Members: Tania Toledo de
Oliveira and Tanus Jorge Nagem.

Some studies have been conducted on the physiological and
pharmacological properties of the active principles of natural colorants
commonly used as food additives. Aiming to evaluate the effect of the
natural colorants turmeric, anthocyanin (grape skin), carmine and
monascus on blood triacylglycerols and cholesterol, two experiments
were carried out using hyperlipidemic rats. Colorants orally
administered to albine rats of the Wistar strain, with an initical mean
weight of 225 g were thus evaluated: experiment | (40 mg dose) and
experiment Il (80 mg dose). In order to induce hyperlipidemia, the
animals were injected intraperitoneally with 300 mg of Triton-WR1339
per kg/body weight. At 48 h after the Triton injection, the results
showed that the administration of the natural colorants tested produced
a significant decrease of the total serum cholesterol levels at the two

tested doses, with the 80 mg dose showing a greater reduction. The

XV



HDL-cholesterol levels were also shown to be significantly reduced as a
result of the administration of the four colorants at the doses tested,
with the 80 mg dose also presenting a greater reduction effect.
Turmeric, anthocyanin and monascus presented a significant reduction
of the serum triacylglycerols levels at both doses without, however,
presenting any significant difference between the 40 and 80 mg doses.
The administration of carmine at the doses tested did not exhibit a

significant reduction effect on the serum triacylglycerols levels.
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1. INTRODUCAO

O uso de corantes naturais em alimentos processados
industrialmente constitui atualmente uma tendéncia mundial, em
funcdo da maior demanda por produtos naturais. Dessa forma, é
esperado que estes corantes facam parte, cada vez mais, da nossa
alimentacéo.

Estudos experimentais em animais tém demonstrado,
entretanto, que, além de conferirem cor aos alimentos, muitos dos
corantes naturais nao se apresentam como substancias indcuas ao
organismo, dependendo da dose utilizada. Paralelamente a estudos
relacionados com a seguranca na utilizacdo destes corantes,
propriedades fisiolégicas e farmacoldgicas tém sido atribuidas aos seus
principios ativos.

Efeitos no metabolismo lipidico, principalmente na reducao dos
niveis de colesterol na corrente sangliinea de animais experimentais,
tém sido demonstrados em alguns estudos, embora poucas publicacdes
sobre este assunto estejam disponiveis.

A curcumina, principio colorante da curcuma, um corante
obtido a partir dos rizomas da planta Curcuma longa L., tém sido
atribuidas varias propriedades farmacolégicas, entre as quais atividade

antiinflamatéria e hipocolesterolémica no organismo animal, além de



efeito no aumento da secrecdo biliar e da excrecdo de sais biliares
colesterol e bilirrubina (AMMON e WAHL, 1991).

As antocianinas, juntamente com outros flavondides,
amplamente encontradas em vegetais, tém sido investigadas como
substancias ativas Dbiologicamente. Atividades antioxidativa e
antiinflamatéria e efeitos no metabolismo lipidico em animais
experimentais tém sido relatados em alguns estudos (IGARASHI et al.,
1990; TAMURA e YAMAGAMI, 1994).

Tradicionalmente utilizado pelos povos asiaticos, o corante
monascus, produzido pela fermentacédo do arroz por fungos do género
Monascus, encontra aplicacdo devido as suas propriedades corantes,
organolépticas e antimicrobianas em alimentos, embora FINK-
GREMMELS e LEISTNER (1989) tenham demonstrado efeito de reducao
dos niveis de lipidios séricos, em animais experimentais, com o uso de
um extrato metandlico dos pigmentos produzidos por Monascus
purpureus.

Considerando, portanto, a maior utilizacdo destes corantes,
principalmente através de produtos industrializados, e a importancia do
melhor conhecimento de seus efeitos no organismo humano, neste
trabalho procurou-se avaliar os corantes cUrcuma, antocianina (cascas
de uva), carmim e monascus quanto ao potencial efeito de reducédo dos
niveis de colesterol e triacilgliceréis sanguineos, em ratos

hiperlipidémicos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Colesterol e seu metabolismo

O colesterol é um lipidio esterol que esta presente no organismo
animal, tanto nos tecidos como nas lipoproteinas plasmaéticas, seja sob
a forma livre ou (combinado com acidos graxos) como éster de colesterol
(MAYES, 1990).

O colesterol livre € um componente de todas as membranas
celulares, sendo a principal forma na qual ele esta presente em muitos
tecidos, constituindo-se excec¢des o cortex adrenal, o plasma e as placas
ateromatosas, onde ésteres de colesterol predominam. Também na linfa
intestinal e no figado, uma significativa proporcdo de colesterol
encontra-se esterificada (THOMPSON, 1989).

Sua importancia fisiolégica reside no amplo papel que desem-
penha no organismo animal, como precursor de sais biliares e de
hormoénios glicocorticbides e mineralocorticoides, na sintese de hormo-
nios sexuais e na formacao de vitamina D, e principalmente como um
elemento estrutural, nas membranas celulares (BRODY, 1994).

Amplamente distribuido em todas as células de mamiferos,
particularmente no tecido nervoso, 0 colesterol, nas membranas
celulares, atua como um moderador da fluidez, estabilizando suas
estruturas, sobretudo no lado externo das membranas plasmaéaticas,



onde é geralmente mais abundante (GRANNER, 1990; STRYER, 1995).

Por outro lado, o colesterol é também o principal constituinte
dos célculos biliares. Entretanto, seu principal papel nos processos
patolégicos € como um fator na génese da aterosclerose das artérias
vitais, causando doenca cerebrovascular, coronariana e vascular
periférica (MAYES, 1990).

Do total de colesterol presente no organismo, uma pequena
fracdo € proveniente da dieta, por meio da ingestdo de alimentos de
origem animal, visto que plantas ndo produzem colesterol, embora
sintetizem compostos similares como sitosterol, ergosterol e digitalicos,
0S quais sdo muito pouco absorvidos pelo organismo. Considerado
dispensavel na dieta, a maior parte do colesterol provém da sintese
enddgena, principalmente de origem hepatica (BRODY, 1994).

2.1.1. Biossintese do colesterol

A via de sintese do colesterol no organismo é um processo
complexo que da origem também a outros importantes poliisoprendides
nas células, como dolicéis e isoprendides da cadeia lateral da
ubiquinona (RUDNEY e SEXTON, 1986). As reacdes principais estao
esquematizadas na Figura 1.

O acetil-CoA é a fonte de todos os 27 atomos de carbono da
molécula, sendo as fracdes microssomal e citosolica da célula as
responsaveis pela sintese (MAYES, 1990).

A via biossintética do colesterol pode ser dividida em trés etapas:
formacdo de mevalonato, sintese de esqualeno a partir do mevalonato e
ciclizacdo do esqualeno a lanosterol e sua conversdo a colesterol
(MATHEWS e Van HOLDE, 1990).

Na primeira etapa, duas moléculas de acetil-CoA condensam-se
pela acdo de uma tiolase, originando acetoacetil-CoA, o qual reage com
uma terceira molécula de acetil-CoA, formando 3-hidroxi-3-metilglutaril
CoA (HMG-CoA), reacao catalisada pela HMG-CoA sintetase. Pela acédo
de outra enzima, a HMG-CoA redutase, HMG-CoA ¢é reduzido a
mevalonato. Esta reacédo é irreversivel e considerada etapa limitante na
sintese do colesterol.
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Figura 1 - Via de biossintese do colesterol.
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Na etapa seguinte, o mevalonato forma isopentenil pirofosfato, a
unidade isoprendide ativa, através de trés reacdes consecutivas,
envolvendo ATP, duas fosforilacdes e uma descarboxilacdo acoplada a
hidrolise do ATP, a ADP e Pi. Os passos seguintes consistem na
polimerizacdo das unidades isoprendides: isopentenil pirofosfato
condensa-se ao seu isébmero dimetilalil pirofosfato, formando o
intermediario Cio, geranil pirofosfato, que, ap6s nova condensacédo com
outra molécula de isopentenil pirofosfato, resulta em farnesil pirofosfato
com 15 atomos de carbono (BRODY, 1994).

Até esse estagio todas as reacfes, com excecao da que envolve a
HMG-CoA redutase, ocorrem no citosol. A proxima enzima, farnesil
transferase ou esqualeno sintetase, esta ligada as membranas do
reticulo endoplasmatico. Esta enzima, NADPH-dependente, une duas
moléculas de farnesil pirofosfato, originando um composto
intermediério, pré-esqualeno pirofosfato, no qual ocorrem eliminacgao de
pirofosfato e rearranjo, para produzir o esqualeno, composto linear com
30 atomos de carbono (MATHEWS e Van HOLDE, 1990).

Alternativamente, farnesil pirofosfato pode também ser usado na
sintese de outros importantes poliisoprendides, como dolicol, um alcool
poliisoprenil formado pela adicdo de 16 residuos de isopentenil
pirofosfato, o qual faz parte da sintese de glicoproteinas no reticulo
endoplasmatico, ou, ainda, a cadeia lateral da ubiquinona (coenzima Q),
co-fator na cadeia respiratéria das mitocdndrias, formada pela adicéo
de mais trés a sete unidades isoprenodides (MAYES, 1990; BRODY,
1994).

A etapa final da sintese comeca com a ciclizacdo do esqualeno e,
em contraste com as anteriores, requer oxigénio molecular (STRYER,
1995). Primeiramente, ha formacdo de um composto intermediario,
epoéxido de esqualeno, pela acdo de uma oxidase de funcdo mista
presente no reticulo endoplasmatico, a esqualeno epoxidase, com

participacdo de O> e NADPH. Por movimentacao de elétrons através de



guatro duplas ligacbes e migracao de dois grupos metila, ocorre entao a
ciclizacdo do epodxido de esqualeno, formando lanosterol, catalisada
pela enzima 6xido esqualeno: lanosterol ciclase.

Finalmente, ocorre a conversdo de lanosterol a colesterol, nas
membranas do reticulo endoplasmatico, compreendendo cerca de 20
reacdes que envolvem a remocao de trés grupos metila, a reducdo de
uma dupla ligacdo por NADPH e a migracdo de outra dupla ligacao
(MATHEWS e Van HOLDE, 1990; STRYER, 1995).

O total de sintese de colesterol no organismo humano é estimado
em 9 a 13 mg/kg/dia (GRUNDY,1978), com o figado contribuindo com
50% da sintese total; o intestino, com cerca de 15%; e a pele, com
grande parte do restante (MAYES, 1990).

Muitos dos fatores que regulam a biossintese do colesterol
atuam modulando a atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A redutase, a qual reduz HMG-CoA a &cido mevalbnico
(RUDNEY e SEXTON, 1986).

Tanto o0 jejum quanto a ingestdo de colesterol reduzem
acentuadamente a atividade da enzima HMG-CoA redutase no figado.
Um mecanismo de feedback controla a sintese do colesterol, uma vez
gue tanto a sintese quanto a atividade dessa enzima séo inibidas pelo
colesterol (SMITH et al.,1983).

A capacidade do colesterol dietético de suprimir a sintese
endogena envolve pelo menos dois mecanismos distintos: no primeiro, a
sintese da enzima HMG-CoA redutase € inibida provavelmente em nivel
de transcricdo pelo colesterol; e, no segundo, a atividade da enzima
pode ser modulada por um mecanismo envolvendo a fosforilacdo e
desfosforilacado ciclica da enzima (MATHEWS e Van HOLDE,1990).

A fosforilacdo, a qual inativa a enzima, parece ser controlada por
dois sistemas sinalizadores diferentes: AMP-ciclico e um sistema
dependente de célcio. Um aumento no nivel do AMP-ciclico na célula

estimula a atividade de uma quinase que fosforila HMG-CoA redutase.



Um aumento no nivel de ions calcio estimula muitas quinases,
incluindo aquela que age sobre a HMG-CoA, embora a importancia
dessas mudancas na atividade da redutase nao esteja totalmente
esclarecida (BRODY, 1994).

Fatores hormonais tém sido também relacionados com a
regulacdo da sintese do colesterol. A administracdo de insulina ou de
hormonios tireoidianos aumenta a atividade da HMG-CoA redutase,
engquanto glucagon ou os glicocorticéides reduzem-na (MAYES, 1990).

Nas células, a sintese do colesterol é controlada através da taxa
na qual o colesterol é captado a partir da corrente sanguinea. A
homeostase é mantida por um mecanismo que coordena a ingestao
dietética de colesterol, a taxa de colesterol enddgeno e a taxa de
colesterol utilizado pelas células. O mecanismo envolve um receptor
especifico para lipoproteinas de baixa densidade, que sdo as principais
responsaveis pelo transporte de colesterol na corrente sanglinea
(MATHEWS e Van HOLDE, 1990).

2.1.2. Catabolismo - conversao de colesterol a sais biliares

Sais biliares podem ser considerados os produtos finais do
catabolismo do colesterol. Esses compostos, juntamente com o préprio
colesterol, que também estd presente na bile, representam o Unico
percurso expressivo para a eliminacdo do colesterol do organismo
(MAYES, 1982).

A biossintese dos sais biliares, no figado, envolve reacbes de
hidroxilacdo e diminuicdo da cadeia lateral da molécula do colesterol,
formando suas estruturas (MAYES, 1990). A Figura 2 mostra essa
conversao esquematizada.

A 7a-hidroxilacao do colesterol é o primeiro passo na biossintese
dos sais biliares e a reacdo que limita a velocidade da via de sintese
desses compostos. A reacdo € catalisada pela 7a-hidroxilase, uma
enzima microssomal que requer oxigénio, NADPH e citocromo
P-450 como parte do sistema (MAYES, 1990). As reacbes seguintes

constituem-se também de hidroxilacdes catalisadas por oxidases



microssomais de funcdo mista, além da modificacdo da cadeia lateral,
na qual um hidrocarboneto saturado com oito carbonos é convertido em
uma cadeia de cinco carbonos com um terminal carboxilato (MATHEWS
e Van HOLDE, 1990).
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Figura 2 - Converséo de colesterol a sais biliares.



Os principais acidos biliares sintetizados pelo figado humano
sao o acido colico, o mais abundante, e 0 4cido quenodesoxicélico. Na
bile, estes &cidos biliares, chamados de primarios, encontram-se
normalmente conjugados com o0s aminoacidos glicina e taurina. A
conjugacdo ocorre nas células hepéticas, onde os acidos biliares
recentemente sintetizados encontram-se na forma de ésteres da
coenzima A, ou seja, colil ou quenodesoxicolil-CoA. Esses derivados da
coenzima A séo acoplados, através de ligacdo amidica, com a glicina e
taurina, formando os &cidos: glicocdlico ou glicodesoxicolico e
taurocélico ou taurodesoxicoélico (SMITH et al., 1988; MAYES, 1990).

Apbés a secrecdo no intestino delgado, os &acidos biliares
primarios podem ainda sofrer alteracbes estruturais em razdo da
atividade de bactérias intestinais. Essas alteragfes incluem a clivagem
da ligacdo peptidica dos acidos biliares conjugados - essas ligacoes
resistem a hidrélise por proteases e peptidases intestinais, mas sao
rapidamente clivadas por enzimas bacterianas (BRODY, 1994) - e a 7a-
desidroxilacdo, que produz os sais biliares secundarios: &acido
desoxicadlico, a partir do acido célico, e acido litocdlico, a partir do acido
guenodesoxicdlico (Figura 2).

Acidos biliares sdo secretados com a bile sob a forma de sais de
sédio e potassio. Segundo MATHEWS e Van HOLDE (1990), todos os
acidos biliares encontram-se na forma de sais no pH fisiolégico, o que
torna o termo sais biliares mais exato que acidos biliares.

Embora sais biliares sejam produtos da degradacdo do
colesterol, esses compostos n&o se apresentam como produtos
destinados a eliminacédo pelo organismo. Apds serem utilizados para
promover a emulsificacdo, hidrélise e absorcéo de lipidios no intestino
delgado, eles sdo, na sua maioria, absorvidos (cerca de 95%) por
absorcdo passiva, no jejuno e colon, ou por absorcdo ativa, no ileo
terminal, retornando ao figado através da circulacdo portal, e

incorporados ao pool hepéatico (BHAGAVAN, 1977; MARINETTI, 1990).
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Apos absorcédo no figado, os sais biliares séo reutilizados, sendo
estocados na vesicula biliar e, por estimulo alimentar, liberados no
duodeno através da bile. No processo da circulacdo entero-hepatica, o
pool de sais biliares no organismo pode circular duas ou mais vezes
durante a digestdo de uma refeicdo e, num periodo de 24 horas, dez
vezes ou mais. Assim, embora a quantidade total de sais biliares
presentes no organismo humano seja de cerca de 2 a 4 g, este utiliza
uma quantidade muito superior durante a digestdo (SMITH et al., 1988;
BRODY, 1994).

A circulacdo entero-hepética dos sais biliares é um processo
eficiente, com somente uma pequena fracdo dos sais biliares, cerca de
500 mg/dia, sendo eliminada nas fezes. Entretanto, a cada dia uma
guantidade equivalente aquela perdida é sintetizada a partir do
colesterol, pelo figado, mantendo-se o reservatério de sais biliares na
mesma dimensao (MAYES, 1990). SituacOes que causem bloqueio na
reabsorcdo dos sais biliares, como é o caso do emprego da resina
colestiramina, estimulam a sintese desses compostos, com consequente
aumento da degradacdo de colesterol no figado, levando a reducéo
significativa do colesterol plasmatico. Esse recurso terapéutico vem
sendo usado no tratamento da hipercolesterolemia (TIKKANEN e
NIKKILA, 1987; ILLINGWORTH, 1988; BRODY, 1994).

A sintese de sais biliares € regulada, através de feedback
negativo, pelos produtos da reacédo, sendo exercida pelas enzimas 7a-
hidroxilase e HMG-CoA redutase. As atividades dessas duas enzimas,
freqientemente, ocorrem em paralelo, sendo dificil afirmar se a inibicéo
da sintese ocorre primeiramente no passo da HMG-CoA redutase ou na
reacdo da 7a-hidroxilase. Esta udltima enzima pode também ser
regulada por fosforilacdo-desfosforilagdo, como ocorre com a HMG-CoA
redutase. No entanto, ao contrario do que ocorre com a HMG-CoA
redutase, a forma fosforilada é a ativa (MARINETTI, 1990; MAYES,
1990).

13



Outros produtos resultantes do metabolismo do colesterol
incluem os hormonios esterdides, formados nas gbnadas e no cortex
supra-renal, e a vitamina D formada na pele, a partir do precursor
7-desidrocolesterol (SMITH et al., 1983).

Embora essas sinteses sejam fisiologicamente importantes, elas
representam apenas uma quantidade muito pequena da massa do total
de colesterol que é metabolizado no organismo. Cerca de 50% do total
de colesterol é eliminado apds conversdo para sais biliares, sendo o
restante eliminado por excrecdo de colesterol biliar (LINSCHEER e
VERGOESEN, 1988).

2.1.3. Absorcgéo intestinal do colesterol

O pool de colesterol presente no trato intestinal € heterogéneo,
sendo derivado de dieta, bile e descamacdo de células da mucosa
intestinal. O colesterol biliar é mais rapidamente absorvido, porque
alcanca o intestino na forma livre e agregado a micelas, enquanto o
colesterol dietético encontra-se principalmente na forma esterificada,
insolivel no meio aquoso intestinal. Para que seja absorvido, o
colesterol dietético deve ter previamente hidrolisada sua ligacdo éster
com acido graxo pela enzima colesterol esterase pancreatica, visto que o
colesterol livre atravessa a membrana intestinal, mas nao o0s seus
ésteres (SMITH et al., 1988; LINSCHEER e VERGOESEN, 1988).

Sais biliares sdo necessarios para a emulsificacdo dos ésteres de
colesterol e para a subsequente emulsificacdo do colesterol livre,
juntamente com outros produtos da digestao lipidica, embora &acidos
graxos neutralizados com Na* e Ca*2 no intestino delgado, formando
sabdes, e monoacilglicerdis possam também atuar como detergentes e
suplementar a funcao dos sais biliares (SMITH et al., 1988; MARINETTI,
1990).

A solubilizacdo do colesterol e dos outros produtos da digestao

lipidica, através da incorporacdo em micelas mistas com sais biliares
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conjugados, é, no entanto, considerada essencial no processo de
absorcdo. As micelas aumentam acentuadamente a velocidade de
liberacdo desses produtos para a mucosa intestinal do jejuno, onde sao
absorvidos por difusdo passiva, através das membranas das células
epiteliais (SMITH et al., 1988).

A absorcado do colesterol intestinal ndo € completa, sendo cerca
de 50% absorvido e o restante excretado nas fezes. O colesterol n&o
absorvido pode ser metabolizado pela flora intestinal e convertido em
colestanol e coprostanol, os quais sdo muito pouco absorvidos e,
portanto, também eliminados nas fezes (MARINETTI, 1990).

A capacidade de absorcédo do colesterol pelo organismo humano
€ limitada, em comparacdo com a absorcdo apresentada por outras
espécies animais, sendo estimada em 2 a 4 mg/dia/kg de peso corporal,
enquanto cées e roedores podem absorver 35 a 50 vezes esta
guantidade (TURLEY e DIETSCHY, 1982).

Segundo GRUNDY (1983), varios fatores metabdlicos podem ser
considerados como determinantes de uma menor absorcdo de
colesterol. Dentre estes, destacam-se: a baixa quantidade de sais
biliares; o aumento da velocidade do transito intestinal, com reducao no
tempo disponivel para absorcdo; a reducdo na secrecdo da lipase
pancreatica, retirando o colesterol da fase micelar; a deficiéncia na
capacidade da mucosa intestinal em esterificar o colesterol; e a
competicdo para absorcédo do colesterol biliar com o colesterol exégeno.

Outros fatores que também podem reduzir a absorcdo do
colesterol intestinal incluem esteréis de plantas, como o b-sitosterol, por
inibicdo competitiva (MAHSON et al., 1982), fibras sollUveis na dieta, as
guais aumentam a excrecao fecal de sais biliares (HOPEWELL et al.,
1993), além da dieta baixa em gorduras, pela reducédo da quantidade de
acidos graxos disponivel para formacdo de micelas (MAHAN e ARLIN,
1995).

ApoOs a entrada no enterécito, a maioria do colesterol livre é
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convertida novamente em ésteres de colesterol pela enzima acil-CoA:
colesterol aciltransferase e, juntamente com outros lipidios
reesterificados e proteinas especificas, incorporada aos quilomicrons
(BRODY, 1994).

2.1.4. Transporte de colesterol - lipoproteinas plasméaticas

Por serem insolUveis em meio aquoso, a maioria dos lipidios
exdgenos ou endogenamente sintetizados é transportada no plasma sob
a forma de estruturas organizadas, macroagregados moleculares,
denominadas lipoproteinas. A solubilizacdo no meio aquoso depende do
arranjo molecular no qual triacilglicerdis e colesterol esterificado estdo
envolvidos por fosfolipidios e colesterol livre e também da interacdo
entre esses componentes com proteinas especificas, as apolipoproteinas
ou apoproteinas (apo) (GARCIA e OLIVEIRA, 1992; LOPES et al., 1996).

As lipoproteinas plasméaticas sdo caracterizadas por suas
propriedades fisico-quimicas, como a mobilidade eletroforética e o
intervalo de densidade (BREWER JUNIOR et al., 1988; LOPES et al.,
1996), sendo, porém, a densidade a propriedade fisica na qual se baseia
a atual classificacdo (GARCIA e OLIVEIRA, 1992).

Pelo método de ultracentrifugacdo preparativa, seis classes
distintas de lipoproteinas podem ser isoladas do plasma pds-prandial:
qguilomicrons, lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL),
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), lipoproteinas de
densidade baixa (LDL) e lipoproteinas de densidade alta (HDL),
subdivididas em HDL> e HDL3 (THOMPSON, 1989).

A densidade das lipoproteinas aumenta proporcionalmente ao
aumento do teor protéico e a reducdo do conteudo lipidico, conforme os
dados apresentados no Quadro 1.

Segundo MARINETTI (1990), as lipoproteinas plasmaticas séao
moléculas dindmicas em um estado constante de sintese e degradacao,

trocando ativamente certos lipidios e proteinas, umas com as outras.
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As lipoproteinas sdo sintetizadas no figado e no intestino ou
formadas no plasma, pela transformacdo de outras lipoproteinas
(CHAPMAN, 1982).

A interacdo entre as apoproteinas e os lipidios das lipoproteinas
ocorre através de regifes apolares hidrofobicas das apoproteinas com
colesterol esterificado, triacilglicer6is e com as cadeias de
hidrocarbonetos dos fosfolipidios e, ainda, através de ligacGes ibnicas

entre aminoacidos da regido alfa-hélice das apoproteinas e a “cabeca

polar dos fosfolipidios (GARCIA e OLIVEIRA, 1992).

Quadro 1 - Principais caracteristicas das lipoproteinas plasmaéaticas, em

humanos
Classe de Lipoproteinas QoM VLDL IDL LDL HDL2 HDL3
Densidade inferior (g/ml) - 0,950 1,006 1,019 1,063 1,125
Densidade superior (g/ml) 0,950 1,006 1,019 1,063 1,125 1,210
Diametro (A%)* 800-5.000 300-800 250-350 180-280 90-120 50-90
Mobilidade eletroforética origem pré-beta pré-beta beta alfa Alfa
% massa total
Col. -éster 5 12 23 38 16 12
Col.-livre 2 7 8 10 6 3
Triglicerideo 84 55 32 9 4 4
Fosfolipideo 7 18 21 22 30 26
Apoliproteinas 2 8 16 21 44 55
Principais A-l, A-ll, B-100, C- B-100,E B-100 A-l, A-ll A,
apolipoproteinas* A-1V I, C-II, A-ll
B-48, C-I, C-lll, E
C-I1,C-ll, E

FONTE: GARCIA e OLIVEIRA (1992); * DE JONES et al. (1994).

As apoproteinas desempenham papel importante no
metabolismo lipidico. Além da funcdo estrutural, permitindo a
solubilizacdo das lipoproteinas, contribuem para a regulacdo do
metabolismo das lipoproteinas, modulando a atividade de enzimas como
a lecitina: colesterol aciltransferase e lipoproteina-lipase, ligando-se
também a receptores da superficie celular e, assim, determinando os

sitios de captacdo e a taxa de degradacdo dos outros constituintes das
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lipoproteinas, sobretudo o colesterol (THOMPSON, 1989).

A composicdo de apoproteinas de cada lipoproteina € variavel.
Segundo BREWER JUNIOR et al. (1988), quatorze apoproteinas foram
identificadas e caracterizadas no plasma humano: apoA-I, apoA-I1l, apo-
IV, apoB-100, apoB-48, apoC-I, apoC-Il, apoC-Ill, apoD, apoE, apoF,
apoG, apoH e apo(a).

As apoproteinas séo sintetizadas como pré-apoproteinas e, apés
processamento, convertem-se em apoproteinas, apresentando-se
glicosiladas, aciladas ou fosforiladas. Algumas permanecem fixas na
lipoproteina, enquanto outras podem ser trocadas entre as diferentes
lipoproteinas. Variam em estrutura e funcdo nas diferentes espécies
animais, variando amplamente de tamanho (pesos moleculares de 7.000
a 500.000), e ocorrem em varias isoformas (MARINETTI, 1990). No

Quadro 2 encontram-se algumas caracteristicas das apoproteinas.

2.1.4.1. Transporte de lipidios exdgenos

Os quilomicrons séo os responsaveis pelo transporte dos lipidios
provenientes da dieta aos seus locais de metabolismo ou
armazenamento. Estas particulas s&o sintetizadas no reticulo
endoplasmatico das células da mucosa intestinal e migram para o
complexo de Golgi, para serem posteriormente liberadas por exocitose
na linfa mesentérica (HAVEL e HAMILTON, 1988).

As particulas liberadas pelas células da mucosa intestinal sao
chamadas de quilomicrons nascentes. A composicdo lipidica destas
particulas reflete a da dieta, sendo constituidas principalmente de
triacilglicerdis, com quantidades menores de fosfolipidios, colesterol
livre, ésteres de colesterol e proteinas (Quadro 1). Os quilomicrons sao
transportados, via ducto toracico, até a circulacdo sistémica,
interagindo no plasma com lipoproteinas de alta densidade (HDL), as
guais servem como reservatorio de apoC e apoE e transferem estas

apoproteinas para os quilomicrons, enquanto ocorre a transferéncia de
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apoA-1 e A-IV dos quilomicrons para as HDL (GARCIA e OLIVEIRA,
1992; LOPES et al., 1996).

Nas paredes dos capilares da maioria dos tecidos, e
principalmente dos tecidos adiposo, cardiaco e muscular esquelético, os
triacilglicerdis contidos nos quilomicrons séao hidrolisados pela acdo da
enzima lipase lipoprotéica, liberando monogliceridios, acidos graxos e
glicerol, os quais, nos tecidos adiposo, hepéatico e muscular, poderao ser
utilizados pelo organismo para armazenamento, sinteses hepaticas ou
como substrato energético (LOPES et al., 1996).

Quadro 2 - Caracteristicas das apoproteinas

Principal Peso Local N
Apoproteina . r|nC|pa} Molecular de C'OI_‘lcentragao Funcéo
Lipoproteina (X 103) Sintese Sérica (mg/dL)
A-1 HDL 28,3 Intestino 100-150 Co-fator da LCAT; proteina
Figado estrutural da HDL
A-11 HDL 17,0 Intestino 30-50 Proteina estrutural da HDL
Figado?
A-IV QM 46,0 Intestino 15 Desconhecida
B-100 VLDL 54,9 Figado 80-100 Formacao intracelular ou
IDL transporte transcelular de
LDL VLDL; interagdo com receptor
apoB/E
B-48 QM 26,5 Intestino ? Formacéo intracelular ou
Figado? transporte transcelular de
quilomicrons e VLDL. Interagéo
com receptor apoB/E?

C-I HDL 6,5 Figado <10 Co-fator da LPL do tecido
adiposo (particularmente acidos
graxos saturados)

C-ll QM 8,8 Figado 3-8 Co-fator da LPL do tecido
adiposo

VLDL,
HDL
C-lll QM
VLDL 8,9 Figado 8-15 Desconhecida; pode participar
HDL na captacao de lipoproteinas
ricas em triacilglicerois pelas
células
D HDL 20,0 ? 10 Desconhecida: transferéncia de
colesterol esterificado de uma
lipoproteina a outra?
E QM 39,0 Figado 3-5 Interagdo com receptores
VLDL apoB/E e com receptores apoE;
HDL Inibidor da LPL do tecido

adiposo?
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F HDL 30,0 ? ?
G VLDL 75,0 ? ?

H QM 45,0 ? ?

FONTE: MARINETTI (1990).

Os quilomicrons, apés a hidrolise dos triacilglicerdis, tornam-se
particulas menores e mais densas, sendo denominados quilomicrons
remanescentes. Estas particulas possuem maior conteddo relativo de
colesterol esterificado quando comparadas aos quilomicrons presentes
na linfa, além de receberem colesterol esterificado proveniente das HDL,
através de um processo de transferéncia de lipidios, mediado por uma
proteina especifica, denominada proteina de transferéncia de colesterol
esterificado. A perda de volume dos quilomicrons promove rearranjo dos
seus componentes, favorecendo a incorporacdo de apoE e perda de
fosfolipidios, colesterol livre, apoC e apoA, que podem retornar as HDL
ou, ainda, dar origem a particulas precursoras das HDL (GARCIA e
OLIVEIRA, 1992).

Os quilomicrons remanescentes sdo captados pelas células
hepaticas, através do processo de endocitose mediada por receptor. A
remocdo ocorre através de receptores celulares especificos, de alta
afinidade para apoE, localizados na membrana celular. Segundo
ANDERSEN et al. (1977) e BREWER JUNIOR et al. (1988), o figado
possui os receptores apoB/E (receptor de LDL) e receptores apoE, que
podem captar e internalizar os quilomicrons. No entanto, segundo
GARCIA e OLIVEIRA (1992), a ligacado entre a particula remanescente e
o seu lugar de remocao no hepatécito é dependente da interacao entre
apoE e o receptor apoE. A apoE possui regifes ricas em aminoacidos
basicos, que constituem o dominio de reconhecimento pelo receptor
apoE ou receptor de particulas remanescentes. A apoB-48 exerce
funcdo estrutural na particula remanescente e nao participa da
interacao entre a lipoproteina e o receptor.

Particulas grandes, ainda ricas em triacilglicerois, permanecem
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mais tempo na circulacdo, por serem excluidas do espaco intercelular e
impedidas de atravessar o0s sinusotides hepéticos. Na superficie das
células endoteliais hepaticas, outra lipase lipoprotéica (lipase hepatica)
atua na hidrolise de triacilglicerbéis dessas particulas remanescentes,
constituindo-se na ultima etapa do metabolismo dos quilomicrons antes
de sua remocéao plasmatica (GARCIA e OLIVEIRA, 1992).

A enzima lipase lipoprotéica hepéatica apresenta-se como uma
enzima distinta da lipase lipoprotéica periférica. Ambas sao liberadas no
plasma pela administracdo endovenosa de heparina e estao envolvidas
no catabolismo de lipoproteinas ricas em triacilglicerdis (quilomicrons e
VLDL), sendo, no entanto, a lipase periférica a mais ativa. Esta enzima é
ativada por apoC-ll (que promove a hidrolise de triacilglicerais,
facilitando a ligacdo de quilomicrons e VLDL com a enzima) e inibida
por cloreto de sodio e sulfato de protamina; ja a enzima hepatica nao é
afetada pelos inibidores e ativadores da enzima periférica. Ambas as
enzimas possuem atividade como fosfolipase-A, especialmente a lipase
hepatica, que atua na hidrolise de triacilglicerois residuais e
fosfolipidios de particulas remanescentes, participando na formacéao de
LDL e na conversao de HDL2> em HDL3 (THOMPSON, 1989).

No interior das células hepéaticas, pela acdo de enzimas
especificas, os quilomicrons sdo degradados a seus componentes
bésicos, ou seja, aminoacidos livres, acidos graxos, glicerol, bases
nitrogenadas (colina, etanolanina e serina) e colesterol livre. Este
colesterol, proveniente principalmente da dieta, é convertido, em grande
parte, em sais biliares ou usado na sintese de outras lipoproteinas
(MARINETTI, 1990).

O pico de quilomicronemia ocorre normalmente entre trés e seis
horas ap6s a ingestdo de lipidios na alimentacdo e, entdo, declina
gradualmente. A taxa de remocéo de quilomicrons do plasma € rapida,
com meia-vida de menos de uma hora, e normalmente eles ndo séo

detectados ap6s 12 horas de jejum (THOMPSON, 1989).
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Niveis elevados de quilomicrons conferem ao plasma uma
aparéncia leitosa e podem causar hipertrigliceridemia, devido ao alto
teor de triacilglicer6is contido nessas particulas. A persisténcia de
guilomicrons na circulacédo sanguinea pode ser secundaria em relacdo a
deficiéncia hereditaria de lipase lipoprotéica ou de seu ativador apoC-II
(NOVAZZI e MARTINEZ, 1994).

2.1.4.2. Transporte de lipidios endégenos

No reticulo endoplasmatico das células hepaticas sdo formadas
as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). Estas lipoproteinas
transportam triacilglicerdis, fosfolipidios e colesterol do figado para
outros tecidos do organismo. A principal funcdo destas lipoproteinas é
carrear triacilglicerdis de origem enddgena aos tecidos periféricos, para
suprimento energético, durante os periodos de reduzida disponibilidade
exogena (LOPES et al., 1996).

A sintese de VLDL ¢ estimulada pelo aumento do fluxo de acidos
graxos livres para o figado e também em situacbes que ocasionem
aumento na taxa de sintese de acidos graxos enddgenos, como ocorre
durante a alta ingestéo de carboidratos (THOMPSON, 1989).

Do reticulo endoplasmatico onde colesterol, triacilglicerdis,
fosfolipidios e apoproteinas sdo formados, as VLDL sdo transportadas
em vesiculas até o complexo de Golgi, onde podem sofrer algumas
modificacbes, as quais envolvem adicdo ou remocdo de residuos de
carboidratos nas apoproteinas. Através de vesiculas secretorias, as
VLDL séo transportadas para a superficie celular, onde ocorre fuséao
com a membrana plasmatica e liberacdo dessas particulas no espaco de
Disse. As VLDL, entdo, migram para os sinusoéides hepaticos e entram
na circulacao sistémica (MARINETTI, 1990).

A composicdo lipidica e as propriedades das VLDL séao
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apresentadas no Quadro 1. Essas lipoproteinas possuem uma uUnica
copia de apoB-100 por molécula, sendo triacilgliceréis seu principal
constituinte lipidico (LOPES et al., 1996).

Os &cidos graxos empregados na formacéo das VLDL, no figado,
sdo provenientes da captacdo de acidos graxos livres do plasma
(hidrdlise de quilomicrons, VLDL ou triacilgliceréis do tecido adiposo),
da hidrdlise intracelular (particulas remanescentes) ou da sintese “de
novo”. Da mesma forma, o colesterol das VLDL pode ser derivado da
sintese “de novo” ou do catabolismo das lipoproteinas captadas pelo
figado (GARCIA e OLIVEIRA, 1992).

O metabolismo das VLDL assemelha-se ao dos quilomicrons. As
particulas adquirem, no plasma, apoC-l, apoC-Il, apoC-Ill e apoE das
HDL circulantes, resultando nas VLDL maduras. Estas particulas tém
também sua estrutura alterada pela interacdo com lipase lipoprotéica,
na superficie do endotélio capilar, e, além disso, sdo enriquecidas com
moléculas de colesterol esterificado proveniente das HDL, através da
reacdo de transferéncia de lipidios. Concomitantemente, a VLDL cede
triacilgliceréis, fosfolipidios, apoC e apoE para as HDL. Os
remanescentes de VLDL gerados recebem a denominacado de
lipoproteinas de densidade intermediéaria (IDL) (LOPES et al., 1996).

A taxa de turnover das VLDL, em humanos, € menos rapida do
gue a dos quilomicrons, com uma meia-vida de duas a quatro horas
(THOMPSON, 1989).

As VLDL remanescentes, ou IDL, sdo particulas menores que as
VLDL e possuem somente apoB-100 e apoE em sua estrutura
(Quadro 1). Essas lipoproteinas seguem duas vias metabdlicas: séo
removidas pelo figado e degradadas em seus componentes basicos ou
transformadas em LDL. Em condi¢cbes normais, 60 a 70% das IDL séo
removidas rapidamente da circulacdo pelas células hepaticas, através

de receptores especificos: receptores B/E e receptores de particulas
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remanescentes (LOPES et al., 1996).

As particulas ndo removidas pelo figado interagem com a lipase
lipoprotéica hepatica, perdendo mais triacilglicerois e fosfolipidios, além
da perda de apoE, o que acarreta alteracdes adicionais de composicéo e
propriedades destas particulas, produzindo as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), ricas em colesterol, e contendo quase exclusivamente
apoB-100 (BREWER JUNIOR et al.,, 1988). A composicdo e as
propriedades das LDL estéo relacionadas no Quadro 1.

A maioria das LDL é formada a partir do catabolismo das IDL,
embora possa ocorrer producdo direta pelo figado. As LDL sédo as
principais moléculas transportadoras de colesterol no plasma e as
responsaveis pelo oferecimento de colesterol para as células extra-
hepaticas, sendo esta a forma preferencial de obtencéo de colesterol, em
detrimento da sintese intracelular. Nas células, este colesterol podera
ser usado na sintese de membranas celulares e hormoénios esteroidais.

Ao contrario das VLDL e IDL, as LDL tém vida-média
relativamente longa (aproximadamente trés dias). ApGs cumprirem suas
funcbées como carreadoras de colesterol, 70 a 75% das LDL séao
captadas pelo figado através de ligacdo com receptores especificos B/E.
O restante utiliza uma segunda via, ndo dependente de receptor, de
acao mais lenta (LOPES et al., 1996).

As IDL sao também captadas por receptores B/E; dessa forma,
ocorre competicédo entre IDL e LDL por esta via de remogédo. No entanto,
a presenca de maior niumero de cépias de apoE por particula de IDL
determina maior afinidade da IDL pelo receptor B/E;
consequientemente, sua taxa de remocao plasméatica € mais réapida,
guando comparada com a da LDL (HAVEL, 1984; GARCIA e OLIVEIRA,
1992).

O receptor de LDL ¢é uma proteina composta por 839
aminoacidos. A regiao de ligacdo é a porcéo terminal, que € composta de

oito seqUiéncias repetidas de aminoacidos carregados negativamente.
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Essa parte de receptor contém 322 aminoacidos e interage com
residuos de aminoacidos da apoB-100, carregados positivamente. A
porcdo C-terminal serve para locar o receptor na superficie da célula,
junto a regidao hidrofobica da membrana celular. Essa atividade do
receptor é importante na determinacdo do catabolismo de LDL. O
receptor € sintetizado pelo reticulo endoplasmatico rugoso e
transportado até a superficie celular, migrando para regides especificas,
onde se agrega e pode interagir com as LDL (GOLDSTEIN e BROWN,
1984).

As LDL sdo captadas pelas células extra-hepaticas, através do
processo de endocitose mediada por receptor B/E. A internalizacdo das
LDL inicia-se com a ligacdo dessas particulas aos receptores, na
membrana plasméatica da célula, conforme mostrado na Figura 3.

Existem aproximadamente 40.000 receptores por célula, sendo
este niumero maior no figado e nas glandulas adrenais. Os receptores
estdo localizados em regibes da membrana chamadas fossetas

revestidas,
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as quais perfazem 2% da superficie celular e contém a proteina clatrina.
Esta proteina forma polimeros na parte intracelular da membrana
citoplasmaética, causando a invaginacdo das fossetas (englobando
receptor e lipoproteina) e formando vesiculas recobertas que se
transformam em endossomos, apos despolimerizacdo e perda de
clatrina. Estes endossomos sao transformados em vesiculas
desacopladoras, as quais tém pH interno baixo, cerca de 5, mantido por
uma bomba de ATP, ocasionando a dissociacdo entre as LDL e os
receptores. Os receptores retornam a membrana plasmética para
recomecarem o ciclo, e os endossomos que contém as lipoproteinas
fundem-se com lisossomos, formando lisossomos secundérios, onde os
componentes das lipoproteinas sao degradados em seus constituintes
elementares. O colesterol livre resultante pode ser incorporado em
membranas da célula ou, quando em excesso, transportado para o
figado pelo transporte reverso do colesterol, mediado pela HDL
(MARINETTI, 1990).

A captacdo de LDL pelas células é um processo altamente
regulado. O aumento do conteuido celular de colesterol livre desencadeia
trés efeitos regulatorios: supressdo da sintese endbégena de colesterol,
pela inibicdo da enzima HMG-CoA redutase e também pela supressao
da transcricdo do gene para esta enzima, além de acelerada degradacao
da mesma; ativacdo da acil-coA: colesterol aciltransferase, promovendo
o armazenamento do excesso de colesterol na forma de goticulas de
ésteres de colesterol; e regulacdo da sintese do préprio receptor de LDL,
pela reducdo do conteldo de mRNA para o receptor. A reducao da
sintese do receptor assegura que o colesterol ndo serd captado em
excesso pela célula, retirando-o de outras células que dele necessitem,
mesmo quando o0s niveis extracelulares estejam muito elevados.
Quando os niveis de colesterol intracelular diminuem, a regulacgéo faz-
se no sentido contrario, ocorrendo maior producédo de receptores B/E
(MATHEWS e Van HOLDE, 1990).

Muitos tecidos sdo capazes de sintetizar todo o colesterol que
necessitam, ndo dependendo da producado hepética ou da dieta como

fonte de colesterol. Entretanto, nos periodos de divisédo celular intensa,
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como no crescimento e na regeneracao de tecidos, as células necessitam
de grandes quantidades de colesterol. Orgéos como a glandula adrenal e
as gbnadas, que sintetizam horménios esterodides, também necessitam
de colesterol como matéria-prima na biossintese destes hormoénios.
Essas células expressam ndmero maior de receptores de LDL em suas
membranas plasmaticas para captacdo dessas particulas da corrente
sanglinea. Assim, as células ajustam o namero de receptores de LDL,
em suas membranas, de acordo com suas necessidades de colesterol
(BRODY, 1994).

No organismo humano, o resultado do processo regulador do
numero de receptores de LDL pelo colesterol intracelular,
principalmente no figado, condiciona o nivel plasmatico da LDL. Isto
ocorre pelo controle ndo apenas da velocidade de remocao dessas
particulas do plasma, mas também da sua producdo. Como estes
receptores também removem as IDL, precursoras de LDL, sua
permanéncia mais longa na circulacdo gera mais LDL, sendo esta a
razao pela qual a estimulacdo da atividade dos receptores B/E provoca
reducdo na concentracdo de LDL no plasma superior a prevista pelo
aumento apenas de sua remocao plasmatica (GARCIA e OLIVEIRA,
1992).

Influéncias genéticas, ambientais e terapéuticas podem regular o
nivel de LDL na circulacdo sanglinea através da modulacdo da
atividade dos receptores teciduais dessas particulas. Fatores
ambientais, como a alimentacdo com alto teor de colesterol, podem
sobrecarregar o figado, diminuindo assim o numero de receptores de
LDL e, em decorréncia, elevando o nivel dessa lipoproteina no plasma.
Dietas ricas em gorduras saturadas tém efeito semelhante, mas por
mecanismos nao totalmente esclarecidos. Por outro lado, manipulacdes
gue diminuem o conteudo tecidual de colesterol - como as resinas
guelantes de sais biliares - diminuem a reabsorcao intestinal desses
acidos, induzindo aumento na conversao hepatica de colesterol em sais
biliares. Ainda, a administracdo de inibidores da HMG-CoA redutase é
acompanhada de aumento no numero de receptores hepaticos para

LDL, o que, consequentemente, diminui o nivel plasmatico de LDL
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(GARCIA e OLIVEIRA, 1992).

Mutacbes no gene do receptor da LDL traduzem defeitos
fenotipicos na proteina receptora. Estas mutacdes pertencem a quatro
classes gerais: mutacfes que levam a insuficiéncia da sintese do
recpetor (mais comum); mutacfes nas quais o0 receptor é sintetizado,
mas nao migra do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi, a
fim de ser transportado para a membrana citoplasmatica; mutacdes nas
guais o receptor é sintetizado, processado normalmente e alcanca a
superficie celular, mas néo se liga a LDL (anormalidade no local de
ligacdo); e mutacdes nas quais o receptor alcanca a superficie da célula
e se liga a LDL, mas nao é capaz de se deslocar para as fossetas
revestidas, devido a um defeito no segmento citoplasmatico do receptor,
diminuindo consideravelmente a interiorizagdo das LDL. Como
resultado dessas mutacdes, h& reducdo da remocdo de LDL da
circulacdo sanguinea, causando acumulo plasmatico desta lipoproteina
(MATHEWS e Van HOLDE, 1990).

2.1.4.3. Transporte reverso de colesterol (metabolismo de HDL)

As concentracfes de colesterol nos tecidos extra-hepaticos
podem ser aumentadas pelo menos por dois mecanismos: sintese “de
Nnovo” ou captacdo de LDL. Como o colesterol ndo pode ser degradado
nos tecidos periféricos, ele deve retornar ao figado para excre¢ao ou
degradacdo. Este processo é chamado de transporte reverso do
colesterol (GRUNDY, 1983).

As lipoproteinas de alta densidade (HDL) sédo as principais
lipoproteinas envolvidas no mecanismo de remocao do colesterol dos
tecidos extra-hepéaticos (EISENBERG, 1984). Estas lipoproteinas
representam um grupo heterogéneo de pequenas lipoproteinas que
diferem quanto a composicdo e densidade. Sdo constituidas de um
nacleo de ésteres de colesterol, recoberto com colesterol né&o-
esterificado, fosfolipidios e apoproteinas. As principais apoproteinas sao

apoA-l1 e apoA-Il, podendo estar presentes também quantidades
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menores de apoC e apoE (GRUNDY, 1983).

Estas lipoproteinas podem ser sintetizadas no figado e intestino
(BRODY, 1994) ou formadas a partir dos constituintes de superficie
liberados pela lipdlise das lipoproteinas ricas em triacilglicerdis, como
quilomicrons e VLDL (EISENBERG, 1983).

Segundo GARCIA e OLIVEIRA (1992), quando quilomicrons e
VLDL perdem triacilglicerdis (remodelacdo intravascular mediada pela
enzima lipase lipoprotéica), ocorre diminuicdo do volume da particula;
dessa forma, componentes de superficie, como colesterol livre,
fosfolipidios e apoproteinas, sdo liberados, formando macroagregados
moleculares de forma discoidal, precursores da HDL-plasméatica. Porém,
a formacdo de particulas discdides s6 é demonstrada in vitro e em
perfusao de figado isolado, pois, no plasma e intersticio, estas lamelas
sao rapidamente transformadas em particulas esféricas, por aumento
do conteudo de colesterol esterificado. Esse mecanismo é mediado por
uma enzima presente na superficie da HDL, denominada lecitina:
colesterol aciltransferase (LCAT).

A LCAT é uma enzima sintetizada no figado, exercendo sua
funcdo no plasma, onde esterifica o colesterol agregado a superficie da
HDL. Esta enzima € atividada por apoA-l, apoA-ll, possivelmente por
apoC-I e atua na transferéncia de um acido graxo insaturado da posicéao
2 de lecitina para o grupo hidroxi do colesterol, produzindo éster de
colesterol e lisolecitina (MARINETTI, 1990).

As HDL nascentes, lipoproteinas de forma discoide, ricas em
fosfolipidios, contendo apoA e possivelmente apoE, sdo particulas que
tém alta afinidade por colesterol n&o-esterificado. O processo de
incorporacéo de colesterol pelas HDL inicia-se com a interagdo destas
particulas com estruturas que contenham colesterol livre na interface
com o meio aquoso, como lipoproteinas menos densas (quilomicrons,
VLDL e LDL) ou membranas celulares (macrofagos, fibroblastos,
hemacias ou outras células extra-hepaticas). Através deste mecanismo
as células eliminam o excesso de colesterol livre (GARCIA e OLIVEIRA,
1992).

O colesterol, apés esterificacdo na superficie da HDL, é
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incorporado ao seu nucleo, resultando em particulas esféricas
denominadas HDL3. Na circulacdo, HDL3 recebe constituintes
adicionais. Além de o colesterol celular ser uma fonte continua de
colesterol, ele pode ser adquirido durante a degradacéo de lipoproteinas
ricas em triacilglicer6is (VLDL e quilomicrons). Colesterol né&o-
esterificado, fosfolipidios e apoC e apoE liberadas durante a lipdlise
podem também ser incorporados a HDL. Essas modificagoes,
juntamente com a acdo continua da LCAT, podem expandir a HDLs3,
produzindo uma particula maior, a HDL> (GRUNDY, 1983).

A HDL: transfere colesterol esterificado para outras classes de
lipoproteinas, como quilomicrons, quilomicrons remanescentes, VLDL e
IDL, que séo rapidamente removidas pelo figado, caracterizando o
transporte reverso de colesterol pela “via indireta”. Esta transferéncia €
mediada pela proteina de transferéncia de colesterol esterificado, que
possui também a funcdo de transferir triacilglicer6is no sentido
contrario, ou seja, de lipoproteina ricas em triacilgliceréis paraa HDL. Na
circulagcdo hepética, triacilglicerois e fosfolipidios da HDL2> séo
hidrolisados pela lipase lipoproteina hepatica, dando origem a HDLs3,
gue, ao retornar aos tecidos extra-hepaticos, reinicia o ciclo de captacao
de colesterol. Nesta etapa metabdlica ocorre também a transferéncia de
colesterol esterificado da HDL> para o figado pela “via direta”, ou seja,
sem o envolvimento de outras classes de lipoproteinas (GARCIA e
OLIVEIRA, 1992).

O mecanismo pelo qual ocorre captacdo hepéatica da HDL néo
esta totalmente esclarecido, existindo controvérsias na literatura sobre
a existéncia de um receptor especifico para a interacdo de HDL com o
hepatécito. Outro ponto também né&o elucidado no metabolismo das
HDL é a forma como se processa o fluxo de colesterol em sentidos
opostos, entre a lipoproteina e a célula: a HDL, nos tecidos extra-
hepaticos (macréfagos e fibroblastos), retira colesterol livre, enquanto
doa colesterol esterificado para os hepatécitos (GARCIA e OLIVEIRA,
1992).

O processo de transporte reverso do colesterol, permitindo que o

excessso de colesterol dos tecidos periféricos seja levado ao figado, onde
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ele pode ser metabolizado, segundo GRUNDY (1983) e MARINETTI
(1990), poderia explicar porque niveis elevados de HDL-colesterol
conferem protecao a aterosclerose e a doenca arterial coronariana.

Na Figura 4 € mostrado um esquema geral do metabolismo das

lipoproteinas plasmaticas, em humanos.
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Figura 4 - Esquema geral do metabolismo de lipoproteinas.

2.2. Corantes naturais

2.2.1. Corante curcuma

A curcuma em po6é comercial consiste no rizoma seco e
pulverizado da Curcuma longa L., planta herbacea pertencente a familia

Zingiberaceae, originaria do sul e sudeste da Asia e cultivada na india,
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na China, em Formosa, na Indonésia, em Java, nas Filipinas, no
Caribe, no norte da Australia e na América do Sul, entre outros
(GOVINDARAJAN, 1980; MATHAI, 1979).

Também conhecida como acafroeira ou acafrdo-da-terra no
Brasil, as regides de maior cultivo da Curcuma encontram-se nos
estados de Goias, Mato Grosso e Sdo Paulo (OLIVEIRA et al., 1992).

A Curcuma longa L. é uma planta que apresenta a vantagem de
nao exigir cuidados especiais em seu cultivo, desenvolvendo-se bem em
diversas condicdes tropicais, em altitudes que variam do nivel do mar a
1.500 m e em temperaturas de 20 a 30°C. Seu ciclo vegetativo varia de
7 a 9 meses, e a propagacdo da planta é feita utilizando-se seus
rizomas. Estes rizomas crescem agrupados no subsolo, abaixo do colo
da planta, organizados numa estrutura normalmente denominada
“mao”, onde rizomas menores, “dedos”, agrupam-se ao redor de um
maior, chamado “pido” (MAIA, 1991). A planta pode atingir até 1 m de
altura, sendo a colheita dos rizomas feita manual ou mecanicamente,
guando a parte aérea da planta comeca a secar e as folhas tornam-se
amarelas, geralmente 7 a 8 meses apos o plantio. Apds o corte das
folhas e do caule os rizomas s&o retirados da terra, lavados e secos,
para serem processados (GOVINDARAJAN, 1980; OLIVEIRA et al.,
1992).

O processamento do rizoma consiste no fatiamento (2 a5 mm) e
na secagem solar ou artificial, para posterior moagem. Anteriormente ao
processo de secagem, os rizomas podem ser submetidos ao processo de
cura, que consiste no cozimento em agua, a fim de gelatinizar o amido,
o0 que diminui o tempo de secagem, destréi enzimas oxidativas e reduz a
carga microbiana (GOVINDARAJAN, 1980).

SAMPATHU et al. (1988) estudaram o efeito de trés diferentes
métodos de pré-tratamentos dos rizomas: cozimento em &gua,
cozimento em &gua alcalina e nao-cozimento, de rizomas inteiros e

fatiados, em relacdo a tempo de secagem, teor de oleorresina e

33



curcumina. Cozimento e, ou, fatiamento ajudaram a reduzir
drasticamente o periodo de secagem, sem diferenca no teor de
curcumina. A eficiéncia da extracdo da curcumina em acetona foi maior
em amostras ndo-cozidas (92-94%) do que em cozidas (76-84%).

Em estudos realizados por KRISHNAMURTHY et al. (1975) e
PRASAD e SINGH (1980), foram verificados outros pré-tratamentos na
preparacao dos rizomas de Curcuma, como: fervura em agua, fervura em
salmoura a 5%, fervura em solucdo a 0,1% de carbonato de sodio,
vapor, descascamento e fatiamento, seguidos por secagem mecanica e
ao sol. Observou-se que o0s pré-tratamentos nédo forneceram diferencas
significativas no teor de curcumina e 0Oleo volatil, diminuiram o tempo
de secagem e propiciaram melhor aparéncia ao produto seco.

Quanto a composicdo quimica da Curcuma, segundo
GOVINDARAJAN (1980), poucas informacdes encontram-se disponiveis,
e muitas variagbes nos teores percentuais estabelecidos para seus
constituintes tém sido encontradas. No entanto, segundo esse mesmo
autor, o amido como reserva de carboidratos dos rizomas é esperado ser
0 seu maior componente; e, além de constituintes comumente
encontrados em plantas, como proteina, lipidios e fibra, a Curcuma
apresenta também componentes caracteristicos: 0s pigmentos
curcumindides, responsaveis pela cor amarela (2 a 5%), e o 6leo volatil
(2 a 6%).

MARTINS e RUSIG (1992), em um trabalho de revisdo sobre a
cUrcuma como corante natural, para uso alimenticio, reuniram os
seguintes dados, obtidos a partir de varios autores, sobre a composicao
dos rizomas da Curcuma longa L.: 6leo essencial: 1,3 a 5,5%/2,8 a
6,0%/0u no méaximo 2%, constituido principalmente por turmerona e
desidroturmerona e de um percentual menor de outras cetonas
aromaticas; umidade: 9,0 a 19,0%; amido: 30,0 a 50,0%; pentosanas:
4,7%; proteina bruta: 6,0 a 11,0%; fibra: 2,0 a 6,0%; e substancia

corante - curcumina: 2,5 a 8,1%.
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O teor de curcumina varia em funcdo de variedade, local de
plantio, préaticas agricolas, fertilizacdo e maturidade dos rizomas. O teor
de amido possivelmente se relaciona com o grau de maturacdo
(KRISHNAMURTHY et al.,, 1975; MATHAI, 1979; GOVINDARAJAN,
1980).

A curcumina é um pé cristalino, inodoro, pouco soldvel em
agua, éter de petrdleo e benzeno, soluvel em etanol, metanol, acido
acético glacial e propileno glicol e muito solivel em acetona e éter
etilico. Na forma de po6 fino pode ser dispersa em 6leo. Quimicamente, o
corante é identificado como um diferuloilmetano: 1,7-bis-(4-hidroxi-3-
metoxi-fenil)-hepta-1,6-dien-3,5-diona, de formula molecular C21H200se
(PEROTTI, 1975).

A Curcuma contém ainda outros pigmentos, derivados
desmetoxilados da curcumina, desmetoxicurcumina e bidesmetoxicur-
cumina, os quais foram identificados através de técnica de
cromatografia em coluna, utilizando-se silica-gel e benzeno como
eluente. Os dois derivados reagem de maneira similar a curcumina com
cloreto férrico e a outros reagentes, sendo analogos estruturalmente
(Figura 5) (GOVINDARAJAN, 1980).

Os trés componentes, curcumina, desmetoxicurcumina e
bidesmetoxicurcumina, tém sido estimados por cromatografia de
camada delgada, apresentando manchas de coloracdo amarelo-
avermelhada, amarelho-alaranjada e amarela, respectivamente. Todas
as manchas apresentam fluorescéncia amarela sob luz ultravioleta. O
espectro de fluorescéncia apresenta excitacdo a 435 nm e emisséo a
520 nm. Apresentam pontos de fusdo de 183°C, 168°C e 224°C e
massas moleculares de 368, 338 e 308, respectivamente. O espectro de
absorcdo tem pequena variacdo para os trés componentes: 429 nm para
curcumina, 424 nm para desmetoxicurcumina e 419nm para
bidesmetoxicurcumina (GOVINDARAJAN, 1980).

O pigmento apresenta pouca estabilidade a luz, embora seja
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bastante estavel ao calor (AUSLANDER et al., 1977).

Em meio acido, pH 4 a 5, a curcumina mantém a cor amarela;
no entanto, a adicao de alcali muda a cor para marrom avermelhado. A
cor e a absorbancia decrescem rapidamente com o tempo, quando o pH
muda de 7 para 10. A absorbancia mantém-se constante entre pH 4 e 7
(GOVINDARAJAN, 1980).
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FONTE: GOVINDARAJAN (1980).

Figura 5 - Estrutura dos pigmentos curcumindides identificados na
Curcuma longa L.
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O Oleo volatil obtido por extracdo da curcuma em pé6 varia de
amarelo-palido a amarelo-alaranjado, com odor residual dos rizomas da
carcuma. O aroma da curcuma é devido a cetonas sesquiterpénicas,
formadas por aproximadamente 59% de ar-turmerona (ou
desidroturmerona) e turmerona, numa proporcdo de 40 e 60%
respectivamente. O 6leo voléatil contém ainda um percentual menor de
cetonas aromaticas, como zingibereno (25%), d-a-felandreno (1%),
d-sabineno (0-6%), cineol (1%) e borneol (0-5%) (KRISHNAMURTHY et
al., 1976).

Além do p6é de Curcuma, dois outros produtos basicos da
Curcuma encontram-se comercialmente disponiveis: a oleorresina e o
extrato purificado. O p6 de Curcuma € um constituinte indispensavel ao
curry indiano (GOVINDARAJAN, 1980), sendo também utilizado em
pasta de mostarda e em condimentos, produtos nos quais o seu aroma
caracteristico € desejavel (ABEA, 1984).

A oleorresina de Curcuma é obtida pela extracdo com solventes
do p6 de Curcuma seco, constituindo-se num produto altamente
viscoso, marrom-alaranjado, com 30 a 40% de curcumina, 15 a 20% de
Oleo volatil e apresentando aroma caracteristico da Curcuma e sabor
residual amargo. Entretanto, quando diluida em niveis de uso, obtém-
se uma cor amarelo-brilhante. A oleorresina é largamente utilizada em
picles, maioneses, mostarda, revestimentos de filés de peixe congelado,
produtos carneos, massas alimenticias, bebidas nao-alcodlicas,
gelatinas, manteiga, queijos, etc., sendo a funcao predominante a de
colorir o produto (ABEA, 1984).

Entretanto, como a curcumina € insoluvel em &agua e muitos
sistemas de alimentos contém significativa quantidade de agua, o
pigmento n&o colore esses sistemas sem algum tipo de emulsificante
(SASTRY, 1970). Para uso comercial, a oleorresina de Curcuma é
geralmente misturada com um solubilizante, como propileno glicol,

polisorbato ou 6leo vegetal, para facilitar o seu uso (KRISHNAMURTHY
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et al., 1976).

O extrato de curcumina purificado consiste no corante sem
aroma e sabor residual, concentrado, obtido por extracao com solventes
do p6 de Curcuma seco (FREUND et al., 1988). Em alguns produtos
alimenticios, como bebidas, gelatinas, queijos, manteigas, sorvetes e
produtos de confeitaria, nos quais o aroma da cUrcuma é indesejavel, o
uso do extrato de curcumina torna-se preferivel (PEROTTI, 1975).

Segundo SAMBAIAH et al. (1982), a curcuma é um dos
condimentos mais comuns na india, sendo usado principalmente por
suas propriedades de corante e, em parte, por seu flavour. No entanto,
paralelamente a este uso, muitas aplicacbes medicinais tém sido
também descritas no sistema de medicina tradicional indiano.

Como remédio caseiro, segundo GOVINDARAJAN (1980), os
rizomas da Curcuma encontram indicacdo como carminativo, na
dispepsia, nas afeccbes da pele, além de serem usados, externamente,
na forma de pasta, no alivio de luxacdes, contusdes e inflamacdes das
juntas.

AMMON e WAHL (1991) relacionaram varios trabalhos sobre as
propriedades farmacoldgicas de extratos da planta, da curcumina, seu
principal principio ativo, como também de seu 06leo volatil. Resultados
positivos foram demonstrados por Vvarios pesquisadores sobre a
atividade antiinflamatéria da Curcuma, usando um modelo classico para
estudar os efeitos de agentes antiinflamatérios. Este modelo consiste
em testar a acédo inibitéria de substancias no desenvolvimento de edema
- a fase exsudativa da inflamacédo - em pata de ratos, induzido pela
injecao local de substancias como, por exemplo, a carragenina. Entre os
trabalhos relacionados por esses autores estdo os de Yegnanarayan et
al. (1976), que investigaram varios extratos secos (éter de petroleo,
alcool e agua) da Curcuma longa, por administracdo intraperitoneal,

constatando, apdés quatro horas, que o extrato aquoso foi o mais ativo

38



na reducao do edema; os de Srimal e Dhawan (1985), que, utilizando
curcumina, também encontraram efeito positivo no teste de edema
agudo induzido por carragenina em camundongos e ratos apos
administracao oral. Entretanto, as doses requeridas foram muito mais
altas do que as doses necessarias pela administracao intraperitoneal,
gque forneciam resultados similares; os de Chandra e Gupta (1972), que
constataram que o Oleo volatil, na dose de 0,1 mL/kg/dia, oralmente,
pode também suprimir edema agudo; e os de Ghatak e Basu (1972), em
um experimento de inducdo do processo de artrite por formalina, que,
como antiartritico, encontraram cerca de 45 a 50% de inibicéo,
utilizando 0,1 mg/kg de curcuminato de sodio e 3 mg/kg de curcumina,
ambos administrados oralmente, em comparacdo com 5 mg/kg de
hidrocortisona, por administracao intraperitoneal.

Entre outros trabalhos relacionados por AMMON e WAHL
(1991) encontra-se o de Ramprasad e Sirsi (1956), que relataram o
efeito de curcumina como colagogo e colerético. Estes autores
examinaram o efeito de curcuminato de sédio na secrecdo biliar em
cachorros, encontrando 100% de aumento na quantidade de secrecéo,
apds a administracdo intravenosa de 25 mg/kg. O Oleo essencial
apresentou efeito similar, porém menos potente. Verificou-se também
diminuicdo na concentracdo de sélidos na bile; a quantidade total de
sais biliares, colesterol e bilirrubina excretados sob o efeito da droga foi
aumentada, e a quantidade de acidos graxos permaneceu constante.
Bhavanishankar e Screenivasa Murthy (1979) investigaram os efeitos
antibacterianos de Curcuma longa, in vitro, encontrando uma supressao
significativa no crescimento de uma larga variedade de
microrganismos pelo 6leo volatil (4,5-90 nL/100 mL). Curcumina (2,5-
50 mg/100 mL) somente inibiu Staphylococcus aureus, e 0 extrato
alcoodlico (10-200 mg/100 mL) de Curcuma longa induziu mudancas
morfoldgicas em Streptococci, Lactobacilli e Staphylococci. Mishra e Sahu

(1977) também observaram atividade fungistatica contra Vvarios
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dermatéfilos, in vitro, com o uso de um extrato de Curcuma longa. Dhar
et al. (1968) constataram gque um extrato etanodlico dos rizomas foi
eficaz contra Entamoeba histolytica, in vitro.

Na literatura, entre outros trabalhos encontrados, inclui-se o de
SHARMA (1976), que estudou a atividade antioxidante in vitro de
curcumina, utilizando preparacdes de cérebro de rato, observando 95%
de inibicdo da peroxidacdo lipidica na presenca de 5,15x10-3 M de
curcumina.

CONNEY et al. (1991) estudaram o efeito inibitério de curcumina
e alguns outros compostos da dieta relacionados estruturalmente
(acidos clorogénico, cafeico e ferdlico) na promocdo de tumor e
metabolismo do acido araquidénico. Curcumina apresentou efeito
inibidor na promocgéo de tumor na pele de camundongos, induzido por
12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato; os outros compostos apresentaram
efeito inibidor menos potente. Também foram constatadas inibicdo da
atividade da enzima ornitina descarboxilase e inflamacdo na pele de
camundongos, além da inibicdo do metabolismo do acido araquidonico,
gue induz processo inflamatoério in vivo, e da atividade das enzimas
lipoxigenase e ciclooxigenase in vitro.

GOUD et al. (1993) analisaram o efeito da curcuma na atividade
de enzimas metabolizadoras de xenobidticos, em tecidos hepaticos de
ratos alimentados com curcuma nas doses de 0,1; 0,5; 1,5 e 10%,
durante quatro semanas. Observou-se elevacdo na atividade da enzima
UDP glicuronil transferase em ratos alimentados com 10% de cUdrcuma
na dieta e da enzima glutationa-S-transferase com 5 e 10% de cUrcuma,
sugerindo que a curcuma pode atuar na promocao de mecanismos que
aumentem os processos de destoxificacdo do organismo, atenuando o0s
efeitos de varios carcindgenos dietéticos.

Estudando o efeito de curcumina nos niveis de colesterol sérico e
hepatico em ratos alimentados com colesterol, nas doses de 0,1; 0,25 e

0,5% da dieta, SUBBA RAO et al. (1970) verificaram reducdo desses
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niveis. Em dieta sem colesterol, a adicdo de 0,5% de curcumina
purificada na dieta resultou em elevacao desses niveis. Menor deposicao
de colesterol foi encontrada no figado dos animais alimentados com
curcumina, além do aumento na excrecao fecal de sais biliares e
colesterol, tanto em ratos normais como nos hipercolesterolémicos.

SRINIVASAN e SAMBAIAH (1991) estudaram o efeito de
curcumina na alimentacdo de ratos, na dose de 0,5%, por trés meses,
na atividade da enzima colesterol 7a-hidroxilase e nos niveis de
colesterol sérico e hepatico, em ratos. A curcumina foi adicionada a
uma dieta basica, na dose de 0,5%, por trés meses. Foi observado
aumento na atividade da enzima colesterol 7a-hidroxilase, embora
efeitos hipocolesterolémicos ou reducdo da concentracdo de colesterol
no figado dos animais alimentados com curcumina nao tenham
ocorrido. Esses autores concluiram que esta situacdo teria sido
resultado de uma simultanea estimulacao da biossintese do colesterol
hepatico, paralelamente ao catabolismo do colesterol a sais biliares.

Sobre o0 metabolismo da curcuma/Zcurcumina, segundo a
JOINT FAO/WHO... (1982), estudos em ratos sugerem que 60% de uma
suspensdo aquosa de curcumina é absorvida, tendo a suspensdo em
60leo maior absorcdo. Curcumina ndo-modificada ndo € detectada na
urina ou no sangue e nédo se acumula nos tecidos ou gorduras. A
curcumina sofre rapido metabolismo, e, apesar de os metabdlitos ndo
terem sido completamente identificados, 0 uso de curcumina marcada
com 14C tem demonstrado que os principais metabdlitos biliares sdo
glicuronideos de tetrahidrocurcumina e hexahidrocurcumina e, em
menores quantidades, acido desidroferulico e &cido ferulico.

Quanto ao aspecto de seguranca na ingestdo da curcuma,
alguns autores pesquisaram possiveis efeitos toéxicos do corante. Entre
estes, encontram-se os trabalhos de BHAVANISHANKAR e SREENIVASA
MURTHY (1987), os quais investigaram a curcuma na dose de

500 mg/kg de peso corporal e seu extrato alcodlico na dose de
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60 mg/kg de peso corporal, adicionados a dieta de ratos, por trés
geracbes. Nao foi observada diferenca significativa nos indices de
fertilidade, de gestacdo, de viabilidade e de lactacdo e na média do
nuamero de filhotes vivos, entre os animais submetidos aos tratamentos
e o controle.

SAMBAIAH et al. (1982), utilizando os rizomas de Curcuma e
curcumina na dieta de ratos nas dosagens de 0,1; 0,2; 0,5; 1,0; 5,0 e
10%, n&o observaram qualquer efeito adverso no crescimento, na taxa
de eficiéncia alimentar, nos niveis de constituintes sanglineos
(hemoglobina, proteina total, albumina, globulina, aminotransferases
séricas (TGO e TGP) e fosfatase alcalina e na contagem de leucocitos ou
eritrocitos.

BHAVANISHANKAR et al. (1986) estudaram os efeitos de
curcuma na dose de 500 mg/kg de peso corporal e de seu extrato
alcoodlico na dose de 60 mg/kg de peso corporal em ratos e macacos por
12 e 9 meses, respectivamente, constatando que a resposta ao
crescimento, a utilizacdo de alimentos e calorias, o peso de 6rgaos, os
constituintes sanglineos e as andlises de urina (acuUcar, albumina,
corpos cetonicos, sais biliares e pigmentos biliares) dos animais néo
mostraram qualquer diferenca em comparacédo aos respectivos animais
do tratamento controle.

BHAVANISHANKAR et al. (1980) estudaram o efeito de
suplementacédo da dieta de macacos (grupos de trés macacos adultos
fémeas) com curcuma, na dose de 2,5 g/kg de peso corporal, e de um
extrato alcodlico na dose de 300 mg/kg de peso corporal, por trés
semanas. Comparados aos controles, nao foram observados efeitos
relacionados ao tratamento, quanto a mortalidade, ganho de peso ou

exames patoldgicos de coracéao, figado e rins.
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2.2.2. Corante antocianina

As antocianinas compreendem um grupo de pigmentos de
ocorréncia natural, os quais sao responsaveis pelas colora¢gdes azul,
vermelha, purpura e violeta de muitas espécies no reino vegetal
(JACKMAN et al., 1987).

Como outros compostos fendlicos, as antocianinas estdo
localizadas nos vacuolos das células. Estes pigmentos sdo sollveis em
agua e, apesar de se acumularem essencialmente nas células
epidérmicas de flores e frutos, séo freqientemente encontrados também
em outras partes da planta, como raizes e folhas (BROUILLARD, 1983).

As antocianinas formam as cores de muitos frutos e vegetais,
sendo provavelmente o corante mais comum, de cor vermelha, em sucos
de frutas, vinhos e geléias; elas tém sido identificadas em matérias
vegetais tdo diversas quanto macas, uvas, morangos, framboesas,
cerejas, cascas de batata-doce, cebola-roxa, repolho-roxo, rabanete e
ruibarbo, para citar apenas alguns dos muitos outros frutos e vegetais
(TIMBERLAKE e BRIDLE, 1980; FREUND et al., 1988).

Uma das mais importantes func¢des das antocianinas na area da
percepcao visual é a atracdo de animais (principalmente insetos e
passaros) com propédsito de polinizacdo e disseminacdo de sementes; e,
por esta razdo, é de consideravel valor na coevolucdo das interacdes
entre plantas e animais (BROUILLARD, 1983; STRACK e WRAY, 1989).

Sintetizadas por quase todas as plantas superiores, as
antocianinas caracterizam-se por possuirem a estrutura carbdnica
-Cs-C3-Cs- €, portanto, fazerem parte do grupo de compostos conhecidos
coletivamente como flavondides. Entretanto, apesar de possuirem a
mesma origem biossintética, as antocianinas diferem dos outros
flavondides naturais por absorverem fortemente a luz visivel
(BROUILLARD, 1982; JACKMAN et al., 1987).

Modelos experimentais tém demonstrado, no entanto, que, em
condicdes tado similares quanto possiveis as condicbes naturais

(temperatura ambiente e solucdes aquosas ligeiramente acidas), muitas
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das antocianinas encontradas na natureza sdo estaveis, porém na
forma descolorida. Portanto, mecanismos in vivo devem existir para
estabilizar a cor a custa de estruturas descoloridas. Tendo em vista que
muitas substancias coexistem com as antocianinas nos vacuolos das
células (outros compostos fendlicos, proteinas, peptideos, produtos da
degradacdo de &cidos nucléicos, acUcares, aminoacidos, &cidos
organicos e minerais como ions calcio, potassio e magnésio), certamente
algumas destas substancias podem interagir com as antocianinas,
resultando na prevencdo da perda de cor ou mesmo intensificando-a
(BROUILLARD, 1983).

De acordo com BOBBIO e BOBBIO (1992), a coloracdo de uma
mesma antocianina pode variar nas plantas pela sua associacdao com
cation, por efeito do pH e por associacdo com outros compostos
presentes na planta, notadamente outros flavonéides nao-antocianicos.

As antocianinas encontradas na natureza sao glicosideos de
antocianidinas. A estrutura basica das antocianidinas é o cation
flavilium (2-fenilbenzopirilium), a partir do qual as seis antocianidinas
mais comuns - pelargonidina, cianidina, peonidina, delfinidina,
petunidina e malvidina -, juntamente com oito estruturas raras, sao
derivadas na natureza pela adicdo de grupos hidroxila e por metilacdo
desses grupos (STRACK e WRAY, 1989) (Figura 6).

Em geral, as antocianidinas ndo se acumulam nas plantas, e os
pigmentos ocorrem em flores e frutas, principalmente na forma
glicosilada, ou seja, de antocianinas. As antocianidinas sdo mais
instaveis e menos sollveis em agua que as antocianinas, indicando que
a glicolisacdo confere solubilidade e estabilidade ao pigmento
(BROUILLARD, 1982).

As classes mais comuns de glicosideos sdo 3-monosideos,
3-biosideos e 3-triosideos, como também 3,5 diglicosideos e, mais
raramente, 3,7-diglicosideos. Os monossacarideos, glicose, galactose,
ramnose e arabinose, sdo o0s acUcares mais freglentemente
encontrados, seguidos por xilose. Os dois mais importantes tipos de

glicosideos sdo 3-monosideos e 3,5 diglicosideos (STRACK e WRAY,
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1989).

Segundo BOBBIO e BOBBIO (1992), ligado ao carbono da
posicdo 3 da antocianidina existe sempre um acucar, exceto no caso
das desoxiantocianinas, em gue o acUcar geralmente esta ligado na
posicdo 5. Poucas sao as antocianinas conhecidas glicosiladas na
posicdo 7, e 0s acucares nas posicdes 5 e 7 sao sempre glicose. Em
muitos pigmentos, os residuos de acUcar ligados ao carbono na posicao
3 da antocianina sao acilados, estando estes acidos ligados na hidroxila
da posicéo 3 e, menos freqientemente, na posicédo 6 do acucar.

Os grupos acil comumente encontrados nas antocianinas sao
acidos aromaticos (acidos fendlicos), entre os quais os mais frequentes
sao os acidos hidroxicinamicos, p-cumarico, caféico e ferulico, sendo
mais raramente encontrados os &acidos hidroxibenzoicos. Acidos
alifaticos podem também estar presentes, como os acidos acético,

oxalico, maldénico, succinico e malico, sendo conhecidas estruturas de

Cation flavilium

Substituicéo (R)

Antocianidina 3 5 6 7 3 4 5’
Estruturas comuns

Pelargonidina OH OH H OH H OH H
Cianidina OH OH H OH OH OH H
Peonidina OH OH H OH OMe OH H
Delfinidina OH OH H OH OH OH OH
Petunidina OH OH H OH OMe OH OH
Malvidina OH OH H OH OMe OH OMe

Estruturas raras

Aurantinidina OH OH OH OH H OH H
6-hidroxicianidina OH OH OH OH OH OH H
5-metilcianidina OH OMe H OH OH OH H
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Rosinidina OH OH H OMe OMe OH H
Pulquelidina OH OMe H OH OH OH OH
Europinidina OH OMe H OH OMe OH OH
Hirsutidina OH OH H OMe OMe OH OMe
Capensinidina OH OMe H OH OMe OH OMe

FONTE: Adaptado de STRACK e WRAY (1989).

Figura 6 - Estruturas de antocianidinas de ocorréncia natural.
antocianinas que contém ambos, acidos alifaticos e aroméaticos
(STRACK e WRAY, 1989).

A metoxilagdo na estrutura das antocianinas usualmente tem
lugar nas posicbes 3’ e 5'. Raras sdo as antocianinas com uma metoxila
nas posicdes 7 e 5 (MAZZA e BROUILLARD, 1987).

Segundo FRANCIS (1992), devido ao grande numero de possiveis
combinacdes de antocianidinas, acUcares e grupos acil, sdo conhecidas
aproximadamente 300 antocianinas.

Apesar de largamente disseminadas na natureza, sado poucas as
fontes de antocianinas utilizaveis comercialmente (ARAUJO, 1995),
destacando-se as cascas de uva, como subproduto da industria do
vinho, o qual, devido a sua grande importancia em alguns paises, leva a
disponibilidade de grandes quantidades de cascas de uva. Estas contém
altas concentracbes de pigmentos antocianicos, 0s quais estdo
disponiveis comercialmente sob o0 nome genérico de enocianinas
(FRANCIS, 1992).

Os processos de obtencdo das enocianinas incluem extracoes
com solucdo aquosa de anidrido sulfuroso ou com solventes alcodlicos
acidificados. O produto final pode estar na forma de liquido
concentrado, pasta ou p6 (MARKAKIS, 1982).

As uvas contém cerca de 25 pigmentos (dependendo da
variedade), os quais sdo basicamente mono e diglicosideos das seis
mais comuns antocianidinas, relacionadas na Figura 6. Os corantes
comerciais derivados de uvas geralmente tém porcdo apreciavel de

pigmentos polimerizados (acima de 50% ou mesmo mais), dependendo
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do tempo de producéo do corante e do tratamento ao qual foi submetido
(FRANCIS, 1992).

Antocianinas derivadas de uvas tém sido utilizadas como
corantes alimentares por muitos anos, embora haja limitacdes no seu
emprego, devido a sensibilidade a mudancas de pH do meio e
problemas de estabilidade dos pigmentos, visto que antocianinas
reagem com &cido ascoérbico, metais, acUcares e oxigénio, sofrendo
influéncia da luz e temperatura, além da acao de enzimas, produzindo
polimeros e produtos de degradacédo (FRANCIS, 1992).

A cor das antocianinas em solucdo depende de varios fatores,
como concentracédo, solvente, temperatura, pH, estrutura do pigmento e
presenca de substancias que reagem reversivel ou irreversivelmente
com as antocianinas (BROUILLARD, 1982).

Segundo JACKMAN et al. (1987), o pH tem influéncia marcante
na cor das solucdes de antocianinas. Como resultado de sua natureza
anfotérica, as antocianinas comportam-se algumas vezes como
indicadores de pH. Estas apresentam coloracdo vermelha intensa,
guando em pH abaixo de 3. Quando o pH da solucédo é aumentado, a
coloracdo vermelha tende a desaparecer, com as soluc¢des tornando-se
incolores na faixa de pH de 4 a 5. Com aumentos adicionais de pH, as
solugdes de antocianinas apresentam coloracdo purpura e azul,
mudando, apés estocagem ou aquecimento, de azul para amarelo.

De acordo com IACOBUCCI e SWEENY (1983), em valores de pH
abaixo de 2, as antocianinas existem principalmente na forma de cation
flavilium (AH*), sendo vermelhas quando Rz = O - acUicar ou amarelas
gquando Rz =H (Figura 7). Com o aumento do pH ocorrem perda de
protons e formacdo de uma base quinoidal (A) vermelha ou azul. A
hidratacdo do cation flavilium (AH*) produz um composto incolor,
denominado carbinol ou pseudobase (B). O equilibrio pode deslocar-se
para a formacdo de chalconas (C), que também € incolor. As

guantidades relativas de cation (AH*), forma quinoidal (A), carbinol (B) e
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chalcona (C), no equilibrio, variam tanto com o pH quanto com a
estrutura da antocianina.

Segundo BOBBIO e BOBBIO (1992), além do pH, a luz é o
segundo fator em importancia na alteracdo da cor das antocianinas,
sendo a alteracdo mais intensa quando o fator luz é combinado com o

efeito do oxigénio.

FONTE: IACOBUCCI e SWEENY (1983).

Figura 7 - Transformacdes estruturais das antocianinas em funcéo do
pH.

O corante nao é estavel ao aquecimento prolongado, alterando
sua coloracdo original para castanho-escuro. Perda de coloracao e
escurecimento também podem ocorrer durante o armazenamento;
portanto, o uso de baixa temperatura é recomendado. Em temperaturas
acima de 60°C, ocorrem hidrolise da ligacdo 3-glicosidica, liberando a
aglicona, e abertura hidrolitica do anel, com formacdo do derivado de
chalcona, que se degrada a compostos escuros insollveis de natureza

hY

polifendlica. A estabilidade das antocianinas a degradacdo térmica
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aumenta com a diminuicdo do pH e a auséncia de oxigénio (ARAUJO,
1995).

As antocianinas reagem com ions bissulfito ou com dioxido de
enxofre, sofrendo descoloracdo em processo reversivel, causada
provavelmente pela adicdo desses compostos nas posi¢coes 2 ou 4 das
antocianinas, uma vez que em sais de flavilium nos quais estas
posicoes nao estejam livres esta reacdo nao ocorre (BOBBIO e BOBBIO,
1992).

Outro fator que também altera a estabilidade das antocianinas é
a sua interacdo com 4&cido ascoérbico, a qual causa a degradacdo de
ambos o0s compostos, com descoloracdo dos pigmentos. Segundo
ARAUJO (1995), acredita-se que a auto-oxidacdo do &cido ascorbico,
com formacédo de H202, promove a oxidacdo do nucleo flavilium, levando
a perda de cor dos pigmentos.

No entanto, alguns fatores tém sido estabelecidos como
responsaveis pelo aumento da estabilidade das antocianinas. Um
aumento consideravel na estabilidade ocorre quando estas contém
acidos fendlicos na molécula, como também quando em presenca de
flavondides nao-antocianicos, especialmente flavondis, como rutina e
guercetina, além de outros compostos, como acetaldeido, aminoacidos,
taninos, etc. Este aumento de estabilidade é atribuido ao fenbmeno da
copigmentacdo intermolecular, ou seja, a associacdo entre a
antocianina e um outro composto (copigmento), o qual geralmente nédo
apresenta cor por si mesmo, mas pode aumentar a estabilidade de
espécies coloridas, além da copigmentacdo intramolecular, em que o
copigmento é parte da molécula da antocianina (BROUILLARD, 1983).

Muitos estudos sobre antocianinas tém se direcionado para a
identificacdo de novas fontes produtoras desses pigmentos, a elucidacao
de suas estruturas quimicas e a procura de solucbes para o problema
da estabilidade dos pigmentos, que dificultam o seu emprego como

corante na industria de alimentos. Entretanto, segundo TAMURA e
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YAMAGAMI (1994), mais recentemente, além de corantes, as
antocianinas tém sido também investigadas com substancias ativas
biologicamente; e propriedades das antocianinas como agente
antiinflamatorio, anticonvulsiovante e antioxidante tém sido
demonstradas em alguns estudos.

As propriedades antioxidativas de antocianinas, como de outros
compostos flavondides e fendlicos encontrados em vegetais, frutos e no
vinho, especialmente no vinho tinto, o qual é incluido mais amplamente
e de forma mais constante na dieta de algumas culturas, tém sido
relacionadas com a menor incidéncia de aterosclerose, doenca arterial
coronariana e tendéncias trombogénicas observadas nestas culturas
(paradoxo francés), visto que o processo de peroxidacéao lipidica assume
grande importancia nesses processos patolégicos (KINSELLA et al.,
1993; TSUDA et al., 1994).

Relatos na literatura sobre propriedades fisiolégicas ou
farmacolégicas das antocianinas incluem os trabalhos de MORAZZONI e
MAGISTRETTI (1986), que verificaram os efeitos de uma dose oral Unica
de antocianosideos de Vaccinium myrtillus L. (VMA) quanto a atividade
como prostaciclina em tecido arterial de ratos. Estes autores
constataram que VMA aumenta a liberacdo de substancias com
atividade como PGl2, a partir do tecido arterial, apos a administracdo de
acetilsalicilato lisina, um inibidor da liberacdo dessas substancias,
concluindo que VMA, ao estimular a producdo de substancias com
atividade de PGIl,, pode atuar nos mecanismos fisiolégicos de anti-
agregacao plaquetéaria, tornando-se Util na prevencdo da formacéao de
trombose.

BETTINI et al. (1993) estudaram a influéncia de antocianosideos
de Vaccinium myrtillus L. no processo de relaxamento induzido por
acetilcolina, em artérias coronarias de bovinos, concluindo que VMA
aumenta o relaxamento induzido por acetilcolina, por estimular tanto a

liberagdo de prostaciclinas como do fator de relaxamento derivado do
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endotélio.

Lagrue et al. (1979), citados por TIMBERLAKE e HENRY (1988),
num ensaio clinico com 54 pacientes diabéticos, aos quais foram
fornecidos 500-600 mg de antocianinas de Vaccinium myrtillus/dia, por
8 a 33 meses, encontraram quase total normalizacdo de colageno
polimérico e uma reducao de 30% na glicoproteina estrutural, os quais
causam estreitamento dos capilares sanglineos em individuos
diabéticos.

IGARASHI et al. (1990) estudaram o efeito de antocianinas
isoladas de Brassica campestris L. nos niveis de colesterol sérico em
ratos. As antocianinas foram incorporadas a dieta dos animais,
juntamente com colesterol e acido célico, verificando-se que houve
elevacao dos niveis de HDL-colesterol, embora reducao significativa dos
niveis de colesterol total ndo tenha sido observada.

TAMURA e YAMAGAMI (1994) verificaram a acgdo antioxidativa
de antocianinas monoaciladas isoladas de uvas Muscat bailey A. e
compararam esta acdo com a de compostos antioxidantes como
a-tocoferol, (+)-catequina e naringenina, encontrando efeito antioxidante
maior para as antocianinas.

TSUDA et al. (1994) estudaram a atividade antioxidativa dos
pigmentos de antocianinas 3-O-b-D-glicosideo e cianidina isolados de
Phaseolus vulgaris L., utilizando sistemas de autoxidacdo de acido
linoléico, lipossomos, membrana de eritrocitos de coelho e sistemas
microssomais de figado de ratos, em que constataram a atividade
antioxidativa tanto de 3-O-b-D-glicosideo quanto de cianidina em todos
0s sistemas testados, concluindo que estes pigmentos podem
representar papel importante na prevencédo da peroxidacdo lipidica de
membranas celulares.

Segundo a JOINT FAO/WHO... (1982), a disponibilidade de
informacbes sobre antocianinas sugere que estas sao pobremente

absorvidas do trato gastrointestinal. O metabolismo no organismo
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animal é limitado, podendo ser devido a atividade da flora intestinal,
embora metabdlitos de antocininas ndo tenham sido identificados.
Quanto ao aspecto toxicoldgico, os dados disponiveis indicam que,
numa variedade de frutos testados, as antocianinas apresentaram baixa
ordem de toxicidade. Entre os trabalhos sobre testes toxicolégicos
realizados com antocianinas, sao citados os de McGregor e Jurd (1978),
em que o cloreto de cianidina n&o apresentou atividade mutagénica em
testes utilizando a estirpe Salmonella typhimurium TA-98, com ou sem
ativacdo metabdlica. Brown e Dietrich (1979) relataram que cianidina e
delfinidina foram inativas quanto a mutagenicidade em cinco diferentes
estirpes de Salmonella typhimurium (TA-1535, TA-100, TA-1537, TA-
1538 e TA-98), com e sem ativacdo. Haveland-Smith (1981) testaram
antocianinas quanto a mutagenicidade em Salmonella typhimurium
TA-1538 e inducado de danos a DNA em Escherichia coli WF2. Em
ambos os testes, com ou sem ativacdo metabdlica, antocianinas néao
apresentaram resposta indutora. Em outro ensaio com S. cerevisiae D4
foi relatada resposta negativa quanto a conversao de genes.

Também quanto ao aspecto toxicolégico, POURRAT et al. (1967)
isolaram antocianinas de Vaccinium murtillus L. e investigaram a
toxicidade destas antocianinas, utilizando diferentes animais como
modelo animal. Os resultados encontrados sao relatados a seguir.
Toxicidade aguda

As DLsp das antocianinas obtidas por diferentes vias de

administracdo em camundongos e ratos foram:

Animal Viade DLso
Administracéao (9/kg peso corporal)

camundongos i.p. 4,11

i.v. 0,84

oral L (DLo > 25)
ratos I.p. 2,35

i.v. 0,24

oral - (DLo > 20)
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Estes pesquisadores concluiram haver auséncia de toxicidade
por via oral, relatando que doses toxicas por via i.p. e i.v. resultaram em
morte dos animais, apés uma fase de sedacdo entrecortada por

convulsoes.

Toxicidade cronica

Efeitos téxicos foram investigados em ratos da raca Wistar, de
ambos 0s sexos, com seis semanas de idade, por um periodo de 90 dias.
Utilizaram-se doses de 3.000 e 1.200 mg/dia. Nao foram observadas
alteracbes hematoldgicas ou lesGes anatomopatolégicas acentuadas. O
comportamento e o crescimento dos animais apresentaram-se normais.

Em cobaias, com doses de 3.000 mg/dia, ap6s 15 dias de
observacao, as antocianinas foram perfeitamente toleradas.
Teratogenicidade

Antocinianas nao demonstraram acdo teratogénica em ratos,
coelhos e camundongos, quando administradas nas doses de 300, 600

e 1.800 mg/dia, mesmo apos trés geracfes sucessivas.

2.2.3. Corante carmim

Entre os corantes vermelhos naturais encontram-se a
cochonilha ou sua laca de aluminio, o carmim, com ampla aplicacdo na
industria de alimentos (bebidas e produtos de confeitaria), cosméticos e
produtos farmacéuticos (MORI et al., 1991).

Conhecido desde a Antiguidade, o emprego deste corante,

segundo relato de LAURO (1995), possui um aspecto interessante:

“No velho mundo dos Astecas, o carmim era um tributo
aos reis, sendo considerado mais valioso do que ouro.
Este corante exigia o trabalho de centenas de suditos
para vasculhar o deserto a procura da fonte do corante:
os insetos cochonilha. Acredita-se que por volta de 1518,
Cortez descobriu os Astecas usando cochonilha. Para os
espanhdis, este era um corante surpreendente,
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porquanto era consideravelmente mais forte do que
outros corantes usados na Europa, naquela época. O
governo espanhol transformou-o em uma exportagao
lucrativa, porém aos europeus nao foi contado que era
derivado de insetos. A crenca geral era de que o corante
era originario de uma planta nativa da América”.

O inseto cochonilha é uma das milhares de espécies de insetos
da superfamilia Coccoidea, as quais possuem ampla distribuicéo
geografica e vivem em estreita associacdo com especificas formas de
vida vegetal. Antes da conquista da América Central e do Sul pela
Espanha, pigmentos obtidos a partir de insetos jA eram conhecidos e
empregados no “Velho Mundo”. No Azerbaidjao e na Arménia, corantes
eram preparados a partir do inseto Porphyrophyra hameli, que se
desenvolve em raizes e caules de gramineas, incluindo Aeluropus laevis.
Na Europa, o Kermes ilicis, que cresce em varias espécies de Quercus,
particularmente na Quercus coccifera, foi largamente empregado como
fonte de corante, entre os séculos Xll e XVII. Também na Europa,
extratos de Margarodes polonicus, um inseto encontrado nas raizes de
Scleranthus perennis, sdo citados como fonte de corantes. Os insetos
“Lac”(Laccifera lacca), presentes da india até a Malasia, tendo como
plantas hospedeiras arvores das espécies Schleichera oleosa, Zizyphus
mauretania e Butea monosperma, constituem fontes de pigmentos e
resinas (LLOYD, 1980).

A espécie Dactylopius coccus Costa € nativa da América Central e
do Sul (regibes semi-aridas do Peru, da Bolivia, do Chile, das llhas
Canarias e do México), onde é encontrada como parasita nas partes
aéreas dos cactus Opuntia e Nopalea, especialmente Nopalea
cochenillifera (GRANT e GAUNT, 1987; FRANCIS, 1987; LAURO, 1985).

O corante cochonilha é extraido dos corpos de insetos fémeas,
antes da época da postura de ovos; dessa forma, o pigmento pode
constituir até 22% do seu peso seco (FRANCIS, 1987).

Segundo LLOYD (1980), o inseto fémea é coletado ao atingir a
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maturidade sexual, de 90 a 110 dias antes da desova, quando a
concentracéo do pigmento é considerada maior.

O processo de obtencao do corante envolve a extracao dos corpos
dos insetos secos (estes sdo coletados manualmente e secos ao sol até
1/3 do peso original), com agua quente ou solucao alcodlica-aquosa.
Apoés filtracdo deste extrato, o liquido resultante é chamado cochonilha,
termo também usado para se referir ao inseto e aos produtos
preparados a partir do extrato (LAURO, 1995).

O principal pigmento encontrado na cochonilha é o &acido
carminico (7-D-glicopiranosil-3,5,6,8-tetrahidroxil-1-metil-9,10-dioxo-
antraceno-2-acido carboxilico), cuja estrutura corresponde a um
b-C-glicosil derivado de antraquinona (FIECCHI et al., 1981) (Figura 8).

Os pigmentos de outros insetos, da superfamilia Coccoidea, em
especial os extraidos dos insetos Kermes e Lac, apresentam em comum
uma estrutura baseada na molécula da antraquinona. O pigmento do

inseto Kermes é o acido kermésico, a aglicona do acido carminico, o
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FONTE: LLOYD (1980).

Figura 8 - Estrutura do &cido carminico e de alguns outros pigmentos
de insetos da superfamilia Coccoidea.
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gual ocorre também como um isémero, o acido ceroalbolinico. No inseto
“Lac”, os corantes sdao uma mistura complexa de &cidos lacaicos e
compostos relacionados como eritrolacina e desoxieritrolacina
(FRANCIS, 1987).

Entre os corantes produzidos a partir desses insetos, segundo
LLOYD (1980), o carmim da cochonilha da América se sobrepbe aos
demais, devido a sua melhor qualidade de corante e maior estabilidade,
alem da facilidade de coleta.

O acido carminico € soluvel em agua e insolavel em 6leo. A
solubilidade em agua se deve ao seu arranjo com grupos hidrofilicos de
acUcares, 0s quais se sobrepfem a grupos hidrofébicos (STAPELFELDT
et al., 1993).

A configuracdo estereoquimica da ligacdo glicosidica do &cido
carminico é de consideravel significancia na sua habilidade de formar
complexos com uma variedade de metais (LLOYD, 1980). Através de
espectrofotometria de massa e ressonancia magnética, FIECCHI et al.
(1981) determinaram que este grupamento glicosidico apresenta
configuracao b.

O espectro de absorcdo do acido carminico puro em 0,02 M de
HCI apresenta pico de absor¢cdo maxima a 490 nm e minima a 390 nm.
Acima de 620 nm a absorc¢éo é minima (MARSHALL e HOROBIN, 1974).

De acordo com JORGENSEN e SKIBSTED (1991), o acido
carminico é susceptivel a oxidacdo, e, em modelos experimentais,
verificou-se que a degradacado oxidativa do acido carminico é fortemente
dependente do pH da solucdo, da pressdo parcial de oxigénio e da
exposicéao a luz.

Para STAPELFELDT et al. (1993), a fotooxida¢do na regido de pH
relevante para alimentos é insignificante, sendo o acido carminico pouco
fotossensivel. A fotooxidacdo é evidenciada como sendo originada da
excitacdo de elétrons do acido carminico, o qual se torna mais exposto a

oxidacao e a formacao de espécies degradadas, em altos valores de pH.
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Segundo MADSEN et al. (1993), a degradacao oxidativa de
corantes como o0 acido carminico € de especial interesse, visto que a
oxidacdo do pigmento juntamente com a oxidacdo lipidica em
alimentos, sob certas condicdes, é capaz de iniciar o processo de
rancificacdo. Estes autores, em um trabalho sobre o uso de cochonilha
em produtos carneos, verificaram que a oxidacao lipidica ndo foi afetada
pela presenca do corante, o qual ndo demonstrou efeito prooxidativo
quando o desenvolvimento de rancidez no produto adicionado de
cochonilha foi comparado com o produto sem a sua adicao.

Conforme LLOYD (1980), a maior parte do acido carminico pode
ser obtida por tratamento do inseto seco com agua fervente, resultando
no extrato de cochonilha. A producao pode ser aumentada moendo-se
0s insetos, o0 que, entretanto, prejudica o processo de purificacdo
posterior. Em ambos o0s casos, 0s pigmentos obtidos encontram-se
ligados a residuos insollveis. Trabalhos citados pelo autor indicam que
o melhor rendimento é obtido quando o inseto é tratado com solucdes
aguosas de enzimas proteoliticas na presenca de surfactantes, sendo
posteriormente purificado por cromatografia de troca idnica.

De acordo com MARSHALL e HOROBIN (1974), o acido
carminico é obtido do extrato da cochonilha, e o método tradicional
para o seu isolamento ocorre através da formacdo de complexos, para
posterior precipitacdo do acido. O extrato de cochonilha é adicionado de
acetato, promovendo a precipitacdo. O precipitado formado é agrupado
com etanol. Para suspensao do acido carminico dissolvido, é adicionado
acido sulfarico concentrado. A solucdo de etanol é evaporada para
produzir o vermelho-cristal, do qual seréo extraidas as impurezas.

Solugbes de acido carminico apresentam pouca pigmentacdo em
pH abaixo de 7, onde possui alta fotoestabilidade, e em pH 4 sua
pigmentacao é palida, dependendo da concentracdo. A combinagdo com
metais, principalmente estanho e aluminio, possibilita a maxima

absorcao no visivel, tornando o pigmento mais brilhante (LLOYD, 1980).
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Dependendo do processamento, cerca de 4 a 5 kg de cochonilha
sao necessarios para produzir 1 kg de carmim comercial. O processo
pode envolver “banho” ou extracdo continua da cochonilha em
temperaturas de 90 e 100°C, em meio aquoso, antes da clarificacao do
extrato. Estagios subsequentes sempre envolvem tratamento do extrato
com um sal de aluminio. Os complexos resultantes podem ser tratados
com etanol, em alta concentragado, para precipitar um carmim solavel,
ou, alternativamente, eles podem ser isolados na forma insoltvel, em
pH abaixo de 7, pela adicdo de sais de céalcio na solucgao final (LLOYD,
1980).

A complexacdo do acido carminico com aluminio provavelmente
envolve a quelacdo de duas moléculas do acido carminico e uma
molécula de aluminio, conforme ilustrado na Figura 9 (TAKAHASHI,
1987).

O carmim é constituido, apés seu processamento, além do
aluminio e calcio, de fosfato, proteina, agua e algum complexo formado
com proteina (MARSHALL e HOROBIN, 1974).

Segundo LLOYD (1980), o carmim comercial é caracterizado
pela presenca de varios aminoacidos que ocorrem em diferentes
percentuais, observando-se, entretanto, que apresenta baixo conteudo
de aminoéacidos sulfurados e aromaticos e que &cidos aspartico e
glutdmico, glicina e lisina correspondem a mais de 50% dos
aminoacidos detectados.

O corante na forma de laca apresenta-se, geralmente, com um
conteiddo de 50 a 53% de &cido carminico, consistindo num pé
dispersivel em agua, sendo insoluvel em alcool e 6leo, porém solavel em
solugbes alcalinas, como de hidréxido de aménio ou potassio (LAURO,
1995).

Em meio alcalino, o carmim é estavel ao calor, a luz e ao
oxigénio, apresentando-se na cor azul-roxeada e tornando-se menos

azul a medida que o pH decresce. Sob condic¢bes acidas, pH abaixo de 3,
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a laca do &acido carminico torna-se insollvel (Figura 9) (GUIMARAES,
1994).

Segundo FREUND et al. (1988), devido a caracteristica do
carmim de fixar-se em proteinas, ele torna-se util na coloracdo de

produtos a base de leite, como iogurtes, sorvetes e bebidas lacteas.

M+ = Ca*2, Na*, K*, NH4*

FONTE: TAKAHASHI (1987).

Figura 9 - Quelato aluminico do acido carminico (provavel estrutura).

Enquanto o extrato de cochonilha tem aplicacéo principalmente
na indudstria de bebidas, outras aplicacées do carmim incluem balas,
confeitos, gelatinas, bebidas alcodlicas, geléias, doces, xarope de frutas,
produtos carneos, coberturas em produtos farmacéuticos, além de
cosméticos, como produtos para cuidado da pele e do cabelo, batons,
pés-faciais, blushes, etc. (LAURO, 1995).

Embora a cochonilha seja um corante conhecido e utilizado
desde a Antiguidade, nao foram encontrados na literatura pesquisada
dados sobre o metabolismo do &cido carminico, nem relatos sobre

atividades fisiolégicas no organismo humano ou animal.
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Conforme PARKINSON e BROWN (1981), apesar de a estrutura
do acido kermésico ser similar a de muitas antraquinonas fendlicas e
micotoxinas relacionadas, que possuem efeitos mutagénicos,
carcinogénicos ou outros potenciais efeitos toxicos, efeitos genotéxicos
nao tém sido observados, em estudos a curto prazo, com o0 &cido
carminico. Também estudos com uma variedade de antraquinona tém
mostrado que glicosideos de antraquinonas, em geral, s&o muito menos
téxicos do que suas agliconas e que C-glicosideos sdo mais resistentes a
hidrélise quimica ou bioldgica, isto é, por bactérias intestinais, do que o
sao os correspondentes O-glicosideos.

Varios trabalhos realizados quanto ao aspecto toxicolégico do
emprego de cochonilha e carmim foram relacionados pela
JOINT FAO/WHO... (1982). Entre estes, encontra-se o de Gaunt et al.
(1976), que estudaram a teratogenicidade e embriotoxicidade do carmim
em ratos. Foram utilizados quatro grupos de 30 fémeas acasaladas, as
quais receberam diariamente O, 200, 500 ou 1.000 mg/kg de peso
corporal de aménio de carmim, por intubacdo gastrica, durante os dias
0 a 20 de gestacdo. Um grupo de 17 animais, similares, recebeu uma
solucao de cloretos para fornecer uma ingestao de ions sédio, potassio e
amonio igual aquela resultante da mais alta dose de carmim. Nenhum
efeito adverso foi observado em peso corporal, indice de gestacéo,
perdas na pré-implantacao, peso médio do filhote e peso fetal. O grupo
gue recebeu a maior dose de carmim e o controle de céations tiveram
aumento no numero de sitios de implantacdo e de perdas na pos-
implantacdo. Este ultimo efeito foi considerado como devido a
inabilidade para manter o aumento do numero de implantacées, mais
do que um efeito embriotéxico. Nenhum efeito teratogénico foi
observado nos fetos, e o grau de ossificacdo dos ratos tratados com
carmim tendeu a ser superior ao do controle. Barale et al. (1978)
constataram que o &cido carminico ndo produziu mutacado reversa em

guatro estirpes de Salmonella typhimurium (TA-1535, TA-1537, TA-98 e
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TA-100), quando testado na presenca e auséncia de microssomas
hepaticos obtidos de animais pré-tratados com fernobarbitona. Nao
houve evidéncia de conversdes de genes quando o acido carminico foi
testado similarmente, in vitro, com a estirpe Saccharomyces cerevisae D,
nem de mutacgdes, in vitro ou in vivo, em ensaio mediado por hospedeiro,
usando Schizosaccharomyces pombe. Grant et al. (1979) estudaram a
toxicidade do carmim de cochonilha a ratos, por multiplas geracdes.
Amonio de carmim foi administrado em ratos Wistar, em varias
geracdes, em concentracdes dietéticas determinadas para fornecer a
ingestdo de 0O, 50, 150 ou 500 mg/kg de peso corporal por dia. Animais
de ambos os sexos foram usados em grupos de 36, para tratamento
com carmim, e grupos de 60, para controle. Apés um periodo
determinado de tratamento, os animais originais (geracdo Foa) foram
acasalados, para formarem a geracdo Fia, € depois acasalados
novamente, para formarem a geracdo Fip. Os animais da geracédo Fia
forneceram animais para a geragao F2, a qual forneceu a geracdo F3
final. Nao houve efeito quanto a peso corporal, ingestdo de agua e
comida, fertilidade ou peso dos 6rgdos nos adultos das geracdes Foa, F1
e F2 que possa ser atribuido ao tratamento. Exames post mortem e
medidas de peso dos filhotes das geracdes Fib, F2 € F3 nao revelaram
nenhuma diferenca entre o grupo-controle e o teste. Exames
histopatolégicos de filhotes da geracdo Fz nao revelaram efeitos
relacionados ao  tratamento. Sobrevivéncia, crescimento e
desenvolvimento de filhotes no grupo-teste foram similares aos do
grupo-controle, a ndo ser por uma pequena demora na erupcao dos
dentes nos grupos com dosagens de 150 e 500 mg/kg das geracdes Fip
e Fo. Nenhuma demora na erupcao dos dentes foi observada na geracao
Fs. Nas investigacfes teratogénicas, fetos de todos os grupos-testes da
geracdo Fz eram um pouco mais adiantados no grau de ossificacao do
esqueleto, comparado ao grupo-controle. Exames post mortem né&o

revelaram diferencas significativas entre os animais do grupo-teste e os
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do controle, exceto por pequeno aumento no nimero de corpos lateos e
perdas de poés-implantacdo no grupo que recebeu dosagem de
150 mg/kg da geracdo Fia, 0s quais foram considerados néo-
relacionados ao tratamento. Ford et al. (1981) realizaram um estudo a
longo prazo em ratos, utilizando carmim, o qual foi misturado a dieta de
grupos de 66 machos e 66 fémeas, para fornecer ingestado diaria de 50,
150 ou 500 mg/kg de peso corporal por dia, durante oito semanas. Um
grupo de 114 machos e 114 fémeas recebeu dieta basica como controle.
O tratamento continuou enquanto cada fémea foi acasalada com um
macho de mesmo grupo, durante a gestacao e a cria dos filhotes. Os
jovens dessa ninhada foram usados para formar grupos de 54 machos e
54 fémeas, que receberam a mesma dose de carmim, e 90 machos e 90
fémeas foram usados para o controle. O tratamento para cada animal
foi 0 mesmo dos animais que lhes deram origem e continuou até que
um dos grupos alcancasse aproximadamente 20% de sobrevivéncia. Os
machos que sobreviveram foram mortos na 1082 semana e as fémeas,
na 1092 semana. As dietas com 500 mg/kg de carmim nao afetaram a
sobrevivéncia dos ratos, o crescimento ou a ingestdo de agua e comida.
Amostras de sangue foram tomadas nos meses 3, 6, 12 e 18 de alguns
animais, ndo mostrando mudancas relacionadas com o tratamento.
Nenhuma mudanca foi encontrada quanto ao teste de concentracao
renal e analises semiquantitativas de urina a 3, 6, 9, 12 e 18 meses ou
em quimica do sangue e peso dos oOrgdos no final do estudo. A
incidéncia de tumores nao foi afetada pelo tratamento. Houve mais
fémeas com hiperplasia da glandula mamaéaria e ectasia do ducto em
todos os grupos tratados que no grupo-controle e mais com pequenas
mudancas no estdmago com as duas maiores dosagens. Houve pequeno
aumento na incidéncia de animais com vaginite ou nédulos linfaticos
nas fémeas e distensdo sinusodide hepética, com a alta dose, nos
machos. Nenhum desses achados foi considerado como sendo devido ao

tratamento, concluindo os autores que o carmim administrado in utero
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nao foi carcinogénico.

Entre outros estudos encontrados na literatura, estd o de
GRANT e GAUNT (1987), que realizaram um trabalho com ratos
fémeas por trés geracdes seguidas, com dietas em concentracdes de 50,
150 e 500 mg de carmim/kg/dia. Neste trabalho nédo foi constatado
nenhum efeito adverso com relagcdo a crescimento e fertilidade ou no
desenvolvimento pré e pds-natal de todos os descendentes.

FORD et al. (1987) também investigaram o corante carmim sob
0S aspectos carcinogénico, teratogénico e embriogénico, avaliando trés
geracdes de ratos. As dosagens utilizadas foram de 50, 150 e
500 mg/kg/dia, ndo se encontrando nenhum efeito adverso durante a

extensao de vida dos animais.

MORI et al. (1991) estudaram o efeito de cochonilha em
camundongos quanto a carcinogenicidade, utilizando 317 camundongos
BesC3sF1 de ambos os sexos. Com seis semanas de idade, os
camundongos foram divididos em 3 grupos de 50 a 55 animais de cada
sexo. Os animais foram alimentados com uma dieta contendo carmim
nas concentracdbes de 0, 3 e 6%. Estas concentracfes foram
selecionadas com base nos resultados de testes toxicoldgicos realizados
durante oito semanas, usando quatro grupos de camundongos BsC3F1
de ambos os sexos, que receberam carmim na dieta nas concentracoes
de 6; 3; 1,5 e 0,75%. Como nenhum camundongo mostrou toxicidade
clara em nenhum 06rgdo, as duas maiores concentracbes foram
escolhidas para o teste a longo prazo. Todos 0os animais receberam agua
e alimento ad libtum, sendo pesados mensalmente. No final do
experimento, os animais foram mortos, e 0s principais 6rgaos, como
figado, baco, rim, pancreas, coracdo e pulméo, foram pesados e
autopsiados. Determinacfes clinicas e bioquimicas foram realizadas,
como: atividade da fosfatase alcalina, transaminase glutamico-
oxalacético, transaminase glutamico-piravico, concentracdo de proteina
total, albumina, uréia e glicose, além de avaliacdo hematoldgica

(eritrocitos, leucocitos e niveis de hemoglobina), utilizando-se amostras
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de sangue obtidas de cinco machos e cinco fémeas de cada grupo de
animais, no final do experimento. Houve diminui¢cdo no ganho de peso
dos animais em ambos os sexos, sendo ela particularmente marcante
em fémeas, no final do experimento. Nao houve diferenca significativa
no peso dos Orgaos entre o grupo-teste e o controle. Ndo houve
evidéncia de efeito clinico, bioquimico ou hematoldgico. Todos os
animais sobreviveram por mais de um ano, e menos de 25% morreram
de pneumonia ou outras causas entre um ano ap0s o0 inicio do
experimento e o final deste. Nao houve diferenca estatistica quanto a
incidéncia de qualquer tumor entre o grupo-teste e o controle. Segundo
esses autores, os resultados obtidos indicam que o carmim ndo tem
efeito carcinogénico em camundongos ou efeitos promotores de tumor,
sendo a incidéncia de tumores apresentada no experimento considerada

de ocorréncia espontanea.

2.2.4. Corante monascus

Os povos asiaticos usam o produto da fermentacdo do arroz por
fungos do género Monascus como corante e condimento na producao de
alimentos, especialmente para a coloracdo de carnes, peixes e aves
(FINK-GREMMELS e LEISTNER, 1989).

Segundo FRANCIS (1987), a fermentacao do arroz por fungos do
género Monascus produz uma massa vermelha, a qual pode ser usada
como tal ou seca e na forma de p6, como corante.

Ang-Khak (também conhecido na literatura como ang-kak,
ankak, anka, ang-quac, beni-koji, aga-koji, arroz-vermelho ou arroz-
vermelho chinés), segundo PALO et al. (1960), € um produto da
fermentacdo do arroz por Monascus purpureus, um dos fungos
tradicionalmente usados no sul da China, na Tailandia, no Japéo, nas
Filipinas, na Indonésia, etc. (WONG e KOEHLER, 1981).

PALO et al. (1960) estudaram ang-kak e sua producdo. O

microrganismo foi isolado de amostras de ang-kak de um mercado de
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Manila (Filipinas) e, pelas caracteristicas morfolégicas e culturais
apresentadas, identificado como Monascus purpureus went. Esses
autores verificaram que essa estirpe de fungo em estudo apresentou
bom crescimento na faixa de pH de 3,5 a 7,5. A temperatura 6tima para
producédo de cor vermelha no arroz por este fungo foi de cerca de 27°C.
Diferentes qualidades de arroz comercial testadas na producao de ang-
kak mostraram-se todas igualmente satisfatérias. Dos diversos métodos
tentados para a producdo de ang-kak, o que apresentou melhores
resultados foi o crescimento do fungo em arroz autoclavado,
previamente deixado de molho por 24 horas, com adicdo de agua estéril
a cultura em tempos predeterminados, para manter sua umidade e o

microrganismo num estado vigoroso de crescimento.

Monascus purpureus foi primeiramente mencionado em “Pen
Chaw Kang Mu” - Shih-Chun Li (uma monografia da medicina chinesa),
publicada em 1590, em que procedimentos da fabricacdo do arroz-
vermelho fermentado, usando este fungo, foram descritos, em adicéo a
atividades terapéuticas deste arroz. Doencas significativamente curadas
pelo arroz-vermelho fermentado incluiam indigestdo, contuséo
muscular, disenteria, antraz, etc. O arroz-vermelho fermentado foi
também wusado para preservar carnes antes da introducdo da
refrigeracdo (WONG e KOEHLER, 1981).

Ha milhares de anos, na China, segundo LIN (1973), fungos do
género Monascus tém sido usados na indudstria de fermentacdo para
preparacao de vinho tinto de arroz, vinho tinto Shao-Hsing e alimentos
nativos, como o queijo de soja vermelho.

Segundo KUNZ e OBER (1987), as condicdes ideais para o
crescimento de Monascus purpureus sdo temperatura de incubacéo de
30°C, pH 8, substrato rico em amido (farinha de amido de arroz) e
guantidade suficiente de nitrogénio.

Trés espécies do género Monascus pertencem ao grupo de fungos
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gue produzem pigmentos: Monascus pilosus, Monascus purpureus e
Monascus ruber, cuja taxonomia e cujos sindbnimos em uso foram
descritos por Hawksworth e Pitt (1983) (FINK-GREMMLES e LEISTNER,
1989) (Quadro 3).

Os fungos do género Monascus produzem, além de grande
guantidade de enzimas hidroliticas, como a-amilase, b-amilase,
glicoamilase, protease e lipase, etc., também pigmentos vermelhos,
amarelos e purpureos. Os principais pigmentos incluem:
monascorubrina, rubropunctatina, monascina, ankaflavina,
rubropunctamina e monascorubramina (LIN, 1973; WONG e KOEHLER,
1983) (Figura 10).

A formacédo de pigmentos por Monascus purpureus € influenciada
por temperatura, pH do meio, presenca de diferentes tipos de
substratos, qualidade de luz e também por hormoénios sexuais e
presenca de complexos organicos de mercurio (WONG et al., 1981;
FINK-GREMMELS e LEISTNER, 1989).

Quadro 3 - Taxonomia do género Monascus (espécies reconhecidas e
sinbnimos correspondentes)

M. pilosus M. purpureus M. ruber

M pubigerus M. albidus Physomyces heterosporum
M. purpureo M. anka M. heterosporus
M. rubropunctatum M. araneosus Eurotiopsis gagoni
M. serorubeszenz M. kaoliang Allescheria gagoni

M. major M. barberi

M. rubiginosus M. fuliginosus

M. vini M. olei

M. vitreus

Bachusia terricola

FONTE: FINK-GREMMELS e LEISTNER (1989).
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Os pigmentos do Monascus séo sintetizados por condensacao
linear de unidades de acetato (KURONO et al., 1963). Os pigmentos
monascorubrina, rubropunctatina, monascina e ankaflavina sao
considerados como sendo produzidos biossinteticamente, enquanto
rubropunctamina e monascorubramina podem ser considerados
derivados aminados dos dois primeiros pigmentos citados (FIELDING
etal., 1961).

CARELS e SHEPHERD (1977) sugeriram que 0s pigmentos
monascorubrina e rubropunctatina possam ser 0s Unicos pigmentos
sintetizados, visto que eles podem ser oxidados a monascina e
ankaflavina.

Monascina, ankaflavina, rubropunctatina e monascorubrina sao
pigmentos relativamente insoliveis em &gua. Essas moléculas,
entretanto, reagem prontamente com compostos contendo grupos
amina, via abertura do anel e rearranjo de Schiff, para formar
compostos solUveis em agua. Estes pigmentos sdo estaveis na faixa de
pH de 2 a 10 e apresentam-se estaveis ao calor, podendo ser
autoclavados (FRANCIS, 1987).
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Figura 10 - Estruturas dos pigmentos produzidos por fungos do género
Monascus.
No entanto, segundo WONG e KOEHLER (1983), a baixa

solubilidade em &gua, a sensibilidade ao calor e a descoloracdo dos
pigmentos do Monascus impedem a utilizacdo destes pigmentos na
inddstria alimenticia. Modificacbes quimicas tém sido feitas, com a
finalidade de aumentar a qualidade dos pigmentos. Estas modificacbes
envolvem reacdes dos pigmentos com proteinas, aminoacidos, acidos
nucléicos, &cido lacaico, quitosanas amino 4&alcoois, etc., as quais,
entretanto, podem encarecer o corante. Estes autores testaram a reagéo
dos pigmentos com acido aminoacético e acido aminobenzdico,

comparando estes pigmentos modificados aqueles usando &acido
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glutdmico e gelatina, como agentes modificantes, concluindo que a cor
e a estabilidade eram similares. Ainda de acordo com esses mesmos
autores, investigacGes sobre o uso pratico de Monascus como fonte de
corantes alimentares sdo comuns na Tailandia e no Japdo. Métodos de
isolamento e modificacdo tém sido patenteados nestes paises, como
também nos Estados Unidos.

Até hoje, muitos estudos envolvendo fungos do género Monascus
tém como finalidade a otimizacdo das condicdes de cultura para
producdo de pigmentos. A esse respeito, FRANCIS (1987) relacionou os
seguintes trabalhos: Lin e Lizuka (1982) estudaram diferentes
substratos, como arroz, farelo de trigo, trigo, pao, milho, entre outros;
Kim et al. (1977) estudaram o uso de melaco e milho; Shepherd e Carels
(1978) desenvolveram um processo em dois estagios, otimizado primeiro
para crescimento e, posteriormente, para producao de pigmento; Tadao
et al. (1982) estudaram o processo de crescimento, para otimizacao do
tipo e da quantidade de pigmento; e Hiroi et al. (1979) Lin (1973) e Su
etal. (1973) estudaram a selecdo de estirpes, para producao de
pigmento.

Entre outros trabalhos encontrados na literatura, incluem-se:
YOSHIMURA et al. (1975), que estudaram a producao de pigmento por
varias estirpes do género Monascus em cultura submersa; LIN e LIZUKA
(1982), que estudaram a producdo de pigmento extracelular por uma
estirpe mutante de Monascus (kaoling sp. nov.), a qual produziu grande
guantidade de pigmentos de Monascus em cultura sélida; LIN e
DEMAIN (1991), que estudaram a regulacdo da producao de pigmentos
por nutrientes, verificando que a producao foi estimulada por glutamato
monosoédico e inibida por altas concentracées de fosfato e MgSQOa; e
HAN e MUDGETT (1992), que estudaram os efeitos das pressbes
parciais de oxigénio e dioxido de carbono no crescimento e na producao
de pigmentos por Monascus purpureus, em arroz.

Os pigmentos de Ang-Khak sao utilizados nos paises asiaticos
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nao s6 pela coloracdo, mas também pelo efeito antibacteriano e pela
melhoria das propriedades organolépticas produzidos nos alimentos
(FINK-GREMMELS e LEISTNER, 1989).

A atividade antibacteriana de Monascus purpureus foi relatada
por WONG e BAU (1977). Estirpes isoladas de arroz-vermelho
fermentado e algumas mutantes induzidas apresentaram atividade
antibidtica a Bacillus, Streptococcus e Pseudomonas.

WONG e KOEHLER (1981) estudaram a producéo e o isolamento
do principal composto com atividade antibacteriana produzido por
Monascus purpureus, a monascidina A, e a sua relacao com a producao
de pigmentos, verificando que a producao do antibiético € usualmente
acompanhada pelo aumento da producao dos pigmentos.

FINK-GREMMELS et al. (1989) realizaram o teste de monascus
guanto a atividade antibacteriana na substituicdo do nitrito e nitrato
em salsichas. Este apresentou acdo inibitéria para Listeria
monocytogenes, Salmonellae, Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Enterococcus faecalis e Sthaphylococcus aureus.

FINK-GREMMELS e LEISTNER (1989) estudaram os pigmentos
de Monascus purpureus, sollveis em metanol (extrato de ang-kak),
guanto ao efeito toxico e anticolesterolémico em ratos. Estes autores
concluiram que, em animais hiperlipidémicos induzidos por
alimentacédo, houve influéncia no metabolismo lipidico, manifestando-se
como reducdo dos niveis de colesterol total, HDL-colesterol e
triacilglicerdis plasmaticos. Efeitos téxicos ndo foram verificados nos
animais, utilizando-se 5 e 10g/kg de peso corporal do extrato de
pigmentos.

Segundo ENDO et al. (1985), monacolina K (mevinolina),
composto com acdo hipocolesterolémica, que especificamente inibe a
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase, foi isolada a
partir dos fungos Monascus ruber e Aspergillus terreus. No entanto,

referéncias sobre a producdo deste composto por Monascus purpureus
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nao foi relatada, e, de acordo com FINK-GREMMELS e LEISTNER
(1989), monacolina K n&o apresenta em sua estrutura um anel de
tetrahidrofurano, o que evidencia nao haver analogia estrutural entre
monacolina K e os pigmentos produzidos por Monascus.

JAHN (1991) investigou amostras de extratos metandlicos de
arroz fermentado por Monascus purpureus em testes, in vitro, para
genotoxicidade. Teste para mutacédo de Salmonella apresentou resultado
positivo, embora outros testes tenham apresentado resultado negativo,
concluindo esse autor que os extratos nao apresentaram genotoxicidade
significativa.

FINK-GREMMELS et al. (1991) estudaram efeitos citotoxicos e
genotoxicos de um extrato de Monascus purpureus. Enquanto a
citotoxidade n&o foi detectada, o0s extratos mostraram baixa
genotoxicidade e apresentaram-se mutagénicos. No entanto, a
genotoxicidade e mutagenicidade foram bem inferiores aquelas de
compostos nitrosos formados em carnes curadas, o que levou esses
autores a concluirem que extratos de Monascus podem ser uma
alternativa para nitritos na producao de coloracdo vermelha em
produtos carneos.

BLANC et al. (1995) verificaram que, juntamente com a
producdo de Monascus, ha formacdo de monascidina A. A analise de
monascidina A revelou ser este composto citrinina, um metabdlito
toxico de fungos. Ambos, Monascus purpureus e Monascus ruber,
produziram citrinina em cultura submersa, levando esses autores a
concluirem que os pigmentos de Monascus, para uso em alimentos,
devem estar livres de citrinina e que monascidina A, apesar de ser
antibiético, ndo é um substituto apropriado para sais de nitrato, como

aditivo antimicrobiano em alimentos.
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3. MATERIAL E METODOS

Os ensaios bioldgicos deste trabalho foram realizados no
Laboratério de Nutricdo Experimental do Departamento de Nutricdo e
Saude, e as dosagens bioquimicas, no Laboratério de Quimica Analitica
do Departamento de Quimica da Universidade Federal de Vicosa -

Vigosa-MG.

3.1. Origem e manutencédo dos animais

Foram utilizados ratos machos, albinos, da raca Wistar, com 60
dias de vida, provenientes do biotério do Departamento de Nutricdo e
Saude da Universidade Federal de Vigosa. No periodo pré-experimental
os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, a temperatura
ambiente (cerca de 25°C), com ciclo claro-escuro de 12 horas, e tiveram
livre acesso a racdo comercial Nuvilab CR1 (Nuvital Nutrientes Ltda.) e
agua. No inicio do periodo experimental, apds pesagem, 0s animais

foram alojados em gaiolas individuais.
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3.2. Corantes naturais testados

Os corantes utilizados neste trabalho foram fornecidos pela
Christian Hansen Ind. e Comércio Ltda., com as seguintes

especificacoes.

3.2.1. Corante natural de cdrcuma em poé

Corante em pé oleossoluivel, produzido a partir da extracao da
oleorresina das raizes de Curcuma longa L., com uso de solventes
aprovados pela Food and Agriculture Organization (FAO)/World Health
Organization (WHO), e purificado por cristalizacdo. Dependendo da
dosagem utilizada, pode conferir diferentes tonalidades de cor, que vao

do amarelo-brilhante ao amarelo-esverdeado.

Dados técnicos

Teor de curcumina (%): minimo 94,0

- Contagem maxima de microrganismos:

Contagem total: méax.:10.000 unidades formadoras de colénia (UFC)/g
Coliformes fecais: namero mais provavel (NMP): ausente/g

Salmonella sp.: ausente/25 g

Mofos e leveduras: max.: 30 UFC/g
Legislacdo: isento de registro no Ministério da Saude, conforme

Decreto-Lei n2 986, de 21 de outubro de 1969, capitulo X, artigos 57 e
58.

3.2.2. Corante natural de antocianina em poé

Corante em po6 hidrossoltvel, produzido a partir da extracéo
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aquosa da casca de uva. O extrato é concentrado por evaporagao a
vacuo, durante a qual as impurezas sao removidas. Em valores de pH
abaixo de 5, fornecem tonalidades que variam de rosa-clara a vermelho-
framboesa. Em valores de pH maiores, variam de vermelho-azulado a
azul. Os maiores principios corantes sdo peonidina, malvidina,

delfinidina e petunidina.

Dados técnicos

Forca corante: 1.125 - 1.375 unidades/g

- Contagem maxima de microrganismos:
Contagem total: max.: 10.000 UFC/g
Coliformes fecais (NMP): ausente/g
Salmonella sp.: ausente/25 g

Mofos e leveduras: max.: 30 UFC/g

Legislacéo: isento de registro no Ministério da Saude, conforme Decreto

- Lei n2 986, de 21 de outubro de 1969, capitulo X, artigos 57 e 58.

3.2.3. Corante carmim

Corante em po, soluvel em solucbes alcalinas e dispersivel em
agua, gorduras e oleos, constituindo-se numa laca de calcio - aluminio
do acido carminico. Fornece tonalidades vermelho-claras ou escuras,
dependendo do produto alimenticio onde é aplicado e da quantidade

empregada.

Dados técnicos

Forca corante: 47,5 - 52,5 % de acido carminico
Densidade optica: DOa4g4: 0,660 a 0,730

Legislacéo : ingestao diaria aceitavel (IDA): 0-5 mg/kg de peso corporal,
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expresso como acido carminico (FAO/WHO).

3.2.4. Corante monascus

P6 fino para preparacdo de alimentos asiaticos. O produto
fornece uma coloracdo vermelho-tipica, a qual € o resultado da
fermentacdo do amido de arroz pelo microrganismo Monascus
purpureus. De flavour tipico, constitui-se num preparado para ser

usado no tempero de alimentos, na dosagem de 0,5 - 1g/kg.

Legislacdo: produto incluido na nomenclatura de substancias sem

quaisquer objecdes (G.R.A.S.).

3.3. Triton WR-1339

Triton WR-1339, ou Tyloxapol (Sigma Aldrich Quimica Brasil
Ltda.), é um detergente nao-anidnico, de estrutura polimérica
(Figural1l), que foi wutilizado como agente para inducdo da

hiperlipidemia nos animais experimentais.

3.4. Delineamento experimental

Para avaliacdo do efeito dos corantes naturais curcuma,
antocianina (cascas de uva), carmim e monascus nas concentracoes de
lipidios sanguineos, foram realizados dois experimentos, utilizando-se
72 ratos machos, albinos, da raca Wistar. No primeiro experimento, 0s
corantes foram administrados na dose de 40 mg e, no segundo, na dose
de 80 mg, em ratos previamente hiperlipidémicos induzidos por Triton
WR-1339. Nos dois experimentos, foram avaliados os efeitos dos
corantes nas concentracbes de colesterol total, HDL-colesterol e

triacilglicerdis.
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Figura 11 - Estrutura do Triton WR-1339 (Tyloxapol).

3.4.1. Experimento I: avaliacdo do efeito da dose de 40 mg dos
corantes naturais em ratos pré-tratados com Triton WR-
1339

3.4.1.1. Procedimento experimental

Os animais, em numero de 36, com peso médio inicial de 225 g,
foram divididos em seis grupos de seis animais cada e distribuidos
entre 0s grupos experimentais A1, Az, Az, A4, As e Aes.

Para inducdo da hiperlipidemia, foi administrado aos animais,
dos grupos Az, Az, A4, As e As, Triton WR-1339 (Tyloxapol) na dosagem
empregada pela metodologia proposta por SHARMA (1979), ou seja, 0
Triton foi injetado intraperitonealmente nos animais, na dose de
300 mg/kg de peso corporal, dissolvido em solucao salina (NaCl 0,15 M),

de modo a obter-se uma solugcdo com concentracdo de 78 mg/mL. De
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acordo com o peso dos animais, diferentes quantidades dessa solucéo
foram aplicadas, utilizando-se seringas descartaveis com capacidade de
1 mL. O grupo A: serviu como parametro de avaliacdo da inducéo da
hiperlipidemia.

Vinte quatro horas apés a injecdo de Triton WR-1339, foram
fornecidos aos animais dos grupos As, A4, As e As 0S corantes cudrcuma,
antocianina (cascas de uva), carmim e monascus, respectivamente. Os
corantes, na forma de pd, foram administrados na dose Unica de 40 mg,
misturados a 10 g da racdo comercial Nuvilab CR1. Aos grupos A1 e A2
foram fornecidos somente 10 g da racdo, com o grupo A, constituindo-
se no grupo-controle do experimento.

Quarenta e oito horas ap6s a aplicacdo do Triton WR-1339,
todos os animais foram anestesiados por inalacdo com éter etilico e
submetidos a uma incisdo da cavidade toracica, e as amostras de
sangue foram coletadas por puncdo cardiaca. Apos coagulacdo do
sangue, as amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos,

para separacdo do soro, e mantidas a 8°C até o momento das analises.

3.4.1.2. Dosagens bioquimicas

A) Colesterol Total

As dosagens de colesterol total no soro dos animais foram feitas
com base na metodologia proposta por ALLAIN et al. (1974), utilizando-
se o kit enzimatico da marca Analisa (COD - ANA, Cat 260 - Belo
Horizonte - MG).

Segundo essa metodologia, o colesterol total é determinado nas

amostras de soro de acordo com as seguintes reac0es:
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colesterol
Esteres do colesterol ¥ %59, ® Colesterol + Acidos Graxos

colesterol

Colesterol + O, % 998.® Colest- 4- en- 3- ona+ H,0,

2H,0, +fenol + 4 Aminoantipirina % B ¥IE® Antipirilquinonimina+ 4H,0

Estas reacdes resultam na formacdo de cor vermelha, cuja
intensidade da cor é diretamente proporcional a concentracdo de
colesterol na amostra. As leituras de absorbancia foram feitas a
| =500 nm, utilizando-se espectrofotdbmetro (Hittachi U 2000).

B) HDL-Colesterol

O HDL-Colesterol foi determinado seguindo a metodologia
proposta por WARNICK et al. (1985), utilizando-se o kit da marca
Analisa, com o sistema para precipitacdo de lipoproteinas (Cat. 213 -
Belo Horizonte-MG). Segundo esta metodologia, as lipoproteinas de
muita baixa densidade (VLDL) e as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) sao precipitadas pelo acido fosfotingstico e cloreto de magnésio,
e, apos centrifugacdo da amostra, o colesterol ligado as lipoproteinas de

alta densidade (HDL) é determinado no sobrenadante, utilizando-se a

metodologia para dosagem de colesterol total descrita anteriormente.

C) Triacilgliceroéis

Os triacilgliceréis foram determinados seguindo a metodologia
proposta por FOSSATI e PRENCIPE (1982), utilizando-se o Kit
enzimatico de marca Analisa (Cat. 259 - Belo Horizonte-MG).

Nessa metodologia, os triacilgliceréis sdo determinados de

acordo com as seguintes reacgoes:
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lipase

Triacilglicerdis 3, IPRY® Glicerol + Acidos Graxos

glicerolquinase

Glicerol + ATP %% % 9, ¥3,® Glicerol - 3 - fosfato + ADP

glicerol- 3- fosfato

Glicerol - 3 - fosfato + O, % 9X98%, % ¥ ¥#4® Dihidroxiacetona + H,0,

2H,0, +4 Aminoantipirina + 4 clorofenol % ¥#%¥.® Antipirilquinonimina +4H,0

Estas reacdes resultam na formacdo de cor vermelha, cuja
intensidade da cor é diretamente proporcional a concentracdo de
triacilgliceréis na amostra. As leituras de absorbancia foram feitas a

| =510 nm, utilizando-se espectrofotometro (Hittachi U 2000).

3.4.2. Experimento |l: avaliacdo do efeito da dose de 80 mg dos
corantes naturais em ratos pré-tratados com Triton WR-
1339

3.4.2.1. Procedimento experimental

O segundo experimento seguiu 0 mesmo procedimento
experimental do primeiro. Foram utilizados 36 animais com peso médio
inicial de 225 g, os quais foram distribuidos em seis grupos
experimentais, Bi, B2, Bz, B4, Bs e Bs, com a numeracao
correspondendo aos mesmos tratamentos aplicados aos animais do
primeiro experimento (Quadro 4). O experimento Il diferiu do primeiro
somente pela dose dos corantes curcuma, antocianina, carmim e
monascus que foi fornecida aos animais, a qual foi o dobro da dose

avaliada no primeiro experimento, ou seja, 80 mg.
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Quadro 4 - Descricdo dos tratamentos aplicados aos animais nos
experimentos | e Il

Grupos Experimentais Tratamentos
A1 e B: Animais nao tratados com Triton.
Az e B Animais tratados com Triton.

(Grupo-controle do experimento)

Az e Bs Animais tratados com Triton + Corante Cdrcuma
As e Ba Animais tratados com Triton + Corante Antocianina
As e Bs Animais tratados com Triton + Corante Carmim

Ae € Bs Animais tratados com Triton + Corante Monascus

3.4.2.2. Dosagens bioquimicas

A determinacao dos valores de colesterol total, HDL-colesterol
e triacilglicer6is seguiu a mesma metodologia empregada no

experimento I.

3.5. Analise estatistica

Foram realizados dois experimentos, em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos (T1 = Triton; T2 =
Triton + Cdrcuma; Tz = Triton + antocianina; T4 = Triton + Carmim; e
Ts = Triton + Monascus) e seis repeticbes, em que foram empregadas
duas diferentes doses dos corantes a serem testados (experimento | =
40 mg e experimento Il = 80 mg). Os dados obtidos com 0s grupos
experimentais A1 (experimento |I) e Bi (experimento IlI) ndo foram
incluidos na analise estatistica.

Os dados foram analisados por meio de analise de variancia

individual, para as trés variaveis em estudo (colesterol total, HDL-
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colesterol e triacilglicerdis), e procedeu-se a analise conjunta dos dados
obtidos com as duas diferentes doses, sendo as médias comparadas
pelo teste F. O teste de Dunett, adotando-se um nivel de 5% de
probabilidade, foi utilizado para comparar os valores médios de
colesterol total, HDL-colesterol e triacilglicerois, obtidos dos grupos
tratados com os corantes, com o valor médio do grupo-controle. A

dispersao das médias foi expressa pelo erro-padrao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os niveis de lipidios sanglineos, em ratos albinos da raca
Wistar, tratados com Triton WR-1339, foram determinados apos a
administracado dos corantes cUrcuma, antocianina, carmim e monascus,
nas doses de 40 e 80 mg.

O resumo das analises de variancia conjunta e testes F dos
dados obtidos nas dosagens de colesterol total, HDL-colesterol e
triacilglicerdis séricos sao apresentados no Quadro 5.

De acordo com esses resultados, observa-se que a interacao
entre as doses e os tratamentos aplicados aos animais nado apresentou
efeito significativo (P>0,05), pelo teste F, para os trés parametros
avaliados (colesterol-total, HDL-colesterol e triacilglicerdis). Entretanto,
os tratamentos apresentaram efeito significativo para os trés
parametros, em nivel de 1% de probabilidade. Com as doses de 40 e
80 mg, também observa-se significancia em nivel de 1% de
probabilidade, exceto para triacilglicerdis, cujo efeito de doses néo foi

significativo.

4.1. Efeito dos corantes cUrcuma, antocianina, carmim e monascus
nos niveis de colesterol total sérico

Os valores médios de colesterol total obtidos com os

tratamentos aplicados aos animais nos experimentos | e Il encontram-
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se relacionados no Quadro 6.

Quadro 5 - Resumo das andlises de variancia conjunta dos dados
obtidos nas dosagens de colesterol total, HDL-colesterol e
triacilglicerdis séricos. Experimentos | e Il

Quadrados Médios
FV GL
Colesterol Total HDL-colesterol Triacilglicerdis

Doses (D) 1 572,4532 ** 1.361,3610 ** 2,7606 ns

Tratamentos (T) 4 2.782,8540 ** 454,5056 **  839,3267 **

DxT 31,7941 ns 28,1652 ns 16,0342 ns

Residuo 50 23,7470 62,2354 47,0899

CV (%) 5,32 12,14 11,07

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

Quadro 6 - Valores médios de colesterol total sérico (mg/dL) obtidos
com o0s tratamentos aplicados aos animais nos
experimentos | e Il, 48 horas ap6s a inducdo da
hiperlipidemia

Doses
Tratamentos Média
40 mg 80 mg

Nao-tratados 66,80 £ 2,34 67,69 = 2,08 67,25 + 1,50

Triton (controle) 119,06 + 3,62 114,79 + 1,32 116,93+ 1,95 a

Triton + crcuma 94,03 +1,83 88,24 + 1,96 91,14+155D

Triton + antocianina 81,57 +1,94 78,41 + 1,64 79,99+1,30b

Triton + carmim 82,40 + 0,98 76,33 +£1,25 79,37 £1,19b

Triton + monascus 96,14 + 2,65 84,53 + 1,27 90,34 +2,24 b

Média 94,64 A 88,46 B

Na linha, A > B, pelo teste F.
Na coluna, b difere de a, pelo teste de Dunnett (P<0,05).
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Pelos resultados apresentados, observa-se que o grupo de
animais tratados com Triton WR-1339 (grupo-controle do experimento),
48 horas ap0s a injecao intraperitoneal de 300 mg/kg de peso corporal
do reagente, apresentou elevacdo média de 42,5% nos niveis de
colesterol total sérico, em relacdo ao grupo de animais nao-tratados.

Os grupos de animais tratados com o0s corantes cudrcuma,
antocianina, carmim e monascus apresentaram valores médios de
colesterol total significativamente reduzidos, em comparacdo ao grupo-
controle.

Dos corantes fornecidos aos animais, 0 que apresentou maior
porcentagem meédia de reducdo dos niveis de colesterol total sérico, em
relacdo ao controle, foi o corante carmim, seguido pelos corantes
antocianina, monascus e cdrcuma. As porcentagens médias de reducéao
sao mostradas na Figura 12.

Pela comparacao dos dados obtidos com o emprego das doses
de 40 e 80 mg, observa-se também que, para a média dos quatro
corantes testados, a dose de 80 mg reduziu significativamente os niveis
de colesterol total em relacdo a dose de 40 mg, sendo esta reducédo em
torno de 6,5%.
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Triton + Triton + Triton + Triton +
cdrcuma antocianina carmim monascus

Figura 12 - Porcentagens meédias de reducdo dos niveis de colesterol
total sérico com os tratamentos aplicados aos animais, nos
experimentos | e Il.
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Esse efeito de reducdo dos niveis de colesterol total sérico
apresentado pelo corante curcuma € concordante com relatos na
literatura sobre o efeito apresentado por extratos da planta Curcuma
longa L. ou de seu principal principio ativo isolado, a curcumina,
responsavel por suas propriedades como corante.

SUBBA RAO et al. (1970) relataram que grupos de ratos
alimentados com curcumina e colesterol na dieta apresentaram niveis
de colesterol total sérico e hepatico reduzidos, quando comparados a
um grupo alimentado somente com colesterol. Nesse experimento, as
doses de curcumina adicionadas a dieta dos animais foram de 0,1; 0,25
e 0,5%, as quais ndo apresentaram diferenca significativa quanto ao
efeito de reducao do colesterol total, levando estes autores a surgerirem
gue, mesmo com doses menores que 0,1% de curcumina na dieta, a
reducdo das concentracdes de colesterol poderia ocorrer.

Segundo AMMON e WAHL (1991), efeitos similares foram
também observados por Pachauri e Mukherji (1970), utilizando um
extrato etéreo de Curcuma longa L., na dose de 1 g, na alimentacao de
coelhos hipercolesterolémicos, e por Dixit et al. (1988), que constataram
reducéo significativa dos niveis de colesterol total em ratos pré-tratados
com Triton, usando um extrato etandlico de Curcuma longa (50%) na
dose de 300 mg/100 g.

Por outro lado, SUBBA RAO et al. (1970) e SRINIVASAN e
SAMBAIAH (1991) encontraram elevagdo dos niveis de colesterol sérico
em ratos alimentados com 0,5% de curcumina em dietas basicas sem a
adicdo de colesterol. Estes ultimos pesquisadores justificaram esse
efeito pelo aumento da biossintese de colesterol, paralelamente ao
catabolismo de colesterol a sais biliares, com base na constatacédo de
gque curcumina aumentou a atividade da enzima colesterol 7a-
hidroxilase (enzima limitante da via de sintese de sais biliares a partir
do colesterol), e, no entanto, ndo se verificou reducdo dos niveis de

colesterol.
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Quanto ao efeito de reducéo apresentado pelo corante carmim,
um aditivo corante com longa histéria de uso em alimentos, nao foi
encontrada na literatura pesquisada referéncia anterior sobre este efeito
pelo uso do corante, nem do seu principio ativo corante, o acido
carminico.

Antocianinas, juntamente com outros compostos flavonodides,
encontrados amplamente no reino vegetal, tém sido investigadas quanto
a seus efeitos no metabolismo lipidico.

A atividade hipocolesterolémica de varios compostos flavondides
tem sido relatada na literatura. Isoflavondides como biochanina A,
formononetina e pratenseina apresentaram reducdo dos niveis de
colesterol sérico em ratos tratados com Triton WR-1339 (SHARMA,
1979). Este efeito também foi observado com os compostos pterosupina
e liquiritigenina, quando testados em ratos com hiperlipidemia induzida
tanto por dieta quanto por Triton WR-1339 (JAHROMI et al., 1993).
Outros compostos, como taxifolina, rutina e catequina, tém sido
também relatados como apresentando atividade de reducdo do
colesterol sanguiineo (ITAYA e IGARASHI, 1992).

Antocianinas isoladas das raizes da planta Brassica campestris
L., identificadas como cianidina-3-diglicosideo-5-monoglicosideo
(rubrobrassicina), cianidina-3,5-diglicosideo e cianidina-3-
monoglicosideo, foram testadas nas doses de 0,03% de rubrobrassicina
e 0,045% de uma mistura das duas outras, na proporcdo de 2:1,
respectivamente, quanto a seus efeitos nos niveis de colesterol sérico.
Adicionadas na alimentacdo de ratos, juntamente com colesterol e
colato de sodio, verificou-se, apdés trés semanas, gue 0S animais
tratados com a mistura das duas antocianinas apresentaram niveis de
colesterol total sérico menores que o controle, porém nao em grau
estatisticamente significativo, enquanto rubrobrassicina praticamente
nao mostrou efeito de reducao (IGARASHI et al., 1990).

O efeito de reducdo dos niveis de colesterol total sérico,
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apresentado neste trabalho pelo corante monascus, foi também
encontrado por FINK-GREMMELS e LEISTNER (1989), utilizando
extrato metandlico dos pigmentos produzidos por Monascus purpureus,
testado em ratos com dieta induzindo hiperlipidemia.

O corante monascus é utilizado pelos povos asiaticos como
condimento e corante, assim como para estabilidade microbioldgica de
produtos de carne e peixe. Quanto a este uso, alguns aspectos devem
ser considerados.

O corante monascus tem sido investigado, na Alemanha,
guanto a suas propriedades antibacterianas, na tentativa de seu
emprego em produtos carneos, em substituicdo a sais de nitrito e
nitrato (FINK-GREMMELS et al., 1989). Muitos estudos tém relatado a
atividade antibacteriana do corante monascus (WONG e BAU, 1977;
WONG e KOEHLER, 1981; FINK-GREMMELS et al., 1989), sendo esta
atividade atribuida a monascidina A, composto com acéo antibidtica, o
gual, segundo WONG e KOEHLER (1981), € produzido juntamente com
0s pigmentos de Monascus purpureus.

No entanto, mais recentemente, BLANC et al. (1995),
investigando o0s pigmentos produzidos por Monascus purpureus e
Monascus ruber, caracterizaram estruturalmente monascidina A como
citrinina, um metabdlito toxico produzido por varios fungos, concluindo
gue o0 corante monascus, para uso como aditivo alimentar, nao deve
conter monascidina A.

Outro aspecto a ser considerado em relacdo ao uso do corante
monascus é que outra espécie de fungo do género monascus, Monascus
ruber, produz, como resultado do seu metabolismo, monacolina K, um
composto com acdo hipocolesterolémica que inibe a enzima HMG-CoA
redutase, embora n&o tenham sido encontradas referéncias na
literatura pesquisada sobre a producédo deste metabdlito por Monascus
purpureus.

O efeito de reducado dos niveis elevados de colesterol sanguineo
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€ considerado de extrema importancia no organismo humano, devido a
ja estabelecida relacdo entre niveis elevados de colesterol e
aterosclerose, levando ao surgimento de doencas vasculares cardiacas,

encefalicas e periféricas, de grande incidéncia em nossa populacao.

4.2. Efeito dos corantes circuma, antocianina, carmim e monascus
nos niveis de HDL-colesterol sérico

Os valores médios de HDL-colesterol obtidos com os
tratamentos aplicados aos animais, nos experimento | e Il, encontram-

se relacionados no Quadro 7.

Quadro 7 - Valores médios de HDL-colesterol sérico (mg/dL) obtidos

com o0s tratamentos aplicados aos animais nos
experimentos | e |Il, 48 horas apdés a inducdo da
hiperlipidemia
Doses
Tratamentos Média
40 mg 80 mg
Nao-tratados 47,87 £ 2,16 49,47 + 2,51 48,67 + 1,60
Triton (controle) 78,16 + 2,97 72,57 + 2,79 75,37 £ 2,12 a
Triton + crcuma 65,89 + 1,41 54,51 + 2,87 60,20+ 2,30 b
Triton + antocianina 66,50 + 2,50 57,29 £ 3,75 61,90+ 2,56 b
Triton + carmim 69,81 + 2,24 61,88 + 6,60 65,85+ 3,53 b
Triton + monascus 68,50 + 1,19 54,98 + 2,56 61,74+2,44 b
Média 69,77 A 60,25 B

Na linha, A > B, pelo teste F.
Na coluna, b difere de a, pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Pelos resultados apresentados, observa-se que os efeitos dos
corantes cUrcuma, antocianina, carmim e monascus nos niveis de HDL-
colesterol mostraram-se similares aos obtidos nos niveis de colesterol

total. Os quatro corantes testados apresentaram efeito de reducéo
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significativo dos valores de HDL-colesterol quando comparados ao
grupo-controle. A maior dose, 80 mg, apresentou também maior efeito
de reducédo em relacdo a dose de 40 mg, sendo esta reducdo em torno
de 13,6%.

As porcentagens meédias de reducdo dos niveis de HDL-

colesterol sérico sdo mostradas na Figura 13.
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Figura 13 - Porcentagens médias de reducdo dos niveis de HDL-
colesterol sérico com os tratamentos aplicados aos
animais, nos experimentos | e Il.

O efeito de reducédo nos niveis de HDL-colesterol sérico com o
uso de um extrato metandlico dos pigmentos produzidos por Monascus
purpureus foi também observado por FINK-GREMMLES e LEISTNER
(1989).

Dixit et al. (1988), citados por AMMON e WAHL (1991),
utilizando um extrato etanélico de Curcuma longa, constataram também
efeito de reducdo nos niveis de HDL-colesterol em ratos pré-tratados
com Triton WR-1339.
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Este efeito de reducéo nos niveis de HDL-colesterol apresentado
nas condicdes experimentais deste trabalho ndo € um efeito desejavel. A
elevacdo desses niveis no organismo humano é considerada um fator
preventivo no processo de acumulacido de colesterol na corrente
sanguinea, visto que as lipoproteinas de alta densidade s&o as
responsaveis pelo transporte reverso de colesterol, ou seja, transportam
o colesterol das células periféricas para o figado, onde 0 seu excesso
pode ser metabolizado (MARINETTI, 1990).

Quanto a este efeito de reducdo apresentado nos niveis de
HDL-colesterol sérico, um fator a ser considerado € a influéncia do
método de inducdo da hiperlipidemia, nos animais experimentais, por
Triton WR-1339. ISHIKAWA e FIDGE (1979) constataram modificacdes
das concentracdes plasmaéaticas de lipoproteinas e apoproteinas apés a
administracdo de Triton WR-1339 a ratos, por via endovenosa, na
concentracdo de 250 mg/kg de peso corporal. Estes pesquisadores
verificaram que as concentracdes de lipidios e proteinas na particulas
de HDL encontravam-se reduzidas apés aplicacdo de Triton, sendo essa

alteracdo mais acentuada nas concentracdes de colesterol.

4 .3. Efeito dos corantes clUrcuma, antocianina, carmim e monascus
Nnos niveis de triacilglicerdis séricos

Os valores médios de triacilglicerdis séricos obtidos com os
tratamentos aplicados aos animais, nos experimentos | e Il, s&o
mostrados no Quadro 8.

Pelos resultados apresentados, observa-se que 0s grupos de
animais tratados com os corantes cUdrcuma, antocianina e monascus
apresentaram valores meédios de triacilglicerdis significativamente
reduzidos, em comparacdo ao grupo-controle. Com o corante carmim,
os valores médios de triacilglicerbéis apresentaram-se reduzidos, porém
nao significativamente em relagdo ao controle. Com as doses de 40 e

80 mg dos quatro corantes testados, observa-se também que elas nédo
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apresentaram diferenca significativa entre si quanto a intensidade do
efeito de reducao.

As porcentagens médias de reducdo dos niveis de
triacilglicerdis séricos sdo mostradas na Figura 14.

Efeito de reducdo nos niveis de triacilglicerdis séricos foi
também verificado por Dixit et al. (1988), citados por AMMON e WAHL
(1991), com o uso de um extrato etanolico de Curcuma longa, em ratos
pré-tratados com Triton WR-1339.

Quadro 8 - Valores médios de triacilgliceréis (mg/dL) obtidos com os
tratamentos aplicados aos animais nos experimentos | e Il,
48 horas apoés a inducédo da hiperlipidemia

Doses
Tratamentos Média
40 mg 80 mg
Nao-tratados 38,27 £ 1,90 39,81 + 2,52 39,04 £ 1,52
Triton (controle) 71,73+2,72 74,06 £ 4,21 72,90+ 2,42 a
Triton + crcuma 56,15 + 3,28 57,12 + 2,45 56,64+1,96 b
Triton + antocianina 54,42 + 2,56 55,50 + 3,14 5496+1,94b
Triton + carmim 68,46 + 2,35 69,82 + 2,68 69,14+ 1,71 a
Triton + monascus 58,16 + 1,40 54,56 + 2,34 56,36 +1,41 b
Média 61,78 A 62,21 A

Na linha, A > B, pelo teste F.
Na coluna, b difere de a, pelo teste de Dunnett (P<0,05).
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Figura 14 - Porcentagens meédias de reducdo dos niveis de
triacilglicerdis séricos com os tratamentos aplicados aos
animais, nos experimentos | e Il.

Alguns estudos em que antocianinas e outros flavonéides foram
testados quanto ao efeito nos niveis de triacilglicerdis séricos séao
concordantes em indicar o mesmo efeito. SHARMA (1979) verificou o
efeito de reducdo nos niveis de triacilglicerdis, em ratos pré-tratados
com Triton WR-1339, testando os isoflavondides biochanina A,
formononetina e pratenseina. ITAYA e IGARASHI (1992) relataram o
efeito de reducédo dos niveis de triacilglicerois e acidos graxos livres por
malvina contida em uvas (Vitis coignetiae P.) em ratos alimentados com
dieta sem colesterol. CHOI et al. (1991) constataram que catequina,
isolada da planta Prunus davidiana, testada em ratos hiperlipidémicos
induzidos por dieta, apresentou reducdo significativa dos niveis de
triacilglicerdis séricos. JAHROMI et al. (1993) verificaram reducéao
significativa nos niveis de triacilgliceréis séricos em ratos
hiperlipidémicos induzidos tanto por dieta quanto por Triton WR-1339,
utilizando o flavonoide pterosupina, isolado da planta Pterocarpus
marsupin.

FINK-GREMMELS e LEISTNER (1989) também encontraram
niveis de triacilglicerdis séricos reduzidos em ratos, com 0 uso de um
extrato metandlico dos pigmentos produzidos por Monascus purpureus.
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O efeito de reducdo dos niveis séricos elevados de
triacilgliceréis é considerado um resultado positivo no organismo
humano, ndo s6é na prevencdo da pancreatite aguda, mas também
porque ha evidéncias de que a hipertrigliceridemia esteja relacionada ao
aumento da concentracao sérica de fatores da coagulacdo sanglinea e,
também, a diminuicdo da atividade fibrinolitica do soro. Tais alteracdes
no sistema de coagulacdo podem facilitar o processo da aterosclerose
(NOVAZZI e MARTINEZ, 1994).

94



5. RESUMO E CONCLUSOES

Dois experimentos foram realizados com o objetivo de avaliar o
efeito dos corantes naturais cdrcuma, antocianina (cascas de uva),
carmim e monascus nos niveis de colesterol e triacilglicerdis
sanguineos, em ratos hiperlipidémicos. No primeiro experimento foram
utilizados 36 animais machos, albinos, da raca Wistar, com peso médio
inicial de 225 g, os quais foram divididos em seis grupos experimentais:
A1, A2, Az, A4, As e As. O grupo A: serviu como referéncia para a
avaliacao da inducao da hiperlipidemia. Nos animais dos grupos Az, As,
A4, As e As foi injetado Triton WR-1339, na dose de 300 mg/kg de peso
corporal, por via intraperitoneal. O grupo A> constituiu-se no grupo-
controle do experimento. Vinte e quatro horas ap6s a aplicacao do
Triton, foram fornecidos os corantes cdrcuma, antocianina, carmim e
monascus aos grupos experimentais Az, As, As e As, respectivamente,
na dose Unica de 40 mg, misturados a 10 g de racdo comercial. Aos
grupos A1 e Az foram fornecidos somente 10 g de racdo. Quarenta e oito
horas ap6s a aplicacdo do Triton, todos os animais foram anestesiados
com éter etilico, e amostras de sangue foram coletadas por puncéo
cardiaca, separando-se 0 soro para as dosagens de colesterol total,

HDL-colesterol e triacilglicer6is. No segundo experimento, foram
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utilizados 36 animais, divididos em seis grupos experimentais: Bi1, By,
Bz, B4, Bs e Bs, cOm a numeragdo correspondendo aos mesmos
tratamentos aplicados aos animais no experimento |, seguindo-se o
mesmo procedimento experimental, sendo, porém, os corantes testados
na dose de 80 mg.

A andlise conjunta dos resultados obtidos nos experimentos | e
I mostrou o0s seguintes resultados: a administracdo dos corantes
cUrcuma, antocianina, carmim e conascus resultou em diminuicdo
significativa dos niveis de colesterol total sérico, com as duas doses
testadas, verificando-se maior efeito de reducdo com a dose de 80 mg;
0os niveis de HDL-colesterol também mostraram-se reduzidos
significativamente com a administracdo dos quatro corantes, nas doses
testadas; a dose de 80 mg apresentou também maior efeito de reducéo;
com 0s corantes curcuma, antocianina e monascus, observou-se
reducdo significativa dos niveis de triacilgliceréis séricos com as duas
doses testadas, nao se verificando, entretanto, diferenca significativa,
guanto a este efeito, entre as doses de 40 e 80 mg; e a administracéo do
corante carmim, nas doses testadas, nao apresentou efeito de reducao
significativa dos niveis de triacilgliceroéis séricos.

Pelos resultados obtidos nas condi¢cdes experimentais deste
trabalho, pode-se concluir que:

- Os corantes cdrcuma, antocianina (cascas de uva), carmim
e monascus apresentaram efeito de reducdo nos niveis de colesterol
total sérico com as doses de 40 e 80 mg, sendo a intensidade deste
efeito maior com a dose de 80 mg.

- Os quatro corantes avaliados reduziram os niveis de HDL-
colesterol, com as doses de 40 e 80 mg, sendo a intensidade desse efeito
maior com a dose de 80 mg. No entanto, observa-se que, para obter
conclusbes mais exatas sobre os efeitos destes corantes nos niveis de
HDL-colesterol, estes devem ser avaliados empregando-se outro método

de inducdo de hiperlipidemia aos animais, visto que, segundo
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ISHIKAWA e FIDGE (1979), alteracdes dos niveis dos componentes das
lipoproteinas de alta densidade foram constatadas ap6s a

administracao de Triton WR-1339.

- Os corantes cuUrcuma, antocianina e monascus
apresentaram efeito de reducéo dos niveis de triacilglicerdis séricos com
as doses de 40 e 80 mg, nao se verificando diferenca na intensidade
deste efeito entre as doses de 40 e 80 mg.

- O corante carmim nao apresentou efeito de reducdo nos
niveis de triacilglicerdis com as doses de 40 e 80 mg.

De acordo com o estudo realizado, s&o apresentadas as
seguintes sugestoes:

- Dar continuidade aos estudos destes corantes em animais,
para verificar as possiveis variacdes na atividade hipolipidémica
apresentada, decorrentes da concentracao e origem dos corantes, como
também para que se obtenham dados que possam esclarecer o0s
mecanismos de acdo envolvidos.

- Avaliar as doses utilizadas em experimentos de maior
duracdo que permitam averiguar a seguranca com uso continuado
destas doses;

- Avaliar o corante monascus gquanto a presenca de citrinina,
como também se ha producdo de monacolina K pela espécie Monascus
purpureus.

- Testar a atividade hipolipidémica destes corantes em outras
espécies animais, nas quais 0 metabolismo lipidico seja o mais
semelhante possivel ao metabolismo lipidico de humanos, antes que
estes corantes naturais possam ser considerados, além de aditivos
alimentares, componentes alimentares que possam trazer beneficios ao

organismo humano.
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