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RESUMO

LOPES, Renato Matos, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2001. Efeitos (hipolipidémicos) de naringenina e chitosan e
toxicologia de monascus e rutina sobre o metabolismo em coelhos.
Orientadora: Tania Toledo de Oliveira. Conselheiros: Tanus Jorge Nagem
e George Henrique Kling de Moraes.

O presente trabalho avaliou a acdo do chitosan e naringenina em
coelhos, por via intraperitoneal, com hiperlipidemia induzida por Triton. No
segundo experimento, a hiperlipidemia foi induzida por colesterol e acido
célico misturados a ragao. Neste experimento, as substancias chitosan, a
0,03%, e naringenina, a 0,006%, foram fornecidas aos coelhos
hiperlipidémicos durante 15 dias. Ao sétimo e décimo quinto dias foram
dosados colesterol, colesterol-HDL e triacilglicer6is no soro dos animais.
Para o primeiro experimento, os resultados mostraram que o chitosan
associado a naringenina mostrou maior percentagem de reducgdo para
colesterol e triacilglicerdis, enquanto para colesterol-HDL, o chitosan foi mais
efetivo, pois causou menor redugcédo nos niveis deste parametro, permitindo
que se encontrasse na circulacdo maior concentracao deste. Este resultado
€ importante, levando em consideragao que esta lipoproteina é responsavel
pelo transporte de colesterol da circulagao para o figado. Para o segundo
experimento, os resultados indicaram que a associagdo chitosan +

naringenina reduziu os niveis de colesterol em 15,24% durante os primeiros
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sete dias e 61,19% no décimo quinto dia. Para colesterol-HDL as variagdes
foram menores, mas para triacilglicerois a redugao foi de 45,91% para os
primeiros sete dias e de 55,62% para o décimo quinto dia, o que evidencia o
efeito sinérgico destas duas substancias. Também foram testados, em
coelhos, rutina nas doses de 20, 40 e 60 mg/animal e monascus nas doses
de 40, 80 e 100 mg/animal durante 28 dias ininterruptos em capsulas via oral
para se verificar o potencial toxicolégico sobre o metabolismo de proteinas,
minerais, lipideos e glicose. Foram dosados varios constituintes sanglineos.

Os resultados obtidos mostraram pequenas variagdes nestes parametros.



ABSTRACT

LOPES, Renato Matos, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February
2001. Hypolipidaemic effects of naringenin and chitosan and
toxicology of monascus and rutin in the metabolism in rabbits.
Adviser: Tania Toledo de Oliveira. Committee Members: Tanus Jorge
Nagem and George Henrique Kling de Moraes.

The present work evaluates the action of chitosan and naringenin in
rabbits by intraperitoneal route, with hyperlipidaemia induced by Triton. In the
second experiment the hyperlipidaemia was induced by cholesterol and colic
acid mixed to the ration. In that experiments chitosan (0.03%) and naringenin
(0.006%) were supplied to hiperlipidaemic rabbits for 15 days. At the seventh
and fifteenth days cholesterol, cholesterol-HDL and triacylglicerols were
dosed in the serum of the animals. For the first experiment, the results
showed that chitosan associated to naringenin showed larger reduction
percentage for cholesterol and triacylglicerols while chitosan for cholesterol-
HDL was more effective due the smallest reduction in these levels, which
allows more concentration of this parameters in the blood serum. This result
is important by the fact that this lipoprotein is responsible for the transport of
cholesterol from the circulation to the liver. For the second experiment the
results indicated that the association chitosan + naringenin reduced the
cholesterol levels in 15.24% during the first seven days and 61.19% in the

fifteenth day. For cholesterol-HDL the variations were not to big, but for
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triacylglicerols the reduction was of 45.91% for the first seven days and of
55.62% for the fifteenth day, which evidence the synergic effect of these two
substances. Rutin was tested in rabbits in the doses of 20, 40 and
60 mg/animal/daily and monascus in the doses of 40, 80 and
100 mg/animal/daily during 28 uninterrupted days. The compounds were
administered in capsules by oral route in order to verify the toxicologic
potential of those substances in the metabolism of proteins, minerals, lipids
and glucose. It was dosed several constituents in the serum blood and the

results showed small variations in these parameters.
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1. INTRODUGAO GERAL

As doencas cardiovasculares sdo uma das principais causas de
mortalidade nos paises em desenvolvimento e/ou industrializados no mundo
ocidental. ROSS (1986) ja confirmava dados obtidos pelo Departamento de
Aterosclerose da Sociedade Brasileira de Cardiologia que revelavam que
mais de 30% da populagdo tém colesterol acima do nivel considerado
normal de até 200 mg/dL. Valores acima deste nivel é correlacionado
principalmente com o risco do desenvolvimento da aterosclerose. Segundo
dados do Ministério da Saude (BRASIL, 1994), as doencgas cardiovasculares
foram responsaveis por uma média de 300 mil 6bitos e representavam os
maiores custos da Previdéncia Social, através de licencas e aposentadorias.

Devido ao aumento da demanda de produtos que possam ser
chamados de “naturais” pelo mercado consumidor, o uso de corantes
naturais em produtos industrializados vem aumentando consideravelmente
nos ultimos anos. Consequentemente, os referidos corantes tendem a fazer
parte de nossa alimentagdo numa escala progressiva.

Baseando-se em pesquisas cientificas pode-se afirmar que os
flavondides e corantes naturais ndo s&do indcuos ao organismo. Desta forma,
dependendo da dose pela qual o organismo for exposto, os referidos
compostos sdo capazes de exercer acdes antiinflamatoéria, antioxidante,
hipotensoras, antihiperlipidémicas e antibacterianas (WILLIANS et al., 1995).
Este aspecto assume um papel relevante quando considera-se que existe a



possibilidade da utilizagcdo de determinados flavondides e corantes naturais
como principios ativos de medicamentos, a serem utilizados para o
tratamento e prevencdo de doencas cardiovasculares, raquitismo,
obesidade, diabetes e atividades carcinogénicas de xenobidticos.

Analisando-se o que foi apresentado, evidencia-se a importancia e
aplicabilidade de avaliagdes da toxicidade e atividades farmacologicas de
flavondides e corantes naturais sobre sistemas bioldgicos. A partir da
obtengcdo de resultados significativos, os mesmos podem servir de
instrumento para o desenvolvimento estratégico de produgcdo em larga
escala desses compostos naturais na forma de farmacos.

Este trabalho teve dois objetivos distintos: o primeiro foi verificar a
eficiéncia do flavondide naringenina e do chitosan (um produto natural
derivado da quitina e que ja € empregado como medicamento), sobre o nivel
lipidico de coelhos da Raga Nova Zelandia com hiperlipidemia induzida por
Triton ou colesterol e acido codlico. O segundo objetivo foi verificar a
toxicidade do flavondide Rutina e do corante natural Monascus, em trés
diferentes doses, sobre niveis séricos de importantes constituintes
bioquimicos em coelhos da Raga Nova Zelandia. Portanto, realizou-se um
teste toxicolégico sub-agudo no qual os animais foram submetidos ao
tratamento com as substancias durante 28 dias ininterruptos.

Objetivando uma apresentagédo ordenada dos trabalhos efetuados, os
mesmos foram divididos em dois capitulos, de acordo com os objetivos
propostos. No primeiro capitulo apresenta-se dois ensaios biolégicos com
chitosan e naringenina e seus efeitos farmacolégicos sobre os niveis séricos
de lipidios em coelhos hipercolesterolémicos. No segundo capitulo o estudo

toxicologico realizado com monascus e rutina.



CAPITULO 1

EFEITOS DE NARINGENINA E CHITOSAN EM LIPiDIOS DE SORO
SANGUINEO EM COELHOS HIPERLIPIDEMICOS INDUZIDOS POR
TRITON OU COLESTEROL E ACIDO COLICO

1. INTRODUCAO

Estudos destacam a modificacdo oxidativa das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), através da agao dos radicais livres, no processo de
formacao das lesdes aterosclerdticas. Evidéncias de oxidagao lipidica séo
observadas em todos os estagios da aterogénese. Sabe-se que o LDL
oxidado é altamente aterogénico por estimular a acumulagao de colesterol
nas paredes das células em formacdo. Esta atividade citotdoxica estimula
processos inflamatoérios e trombaéticos (BATLOUNI, 1997).

Inumeras pesquisas tém demonstrado os efeitos de compostos
naturais sobre o metabolismo lipidico, assim como outras propriedades
farmacolégicas sobre sistemas biolégicos. Flavondides sdo uma classe de
substancias de origem natural, presentes em alimentos como verduras,
legumes, frutas e chas que apresentam atividades hipolipidémicas,
antioxidantes e antimutagénicas (PETERSON e DWYER, 1998).

Este trabalho € um estudo para avaliar a capacidade de chitosan e
naringenina, a partir de suas agdes farmacolégicas, em reduzir a

hipercolesterolemia induzida em coelhos da raga Nova Zelandia.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Lipoproteinas (LP)

Lipoproteinas (LP) sado aglomeragbes de moléculas com formato
aproximadamente esférico que se constituem de componentes altamente
hidrofébicos em seu interior, como colesterol esterificado, triacilglicerois,
além de vitaminas lipossoluveis, e moléculas periféricas menos hidrofébicas,
ou seja, fosfolipideos e colesterol nao-esterificado. As proteinas designadas
apolipoproteinas (apo-LP), formam um mosaico externo com segmentos
hidrofébicos e hidrofilicos que permite a solubilidade do macroagregado em
meio aquoso, sendo que as apolLP desempenham diversas fungdes na
regulacdo de enzimas e de proteinas que participam do metabolismo das
lipoproteinas. (QUINTAO e NAKANDAKARE, 1992).

A classificagdo de uma determinada LP esta relacionada com a sua
densidade, uma vez que a mesma permite a sua separagcao através de
ultracentrifugagao. Desta forma, quanto maior a propor¢ao lipidica, menor a
densidade, e quanto maior a fragéo protéica, maior a densidade (QUINTAO
e NAKANDAKARE, 1992).

As principais classes de lipoproteinas plasmaticas, considerando as
maiores e menos densas até as menores e mais densas, sao O0s
quilomicrons, as lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDLs), as
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDLs), as LDLs, e as HDLs. O

4



quilomicron é originado no intestino e se constitui na principal molécula de
transporte dos lipidios da alimentacdo (exdgenos). As VLDLs possuem
formacao hepatica e iniciam o processo de transporte dos lipidios chamados
de endoégenos, as VLDLs originam as LDLs, quando aquelas liberam os
triacilglicerdis. Quilomicrons e VLDLs apresentam grandes proporgdes de
triacilglicerdis, sendo que o LDL e HDL transportam principalmente ésteres
de colesterol. Diferenciando-se das demais lipoproteinas exdégenas e
enddégenas, as HDLs levam o colesterol dos tecidos periféricos para ser
metabolizado pelo figado (GOTTO, 1997).

As Tabelas 1 e 2 apresentam, respectivamente, a classificacdo e
propriedades das lipoproteinas plasmaticas, e as principais fungdes das apo-

LP, assim como seus locais de produgao.

Tabela 1 - Classificagado e algumas propriedades das lipoproteinas plasmati-

*

cas
Classe de Lipidios Principais Apolipoproteinas Densidade Dién_'!etro
Lipoproteinas P P polipop (mg/ml) (A)

Triacilglicerois da

Quilomicrons alimentacao, Esteres de A, A-”c‘:l'?-g/ﬁlBl-EAfs’ C, < 0,95 800-5000
colesterol. ’ ’

Remanescentes | CSteres de colesterol da B-48, E <1,006 300
alimentagéao

VLDL Triacilgliceréis endégenos | B-100, C-I, C-Il, C-IIl, E < 1,006 300-800

IDL Esteres de colesterol, B-100, E 1,006-1,019 | 250-350
Triacilglicerois

LDL Esteres de colesterol B-100 1,019-1,063 180-280

HDL, Esteres de colesterol A-l, A-ll 1,063-1,125 90-120

HDL3 Esteres de colesterol A-l, A-ll 1,125-1,210 50-90

* Adaptado de DE JONES et al. (1994).



Tabela 2 - Fungdes e locais de origem das Apolipoproteinas*

Apo-Lp Funcgao Origem
A-l Ativador de LCAT ** e remogéo celular do colesterol Intestino e figado
A-ll Inibe remocgéao celular de colesterol Intestino e figado
AV im%%iodcée\ffg)efterol de macréfagos; diminui a Intestino e figado
B-100 Reconhece o receptor B-E Figado
B-48 Reconhece o receptor B-E e a2-macroglobulina Intestino apenas
C-l Ativador da LCAT** Figado
C-ll Ativador da enzima lipoproteina lipase(LP) Figado
C-lll I[r;i(!:)é(:)?cr)rcéi captacao de VLDL e quilomicrons por Figado
E Reconhecimento por receptore Figado

* Fonte: QUINTAO e NAKANDAKARE (1992).

** Legenda: LCAT — Abreviatura da enzima plasmatica lecitina-colesterol-acil-transferase. A
LCAt é produzida no figado e atua na esterificacdo do colesterol pela remogéo do acido
graxo do carbono beta da lecitina com formacgao de lisolecitina, desta forma o colesterol é
empregado para formagao de HDL.

2.2. Colesterol, cardiopatia coronaria e aterogénese

A aterosclerose e, em particular, a cardiopatia coronaria, relaciona
varios fatores de risco, tais como: idade, sexo, obesidade, estresse
emocional, baixos niveis de colesterol-HDL, fumo, dietas ricas em gordura
saturada e ainda predisposicdo genética.Estes fatores de risco séao
correlacionados com o aumento nos niveis sanguineos de colesterol, assim
como nas atividades oxidantes de radicais livres sobre as lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) ao nivel endotelial. O consumo de gorduras
saturadas aumentou os valores do colesterol na corrente sanguinea,
impedindo a atividade dos receptores de LDL e, consequentemente,
dificultando a sua eliminacg&o (LEITE, 1994).

Os altos niveis de colesterol-HDL reduzem os niveis de cardiopatia

coronaria; seu efeito € oposto ao colesterol-LDL. O quociente colesterol



LDL/colesterol-HDL é um indicativo confiavel de risco aterogénico.
Individuos que apresentam altos niveis séricos de LDL e niveis baixos de
HDL, apresentam riscos elevados de cardiopatia coronaria. Ainda que os
niveis de HDL possam estar condicionados geneticamente, a alimentagao é
um dos fatores determinante. Nos paises desenvolvidos, os altos niveis
sanguineos de colesterol devem-se principalmente a uma alimentagéo
inadequada (FEINLEB, 1984).

Reducgdes nas concentracdes plasmaticas de lipoproteinas LDL, VLDL
podem diminuir o risco do infarto do miocardio (LIPID RESEARCH, 1987).

A Figura 1 mostra a formagao de uma placa aterosclerética. Particulas
de LDL e plaquetas penetram no endotélio e causam lesdes (1). Fatores de
crescimento liberados pelas plaquetas estimulam as células musculares
abaixo do endotélio, causando proliferagao no sitio da lesdo. Todo processo
€ acompanhado pela migragdo de mondocitos e outras particulas de LDL (2),
consequentemente, ocorre a formagdo de células espumosas (3).
Desenvolve-se uma aglomeragdo na regiao de fosfolipidios, colesterol e
calcio, gradualmente ocorre a formagéo de saliéncias fibrosas e resistentes
que sao as placas de ateroma.

Importante se fazer uma distingdo entre arteriosclerose e
aterosclerose. O primeiro processo representa qualquer degeneragao e
endurecimento das paredes dos vasos sanguineos, devido a inflamagdes
cronicas que resultam em formagao de tecidos fibrosos. Aterosclerose € um
tipo de arteriosclerose, envolvendo participagdo de acumulo, na intima
arterial, de placas de lipidios que sofrem calcificagdo. Na aterosclerose,
ésteres de colesterol e outros lipidios sdo depositados no tecido conjuntivo
das paredes arteriais. Desta forma, a aterosclerose € um subtipo de
arteriosclerose, sendo que as duas ndo devem ser empregadas como

palavras sinbnimas.



3 ' Les3o do Células do .
Endotélio Endotélio masculo liso

Figura 1 — Formacgao da placa aterosclerotica.



2.3. Flavonoides

Os flavonoides compdem uma ampla classe de substancias de origem
natural cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Entretanto, tais
compostos possuem uma série de propriedades farmacoldgicas que as
fazem atuar sobre sistemas bioldgicos. Consequentemente, muitas dessas
propriedades podem atuar de forma benéfica para a saude humana.
Atualmente, ja foram identificadas mais de 4.000 substancias pertencentes
ao grupo dos flavondides (PETERSON e DWYER, 1998).

Estruturalmente, os flavondides constituem substéncias aromaticas
com 15 dtomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico, sendo compostos
fendlicos que possuem nesta estrutura anéis aromaticos na forma Cg-C3-Ce.
O esqueleto Cq5 dos flavondides €& biogeneticamente derivado do
fenilpropano (Ce-C3) e trés unidades de acetato (Cg). Portanto, flavonoides
sdo derivados de benzo-gama-pirona de origem vegetal (YOKOZAWA et al,
1997), podendo haver facilmente interconversédo entre eles (LOPES, 2000)
(Figura 2).

2.4. Classificagcao dos flavonéides

Pode-se classificar os flavonodides em flavanonas, flavonas, flavonais,
isoflavonoides, antocianinas, flavan-3,4-diol, chalconas, auronas, e
cumarinas. Esta classificagdo € devido as diferengas estruturais dos
compostos que formam essas classes.

Apesar do termo “flavondide” derivar do latim flavus, que significa
amarelo, observa-se que os grupos flavondis e flavonas s&o incolores e que
a classe das antocianinas possuem substancias que variam no seu espectro
de coloracao, variando do verde ao azul. A Tabela 3 mostra as principais
classes de flavonoides e suas caracteristicas basicas.

A explicagédo para a existéncia de uma grande diversidade estrutural
dos flavondides é explicada pelas modificacbes que tais compostos podem
sofrer, tais como: hidroxilagado, metilagao, acilagao, glicosilagdo dentre outras
(KOES et al., 1994).



6|
Flavanona
OH

O Flavanonol

leOz / NaOH

Chalcona

HCI

Flavan-3,4-diol
H, /Pt

Catequina

OH

Isoflavona O Neoflavona

Figura 2 - Interconversdo de flavondides com a representacdo de seus
principais grupos.
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Tabela 3 - Principais classes de flavonoides e descricao de suas caracteris-
ticas basicas*

Classes Coloragao Exemplos Comentarios
Antocianinas estao predominantemente
Cianidina: em frutas e flores e provavelmente foram
. Azul, vermelha e o os primeiros flavonoides a serem isolados
Antocianinas . Delfinidina; . .
violeta - — provenientes de pigmentos
Peonidina. X o .
florais,conforme indicam seus proprios
nomes. Sdo usadas como corantes.
Flavanas sédo encontradas em frutas e
Catequina; chas (verdes ou pretos).Biflavanas sédo
Flavanas Epicatequina encontradas em frutas, lupulo, nozes e
(mono, bi e Incolor Luteoforol; bebidas como chas e agua de coco. O
triflavanas) Procianidina sabor peculiar de algumas bebidas, frutas,
Theaflavina chas e vinhos é devido, principalmente, a
presenga das biflavans.
Incolor para um - =
Hesperidina; Flavanonas séo encontradas quase que
Flavanonas ; . - s
. Naringenina. exclusivamente em frutas citricas.
amarelo palido.
Flavonas séo encontradas quase que
Apigenina; exclusivamente em Frutas citricas. Mas
Luteolina; também em cereais, frutas, ervas e
Flavonas Amarelo palido Diosmetina; vegetais. Conferem o pigmento amarelo
Tangeretina; em flores.
Nobiletina Os compostos mais comuns séo a
apigenina e a luteolina.
. Os flavonois estao presentes em diversas
Quercetina; . .
. . PO .. | fontes, sendo predominantes em vegetais
Flavonois Amarelo palido Rutina; Mircetina; N e
e frutas. A quercetina é o principal
Kaempherol
representante da classe.
Daidzeina: Isoflavonoides sdo encontrados quase
Isoflavonodides | Incolor ] que exclusivamente em leguminosas,
Genisteina.

particularmente na soja.

Fonte: Adaptado de PETERSON e DWYER (1998).

2.5. Algumas propriedades farmacolégicas relevantes dos flavonéides

Diversos ensaios

“in vivo” e

“in  vitro”

vém comprovando e

determinando a ampla variedade das atividades biolégicas dos compostos
flavonoidicos. Segundo RATTY e DAS (1998), algumas dessas propriedades
farmacolégicas ja foram observadas por Szent-Gyorgi em 1936. Destacam-
se, dentre outras, os seguintes efeitos dos flavondides sobre os sistemas
bioldgicos: Capacidade antioxidativa (esta se constitui na atividade mais
elucidada pelos estudos até atividades

agora desenvolvidos);
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antiinflamatoria e de efeito vasodilatador; agdo antialérgica; atividade contra
o desenvolvimento de tumores, antihepatotoxica, antiulcerogénica; atuagao
antiplaquetaria bem como acdes antimicrobianas e antivirais.

Segundo ANTON e BERETZ (1990), as propriedades farmacoldgicas
dos flavondides ainda nao tinham sido totalmente elucidadas. Apds uma
década de avancos nessa linha de pesquisa, pode-se afirmar que novos
estudos toxicoldgicos e farmacolédgicos devem ser realizados, uma vez que a
ampla diversidade estrutural desses compostos, bem como a capacidade de
interagdo com outros, nos reporta a imaginar que novas descobertas ainda
podem ser realizadas.

A importancia dada a uma alimentagdo rica em frutas e legumes
provém, dentre outros aspectos, da presenca de substancias antioxidantes
presentes na mesma, inclusive flavondides. Antioxidantes atuam na
prevencdo de inumeras doencas e especificamente contra as doencas
cardiovasculares devido a protecdo exercida sobre a oxidagcdo das LDLs
(QUINTAO e NAKANDAKARE, 1992). Modelos experimentais “in vitro”
(MOREL et al., 1993; AFAVANAS'EV et al., 1989), utilizando-se hepatdcitos
de ratos e microssomas contendo seu sistema multienzimatico citocromo P-
450, comprovaram a inibicdo da peroxidacdo de lipidios bem como a
remocao de ions de ferro que conduzem a processos de formagao de
radicais livres.

Dados recentes mostram que a mistura de flavondides apresentaram
acao hipotensiva em sistema cardiovascular de coelhos e ratos com
hipertensdo induzida. A kaempferitrina na dose de 290 ug/Kg em coelhos,
diminuiu a presséo sanguinea em 32% e a frequéncia cardiaca em 29%, ja a
mistura diminuiu a pressdo em 41% e a frequéncia cardiaca em 33% na
dose de 20 ug/Kg. A alta atividade da mistura pode ser atribuida a seu efeito
sinérgico (GOHAR et al., 1997).

Os mecanismos bioquimicos responsaveis pelos efeitos
farmacologicos de flavonoides necessitam de maiores elucidagdes. Todavia,
alguns trabalhos desenvolvidos e relatados na literatura demonstram outras
propriedades de grande importdncia para a area clinica e médica, os
mesmos correspondem a acgdes de protegao a nivel molecular, citolégico e

tecidual dos referidos compostos a substancias com alta capacidade
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toxicolégica, assim como outras atividades a saber: capacidade
antiulcerogénica, aumento da permeabilidade microvascular e diminui¢ado da
taxa de glicose no soro sanguineo.

Flavonoides podem atuar na reducao de reacdes que contribuem para
a formacdo da catarata. A inibicdo causada por morina e quercetina
extraidas de soja sobre a enzima aldose redutase “in vitro” (OLIVEIRA et al.,
1997), pode ser um bom indicio do uso dos mesmos como medicamentos
associados ou através de uma propria dieta balanceada na prevencao da

catarata.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Substancias indutoras da hiperlipidemia

a) Triton

Triton WR 1339 conhecido como tyloxapol (Sigma), um detergente
nao anibnico de estrutura polimérica da Sigma, tem sido utilizado por
diversos pesquisadores para induzir hiperlipidemia em animais experimentais
(MATHUR et al., 1964; SIDDIQUI et al.,1996; SHARMA, 1979; CHOl et al., 1991).

b) Colesterol e acido célico

O acido célico € um metabdlito do colesterol produzido pelos
hepatocitos. Transportado pela bile até o intestino, o acido colico atua na
emulsificagdo de gorduras facilitando sua absorgéo e digestdo. Desta forma,
associaram-se as duas substancias na dieta dos animais para induzir a
hiperlipidemia.

O acido colico da dieta tem mostrado atuar sinergicamente com o
colesterol dietético para induzir o aumento dos niveis de colesterol
plasmatico. O acido célico atua aumentando a absorcéo de colesterol e inibe
a conversao de colesterol a acidos biliares, acarretando no aumento nos

niveis de colesterol sanguineo.
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3.1.1. Substancias testadas para reducgao da hiperlipidemia

a) Chitosan

7

Chitosan é um biopolimero semelhante a celulose, apresentando
residuos de cadeias de N-acetyl-D-glicosamina, sendo derivado a partir da
N-deacilacdo da quitina. A sua extracdo ocorre do exoesqueleto de
crustaceos. Chitosan e outros derivados da quitina demonstram um futuro
promissor para sua utilizagdo devido a sua compatibilidade fisiolégica em
tecidos vivos. OLSEN et al. (1989) descreve algumas das aplicagoes

biomédicas para chitosan: agente bacteriostatico, hemostatico, espermicida.

N

CH,OH CH,OH CH,OH
o o
H H H OH
o, o

HON\CQH H OH H ¢ OH H

H NHCOCH, H NHCOCH, H NHCOCH,
- n

Estrutura quimica do chitosan

b) Naringenina

A naringenina € um flavanona representante da classe dos
flavondides (apresentam uma ligagcdo saturada entre os carbonos dois e
trés), sendo encontrada em frutas citricas. Uma consideragédo importante a
ressaltar sobre as flavanonas é que de uma forma geral elas podem ser
substitutas em potencial da sacarose, uma vez que através de reacgdes
quimicas simples elas podem dar origem as di-hidrochalconas, que séo

compostos de sabor adocicado.
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Estrutura quimica da naringenina

3.2. Primeiro ensaio bioldgico: efeitos de naringenina e chitosan em

lipidios no soro de coelhos com hiperlipidemia induzida por triton
3.2.1. Local da realizagao do ensaio

Todos os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de
Biofarmacos, do Departamento de Biologia Molecular e Bioquimica, da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG, 2000.

3.2.2. Modelo experimental do primeiro ensaio biolégico

No presente trabalho foram utilizados 30 coelhos machos, albinos,
adultos, com peso médio (2.500 + 200 g), com idade de 55 dias, que
receberam 170 g/dia de ragcdo comercial SOCIL e agua a vontade durante
todo o periodo experimental. Estes animais foram provenientes do Setor
Cunicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de
Vigosa. Os animais permaneceram cinco dias em gaiolas apropriadas, em
area especial do laboratério de Biofarmacos, com ventilacdo adequada para
adaptacdo, antes de iniciar os tratamentos. Importante lembrar que tais
condigdes foram idénticas para o segundo ensaio realizado.

Para a realizagdo deste trabalho foram constituidos cinco grupos
experimentais, escolhidos aleatoriamente, contendo seis animais cada,

portanto seis repeticoes, que receberam os seguintes tratamentos:
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Grupos Tratamentos

Racao comercial

Racao + Triton

Racao + Triton + Chitosan

Racéao + Triton + Naringenina

Racao + Triton + Chitosan + Naringenina

AP WN -

Para a inducdo da hiperlipidemia foi administrado, por via
intraperitoneal e em dose unica, Triton na dose de 300 mg/kg de peso
corporal, sendo utilizado como veiculo o NaCl 0,9%.

Ap6s 20 horas da administragdo do Triton foram fornecidos aos
coelhos, por via intraperitoneal, Naringenina na dose de 5 mg/kg de peso
corporal e Chitosan na dose de 30 mg/kg de peso corporal. Para estes
compostos, também foi utilizado como veiculo NaCl 0,9%. Decorridos 24
horas destas administragdes procedeu-se a coleta das amostras de sangue
dos coelhos por puncao do plexo venoso retro-orbital. As amostras foram
centrifugadas a 7.100 x g, por 15 minutos, para obtengdo do soro. As
dosagens soroldgicas, utilizando-se kits Laborlab, foram feitas para
colesterol e triacilgliceréis segundo o método enzimatico de HENRY (1982) e
para colesterol-HDL seguiu-se o método de LIMA (1985). Para as

quantificacdes utilizou-se o espectrofotdmetro da marca Hitachi.

3.3. Segundo ensaio bioldégico: efeitos de naringenina e chitosan em
lipidios no soro de coelhos com hiperlipidemia induzida por
colesterol e acido colico

3.3.1. Local da realizagao do ensaio

Todos os trabalhos foram desenvolvidos no Laboratério de

Biofarmacos, do Departamento de Biologia Molecular e Bioquimica, da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG, 2000.
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3.3.2. Modelo experimental do segundo ensaio biolégico

Foram utilizados 30 coelhos machos, albinos, adultos, da raga Nova
Zelandia, pesando em média 2.500 + 200g, com idade de 55 dias, que
receberam ragdo comercial SOCIL na propor¢ao de 170 g ao dia e agua a
vontade. Os coelhos foram organizados, aleatoreamente, em cinco grupos

de seis repetigdes e submetidos aos seguintes tratamentos:

Grupos Tratamentos
1 Racao comercial
2 Rac&o + Colesterol + Acido Colico (R+C+AC)
3 Racgao + Colesterol + Acido Cdlico + Chitosan (R+C+AC+CH)
4 Rag&o + Colesterol + Acido Cdlico + Naringenina (R+C+AC+NA)
5 Racdo + Colesterol + Acido Coélico + Chitosan + Naringenina

(R+C+AC+CH +NA)

Para indugao da hiperlipidemia, os animais receberam colesterol 1% e
acido colico 0,1% misturados a ragao. Chitosan foi administrado na dose
correspondente a 0,03% e Naringenina a 0,006% também misturados a
racdo. A dose de Chitosan utilizada foi definida fazendo-se comparacdes
com doses usualmente fornecidas a seres humanos que pode chegara 1g
ao dia. No sétimo e décimo quinto dia foram colhidas amostras de sangue,
por pungao do plexo venoso retro-orbital de cada coelho, que foram
centrifugadas a 7.100 x g, por 10 minutos, para obtengdo do soro. As
dosagens soroldgicas para colesterol e triacilglicerois foram feitas segundo o
método enzimatico de HENRY (1982) e para colesterol-HDL, seguiu-se o
método de LIMA (1985). Para as quantificagbes utilizou-se o

espectrofotdmetro da marca Hitachi.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Primeiro ensaio biolégico

Os valores médios dos lipidios no soro sanguineo e suas respectivas
percentagens de variagdo encontram-se registrados nas Tabelas 1, 2, e 3
(unidade empregada € mg/dL).

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 1 observou-se que o
Triton induziu a hiperlipidemia em coelhos elevando o valor das taxas
sanguineas de colesterol total de 39,42 + 1,94 para 248,50 + 3,56 (grupos 1
e 2), sendo que este aumento foi de cerca de 6,3 vezes. Observando-se os
resultados obtidos, verifica-se que em relacdo aos niveis de colesterol todos
os tratamentos provocaram uma redugao significativa. Entretanto, o
tratamento associado de chitosan e naringenina apresentou a maior
percentagem de reducéo (73,24%).

Chitosan isolado reduziu em 52,67 % os niveis séricos de colesterol
total, enquanto a naringenina atuou na diminuigao em 65,61%.

O Grafico 1 mostra os valores da percentagem da redugdo de
colesterol, onde se evidencia que Chitosan + Naringenina, quando
associados, foi o tratamento mais eficiente em reduzir os niveis de colesterol

na circulagao sanguinea dos coelhos hiperlipidémicos.
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Tabela 1 - Médias de colesterol total (+ erro-padrao) em soro sanguineo de
coelhos machos hiperlipidémicos. Vigcosa-MG, 2000

Grupos e Tratamentos Colesterol (mg/dL) % de Variagao
Racao 39,42 +1,94 -
Ragéao + Triton 248,50 + 3,56 A -
Ragéao + Triton +Chitosan 117,62 + 2,41 Ba -52,67
Ragé&o + Triton + Naringenina 85,47 + 2,28 Bb -65,61
Ragao + Triton + Chitosan + Naringenina 66,51 +2,19 Bc -73,24

Médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
A difere de B pelo teste de Dunnett (P < 0,05).

Tabela 2 - Médias de Colesterol- HDL (+ erro-padr&o), em soro sanguineo
de coelhos machos hiperlipidémicos. Vigosa-MG, 2000

Grupos e Tratamentos HDL (mg/dL) % de Variagao
Ragéao 30,60 +1,73 -
Ragéao + Triton 98,51 +1,66 A -
Ragao + Triton +Chitosan 95,49 + 2,46 Aa -3,07
Ragéo + Triton + Naringenina 68,67 + 1,59 Bc -30,29
Ragao + Triton + Chitosan + Naringenina 84,69 +2,42 Bb -14,03

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

Tabela 3 - Médias de triacilglicerdis (£ erro-padrao), em soro sanguineo de
coelhos machos hiperlipidémicos. Vicosa-MG, 2000

Grupos e Tratamentos Triacilglicerdis (mg/dL) % de Variagao
Racao 100,54 + 0,92 -
Racéo + Triton 581,96 £ 9,52 A -
Ragéao + Triton +Chitosan 262,52 + 4,26 Ba -54,89
Racao + Triton + Naringenina 206,64 + 3,38 Bb -64,49
Ragéao + Triton + Chitosan + Naringenina 166,32 + 2,27 Bc -71,42

Médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
A difere de B pelo teste de Dunnett (P < 0,05).
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Conforme se observa no Grafico 1, chitosan e naringenina, quando
utilizadas isoladamente, também apresentaram uma eficiente atividade

hipolipidémica.

300 +
'50 -
'00 -

50 -

lelll

Ragéo Ragdo +triton Ragédo +triton Ragao +triton Rag&o +triton
+chitosan +naringenina +chitosan +
naringenina

Colesterol (mg/dL)

Grafico 1 - Variagdo dos niveis de colesterol total (mg/dL) em soro sangui-
neo de coelhos (teste de Dunnet), tratados por naringenina e
chitosan. Vigosa-MG, 2000.

Os resultados da Tabela 2 mostram que o Triton elevou acima de trés
vezes o0s niveis de colesterol-HDL (grupos 1 e 2). Analisando-se os
resultados obtidos observa-se que para os niveis de colesterol-HDL o
chitosan provocou a menor percentagem de reducdo deste parametro
(3,07%). Este resultado é importante na medida em que esta lipoproteina
atua no transporte do colesterol dos tecidos periféricos para serem
metabolizados no figado.

Associacédo de chitosan e naringenina (grupo 5), reduziu em 14,03%
0s niveis séricos de HDL, enquanto apenas naringenina atuou na reducgao
de 30,29%, quando comparados com o grupo tratado com ragao + triton.

Comparando-se os resultados encontrados para colesterol total e
colesterol-HDL, verifica-se que chitosan + naringenina nao tiveram o mesmo
desempenho na reducao do HDL em relagao ao colesterol total. Uma menor
reducdo de HDL, conforme anteriormente abordado, €& de grande
importancia pela atividade desta lipoproteina na remogao do colesterol da

corrente sanguinea para o figado.
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O Grafico 2 mostra os valores da percentagem de redugdo do
colesterol-HDL de acordo com o tratamento realizado. Verifica-se que
chitosan foi o tratamento no qual ocorreu a menor redugado dos niveis da
lipoproteina na circulagdo sanguinea dos animais (-3,07%), considerando os

grupos 2 e 3.
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Grafico 2 - Variagédo dos niveis de colesterol-HDL (mg/dL) em soro sangui-
neo de coelhos machos (teste de Dunnet), tratados por
naringenina e chitosan. Vigosa-MG, 2000.

Os valores médios obtidos para os niveis de Triacilglicerois
encontram-se registrados na Tabela 3. De acordo com os resultados
observa-se o efeito sinérgico do tratamento Chitosan + Naringenina, uma
vez 0 mesmo apresentou a maior percentagem de reducéo (71,42%).

Importante ressaltar que os tratamentos com chitosan ou naringenina
também foram significativos na redugcdo dos niveis de triacilglicerois. A
Tabela 3 mostra a reducdo de 54,89% do constituinte para o chitosan e
64,49% para o tratamento com o flavondide.

O Grafico 3 representa a reducdo significativa (71,42%) de
triacilglicerdis provocada pela agéo sinérgica do chitosan e da naringenina,
quando comparada com o grupo de animais hiperlipidémicos induzidos por

Triton.
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Grafico 3 - Variagao dos niveis de triacilglicerdis (mg/dL) em soro sanglineo
de coelhos (teste de Dunnet), tratados por naringenina e
chitosan. Vigosa-MG, 2000.

O Grafico 4 apresenta, em conjunto, a atividade hipolipidémica das
substancias testadas em porcentagem. Desta forma, verifica-se que para
colesterol e triacilglicerdis o efeito de redugao mais acentuada foi obtido no
tratamento chitosan + naringenina, 73,24% e 71,42%, respectivamente.
Entretanto, considerando-se o colesterol-HDL, o chitosan obteve a menor
porcentagem de reducéo (3,07).

OChitosan
B Naringenina
OChitosan + Naringenina

100
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Reducéao (%)
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Colesterol HDL Triacilglicerdis

Grafico 4 - Percentual de reducao de colesterol total, colesterol-HDL e triacil-
glicer6is em coelhos hiperlipidémicos tratados com chitosan,
narigenina e chitosan + naringenina. Vigosa-MG, 2000.
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4.2. Segundo ensaio bioldgico

Os resultados obtidos de colesterol, colesterol-HDL e triacilglicerois
sdo mostrados nas Tabelas 4, 5, 6, expressos em mg/dL, com suas

respectivas percentagens de variagoes.

Tabela 4 - Valores médios de colesterol total no soro de coelhos com
hiperlipidemia induzida por colesterol + acido codlico e suas
respectivas percentagens de variagao. Vigosa-MG, 2000.

7 Dias 15 Dias
Grupos e
Tratamentos Colesterol o o Colesterol o o
(mgldL) % Variagao (mgldL) % Variagao

Ragéao (R) 4250+ 1,78 - 40,65+ 1,33 -
R+C+AC 472,49 + 2,98B - 482,51+ 3,31A -
R+C+AC+CH 420,26 + 4,85 Ab -11,05* 223,50 + 2,68 Ba -53,68 *
R+C+AC+NA 447,61+ 3,12 Aa -5,27 * 228,32 +1,82Ba -52,68 *
R+C+AC+CH+NA 400,48 +2,81 Ac -15,24 * 184,84 + 2,36 Bb -61,69 *

Médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
Em cada grupo, A difere de B pelo teste F.
* Estatisticamente diferente do controle (ragéo + colesterol + acido colico), pelo teste de Dunnett (P < 0,05).

Tabela 5 - Valores médios de colesterol - HDL no soro de coelhos com
hiperlipidemia induzida por colesterol + acido codlico e suas
respectivas percentagens de variagao. Vigcosa-MG, 2000

7 Dias 15 Dias
Grupos e
Tratamentos Colesterol+HDL % Variaca Colesterol+HDL % Variaca
(mg/dL) o Variagao (mg/dL) o Variagao

Ragéao (R) 35,34 + 1,64 32,50+1,35
R+C+AC 84,73 +1,44 A 128,54 + 1,86 A
R+C+AC+CH 82,49 + 1,74 Bb -2,64 108,52+ 1,74 Ab -15,57 *
R+C+AC+NA 84,43 +1,73 Bb -0,35 103,51 + 2,34 Aab -19,47 *
R+C+AC+CH+NA 94,32 + 1,22 Ba +11,32 * 112,36 + 2,17 Aa -12,59 *

Médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
Em cada grupo, A difere de B pelo teste F.
* Estatisticamente diferente do controle (ragéo + colesterol + acido colico), pelo teste de Dunnett (P < 0,05).
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Tabela 6 - Valores médios de triacilglicer6is no soro de coelhos com
hiperlipidemia induzida por colesterol + acido célico e suas
respectivas percentagens de variagao. Vigosa-MG, 2000

5 Dias 15 Dias
Grupos Triacilglicerois Triacilglicerois
o, P o, -
(mgldL) YoVariagao (mg/dL) %o Variagao
Racao (R) 107,62 £ 1,59 104,52 £ 2,15
R+C+AC 210,40+ 1,61 A 226,46 +2,22 A
R+C+AC+CH 117,43 £ 2,64 Bb -44,19°* 125,44 + 2,33 Ab -44.61*
R+C+AC+NA 151,51 £ 1,82 Aa -27,99 * 137,51+ 2,14 Ba -39,28 *
R+C+AC+CH+NA 113,81 £2,24 Ab -45,91** 100,51 £ 1,92 Bc -55,62 *

Médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P > 0,05).
Em cada grupo, A difere de B pelo teste F.
*Estatisticamente diferente do controle (ragdo + colesterol + acido célico), pelo teste de Dunnett (P < 0,05).

Os resultados apresentados na Tabela 4 indicam a eficiéncia do
colesterol a 1% + acido célico 0,1% (Grupo 2) na indugdo da hipercolestero-
lemia, uma vez que os niveis de colesterol foram aumentados acima de dez
vezes em relagcdo ao grupo controle (Grupo 1). Ao se comparar 0s
tratamentos efetuados do Grupo 5 com o Grupo 2, verifica-se que aos sete
dias a presenga do Chitosan + Naringenina reduziu os niveis de colesterol
em 15,24%, embora os tratamentos contendo Naringenina e Chitosan
também tenham apresentado efeitos de redugdo nos niveis de colesterol.
Com 15 dias, a associagdao Chitosan + Naringenina foi a mais eficaz na
reducao do colesterol total (61,69%), o que evidencia a presenga de um
efeito sinérgico entre estas substancias.

O Grafico 5 mostra as variagbes em porcentagem dos niveis de
colesterol no soro sanguineo dos coelhos, de acordo com 0s grupos
formados, aos 7 e 15 dias de tratamento.

O Grafico 5 confirma que chitosan e naringenina atuando em conjunto
foi o tratamento mais eficiente na redugao dos niveis de colesterol no sétimo
(15,25%) e décimo quinto dias (61,69%). Entretanto, os efeitos
hipocolisterolémicos dos tratamento isolados também s&o consideraveis,

conforme mostrado na Tabela 4.
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Grafico 5 - Variagao dos niveis de colesterol (mg/dL) em soro sanguineo de
coelhos, aos 7 e 15 dias. (Teste de Dunnet), tratados por
naringenina e chitosan. Vigosa-MG, 2000.

Para o colesterol-HDL, a Tabela 5 mostra que o melhor resultado foi
obtido também com a associag&do entre Chitosan + Naringenina, uma vez
que o tratamento com sete dias mostrou uma percentagem de aumento do
constituinte analisado (11,32%). Entretanto, o tratamento com 15 dias
diminuiu os niveis do colesterol-HDL (-12,59%). Considerando que esta
lipoproteina € a responsavel pelo transporte do colesterol da circulagéo
periférica para o figado, a manutengao de niveis elevados de HDL torna-se
um efeito altamente benéfico para o organismo. Uma diminuicdo acentuada
dos niveis séricos do colesterol-HDL nao se constituiria, portanto, em um
efeito desejavel quanto a utilizacdo das substancias testadas no controle
hiperlipidémico.

O Grafico 6 mostra as variagbes em porcentagem dos niveis de
colesterol-HDL no soro sanguineo dos coelhos, de acordo com os grupos
formados, aos 7 e 15 dias de tratamento.

Analisando-se o Grafico 6 e os resultados apresentados na Tabela 5,
verifica-se que aos sete dias o colesterol-HDL nos coelhos apresentaram
poucas variagdes em seus niveis, com o tratamento isolado de chitosan e
naringenina. Entretanto, o aumento em 11,32 % do HDL com o tratamento

das duas substancias foi estatisticamente significativo.
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Grafico 6 - Valores de percentagens de variagdo dos niveis de colesterol-
HDL (mg/dL) em soro sanguineo de coelhos, aos 7 e 15 dias
(teste de Dunnet), tratados por naringenina e chitosan. Vigosa-
MG, 2000.

Analisando-se os niveis obtidos com a dosagem soroldgica realizada
aos 15 dias, verifica-se que os niveis do constituinte diminuiram em todos os
tratamentos realizados.

Em relagédo aos niveis de triacilglicerois, aos sete dias de tratamento,
destacaram-se os tratamentos com chitosan isolado e com chitosan +
naringenina na reducéo do constituinte a nivel sérico. Aos 15 dias todos os
tratamentos foram eficazes, mas a maior percentagem de redugao foi obtida
ainda com a associagao chitosan + naringenina (55,62%), o que evidencia
novamente o efeito sinérgico entre estes compostos.

O Grafico 7 mostra as variagbes em porcentagem dos niveis de
triacilglicerdis no soro sanguineo dos coelhos, de acordo com 0s grupos
formados, aos 7 e 15 dias de tratamento.

No grupo de animais que ingeriram apenas ragao a variagdo de
triacilglicerdis foi pequena, havendo inclusive uma pequena redugdo em
seus niveis no ultimo dia do ensaio, em comparagcdo com o sétimo dia. O
tratamento colesterol + acido codlico elevou os valores do constituinte para
valores acima de 200 mg/dL. A atividade de chitosan, naringenina, e

chitosan + naringenina foram eficazes na reducédo dos triacilglicerdis em
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Grafico 7 - Variagao dos niveis de triacilglicerdis (mg/dL) em soro sanguineo
de coelhos, aos 7 e 15 dias (teste de Dunnet), tratados por
naringenina e chitosan. Vigosa-MG, 2000.

animais que ingeriram colesterol e acido colico. Importante verificar que
chitosan + naringenina reduziu, ao final do tratamento, o constituinte
sanguineo a niveis inferiores aqueles encontrados no grupo que ingeriu
apenas ragao. Os valores exatos do constituinte em mg/dL se encontram na
Tabela 6.

O Grafico 8 mostra a maior redugao percentual do colesterol sérico,
por efeito sinérgico, de chitosan e naringenina no sétimo e décimo quinto
dias de coleta e analise sorolégica dos animais (vide tabela 4 da pag. 33).
Verifica-se também que naringenina com sete dias de tratamento atuou na
reducdo em 5,27% de colesterol. Todavia, aos 15 dias de tratamento, o
flavondide aumentou sua eficiéncia em promover a hipocolesterolemia, uma
vez que o resultado apresentado no grafico demonstra uma atividade similar
ao do chitosan. Redugdo de 53,68% para este e de 52,68% para a
naringenina.

Com a analise do Grafico 9 verifica-se que chitosan e naringenina
produziram o menor indice de reducado de colesterol HDL, quanto aos 15
dias de tratamento (-12,59%), salientando que este constitunte levou a um

aumento de 11,32% no sétimo dia, conforme apresentado na Tabela 5.
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Grafico 8 - Percentual de redugao do colesterol de coelhos com hiperlipide-
mia induzida por colesterol e acido colico, tratados com chitosan,
narigenina e chitosan + naringenina, aos 7 e 15 dias, Vigosa-MG
(2000).
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Grafico 9 - Percentual de redugao do colesterol HDL de coelhos com hiperli-
pidemia induzida por colesterol e acido célico, tratados com
chitosan, narigenina e chitosan + naringenina, aos 7 e 15 dias.
Vigosa-MG, 2000.
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Naringenina apresentou uma grande capacidade de redugao de HDL
ao transcorrer do sétimo para o décimo quinto dia de tratamento. A reducéao
exercida do flavondide passou de 0,35% para 19,47%, ultrapassando
inclusive a redugao promovida pelo tratamento isolado de chitosan (-15,47%).

A analise do Grafico 10, em conjunto com os valores médios
apresentados na Tabela 6, confirma que a reducdo do constituinte, em 7 e
15 dias, foi maior no tratamento chitosan + naringenina, sendo que o
tratamento isolado de naringenina foi o que apresentou a menor capacidade
de reducao. No sétimo dia de tratamento o chitosan isolado apresentava
uma capacidade hipotriglicémica semelhante ao tratamento associado com
naringenina, redugcdo de 45,91% para naringenina e de 44,19% para

chitosan.

HMR+C+AC + Chitosan
80 ER+C+AC +Naringenina
OR+C+AC + Chitosan + Naringenina
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40 |
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Reducgéao do Triacilgliceréis (%)
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Grafico 10 — Percentual de redugéao de triacilgliceréis de coelhos com hiperli-
pidemia induzida por colesterol e acido codlico, tratados com
chitosan, narigenina e chitosan + naringenina, aos 7 e 15 dias.
Vigosa-MG, 2000.
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5. DISCUSSAO

Estudos realizados por CHOI et al. (1991) com os flavonoides
catequina, prunina e 5-O-glicosil hesperetina administrados por Vvia
intraperitonial, apresentaram para triacilgliceréis na dose de 20 mg/kg de
peso corporal, reducao de 20%. As mesmas substancias, quando testadas
na dose de 10 mg/kg de peso corporal, ndo tiveram efeitos sobre os niveis
de triacilgliceréis, embora para colesterol total tenham sido reduzidos
significativamente quando comparados com o grupo controle.

ITAYA et al. (1992), mostraram os efeitos dos flavondides quercetina
e taxifolina, misturados a racdo, em ratos e seus efeitos hipolipidémicos.
Observou-se efeito de excrecdo aumentada de colesterol e acidos biliares
nas fezes quando foi adicionado quercetina a ragdo. Entretanto, a adi¢cao de
taxifolina a 0,1% na dieta, promoveu uma reducéo nos niveis de colesterol,
colesterol-HDL, triacilglicerois e acidos graxos.

KOEHRLE et al. (1986) verificaram a inibicdo da deiodinase
iodotironina por flavondéides que convertem o horménio T4 a T3, o metabdlito
mais ativo dos hormdnios da tiredide. Este hormbnio na lipdlise do tecido
adiposo inibe a fosfodiesterase, que assim aumenta os niveis intracelulares
de AMPc. Este por sua vez, ativa a proteina quinase C, que atua sobre a
lipase, ativando-a e ocorrendo o aumento da atividade hidrolitica dos
triacilglicerdis. Considera-se ainda que o horménio da tiredide, ao estimular o

metabolismo celular, aumenta indiretamente a mobilizagdo de gordura.
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AGULLO et al. (1997) relataram a acédo de flavondides nas etapas
iniciais da agao insulinica no figado e musculo de ratas “in vivo”. A insulina
tem um papel central na regulagdo da glicemia e atua de maneira
coordenada no metabolismo lipidico e protéico. Atua em nivel celular através
de seu receptor transmembrana que tem atividade de tirosina quinase.
Levando-se em conta que a dieta fornecida aos coelhos tem 80% de
carboidratos, esta agao torna-se muito importante.

LANNI e BACKER (1985) que mostraram os efeitos de diversos
flavondides, dentre eles a naringenina, como inibidores da fosfolipase A, na
concentragdo de 10 M, alterando o metabolismo do &cido ariquiddnico e
inibindo a ciclooxigenase e a lipoxigenase, atuando como antiinflamatorios.

Atuando como uma fibra chitosan nao é digerivel e atua de forma
benéfica no trato gastrointestinal. Este polissacarideo pode reduzir a
absorcdo de sais biliares ou colesterol, devido a tais mecanismos ocorre
reducdo do colesterol sanguineo (KOLDE, 1998). MAEZAKI et al. (1993),
desenvolvendo um estudo preliminar em humanos constatou que uma
ingestao diaria entre 3 e 6 g de chitosan, durante duas semanas, resultou na
diminuicdo de 6% do colesterol sanguineo além de elevar em 10% o
colesterol-HDL. LE HOUX et al. (1993) mostraram que chitosan inibiu a
atividade enzimatica da HMGCoa-redutase em figado de ratos, com
consequente reducdo da biossintese de colesterol e agdes como aumento
da excrecdo de colesterol e acidos biliares pelas fezes dos animais
experimentais.

LE HOUX et al. (1993) relataram que o chitosan funciona como uma
resina trocadora de anions e pode se liga a anions hidrofébicos de acidos
biliares em pH similar aquele encontrado no trato intestinal. Esta substancia
mostrou propriedades hipocolesterolémicas em ratos alimentados com uma
dieta rica em colesterol. Possuindo glicose em sua estrutura, se assemelha a
outros carboidratos do tipo “goma guar’ que é formada por polimeros de -
D-manopiranosila e cadeias laterais simples de o-D-(1-4) galactopiranosila
(LEITE, 1993). A capacidade de “goma guar” em reduzir os lipidios séricos
tem sido relatada por IDE et al. (1991) e EVANS et al. (1992) em animais e,
em humanos por TURNER et al. (1996); TUOMILEHTO et al. (1989) e
SPILLER et al. (1991). A maioria dos estudos em humanos apresenta
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reducao de 10 a 15% em colesterol-LDL nos tratamentos até trés meses
(SMITH e HOLM, 1982; TODD et al., 1990).

Naringenina e chitosan apresentaram efeitos hipolipidémicos que
podem estar associados a inibicdo, pelo chitosan, da HMG-Coa redutase,
com consequente reducdo da biossintese de colesterol e pela acdo da
naringenina que aumenta a excregdo de colesterol e acidos biliares pelas
fezes dos animais experimentais. O chitosan também é capaz de exercer
uma agao sequestradora de sais biliares ao nivel de tubo gastrointestinal,

levando, consequentemente, a uma redugao desses acidos e de lipidios.
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6. CONCLUSOES

Pode-se concluir que a naringenina, o chitosan e a sua associagao,
foram eficazes no controle do metabolismo lipidico. Sabendo-se que os
efeitos hipolipidémicos podem ser explicados pela inibicado do chitosan sobre
a HMG-Coa redutase - uma enzima limitante na rota da sintese do
colesterol, bem como a acdo de chitosan como sequestradora de sais
biliares ao nivel do tubo gastro intestinal e agdo da naringenina no aumento
da excrecao de colesterol e acidos biliares pelas fezes.

Pode-se concluir, também, que naringenina e chitosan, quando
utilizados isoladamente, associados entre si ou com medicamentos, podem
ser uteis no tratamento e prevencdo de doencas causadas através da

hiperlipidemia.
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CAPITULO 2

ANALISE DA TOXICIDADE AGUDA DE RUTINA E MONASCUS
SOBRE PARAMETROS BIOQUIMICOS EM SORO
SANGUINEO EM COELHOS

1. INTRODUGAO

Quando se realizam teste de toxicidade em animais deve-se
considerar que os efeitos produzidos por um composto sdo aplicados a
humanos. Importante também é o fato de que a exposi¢cdo dos animais a um
determinado agente toxico, em diferentes doses, € um valioso e necessario
método para se descobrir riscos em humanos quando estes ficarem
expostos a tais agentes.

Segundo BRITO (1994), a grande quantidade de novos produtos
gerados pelos centros de pesquisas enfrenta um obstaculo para a utilizagdo
dos mesmos em humanos, ou seja, a realizagdo de testes rigorosos de
toxicidade “in vivo”. Estes testes devem ser realizados em qualquer tipo de
produto, sejam em medicamentos, cosméticos, defensivos agricolas,
conservantes ou germicidas de agua e alimentos.

Apesar de corantes naturais ndo serem tdo empregados como o0s
sintéticos, por problemas econémicos e técnicos com relacdo a matéria
prima utilizada na extracdo, existe a necessidade de avaliagdes sobre o
potencial toxicoldgico dos mesmos e de flavondides, uma vez que nao existe

um grande numero de informagdes nesta area. O maior numero de testes “in
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vivo” e “in vitro” sobre corantes naturais e flavonodides estdo voltados para as
propriedades biologicas, principalmente atividades antioxidantes dos
referidos compostos.

O objetivo deste ensaio foi a realizagdo de um teste toxicoldgico de
carater subagudo, utilizando o flavondide rutina e o corante natural

monascus como substancias — teste em coelhos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Toxicologia de flavondides

Apesar de ensaios bioldgicos comprovarem a agao anticarcinogénica
e antimutagénica dos flavonoides, altas concentracbes de determinados
flavondides podem estar relacionadas com a indugdo de processos de
carcinogenicidade. Todavia, FORMICA e REGELSON (1995) afirmam que
apesar desses compostos poderem desempenhar atividades mutagénicas,
0s mesmos sao considerados como substancias essencialmente nao
carcinogenas. Muitos dos estudos estdo relacionados, conforme se
apresenta a seguir, com atividades de protecdo de flavondides contra as
atividades toxicas de outros compostos empregados em cobaias, ou seja,
nao ha estudos voltados para se determinar o potencial toxicolégico de
flavonoides.

Ensaio “in vivo” utilizando-se camundongos (SADZUKA et al., 1997),
por aplicagao via intraperitoneal e oral de G-rutina e luteolina verificaram que
estas atuaram na protecdo contra a cardiotoxicidade, supressao do tecido
adiposo marrom e alopecia da doxorubicina (DOX), um agente antitumoral
amplamente utilizado clinicamente. Através da recuperacdo da atividade
enzimatica da glutationa peroxidase (GSHpx) e deplegcao da peroxidagao

lipidica os compostos testados diminuiram os efeitos colaterais da DOX.
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IZZO et al. (1994) verificaram a protecdo exercida pela quercetina,
kaempherol e rutina sobre a mucosa gastrica de ratos machos contra a
atividade ulcerogénica de etanol. Os autores sugerem que a redugcédo de um
fosfolipidio endégeno denominado fator de agregacao plaquetaria (platelet-
activating factor - PAF), causador de ulceragdes gastrointestinais, € uma das
principais razdes da atividade contra processos de ulceragbes nas mucosas
gatricas. Associando a mesma com a capacidade de promover a diminuigao
da secregao de acidos gastricos e aumento da secrecéo de glicoproteinas,
bicarbonato de sdédio, da microcirculagdo vascular e da sintese de
prostaglandinas, notadamente as PGIl,; . PGE;, que apresentam capacidade
citoprotetora da mucosa gastrica (BOREL et al., 1987).

KUHLMANN et al. (1998) demonstraram que a quercetina, devido a
sua agao antioxidante, provoca a redugao da toxicidade aguda e crénica de
Cisplatin [cis-diclorodiamina-platinum (llI), CP], sobre culturas de células
renais. Essa substancia se caracteriza como sendo um agente
antineoplasico amplamente empregado como quimioterapico no tratamento
de tumores cancerigenos. Entretanto, promove a formagéao de radicais livres,
a peroxidacgao de lipidios e a perda potencial das atividades metabdlicas das
membranas mitocondriais, acarretando uma alta nefrotoxicidade.

Os flavondides ornitina e vicenina, isolados de folhas de uma planta
indiana Ocimum sanctum foram testadas com o intuito de se avaliar a
radioprotecdo das mesmas sobre camundongos expostos a radiagdo gama
(UMA DEVI et al.,, 1999). No referido ensaio ambos os compostos
concorreram na queda da mortalidade das cobaias, pela protecdo contra
sindromes gastrointestinais e da medula 6ssea. A aplicagao das substancias
por via intraperitonial, em concentragdes de 50 microgramas/kg de peso
corporal, com 30 minutos de antecedéncia a exposicdo dos animais a
radiagdo gama, foi a metodologia que obteve os melhores resultados.
Concomitantemente a esta avaliagdo, os autores ndo identificaram
toxicidade aguda da ornitina e vicenina em altas dosagens (100 mg/kg de
peso corporal). A capacidade antioxidante dos flavondides testados
demonstrou ser o principal mecanismo de efeito supressor das injurias

causadas pela radiacao.
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PETERSON e DWYER (1998), confirmam que flavondides
consumidos em uma dieta normal ndo demonstram toxicidade. Entretanto,
existe a necessidade de estudos toxicoldgicos para tais substéncias quando
se tem a real possibilidade de emprego dos mesmos como farmacos. Uma
vez utilizados como medicamentos, muitas caracteristicas quanto a
farmacologia e cinética desses compostos se diferenciam no organismo, fato

este que ja justifica plenamente tais estudos.

2.2. Corantes naturais

Os corantes sao substancias adicionadas a uma grande diversidade
de alimentos com o objetivo de conferir cor. Existem corantes sintéticos e de
origem natural, sendo estes obtidos a partir de um vegetal ou eventualmente
de um animal, cujo principio do corante tenha sido isolado com o emprego
de processos tecnoldgicos adequados (MASCARENHAS, 1997).

Relacionada com a dose empregada, muitos corantes naturais nao se
constituem substancias in6bcuas ao organismo. Estudos desenvolvidos com
corantes naturais demonstraram algumas de suas propriedades fisiologicas
e farmacoldgicas (VALENTE, 1998).

Corantes naturais como o urucum, curcuma, carmim, vermelho de
beterraba, paprica, antocianinas (classificadas como flavondides), clorofila e

monascus sdo amplamente utilizadas na industria de alimentos.

2.3. Monascus

Monascus é um corante originario e amplamente utilizado nos paises
asiaticos. Apresentando uma coloragdo que varia do vermelho ao laranja,
esse corante é empregado para produzir coloragao e como condimentos em
alimentos como carnes, peixes, bebidas e sorvetes.

Sendo produzido pela fermentagdo do arroz por fungos do género
Monascus, resulta-se na formagao dos “red rice” ou red “kojic rice” seguido
por um processe de purificagdo. As duas espécies mais utilizadas sao
Monascus purpureus e Monascus anka (MASCARENHAS, 1997). Os

pigmentos monascorubrina, rubropunctamina, monascina e ankaflavina séo
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considerados como aqueles produzidos biossinteticamente, enquanto a
monascorubramina e rubropunctamina sdo considerados como derivados
aminados dos dois primeiros pigmentos citados (FIELDING et al., 1961). A
seguir sdo apresentadas as estruturas quimicas dos pigmentos produzidos
pelos fungos do género Monascus (Figura 1).

Importante salientar que o corante empregado no teste é constituido
do conjunto de todos os pigmentos apresentados a seguir, sendo que ndo ha
uma identificacdo quantitativa de cada pigmento presente no corante, assim
como nao existem informacdes sobre as propriedades farmacoldgicas e/ou

toxicoldgicas de cada pigmento isolado.
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Rubropunctatina Monascorubrina
(vermelho) (vermelho)
COCH,j5
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.Q_I3O
Rubropunctamina Monascorubramina
(violeta) (violeta)
0]
Monascina Ankaflavina

(amarelo) (amarclo)

Figura 1 - Estrutura dos pigmentos produzidos pelo género Monascus.
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2.3.1. Propriedades toxicolégicas do Monascus

BLANC et al. (1995) evidenciaram que um metabdlito denominado de
monascidina A é produzido juntamente com a produg¢do do corante. Essa
substancia é estruturalmente idéntica a citrinina, uma micotoxina.

Um método de alta sensibilidade utilizando-se de HPLC foi
desenvolvido para se analisar a contaminacao por citrinina desses corantes
que sao produzidos (VILAR et al., 1999). A detec¢ao alcangada variou entre
0,2 e 17,1 ug/g. Os mesmos autores avaliaram a mutagenicidade com
amostras comerciais de Monascus e compararam os resultados obtidos com
a citrinina. Os resultados apontam que para haver uma agdo mutagénica da
citrinina, faz-se necessario uma complexa biotransformacéo celular de tal
composto, o que acarreta em um risco muito pequeno de ocorréncia de
mutagenicidade.

Avaliagdes “in vitro” da genotoxicidade de extratos de arroz
fermentado por Monascus purpureus foram efetuadas por JAHN (1991). O
autor relata que os extratos ndo apresentaram genotoxicidade significativas.

Devido a pequena genotoxicidade e mutagenicidade apresentadas
por extratos de Monascus purpureus, em comparagao aos compostos
nitrosos oriundos de carne curada (FINK-GREMMELS et al., 1991), acredita-
se que aqueles possam ser uma excelente alternativa de uso em
substituigdo aos nitritos, empregados na industrializacdo de produtos

carneos para originar coloragdo avermelhada aos mesmos.

2.3.2. Propriedades farmacolégicas do Monascus

FINK-GREMMELS et al. (1989) verificaram a agao antibacteriana na
substituicdo de nitritos e nitratos em salsichas por Monascus; a inibi¢ao do
desenvolvimento dos microrganismos foi eficiente para Listeria
monocytogenes, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Enterococcus fecalis e
Sthaphylococcus aureus.

FINK-GREMMELS e LEISTNER (1989), avaliaram os pigmentos
produzidos por M. purpureus em relagdo a suas propriedades toxicologicas e

na reducao dos niveis de colesterol em ratos. Os animais hiperlipidémicos
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(inducéo realizado por dieta), apresentaram redugéo dos niveis de colesterol
total, colesterol-HDL e triacilglicerois plasmaticos. Nao se verificou toxicidade
sobre as cobaias utilizando-se 5 e 10 g/kg de peso corporal do extrato de
pigmentos.

Atividades antioxidantes de extratos de Monascus anka “in vitro” e “in
vivo” foram verificadas sobre o radical livre 1,1 difenil-2-picrylnydrazyla
(DPPH) e sobre a peroxidag&o de lipidios em microssomas de figados de
ratos (ANIYA A et al., 1999). Injurias hepaticas foram promovidas em ratos
através dos agentes quimicos Galactosamina (GalN, 400 mg/kg) e GalN plus
lipopolysaccharida (LPS,0,5 microg/kg) aplicados intraperitonealmente. A
reducdo da hepatotoxicidade causada por tais agentes foi verificada pela
diminuicdo das atividades enzimaticas das enzimas aspartato
aminotransferase (AST) e glutationa S-transferase (GSH), que estao ligadas
a processos de estresse oxidativo. A agao descrita foi verificada quando
houve aplicacbes de extratos preparados de Monascus anka com 1 e

15 horas antes do fornecimento das drogas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Local da realizagao do ensaio biolégico

O ensaio biolégico e as dosagens bioquimicas deste trabalho foram
realizados no Laboratério de Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa-MG, 2000.

3.2. Descrigao dos objetivos e caracterizagao do tipo de ensaio realizado

BRITO (1994) afirma que o estudo de toxicidade aguda com doses
repetidas (teste subagudo) vem a ser uma “avaliagédo estimativa e preliminar
das propriedades tdéxicas de uma substancia, fornecendo informacgdes
acerca dos riscos para a saude, resultantes de uma exposi¢cao de doses
repetidas, pela via selecionada, mas de curta duragao”. Outro importante
objetivo da realizagdo de um teste de toxicidade subaguda é a obtengao de
resultados que possam ser empregados para delimitar doses para estudos
de toxicidade subcrénica e outros estudos toxicolégicos, podendo fornecer
informagdes iniciais do modo de agao toxica da substancia-teste.

Desenvolveu-se o teste de toxicidade subaguda, com doses
repetidas, em coelhos da raca Nova Zelandia. Considerando-se trés niveis
diferentes de doses para cada substancia-teste (20, 40 e 60 mg de rutina e

40, 80 e 100 mg de monascus). Esta modalidade de ensaio toxicoldgico visa
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primordialmente a obtencdo de informacbes sobre os possiveis efeitos
toxicologicos de uma substancia quimica, apos a administragcéo repetida por
uma via selecionada as cobaias. A partir destes ensaios, pode-se realizar
uma estimativa preliminar das propriedades toxicolégicas das referidas
substancias no metabolismo lipidico, de proteinas, de carboidratos e de

minerais.
3.3. Substancias testadas
a) Rutina
Rutina é um flavondide pertencente ao grupo dos flavondis, sendo
que juntamente com a quercetina, se constitui no flavonéide com o maior

numero de estudos direcionados para a verificagcdo de suas propriedades

farmacoldgicas.

HO.

Estrutura quimica da rutina.

b) Monascus

O corante utilizado estava na forma de p6 fino na forma utilizada para
preparacao de alimentos. Esta substancia fornece uma coloragcéo vermelha
caracteristica, a qual é resultado da fermentacdo do amido de arroz pelo
microrganismo Monascus purpureus ou Monascus anka. Monascus constitui-
se num preparado que é geralmente no tempero de alimentos numa
proporgao de 0,5 - 1 g/kg. As estruturas quimicas destes corantes foram

demonstradas anteriormente.

45



3.4. Divisao dos animais conforme o tratamento empregado

Foram utilizados para este ensaio 70 coelhos da ragca Nova Zelandia,
sendo 35 machos e 35 fémeas. Todos os animais foram provenientes do
setor de cunicultura da Universidade Federal de Vigosa. Todos os animais
possuiam idade de 55 dias no inicio do ensaio.

Os animais foram divididos em dois grupos: o primeiro de machos e o
segundo de fémeas. Deste conjunto foram formados grupos de acordo com
o nivel da dose das substancias-teste empregada, assim como o grupo
controle. Cada grupo foi constituido por cinco machos e cinco fémeas
adultos e sadios (ver tabela abaixo). Torna-se importante ressaltar que a
divisdo dos animais para formacédo dos grupos ocorreu aleatoriamente, ao

acaso, como mostrado abaixo.

Grupos Fémeas Machos Substancias e Doses Empregadas
1 5 5 RUTINA: 20 mg
2 5 5 RUTINA: 40 mg
3 5 5 RUTINA: 60 mg
4 5 5 MONASCUS: 40 mg
5 5 5 MONASCUS: 80 mg
6 5 5 MONASCUS: 100 mg
7 5 5 CONTROLE (somente racédo)

3.5. Acomodacao e alimentagao dos animais

Os animais foram dispostos em gaiolas individuais. A temperatura
local do ensaio ficou em torno de 22 + 3 °C; a taxa de umidade relativa do ar
ficou situada em torno de 70%. Periodos de claro e escuro obedeceram a
ciclos regulares de 12 horas conforme recomendado por BRITO (1994).

O regime alimentar se constituiu de agua potavel “ad libitum” e racao
comercial Socil, fornecendo-se uma quantidade de 120 gramas/dia por

animal.
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3.6. Descri¢ao da Raca Nova Zelandia

Coelhos (Oryctolagus cuniculus) da raga Nova Zelandia sdo muito
empregados em cruzamentos e para criagdes de raca pura e devido a sua
rusticidade e resisténcia a doengas esses animais sao empregados para
ensaios biologicos.

Apesar do nome, a raga Nova Zelandia teve sua origem nos Estados
Unidos, sendo a mais cosmopolita das racas de coelhos no mundo.
Proveniente do cruzamento de diversas racas de coelhos brancos
americanos, esta raga apresenta trés variedades de cor de pelagem: branca,
vermelha e preta. Entretanto, as variedades vermelha e preta sao pouco
difundidas, em contrapartida a branca é a mais criada no mundo (MELLO,
1989).

A linhagem, sexo e a idade interferem nos niveis de colesterol em
coelhos. FEKETE (1991), comprovou a propensao de alta colesterolemia
promovida em coelhos, a partir de uma dieta rica em colesterol, e que esses
roedores sédo uteis como modelos de estudo do metabolismo de colesterol.

Ao nascerem, os niveis de colesterol nos coelhos se aproximam
daqueles encontrados em individuos adultos. O apice colesterolémico se
encontra aproximadamente aos 25 dias de idade, posteriormente esses
valores diminuem até os niveis encontrados em adultos entre os 60 e 80
dias de vida (LAIRD e FOX, 1970).

A digestao de lipidios é realizada no intestino delgado, neste processo
a liberagdo dos acidos graxos das moléculas dos triacilglicerdis chega ao
final pela atividade das lipases liberadas pelo pancreas. A bile produzida no
figado é segregada no duodeno através do ducto biliar, apresentando sais
biliares que emulsionam as gorduras e participam na absorgéo das gorduras.
Acidos graxos, sais biliares e outros produtos lipossoliveis se agregam em
micelas que transportam as gorduras até as membranas plasmaticas onde
ocorre a absorgdo. Os acidos graxos insaturados consumidos séao
hidrogenados, sendo convertidos em acidos graxos saturados, que
determinam o alto valor de acidos graxos saturados nesses animais
(MELLO, 1989).
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Estudos parecem indicar que as inter-relacbes entre o conteudo de
colesterol, acidos graxos saturados e poliinsaturados na carne de coelho
pode apresentar um efeito menor na colesterolemia em humanos do que
para outros tipos de carnes vermelhas. Além disso, substancias presentes
na racdo como saponinas, flavondides e fibras sao responsaveis por
menores niveis de colesterol (CHEEKE, 1987).

Na espécie humana os niveis lipidicos normais podem ser alterados
em desordens cardiacas, diabetes, hipotiroidismo, moléstias do trato biliar,
hepatite toxica e virética, pneumonia, febre tiféide e tuberculose (LIMA,
1985).

3.7. Metodologia empregada

Apo6s um periodo de adaptacao de sete dias as condi¢des locais do
ensaio, os animais foram expostos as substancias-teste, com suas
respectivas doses, sete dias por semana durante 28 dias. A aplicacao foi por
via oral através de capsulas contendo a concentracao exata de flavondide ou
corante a ser ingerido pelo animal. Cada animal pertencente a cada grupo
recebia uma capsula diariamente as 9 horas da manha e em jejum. Apos a
vigésima oitava aplicagado das capsulas, esperou-se o intervalo de 24 horas
para a coleta de sangue seguido pela analise bioquimica. Os animais se
encontravam em jejum na retirada das amostras sanguineas.

Estipulou-se dois tempos para a realizagao da coleta de sangue bem
como a realizagao das analises soroldgicas: tempos 0 (zero) e final (apds o
28° dia de tratamento). O tempo zero compreendeu o momento da primeira
coleta de sangue individual dos animais, apds o periodo de adaptagdo dos
mesmos e sem a administragdo das substancias a serem testadas. Esta
coleta teve o objetivo de verificar a existéncia de alteragdes nos niveis
normais dos constituintes nos animais. O mesmo procedimento foi realizado
no tempo final do ensaio biolégico. Desta forma, foi possivel detectar as
variagdes causadas pelos tratamentos. Em ambos os tempos do ensaio, os
animais foram pesados.

O sangue coletado pelo plexo venoso retro-orbital de cada animal foi

centrifugado em Centrifugador Excelsa 2, modelo 205 N em 7.100 g durante
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15 minutos. Desta forma se obteve o soro a ser utilizado no equipamento
Alizé, que realizou as dosagens bioquimicas através de Kits da marca
Biolab.

3.8 Dosagens bioquimicas

As dosagens sorologicas foram efetuadas no equipamento de
dosagens multiparamétrico de Bioquimica (Alizé). O mesmo realiza as
leituras em tempos determinados a uma temperatura de 37° C, apos realizar
a mistura de aliquotas do soro com os reagentes especificos utilizados para
a dosagem de cada constituinte.

As seguintes andlises séricas foram realizadas: Colesterol total,
colesterol-HDL, triacilglicerdis, albumina, proteinas totais, creatinina, uréia,
acido urico, bilirrubina direta, bilirrubina total, alanina aminotransferase
(TGP), aspartato aminotransferase (TGO), gama-glutamil-transferase (gama-

GT), célcio, cloro, fosforo e glicose.
3.9. Analise estatistica

O experimento foi instalado no delineamento inteiramente ao acaso,
com sete tratamentos (G1 = ragdo, G2 = ragao + 20 mg de rutina, G3 =
racao + 40 mg de rutina, G4 = ragao + 60 mg de rutina, G5 = ragdo + 40 mg
de monascus, G6 = ragédo + 80 mg de monascus e G7 = ragdo + 100 mg de
monascus), em cinco repeti¢coes, avaliadas aos 0 e 28 dias.

Foram mensurados ganho de peso, colesterol total e colesterol-HDL,
triacilglicerol, albumina, creatinina, uréia, acido urico, glicose, gama-GT,
bilirrubina direta e total, cloro, proteina, TGO, TGP, fésforo e calcio, em
machos e fémeas separadamente.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste F (P < 0,05
e P <0,01). O efeito de tempo e de sexo foi analisado por meio do teste F, a
1 e 5% de probabilidade.

As doses de rutina e de monascus foram testadas por meio de analise
de regressao. Neste caso, a equacgao que melhor se ajustou aos dados foi

escolhida com base no coeficiente de determinacdo (R?) e na significancia
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dos coeficientes de regressao por meio do teste t (P <0,05 e P <0,01).
Quando nado houve efeito significativo das doses sobre o constituinte
estudado, optou-se por apresenta-lo graficamente através da média geral e,
quando nao foi possivel o ajuste de equagdes, optou-se por apresentar as

médias observadas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apresentam-se, a seguir, os resultados obtidos no ensaio bioldgico,
em forma de tabelas e graficos.

A discussao das tabelas foi feita para cada parametro avaliado, em
relagdo aos grupos formados, a partir dos tratamentos de rutina e monascus,
submetidos aos animais nos tempos 0 (zero) e final, ou seja, apos 28 dias.

A discussao dos graficos se fundamenta sobre equagdes ajustadas
para o tratamento de rutina e monascus, aos animais machos e fémeos,
apo6s os tratamentos. Estas equacgdes foram utilizadas para a montagem dos
graficos. Por meio destas mesmas equagdes pode-se calcular as maiores e
menores médias estimadas dos parametros avaliados de acordo com a
substancia-teste utilizada.

Fatores como a linhagem, a idade, a alimentacdo e o sexo dos
animais, assim como as condi¢des ambientais e as variaveis analiticas
influenciam no resultado final de estudos bioquimicos. Portanto, é
fundamental considerar os valores encontrados nos grupos-controle, uma
vez que muitos dos valores normais encontrados em coelhos ainda néao
estdo padronizados internacionalmente e, ou, podem variar pelos fatores
citados acima. Entretanto, constituintes que ja apresentam citagdes na
literatura em relacdo aos seus niveis normais podem ser utilizados como
parametros sem, todavia, superestimar estes dados e subestimar os valores

encontrados nos grupos-controle do ensaio realizado.
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Existem diferengcas nos niveis bioquimicos entre analises soroldgicas
e plasmaticas. O procedimento das técnicas utilizadas para coleta e preparo
das amostras pode influenciar no resultado final.

Importante a ressalva que constituintes bioquimicos, quando
alterados, podem indicar estados patolégicos e lesbes em oérgaos
importantes para o bom funcionamento do organismo, tais como: figado,
rins, pancreas, dentre outros. Desta forma, estudos bioquimicos de
constituintes como cloretos, fésforo, calcio, bilirrubina, creatinina e uréia séo
bons indicadores de possiveis efeitos toxicolégicos de medicamentos ou

outras substancias em nivel histoldgico.

4.1. Apresentacgao e discussao dos parametros analisados

- Ganho de peso

A Tabela 1 indica que o ganho de peso entre os grupos formados nao
apresentou variagdes estatisticamente significativas (P > 0,05). Desta forma,
conclui-se que os tratamentos n&o afetaram o ganho de peso dos animais.

Analisando-se o Grafico 1 referente as estimativas de ganho de peso,
verificou-se que os tratamentos com a rutina e monascus nao interfiriram
neste parametro analisado, uma vez que em todos os grupos formados os
animais mantiveram as mesmas estimativas. Para rutina, os machos
apresentaram a mesma meédia de 665,00 gramas, sendo que as fémeas
apresentaram uma média de ganho de peso de 653,00 g. Machos tratados
com o corante monascus, assim como O grupo-controle, manteve a
estimativa de ganho de peso de 636,75g, enquanto as fémeas
apresentaram o valor de 622,20 g.

- Colesterol total

Foi verificada uma diferencga significativa (P < 0,05) para o colesterol
total em todos os grupos e tempos de fémeas, enquanto os machos nao
apresentaram diferengas significativas (P > 0,05). Niveis séricos de

colesterol foram maiores em fémeas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Ganho de peso, colesterol total, colesterol-HDL e triacilgliceréis de machos e fémeas de coelho tratados com diferentes
doses de rutina e de monascus

Tempo Ganho de peso (g) Colesterol (mg/dL) Colesterol-HDL (mg/dL) Triacilgliceréis (mg/dL)
Grupos (Dia’;)

Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Racao 0 72,94 Ba 156,58 Aa 35,64 Aa 43,40 Aa 134,40 Aa 152,80 Aa
28 660,00 A 670,00 A 71,04 Ba 164,98 Aa 33,76 Ba 44,28 Aa 134,44 Aa 152,00 Aa
Racso + 20 ma de rutina 0 72,00 Ba 166,00 Aa 37,06 Aa 40,96 Aa 142,00 Aa 149,02 Aa
¢ 9 28 683,00 A 670,00 A 64,78 Ba 113,04 Ab 26,06 Ab 34,18 Aa 119,66 Aa 120,56 Aa
Racio + 40 ma de rutina 0 72,04 Ba 152,00 Aa 35,56 Aa 37,44 Aa 134,80 Aa 150,00 Aa
¢ 9 28 683,00 A 642,00 A 73,44 Ba 115,24 Ab 33,25 Aa 37,40 Aa 145,62 Aa 119,44 Aa
Rag&o + 60 mg de rutina 0 70,02 Ba 161,20 Aa 35,98 Aa 33,72 Aa 116,98 Ba 154,00 Aa
9 28 634,00 A 632,00 A 66,42 Ba 111,92 Ab 38,40 Aa 38,42 Aa 135,16 Aa 99,60 Bb
Raco + 40 md de monascus 0 74,30 Ba 165,12 Aa 30,24 Aa 37,94 Aa 141,20 Aa 151,40 Aa
¢ 9 28 746,00 A 692,00 A 58,54 Ba 111,52 Ab 30,52 Aa 38,68 Aa 133,16 Aa 104,46 Ab
Racio + 80 ma de monascus 0 72,80 Ba 155,62 Aa 29,28 Ba 41,24 Aa 132,80 Aa 148,00 Aa
¢ 9 28 537,00 A 560,80 A 64,22 Ba 141,94 Aa 29,12 Ba 49,32 Aa 135,80 Aa 112,08 Ab
B 0 73,02 Ba 162,60 Aa 35,60 Aa 41,96 Aa 135,40 Aa 155,40 Aa
Rag&o + 100 mg de monascus 28 604,00 A 566,00 A 64,32 Ba 134,78 Ab 26,70 Bb 39,66 Aa 133,60 Aa 110,76 Ab

Em cada caracteristica, cada grupo e cada tempo (linha), A difere de B pelo teste F (P < 0,05).
Em cada caracteristica, cada grupo e cada sexo (coluna), a difere de b pelo teste F (P < 0,05).



900 -

60

(A)
750
—_ Y. | "
o)) " U A
o 600 +
173
o}
Q
g 450
o —&—Machos
< .
% 300 J —o—Fémeas
O
150
0 T T 1
0 20 40
Rutina (mg)

900

750

B)

450 |

300 4

Ganho de peso (g)

150 A

[e |

600 ¥

—&— Machos
—O0—Fémeas

Rutina, machos: Y =665,00¢

Rutina, fémeas: Y =653,50 g
Monascus, machos: Y =636,75¢
Monascus, fémeas: Y =622,20 g

40

Monascus (mg)

80

100

Grafico 1 - Estimativa do ganho de peso de machos e fémeas de coelhos
avaliados aos 28 dias, em fungcédo de doses de rutina (A) e de
monascus (B).
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Grafico 2 — Estimativa do colesterol total de machos e fémeas de coelhos
avaliados aos 28 dias, em fungédo de doses de rutina (A) e de
monascus (B).
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Quando se comparou machos, em todos os grupos, nos tempos inicial
e final do ensaio, observou-se que nao ocorreram diferengas estatisticamente
significativas. Entretanto, fémeas apresentaram redugdes estatisticamente
significativas em quase todos os grupos submetidos aos tratamentos das
substancias, excegao feita ao grupo Ragéo + 80 mg de monascus.

Torna-se relevante salientar que os coelhos estavam entrando em
puberdade. Desta forma, o colesterol sintetizado em seus organismos tem
varias rotas metabdlicas a seguir, sendo que as principais sdo a sintese dos
sais biliares e a dos horménios esteroidais.

Uma fémea possui quatro ou cinco glandulas mamarias, distribuidas
aos pares, situando-se da regido toraxica a iguinal. As glandulas localizadas
na regiao abdominal sdo as mais produtivas. O inicio do desenvolvimento
dessas glandulas €& embrionario, apresentando seu apice de
desenvolvimento apds a puberdade do animal, devido a agao dos hormonios
estrébgenos e da progesterona (MELLO, 1989). Parte do colesterol é
empregado nestas produgdes de hormdnio, motivo pelo qual se justifica o
maior valor de colesterol nas fémeas em comparagao com os machos.

Observou-se que o colesterol foi reduzido em todas as fémeas dos
grupos tratados, evidenciando-se uma capacidade hipocolesterolémica
nestes animais, embora nos machos n&o foi observado o mesmo
desempenho das substancias. A reducdo dos niveis do constituinte em
discussdo em coelhas se torna mais relevante quando se observa, conforme
€ apresentado, posteriormente, que ndo ocorreram variagcdes estatisticamente
significativas do colesterol-HDL, fazendo com que se presuma que O
colesterol reduzido foi aquele de efeitos aterogénicos.

O Grafico 2 demonstra que os grupos de machos em todas as doses
nao variaram seus valores meédios de colesterol total. Animais machos
tratados com rutina obtiveram colesterol médio de 68,92 mg/dL. Machos dos
grupos que foram submetidos a monascus mantiveram para colesterol total
niveis séricos em 64,53 mg/dL.

Fémeas do grupo-controle de rutina apresentaram o maior valor
calculado no nivel sérico de colesterol total (162,00 mg/dL). Estima-se que o

mesmo flavondide se aplicado durante 28 dias numa dose de 42,91 mg
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acarretaria numa menor estimativa de colesterol, numa concentracdo média
de 106,04 mg/dL.

Monascus também fez com que houvesse alteragcdes de acordo com
a dose aplicada nas fémeas apds o tratamento, 100 mg de monascus elevou
o colesterol total dos animais para 166,97 mg/dL enquanto doses estimativas

de 38,10 mg do corante reduziria o constituinte para 113,94 mg/dL.

- Colesterol-HDL

As fémeas nao apresentaram alteragdes significativas de colesterol-
HDL, quando se comparou os tempos 0 e 28 dias. Os coelhos machos
apresentaram redugdes estatisticamente significativas do constituinte no
grupo tratado com rutina a 20 mg por dia, assim como no grupo tratado com
100 mg de monascus.

Quando se compararam o0s sexos, diferengas estatisticamente
significativas foram encontradas, como mostradas na Tabela 1, no grupo-
controle (ragéo) ao fim do tratamento; no grupo tratado com ragédo + 80 mg
de monascus (nos dois tempos considerados) e ragdo + 100 mg de
monascus aos 28 dias, em todos os grupos citados os machos
apresentaram niveis séricos de colesterol-HDL inferiores aos das fémeas.

Faz-se necessaria a realizacdo de estudos dos mecanismos de agao
das substancias testadas no metabolismo de lipidios e nos demais
constituintes mensurados neste ensaio, uma vez que os dados sobre este
assunto sao escassos na literatura.

A analise do Grafico 3 indica que nao ocorreram variacbes de
colesterol HDL para machos e fémeas tratados com monascus em nenhuma
dose. Para os machos, verificaram-se valores médios de 30,03 mg/dL e
42,99 mg/dL em fémeas.

Rutina também n&o atuou em flutuacbes do HDL em fémeas, os
animais de todos os grupos mantiveram uma média de colesterol-HDL de
38,57 mg/dL. Entretanto, o mesmo nao foi observado em individuos machos,
pois uma dose de 60 mg do flavondide elevou o constituinte para uma média
maxima de 39,25 mg/dL, enquanto estima-se que uma dose de 23,43 mg

reduziria o HDL para um nivel de 28,51 mg/dL.
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Grafico 3 — Estimativa do colesterol HDL de machos e fémeas de coelhos
avaliados aos 28 dias, em fungdo de doses de rutina (A) e de
monascus (B).

- Triacilglicerdis

Niveis sangulineos de triacilgliceréis mostraram diferengas estatistica-
mente significativas (P < 0,05), comparando sexos distintos, nos grupos de
animais tratados com rutina na dose de 60 mg diarias. Importante ressaltar
que flavondide diminuiu os niveis de triacilgliceréis em fémeas (154,00 a
99,60) ao final do tratamento (Tabela 1).

Rutina, na dose de 60 mg, e todos os grupos tratados com monascus,
apresentaram variagbes estatisticamente significativas para fémeas,
ocorrendo diminuigao de triacilglicerdis nesses animais ao término do ensaio
(Tabela 1).

Os niveis séricos de triacilglicerol em machos tratados com rutina e
monascus apresentaram uma manutengcdo em suas médias ao longo das
doses do tratamento efetuado. Para animais submetidos ao tratamento com
o flavondide o valor médio de 133,72 mg/dL foi constante, e para o corante
134,26 mg/dL (Grafico 4).
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Grafico 4 — Estimativa do triacilglicerol de machos e fémeas de coelhos

avaliados aos 28 dias, em fungédo de doses de rutina (A) e de
monascus (B).

A maior dose de rutina (60 mg) em fémeas fez com que os niveis
sanguineos de triacilglicerdis nesses animais atingissem uma concentracéo
minima de 99,15 mg/dL. Esta atividade da substancia torna-se bem visivel
quando se nota que o grupo-controle apresenta valores médios de
triglicerideos de 146,65 mg/dL.

Monascus em sua maior dose aplicada em fémeas (100 mg), atuou de
forma antagbnica ao flavonoide e elevou o triacilglicerol em 147,00 mg/dL.
Estima-se que 35,33 mg do corante reduz de forma significativa tais niveis
para 97,99 mg/dL.

Importante ressaltar que as doses de monascus acima de 40 mg

elevaram gradativamente os niveis de colesterol e triacilgliceros nas fémeas.

- Albumina

A Tabela 2 mostra que machos e fémeas, em todos os grupos e

tempos considerados, apresentaram alteragdes estatisticamente significativas de
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Tabela 2 — Albumina, creatinina, uréia e acido uUrico de machos e fémeas de coelho tratados com diferentes doses de rutina e de

monascus
Tempo Albumina (mg/dL) Creatinina (mg/dL) Uréia (mg/dL) Acido urico (mg/dL)
Grupos (Dia';)
Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Racao 0 4,65 Aa 4,33 Ba 1,18 Ab 1,24 Aa 27,52 Aa 28,54 Ab 0,14 Aa 0,14 Aa
28 4,73 Aa 4,50 Aa 1,53 Aa 1,30 Ba 27,96 Ba 36,58 Aa 0,13 Aa 0,15 Aa
Racso + 20 ma de rutina 0 4,61 Aa 4,68 Aa 1,23 Aa 1,18 Aa 28,20 Aa 28,60 Aa 0,15 Aa 0,15 Aa
¢ 9 28 4,67 Aa 4,47 Aa 1,28 Aa 1,37 Aa 29,10 Aa 29,04 Aa 0,12 Aa 0,11 Aa
Racio + 40 ma de rutina 0 4,60 Aa 4,56 Aa 1,20 Aa 1,29 Aa 28,62 Aa 29,48 Aa 0,14 Aa 0,14 Aa
¢ 9 28 4,52 Aa 4,33 Aa 1,14 Ba 1,37 Aa 26,32 Ba 33,86 Aa 0,15 Aa 0,13 Aa
Racdo + 60 ma de rutina 0 4,49 Aa 4,50 Aa 1,17 Aa 1,31 Aa 30,12 Aa 28,40 Aa 0,14 Aa 0,14 Aa
¢ 9 28 4,68 Aa 4,33 Ba 1,29 Aa 1,30 Aa 30,04 Aa 29,30 Aa 0,13 Aa 0,14 Aa
Racso + 40 ma de monascus 0 4,42 Aa 4,31 Aa 1,13 Aa 1,20 Ab 28,38 Aa 29,46 Aa 0,15 Aa 0,13 Aa
¢ 9 28 4,52 Aa 4,43 Aa 1,29 Aa 1,47 Aa 29,84 Aa 29,56 Aa 0,13 Aa 0,12 Aa
Racio + 80 ma de monascus 0 4,50 Ab 4,53 Aa 1,08 Aa 1,22 Aa 29,90 Aa 31,18 Aa 0,10 Ab 0,13 Aa
¢ 9 28 4,81 Aa 4,62 Aa 1,29 Aa 1,39 Aa 29,78 Aa 31,28 Aa 0,22 Aa 0,11 Ba
B 0 4,43 Aa 4,52 Aa 1,07 Ab 1,03 Aa 28,28 Aa 29,76 Aa 0,12 Aa 0,15 Aa
Rag&o + 100 mg de monascus 28 4,58 Aa 4,37 Aa 1,31 Aa 1,23 Aa 31,07 Aa 30,04 Aa 0,16 Aa 0,11 Aa

Em cada caracteristica, cada grupo e cada tempo (linha), A difere de B pelo teste F (P < 0,05).
Em cada caracteristica, cada grupo e cada sexo (coluna), a difere de b pelo teste F (P < 0,05).
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Grafico 5 — Estimativa da albumina de machos e fémeas de coelhos
avaliados aos 28 dias, em fung&do de doses de rutina (A) e de
monascus (B).

albumina no grupo-controle, no inicio do ensaio, € no grupo ragao + 60 mg
de rutina ao final dos tratamentos.

Machos tratados com 80 mg do corante monascus apresentaram
variagbes estatisticamente significativas quando consideramos os tempos
inicial e final do ensaio biologico, a tabela indica um aumento do constituinte
de 4,50 mg/dL para 4,81 mg/dL.

Proteinas séricas em coelhos adultos s&o similares aos de outras
espeécies. Quantidades relativas de albumina compreendem 40-60% das
proteinas (BORTOLLOTI et al., 1989).

O figado é o principal 6rgdo de produgdo da albumina, que € uma
molécula transportadora no sangue de medicamentos, nutrientes, e outros
constituintes quimicos. A hiperalbuminemia ocorre na desidratacdo. A
reducdo dos niveis, entretanto, € observada em varias situagdées, como na
sindrome nefrotica pela perda macica do constituinte pelos rins e a

diminuicdo da capacidade de sintese pelo organismo (LIMA, 1985).
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Em humanos os valores normais de albumina no plasma sido na
ordem de 3,5 a 5 mg/dL. Verificam-se valores nesta faixa nos animais
empregados no grupo-controle (4,65 mg/dL em machos e 4,33 mg/dL em
fémeas, no tempo zero do experimento), assim como nas analises
sorologica dos demais animais dos grupos formados de acordo com o
tratamento empregado no ensaio.

Correlacionando-se os resultados obtidos com o fato de que a
diminuicdo de albumina esta associada com doencas renais e hepaticas,
conclui-se que a rutina e o monascus nao interfram sobre os 6rgaos
responsaveis pelo metabolismo do constituinte.

A albumina manteve os mesmos niveis no soro sangulineo em machos
e fémeas tratados com rutina em todas as doses. Machos permaneceram com
4,65 mg/dL de albumina e fémeas com 4,41 mg/dL (Grafico 5).

Monascus nao atuou significativamente no aumento do constituinte
em machos a medida que o tratamento com 100 mg elevou para 4,76 mg/dL
de albumina, quando considerado o valor médio de 4,54 mg/dL no grupo
sem tratamento (grupo-controle). O valor médio de 4,48 mg/dL de albumina

foi constante para as fémeas em todos os grupos do ensaio biologico (Grafico 5).

- Creatinina

Machos e fémeas apresentaram diferengas significativas nos grupos-
controle e rag&o + rutina 40 mg aos 28 dias. Entre animais do mesmo sexo e
grupo, nos tempos 0 e 28 dias, variagbes estatisticamente significativas
foram encontradas nos machos que receberam racgéo e ragao + 100 mg de
monascus. Fémeas apresentaram variagbes nos grupos que consumiram
racdo + 40 mg de monascus, em todos os grupos citados os niveis de
creatinina aumentaram ao final dos 28 dias de tratamento (Tabela 2).

Considerando-se os valores normais de creatinina para machos de
1,18 mg/dL e para fémeas de 1,24 mg/dL, as variagdes com os diversos
tratamentos foram relativamente baixas para alteragdes fisiolégicas nos
animais. Em humanos os valores normais de creatinina oscilam entre 1 a
2 mg/dL, sendo o elemento nitrogenado do sangue menos variavel, uma vez
que pequenos danos a nivel renal ndo sao capazes de promover alteragdes
séricas do constituinte (RAGAN, 1989).
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Grafico 6 — Estimativa da creatinina de machos e fémeas de coelhos
avaliados aos 28 dias, em fungédo de doses de rutina (A) e de
monascus (B).

A creatinina se forma do acido fosforico da fosfocreatina muscular,
sendo formada a partir de reagbes dos aminoacidos arginina e glicina,
sendo, portanto, um produto endégeno do catabolismo da creatina a nivel
muscular. E eliminada pelos rins em quantidade singularmente constantes,
através da filtragdo glomerular em excrecdo tubular ativa. Seus valores
independem da ingestdo de proteinas da alimentagdo e n&o é afetada pelo
volume urinario (LIMA, 1985).

Elevagcbes dos niveis séricos de creatinina no sangue ocorre por
insuficiéncia renal, quando a taxa de uréia se encontra aumentada. Na
nefrite incipiente registram-se valores entre 2 e 4 mg/dL em humanos, na
glomerulonefrite cronica com uremia as taxas se elevam até 35 mg/dL o que
se prognostica desfecho letal préximo. Valores acima de 5 mg/dL
evidenciam pronunciada insuficiéncia renal. Obstru¢des urinarias, por
afec¢des da prostata, bexiga ou ureter, bem como na oliguria reflexa provocada
pela nefrolitiase, verificam-se indices muito elevados de creatinina, sendo que

este quadro é reversivel pela remogéo da causa da obstrucéo (LIMA, 1985).
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Os resultados obtidos indicam que rutina e monascus, nas doses
empregadas ao longo do tratamento, ndo promoveram efeitos toxicologicos
em coelhos machos e fémeas quando mensurado os niveis de creatinina
como parametro.

Tratamentos com o corante em machos e do flavondéide em fémeas
nao atuarem em modificagdes dos niveis séricos de creatinina. Os grupos de
machos e fémeas para as tratamentos citados permaneceram com valores
médios de 1,36 mg/dL e 1,34 mg/dL respectivamente (Grafico 6).

Monascus em doses de 53,31 mg acarretariam num aumento para
1,47 mg/dL de creatinina e o grupo-controle apresentou valores meédios de
1,24 mg/dL. O grupo-controle de machos submetidos a rutina apresentaram
a maior média (1,54 mg/dL). Estima-se que a menor média calculada de

1,17 mg/dL se apresentaria em um tratamento com 38,27 mg do corante.

- Uréia

Apenas fémeas tratadas com ragdo apresentaram variagcoes
estatisticamente significativas, quando comparamos os tempos inicial e final
do experimento (Tabela 2).

Relacionando-se o0s grupos de sexos diferentes, variagbes
estatisticamente significativas sdo mostradas no quadro no grupo-controle
aos 28 dias, assim como nos grupos de machos e fémeas tratadas com
40 mg de rutina, machos apresentaram niveis séricos de uréia inferiores aos
das fémeas.

Observa-se que os valores normais de uréia nos coelhos foram de
27,52 mg/dL para machos e 28,54 mg/dL em fémeas. Em humanos os
valores variam de 20 a 40 mg/dL em individuos normais (Tabela 2).

Coelhos eliminam amoénia como principal forma de excregao
nitrogenada. Entretanto, nos mamiferos em geral, a uréia é o principal
produto final do metabolismo das proteinas, sendo responsavel pela
excrecdo de 80% do nitrogénio n&o protéico excretado pela urina (LIMA,
1985). A dosagem sérica de uréia é comumente utilizada para se avaliar as

funcdes renais.
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Grafico 7 — Estimativa da uréia de machos e fémeas de coelhos avaliados
aos 28 dias, em funcao de doses de rutina (A) e de monascus

(B).

A produgéo da uréia ocorre no figado a partir de aminoacidos e do ion
NH4+, derivado da ag¢ao bacteriana no intestino grosso. O grupo NH, dos
aminoacidos que nao € empregado pelo organismo é transformado em uréia.

O aumento no teor de uréia no sangue pode ser devido a redugéo da
eliminagcdo renal, aumento do catabolismo de proteinas ou combinacao
desses dois processos (LIMA, 1985). Causas patolégicas também séao
inseridas como responsaveis pelo aumento de uréia no sangue.

Valores elevados de uréia ocorrem a partir de choques traumaticos,
choques hemorragicos, desidratagdo aguda ou perda de eletrolitos,
descompensacgao cardiaca, infecgdo aguda e toxemia, catabolismo protéico
aumentado (LIMA, 1985).

LIMA (1985), também cita que a elevagao da taxa de uréia por causa
renal € constatada na glomerulonefrite, em que niveis podem atingir
300 mg/dL, assim como na nefrosclerose; na tuberculose renal; no rim
policistico; nas nefropatias malignas; no envenenamento pelo chumbo; na

necrose tubular aguda; e na hipogenesia renal.
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Reducéao de uréia sanguinea sdo causadas por esteréides anabdlicos,
diminuicdo da ingestao protéica na dieta e na insuficiéncia hepatica aguda.

MITRUKA e RAW (1981), citam que as variagbes normais de uréia em
coelhos se encontram numa faixa semelhante aquelas encontradas em um
homem. Desta forma, de acordo com os resultados apresentados os
compostos testados n&o apresentaram efeito toxicolégico nas doses
administradas.

Rutina em todos os grupos de machos tratados nao interferiu nos
niveis de uréia, mantendo-se constante o valor de 28,36 mg/dL. O grupo-
controle das fémeas demonstraram a maior média de uréia no soro com
36,58 mg/dL do constituinte. A menor estimativa foi encontrada com o
tratamento de 20 mg, onde o nivel sérico da uréia atingiu um valor médio de
29,04 mg/dL (Grafico 7).

Monascus em coelhos machos também ndo influenciaram em
variagcbes dos valores médios de uréia em tais animais, mantendo-se
constante em 29,66 mg/dL. A dose diaria de 100 mg do corante em fémeas
elevaram o nivel da uréia para um valor médio de 34,40 mg/dL, em
comparagdo com O grupo-controle que apresentou a menor média de
28,77 mg/dL (Gréafico 7).

- Acido drico

Acido urico apresentou variacdes estatiscamente significativas,
quando comparamos machos e fémeas em todos os grupos e tempos, nos
tratamentos com ragcédo + 80 mg de monascus aos 28 dias. Considerando-se
mesmo sSexo e grupo, apenas ocorreram alteragdes estatisticamente
significativas em machos do mesmo grupo de tratamento com 80 mg do
corante. A Tabela 2 mostra o aumento do constituinte neste grupo de
0,10 mg/dL para 0,22 mg/dL apds o ultimo dia de tratamento.

O 4&cido urico € o principal metabdlito das purinas no organismo
humano. Elevagdo nos niveis do constiuinte pode ocorrer em todas as
formas de insuficiéncia renal e podem muitas vezes preceder o aumento da

uréia sanguinea, alcangando niveis de até 15 mg/dL. Pode ocorrer ainda na
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Grafico 8 — Estimativa do acido urico de machos e fémeas de coelhos
avaliados aos 28 dias, em fungédo de doses de rutina (A) e de
monascus (B).

obstrugdo do trato renal, lesdes renais, hipogenesia dos rins, insuficiéncia
cardiaca congénita, no hipotiroidismo, na hipertensdo, na quimioterapia de
tumores malignos, na psoriase, no jejum prolongado e no hiperparatireoi-
dismo (LIMA, 1985).

Os valores normais de acido urico em coelhos machos foi da ordem
de 0,14 mg/dL e em fémeas de 0,14 mg/dL, no inicio do tratamento no
grupo-controle . A taxa normal de acido urico no soro ou plasma de humanos
varia de 2 a 6,5 mg/dL. Pela variagcdo que existe no corpo humano e
considerando a baixa variagdo encontrada nos coelhos em todos os grupos
do ensaio, pode-se concluir que os compostos nao interfiriram toxicologica-
mente no metabolismo deste constituinte bioquimico ou de qualquer érgao
relacionado com os valores normais encontrados. MITRUKA e RAW (1981),
confirmam que coelhos apresentam valores inferiores de acido urico quando
comparados com a espécie humana.

Apods 28 dias de tratamento com rutina todos os grupos em estudo
(machos e fémeas), mantiveram constantes as médias de acido urico no
soro sanguineo dos animais (0,13 mg/dL).
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Fémeas expostas as diferentes doses de monascus também nao
alteraram o referido constituinte, quando em comparagdo com o grupo-
controle, permanecendo com meédias de 12 mg/dL. Variagbes neste
parametro so foi verificado em machos, nos quais a menor média estimada
(0,13 mg/dL) foi calculada no tratamento situado entre o grupo-controle até
40 mg e a maior (0,22 mg/dL) foi encontrada no tratamento com a dose de
80 mg do corante corante. Ressalva-se que ocorreu uma redugdo progressiva
dos niveis séricos de acido urico em machos, quando analisamos o intervalo

entre as doses diarias de monascus de 80 a 100 mg (Grafico 8).

- Glicose

Alteragdes que ocorreram nos niveis séricos de glicose ndo foram
estatisticamente significativos em todos os grupos e tempos do ensaio
bioldgico (Tabela 3).

Metabolismo de carboidratos é frequentemente mensurado através da
determinacdo da glicose sérica. Dentre os fatores que afetam os niveis
normais de glicose em coelhos estdo os disturbios hereditarios (KOZMA et
al., 1974), idade, hipotermia, medicamentos e dieta (PEGORIER et al.,
1987). Evidentemente que tais fatores podem ser incluidos para a espécie
humana. Portanto, os resultados indicam uma auséncia de toxicidade de
rutina e monascus sobre o metabolismo de carboidratos nos coelhos nas
doses empregadas.

Considerando-se que a dieta de coelhos é constituida de 80% de
carboidratos e seu metabolismo é intenso para esta classe de compostos
organicos, o resultado apresentado na Tabela 3 é relevante quanto ao baixo
potencial toxicoldégico do monascus e da rutina nas doses empregadas.

Os valores normais de glicose no inicio do experimento no grupo-
controle foi de 139,14 mg/dL para machos e de 137,62 mg/dL em fémeas.
No corpo humano a glicose sérica, em niveis normais, varia entre 90 a
120 mg/dL.

A (glicose &€ o unico carboidrato circulante no sangue, outros
monossacarideos podem transitoriamente ser encontrados no sangue, apos

a alimentacdo, mas sao prontamente convertidas a glicose no figado.
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Grafico 9 — Estimativa da glicose de machos e fémeas de coelhos avaliados
aos 28 dias, em fungdo de doses de rutina (A) e de monascus

(B).

A glicemia se eleva depois da ingestao de alimentos, seu nivel atinge
cerca de 160 mg/dL, dentro de um intervalo médio de uma hora em uma
pessoa normal. Transposto este nivel (limiar renal) a glicose é excretada na
urina, indicando uma condi¢ao patolégica (LIMA, 1985).

O controle glicémico ocorre pela interagcdo de diversos hormdnios,
destacando-se a insulina produzida pelas células beta das ilhotas de
Langerhans do pancreas (atuando na redugdo da taxa glicémica). O
glucagon produzido pelas células alfa das mesmas ilhotas, a epinefrina, a
norepinefrina, os glicocorticéides, o ACTH e o hormbnio do crescimento
atuam na elevagao da glicemia. Patologicamente, altos niveis de glicose sédo
encontrados nos casos de diabetes mellitus.

Os niveis de glicose nao sofreram alteragdes pelo tratamento com as
substancias-teste. Machos tratados com rutina e monascus em suas
diferentes doses mantiveram o mesmo valor de glicose que o grupo-controle:
respectivamente 144,73 mg/dL e 145,86 mg/dL para o flavonoide e para o
corante natural (Grafico 9).

68



Tabela 3 — Glicose, gama-GT, bilirrubina direta e total de machos e fémeas de coelho tratados com diferentes doses de rutina e de

monascus
Tempo Glicose (mg/dL) Gama-GT (Ul) Bilirrubina direta (mg/dL) Bilirrubina total (mg/dL)
Grupos (Dia';)
Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas
Racao 0 139,14 Aa 137,62 Aa 13,60 Aa 12,80 Aa 0,03 Aa 0,03 Aa 0,24 Aa 0,26 Aa
28 147,78 Aa 140,62 Aa 12,00 Aa 13,40 Aa 0,04 Aa 0,05 Aa 0,26 Aa 0,31 Aa
Racso + 20 ma de rutina 0 141,44 Aa 139,60 Aa 10,80 Aa 10,20 Aa 0,04 Aa 0,03 Ab 0,25 Aa 0,23 Aa
¢ 9 28 143,58 Aa 142,58 Aa 11,00 Aa 10,00 Aa 0,04 Aa 0,07 Aa 0,30 Aa 0,22 Aa
Racso + 40 ma de rutina 0 143,08 Aa 145,58 Aa 8,60 Aa 7,80 Aa 0,03 Aa 0,04 Aa 0,20 Aa 0,22 Aa
¢ 9 28 143,46 Aa 144,52 Aa 7,60 Aa 8,40 Aa 0,04 Aa 0,04 Aa 0,23 Aa 0,24 Aa
Racdo + 60 ma de rutina 0 140,86 Aa 136,74 Aa 8,80 Aa 9,80 Aa 0,05 Aa 0,04 Aa 0,23 Aa 0,25 Aa
¢ 9 28 144,08 Aa 138,86 Aa 9,60 Aa 8,80 Aa 0,04 Aa 0,04 Aa 0,28 Aa 0,28 Aa
Racso + 40 ma de monascus 0 140,32 Aa 136,72 Aa 8,20 Aa 8,60 Aa 0,04 Aa 0,04 Aa 0,22 Aa 0,19 Aa
¢ 9 28 139,15 Aa 136,20 Aa 8,40 Aa 10,20 Aa 0,05 Aa 0,06 Aa 0,27 Aa 0,26 Aa
Racio + 80 ma de monascus 0 145,32 Aa 143,10 Aa 8,60 Aa 8,80 Aa 0,04 Aa 0,04 Aa 0,21 Aa 0,24 Ab
¢ 9 28 149,00 Aa 144,32 Aa 9,00 Aa 8,40 Aa 0,06 Aa 0,05 Aa 0,30 Aa 0,38 Aa
0 145,76 Aa 146,82 Aa 9,20 Aa 8,20 Aa 0,04 Aa 0,04 Aa 0,24 Ab 0,20 Ab
Ragdo + 100 mg de monascus 28 147,50 Aa 149,04 Aa 8,00 Aa 7,60 Aa 0,05 Aa 0,05 Aa 0,38 Aa 0,35 Aa

Em cada caracteristica, cada grupo e cada tempo (linha), A difere de B pelo teste F (P < 0,05).
Em cada caracteristica, cada grupo e cada sexo (coluna), a difere de b pelo teste F (P < 0,05).



Fémeas tratadas com rutina mantiveram a média de 141,65 mg/dL de
glicose enquanto o tratamento com monascus em todos os grupos manteve

a média encontrada no grupo-controle, ou seja, 142, 55 mg/dL (Grafico 9).

- Bilirrubina direta

Apenas o grupo de fémeas tratadas com ragdo e 20 mg de rutina
apresentaram alteragdes estatisticamente significativas, ocorrendo um
aumento de 0,03 mg/dL do constituinte para 0,07 mg/dL ao final do
tratamento (Tabela 3).

Os valores normais das dosagens sorologicas de bilirrubina direta em
coelhos machos e fémeas foi de 0,03 mg/dL. Em humanos os valores
normais desse constituinte varia de 0,1 a 0,4 mg/dL. A origem da bilirrubina
ocorre a partir da destruicdo fisolégica de hemaceas envelhecidas
localizadas no sistema reticuloendotelial, a custa da hemoglobina. Bilirrubina
€ transportada ao figado onde é conjugada pela glicuronil transferase e
secretada na bile. MUNOZ et al. (1974), sugere que a glicose exdgena
modifica o processo de conjugacéo hepatica da bilirrubina.

Aumento dos niveis sérico de bilirrubina ocorre na ictericia obstrutiva
e hepatocelular; hepatite virdtica, cirrose e necrose hepatica; tumores
hepaticos; intoxicagdes por éter, cloroférmio e tetracloreto de carbono;
anemia hemolitica, malaria e envenenamento por cogumelos ou mordidas de
ofideos (LIMA, 1985).

Bilirrubina apresentou os mesmos valores médios para animais
machos e fémeas, em todos os grupos formados para o estudo da atividade
toxicologica do monascus (0,05 mg/dL). Desta forma, concluiu-se que o
composto ndo atuou sobre os valores normais de bilirrubina das cobaias
(Gréfico 10).

A mesma observagao encontrada no paragrafo acima ocorreu para o
tratamento com a rutina. Todavia, em machos todos os valores médios

encontrados foram de 0,04 mg/dL e nas fémeas de 0,05 mg/dL (Grafico 10).
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Grafico 10 — Estimativa da bilirrubina direta de machos e fémeas de coelhos
avaliados aos 28 dias, em funcdo de doses de rutina (A) e de
monascus (B).

- Bilirrubina total

Fémeas tratadas com monascus nos grupos ragao + 80 mg e ragéao +
100 mg do corante apresentaram diferengas estatisticamente significativas,
quando comparado os tempos inicial e final do ensaio biolégico (Tabela 3).

Os resultados apresentados para bilirrubina total e direta nao
representam efeito toxicolégico das substancias testadas. As diferengas
estatisticamente significativas encontradas ndo significam, a nivel fisiolégico,
que o flavondide ou o corante tenham causado patologias hepaticas. Inclusive os
resultados obtidos de outros constituintes comprovam tal afirmacao.

Observando-se o respectivo grafico acima, certifica-se que as
estimativas de valores médios para as dosagens de bilirrubina total em
machos, apds 28 dias de tratamento com rutina, permaneceram constantes
em relagdo ao grupo-controle (0,27 mg/dL). Concomitantemente, nota-se
que o grupo-controle das fémeas atingiu o valor médio mais alto de
bilirrubina total (0,31 mg/dL), e uma dose de 32,61 mg provavelmente
acarretaria na diminui¢cdo deste valor médio para 0,22 mg/dL.
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O Grafico 11, referente ao tratamento realizado com monascus,
mostra diferencas entre os niveis do constituinte em machos e fémeas. A
analise grafica indica que a bilirrubina diminuiu no soro da menor para a
maior dose em animais machos: 0,35 mg/dL no grupo-controle e 0,26 mg/dL

no tratamento diario com 100 mg do corante.
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Grafico 11 — Estimativa da bilirrubina total de machos e fémeas de coelhos

avaliados aos 28 dias, em fungdo de doses de rutina (A) e de
monascus (B).

Fémeas do grupo que ingeriam diariamente 80 mg de monascus
demonstraram a maior estimativa média de nivel sérico do constituinte
(0,38 mg/dL), e o grupo que ingeria 40 mg diminui seus niveis para
0,27 mg/dL.

- Gama glutamil transferase (Gama-GT)

N&o ocorreram alteragbes estatisticamente significativas (P > 0,05)
em todos os grupos e tempos do ensaio biolégico (Tabela 3).

A gama glutamil transferase (E.C. 2.3.2.2) esta relacionada com a
membrana plasmatica e catalisa a conjugagao de aminoacidos com a gama
cisteinil glicina, produzindo gama-glutamil aminoacido e cisteinil glicina

que resulta na transferéncia do residuo de glutamil do glutation para o
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Grafico 12 — Estimativa do gama-GT de machos e fémeas de coelhos
avaliados aos 28 dias, em fungao de doses de rutina (A) e de
monascus (B).

aminoacido que esta penetrando no citoplasma celular. Esta reacdo é um
exemplo de translocagéo de grupo no qual o substrato transportado aparece
em uma forma quimica diferente dentro da célula. Todo este processo
representa uma forma de entrada de aminoacidos para o interior celular
(LEHNINGER, 1995).

Pode-se estimar que uma alteragdo acentuada dos niveis normais da
gama glutamil transferase poderia afetar a entrada de aminoacidos a nivel
celular. Desta forma, poderia haver alteracdes da sintese protéica a nivel de
reticulo endoplasmatico rugoso e, ou, poliribossomos. Entretanto, conforme
os dados obtidos indicam, as dosagens utilizadas nos tratamentos de rutina
€ monascus nao apresentarem toxicidade bioquimica sobre este parametro
analisado.

Concentragdes de Gama-GT em machos apds 28 dias tratados com
rutina nas diferentes doses demonstradas na metodologia permaneceram
constantes, quando comparadas com o grupo que nao sofreu exposigao ao
produto. Desta forma, o valor médio encontrado para todos os animais foi de
10,05 UI.
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A maior estimativa da média de Gama-GT em fémeas submetidas ao
tratamento com o flavondide estudado foi de 12,46 Ul no grupo-controle e a
menor estimativa foi verificada com a dosagem diaria de 60 mg,
apresentando niveis sanguineos de 7,84 Ul (Grafico 12).

Machos quando tratados com monascus permaneceram com Sseu
nivel médio de Gama-GT em 9,35 Ul em todos os grupos. Entretanto,
quando consideramos o estudo sobre as fémeas, verifica-se que a dose de
100 mg do corante natural aumentou a média dos niveis do constituinte
(11,75 Ul), sendo que o grupo-controle demonstrou a menor média (7,64 Ul).
Importante ressaltar que ao observarmos o Grafico 12, verifica-se que rutina
e monascus agiram de forma antagdnica sobre os niveis séricos de Gama-

GT sobre as fémeas.

- Cloro

Os valores normais de cloro para coelhos machos e fémeas foram de
103,60 mg/dL e 103,58 mg/dL, respectivamente. Em humanos os valores
normais séo da ordem de 570 a 620 mg/dL no plasma.

A diminui¢ao de cloro do sangue pode ser detectada na diabete grave
com acidose, nos estados febris, nos disturbios gastrointestinais, na
sudorese abundante, na insuficiéncia renal e pancreatites agudas (LIMA,
1985). Segundo o mesmo autor, a hipercloremia, apesar de ser mais rara,
pode ocorrer nos estados de nefrose, hipertensdo, pela administragao
excessiva de solugao fisiolégica nos pds-operatorio e na anemia.

Machos e fémeas apresentaram diferengcas estatisticamente
significativas, para os niveis sanguineos de cloro, quando ingeriram 20 mg
do flavondide e 80 mg do corante diariamente ao longo dos 28 dias de
tratamento (Tabela 4).

Entre os mesmos grupos, machos tratados apenas com racéo e
todos tratados com rutina, apresentam diferengas estatisticamente
significativas nos niveis sanglineos de cloro. Fémeas que consumiram
racao + 60 mg de flavondide também apresentaram diferengas estatistica-

mente significativas ao final do experimento.
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Grafico 13 — Estimativa do cloro de machos e fémeas de coelhos avaliados
aos 28 dias, em fungéo de doses de rutina (A) e de monascus

(B).

Devido ao fato do grupo-controle de machos apresentar diferengas
estatisticamente significativas, ndo se pode confirmar que a rutina tenha
atuado no aumento dos niveis séricos de cloro nas cobaias. Pode-se
imaginar que pela grande amplitude de variagao do nivel normal encontrado
em humanos, mesmo sendo estatisticamente significativo, os resultados em
coelhos ndo podem ser considerados como sendo toxicos a nivel fisiologico.

Rutina ndo alterou os valores de cloro em machos e fémeas dos
grupos constituidos a partir das doses diarias aplicadas, quando comparados
com o grupo-controle. Machos permaneceram com 109,64 mg/dL e fémeas
com 106,21 mg/dL ao final do tratamento (Grafico 13).

O corante natural monascus alterou os niveis sanglineos de cloro nos
animais. A maior média estimativa em machos foi produzida em animais cujo
tratamento foi de 100 mg por dia (109,45 mg/dL), sendo que o menor valor
meédio encontrado seria de 104,83 mg/dL, correlacionado 0 mesmo com uma

dose calculada diaria de 42,47 mg de monascus ao longo de 28 dias.
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Fémeas tratadas com o corante natural em doses de 80 mg, além do
grupo-controle, apresentaram valores médios de cloro de 106,12 mg/dL, este
se constitui na menor estimativa encontrada. O valor maximo do constituinte
foi de 107,24 mg/dL, obtido em animais submetidos a doses de 40 mg diaria
do composto estudado.

Conclui-se que as variagbes nos niveis de cloro encontradas nos
animais submetidos ao tratamento de monascus podem ser consideradas
irrelevantes, uma vez que os valores médios obtidos dos niveis soroldgicos

de cloropouco se diferenciam dos grupos-controle.

- Proteinas

Machos e fémeas tratadas com 20 mg de rutina, no tempo zero,
apresentavam diferengas estatisticamente significativas. Apos os 28 dias de
tratamento essa diferenga ndo se apresentava de forma significativa.
Entretanto, os animais submetidos ao consumo diario de 40 ou 60 mg do
flavondide apresentaram variagdes significativas no tempo final do ensaio.

Avaliando-se a Tabela 4, verifica-se que a mesma mostra que dentro
dos mesmos grupos constituidos, apenas fémeas tratadas com ragao e 60
mg de rutina apresentaram diferengas estatisticamente significativas. Todos
0s animais apresentaram elevagao de proteinas totais em seus niveis
séricos com o tratamento realizado com as substancias.

Segundo BORTOLOTTI et al. (1989) os niveis normais de proteinas
totais em coelhos adultos varia entre 60 e 70 g/L. Considerando-se que nas
amostras realizada no tempo final (28 dias), os animais estavam com
aproximadamente 85 dias, a média apresentada em todos os grupos
tratados se encontravam em niveis normais. Consequentemente, se estima
que nado houve efeitos toxicolégicos das substancias-teste nas doses
assimiladas pelos animais.

Conforme citadas anteriormente, reducdes dos niveis de albumina e
proteina totais podem se associar com lesdes hepaticas e renais. Proteinas
totais podem apresentar valores acima do normal em desidratagdes e

hipotermia.
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Grafico 14 — Estimativa da proteina de machos e fémeas de coelhos
avaliados aos 28 dias, em fungdo de doses de rutina (A) e de
monascus (B).

Todas as doses de rutina aplicadas em machos nao demonstraram
atividade sobre as proteinas séricas dos animais, permanecendo em valores
meédios de 69,25 mg/dL. Considerando-se o0 mesmo estudo realizado com
as fémeas, observou-se que o grupo-controle demonstrou 70,28 mg/dL de
proteinas no soro sanguineo, este valor maximo encontrado foi reduzido nos
animais tratados com 60 mg de rutina para 58,47 mg/dL (Grafico 14).

Niveis séricos de proteinas em machos que ingeriram monascus nao
sofreram modificagdes em suas medias, permanecendo em todos os grupos
no valor de 69,45 mg/dL. Entretanto, o mesmo ndo foi observado com
fémeas, em que a maior dose do corante repercutiu na elevagcao maxima de
proteinas para 70,57 mg/dL enquanto o grupo sem tratamento se
caracterizou na menor estimativa calculada: manteve-se com o valor médio

em 64,83 mg/dL de proteinas.
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Tabela 4 — Cloro, proteina, TGO e TGP de machos e fémeas de coelho tratados com diferentes doses de rutina e de monascus

Tempo Cloro (mg/dL) Proteina (g/L) TGO (Ul) TGP (Ul)
Grupos (Dias)
Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas Machos Fémeas

Racso 0 103,60 Ab 103,58 Aa 56,06 Ab 53,14 Ab 54,40 Aa 61,60 Aa 88,80 Ba 110,00 Aa
¢ 28 108,78 Aa 106,12 Aa 70,34 Aa 70,64 Aa 50,20 Aa 53,80 Aa 71,24 Aa 77,50 Ab
Racso + 20 ma de rutina 0 104,44 Ab 105,20 Aa 52,64 Bb 60,30 Ab 50,80 Aa 48,60 Aa 41,60 Bb 69,20 Aa
¢ 9 28 110,32 Aa 105,64 Ba 68,36 Aa 66,64 Aa 69,00 Aa 52,80 Aa 73,00 Aa 73,80 Aa
Racso + 40 ma de rutina 0 102,70 Ab 103,70 Aa 54,30 Ab 53,90 Ab 50,60 Aa 53,60 Aa 63,00 Ba 103,80 Aa
¢ 9 28 108,66 Aa 105,52 Aa 67,68 Aa 60,72 Ba 45,20 Aa 44,20 Aa 55,40 Ba 77,40 Ab
Rac3o + 60 ma de rutina 0 104,06 Ab 102,80 Ab 54,42 Ab 55,62 Aa 53,20 Aa 60,00 Aa 74,60 Aa 74,00 Aa
¢ 9 28 110,80 Aa 107,54 Aa 70,62 Aa 59,50 Ba 41,20 Aa 62,00 Aa 67,00 Aa 75,60 Aa
Racso + 40 mg de monascus 0 103,78 Aa 104,80 Aa 52,94 Ab 53,36 Ab 46,20 Ab 41,60 Ab 54,00 Ab 50,00 Ab
¢ 9 28 104,00 Aa 107,24 Aa 68,92 Aa 68,38 Aa 80,80 Aa 85,40 Aa 84,80 Aa 71,40 Aa
Rac3o + 80 mg de monascus 0 105,10 Aa 104,10 Aa 54,70 Ab 55,42 Ab 37,20 Aa 44,40 Aa 63,80 Aa 69,20 Aa
¢ 9 28 108,06 Aa 103,40 Ba 69,38 Aa 68,70 Aa 47,60 Aa 49,20 Aa 60,00 Aa 64,60 Aa

B 0 104,42 Aa 103,70 Aa 52,34 Ab 53,42 Ab 43,40 Aa 38,40 Aa 40,40 Ab 57,40 Aa
Ragéo + 100 mg de monascus 28 107,60 Aa 106,12 Aa 69,16 Aa 64,22 Aa 47,00 Aa 45,60 Aa 75,00 Aa 67,40 Aa

Em cada caracteristica, cada grupo e cada tempo (linha), A difere de B pelo teste F (P<0,05).
Em cada caracteristica, cada grupo e cada sexo (coluna), a difere de b pelo teste F (P<0,05).



- Aspartato aminotransferase (TGO)

Aspartato aminotransferase (E.C. 2.6.1.1.), também conhecida como
transaminase glutdmico oxalacético (TGO) catalisa a reagdo: acido
oxalacético + acido glutdmico < acido alfa-cetoglutarico + acido aspartico.
TGO é encontrada no figado, coragdo, musculos esqueléticos, rins e
pancreas, sendo que o aumento da atividade plasmatica da enzima € um
indicador de injurias em células desses tecidos e, ou, 6rgaos.

Comparando-se machos e fémeas em todos os grupos e tempos nao
foram verificadas flutuagbes estatisticamente significativas para TGO
Entretanto, comparando-se resultados obtidos nos mesmos grupos,
monascus em 40 mg alterou de forma estatisticamente significativa em
machos (46,20 Ul para 80,80 Ul) e fémeas (41,60 Ul para 85,40 Ul),
considerando os tempos 0 e 28 dias respectivamente.

Em humanos os valores normais de TGO variam de 5 a 20 Ul/mL
(LIMA, 1985). Considerando a variagdo dentro do nivel de normalidade
encontrada para o homem e verificando que as doses mais altas de
monascus nao alteraram significamente os niveis da enzima, pode-se
concluir que mesmo com o aumento atingido de TGO no tratamento de ragéo
+ monascus 40 mg, que o corante apresenta auséncia de toxicidade em coelhos
machos e fémeas dentro da faixa das doses empregadas no ensaio.

Considerando-se o que se representa no grafico referente ao
tratamento de rutina, as diferentes doses dos flavondide n&o interferiram em
alteracdes dos niveis séricos de TGO. Constatando-se o valor médio
estimado de 51,40 Ul para animais machos e 53,20 Ul para as fémeas.

Analise grafica indica que o monascus interferiu nos valores normais
de TGO quando comparadas ao grupo-controle. Doses diarias estimadas de
46,80 mg sobre machos elevaria os niveis sanguineos do contituinte para
72,36 Ul, enquanto o grupo que submetido a 100 mg diarias apresentava

uma estimativa média minima de 43,04 Ul de TGO.
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Grafico 15 — Estimativa do TGO de machos e fémeas de coelhos avaliados
aos 28 dias, em fungéo de doses de rutina (A) e de monascus

(B).

Comportamento semelhante ao que foi citado no paragrafo anterior foi
observado em relacdo ao tratamento sobre individuos do sexo feminino.
Monascus em sua dose maxima diminuiu o valor normal de TGO para
45,46 Ul, enquanto doses estimadas de 48,64 mg de monascus seriam

capazes de aumentar a média para 75,97 Ul.

- Alanina aminotransferase (TGP)

Alanina aminotransferase (E.C. 2612), também conhecida como
transaminase glutamico-piruvica (TGP) catalisa a reagdo acido piruvico
+ acido glutdmico < alanina + acido alfa-cetoglutarico. TGP é considerada
especifica para o figado e seus niveis plasmaticos servem como bons
indicadores de injurias hepaticas. Entretanto, em coelhos, existem altas
concentragdes de TGP no musculo cardiaco (HOFFMANN et al., 1989).

Entre machos e fémeas, a Tabela 4 mostra diferencas estatisticamen-

te significativas no grupo-controle e ragao + 20 mg de rutina, no inicio do
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Grafico 16 — Estimativa do TGP de machos e fémeas de coelhos avaliados
aos 28 dias, em fungao de doses de rutina (A) e de monascus (B).

ensaio. Os grupos de machos e fémeas submetidos a uma dieta diaria de
40 mg do flavondide apresentaram diferengas significativas nos tempos
inicial e final do experimento.

Machos dos grupos que ingeriram 20 mg de rutina, 40 mg de
monascus e 100 mg de monascus apresentaram variagdes estatisticamente
significativas de TGP, uma vez que o constituinte aumentou consideravel-
mente do inicio ao fim do ensaio.

Fémeas do grupo-controle apresentaram uma diminui¢cado estatistica-
mente significativa do nivel sérico da transaminase, assim como o0 grupo
tratado com 40 mg de rutina. Quarenta miligramas (40 mg) de monascus em
fémeas aumentou significativamente o nivel sérico de TGP.

Segundo LIMA (1985), em humanos os valores normais de TGP
variam entre 5 a 15 U/mL. Assim sendo, a mesma observagao realizada
quanto aos resultados para TGO pode ser aplicada para transaminase
glutdmico-piruvica, ou seja, podemos observar que nao existe toxicidade de
rutina e monascus, nas doses empregadas, na alteragao dos niveis normais

de TGP em coelhos machos e fémeas.
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Valores estimativos constantes para machos e fémeas em todos os
grupos tratados com rutina sdo observadas. Desta forma, contasta-se que
para os niveis de TGP para machos mantiveram-se em 66,66Ul e para
fémeas 76,08Ul (Grafico 16).

Fémeas tratadas com monascus também nao sofreram variagdes de
TGP no soro, valores médios de 70,23 Ul foram calculados para todos os
grupos de tratamentos. Quarenta miligramas (40 mg) de monascus
aumentou o valor desta transaminase para 84,80 Ul, enquanto que o dobro
da dose em questao (80 mg) diminuiu para a menor estimativa calculada, ou

seja, um valor de 60 UI.

- Fosforo

Analisando-se a Tabela 5 e comparando-se machos e fémeas,
diferencas estatisticamente significativas sao verificadas com o grupo ragao
+ 20 mg de rutina, racao + 80 mg de monascus e ragao + 100 mg de monascus
ao fim do ensaio.

Os valores normais de fésforo em machos foram de 7,37 mg/dL e em
fémeas de 7,29 mg/dL.

Valores normais de fosfato inorganico em humanos adultos varia de
3,0 a 4,5 mg/dL, sendo que em criangas esses valores aumentam para uma
faixa de 4,0 a 6,0 mg/dL.

Fésforo no organismo € primariamente intracelular. Fésforo sérico
existe principamente na forma de fosfato sendo que esses niveis sao
controlados pela vitamina D, niveis de calcitonina e paratorménio, dieta,
balanco acido-base, e niveis de ions calcio.

Hiperfosfatemia é verificada na hipervitaminose D, insuficiéncia renal
crénica, hipoparatiroidismo, osteoporose, carcinomas osteolistica metastatica e
acidose latica. Dentre as patologias responsaveis pela hipofosfatemia desta-
cam-se o raquitismo, o hiperparatiroidismo e o hiperinsulismo.

Os resultados apresentados nao representam uma atividade

toxicoldgica a nivel fisioldgico de rutina ou monascus.
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Tabela 5 - Fosforo e calcio de machos e fémeas de coelho tratados com
diferentes doses de rutina e de monascus

R Tempo Fosforo (mg/dL) Calcio (mg/dL)

rupos (Dias)
Machos Fémeas Machos Fémeas
Racao 0 7,37 Aa 7,29 Aa 11,30 Ab 11,90 Aa
28 7,76 Aa 7,00 Aa 13,68 Aa 13,26 Aa
Raga0+20 mg de rutina 0 7,48 Aa 7,34 Aa 11,52 Aa 10,94 Ab
9 28 8,07 Aa 7,07 Ba 13,04 Aa 12,90 Aa
Racio+40 ma de rutina 0 7,50 Aa 7,55 Aa 11,20 Aa 11,60 Aa
¢ 9 28 7,06 Aa 7,18 Aa 12,16 Aa 13,26 Aa
Raci0+60 ma de rutina 0 7,18 Aa 7,24 Aa 11,78 Aa 11,36 Aa
¢ 9 28 7,50 Aa 6,99 Aa 12,72 Aa 11,88 Aa
Rac80+40 ma de Monascus 0 7,35 Aa 7,41 Aa 12,38 Aa 11,68 Aa
¢ 9 28 7,15 Aa 7,78 Aa 12,26 Aa 12,30 Aa
Raci0+80 ma de Monascus 0 7,30 Ab 7,20 Aa 10,92 Ab 12,16 Aa
¢ 9 28 8,49 Aa 6,83 Ba 13,46 Aa 12,68 Aa
) 0 7,27 Aa 7,32 Aa 11,68 Aa 11,14 Aa
Rag&o+100 mg de monascus 28 7,95 Aa 6,83 Ba 12,92 Aa 11,98 Aa

Em cada caracteristica, cada grupo e cada tempo (linha), A difere de B pelo teste F (P < 0,05).
Em cada caracteristica, cada grupo e cada sexo (coluna), a difere de b pelo teste F (P < 0,05).
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Rutina, machos: Y =7,60 mg/dL

Rutina, fémeas: Y =7,06 mg/dL
Monascus, machos: médias observadas
Monascus, fémeas: Y =7,11mg/dL

Grafico 17 — Estimativa do teor de fésforo de machos e fémeas de coelhos
avaliados aos 28 dias, em funcao de doses de rutina (A) e de
monascus (B).
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Grupos de machos e fémeas tratados com o flavondide n&o obtiveram
seus valores médios de fosforo alterados: 7,60 mg/dL para os primeiros e
7,06 mg/dL para os segundos (Grafico 17).

Niveis séricos de fosforo em fémeas tratadas com monascus, de
acordo com a dose empregada, nado obtiveram flutuagdes nos valores
meédios do constituinte bioquimico analisado (7,11 mg/dL). Para individuos
machos a maior média encontrada foi de 8,49 mg/dL no grupo de 80 mg e a
menor de 7,11 mg/dL encontrada no grupo cujo 0s animais ingeriam

40 mg/dia da substancia testada (Grafico 17).

- Célcio

Calcio ndo apresentou alteragdes estatisticamente significativas em
seus niveis séricos, quando comparamos animais machos e fémeas.
Comparando-se dentro de um mesmo grupo, o quadro apresenta que
machos tratados com 80 mg do corante natural, assim como o grupo-
controle, apresentou diferengas estatisticamente significativas. O grupo de
fémeas submetidas a 20 mg de rutina também tiveram seus niveis de calcio
alterados. Entretando essas alteragcbes nado apresentam significancia
fisiolégica relevante, uma vez que as demais doses empregadas nao
atuaram em variagdes significativas nos niveis de calcio. Fundamentando
esta afirmacédo, pode-se analisar a Tabela 5 e constatar que os valores de
calcio dos grupos-controles, nos tempos inicial e final, se situaram numa
faixa proxima dos resultados obtidos em todos os grupos de animais que
foram submetidos aos tratamentos.

Coelhos machos do grupo-controle apresentaram no tempo zero uma
concentragdo meédia de 11,30 mg/dL de calcio, o grupo de fémeas
apresentavam uma média de 11,90 mg/dL.

Humanos com niveis normais de calcio no sangue apresentam faixa
de 9,0-11,5 mg/dL de calcio ionizado.

O calcio em coelhos € absorvido no intestino delgado. Dietas ricas em
calcio acarretam na liberacdo de urina rica em carbonato de calcio, sendo
que esta excrecao de calcio pela urina do coelho se relaciona pela auséncia

de controle homeostatico dos niveis de célcio no soro (CHEEKE, 1987).
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Grafico 18 — Estimativa do teor de calcio de machos e fémeas de coelhos
avaliados aos 28 dias, em fungédo de doses de rutina (A) e de
monascus (B).

Segundo CHEEKE, (1987), as diferengas existentes entre o coelho e
a maioria dos animais com relacdo ao metabolismo do calcio pode ser
resumida nos seguintes aspectos: a) o animal tem uma alta taxa de
absorcdo de calcio, que ndo estd regulada com as necessidades
metabodlicas de utilizacdo deste componente; assim sendo, se explica
valores de calcio nos coelhos acima do encontrado na espécie humana; b)
os niveis de calcio no sangue nao estdo regulados homeostaticamente e sim
guardam relacao direta com a concentracéo de calcio presente na dieta; c) A
fragao ultrafiltravel do calcio presente no sangue é elevada, determinando
uma passagem acentuada do constituinte ao rim; d) A principal rota de
excrec¢ao de calcio nos coelhos é a urina, o que os diferencia dos outros
animais, cuja principal rota de eliminacéo se da pela bile.

Analisando-se os graficos apresentados, conclui-se que nao existiram
atividades do flavondide e do corante estudado sobre os animais nas
concentragdes de calcio, independentemente da dose e, ou, do grupo

considerado. Desta forma, animais machos que sofreram tratamento de
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rutina permaneceram com o valor médio constante de 12,90 mg/dL e fémeas
com 12,83 mg/dL no soro sanguineo, comparando-se com o grupo-controle.
Estimativas de 13,08 mg/dL de calcio para machos e de 12,56 mg/dL

para fémeas foram obtidos quando calculados para monascus.
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5.CONCLUSAO

Neste experimento, houve auséncia de toxicidade com o tratamento
com rutina e monascus, indicando que tais compostos apresentam uma boa
possibilidade de serem empregados isoladamente ou associados com
medicamentos. Entretanto, novos testes de toxicidade, tais como toxicidade
reprodutiva, teratogénicos, testes de genotoxicidade, dentre outros, ainda
devem ser efetuados, além de outras pesquisas para se descobrir novas
aplicabilidades farmacologicas de tais compostos.

Uma importante ressalva deve ser feita quando analisa-se que
testes em animais sdo considerados pré-clinicos. Desta forma, estudos
clinicos em humanos tornam-se fundamentais e imprescindiveis para se
certificar dos resultados encontrados na avaliagéo toxicoldgica encontrada
na presente dissertagdo, viabilizando, desta forma, o emprego das

substancias testadas como farmacos.
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2. CONCLUSOES GERAIS

Os estudos desenvolvidos nesta dissertacdo apresentaram resultados
promissores quanto a utilizagcdo de produtos naturais, como flavondides e
corantes, no tratamento e na prevencao de patologias. Faz-se necessaria a
realizacdo de pesquisas que determinem mecanismos de acdo destas
substancias, uma vez que as informacdes decorrentes destes estudos séo
cruciais na explicagdo dos resultados obtidos nos ensaios realizados na
preparacao deste trabalho.

Associagbes de flavondides com medicamentos podem atuar numa
melhor eficacia do medicamento, esta afirmacao se fundamenta na atividade
sinérgica encontrada entre chitosan e naringenina no controle lipidico em
coelhos hiperlipidémicos. Rutina e monascus nas doses empregadas,
aparentemente, ndo devem colocar em risco a saude humana. Apos novos
estudos serem realizados sobre potenciais toxicoldgicos e farmacoldgicos
destes compostos, far-se-d0 necessarios estudos clinicos em humanos para
poder se divulgar a utilidade de rutina e monascus como medicamentos, a
mesma observagéo € valiosa para naringenina, uma vez que o chitosan ja
vem sendo utilizado como medicamento na reduc¢ao de peso e de colesterol
sanguineo em humanos.

Pode-se concluir ainda que as substancias testadas nao foram
toxicas, nas doses empregadas, para o metabolismo de proteinas, minerais,

lipidios e glicose.
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APENDICE



APENDICE A

Tabela 1A — Significancia da estatistica F de diferentes fontes e coeficiente
de variacao experimental (CV) para caracteristicas do soro de
machos e fémeas de coelhos tratados com diferentes doses de
rutina e de monascus e avaliados no inicio do experimento e
apods 28 dias

Caracteristica T S G TxS TxG SxG TxSxG CV (%)
Ganho de peso - ns ns - ns - 22,47
Colesterol total ** ** ns ** ns ns ns 20,15
Colesterol-HDL Ns ** ns ns * ** ns 19,11
Triacilglicerois ** ns ns ** ns ns ns 20,52
Albumina Ns ** * ** ns ns ns 4,20
Creatinina ** ns ns ns ns ns ns 13,86
Uréia Ns * ns ns ns ns ns 14,02
Acido urico Ns ns ns * * ns ** 27,30
Glicose Ns ns *x ns ns ns ns 5,74
Gama-GT Ns ns ** ns ns ns ns 33,37
Bilirrubina direta ** ns ns ns ns ns ns 56,80
Bilirrubina total * ns ns ns ns ns ns 28,93
Cloro ** * ns * ns ns ns 2,61
Proteina * ns ns ** ns ns ns 7,32
TGO * ns * ns ** ns ns 35,89
TGP Ns ** > * ** ** ns 22,01
Fosforo Ns ** ns * ns ns ns 9,51
Calcio ** Ns ns ns ns ns Ns 12,23

** Significativo pelo teste F (P < 0,01).

* Significativo pelo teste F (P < 0,05).

ns Nao-significativo pelo teste F (P > 0,05).

T = tempo (dias); S = Sexo (machos e fémeas) e G = grupos tratados com rutina e monascus.
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Tabela 2A — Desdobramento de sexo dentro de tempo e de grupo para o colesterol total, colesterol-HDL, albumina, creatinina,
uréia, acido urico e glicose do soro de machos e fémeas coelhos submetidos a dietas com diferentes doses de rutina
e de monascus e avaliados no inicio do experimento e aos 28 dias

Quadrado Médio

FV GL
Colesterol Colesterol-HDL  Triacilgliceréis  Albumina Creatinina Uréia Acido urico Glicose

S/ tempo 0 e grupo 1 1 17.489,1300 ** 150,5440 ns 846,4000 ns 0,2465 * 0,0102 ns 2,6010 ns 0,000090 ns 5,7760 ns
S/ tempo 0 e grupo 2 1 22.090,0000 ** 38,0250 ns 123,2010 ns 0,0116 ns 0,0062 ns 0,4000 ns 0,000010 ns 8,4640 ns
S/ tempo 0 e grupo 3 1 15.984,0100 ** 8,8360 ns 577,6000 ns 0,0040 ns 0,0176 ns 1,8490 ns 0,000040 ns 15,6250 ns
S/ tempo 0 e grupo 4 1 20.784,4800 ** 12,7690 ns 3.426,2010 * 0,0001 ns 0,0548 ns 7,3960 ns 0,000040 ns 42,4360 ns
S/ tempo 0 e grupo 5 1 20.620,6800 ** 148,2250 ns 260,1000 ns 0,0292 ns 0,0130 ns 2,9160 ns 0,001000 ns 32,4000 ns
S/ tempo 0 e grupo 6 1 17.147,8800 ** 357,6039 ** 577,6000 ns 0,0026 ns 0,0476 ns 4,0960 ns 0,002250 ns 12,3210 ns
S/ tempo 0 e grupo 7 1 20.061,4500 ** 101,1240 ns 1.000,0000 ns 0,0230 ns 0,0036 ns 5,4760 ns 0,002250 ns 2,8090 ns
S/ tempo 28 e grupo 1 1 22.061,8100 ** 276,6760 * 770,8841 ns 0,1300 ns 0,1277 * 185,7610 ** 0,001000 ns 128,1639 ns
S/ tempo 28 e grupo 2 1 5.822,5670 ** 164,8360 ns 2,0250 ns 0,1061 ns 0,0230 ns 0,0090 ns 0,000250 ns 2,5000 ns
S/ tempo 28 e grupo 3 1 4.368,1000 ** 43,0562 ns 1.713,4810 ns 0,0922 ns 0,1369 * 141,9782 ** 0,001000 ns 2,8090 ns
S/ tempo 28 e grupo 4 1 5.175,6260 ** 0,0010 ns 3.161,2830 * 0,3098 * 0,0002 ns 1,3690 ns 0,000010 ns 68,1209 ns
S/ tempo 28 e grupo 5 1 7.017,2030 ** 166,4640 ns 2.059,2250 ns 0,0212 ns 0,0774 ns 0,1960 ns 0,000490 ns 21,7563 ns
S/ tempo 28 e grupo 6 1 15.101,0000 ** 1.020,1000 ** 1.406,5970 ns 0,0941 ns 0,0270 ns 5,6250 ns 0,030250 ** 54,7559 ns
S/ tempo 28 e grupo 7 1 12.411,5300 ** 419,9039 ** 1.304,1640 ns 0,1124 ns 0,0130 ns 2,6729 ns 0,005290 ns 5,9290 ns
Residuo 112 460,7317 48,0726 757,0778 0,0362 0,0302 17,2701 0,001389 66,9859

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



Tabela 3A — Desdobramento de sexo dentro de tempo e de grupo para gama-GT, bilirrubina direta e total, clorofila, proteina, TGO,
TGP, fosforo e calcio do soro de machos e fémeas de coelhos submetidos a dietas com diferentes doses de rutina e
de monascus e avaliados no inicio do experimento e aos 28 dias

Quadrado Médio

FV GL
GZ’?"’" Bilirrubina direta  Bilirrubina total  Clorofila Proteina TGO TGP Fésforo  Calcio

S/ tempo 0 e grupo 1 1 1,6000 ns 0,000010 ns 0,001210 ns 0,0010 ns 21,3160 ns 129,6000 ns 1.123,6000 * 0,0185 ns 0,9000 ns
S/ tempo 0 e grupo 2 1 0,9000 ns 0,000010 ns 0,001000 ns 1,4440 ns  146,6890 ** 12,1000 ns 1.904,4000 ** 0,0504 ns 0,8410 ns
S/ tempo 0 e grupo 3 1 1,6000 ns 0,000360 ns 0,000640 ns 2,5000 ns 0,4000 ns 22,5000 ns 4.161,6000 ** 0,0053 ns 0,4000 ns
S/ tempo 0 e grupo 4 1 2,5000 ns 0,000360 ns 0,001000 ns 3,9690 ns 3,6000 ns 115,6000 ns 0,9000 ns 0,0090 ns 0,4410 ns
S/ tempo 0 e grupo 5 1 0,4000 ns 0,000040 ns 0,001690 ns 2,6010 ns 0,4410 ns 52,9000 ns 40,0000 ns 0,0078 ns 1,2250 ns
S/ tempo 0 e grupo 6 1 0,1000 ns 0,000001 ns 0,001960 ns 2,5000 ns 1,2960 ns 129,6000 ns 72,9000 ns 0,0240 ns 3,8440 ns
S/ tempo 0 e grupo 7 1 2,5000 ns 0,000040 ns 0,004840 ns 1,2960 ns 2,9160 ns 62,5000 ns 722,5000 ns 0,0068 ns 0,7290 ns
S/ tempo 28 e grupo 1 1 4,9000 ns 0,000490 ns 0,008410 ns 17,6890 ns 0,2250 ns 32,4000 ns 97,9690 ns 1,4516 ns 0,4410 ns
S/ tempo 28 e grupo 2 1 2,5000 ns 0,001440 ns 0,015210 ns 54,7560 ** 7,3960 ns 656,1000 ns 1,6000 ns 2,4900 * 0,0490 ns
S/ tempo 28 e grupo 3 1 1,6000 ns 0,000010 ns 0,000010 ns 24,6490 ns 121,2432 * 2,5000 ns 1.210,0000 * 0,0360 ns 3,0250 ns
S/ tempo 28 e grupo 4 1 1,6000 ns 0,000001 ns 0,000090 ns 26,5690 ns 309,1360 ** 1.081,6000 ns 184,9000 ns 0,6503 ns 1,7640 ns
S/ tempo 28 e grupo 5 1 8,1000 ns 0,000810 ns 0,000360 ns 26,2440 ns 0,7290 ns 52,9000 ns 448,9000 ns 0,9923 ns 0,0040 ns
S/ tempo 28 e grupo 6 1 0,9000 ns 0,000090 ns 0,015210 ns 54,2890 ** 1,1560 ns 6,4000 ns 52,9000 ns 6,8890 ** 1,5210 ns
S/ tempo 28 e grupo 7 1 0,4000 ns 0,000010 ns 0,001690 ns 5,4760 ns 61,0090 ns 4,9000 ns 144,4000 ns 3,1810*  2,2090 ns
Residuo 112 10,0786 0,000599 0,005596 7,6061 19,8836 349,2499 235,9942 0,4918 2,2073

** F significativo a 1% de probabilidade.
*  F significativo a 5% de probabilidade.

ns F nao-significativo a 5% de probabilidade.



Tabela 4A — Desdobramento de tempo dentro de sexo e de grupo para o colesterol total, colesterol-HDL, albumina, creatinina,
uréia, acido urico e glicose do soro de machos e fémeas coelhos submetidos a dietas com diferentes doses de rutina
e de monascus e avaliados no inicio do experimento e aos 28 dias

Quadrado Médio

FV GL
Colesterol Colesterol-HDL  Triacilgliceréis Albumina Creatinina Uréia Acido urico Glicose

T/ machos e grupo 1 1 9,0250 ns 8,8360 ns 0,0040 ns 0,0160 ns 0,3098 ** 0,4840 ns 0,000810 ns 186,6240 ns
T/ machos e grupo 2 1 130,3210 ns 302,4999 * 1.247,6890 ns 0,0084 ns 0,0053 ns 2,0250 ns 0,001210 ns 11,4490 ns
T/ machos e grupo 3 1 4,9000 ns 13,3403 ns 292,6811 ns 0,0168 ns 0,0096 ns 13,1790 ns 0,000010 ns 0,3610 ns
T/ machos e grupo 4 1 32,4000 ns 14,6410 ns 826,2810 ns 0,0846 ns 0,0410 ns 0,0160 ns 0,000090 ns 25,9210 ns
T/ machos e grupo 5 1 620,9439 ns 0,1960 ns 161,6040 ns 0,0260 ns 0,0706 ns 5,3290 ns 0,000810 ns 3,4223 ns
T/ machos e grupo 6 1 184,0410 ns 0,0640 ns 22,5000 ns 0,2372 * 0,1040 ns 0,0360 ns 0,039690 ** 33,8559 ns
T/ machos e grupo 7 1 189,2250 ns 198,0250 * 8,1000 ns 0,0608 ns 0,1369 * 19,5161 ns 0,003610 ns 7,5690 ns
T/ fémeas e grupo 1 1 176,4001 ns 1,9360 ns 1,6000 ns 0,0689 ns 0,0096 ns 161,6040 ** 0,000160 ns 22,5000 ns
T/ fémeas e grupo 2 1 7.011,9030 ** 114,9210 ns 2.024,9300 ns 0,1166 ns 0,0922 ns 0,4840 ns 0,002890 ns 22,2010 ns
T/ fémeas e grupo 3 1 3.378,2450 ** 0,0040 ns 2.334,7840 ns 0,1369 ns 0,0194 ns 47,9610 ns 0,000490 ns 2,8090 ns
T/ fémeas e grupo 4 1 6.071,2960 ** 55,2250 ns 7.398,4000 ** 0,0757 ns 0,0003 ns 2,0250 ns 0,000160 ns 11,2361 ns
T/ fémeas e grupo 5 1 7.182,4020 ** 1,3690 ns 5.508,4100 ** 0,0348 ns 0,1850 * 0,0250 ns 0,000360 ns 0,6760 ns
T/ fémeas e grupo 6 1 467,8560 ns 163,2160 ns 3.225,6160 * 0,0168 ns 0,0723 ns 0,0250 ns 0,000490 ns 3,7210 ns
T/ fémeas e grupo 7 1 1.934,8810 * 13,2250 ns 4.981,8240 * 0,0578 ns 0,1000 ns 0,1960 ns 0,003610 ns 12,3210 ns
Residuo 112 460,7317 48,0726 757,0778 0,0362 0,0302 17,2701 0,001389 66,9859

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



Tabela 5A — Desdobramento de tempo dentro de sexo e de grupo para gama-GT, bilirrubina direta e total, clorofila, proteina, TGO,
TGP, fésforo e calcio do soro de machos e fémeas de coelhos submetidos a dietas com diferentes doses de rutina e
de monascus e avaliados no inicio do experimento e aos 28 dias

Quadrado Médio

FV GL - . - .
Gama-gT  Dilirrubina - Bilirrubina o0 061, proteina TGO TGP Fésforo  Calcio
direta total
T/ machos e grupo 1 1 6,4000 ns  0,000090 ns  0,000810 ns 67,0810 ** 509,7960 ** 44,1000 ns 770,8841 ns 0,3803ns 14,1610 *
T/ machos e grupo 2 1 0,1000 ns  0,000160 ns  0,005290 ns 86,4361 ** 617,7961 ** 828,1000 ns  2.464,9000 ** 0,8821 ns 5,7760 ns
T/ machos e grupo 3 1 2,5000 ns 0,000160 ns  0,002250 ns 88,8040 ** 447,8286 ** 72,9000 ns 144,4000 ns 0,4840 ns 2,3040 ns
T/ machos e grupo 4 1 1,6000ns 0,000040ns 0,007840ns 113,5690 ** 656,1000 ** 360,0000 ns 144,4000 ns 0,2528 ns 2,2090 ns
T/ machos e grupo 5 1 0,1000 ns  0,000090 ns  0,006760 ns 0,1210 ns 638,4009 **  2.992,9000 ** 2.371,6010 ** 0,0980 ns 0,0360 ns
T/ machos e grupo 6 1 0,4000 ns 0,000810ns 0,019360 ns 21,9040 ns 538,7559 ** 270,4000 ns 36,1000 ns 3,5403 ** 16,1290 **
T/ machos e grupo 7 1 3,6000 ns  0,000090 ns 0,046240 ** 25,2810 ns 707,2808 ** 32,4000 ns  2.992,9010 ** 1,1696 ns 3,8440 ns
T/ fémeas e grupo 1 1 0,9000ns 0,001210ns  0,007290 ns 16,1290 ns 765,6250 ** 152,1000 ns  2.640,6250 ** 0,2045 ns 4,6240 ns
T/ fémeas e grupo 2 1 0,1000 ns  0,002890 * 0,000360 ns 0,4840 ns 100,4890 * 44,1000 ns 52,9000 ns 0,1716 ns 9,6040 *
T/ fémeas e grupo 3 1 0,9000 ns 0,000090 ns  0,000640 ns 8,2810 ns 116,2810 * 220,9000 ns  1.742,4000 ** 0,3349 ns 6,8890 ns
T/ fémeas e grupo 4 1 2,5000 ns 0,000160 ns 0,002250 ns 56,1690 ** 37,6360 ns 10,0000 ns 6,4000 ns 0,1588 ns 0,6760 ns
T/ fémeas e grupo 5 1 6,4000 ns 0,001960 ns 0,010890 ns 14,8840 ns 564,0011 **  4.796,1000 ** 1.144,9000 * 0,3534 ns 0,9610 ns
T/ fémeas e grupo 6 1 0,4000 ns 0,000360 ns 0,047610 ** 1,2250 ns 440,8960 ** 57,6000 ns 52,9000 ns 0,3460 ns 0,6760 ns
T/ fémeas e grupo 7 1 0,9000 ns  0,000360 ns  0,059290 ** 14,6410 ns 291,6001 ** 129,6000 ns 250,0000 ns 0,6150 ns 1,7640 ns
Residuo 112 10,0786 0,000599 0,005596 7,6061 19,8836 349,2499 235,9942 0,4918 2,2073

** F significativo a 1% de probabilidade.

*

F significativo a 5% de probabilidade.

ns F nao-significativo a 5% de probabilidade.



Tabela 6A — Desdobramento do efeito de rutina dentro de tempo e de sexo para o colesterol total, colesterol-HDL, albumina,
creatinina, uréia, acido urico e glicose do soro de machos e fémeas coelhos submetidos a dietas com diferentes
doses de rutina e de monascus e avaliados no inicio do experimento e aos 28 dias

Quadrado Médio

FV GL

Colesterol Colesterol-HDL  Triacilgliceréis Albumina Creatinina Uréia Acido urico Glicose
Rutina/ Tempo 0, machos 3 7,5927 ns 2,3880 ns 565,3205 ns 0,0223 ns 0,004000 ns 6,0605 ns 0,000032 ns 13,2193 ns
Rutina/ Tempo 0, fémeas 3 181,1405 ns 89,0933 ns 27,2205 ns 0,1053 * 0,017100 ns 1,2032 ns 0,000098 ns 79,2258 ns
Rutina/ Tempo 28, machos  (3) 80,5240 ns 129,8225 * 569,8094 ns 0,0396 ns 0,131187 ** 12,7921 ns 0,000498 ns 21,1005 ns
Linear 1 6,7600 ns 111,4081 ns 197,6837 ns 0,0225 ns 0,178084 * 2,9998 ns 0,000529 ns 31,4721 ns
Quadratico 1 0,7220 ns 206,4031 * 23,3280 ns 0,0562 ns 0,208080 ** 8,2947 ns 0,000125 ns 29,0405 ns
Desvio 1 234,0900 ns 71,6563 ns 1.488,4180 ns 0,0400 ns 0,007396 ns 27,0816 ns 0,000841 ns 2,7889 ns
Rutina/ Tempo 28, fémeas (3) 3.335,1300 ** 88,7793 ns 2.345,2460 * 0,0410 ns 0,007938 ns 67,2259 * 0,000938 ns 29,9111 ns
Linear 1 6.160,6780 ** 51,5524 ns 6.266,3060 ** 0,1082 ns 0,000001 ns 72,4201 * 0,000081 ns 2,7889 ns
Quadratico 1 2.954,8810 * 154,5680 ns 168,2001 ns 0,0011 ns 0,023805 ns 11,1005 ns 0,002205 ns 72,5804 ns
Desvio 1 889,8327 ns 60,2175 ns 601,2314 ns 0,0137 ns 0,000009ns 118,1568 * 0,000529 ns 14,3641 ns

Residuo 112 460,7317 48,0726 757,0778 0,0362 0,0302 17,2701 0,001389 66,9859

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



Tabela 7A — Desdobramento do efeito de rutina dentro de tempo e de sexo para gama-GT, bilirrubina direta e total, clorofila,
proteina, TGO, TGP, fosforo e calcio do soro de machos e fémeas de coelhos submetidos a dietas com diferentes
doses de rutina e de monascus e avaliados no inicio do experimento e aos 28 dias

Quadrado Médio

FV GL - . - .
Gama-gT  Bilirrubina - Bilirrubina 60 o612 proteina TGO TGP Fésforo  Calcio

direta total
Rutina/ Tempo 0, machos 3 26,9833 ns 0,000287 ns 0,001907 ns 2,8120 ns 9,7592 ns 17,2500 ns  1.990,2670 ** 0,1083 ns 0,3313 ns
Rutina/ Tempo 0, fémeas 3 21,1167 ns 0,000173 ns 0,001605 ns 5,0280 ns 51,5893 ns 179,7833 ns  2.128,0500 ** 0,0939 ns 0,8220 ns
Rutina/ Tempo 28, machos (3) 18,1833 ns 0,000045 ns 0,003898 ns 5,8467 ns 10,5158 ns  756,1330 ns 313,4586 ns 0,9112 ns 2,0133 ns
Linear 1 28,0900 ns 0,000049 ns 0,000121 ns 4,8400 ns 0,0067 ns  645,1599 ns 229,8255 ns 0,8100 ns 3,5344 ns
Quadratico 1 11,2500 ns  0,000005 ns 0,000125 ns 0,4500 ns 30,2088 ns  649,7995 ns 121,0320 ns 0,0192 ns 1,8000 ns
Desvio 1 15,2100 ns  0,000081 ns 0,010442 ns 12,2500 ns 1,3317 ns  973,4399 ns 589,5183 ns 1,9044 ns 0,7056 ns
Rutina/ Tempo 28, fémeas (3) 25,7833 ns 0,000845 ns 0,009285 ns 4,2965ns 135,8419 ** 264,9333 ns 15,3125 ns 0,0406 ns 2,1285 ns
Linear 1 59,2900 * 0,000729 ns 0,002025 ns 4,2849 ns 386,9089 ** 64,0000 ns 1,1025 ns 0,0014 ns 3,5721 ns
Quadratico 1 18,0500 ns 0,000125 ns 0,023805 * 7,8125 ns 9,6605ns  441,8000 ns 45125 ns 0,0911 ns 1,3005 ns
Desvio 1 0,0100 ns 0,001681 ns 0,002025 ns 0,7921 ns 10,9560 ns  289,0003 ns 40,3225 ns 0,0292 ns 1,5129 ns

Residuo 112 10,0786 0,000599 0,005596 7,6061 19,8836 349,2499 235,9942 0,4918 2,2073

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



Tabela 8A — Desdobramento do efeito de monascus dentro de tempo e de sexo para o colesterol total, colesterol-HDL, albumina,
creatinina, uréia, acido urico e glicose do soro de machos e fémeas coelhos submetidos a dietas com diferentes
doses de rutina e de monascus e avaliados no inicio do experimento e aos 28 dias

Quadrado Médio

FV GL
Colesterol Colesterol-HDL  Triacilglicerois Albumina Creatinina Uréia Acido urico Glicose

Monascus/ Tempo 0, machos 3 2,4218 ns 58,0020 ns 66,9833 ns 0,0553 ns 0,011712 ns 4,9693 ns 0,002858 ns 57,5819 ns
Monascus/ Tempo 0, fémeas 3 106,4227 ns 26,7165 ns 47,5333 ns 0,0705 ns 0,044858 ns 5,9872 ns 0,000707 ns 113,3472ns
Monascus/ Tempo 28, machos  (3) 130,6641 ns 43,4511 ns 6,7492 ns 0,0857 ns 0,069175 ns 8,2273 ns 0,009833 **  102,1065 ns

Linear 1 126,6606 ns 87,2685 ns 8,3732 ns 0,1439 * 0,080727 ns 20,0905 ns 0,000187 ns 26,0573 ns

Quadratico 1 265,2602 ns 0,2642 ns 0,0479 ns 0,0119 ns 0,077939 ns 0,5911 ns 0,000966 ns 144,9882 ns

Desvio 1 0,0715 ns 42,8205 ns 11,8265 ns 0,1012ns  0,048858 ns 4,0002 ns 0,028346 ** 135,2741 ns
Monascus/ Tempo 28, fémeas (3) 2.424,4103** 119,0045 ns 2.355,7966 * 0,0548 ns  0,052619 ns 52,0300 * 0,001293 ns 148,8439 ns

Linear 1 3.017,2810 * 182,5329 ns 3.333,4560 * 0,1018 ns  0,010441 ns 93,6917 * 0,001567 ns 78,4733 ns

Quadratico 1 4.134,2360 ** 0,3021 ns 2.966,7210 * 0,0105ns  0,143188 * 51,8866 ns 0,001136 ns 171,8598 ns

Desvio 1 121,7139ns  174,1784 ns 767,2129 * 0,0521 ns 0,004227 ns 10,5117 ns 0,001176 ns  196,1986 ns
Residuo 112 460,7317 48,0726 757,0778 0,0362 0,030200 17,2701 0,001389 66,9859

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



Tabela 9A — Desdobramento de efeito de monascus dentro tempo e de sexo para gama-GT, bilirrubina direta e total, clorofila,
proteina, TGO, TGP, fosforo e calcio do soro de machos e fémeas de coelhos submetidos a dietas com diferentes
doses de rutina e de monascus e avaliados no inicio do experimento e aos 28 dias.

Quadrado Médio

FV 6L _— _—

Gama-gT  Bilirubina  Bilirubina g5 0612 proteina TGO TGP Fésforo Calcio

direta total

Monascus/ Tempo 0, machos 3 31,2667 * 0,000080 ns 0,000840 ns 2,3205 ns 14,3540 ns 254,7333 ns 2.086,3170 ** 0,0110 ns 1,9393 ns
Monascus/ Tempo 0, fémeas 3 23,0667 ns 0,000085 ns 0,005500 ns 1,5138 ns 5,6552 ns 536,7336 ns 3.580,8490 ** 0,0364 ns 0,9400 ns
Monascus/ Tempo 28, machos (3) 16,4503 ns 0,000340 ns 0,014152 ns 22,6736 * 1,9367 ns 1.332,7455 * 525,2282 ns 1,5205 * 2,0041 ns
Linear 1 33,5602 ns 0,000003 ns 0,027437 * 11,9203 ns 3,2787 ns 102,6305 ns 404,8791 ns 0,2380 ns 2,8117 ns
Quadratico 1 10,2496 ns 0,000269 ns 0,005067 ns 42,0327 * 2,3556 ns 2.315,7040 * 92,7416 ns 0,4420 ns 2,2669 ns
Desvio 1 5,5411 ns 0,000748 ns 0,009952 ns 14,0677 ns 0,1757 ns 1.579,9020 * 1.078,0640 * 3,8814 ** 0,9336 ns
Monascus/ Tempo 28, fémeas (3) 33,1355 * 0,000240 ns 0,013322 ns 13,3562 ns 36,4860 ns 1.664,4477 ** 156,5617 ns 1,0425 ns 1,5138 ns
Linear 1 49,6305 * 0,000001 ns 0,000195 ns 6,0941 ns 97,1036 * 16,1390 ns 89,2375 ns 0,0352 ns 4,1882 ns
Quadratico 1 3,9383 ns 0,000500 ns 0,006058 ns 0,0001 ns 4,0175 ns 2.869,1690 ** 47,4372 ns 1,5961 ns 0,2447 ns
Desvio 1 45,8376 * 0,000219 ns 0,033712 * 33,9745 * 8,3369 ns 2.108,0350 * 333,0104 ns 1,4961 ns 0,1085 ns

Residuo 112 10,0786 0,000599 0,005596 7,6061 19,8836 349,2499 235,9942 0,4918 2,2073

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



