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RESUMO

LIMA, Leonardo Ramos Paes de, D.S., Universidade Federal de Vigosa, agosto
de 2004. Estudos comparativos de modelos animais submetidos a
disfuncdes lipidicas (hiperlipidemia) pela agcdo de compostos naturais
(flavonoides e corantes). Orientadora: Tania Toledo de Oliveira.

Conselheiros: Tanus Jorge Nagem e Adelson Luiz Araudjo Tinoco.

Realizaram-se 4 ensaios bioldgicos e 1 in vitro com a finalidade de se
avaliar as agbes farmacologicas de flavondides e corantes naturais sobre o
metabolismo lipidico. Inicialmente, avaliou-se qual espécie animal, entre coelhos
da variedade Nova Zelandia, ratos machos da variedade Wistar e Cobaias
(Cavia porcellus), seriam melhores para a inducdo da hiperlipidemia, através da
administracdo de acido cdlico e colesterol juntamente com a racdo especifica
para cada espécie e agua ad libitun. O sangue foi coletado aos 30 e 60 dias
apos o inicio do tratamento e analisados os teores de colesterol, colesterol-HDL,
triacilglicer6is e glicose no soro desses animais. Apdés o término dos
experimentos, foram coletadas amostras de figado e arco adrtico dos animais,
numa repeticdo de quatro amostras para cada grupo, escolhidos ao acaso, a fim
de proceder aanalise histopatoldgica. Neste ensaio, a inducédo mais eficiente em
provocar a hiperlipidemia foi conseguida nos coelhos, mostrando niveis séricos
extremamente altos em um curto intervalo de tempo, 0 que o faz ser um dos
animais mais procurado atualmente para trabalhos com esta finalidade. Em

posse dos resultados, montou-se o segundo ensaio bioldgico, optando-se entédo
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por utilizar coelhos da raca Nova Zelandia na determinacdo da melhor via de
administracdo dos flavondides e corantes naturais, que sdo utilizados
atualmente no estudo de seus efeitos farmacoldégicos como agentes
hipolipidémicos. De acordo com o que foi observado e pela praticidade na
administracdo, optou-se por administrar as substancias a serem testadas, pela
via oral, nos outros experimentos. Um terceiro ensaio bioldgico foi realizado no
intuito de se determinar a melhor concentracdo na qual os flavondides e
corantes atuam como farmacos hipolipidémicos. Os tratamentos foram
constituidos por dois grupos controles, sendo um grupo alimentado s6 com
racdo e o0 outro com racdo + colesterol + acido colico (RCA), e por outros 16
grupos que receberam as seguintes substancias: quercetina, rutina, morina e
naringenina, nas doses e 5 mg, 10 mg, 15 mg e 30 mg. A administracdo destas
substancias foi pela via oral, sendo ministradas em capsulas tendo o talco
farmacéutico como veiculo. As melhores reducbes conseguidas na diminuicao
do nivel do colesterol total em relacgdo ao grupo hiperlipidémico foram
observadas nos tratamentos com quercetina e rutina na dose de 5 mg e
naringenina na dose de 10 mg, sendo estas variacoes de 56,42%, 55,00% e
54,04%, respectivamente, sendo significativo pelo teste de Dunnett. O melhor
tratamento encontrado na reducdo dos niveis triglicémicos foi 0 com quercetina
a 10 mg, sendo que este tratamento abaixou o nivel de triacilglicerol destes
animais em 77,51% quando comparado com o grupo hipertriglicémico. Em
relacdo ao colesterol-HDL, foi considerada mais eficiente a substancia que
promoveu um maior aumento no nivel deste constituinte no soro, que foi
conseguido pelo tratamento com a morina nas dosagens de 10 e 15 mg,
obtendo-se um aumento de 10,79% e 9,00%, respectivamente, em relacdo ao
grupo hiperlipidémico. Em um ultimo ensaio biolégico, comparou-se os efeitos
dos flavondides baicaleina, morina, naringenina, naringina, quercetina, rutina,
crisina, luteolina e apigenina, os corantes naturais do extraidos do urucum
norbixina e bixina e o medicamento comercial hipolipidémico colestiramina na
dosagem de 10 mg/Kg de peso corporal, por via oral, em cépsula, utilizando o
talco como veiculo. Sendo esta forma de mais facil manejo, menos sacrificante
para 0 animal e com uma maior garantia das concentracfes ingeridas. A
inducdo da hiperlipidemia foi através do acido odlico e colesterol, colocados na

racao diaria dos animais. Esta forma de inducdo € mais proxima da real e menos
X



sacrificante para o animal. Todas as substancias reduziram os teores de
colesterol no soro sanguineo dos coelhos, sendo que as melhores reducdes
foram observadas nas substancias naringenina, 54,04%, naringina, 49,26%,
guercetina, 49,78%, rutina, 48,89%, crisina, 55,56%, Iluteolina, 52,58% e
apigenina, 49,88. Todos os flavondides estudados e o corante bixina reduziram
0s niveis de colesterol a valores inferiores ao do medicamento colestiramina e
sua média foi estatisticamente diferente a médias deste medicamento, pelo teste
de Tukey. Estes resultados mostram que as substancias estudadas podem ser
mais eficientes no combate a hipercolesterolemias dos que os medicamentos
atualmente no mercado, com a vantagem de serem menos tOxicos que estes.
Os melhores efeitos observados na reducdo do triacilglicerol plasméatico foram
conseguidos pelos flavonoides baicaleina, quercetina e crisina. A baicaleina e a
rutina diminuiram os niveis de triacilglicerol a valores inferiores ao do grupo
controle alimentado apenas com racédo, sendo que os valores conseguidos pela
baicaleina (56,91%) foram estatisticamente diferente deste grupo controle pelo
teste de Dunnett. A maior parte dos flavondides aqui estudados teve um melhor
efeito sobre o triacilglicerol do que o medicamento colestiramina. As substancias
que promoveram um maior aumento no nivel de colesterol-HDL foram os
flavondides baicaleina, apigenina, morina e luteolina e o0 medicamento
colestiramina. Estas substancias tiveram um efeito hipercolesterolémico para
esta fracdo lipidica do colesterol, que foram de 122,21%, 281,63%, 10,79%,
21,14% e 37,26%, respectivamente. De uma maneira geral, pode-se observar
que as substancias estudadas apresentaram uma acao farmacoldgica bastante
acentuada no metabolismo lipidico de coelhos hiperlipidémicos sem, sobretudo,
causar efeitos de toxicidade, aparentemente. No ensaio in vitro, procurou-se
caracterizar o efeito das substancias estudadas sobre a atividade da lipase,
variando-se a concentracdo dos modificadores, sendo que todos eles
aumentaram esta atividade. Este trabalho demonstrou os efeitos benéficos de
alguns flavondides e corantes naturais sob o metabolismo lipidico de coelhos,
sendo que um dos mecanismos para explicar 0s niveis reduzidos de
triacilglicerdis é o aumento da atividade da lipase por essas substancias, porém,
novas pesquisas devem ser realizadas para que estes compostos possam ser

utilizados como medicamento e testados no homem.
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ABSTRACT

LIMA, Leonardo Ramos Paes de, D.S., Universidade federal de Vigosa, august
of 2004. Comparative studies of animal models submitted to
dysfunctions lipidics (hyperlipidemia) for the action of natural
compositions (flavonoids and coloring). Adviser: Tania Toledo de Oliveira.
Committee members: Tanus Jorge Nagem and Adelson Luiz Aradjo Tinoco.

Four biological assays were realized and 1 in vitro to evaluated the
pharmacological action of flavonoids and natural coloring about the lipid
metabolism. Initially, was evaluated which animal sort, between rabbits of the
race New Zealand, male mouse of the race Wistar and guinea-pig (Cavia
porcellus), would be better for the induction of the hyperglycemia, through of the
administration of colic acid and cholesterol jointly with the feed specifies for each
species and water ad libitun. The blood was collected 30 and 60 days after the
beginning of the treatment and the levels of cholesterol, cholesterol — HDL,
triacylglicerols and glucose in the serum of those animals were analyzed. After at
the end of the experiments, were collected samples of liver and aortic arch of the
animals, in a repetition of four samples for each group, choose at random, in
order to proceed to the hystopatologic analysis. In this assays the induction more
efficient in provoke to hyperlipidemia was obtained us rabbits, showing levels
consecutives extremely loud in a short break of time, what is going to be one of
the animals more found nowadays for works with this purpose. In possession of

the results, was prepared the second biological assays, opting then by utilize
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rabbits of the race New Zealand in the determination of the best way of
administration of the flavonoids and natural coloring, that are utilized nowadays
in the study of her pharmacologicals effects how hypolipidemics agents. In
agreement with what was observed in the administration, opted by administer the
substances it will be tested, by the oral way, in the others experiments. In the
third biological assay was realized in the intention of be determined the better
concentration in the which the flavonoids and natural coloring like hypolipidemics
pharmacs. The treatments were constituted by two groups of controls, being an
alone group fed with feed and another with feed + cholesterol + colic acid (RCA),
and by others 16 groups that received the following substances: quercetin, rutin,
morin and naringenin, in the dose and 5 mg, 10 mg, 15mg and 30 mg. The
administration of these substances was by oral way, being administered in
capsule having the pharmaceutical talc as vehicle. The best reductions obtained
in the diminution of the level of the total cholesterol regarding the group
hyperlipidemic were observed us treatment with quercetin and rutin in the dose
of 5 mg and naringenin in the dose of 10 mg, being this variation of 56,42%,
55,00% and 54,04%, respectively, being significant by the test of Dunnett. The
best reduction found in the decrease of the levels triglycemics was with quercetin
to 10 mg, being that this treatment lowered the level of triacylglicerol of these
animals in 77,51% when was compared with the group hypertriglycemic.
Regarding the cholesterol — HDL, was considered more efficient the substance
that promoted the most greatest increase in the level of this constituent in the
serum, that was obtained by thetreatment with the morin in the dosages of 10
and 15mg, obtaining itself an increase of 10,69% and 9,00%, respectively,
regarding the group hyperlipidemic. In a last biological assays, compared the
effects of the flavonoids baicalein, morin, naringenin, naringin, quercetin, rutin,
cricin, luteolin and apigenin, the natural coloring extracted of the aurum norbixin
and bixin and the commercial medicine hypolipidemic colestiramin in the dosage
of 10mg/kg of corporal weight, by oral way, in capsule, utilizing the talc as
vehicle. Being this forms of easier management, less sacrificial for the animal
and with a bigger guarantee of the concentrations ingested. The induction of the
hyperlipidemia was through of the colic acid and cholesterol, put in the daily feed
of the animals. This form of induction is more near to the real one in less

sacrificant for the animal. All the substances reduced the levels of cholesterol, in
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the blood serum of the rabbits, being that the best reductions were observed in
the substances naringenin, 54,04%, naringin, 49,26%, quercetin, 49,78%, rutin,
48,89%, crisin, 55,56%, luteolin, 52,58% and apigenin, 49,88. All of the
flavonoids studied and coloring bixin reduced the levels of cholesterol to lower
values to the of the medicine colestiramin and his medium was statistics peculiar
on average of this medicine, by test of Tukey. These results show that the
substances studied can be more efficient in the combat to hypercholesterolemias
than the medicines at present in the market, with the advantage of will be less
toxic than these. The best effects observed in the reduction of the triacylglicerol
plasmatic were obtained by the flavonoids baicalein, quercetin and crisin. The
baicalein and to rutin diminished the levels of tryglicerids to lower values the of
the group control feeding just with feed, being that the values obtained by the
baicalein (- 56, 91%) were statistics unlike this control group by the test of
Dunnett. Most of the flavonoids here studied had a better effect about the
triacylglicerol than the medicine colestiramin. The substances that promoted a
bigger increase in the level of cholesterol — HDL were the flavonoids baicailen,
apigenin, morin and luteolin and the medicine colestiramin. These substances
had the effect hypercholesterolemic for this part of the lipid of the cholesterol,
that were of 122, 21%, 281,63%, 10,79%, 21,14% and 37,26% respectively. In
general way, is able to be observed that the substances studied presented an
pharmacological action enough accentuated in the lipid metabolism of rabbits
hyperlipidemics without, above all, cause effects of toxicity, apparently. In assays
in vitro, found be characterized the effect of the substances studied about the
activity of the lipase, varying the concentration of the modifier, being that all they
increased this activity. This presentation showed the beneficial effects of some
flavonoids and natural coloring in the lipid metabolism of rabbits, being that one
of the mechanisms for explain the limited levels of triacylglicerols and increase of
the activity of the lipase by those substances, however, new researches should
be realized for that these composed can be utilized like medicine and tested in

the man.
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1.INTRODUCAO

O colesterol e o acido colico adicionados a dieta alimentar sdo usado,
frequentemente, na elevacdo da concentracdo de colesterol no soro ou em
tecidos de animais experimentais, facilitando o estudos da etiologia dos
distirbios metabodlicos relacionados a hipercolesterolemia (Bocan, 1998 e
Stehbens, 1986). Os coelhos sdo mais suscetiveis ao desenvolvimento da
aterosclerose gue os ratos quando da inducao de hipercolesterolemia através de
colesterol na dieta (Bocan, 1998 e Stehbens, 1986). Porém, a
hipercolesterolemia moderado pode ser conseguida em ratos através de
alimentagcdo com &acido colico juntamente com uma dieta rica em colesterol, mas
este tratamento ndo resulta em lesdes aterosclerdticas nos ratos (Stehbens,
1986; Uysal et al., 1988 e Bulur et al., 1995).

Uma alimentacdo com dieta suplementada com colesterol para coelhos
produz severas lesfGes aterosclerdticas vasculares e hipercolesterolemia como
também um aumento no estresse oxidativo em varios tecidos (Del Boccio et al.,
1990; Yamakoshi et al., 1999; Mahfouz e Kummerow, 2000; De La Cruz et al.,
2000 e Balkan et al., 2002).

Uma dieta rica em colesterol causa aumentos significativos nos niveis de
colesterol e de peroxidos lipidicos no plasma e aorta de coelhos. Porém, cs
niveis de colesterol plasmatico s6 aumentam ligeiramente em ratos com a
mesma dieta ndo havendo nenhum efeito nos niveis de colesterol e peréxidos

lipidicos na aorta. Uma dieta rica em colesterol altera os niveis de lipideos e
1



peroxidos lipidicos como também os niveis de glutationa e atividades de enzima
antioxidantes no figado de coelhos e ratos de um modo semelhante. Assim,
mudancas oxidativas no plasma e aorta podem representar um papel adicional
na formacédo de plaquetas de ateroma em coelhos depois de alimenta-los com
uma dieta rica em colesterol (Balkan et al., 2004).

O colesterol parece ter um papel chave na regulacdo da secrecdo da
lipoproteina apo B pelo figado (Thompson et al., 1996). Uma forte correlacéo
entre a taxa de sintese de colesterol e a producdo da lipoproteina apo B foi
demonstrada por Watts et al. (1995). Hipercolesterolemia familiar homozigota
produz aumento na biossintese de colesterol e também mostra aumento na
producéo da lipoproteina apo B (Bilheimer et al., 1979). A HMG-CoA redutase
hepatico € a enzima taxa-limitante no caminho biossintético do colesterol e seus
inibidores sdo muito efetivos no LDL-colesterol plasmatico na maioria das
espécies animais, inclusive humanos (Amin et al., 1993), como tal, eles séo
usados amplamente em drogas hipocolesterolémicas (Lovastatin study groups |
through 1V, 1993).

Flavonoides sdo grupos de compostos naturais que ocorrem nos vegetais
e sao conhecidos por possuirem efeitos antioxidantes. Como tal, varios estudos
prévios investigaram a natureza das capacidades antioxidantes de
bioflavondides no tratamento de varias doencas. A naringina, um flavonodide
glicolisado, € o principal flavondide presente em toranjas e constituem até 10%
do peso seco (Ishii et al., 1996). Naringina ja foi avaliado como anticancerigeno
potente (Aboobaker et al., 1994) e agente hipolipidémico (So et al., 1996). Exibe
também atividade antioxidativa (Lambev et al., 1980), contudo nenhuma
atividade mutagénica (Fisher, 1982). Alguns autores também mostraram o0s
efeitos da naringina no LDL-colesterol pela inibicdo da HMG-CoA redutase em
ratos alimentados com alto teor de colesterol (Shin et al., 1999) ou alto teor de
gordura e colesterol (So et al., 1996) e a naringenina teve efeitos moderados
sobre a vitamina E plasméatica em coelhos alimentados com alto teor de
colesterol (Jeon et al., 2001).

Kim et al. (2004) mostraram que a naringina reduz as concentracfes de
colesterol plasmatico pela inibicdo da atividade da HMG-CoA redutase hepéatica

e aumento na excrecdo de esterdis fecais. Aumentou também as atividades de



enzimas antioxidantes hepéticas, contra stress oxidativo em modelos animais
hipercolesterolémicos.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar o melhor modelo animal para
o trabalho com disfun¢des lipidicas. Assim com a agéo de alguns flavonodides e

corantes no tratamento destas disfungdes e seu possivel mecanismo de acao.



2 . REVISAO DE LITERATURA

2.1 . Digestéo, absorcao, metabolismo lipidico e dislipidemias.

2.1.1 . Digestao

A maior parte das gorduras e 6leos consumidos sdo ingeridos como
triacilglicerideos. A digestao das gorduras em mamiferos termina principalmente
no intestino delgado (duodeno). Supde-se que, no processo de digestdo, ha
liberacdo dos &cidos graxos das moléculas de triacilglicerdis, que sao
hidrolisadas por uma enzima chamada lipase secretada principalmente pelo
pancreas e também na mucosa intestinal. A lipase hidrolisa os triacilglicerideos
em diglicerideos, e logo atua sobre os diglicerideos para transforma-los em
monoglicerideos, alem disto, a lipase produzida pela mucosa intestinal pode
ajudar a hidrolisar os monoglicerideos em glicerol e &cidos graxos (FAs) livres,
desta forma as grandes cadeias de gorduras sao hidrolisadas em moléculas

menores e menos complexas.

Acidos graxos sdo moléculas ricas em energia que possuem papéis
metabdlicos importantes. Eles também s&o parte integrante das células como
componentes da membrana, podendo influenciar na fluidez e com funcédo de

receptor ou de canal. Durante os ultimos 10 anos, ficou evidente que FAs
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também podem agir como moléculas sinalizadoras envolvidas na regulacéo da
expressao do gene. A maior parte destes genes tem como objetivo codificar
proteinas com papé€is no transporte ou metabolismo de FA. A mudanca
correspondente na quantidade de proteinas especificas € um processo
adaptativo que as células desenvolveram como resposta a variacbes na
concentragao de FA de tecido vizinhos aos designados (Duplus et al., 2000).

Como os &cidos graxos ndo sdo hidrossoluveis, eles sdo emulsionados
no trato digestivo pelos sais biliares contidos na bile, que € produzida no figado
e secretada ao duodeno através do ducto biliar. Os sais biliares emulsificam as
gorduras para que possam ser absorvidas e para que a absorcdo termine é
necessario que se formem pequenos corpusculos globulares (chamados
micelas) de aproximadamente 30-100 Amstrongs de diametro, os quais séo
parcialmente sollveis em agua.

As micelas sédo formadas pelos acidos graxos livres, sais biliares e
monoglicerideos, sendo que as por¢des hidrofilicas dos sais biliares se orientam
na periferia das micelas, enquanto que as por¢des hidrofébicas se orientam no
interior destas micelas que sao transportados através das membranas das
vilosidades intestinais, onde s&o absorvidos (Cheeke, 1995).

Dispde-se de escassa informacdo sobre os pontos especificos da
digestédo dos lipideos no coelho, mas, provavelmente, tem lugar fundamental no
intestino delgado, onde se agregam a lipase e a bile (Cheeke, 1995). Os acidos
graxos insaturados consumidos pelos ruminantes se hidrogenam no rdamen,
convertendo-se em acidos graxos saturados, que determinam o alto contetudo
destes &acidos na carne dos ruminantes. N&o se sabe se esta hidrogenagdo tem
lugar no intestino grosso do coelho, mas, como a absorcdo se realiza no
intestino delgado, é pouco provavel que se produza uma hidrogenacao

apreciavel das gorduras insaturadas no coelho.

2.1.2 . Absorcéo

Quando as micelas entram em contato com a parede intestinal, as
lipases e colipases ai produzidas desfazem estas micelas, os acidos graxos

livres, o glicerol e os monoglicerideos sao absorvidos, enquanto que a bilis ndo
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€ absorvida, permanecendo na luz intestinal. Dentro das células da mucosa
intestinal, os &cidos graxos e o0s monoglicerideos s&o reconstituidos a
triacilglicerideos, que combinados com colesterol, fosfolipidios e com algumas
proteinas, se reintegram ao sangue principalmente na forma de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) ou na forma de quilomicrons e em menor porcentagem
como lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e Ipoproteinas de alta
densidade (HDL).

Na nutricdo humana, as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), que sao
chamadas pelos médicos de “mau colesterol”, devido ao seu elevado percentual
de colesterol, com 40%, além de 10% de proteinas, 20% de fosfolipidios, 29%
de triacilgliceréis e 1% de acidos graxos livres, enquanto que as lipoproteinas de
alta densidade (HDL), chamadas de “bom colesterol”, se apresentam com 25%
de colesterol, 41% de proteinas, 28% de fosfolipidios, 3% de triacilglicerdéis e 3%
de &cidos graxos livres. A estrutura esqueméatica de uma lipoproteina esta
mostrada na figura 1.

Pratiina Estrutura de uma lipoproteina

Apolipoproteinas
A- (HDL) =

Colastersl
Fosfolipido

Acidos graxos livres

Triacilglicerol
Centro apolar

Fonte:
http://medscape.elmundo.es/medscape/terapeuticas/26/terapeuticas 26 imprimi
r.ntml, 2001.

Figura 1 — Estrutura basica de uma lipoproteina.

6



O colesterol esta presente nos tecidos e nas lipoproteinas plasmaticas,
25% como colesterol livre e 75% esterificado com acido graxo de cadeia longa,
principalmente linoléico e oléico. E sintetizado em diversos tecidos, a partir de
Acetil-CoA e eliminado, via bile, como colesterol ou sais biliares (Murray et al.,
2000).

A maioria dos tecidos armazena colesterol na forma de ésteres de
colesterila. A lipoproteina LDL é o transportador do ingresso de colesterol e dos
ésteres de colesterila em diversos tecidos. O colesterol livre € removido dos
tecidos pela lipoproteina HDL e transportado ao figado para conversao em sais
biliares. A LDL tem seu papel fundamental na génese de aterosclerose,
podendo causar problemas cerebrovasculares, coronarianos e na circulacao
periférica. A aterosclerose coronariana esta correlacionada a uma alta relacéo
LDL:HDL (Pinckney e Pinckney, 1973).

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

2.1.3 . Metabolismo de Lipideos
O metabolismo dos lipideos e lipoproteinas esta subdividido em dois

ciclos (Scartezini, 2000):

Ciclo exégeno: Os enterdcitos absorvem os lipideos da dieta na forma

de colesterol livre, acidos graxos e monoacilglicerol. Apés reesterificacdo, os
ésteres de colesterol e triacilglicerdis sao incorporados no centro da particula de
quilomicron (Qm). A sintese da apo B-48 pelas células intestinais, além de
outras apolipoproteinas do grupo A, junto com os fosfolipideos, formam a
camada superficial da macromolécula de Qm. Essa lipoproteina uma vez
sintetizada é secretada, passa pela linfa intestinal e tem acesso ao sistema
vascular via ducto toracico. Posteriormente a secrecdo, ocorrem Varias
modificacbes no Qm, que ao interagir com a lipoproteina HDL, capta apo (C-I,
C-lll, E) e colesterol. Ao adquirir apo Cl, o Qm sofre a agdo da LLP (lipase
lipoprotéica), enzima ancorada através de uma proteoglicana, no endotélio
capilar dos tecidos periféricos, especialmente o adiposo e o muscular. A LLP

age hidrolisando os triacilglicerdis do Qm, e os acidos graxos liberados podem
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ser utilizados como energia ou para resintese de triacilglicerideos em estocagem
no tecido adiposo. Com o processo da hidrélise, o Qm reduz de tamanho e
alguns componentes como fosfolipideos (PL), colesterol livre e apolipoproteinas
sao transferidos para HDL ou ddo origem a particulas precursoras de HDL.
Passa a se chamar de Q remanescente (Qr), contendo alto teor de colesterol e
apo E. Os remanescentes do Qm sao entdo captados pelo figado através de
receptores especificos (LRP = LDL receptor-related protein = proteina de ligacao
ao receptor LDL). Este receptor LRP é da familia do receptor LDL, com grande
semelhanca, e através de estudos bioquimicos, mostrou-se que LRP liga-se a
certas particulas lipoprotéicas ricas em apo E incluindo o Qr. Esta ligacdo é
mediada presumivelmente por quatro dominios no LRP, que é homdlogo ao
dominio de ligacdo apo E no receptor LDL. No interior das células, os Qr séo
fragmentados e parte do material lipidico € aproveitado, sendo o excedente
reorganizado em outro tipo de lipoproteina, juntamente com a parte sintetizada
pelo figado.

Ciclo _enddégeno: o tecido hepético sintetiza e secreta a lipoproteina

VLDL, rica em TAG endogeno, além do colesterol derivado do Qr ou da sintese
de novo fosfolipideos e apo B-100. As apolipoproteinas C-ll, Cllil e E, também
estdo presentes na VLDL nascente, mas provavelmente, adquirem da HDL na
circulacdo, da mesma maneira que o Qm na via exdgena. O tamanho das
particulas de VLDL secretado pelo figado varia de acordo com a disponibilidade
de TG e situagcbes onde estd em excesso (ex. obesidade, diabete melitus,
alcoolismo), essas particulas secretadas sdo maiores. A transformacao
metabdlica inicial € um processo lipolitico, mediado pela LLP na presenca da
apo C-ll, analogo ao Qm, produzindo particulas remanescentes de VLDL ou IDL,
contendo éster de colesterol e apo E. A IDL tem dois caminhos: 1°) pode ser
removida pelo figado num processo dependente de apo E para ligacdo com o
receptor (LRP) e da apo B para o receptor B/E (descrito por Brown e Goldstein
(1984) como “receptor de LDL"), ou 2° sofrer hidrélise pela LHTG (lipase
triglicéride hepética) para formar a LDL. A LDL pode ser captada por
receptores B/E, existentes nos tecidos hepaticos e/ou extra-hepaticos. O
principal determinante da concentracdo plasmatica de colesterol € o namero
inicial de receptores LDL (B/E) (Scartezini, 2000).
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Figura 2 — Metabolismo geral dos lipideos.

2.1.3.1 . Catabolismo dos lipideos

A oxidacdo de &cidos graxos € a principal fonte de energia no
catabolismo de lipideos. Ambos, os triacilgliceréis, que sédo a principal forma de
armazenamento de energia quimica dos lipideos e os fosfoacilgliceréis,
importantes componentes das membranas bioldgicas, possuem &acidos graxos
ligados covalentemente como parte de suas estruturas. Em ambos os tipos de
compostos, as ligacdes entre 0 acido graxo e o resto da molécula podem ser
hidrolisadas, em uma reacao catalisada por um grupo especifico de enzimas, as
lipases, no caso de triacilgliceréis, e as fosfolipases, no caso de

fosfoacilgliceréis (Campbell, 2001).



Vérias fosfolipases hidrolisam fosfoacilglicerdéis. Elas sdo designadas A,
A, C e D, conforme seus sitios de hidrdlise. O local de acdo das fosfolipases A,
€ o sitio B, e 0o nome fosfolipase A; € o resultado de um acidente historico.

A oxidagdo de &cidos graxos comega com a ativacdo da molécula.
Nessa reacdo, uma ligacao tioéster € formada entre o grupo carboxila do acido
graxo e o grupo tiol da coenzima A (CoA-SH). A forma ativada do acido graxo é
uma acil-CoA, cuja natureza exata depende do acido graxo em questdo. A
enzima que catalisa a formacdo da ligacdo éster € a acil-CoA-sintase, que
requer ATP para sua atividade. O &cido graxo ativado no citosol deve ser
transportado para a mitocondria para que o resto do processo de oxidacao
possa ocofrrer.

A acil-CoA pode cruzar a membrana mitocondria externa, mas ndo pode
atravessar a membrana interna. No espaco intermembrana, o grupo acila é
transferido a carnitina por meio de uma transesterificacdo; essa reagcdo €
catalisada pela enzima carnitina-aciltransferase, que fica situada na
membrana mitocondria interna. Na matriz, o grupo acil é transferido da carnitina
para a CoA-SH mitocdndria por outra reacdo de transesterificacao.

Na matriz, uma sequéncia repetida de reacdes quebra sucessivamente
duas unidades de carbono do &cido graxo a partir do terminal carboxilico. Esse
processo é chamado de b-oxidacdo (figura 3), visto que a quebra oxidativa
acontece no carbono b do grupo acila esterificado até CoA. O carbono b do
acido graxo original torna-se o carbono carboxilico na proxima fase de
degradacao. Todo ciclo requer quatro reagdes.

1. A acil-CoA é oxidada a uma a b acil-CoA insaturada (também chamada de
b-enoil-CoA). O produto tem um arranjo trans na ligacao dupla. Essa reacéo
€ catalisada por uma acil-CoA-desidrogenase dependente de FAD.

2. A acil-CoA insaturada € hidratada para produzir uma b-hidroxiaci-CoA. Essa
reacao € catalisada pela enzima enoil-CoA-hidratase.

3. Uma segunda reacdo de oxidacdo é catalisada pela b-hidroxiacil-CoA-
desidrogenase, uma enzima dependente de NADH. O produto é uma b-
cetoacil-CoA.

4. A enzima tiolase catalisa a clivagem da b-cetoacil-CoA; uma molécula de

CoA é necessaria para essa reacao. Os produtos sao uma acetil-CoA e uma
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acil-CoA, que tém dois carbonos a menos do que a molécula original que

entrou no ciclo de b-oxidacdo. A CoA é necessaria nessa reacdo para

formar uma nova ligacéo tioéster com a molécula de aciFCoA menor. Essa

molécula menor sofre, entdo, outra volta no ciclo de b-oxidagéao.

0O

R CH, CH, C—OH
COAsH ATP
Tioquinase AMP + Pi
v
RCH, CH, C~S CoA
FAD
Desidrogenas ADH + H* —>Cadeia respiratoria
o
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NADH + H"
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i
R C—CH,—C SCoA

. CoASH
Tiolase

i) Piruvato

0O
|
RCSCOA + CH,C SCOA<

Ciclo de Krebs

Fonte: Campbell, 2001.

Figura 3 - A b oxidac&o.

Os acidos graxos com numero impar de atomos de carbono também

sofrem o processo de b-oxidacdo. O ultimo ciclo da b-oxidacdo produz uma

molécula de propionil-CoA. Existe uma via enzimatica que converte a propionil-

CoA em succinil-CoA, que entdo entra no ciclo do acido citrico. Nessa via, a
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propioni-CoA é primeiro carboxilada a metilmalonil-CoA, em uma reacao
catalisada pela propionil-CoA-carboxilase, e depois sofre um rearranjo para

formar a succinilFCoA. Uma vez que a propionil-CoA também é um produto do
catabolismo de véarios aminoécidos, sua conversdo em succinil-CoA também
ocorre no metabolismo dos aminoacidos.

A conversao de acidos graxos insaturados para acetil-CoA requer duas
reacbes que nao sao encontradas na oxidacdo de acidos saturados: uma
Isomerizagao cis-trans e uma epimerizacao.

Além da b oxidacdo a célula hepética opera a a oxidacdo e W. A W é
para a formacdo dos acidos dicarboxilicos, particularmente do reticulo
endoplasmatico, de funcdo ainda desconhecida nos animais, participa do
sistema o citocromo P 4SO antigo citocromo C.

A b oxidacao é realizada por uma peroxidase, atua somente em acidos
graxos com + de 13 carbonos, assume importancia no caso do acido fitanico,
resultante da oxidagéo do fitol (residuo alcodlico hidrolisado da clorofila), que é

degradado por a oxidacao no figado e cérebro resultando em CO, e H,O0.

2.1.3.2 . Catabolismo da LDL

Os trabalhos de Brown e Goldstein (1984) tiveram grande repercusséo,
pois elucidaram o metabolismo da LDL através de receptores. Os receptores de
LDL se agregam em regides especializadas da membrana (coated pits =
cavidades revestidas) que se ligam & lipoproteinas LDL e s&o internalizadas e
conduzidas aos lisossomos para degradacdo. Depois da reacdo no
endosossomo, 0s receptores recirculam para a superficie celular para se ligarem

a outras particulas de LDL. O colesterol liberado da LDL exerce trés acles
regulatdrias: 1) aumenta a atividade da ACAT (acil-colesterol-acil-transferase)

para a esterificacdo do colesterol; 2) diminui a atividade da HMGCoA redutase,
responsavel pela biosintese do colesterol enddgeno; 3) diminui a sintese de
receptores celulares para LDL, com isso aumenta seu nivel plasmatico (Smith et
al., 1993). Portanto, a sintese intracelular de colesterol e dos receptores B/E

varia na razao inversa da captacao do colesterol plasmatico.
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A lipoproteina HDL é secretada pelo figado e intestino na forma de
particula discéide, HDL nascente, contendo fosfolipideos, apo Al e Adll. Além
disso, uma porcdo de HDL nascente provém do catabolismo das lipoproteinas
ricas em triacilglicer6is (Qm e VLDL) na circulagdo. As particulas de HDL
nascente captam colesterol livre nos tecidos periféricos e sdo convertidas na
circulacdo em particulas esféricas, maduras, pela acdo da LCAT que esterifica o
colesterol. Estas sao responsaveis pelo transporte reverso do colesterol,
processo pelo qual o colesterol excedente é removido dos tecidos periféricos
para o figado. O retorno ao figado ocorre diretamente ou pela transferéncia de
colesterol esterificado para a VLDL e IDL, sob a acdo da enzima CETP
(cholesterol éster transfer protein = proteina de transferéncia do
colesterol), encontrada no plasma, que em troca transfere triacilglicerois para a
HDL. O colesterol ao chegar no figado pode ser reaproveitado, interagindo com
outras vias metabdlicas, produzir acidos biliares ou ser excretado na bile, e em
condi¢cbes normais ser reabsorvido em cerca de dois ter¢os pelo ciclo éntero-
hepatico (Scartezini, 2000).

O figado parece ser o principal sitio de Lp(a), uma vez que apoés
transplante hepatico, a isoforma do doador passa a dominar na circulagdo do
receptor. Ha indicios de que a unido entre a apoA e a LDL-apoB ocorra ainda no
interior do hepatdcito. Porém, existe a possibilidade de ligacdo e montagem da
Lp(a) no plasma. Conforme elucidado através de estudos, a Lp(a) ndo € produto
metabodlico de outras lipoproteinas contendo apo-B, como a VLDL, sendo,
portanto sintetizada independente das lipoproteinas ricas em triacilglicerdis. Isso
justificaria a observacdo de que a mesma ndo € influenciada pela dieta. O
metabolismo da Lp(a) ndo esta completamente elucidado e os estudos
demonstram que as variacdes de suas concentracdes plasmaticas dependem

mais de sintese do que catabolismo desta lipoproteina.

2.1.3.3 . Funcéo e Classificacdo das Apolipoproteinas

As apolipoproteinas séo proteinas que fazem parte da estrutura das
lipoproteinas e desempenham diversas funcées no metabolismo lipoprotéico.
Fazem ligagcdo com receptor especifico, ativacdo ou inibicdo de determinadas

enzimas envolvidas no metabolismo lipidico. Consequentemente, determina os
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sitios de captacéo e a velocidade de degradacao dos constituintes lipoprotéicos.
Contribuem para a solubilizacdo e estabilizagdo dos lipideos (colesterol
esterificado e triacilglicerdis), e pela interacdo com os fosfolipideos nas
lipoproteinas.

Sado reunidas em grupos e cada uma destes grupos recebem uma
designacdo pela ordem alfabética (Scartezini, 1997). A tabela 1 apresenta

algumas informac@es sobre as apolipoproteinas humanas.

Tabela 1: Principais caracteristicas das apolipoproteinas.

APOLIPOPROTEINAS FUNCAO LP DE MAIOR
CONCENTRACAO
A-l Ativa a LCAT, efluxo de HDL
colesterol
A-ll Inibe a LCTA HDL
A-V Transporte de triacilgliceréis Qm E HDL
no Qm
B-100 Transporte lipideos e VLDL e LDL
catabolismo LDL
B-48 Transporte do Qm Qm
C-l Ativacédo da LCAT? Qme VLDL
C-li Ativacdo da LLP Qme VLDL
C-lli Inibicdo da LLP? HDL
D Ativacao LCAT? HDL
Transferéncia lipideos
E Catabolismo IDL VLDL

Adaptado SCARTEZINI, M.; et al. In. MARTINEZ, Tania L. R (ED.) Conduta
clinica nas dislipidemias, 1997, Belo Horizonte. Health. 25-40.

2.1.3.4 . Anabolismo de &cidos graxos

O primeiro passo na biosintese do acido graxo € o transporte de acetil-
CoA para o citosol. O mecanismo de transporte baseia-se no fato de o citrato
poder cruzar a membrana mitocondria. A acetiF-CoA condensa-se com

oxaloacetato formando citrato. O citrato que € exportado para o citosol pode, por
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meio da reacdo reversa, produzir oxaloacetato e acetiFCoA. A acetil-CoA entra
na via de biosintese de acidos graxos, ao passo que 0 oxaloacetato passa por
uma série de reacdes em que ha uma substituicio de NADPH por NADH. Essa
substituicdo representa um meio de controle sobre a via, visto que o NADPH é
necessario para o anabolismo dos acidos graxos.

No citosol, a aceti-CoA é carboxilada e produz a malonil-CoA, um
intermediario fundamental na biosintese de &cidos graxos. Essa reacdo é
catalisada pelo complexo acetil-CoA-carboxilase, constituido de trés enzimas,
e que requer Mn** e biotina para a sua atividade, além de ATP. O acetil-CoA-
carboxilase é constituida por trés proteinas, a biotina-carboxilase, a proteina
transportadora de biotina e a carboxil-transferase. A biotina-carboxilase
catalisa a transferéncia do grupo carboxila para a biotina. O “CO, ativado” (o
grupo carboxila derivado do ion bicarbonato HCOj3') é ligado covalentemente a
biotina. A biotina (carboxilada ou n&o) é ligada a proteina transportadora de
biotina por meio de uma ligacdo amida envolvendo o grupo amino da cadeia
lateral de uma lisina. O grupo que contém a ligacdo amida ligando a biotina a
proteina transportadora € suficientemente longo e flexivel, movendo a biotina
carboxilada e posicionando-a de modo a transferir o grupo carboxila para a
acetil-CoA e produzindo a malonil-CoA, em uma reacdo catalisada pela
carboxil-transferase.

A biosintese de acidos graxos envolve ainda a adicdo sucessiva de duas
unidades de carbono a cadeia lipidica crescente. Dois dos trés atomos de
carbono do grupo malonil da molécula de malonil-CoA sdo acrescentados a
cadeia crescente de &cido graxo, em cada estagio da reacdo de biosintese.
Essa reacdo, como a formacdo da propria malonil-CoA, requer um complexo
multienzimatico localizado no citosol, sem estar ligado a qualguer membrana. O
complexo, composto por enzimas individuais, é designado sintase de &cidos
graxos.

O produto habitual da sintese de &cidos graxos € o palmitato, um &cido
graxo saturado de 16 carbonos. Todos os 16 carbonos vém do grupo acetil da
acetil-CoA. Inicialmente, ha um passo preparatério no qual uma molécula de
acetil-CoA € necesséaria para cada molécula de palmitato a ser produzida. Nessa
etapa preparatoria, o grupo acetil da acetil-CoA é transferido a uma proteina

carreadora de acilas (ACP, acyl carrier protein) que é considerada uma parte do
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complexo da sintase acidos graxos. O grupo acetil € ligado aproteina formando
um tioéster. Na proteina, 0 grupo acetila liga-se a um grupo 4-
fosfopanteteinato, que, por sua vez, esta ligado acadeia lateral de uma serina,
sendo este grupo estruturalmente semelhante a CoA-SH. O grupo acetila é
transferido da CoA-SH, aqual esta ligado por meio de uma ligagéo tioéster, para
a ACP.

Os quilomicrons tém organizacdo especialmente destinadas ao
transporte de triacilgliceréis, em tempo relativamente pequeno uma lipase
sanguinea libera acido graxo livres e glicerol, em condi¢cdes normais o material
do quilomicron é depositado na célula adiposa onde se processa a sintese de
triacilgliceréis, quando em jejum, os componentes do quilomicron sé&o
hidrolisados no figado e musculo estriado e cardiaco, pelas mitocéndrias a CO»
e H,O produzindo também corpos cetdnicos que sao transferidos para o tecido
muscular onde sofrem oxidagdo também na matriz mitocondrial. No citossol

existe a biossintese dos acidos graxos.

2.1.3.5 . Sintese do colesterol

O colesterol € um composto do tipo alcool esteréide de 27 atomos de
carbono, 17 destes atomos de carbono participam da formacdo de um anel
caracteristico, que recebe o nome de anel ciclopentanoperidrofenantreno ou
também chamado peridrociclopentanofenantreno. Este anel caracteriza a todos os

compostos designados como esterdides.

O colesterol provém da dieta e da sintese pelo organismo. A dieta
balanceada contém de 300 a 600 mg/dia, cerca da metade origina-se dos ovos
e o0 restante dos laticinios e da gordura animal. Ele € precursor dos acidos
biliares e dos hormdnios esteroidais.

O colesterol total no sangue varia entre 150 e 250 mg/dL. E formado por
duas fracGes, o colesterol livre e o esterificado (este, combinado com &cidos
graxos), representando respectivamente, 20 a 40% e 60 a 80% do total. A
relacdo entre as duas fracbes se mantém constante, a despeito das amplas

variagdes da colesterolemia que podem ocorrer em estados patologicos, exceto
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em moléstias do figado, nas quais a reducéo da parte esterificada é proporcional
agravidade da lesédo parenquimatosa, podendo atingir 20-30% do total.

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

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

O colesterol é formado a partir de acetil CoA. A etapa principal de sua
sintese € a formacdo de mevalonato a partir de 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA
(derivado de acetil CoA e acetoacetil CoA) (figura 4). O mevalonato é convertido
a isopentenil pirofosfato (Cs), que se condensa com seu isémero, dimetilalil
pirofosfato (Cs), para formar geranil pirofosfato (C10). A adicdo de uma segunda
molécula de isopentenil pirofosfato fornece farnesil pirofosfato (Cis), que se
condensa consigo mesmo para formar esqualeno (Csp), 0 qual se converte em
lanosterol, zimosterol, colestadienol, desmosterol e por Gltimo em colesterol (C27).
A sintese de colesterol pelo figado é regulada por variagbes na quantidade e na
atividade da 3-hidroxi-3-metilglutarii CoA redutase. A transcricdo do gene, a
traducdo do mRNA e a degradacao da proteina sdo rigorosamente controladas.
Adicionalmente, a atividade da redutase é regulada por fosforilagdo (Stryer,
1996).

O colesterol € produto do metabolismo lipidico, somente os animais

produzem colesterol, 0os vegetais ndo o produzem. E um composto sumamente
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importante, porque forma parte dos lipideos que integram as membranas
biol6gicas, alem de servir como precursor para uma grande série de compostos
hormonais vitais, como o0s androgenos, testosterona, progesterona,
glicocorticoides, mineralocorticéides (como a aldosterona), além da vitamina D,

entre outros.
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Fonte: Stryer, 1996.
Figura 4 - Sintese e destinos da 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA.
2.1.3.6 . Colesterol-HDL

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

Nas células, as lipoproteinas, como o colesterol-LDL e o colesterol-HDL,
participam da sintese de horménios esteroidais que s&o obtidos a partir do
colesterol, de acordo com a figura 6. Um hormdénio ACTH e FSH (horménio

foliculo estimulante), por exemplo, se liga a um receptor hormonal e ocorre a
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ligacdo do receptor hormonal, com a proteina G e enzima adenilato ciclase, que

podem estar diretamente relacionadas com o canal de Ca*?.

ACTH m cortisol
FSH SMESS, oqratiol

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

séo sintetizadas a pregnenolona e outros hormoénios esteroidais.
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Figura 5 - Esquema de reacfes de sinteses de horménios esteroidais.

2.1.3.7 . Sintese de lipideos

Os lipideos séo depositados como triacilgliceréis, no tecido adiposo ou no
figado para seu posterior uso.

Quando existe um excesso na ingestdo alimentar (energia), € produzido
um excesso de oxalacetato e entdo, o piruvato ndo é usado no ciclo de Krebs,
mas se empenha para produzir depdsitos de gorduras, para que o piruvato se

converta em Acetil CoA.
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O Acetil CoA se converte a malonil CoA, gracas a uma proteina
transportadora de acilos (ACP) e com ajuda da vitamina biotina como cofator, se
forma aceto-acetil-F-ACP, produto que € reduzido usando dois mols de NADPH,,
para formar butiril CoA, o complexo enzimatico chamado &acido graxo sintetase
se encarrega entdo de aumentar a cadeia do acido graxo. Todos os tecidos sdo
efetivos para armazenar gordura, porém, o tecido adiposo e o figado, sdo os

principais sitios onde se armazenam a gordura.

2.1.3.8 . Triacilglicerdis

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

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

coronarianas.

2.1.4 . Dislipidemias

Dislipidemia €& o principal fator de risco no desenvolvimento de
aterosclerose (Vosper et al., 2002) e doencas arteriais coronarianas (Fruchart et
al., 2001).

As dislipidemias podem ser subdivididas em:

Hiperlipoproteinemias (hiperlipidemias)

Hipolipoproteinemias (hipolipidemias).

As hiperlipoproteinemias estdo, frequentemente, associadas a um
aumento de risco de instalacdo de outras doencas tais como, as doencas
arteriais, a pancreatite, etc.

A causa mais frequente da alteracdo das coronarias € a aterosclerose.
Este dano é produzido pelo depésito na parede da artéria de determinadas
substancias como o colesterol, célcio e elementos celulares em forma de
acumulos localizados —placas de ateroma- que estreitam o calibre ou luz do

vaso.
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Aterosclerose € caracterizada por lesBes intimas causadas pelos
chamados ateromas ou placas fibrograxas que se fixam no limen vascular,
debilitando os meios subjacentes, que sofrem varias complicacbes (Brown,
2000; Beisiegel e St. Clair, 1996). Ateromas séo focais e escassamente
distribuidas no principio, mas com o0 avan¢co da doenca, eles ficam mais
nuUMerosos e & vezes cobrem a circunferéncia inteira das artérias afetadas (Lee
et al., 2001) (figura 6).

Processo de|| Existe o perigo de
formacéo da|/se romper a placa e
Artéri aterosclerose. de se formar nela um|| Com 75-80%
rtéria
o Acumulando-se |[|[coagulo de sangue. de obstrucéo da
coronaria ] »
colesterol em uma || Os coagulos podem ||artéria
normal o o . .
artéria  coronaria, || obstruir coronaria.
se produz a placa |[completamente a
de ateroma. artéria

Figura 6 — Processo de formagéo da aterosclerose.

Hipercolesterolemia Familiar (FH) € uma doenca dominantemente
autossomal comum com uma prevaléncia mundial calculado em 0.2% [Brown e
Goldstein, 1986). E causada através de defeitos no gene que codifica o receptor
de lipoproteinas de baixa-densidade (LDLR) prevenindo a liberagcdo normal de
LDL no plasma LDL. A doenca € caracterizada clinicamente através de niveis
elevados de LDL-colesterol (LDL-C) no sangue, xantomas do tendao e doenca
coronarias prematuras @rown e Goldstein, 1986). Porém, estes sintomas nem
sempre estdo presente, especialmente, em criangas e consequentemente nao

permitem um diagnéstico seguro. Com uma dieta apropriada e tratamento com
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drogas, os pacientes com FH podem reduzir os riscos de doencas corondrias
futuras, sendo importante o diagndstico precoce dos paciente afetados antes do
desenvolvimento de sintomas clinicos (Salazar et al.,, 2000). Assim, a
caracterizacdo molecular do gene do LDLR parece ser uma ferramenta til para
o diagnéstico. Foi demonstrado que a doenca € causada através de varias
mutacdes diferentes no gene do LDLR (Hobbs, et al., 1992; Varret, et al., 1999;
Alberto et al., 1999; Soutar, 1998). Embora a identificacéo precoce de individuos
gue levam o gene defeituoso possa ser Util na reducéo do risco de aterosclerose
e infarto do miocérdio, as técnicas disponiveis para determinar o nimero de
moléculas de LDLR funcionais s&o dificeis e caras. Porém, varios autores
mostraram que o polimorfismo associado com este gene pode ser usado para
monitorar a heranca do alelo defeituoso em familias com FH (Chaves et al.,
1996; Humphries et al., 1993; Pulg et al., 1996).

2.2 . Receptores ativados para proliferacédo de peroxisoma (PPARS)

2.2.1 . Tecido adiposo

O tecido adiposo € um tipo especial de tecido conjuntivo que se
caracteriza pela presenca de células especializadas em armazenar lipidios,
conhecidas como adipécitos. Os lipidios funcionam como reservas energéticas e
caldricas, sendo utlizadas paulatinamente entre as refeicdes. Além desta
importante funcdo, os adipocitos auxiliam na manutencdo da temperatura
corporea, na formacdo dos coxins adiposos, além de apresentarem distribuicdo
diferenciada no corpo do homem e no corpo da mulher, ligada as caracteristicas
sexuais secundarias.

Existem duas variedades de tecidos adiposos: o tecido adiposo
unilocular e o multilocular. No tecido adiposo unilocular, os adipécitos
armazenam o lipidio em uma goticula Unica, que ocupa quase todo o0 espaco
celular. Nos preparados histologicos comuns, o local ocupado pela goticula de
lipidio geralmente esta vazio, pois 0s processos de desidratacdo por alcool ou

acetona removem também as gorduras da amostra.
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Os adipécitos sdo sustentados por uma trama de fibras reticulares e
envolvidos por uma rede vascular desenvolvida. Os adipécitos ndo se dividem
num individuo adulto, o crescimento do tecido se da principalmente pelo
acumulo de lipidio nas células adiposas ja existentes e formadas durante a vida
embrionaria e num periodo curto apds o nascimento.

Além do tecido adiposo unilocular, também conhecido como tecido
adiposo amarelo, observa-se também o tecido adiposo multilocular ou pardo.
Este tipo de tecido adiposo, ao contrario do adiposo amarelo que pode ser
encontrado espalhado no organismo, s6 € observado em fetos humanos recém-
nascidos e com certa abundancia em animais hibernantes. Os adipécitos do
adiposo pardo acumulam lipidios na forma de varias goticulas espalhadas pelo
citoplasma, e cercado por uma quantidade maior de citoplasma, quando
comparado ao adipdcito unilocular. Uma outra caracteristica importante € a
abundancia em mitocondrias, que sao as responsaveis pela coloracao parda do
tecido.

A principal fungdo do tecido adiposo multilocular € gerar calor. Através
de uma proteina especifica nas mitocéndrias destes adipdcitos, a energia
gerada pela cadeia de elétrons e que produz ATP em outras situacdes, aqui é
convertida em calor, que servira para aquecer 0s recém nascidos ou acordar 0s
animais hibernantes.

Acreditava-se que sua acao seria de um depdsito de energia passivo,
armazenando ou libertando lipidio sob influéncia de varios horménios. Porém,
agora se sabe que o WAT (tecido adiposo pardo) € um orgao endocrino muito

dindmico com func¢des pleiotropicas.
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1 - Adipdcitos ‘2 - Fibras musculares estriadas

Fonte: Leal, http://www?2.uerj.br/~micron/atlas/Adiposo/adip0.htm.

Figura 7 — Tecido adiposo.

O tecido adiposo j4 ndo € mais considerado apenas uma estrutura de
sustentacdo e protecdo. Nos Ultimos 10 anos inUmeras pesquisas mostraram
gue nele se expressa intensa atividade metabdlica e enddcrina. Na tentativa de
se identificar os componentes do sistema homeostatico que regula o peso
corporal, inimeros genes foram caracterizados, incluindo varios responsaveis
pela obesidade de animais e seres humanos. Desses, 0s que regulam a sintese
de leptina pelo tecido adiposo tém importancia central nos mecanismos
lipostéticos. A leptina atua em neurbnios do sistema nervoso central e modula a
secrecao de moléculas anorexigenas como o neuropeptideo Y e a agouti-related
protein, e a secrecdo de mediadores que controlam o apetite, como a

melanocortina e transcriptos que podem ser regulados pela cocaina e
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anfetamina. O tecido adiposo sintetiza angiotensina Il e aloja em sua membrana
a sub-unidade AT1 do receptor da angiotensina. E provavel que os
componentes do sistema renina-angiotensina dos adipocitos participem da
fisiopatologia da hipertensdo e de doencas cardiovasculares do paciente com
sobrepeso e obesidade. O tecido adiposo sintetiza e secreta varios outros
mediadores e citocinas, entre eles a adipsina, o TNF-a (fator de necrose tumoral
alfa), transportadores intra-celulares de glicose, receptores g ativados por
proliferadores de peroxissomas (PPARs) e a resistina, que participam de
mecanismos que levam a dislipidemias, resisténcia a insulina, hipertenséo e
aterosclerose. O excesso de tecido adiposo, principalmente o visceral,
representa uma ameaca aexpectativa de vida. Alguns estudos epidemiolégicos
e fisiopatoldgicos tém mostrado que a deposicéo visceral de tecido adiposo €
um fator maior de risco no desenvolvimento de hipertensao arterial, resisténcia a
insulina, hiperinsulinemia e diabetes mellitus tipo 2. Freqientemente, o obeso &
hiperinsilinémico e hiperleptininémico e resistente & acdes de ambos os
hormonios. Suspeita-se que a insulina seja uma molécula aterogénica e que a
leptina eleve a presséo arterial, por aumentar a atividade do sistema nervoso
simpatico. O excesso de adiposidade visceral se associa a hipertrigliceridemia,
diminuicdo do HDL-C, aumento da Apo B e das LDL pequenas e densas, e com
niveis de LDL-C normais ou marginalmente anormais. Este tipo de dislipidemia,
particular ao obeso resistente ainsulina, aumenta consideravelmente o risco de
angina de peito e morte relacionado a doenca isquémica miocardica por

coronarioesclerose (Barroso et al., 2002).

2.2.2 . Receptores ativados para proliferacao de peroxisoma (PPARS)

Issemann e Green em 1990, seguindo um cloning de um novo membro
da superfamilia de receptores esteroidais/tireoidais, o denominaram de
peroxisoma proliferator-ativated receptor (PPAR), surgindo a hipotese que
poderia ser um receptor ativado de FA. Este receptor € ativado pelos agentes
hipolipidémicos de fibratos, proliferator peroxisoma (PP) e xenobidticos em um
ensaio de transativacdo na qual recipientes celulares (usualmente células
altamente proliferativas nao diferenciadas, selecionadas pela suas altas

eficiéncias de transfeccdo) sdo co-transferidos com um vetor da expresséo de
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PPAR e um gene reporter situado debaixo do controle de uma unidade de
transcricdo que contém um elemento de resposta reconhecido e ativado pelo
receptor. Usando tal ensaio, os laboratérios Gustafsson’s (Gottlicher et al., 1992)
e o laboratério Wahli's (Keller et al., 1993) mostraram os primeiros FAs que
realmente sdo ativadores de PPAR.

Os PPARs sao compostos membros da superfamilia de receptor
hormonal nuclear de fatores de transcricdo. Tém papel importante no
metabolismo glicidico e lipidico relacionado a aterogénese. Estudos os tém
relacionado ao processo inflamatério envolvido na patogenia da aterosclerose e
da reestenose pela sua capacidade de modular a expressdo do gene
monocitico. A atividade funcional e a expressdao PPAR foram observadas em
células endoteliais e musculares lisas. Esses estudos sugeriram que os PPARS
possam ser considerados como fatores de transcricdo redox-sensiveis da
parede vascular por sua capacidade de serem ativados seletivamente por
acidos graxos oxidados (Marceau et al., 1999).

A descoberta inicial de um PPAR foi logo ampliada pelo grupo de Wabhli,
qgue tinha previamente isolado uma familia de trés receptores 6rfa de Xenopus
laevis (Dreyer et al., 1992), sendo relacionados a PPARs (a, b e g). Esta
estrutura da subfamilia é conservada em todos os vertebrados examinados até
aqui, com a isoforma b que € chamada d em algumas espécies, devido a taxas
de divergéncia ligeiramente mais altas observadas nesta isoforma. Mostrou-se
desde entdo que estes trés receptores cumprem papeis criticos e sem igual na
homeostases de lipideos e na biologia celular e sua caracterizagédo funcional é
unicamente proveniente da percepcdo do papel de gorduras na saude e na
doenca.

O PPARa interfere no balanco energético e na diferenciacdo de
adipécitos. Foi identificado como receptor de drogas antidiabéticas orais,
tiazoneledionas, relacionando-o a homeostase da glicose. Estudos recentes
mostram divergéncias quanto a seu papel pré-aterogénico ou antiinflamatorio,
como supressor da expressdo de gene pro-inflamatério em mondcitos (Marceau
et al., 1999).

Os PPARs ativados heterodimerizam com receptores-x-rexindides

ativados e se ligam ao chamado “elementos resposta na proliferacdo de
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peroxisoma” (PPREs) especifico que esta localizado no promotor da fita
genética. Os PPREs séo constituidos por repeticdes diretas (DR) de sequiéncias
hexaméricas as quais sdo separadas por um ou dois nucleotideos (DR1, DR2).
A ligacdo do PPAR ao PPRE induz a expresséo da fita genética (Fruchart et al.,
2001).

Até a presente data, trés subtipos diferentes de PPARs foram reportados
(alfa, delta e gama), com cada subtipo de PPAR sendo codificado por um gene
especifico (Fruchart et al., 2001).

A PPARa é altamente encontrada no figado, coragéo, rim e no tecido
adiposo pardo, e moderadamente no intestino, musculo esquelético, timo e
testis (Braissant et al., 1996).

Os ativadores de PPAR- tém sido sintetizados. Eles incluem os acidos
fibricos e derivados (fibratos) e todos eles induzem a proliferacdo do peroxisoma
no figado, hepatomegalia e céancer de figado em roedores (Issemam et al.,
1990).

2.2.3 . Efeito dos PPARSs sobre o processo de diferenciacéo dos adipdcitos

Na sua forma ativada, os PPARs existem como um heterodimero com o
receptor acido 9-cis retindico, um membro cognato da familia de gene receptor
nuclear (Kliewer et al., 1992). Os PPARs sao fatores de transcricdo ligantes-
ativados que se ligam a sequéncias especificas de DNA conhecidos como
elementos resposta na proliferacdo de peroxisoma (PPRES) situado no promoter
de determinados genes. Ligados a ligantes, permite uma mudanca
conformacional na proteina, que resulta na ligacdo de moléculas co-ativadoras,
como as PPAR ligadas a proteinas, p300 ou PPAR-g co-ativador-1,
proporcionando uma ligacdo na maquinaria transcricional béasica e resultando
em um aumento na transcricdo de determinados genes (Qi et al., 2000;
Spiegelman et al., 2000; Zhu et al., 1997).

A diferenciacdo de adipécitos ou adipogéneses € um processo
altamente controlado que foi extensivamente estudado durante os Ultimos 25
anos. Os fatores de transcricdo adipogénica que sdo a PPAR-g e aumento de
CCAAT ligado a proteina, ttm um papel fundamental na complexa cascata

transcricional que acontece durante a adipogénesis. Sinalizadores hormonais e
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nutricionais afetam a diferenciacdo de adipdOcitos de uma maneira positiva ou
negativa, em componentes envolvidos nas interagfes célula-célula ou de célula-
matriz, sendo pivd na regulacéo do processo de diferenciacéo (Gregoire, 2001).

Adipogéneses € o0 resultado da ativacdo transcricional e repressao
genética de adipocitos (Rangwala e Lazar, 2000; Rosen e Spiegelman, 2000).

O primeiro marcador oficial do processo de adipogéneses é a drastica
alteracdo no formato das células como a conversdo das células fibroblasticas a
formas esféricas. Estas modificacbes morfolégicas sdo comparadas através de
mudancas no nivel e tipo de componentes da matriz extracelular (ECM) e o nivel
de componentes citoesqueléticos (Gregoire, 2001). Recentes estudos indicam
que estes eventos sdo fundamentais para a regulacdo da adipogéneses que
podem promover a expressao de fatores transcricionais adipogénicos criticos,
inclusive o aumento de CCAAT ligado a uma proteina-a - (C/EBPa) e/ou
receptores ativados para proliferacdo de peroxisoma g (PPARg). A mediacdo da

degradacédo proteolitica do ECM estromal de preadipocitos pela cascata
plasminogénica € requerido para a mudanca no formato da célula, para a
expressdo génica de adipdcitos especificos e para a acumulacao de lipidios
(Selvarajan et al.,, 2001). ENC-1, uma drosofila também pode desenvolver um
precoce papel regulador na diferenciacdo de adipocitos, afetando a
reorganizacdo do citoesqueleto e a mudanca no formato da célula. Em
preadipocitos, a ENC-1 localiza-se em filamentos da actina, e seus niveis de
MRNA sdo aumentados passageiramente de 8 para 12 vezes precocemente na
diferenciagcdo de adipdcitos. A indugdo de ENC-1 precede a expressdo de
PPARg e C/EBPa, e a diminuicdo no nivel enddégeno da ENC-1 inibe
efetivamente a diferenciacéo de adipdcitos (Zhao et al., 2000).

Uma forma deficiente da transativacdo do PPARd modificou
severamente o dominio AF2, reduzindo seus efeitos. Efeitos semelhantes foram
encontrados em células preadiposas Obl771 ou 3T3-F442A. Estes dados
demonstram que PPARd fazem um papel central na diferenciagéo controlada de
acidos graxos em células preadiposas. Além disso, eles sugerem que a
modulacdo da expressdo ou atividade de PPARd podem afetar as respostas
adaptativas do tecido adiposo branco a mudancas nutricionais (Bastie et al.,
2000).
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Foi mostrado que o PPARg fazem um papel central no controle da
expressao de gene e adipogénesis (Tontonoz et al., 1994; Spiegelman e Flier,
1996; Brun et al., 1996; Gurnell et al., 2000). Ativadores sintéticos e naturais de
PPARg, como tiazolidinedionas ou 15-deoxy-D'?'“-prostaglandina J2, sé&o
estimuladores potentes da diferenciagdo terminal de culturas celulares
preadiposa (Lehman et al., 1995; Forman et al., 1995). Fibroblastos ectopicos
expressam PPARd respondendo a LCFA (acidos graxos de cadeia longa) pela
ativacdo transcricional de genes para a translocacdo de &cido graxos
(FAT/CD36), proteinas ligadas a lipidio do adipécitos (ALBP), e PPARd. Embora
o tratamento s6 com acidos graxos ndo seja suficiente para ativar a
adipogénese, a exposicdo a uma combinacdo de ativadores de PPARd e de
PPARg, por exemplo, 2BrP e tiazolidinediona ou para um ativador pan-PPAR,
como a prostaciclina, promovem a expressdo de um programa tipico de
diferenciacéo adiposa e adipogéneses (Bastie et al., 1999).

Muitas diferencas podem existir entre a expressdo de PPAR de células
preadiposas e fibroblastos, e é crucial examinar o papel destes fatores de
transcricdo no contexto celular preadiposo para confirmar o papel deles na
diferenciacéo de adipdcitos (Bastie et al., 2000).

As estruturas cristalinas de alguns receptores nucleares, inclusive
PPARd (Xu et al.,, 1999), fortemente apdiam a hipotese que os ligantes que
estdo combinados, promovem uma mudanca conformacional que resulta na
liberacdo de correpressores e ha interacdo com coativadores, enquanto
permitem a transicdo de um complexo transcricional inativo a um ativo (Glass et
al., 1997).

Muitas das mudancas que acontecem durante a diferenciacdo de
preadipocitos realizam-se ao nivel da expressao génica. Varios relatos tentam
esquematizar os estdgios da diferenciacdo de adipdcitos em uma hierarquia
simples de eventos moleculares. A diferenciacdo genética regulada durante a
adipogénesis foi categorizada recentemente, intermedeiam e sdo marcadores
de proteinas do mRNA (Morrison e Farmer, 2000; Gregoire, 2001; Rangwala e
Lazar, 2000; Rosen e Spiegelman, 2000; Boone et al., 2000; Ntambi e Young-
Cheul, 2000). Porém, obter uma cronologia precisa dos eventos moleculares

que acontecem durante a diferenciacdo de adipocitos € uma tarefa dificil. A
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apreensdo e expansdao do crescimento clonal, quando presentes, sao
acompanhados por mudancas complexas no padrao da expressdo génica que
pode diferir de modelos de cultura celular e os protocolos especificos
empregados na diferenciacdo. Além disso, a aquisicdo progressiva do fenotipo
de adipdcitos é associada com mudancas na expressao de mais de 2000 genes,
como foi reforcado em um recente estudo que usou tecnologia “microarray” para
monitorar mudancas globais em perfis da expressdao génica durante a
diferenciacdo 3T3-L1 (Guo e Liao, 2000). Mais de 100 sequéncias expressas,
juntas representando 0s genes com uma sO caracteristica, foi expressa apenas
em preadipécitos ou em adipdcitos, indicando claramente que uma pesquisa
adicional €é necessério para entender completamente o0 processo de
adipogéneses.

Foram intensivamente investigados e recentemente revisados 0s papéis
na ativacdo e funcdes nos processos de adipogéneses pelos PPARQ e o
C/EBPs (Rangwala e Lazar, 2000; Rosen e Spiegelman, 2000). Os membros
das familias de C/EBP e PPARQ@2 séo envolvidos na diferenciacao terminal pela
transativacdo subsequente de genes especificos nos adipdcitos. A exposicao de
preadipécitos confluentes para o coquetel adipogénico induz a expressao de
C/EBPb e C/EBPd que em troca ativam PPARg2 e C/EBPa. A producgéo de
ligantes apropriados de PPARQ2 pela diferenciacdo de preadipdcitos € um
provavel passo limitando nesta cascata transcricional. A natureza dos ligantes
endégenos do PPARg2 e o0s mecanismos moleculares que regulam sua
producdo ainda sdo desconhecidos. Mais recentemente foram propostos que
C/EBPb e C/EBPd fazem papéis na regulacdo da producdo de ligantes de
PPARg2 (Rosen e Spiegelman, 2000; Hamn et al., 2001), mas estudos
adicionais sdo necessarios para confirmar o envolvimento direto deles neste
processo. O papel regulador de PPARd, outro membro da familia de PPAR,
ainda € questdo de uma intensa discussdo. Em contraste com PPARQ@2, a
expressdo de PPARd ndo é restrita ao tecido adiposo branco (WAT). A
expressdo ectopica de PPARd em células lineares fibroblasticas foi
originalmente elatada por ndo ter nenhum efeito na adipogéneses ou na sua
promocgao (Amri et al., 1995; Brun et al., 1996). Reavaliacdes recentes do papel

de PPAR: na diferenciacdo de adipocitos confirmou que sua overexpression em
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ambas as células lineares fibroblasticas e adipocitica apdiam a conversao
adiposa na presenca nao-especifica (2-bromopalmitato) ou especifica (L165041)
de ligantes de PPARd (Bastie et al., 1999; Bastie et al., 2000; Hansen et al.,
2001). Porém, a ativacdo de PPARd enddgeno pela L165041 ndo é suficiente
para aumentar significativamente a diferenciacdo da 3T3-L1 (Hansen et al.,
2001, Berger et al.,, 1999); e a expressdo de um mutante dominante negativo
PPARd na diferenciacdo de preadipdcitos ob17 ndo é completamente abolida na
diferenciacdo induzida pelo 2-bromopalmitato (Bastie et al., 2000). Entdo, o
impacto de PPARd nos processos que conduzem a diferenciacdo terminal nao
esta claro e sua funcgéo bioldgica precisa necessita ser determinada.

Além de C/EBPs, PPAR@2 e ADD1/SREBP - 1c, vérios outros fatores de
transcricdo, inclusive fatores de transcricdo ligados a GATA, GATA-2 e GATA-3
e CAMP elemento responsavel pela ligacdo aproteina (CREB), fazem um papel
critico no controle molecular da transicdo de preadipdcito-adipocito (Reusch et
al., 2000; Tong et al., 2000). GATA-2 e GATA-3 sao expressos especificamente
em preadipécitos branco e o seus mMRNAs sdo downregulated durante a
diferenciacdo de adipdOcitos. A expressdo constitutiva de GATA-2 e GATA-3
suprimem a diferenciacdo de adipécitos e capta células no estagio de
preadipocitos. Este efeito é mediado, pelo menos em parte, pela supresséo
direta da atividade do promotor PPARQ2.

Além de fatores de transcricdo, outras moléculas sinalizadoras como
pref-1 e Wnts regulam também a diferenciacdo de adipocitos (Ross et al., 2000,
Sul, et al.,, 2000). Pref-1 é um inibidor da diferenciacdo de adipdcitos e é
sintetizado como uma proteina da membrana plasmatica que contém seis EGF
repetidos no dominio extracelular. Pref-1 € altamente expresso em preadipdcitos
3T3-L1, mas ndo é detectavel em células gordas maduras. DEX, um agente de
diferenciacéao, inibe a transcricdo de pref-1 e promove assim a adipogénesis. A
downregulation de pref-1 é requerida para a conversdo adiposa e a expressao
constitutiva de pref-l inibe a adipogénesis. Reciprocamente, niveis
decrescentes de pref-1 através da transfeccdo anti-senso de pref-1 aumentam
imensamente a adipogénesis (Sul, et al., 2000). A sinalizacdo da Wnt também
parece ser um interruptor molecular que governa a adipogénesis. Os

preadipocitos que constituem expresso a Wnt-1 nao diferem quando tratados
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com o coquetel adipogénico. Além disso, a ativacdo de Wnt que sinaliza abaixo
do receptor também inibe a diferenciacédo, indicando que sinalizagdo da Wnt
mantém os preadipocitos em um estado nao diferenciado. Este efeito parece ser
mediado pela inibicdo de C/EBPa e PPARg.

Adipocitos maduros, os principais componentes celulares do WAT, sdo
equipados exclusivamente para funcionar no armazenamento e equilibrio
energético, sob o apertado controle hormonal. Porém, com a descoberta de que
adipdcitos segregam fatores conhecidos para desempenhar um papel nas
respostas imunolégicas, doencas vasculares e regulacdo do apetite, surgiu um
papel muito mais complexo e dinamico para o WAT. Além de proteinas
envolvidas no metabolismo lipidico e lipoprotéico, citosinas e fatores de
crescimento, adipocitos também sintetizam fatores envolvidos na regulacdo da
ingestao alimentar e homeostasis energéticas. Fatores derivados de adipécitos
incluem leptina, adipsina, proteina estimulada por acilacdo, agouti, angiotensina
Il, prostaglandina, Acrp30, resistina, TNF-a, fatores inibitérios da migracdo de
macrofagocito, proteina segregada a éacido e rico em cisteina (SPARC) e
angiopoietina relacionada a PPARg (PGAR) / fatores adiposo induzido pelo
jejum (FIAF) (Gregoire, 2001).

PGAR/FIAF é um peroxisoma proliferator-activated receptor do gene que
foi descoberto independentemente por Kersten et al. (2000) e Yoon et al. (2000).
Murine PGAR foi identificado pela estratégia da clonacdo do substrato,
designados para obter produtos genéticos expressos em células NIH 3T3 na
forma de um PPAR-g ligante-dependente (Yoon et al., 2000). Murine FIAF é
idéntico ao PGAR em relacdo ao nivel de aminoacido e foi identificado pela
hibridacdo do substrato comparando-se o0 mMRNA do figado de um tipo de ratos
silvestres normais com o PPAR-a. O mRNA do FIAF ndo é detectavel em
figados com PPAR-a de ratos normais, indicando que se comporta como um
gene alvo de PPAR-a em figado de ratos (Kersten et al., 2000).

Observacgodes feitas por Spiegelman (1998) e por Tontonoz et al. (1994),
fizeram com que Duplus et al. (2000) sugestionassem que PPARQ2 fosse o fator
de transcrigcdo mestre da linhagem de adipdcitos.

O aumento exponencial no conhecimento relativo a processos

envolvidos na formacdo de células adiposas modificou radicalmente os
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conhecimentos relativos a fungdo do WAT. A identificagdo do PPARg como um
regulador transcricional fundamental da adipogénesis tem levado a grandes
avancos na pesquisa da obesidade e diabete e tem promovido uma ligacéo
molecular entre metabdlitos lipidicos, lipidios e homeostase da glicose. O WAT
tem um papel central na regulacdo do equilibrio energético em situacdes
fisiolégicas e patoldgicas. Uma lista de fatores produzidos por adipocitos
maduros esta aumentando rapidamente, enfatizando adicionalmente sua fungéo
pleiotrépica. Os adipocitos modulam processos metabdlicos, respostas imunes,
a reproducdo e hematopoiesis. O WAT é um tecido endocrino critico na
obesidade e nas suas desordens associadas, dando-se énfase na necessidade
pela identificagdo adicional de novos fatores produzidos através de adipdcitos
bem como para caracterizacao adicional dos fatores de transcricdo que regulam

a determinacao, diferenciacao e funcdo de adipdcitos (Gregoire, 2001).

2.2.4 . Consequéncias fisiologicas de &cidos graxos na ativacdo dos PPARS e

consequente estimulacédo da oxidacao dos lipideos

Os PPARs parecem servir como sensores fisiologicos do nivel de lipidios.
Eles podem providenciar um mecanismo molecular por meio de que acidos
graxos (FA) dietéticos modulem a homeostasis de lipidios (Kliewer et al., 1997).
Todo os PPARs @, d (ou b) e g) séo as diferentes extensdes ativadas pelos
acidos graxos (FA) e seus derivados. A ativacdo de PPARa em particular pelos
FA, causa muitos efeitos pleiotropicos resultando na estimulacdo da oxidacéo de
lipidios e alteracdo no metabolismo lipoprotéico (Fruchart et al., 1999).
Importantemente, MUFA e PUFA parecem ser mais efetivos na estimulacdo de
PPARa que SFA (Kliewer et al., 1997).

Os &cidos graxos tém sido requeridos para regular a adaptacdo da massa
gordurosa em mudancas nutricionais, controlando a expressdo de genes
implicada no metabolismo de lipidio, via ativacdo de receptores nucleares. A
expressao ectopica dos receptores nucleares PPARg ou PPARd promovem
adipogénesis em células fibroblasticas expostas a tiazolidinedionas ou &cidos
graxos de cadeia longas. Para a investigacdo do papel de acidos graxos e

PPARd na regulacdo da expressdo de gene e adipogénesis em um contexto
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celular preadiposo, foi estudado os efeitos da overexpressdo de receptores
nativos ou o dominio-negativo mutante de PPARd em células Ob1771 e 3T3-
F442A. A overexpressdo de PPARd aumentou a inducdo de acidos graxos
relacionados aos genes de adiposo para o translocamento dos acidos graxos,
proteinas ligadas a lipidios de adipécitos e PPARg e os efeitos de acidos graxos
na diferenciacéo terminal (Bastie et al., 2000).

Durante os ultimos 10 anos, ficou evidente que acidos graxos (FAs)
também pode agir como sinalizadores moleculares envolvidos na regulacdo da
expressdo de gene (Duplus et al., 2000). Embora interessantes progressos
foram feitos recentemente, 0 mecanismo pelo qual FAs modulam a transcricdo
de gene, ainda permanece em grande parte sem solucao.

Uma compreensiva descricdo de FA na regulacdo da expressao génica
requer o entendimento de que: 1) moléculas de FA tém uma estrutura basica em
comum com uma diversidade especifica, determinada pelo tamanho da cadeia e
0 grau de insaturacdo e 2) os FAs sdo rapidamente metabolizados (Duplus et
al., 2000).

Os efeitos celulares de acidos graxos e alguns de seus metabdlitos estédo
relacionados, pelo menos em parte, na ativagdo de receptores nucleares
(PPARS), em células preadiposa e adiposa (Bastie et al., 2000).

Em mamiferos, a expressédo de muitos genes tem sido mostrada por ser
modulada pelos FAs de maneira positiva ou negativa. Porém, em sO alguns
casos a taxa de transcricdo tem sido claramente demonstrada como o principal
local de controle (Duplus et al., 2000).

Os principais mecanismos postulados da regulacdo da transcricdo
genética de FA estdo resumidos na figura 8. FAs, FA-CoAs ou metabdlitos de
FA podem: 1) induzir uma cascata de eventos que conduzem a uma modificacdo
covalente de fatores transcricionais (TF), por exemplo, a fosforilagdo, alterando
assim sua capacidade de transativacao, 2) liga e ativa diretamente um TF, 3)
modifica a estabilidade do mRNA ou 4) influéncia a taxa de transcricdo de um
TF, conseqguentemente 5) modificando sua nova sintese. Os FA-responsive
ligam aos TF para uma sucessado de reconhecimentos, estes elementos na
regido promotora-reguladora do gene sdo designados ou 6) como um

mondémero ou 7) como um homo ou um heterodimer (Duplus et al., 2000).
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Figura 8 — Mecanismos postulados para o controle de acido graxos da
transcricdo de gene. O FA por se, FA-CoA ou seus metabdlitos modulam &) a
transcricdo de um gene responsivo, codificando uma proteina envolvida no
transporte ou metabolismo de FA, por varios mecanismos potenciais seletivos
ndo mutuamente. Passo 1, um sinalizador da cascata de transduccao é iniciado
para induzir uma modificacdo covalente no TF, modificando assim, sua poténcia
transcricional. Passo 2, o préprio FA ou seus derivados agem como um ligante
para o TF, que entdo pode ligar o DNA a um elemento resposta de FA (FARE),
ativando ou reprimindo a transcricdo. Passos 3, 4, e 5, o FA pode agir
indiretamente por alteracdo na estabilidade do TF do mRNA (Passo 3) ou na
transcricdo de gene (Passo 4), resultando em varia¢cdes de uma nova sintese do
TF (Passo 5) com um impacto na taxa de transcricdo de genes que codificam
proteinas envolvida no transporte ou metabolismo de FA. Em se ligar ao
elemento de resposta cognato, o TF age ou como um monémero (Passo 6), ou
como um homodimer, ou como um heterodimer com TF, um TF diferente (Passo
7).

Foram observadas concentracbes micromolares de acidos graxos
ligados a PPARSs, sendo visualizadas na cavidade ligante-ligados a PPARS, por
difracdo de raios-X nos cristais de &cidos graxos/PPAR (Nolte et al., 1998; Zhu
et al., 1997). Estas estruturas cristalinas também demonstraram que os acidos
graxos tém um alto grau de liberdade na cavidade ligante-ligada, comparada

com outros receptores nucleares observados. Isto explica o grande numero de
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diversas combina¢Bes aparentemente que podem fazer os PPARS, mas também
sugerem a possibilidade de que as combinac¢fes da ativacdo enddgenas podem
ser uma molécula contendo &cidos graxos. Varias publicacfes exploraram esta
possibilidade (Van Veldhoven et al., 2000; Xu et al., 1999).

Os papéis de risco de lipidios de PPARa em roedores sdo prontamente
compreendidos. O PPARa é altamente expresso no figado de roedor onde a
ativacdo destes receptores com fibratos induz um aumento volumoso na
oxidacdo de acidos graxos peroxisoma nos hepatdcitos. Isto prevé uma acgéo
poderosa para a liberacdo de gorduras do soro. Ficou claro em recentes anos
que fibratos também regulam o transporte de lipidios mediando a expressédo de
varias proteinas transportadoras de lipideos intra e extracelulares. Os fibratos
induzem a expressao de proteinas ligadas a acidos graxos do figado, uma
proteina intracelular envolvida no uptake e transporte de acidos graxos (Besnard
et al., 1993; Brandes et al., 1990; Lawrence et al., 2000).

Alguns estudos informam claramente o papel dos PPARd como
mediador nuclear da transcricdo mediada pela LCFA e a¢0Oes adipogénicas em
um contexto celular preadiposo. Eles sugerem que uma mudanc¢a na quantidade
ou atividade destes receptores nucleares em células preadiposas podem ter
consequéncias funcionais importantes com respeito a resposta da massa
adiposa em mudancas nutricionais. Possivelmente, a up-regulacdo do receptor
resultaria na hipersensibilidade dos efeitos da LCFA, aumentando a massa do
tecido adiposo, considerando que a down-regulacdo pode conferir resisténcia a
LCFA. Os PPARd também é expresso em Vvarios tecidos, inclusive no coracgéo,
musculo esquelético e intestino, e seria de interesse caracterizar seus efeitos
em tecidos especificos na up ou down-regulacdo que este receptor nuclear teria
em todo o animal. A producdo de animais transgénicos que expressam O

mutante PPARJE411P de uma maneira especifica no tecido, proveria valiosa

informacao sobre o papel de PPARd em varios tecidos (Bastie et al., 2000).

2.2.5 . Papel dos PPARSs na lipogénese e formacao das lipoproteinas

A ativacdo da PPARa estimula a expressdo dos genes envolvidos no

metabolismo dos acidos graxos e lipoproteinas. Os ativadores da PPARa, como
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os acidos fibricos normolipidémicos, diminuem as concentracbes de
triacilglicerdis, aumentando a expressédo da lipoproteina lipase e diminuindo a
concentracao da apoC-lll (Fruchart et al., 2001).

Adicionalmente, eles aumentam o colesterol HDL através do aumento da
expressdo da apo A-l1 e apoA-ll. A ativacdo da PPARa por acidos fibricos
aumenta a sensibilidade a insulina e diminui a trombose e as inflamacdes
vasculares. Os ativadores da PPARa (gemfibrozil) diminuem o risco de doencas
coronarias do coracdo em pacientes com colesterol LDL normal e com baixo
colesterol HDL e ele diminui a progressdo da arteriosclerose coronaria
prematura (benzafibrato), particularmente em pacientes com a diabete tipo 2
(fenofibrato) (Fruchart et al., 2001).

Os ativadores PPARa tém sido sintetizados. Eles incluem acidos fibricos
e derivagles (fibratos) e todos eles induzem a proliferacdo do peroxisoma no
figado, hepatomegalia e cancer de figado em roedores (Issemann e Green,
1990).

Wy-14 643 e &acidos fibricos (clofibrato, ciprofibrato, ezafibrato,
feofibrato, gemfibrozil, ...) foram desenvolvido como agentes hipolipidémicos em
roedores. Os &cidos clofibricos e feofibrico ativam tanto a PPAR-alfa quanto a
PPAR-gama, com uma seletividade de 10 vezes maior pela PPAR-alfa. Alguns
acidos fibricos como o ezafibrato ndo tem nenhuma especificidade por nenhum
dos trés tipos de PPARs. Uma propriedade farmacoldégica comum aos &cidos
fibricos usados clinicamente é a sua baixa afinidade pela PPAR-alfa (EC 50 niV)
e um bom resultado requer doses orais dtas (300-1200 mg/dia) para alcancar
eficiéncia clinica. Os ativadores da PPAR-alfa sintetizados recentemente, com
afinidade maior que 1000 vezes para a PPAR-alfa sdo drogas novas e
promissoras para o tratamento da dislipoproteinemia (Willson et al., 2000).

Acidos fibricos sdo drogas de primeira linha no tratamento de
hipertrigliceridemia primaria e sdo muito Uteis no tratamento combinado de
hiperlipidemia e dislipoproteinemia tipo lll e em anomalias lipidicas secundarias
observadas em diabetes mellitus ndo insulina dependente (NIDDM) e individuos

obesos. A ativagdo da PPAR-alfa pelos fibratos leva ao:
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decréscimo da hipertrigliceridemia pelo aumento na expressdo da LPL

(Heller e Harvengt, 1983) e no decréscimo na expressdo da apoC-ll

(Staels et al., 1995);

aumento nos niveis de colesterol HDL, apo A-l e apo A-ll (Malmendier e

Delcroix, 1985; Vu-Dac et al., 1994; Vu-Dac et al., 1995) no plasma

humano, ao menos parcialmente, pelo aumento na expressdo da apo Al

e apo A-ll (Vu-Dac et al., 1994; Vu-Dac et al., 1995);

reducdo do colesterol LDL em hiperlipidemia combinada (Cattin et al.,

1990) através do decréscimo nos niveis do LDL denso aterogénico, o

qgual tem baixa afinidade aos receptores de LDL, enquanto aumentam o

LDL flutuante, o qual demonstra alta afinidade a este receptor. Na

hipocolesterolemia primaria, os fibratos reduzem o LDL denso, mas nao

as fracdes de LDL light (Tilly-Kiesi e Tikkanen, 1991).

Em pacientes hipercolesterolémicos, Caslake et al. (Caslake et al., 1993)
observaram que fenofibratos diminuem significativamente o colesterol LDL
(30%) sem o decréscimo da producédo de LDL e apo B pela mudanca do LDL de
um pool catabolizado Ilentamente por um catabolizado rapidamente.
Adicionalmente, a velocidade de degradacédo da LDL-apo B pelo receptor “route
rose” e de 43% com a droga, enquanto que a quantidade pura independente da
rota do receptor ndo muda.

E geralmente reconhecido que concentracdes terapéuticas nao inibem a
atividade da HMG-CoA redutase (Stange, et al., 1991).

Recentes estudos tém mostrado que os efeitos dos fibratos no
metabolismo das lipoproteinas sdo devido ao aumento no catabolismo celular de
FFA e a inibicdo resultante da secrecdo do triacilglicerol do VLDL hepatico, bem
como & alteracbes nos genes que governam a hidrolise intravascular dos
triacilgliceréis e aqueles que governam a producdo de HDL (Fruchart, et al.,
2001).

PPAR-alfa é altamente expresso em tecidos com taxas elevadas de
catabolismo de FA, onde s&o regulados genes envolvidos no uptake de FA,
ativacdo em ésteres de acil-CoA, degradacéo via peroxisomal e beta-oxidacao

mitocondrial e sintese de corpos cetdnicos (Schoonjans et al., 1996).
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O tratamento com fibratos € conhecido por ativar PPAR-alfa induzido
pelo nivel de mRNA de FATP no figado e intestino de ratos e niveis de mRNA
de ACS no figado e rim (Fruchart, et al., 2001).

PPAR-alfa regula a ingestdo de FAs na mitocbndria, que é 0 passo
crucial no metabolismo deles, especialmente em tecidos como o coracao,
musculo esquelético e tecido adiposo marron, no qual FAs sdo as principais
fontes de energia (Fruchart, et al., 2001).

Foram identificados trés isoformas de proteinas desacopladas distintas,
UCP-1, UCP-2 e UCP-3 e foram implicadas como mediadoras da termogénesis.
Kelly et al. (1998) informou que o tratamento de ratos normais ou ratos db/db
com WY-14 643 (PPAR-alfa ligante) ndo afeta a expresséo da UCP-1, 2 ou 3 no
tecido adiposo marrom. Nao obstante, mMRNA de UCP-2 hepético foi aumentado
(quatro vezes maior do nivel de controle) em ratos db/db e magros, embora este
efeito ndo foi observado em outros ratos. Estes dados mostram que ativadores
de PPAR-alfa também podem regular proteinas UCP, que podem ser um passo
final nas acBes destas drogas em FA catabdlico.

Estes dados como um todo mostra que ativadores de PPAR-alfa
estimulam diferentes etapas no metabolismo oxidativo de FA em diferentes
orgados e particularmente no figado onde eles reduzem a quantidade de FA
disponivel para sintese e secrecao de VLDL (Fruchart, et al., 2001).

Um dos principais efeitos dos ativadores de PPAR-alfa no metabolismo
lipidico plasmético é a reducéo dos niveis de triacilgliceréis. Kesaniemi e Grundy
(1984) mostraram que o gemfibrozil diminuia a producéo de triacilglicerol de
VLDL em média de 28%.

N&o obstante, como foi mostrado por Kesaniemi e Grundy (1984), a
inibicdo da sintese de triacilglicerol de VLDL n&o é unicamente um efeito
hipotrigliceridémico dos fibratos. Neste estudo, gemfibrozil reduziram a sintese
de triacilglicerol de VLDL em somente 28%, mas aumentaram a fracdo da taxa
catabodlica do triacilglicerol de VLDL em 92%. Isto sugere que ativadores de
PPAR-alfa diminuem a concentracdes de triacilglicerol plasmatico pelo aumento
da hidrdlise de triacilglicerdis de VLDL e quilomicrons.

De fato, fibratos aumentam a atividade de LPL plasmatica fixada em

heparina (Fruchart, et al., 2001).
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Schoonjans et al. (1996) demonstraram a inducdo do gene de LPL pelo
PPAR-alfa, correlatado com a distribuicdo destes receptores nucleares nos
tecido de ratos.

Um elemento sequencial foi identificado como um PPRE no promotor de
LPL humano, que medeia a responsabilidade funcional dos ativadores de
PPAR-alfa. O efeito principal de fibratos €, entdo, a produgéo de LPL no figado
de rato (Fruchart, et al., 2001).

A apoC-lll age retardando o catabolismo de particulas ricas em
triacilglicerdis, inibindo a ligacdo delas a superficie endotelial e a sua lipdlise
pelas LPL, desta forma, interferindo com a liberacdo de particulas
remanescentes nos receptores mediados pela apo E para o plasma (Quarfordt
et al., 1982; Windler et al., 1980; Clavey et al., 1995; Aalto-Setala, et al., 1992,
Aalto-Setala, et al., 1996; Ebara, et al., 1997).

Usando ratos deficientes de PPAR-alfa, Peters et al. (1997)
demonstraram um papel obrigatorio para PPAR-alfa na repressdo da expressao
do gene da apo C-lll pelos fibratos. A regulacdo da transcricdo do gene da apo
C-lll é complexa, sendo governada por um conjunto de fatores transcricionais
ligados a sitios entre 1 Kb do local de iniciacdo da transcri¢cdo. Entre estes locais
esta o C3P (também chamado de CIIIB), local para qual estdo ligados varios
receptores nucleares como HNF-4, ARP-1, Ear/COUP-TF (Ladias et al., 1992),
RXR e PPAR-alfa (Vu-Dac et al., 1998). Considerando que HNF-4, RXR e
PPAR-alfa (Vu-Dac et al., 1998) podem ativar o gene de transcricao da apo C-lli
neste local, ARP-1 e Ear3/COUP-TF agem como repressores (Ladias et al.,
1992). Sdo exigidos estudos adicionais para determinar se a repressao
transcricional da apo C-lll através de ativadores de PPAR-alfa envolvem
gualquer ou todos estes fatores nucleares.

Em hipercolesterolemia priméria severa, a terapia com fenofibratos
diminuiu a apo C-ll e particulas de lipoproteinas que contém tanto a apo C-lll e
a apo B (Bard et al., 1992). Staels et al. (1995) demonstraram que fibratos down-
regulam a expressao da apo Clll independentemente de qualquer inducdo do
peroxisomal acil CoA oxidase. Estes estudos mostraram que ativadores de
PPAR-alfa diminuem a expressdo da apo CIl em figado de humanos e ratos,
mas o0 mecanismo molecular desta down-regulacdo néo foi, contudo elucidada

completamente.
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A terapia com &acido fibrico aumenta o nivel plasmatico de colesterol-
HDL (entre 10-15%) em hipertrigliceridemia (Kahri et al., 1995), hiperlipidemia
combinado (Zambon et al., 1999; Steinmetz et al., 1996) e hipercolesterolemia
(Steinmetz et al.,, 1996; Schaefer et al., 1996). Este aumento no nivel de
colesterol-HDL s&o associados com os aumentos significantes nos niveis de apo
A-l e apo A-l. Malmendier e Delcroix (1985) mostraram que fenofibrato
aumentaram apo A-l em pacientes hipercolesterolémicos, aumentando sua taxa
de sintese muito mais que sua taxa catabdlica.

Recentes estudos demonstraram, em humanos, que acidos fibricos
aumentam as concentracfes plasméaticas de HDL, pelo menos em parte, pela
inducéo da expresséo dos genes humanos da apo A-l e apo A-ll (Vu-Dac et al.,
1994; Vu-Dac et al., 1995; Berthou et al., 1996).

Vu-Dac et al. (1994) mostraram que a taxa de transcricdo do gene
humano da apo A-l é induzido por PPAR-alfa que interage com um PPRE
positivo localizado no sitio A do promotor do gene apo A-l do figado de humanos
melhorando sua especificidade.

Em 1995, Vu Dac et al. informou que acidos fibricos induziram o mRNA
da apo A-ll em culturas primarias de hepatécitos humano e em células de
hepatoblastoma humanas, que resultam no aumento da secrecdo de apo Al
em ambos os sistemas de cultura celular. Estes autores identificaram um DR1
um tipo de PPRE no sitio J do promotor da apo A-ll humana e demonstrou que
acidos fibricos aumentam os niveis de apo A-ll plasmético, estimulando a
transcricdo de seu gene pela interacdo de PPAR-alfa ativado com o apoAll-
PPRE.

Recentemente, foi mostrado que fibratos aumentam atividade do
receptor HDL em macrofagdcito humanos estimulando a expressdo de SR-
BI/CLA-1 (Chinetti et al., 2000) e ABCA1l (Chinetti et al., 2001). Estes dois
receptores foram mostrados por ser capaz de ligar HDL na membrana
plasmatica e de induzir influxo de colesterol livre de células espumosas
derivadas de macrofagécitos humanos. Este influxo de colesterol celular
corresponde ao primeiro passo dentro do denominado “transporte de colesterol
reverso”’ que é responsavel para devolver o excesso de colesterol periférico ao
figado para elimina-lo com a secrec¢do biliar. Entdo, fibratos ndo sé aumentariam

o transporte de colesterol reverso por aumentar o niumero de portadores de
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colesterol (HDL), mas eles também aumentariam a expressao celular dos
receptores de HDL cuja tarefa é assegurar a ligagdo destes portadores a
membrana celular e induzir o influxo do excesso do colesterol celular.

Ativadores de PPAR-alfa diminuem os niveis de triacilgliceréis do
plasma diminuindo a sintese de triacilglicerol e aumentando a lipolise do
triacilglicerol-VLDL pelo aumento da expressao do gene da lipoproteina lipase e
sua correspondente sintese protéica e diminuindo a expressdo do gene da apo
C-Ill e sua sintese protéica relacionada; a apo C-lll que € um inibidor natural da
atividade da lipoproteina lipase. Diminuicbes na concentracdo plasméatica de
triacilglicerol-VLDL inibem a troca entre a proteina de transferéncia de ésteres
de colesterol (CETP) dependente de triacilglicerol do VLDL e o éster de
colesterol da LDL. Nesta condicdo, a atividade da lipase hepatica esta reduzida,
resultando na LDL pobre em triacilgliceréis, que em troca ndo reduz o tamanho
nem aumenta a densidade. Entdo, ativadores de PPAR-alfa diminuem a
concentracao do plasma da LDL de baixa densidade que se mostram altamente
aterogénico (Fruchart, et al., 2001).

Os ativadores de PPAR-alfa aumentam os niveis de colesterol-HDL do
plasma aumentando a expressdo do gene da apo A-l e apo A-ll e aumentando a
sintese das proteinas correspondentes. Ativadores de PPAR-alfa também
aumentam o colesterolHDL reduzindo a massa do triacilglicerol-VLDL e do éster
de colesterol mediado pela CETP, resultando na transferéncia de HDL para
VLDL. Além disso, ativadores de PPAR-alfa aumentam expressdo celular
vascular de receptores de HDL como ABC-1 e SRB-I e o influxo do colesterol
celular. Entdo, aumentando a sintese de HDL e o influxo do colesterol celular,
ativadores de PPAR-alfa provavelmente aumentam bastante o “transporte
inverso de colesterol” e reduz a aterogénese, como foi demonstrado em
tentativas clinicas que mostraram uma redugdo na progressdo de ateroma em
pacientes ateroscleréticos tratadas com benzafibrato (de Faire et al., 1995; de
Faire et al., 1996; Ericsson et al., 1996; Ruotolo et al., 1998; Goldbourt et al.,
1998; Ericsson et al., 1996; Kaplinsky e Brunner, 1998), gemfibrozil (Rubins et
al., 1999; Frick et al., 1997; Syvanne et al., 1998) e fenofibrato (Steiner, 1996).

Estudos em LOCAT (Lipid coronary angiographic trial), VA-HIT
(Veterans Affairs-High Density Lipoprotein Cholesterol Intervention Trial),

BECAIT (The bezafibrate coronary atherosclerosis intervention trial) e BIP
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(Benzafibrate infarction prevetion) mostraram que drogas pertencendo a familia
dos fibratos (gemfibrozil, benzafibrato), agem na excitagdo do Peroxisoma
Proliferator Activated Receptores (PPARSs) tendo efeitos comparaveis no perfil
de lipidios plasmaticos e de lipoproteinas e na inibicdo da progressdo de
ateroscleroses coronarias (Fruchart, et al., 2001).

Estes dados sugerem que uma reducdo simultdnea no triacilglicerol e no
aumento de HDL-colesterol, sem qualquer reducdo na LDL-colesterol, em
pacientes com baixo LDL-colesterol e baixo HDL-colesterol ou alto LDL-
colesterol, baixo HDL-colesterol e alto triacilglicerol [>200 mg dL™* (2,30 mmol L
1] diminuem a mortalidade cardiaca. Estes estudos enfatizam: (1) a importancia
de reduzir o LDL-colesterol quando o LDL constitui o unico fator de risco das
lipoproteinas que possuem a apo B; (2) o adicional poder letal de triacilglicerol
em pacientes hipercolesterolémicos; (3) o poder letal dos triacilglicer6is em
pacientes normocolesterolémicos com baixo HDL-colesterol (Fruchart, et al.,
2001).

Estudos futuros sdo necessarios para confirmar os efeitos benéficos da
reducdo de triacilgliceridemia e aumento do HDL-colesterol na prevencao
secundaria e é absolutamente necessaria a confirmacéo deste efeito benéfico

na prevencao primaria (Fruchart, et al., 2001).

2.3 . ANTILIPEMICOS

Também chamados agentes hipolipdémicos, reguladores de lipidios, anti-
hiperlipoproteinémicos, sao farmacos utilizados no tratamento de aterosclerose.
Esta doenca € causada pela deposicdo localizada de lipideos plasmaticos,
principalmente ésteres colesterilicos, na parede arterial interna formando a placa
ateromatosa, ou ateroma, a lesdo caracteristica da aterosclerose.

A aterosclerose é causa da doenca cardiaca coronariana, a forma mais
freqliente de doenca cardiaca.

Fatores diversos foram apontados como causadores de aterosclerose.
Os principais sé@o hipertensdo, habito de fumar, ocupacdo sedentaria, diabetes

melito, obesidade, alcool, hereditariedade e hiperlipidemia.
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O diagnostico da hiperlipidemia baseia-se na comprovagdo de
anormalidades lipoprotéicas especificas. As lipoproteinas podem ser separadas
em cinco grupos: (a) quilomicrons — sdo as lipoproteinas maiores e contém
cerca de 90% de trigliceridios dietéticos ou exdgenos e menos de 5% de
colesterol; (b) lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL, very low density
lipoproteins), também chamadas pré-betalipoproteinas — contém cerca de 60%
de trigliceridios enddégenos e 10 a 15% de colesterol; (c) lipoproteinas de
densidade intermediaria (IDL, intermediate density lipoproteins) — contém menos
trigliceridios e mais colesterol que o grupo anterior; (d) lipoproteinas de
densidade baixa (LDL, low density lipoproteins), também chamadas beta-
lipoproteinas — contém cerca de 50% de colesterol e menos de 10% de
trigliceridios; (e) lipoproteinas de densidade alta (HDL, high density lipoproteins),
também chamadas alfa-lipoproteinas — contém cerca de 20% a 30% de
colesterol e menos de 5% de trigliceridios.

Além das lipoproteinas, ha que se levar em consideracdo também as
apoproteinas, que sao 0s grupamentos protéicos daquelas. Frequentemente,
estes grupos heterogéneos de proteinas se combinam com fosfolipidios para
formar um complexo estavel para solubilizar e transportar os lipidios
plasmaticos.

As apoproteinas desempenham, pelo menos, trés fungBes essenciais:
(a) manter a estrutura das lipoproteinas; por exemplo, apo Al e A-ll em HDL;
apo B-48 em quilomicrons e residuos de quilomicrons; e apo B-100 em VLDL,
IDL e LDL; (b) servir de ligantes de unido ou locais de reconhecimento para os
receptores situados na superficie das células para facilitar a retirada das
lipoproteinas da circulacdo para o catabolismo; por exemplo, 0os receptores no
figado reconhecem a apo E e possivelmente B-48 nos residuos de quilomicrons;
(c) atuar como co-fatores para enzimas compreendidas no metabolismo dos
lipidios lipoprotéicos na circulacdo; por exemplo, a apo C-ll é o co-fator
especifico para ativacdo da lipoproteina lipase (LPL), a enzima responséavel pela
hidrdlise de trigliceridios.

As hiperlipoproteinemias podem ser primarias ou secundérias. As
primarias sdo esporadicas e determinadas geneticamente. As secundarias
resultam de habitos dietéticos ou séo sequelas de outras doencas ou de

tratamento medicamentoso.
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Para as hiperlipoproteinemias a Organizacdo Mundial de Saude propés
a seguinte classificacao internacional:

Tipo I: Hiperquilomicronemia. Caracterizada pela presenca de
quilomicrons e por concentracfes normais ou apenas ligeiramente aumentadas
de VLDL.

Tipo lla: Hiper-b-lipoproteinemia. Caracterizada por elevacdo na
concentracao de LDL.

Tipo llb: Caracterizada também por elevagéo na concentracdo de LDL.

Tipo lll: Padrdo ‘b flutuante” ou ‘b amplo”. Caracterizada pela presenca
de VLDL com concentracdo elevada anormal de b flutuante” ou ‘b-VLDL” do
colesterol.

Tipo [IV: Hiper-b-lipoproteinemia. Caracterizada por elevagdo na
concentracdo de VLDL e pela auséncia de quilomicrons.

Tipo V: “Hiperpré-b-lipoproteinemia e quilomicronemia”. Caracterizada
por elevacdo na concentracdo de VLDL e presenga de quilomicrons.

Estudos recentes indicaram que o controle de colesterol e trigliceridios
elevados pode ndo diminuir o perigo de doenca cardiovascular e a mortalidade,
embora possa reduzir a incidéncia de infartos miocardios nédo-fatais.

Para o tratamento de altas taxas de colesterol no sangue adotam-se as
medidas a seguir, conforme recomendou, em 1994, o 2 Relatério do Expert
Panel on Detection, Evalution, and Treatment of High Blood Cholesterol in
Adults (Adult Treatment Panel Il).

Tratamento nao-farmacologico (especialmente reducdo na ingestao
dietética de 4cidos graxos insaturados e colesterol, reducdo de peso, exercicio
fisico e suspensdo do habito de fumar) como primeira medida a todos os
pacientes e como coadjuvante a toda a terapia especifica.

Se, depois de seis meses de terapia mediante dieta, ndo se conseguir
reducdo adequada das LDL do colesterol, entdo se recomenda adicionar o
tratamento medicamentoso aterapia dietética.

O primeiro farmaco consiste geralmente em um sequestrante de acidos
biliares (como colestiramina, colestipol) ou acido nicotinico. Os sequestrantes de
acidos biliares sao Uteis especialmente para o tratamento de elevacdes isoladas

da LDL-colesterol, ao passo que o acido nicotinico o € em pacientes em quem
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as concentracfes das LDL-colesterol sdo moderadamente elevadas e que

apresentam aumento em trigliceridios e nas concentracdes das HDL-colesterol.
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Fonte: Lillmann et al., 2000.

Figura 9: Esquema geral da atuacdo de antilipémicos.

Em seguida, deve-se considerar o uso de inibidor da HMG-CoA redutase
(como fluvastatina, lovastatina, pravastatina, sinvastatina). Estes farmacos sao
particularmente Uteis em reduzir substancialmente as LDL-colesterol em
pacientes com formas graves de hipercolesterolemia ou em pacientes que
apresentam doencga coronariana confirmada e graus menores de elevacao das

LDL-colesterol.
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Figura 10 — Acumulacéo e efeito do inibidor HMG-CoA redutase no figado.

Outros antilipémicos, como derivados do acido fibrico (bezafibrato,
clofibrato, genfibrozila) e probucol, sdo tdo eficazes quanto os ja citados. Os
derivados do &cido fibrico sdo eficazes especialmente em baixar as
concentracfes de trigliceridios e, em grau menor, aumentar as concentracdes
das HDL-colesterol. Reserva-se geralmente o tratamento com probucol a
pacientes que nao toleram outros farmacos que baixam o colesterol ou nao
respondem a eles.

Caso nao se obtenha resultado adequado, o paciente devera ser
submetido a outra medicagdo ou associacdo de dois farmacos que tenham
mecanismo de acao sinérgico. Apesar de a experiéncia com essas associacdes
ser limitada, verificou-se que os sequestrantes de acidos biliares junto com acido
nicotinico ou inibidor da HGM-CoA sdo uteis em controlar as LDL-colesterol.
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Entretanto, o uso de associacdo de inibidor da HMG-CoA com acido nicotinico
ou derivado de acido fibrico podera aumentar o risco de miopatia.

Na hipotese de ndo se lograr o resultado desejado com os farmacos
primarios e as associacdes de farmacos, deve-se recorrer a um especialista em
lipidios.

Para as mulheres pOs-menopausa, outra opcdo para baixar as LDL-
colesterol é o tratamento por estrogénios. Estes podem diminuir as LDL-
colesterol e aumentar as HDL-colesterol. Recomenda-se, porém, selecionar as
pacientes, levando em consideragdo o risco de doenca coronariana e riscos
potenciais de tratamento estrogénico prolongado.

Os farmacos antilipémicos disponiveis em nosso meio podem ser
agrupados nas seguintes classes: inibidores da HGM-CoA redutase, derivados

do acido fibrico e farmacos diversos.
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Figura 11 — Regulacdo da concentracdo do colesterol celular pela HMG-CoA
redutase e receptores de LDL.
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2.3.1 . Inibidores da HMG-CoA Redutase

A 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase é enzima que
cataliza a etapa inicial limitante da velocidade da biosintese de colesterol, a
saber, a formacdo de mevalonato a partir de HGM-CoA. Os inibidores da HGM-
CoA redutase sao farmacos extremamente eficazes em baixar as concentracdes
plasmaticas da LDL-colesterol. Atuam como inibidores competitivos da referida
enzima. Bloqueiam a sintese do colesterol no figado, desencadeiam assim as
reacdes compensatorias que resultam na reducéo das LDL plasmaticas.

Quimicamente, consistem em sistema anelar hexadronalftalénico ligado
a dois grupamentos: um éster metilbutirato e um hidroxiacido que pode formar
uma lactona de seis membros. Quanto a origem, podem ser divididos em trés
grupos: metabdlicos fungicos (lovastatina e pravastatina), compostos sintéticos
(fluvastatina) e compostos semi-sintéticos (sinvastatina). Atorvastatina,
fluvastatina e pravastatina sao ativas per se. Lovastatina e sinvastatina sédo, na
verdade, bioprecursores; no figado, seu anel lactbnico se abre por hidrélise
quimica ou enzimatica (ou ambos), gerando o inibidor ativo.

Sao antilipémicos e inibidores da HMG-CoA redutase. Sao indicados
como adjuvantes no tratamento de  hipercolesterolemia  primaria
(hiperlipoproteinemia tipos lla e llb) causada por concentracdes elevadas de
LDL-colesterol em pacientes com risco significante de doenca arterial

coronariana que nao responderam adieta ou a outras medidas.

2.3.2 . Derivados do Acido Fibrico

Séo derivados do acido fenoxiisobutirico. Seu efeito priméario é aumentar
a atividade da lipoproteina lipase que, por sua vez, promove o catabolismo das
lipoproteinas ricas em trigliceridios, VLDL e IDL. Eles também podem diminuir a
sintese hepatica e a secrecao de VLDL.

N&o se conhece bem o0 seu mecanismo de acdo, mas pode consistir na

depuracao hepatica intensificada das VLDL e IDL, que reduziria a producao de
LDL.
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Os farmacos deste grupo disponiveis no Brasil sdo bezafibrato,
ciprofibrato, clofibrato, etofibrato, fenofibrato e genfibrozila.
2.4 . FLAVONOIDES

Sao classes de compostos fendlicos que possuem em sua estrutura trés
anéis aromaticos (A,B e C) constituindo unidades de um esqueleto de carbono

Cs-C3-Cg, cOmo mostrado na figura 12.

Esydedo bism dsflaoids

Figura 12 — Estrutura de flavonadides.

Do ponto de vista quimico eles podem ser considerados como derivados
de 2-benzopirano.

O esqueleto Ci5 dos flavonoides € biogeneticamente derivado de
fenilpropandide (Cs-C3) e trés unidades de acetato (Ceg).

Podem sofrer hidrogenacdo, hidroxilagdo, metilacdo, acilagéo,
sulfatacao, glicosilacdo ou ramnosilacéo.

Existem uma grande diversidade de flavondides na natureza (>4000
tipos). Eles podem ainda sofrer polimerizacdo, formando taninos condensados
ou hidrolisaveis (PM 500 - 3000).

O termo “flavonoide” deriva do latim flavus, que significa amarelo, em
virtude da cor que confere & flores, entretanto existe um outro grupo de
flavonodides incolores, os flavondis e o grupo das antocianinas, que possuem
cores gue vao do vermelho ao azul.

Estes compostos séo responsaveis pelas cores das plantas e, por

muitos odores e sabores de comidas e bebidas de origem vegetal.
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Os flavondides “coloridos”, principalmente as antocianinas, presente nas
pétalas das flores, atuam como um estimulo atrativo para insetos polinizadores.
Os flavonoides aparentemente sem cor para 0 homem, como os flavondis e
flavonas, absorvem fortemente no UV, e freqlientemente se encontram no
centro das flores, agindo provavelmente como “guia do mel”, aos olhos atentos
dos insetos. Eram usados em tempos remotos como tintas naturais, hoje séo
pesquisados principalmente pelas suas propriedades farmacolégicas.

Alguns alimentos sédo ricos em flavondides, como soja, maca, uva,

cebola, repolho, brécolis, chicdria, aipo, cha e vinho tinto.

2.4.1 . Classificacdo e estruturas de alguns dos Flavondides

Séo classificados em: chalconas, flavanonas, flavonas, dihidroflavondis,
flavondis, flavan — 3,4 — diol, antocianinas, e diidrochalconas.

Cook e Samman (1996), mostraram alguns flavondides e suas
classificagoes:

Flavanonas: naringerina, naringina (frutas citricas).

Flavonas: luteolina, baicaleina, apigenina.

Flavondis: kaempferol, miricetina, quercetina, rutina, morina.

Uma representagdo esquematica da derivacdo dos flavondides esta

mostrada na figura 13.
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Figura 13 — Representacao esquematica da derivacao dos flavonoides.
53



OH O OH O
Apigenina Luteolina

Figura 14 - Estrutura da quercetina, rutina, apigenina e luteolina.

2.4.2 . Efeitos Biologicos e Propriedades Farmacoldgicas

Véarios pesquisadores em todo o mundo tém estudado seus efeitos
farmacoldgicos, toxicologicos e suas atividades bioldgicas.

Ensaios bioldgicos utilizando compostos isolados demonstram que
flavondides exercem  atividades antioxidantes e ainda, atividades
antimicrobianas, antiulcerogénica, antihepatotoxica, antihipertensiva,
hipolipidémica, antimutagénica e antiplaquetaria.

Cook e Samman (1996), descreveram atividades bactericidas, antiviral,

antiinflamatorias, antialérgicas e vasodilatadoras.

2.4.2.1 . Efeitos antioxidantes

A auto-oxidacdo dos compostos, principalmente dos lipideos, procede
por reacbes em cadeias.
O principal oxidante em alimentos € o oxigénio do ar e estas reacdes

sao catalizadas pela luz ou certos cations.

54



De uma forma esquematica, a formacdo dos radicais livres esta

representada a seguir:

Iniciacéo: RH — PR
Propagacao: R +0, P»ROO

ROO +RH —P»ROOH +R
Terminacéo: ROO + R —»ROOR

2 ROO" —»ROOR + O3

Sabe-se hoje que a producdo de radicais livres e a peroxidacdo dos
lipideos estdo diretamente relacionadas com enfermidades cronicas, como a
aterosclerose, cancer etc.

Os processos de oxidacdo produzem danos & paredes vasculares dos
vasos sanglineos, conduzem a aterosclerose e podem acelerar uma série de
eventos que desembocam na trombose.

Os radicais livres oxidam as a-tocoferol das LDL, levando a um acumulo
de colesterol nos macréfagos, formando as células espumosas causando assim
a aterosclerose (Cook e Samman, 1996).

Cook e Samman (1996) descreveram que os flavondides agem como
sequestradores de radicais livres e reduzem sua formacédo, quelando os céations
divalentes (Fe, Cu) e reduzindo suas biodisponibilidades (principalmente do Fe),
prevenindo assim a oxidagao de a-tocoferol das LDL, agindo como doadores de
H para os radicais destas a-tocoferois, consequentemente inibem a peroxidacao
de lipideos e a agregacdo de plaquetas, com a inibicdo da atividade das
enzimas ciclooxigenases e lipoxigenases, reduzindo o risco de doengas
cardiovasculares.

Um maior efeito antioxidante foi observado para catequina, rutina,
quercetina, morina, hipolentina, gossipetina e galangina (Cook e Samman,
1996).
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Entre as substancias tocoferol, retinol e acido ascorbico, os flavondides
séo provavelmente o grupo de antioxidantes de nossa alimentagcdo mais comuns
e ativos, sendo ativos tanto em sistemas hidrofilicos como lipofilicos.

A capacidade antioxidante dos flavondides é resultado dos seus radicais
fendlicos. Em geral, os flavondides com esta capacidade, removem os radicais
superéxido, oxigénio simpleto e os peréxidos lipidicos, inibindo a oxidacdo das
LDLs e seus efeitos citotdxicos (Batlouni, 1997).

Um estudo comparativo das atividades antioxidantes de alguns
flavonoides sobre azeite de palma refinado esta sendo mostrado no quadro

qualitativo abaixo:

Morina
Kaempherol
Miricetina
Quercetina
Vitamina A
Tocoferol
Apigenina
Catequina
Crisina
Datiscetina
\ uteolina
‘aringina
2xifolina
T
aringenina

Uma curiosidade é que o renovado interesse em flavondides entre as
comunidades cientificas foi “explorado” pela anomalia dietética conhecida como
“Paradoxo Francés”. Esse paradoxo se refere a correlacdo entre a dieta
gordurosa com as baixas incidéncias de doencas corondrias, encontradas nas

culturas mediterraneas.

2.4.2.2 . Atividades antiinflamatoria e antialérgica dos flavondides

Alguns flavondides como a quercetina, inibem a descarga de histamina
induzida por antigeno.
Mascolo et al. (1998) relataram testes com os flavonodides quercetina,

kaempferol e taninos com atividade antiinflamatoria, inibidores de enzimas
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lisossbmicas, responsaveis por aumentar a filtracdo transcapilar de agua e
proteinas, reduzindo o numero e o didametro de poros capilares promovendo o
retorno do fluxo sanguineo para o coracéo.

Um efeito interessante dos flavondides sobre a inibicdo das enzimas da
rota do acido araquidénico também tém sido observado. Esta caracteristica lhes
confere propriedades antiinflamatérias e anti-aterogénicas (Ferrandiz, 1991).

A conversdo do acido araquidénico a prostaglandinas e tromboxanos
ocorre via ciclooxigenase, e a leucotrienos e lipoxinas, via lipoxigenase.
Portanto, essas enzimas desempenham um importante papel como mediadores
& respostas inflamatorias (Nijveldt et al., 2001).

Segundo Williams, et al. (1995), os flavondides atuam principalmente
como protetores da radiacdo solar, captores de radicais livres, protetores das
membranas celulares, reguladores da permeabilidade e fragilidade capilar e
antiinflamatorios.

O efeito inibitério ndo depende s6 da estrutura quimica, mas também da

natureza do estimulo.

2.4.2.3 . Efeito vasodilatador

Duarte et al. (1993), demonstrou este efeito em musculos da artéria de
ratos, empregando as substancias quercetina e kaempherol.

Uma provavel explicagdo € a inibicdo da proteina quinase C, que tem
como papel chave amanutencédo das contra¢cdes do musculo vascular liso.

Ferriola et al. (1989) correlacionaram a inibicdo da proteina quinase C
do cérebro de ratos a estrutura quimica dos flavondides. Estudaram os
compostos fisina, luteolina, quercetina, hesperetina e taxifolina e verificaram que
os trés primeiros foram mais potentes no desempenho desta funcédo bioldgica.
Em relacdo & estruturas, observaram ainda, que é necesséaria a presenca de
uma hidroxila livre do anel posi¢cbes 3', 4’e 7’ para inibir a proteina quinase C.

Um efeito vasodilatador do endotélio foi descrito para alguns tipos de
flavondides. A diocleina, um flavondide isolado da leguminosa “Dioclea
grandiflora” teve sua acdo investigada em aorta de ratos, apresentando um

efeito vasorrelaxante do endotélio, inducdo de formacdo de Oxido nitrico com
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elevacdo de GMP ciclico. Tais efeitos conjuntos podem resultar na inibicdo do

processo de trombose (Lemos, 1999).

2.4.2.4 . Atividade anticancerigena

Wattenberg (1968), fez a primeira observacdo que alguns flavondides de
frutas citricas teriam certa atividade anticarcinogénica.

A integridade celular e sua defesa contra a degeneracao celular sao
mantidas por duas contribuicdes dos flavondides: - por um lado protege a célula
de algumas substancias carcinogénicas; - por outro, apresentam efeitos
antiinvasivos e antiproliferativos.

O efeito anticarcinogénico € operado por um mecanismo de destruicdo
oxidativa de substancias carcinogénicas, oxidando os hidrocarbonetos
policiclicos, como o benzopirano, a produtos néo carcinogénicos.

Os flavondides podem inibir a acdo da proteina quinase C que atua
como receptor celular na promocgéao de tumores. Estudos de relacédo estrutura —
atividade, demonstraram que os flavonoides com hidroxilas nas posicbes 3, 4'e
7'séo os melhores inibidores da proteina quinase C (Ferriola et al., 1989).

Ko et al. (2000), demonstraram o efeito anticancerigeno de trés
polimetoxiflavondides: vitecarpina, artemetina e trimetoxiflavona, isolados da V.
rotundifolia. Observaram que o grupo metoxila no lugar da hidroxila no carbono
3’ é essencial para esta atividade antiproliferativa e de inducdo a apoptose.
Segundo Hakim et al. (2000), os flavondides constituintes do cha verde estédo

também implicados na prevencao primaria do cancer.
2.4.2.5 . Efeitos anti-invasivos e antiproliferativos

N&o se sabe ainda o mecanismo de acdo dos flavondides sobre os
invasores celulares, mas a literatura relata que a tangerentina (flavonoide

encontrado em frutas citricas), apresenta um grande potencial na inibicdo de

invasao de células tumorais em ratos sobre tecidos sadios.
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2.4.3 . Estudos de Acdes e Efeitos de Flavondides

2.4.3.1 . Absorcédo e metabolismo

Bravo et al. (1994) trabalhando com a catequina e acido tanico em ratos,
mostrou que estes apresentam uma alta absor¢cdo no trato gastrointestinal. Eles
reduziram a absorcéo de lipideos e tiveram pouco efeito na digestibilidade de
proteinas.

Das (1971), ja havia mostrado que em um trabalho feito com seis
homens saudaveis, consumindo uma dose Unica de 4,2 g de catequina, esta foi
detectada no plasma apds 6 horas de ingestdo e desapareceu apds 96 horas,
sendo excretado na urina 19% do ingerido e ndo apresentou efeitos colaterais.

Um outro trabalho feito por Gugler et al. (1975), mostrou que a
quercetina nao foi detectada no plasma e nem na urina, apés administrar uma
dose Unica de 4 g deste flavondide em 4 homens e 2 mulheres, sendo que 53 %

da dose foi recuperada nas fezes.

2.4.3.2 . Flavondides e Doencgas Cardiovasculares

Em um estudo epidemiolégico e longitudinal, feito por Hertog et al.
(1993), com 805 homens, com idade variando entre 65 a 84 anos, foram
testadas as acdes de flavondides presentes em alguns alimentos como ch4,
cebola e maca. ApoOs a realizacdo do inquérito dietético, os individuos foram
orientados para que ingerissem cerca de 26 mg de flavondides contidos nestes
alimentos. ApOs cinco anos de estudo, pode-se verificar que os flavondides
apresentaram uma relacao inversa com mortes por doencgas cardiovasculares.

A revista Nutr. Rev. 51, 185-7,1993 publicou um trabalho mostrando que
0s consumos de lipideos saturados ingeridos pelos povos do mediterraneo,
europeu e ocidental sdo altos, mas existe uma prevaléncia maior na incidéncia
de problemas coronarios a cultura ocidental. Esta diferenca foi relacionada,
principalmente, ao alto consumo pelos povos orientais de vinho tinto, que
contém grades quantidades de flavondides. Este trabalho ainda mostrou que a

relacdo do vinho com problemas cardiacos esta ligado ao fato deste reduzir a
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oxidacdo das LDL e consequentemente a reducdo da formacédo de trombos
(Paradoxo Francés).

Um estudo com ratos, utilizando os flavondides baicaleina, morina,
naringenina, naringina, quercetina e rutina, utilizando o triton como indutor da
hiperlipidemia, mostrou que estes flavondides reduzem consideravelmente a
guantidade de colesterol sanguineo. (Gomes, 1998).

Gramacho (1998), demonstrou que um estudo utilizando os flavondides
naringenina, naringina, morina, rutina e quercetina em ratos, em presenca da
proteina "poteimux" em ratos, reduziram o teor de colesterol sanguineo, apos a

inducéo da hiperlipidemia com triton.

2.5 . Corantes naturais

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

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

Os corantes naturais carotendides sdo precursores da vitamina A, que
exercem numerosas fungcbes no organismo, como acdo protetora na pele e
mucosas e papel essencial na funcéo da retina e da capacidade funcional dos
orgaos de reproducao.

O principal uso dos corantes naturais € hoje voltado para as industrias
alimenticias e de cosméticos, e o corante mais utilizado em todo o mundo é o

urucum.

2.5.1 . Propriedades biologicas de carotendides

Os carotendides mais importantes identificados em plasma ou soro

incluem beta caroteno, alfa caroteno, licopeno, criptoxantina e luteina e também
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zeaxantina. As concentracdes no soro ndao s6 dependem da dieta, mas também
de fatores como destruicdo pelo trato gastrointestinal, eficiéncia de absorgéo e
metabolismo e taxa de captacdo do tecido. Em pessoas bem nutridas,
aproximadamente 1% do total de carotendides do corpo (100-150 mg) é
encontrado no soro (Gerster, 1993).

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

Além de sua funcdo como precursores da vitamina A, tém-se atribuido
aos carotendides outras atividades biolégicas, tais como o aumento da
comunicacdo entre as unifes “gap”, estimulacdo do sistema imunolégico e
atividade antioxidante (Hossain et al., 1993). Estas propriedades especificas dos
carotenoides tém sido discutidas no contexto de sua atividade preventiva contra
o cancer.

A vida aerobica estd associada a formacdo de espécies reativas do
oxigénio e a varios sistemas de defesa, entre os quais se incluem os
antioxidantes implicados na detoxificacdo destes intermediarios reativos (Sies,
1993). Os carotendides sdo parte da linha de defesa antioxidante e estédo
implicados principalmente na desativacdo do oxigénio singleto molecular e
radicais peroxidos. O oxigénio singleto € produzido na reacéo de intercambio de
energia, quando um sensibilizador é excitado por uma luz e subsequentemente
transfere sua energia ao oxigénio no estado fundamental. As porfirinas,
clorofilas, bilirrubina ou riboflavinas s&o exemplos de sensibilizadores
endogenos no sistema bioldgico.

Desde o estudo de Foote e Denny (1968) o b-caroteno é conhecido
como um eliminador eficaz do oxigénio singleto. Outros carotendides como o

licopeno, o a-caroteno e um numero de xantofilas também sado ativadas na

eliminacdo do oxigénio singleto. A desativacdo do oxigénio simpleto pelos
carotendides €& produzida principalmente por uma eliminacdo fisica. Este
processo implica na transferéncia da energia de excitacdo do oxigénio simpleto
ao carotendide no estado fundamental, produzindo uma formacéo de oxigénio
no estado fundamental e um carotendide triplete. A energia do carotendide

excitado se dissipa através das interacdes entre o carotendide e o solvente que
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foi usado para sua recuperacdo no estado fundamental, produzindo energia
térmica. O carotendide permanece intacto através do processo de eliminacdo
fisica e pode ser introduzido em outro ciclo de desativacdo (Truscott, 1990;
Stahls e Sies, 1993).

Uma diferenca da desativacdo dos radicais peroxidos pelos
carotendides implica numa reacdo quimica entre o radical e o carotendide. O
carotendide é modificado quimicamente nesta interagcdo, e o0s produtos
resultantes sdo antioxidantes menos reativos. Com relacdo aquimica da reacdo
carotendide-radical peroxido, ndo deve ser elucidada sem ser identificado varios
produtos da oxidacdo, como apocarotendis e epoxidos de carotendides
(McClure e Liebler, 1995). O processo de eliminacao de radicais peréxidos pelos
carotenoides, depende da presséo de oxigénio no sistema. O b-carotendide tem
mostrado ser um melhor oxidante a baixas pressdes de oxigénio. Tem sido
demonstrado que o0s carotendides atuam sinergicamente com outros
antioxidantes (Burton e Ingold, 1984). Uma combinacdo de b-caroteno e a-
tocoferol proporcionam uma melhor protecdo contra os pro-oxidantes que 0s
compostos individuais (Palozza et al., 1992).

As transformacdes dos fibroblastos pelos carcindbgenos sao inibidas por
retindides e carotendides, sendo que sua poténcia inibidora esta correlacionada
com sua capacidade para induzir a comunicacdo entre as unibes “gap”. As
unides “gap” sdo canais entre as membranas que permitem a difusdo de
moléculas entre células conectadas, e estdo provavelmente implicadas no
namero de vias de sinalizagdo. Fazendo-se tratamentos com b-carotendide e
cantaxantina, as comunicacfes entre as unides “gap”’ das células aumentam.
Sendo que a cantaxantina, um carotendide ndo-provitamina A, regula também a
comunicacdo entre as unibes “gap”, e sdo questionados se estes compostos
influem diretamente neste processo ou devem ser metabolizados antes, nos
retindides ativos. Recentemente tem-se demonstrado que pelos menos um
produto da decomposi¢cdo da cantaxantina, € um indutor muito eficiente da
comunicacdo entre as unibes “gap” in vitro (Hanusch et al.,, 1995). Tem sido
identificado o &cido 4-oxoretindico como um produto da autooxidacdo da
cantaxantina com propriedades indutoras da comunicagcao entre as unides “gap”

comparadas com as do acido retindico. Deste modo, os carotendides atuariam
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como precursores dos retindides com diversas estruturas das quais poderiam ter
interessantes propriedades fisiologicas.

Os carotenodides nao-beta caroteno ndo tém, contudo, sido submetidos a
estudos detalhados de toxicidade (Gerster, 1993).

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

gue podem envolver reacdes de oxidacao (Gerster, 1993).

2.5.2 . “Extrato do urucum”

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

O urucum (Figura 15) pode ser conhecido por varios nomes, dentre eles,

Annatto, Terra Orellana, Bixa Orellana, Roucou e Achiote.
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Fonte: Ugaz, 1997.

Figura 15 — Sementes do urucum e seu corante.
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A partir das sementes de urucum, pode-se obter varios tipos de corantes
diferentes entre si na solubilidade e pigmentag&o. Dentre esses corantes, pode-
se citar a bixina, norbixina, sal da norbixina e os produtos de degradacao
térmica da bixina.

Segundo Takahashi (1987) extratos de urucum sdo os produtos oleosos
ou alcalinos obtidos por remocdo da camada externa das sementes da arvore
de urucum por varios processos. Estes extratos apresentam-se em forma de
pés, pastas, suspensdes ou solucbes. Os extratos de urucum lipossolUveis sédo
preparados por extragdo da camada externa das sementes por:

remocdao direta com 6Oleos e ou gorduras comestiveis; e

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

Talvez o0 que torna 0 urucum uma das matérias primas mais
interessantes para a extracdo de corantes seja a possibilidade de se obter, de
um mesmo tipo de semente, corantes solUveis em agua (hidrossoluveis) e
corantes sollveis em 6leo (lipossoluveis), apenas alterando o solvente de
extracao.

A bixina € o pigmento natural da semente de urucum, representando
80% de todos os carotenoides presentes. A partir dela, sdo obtidos os demais
pigmentos, como a norbixina (lipossolavel), o sal da norbixina (hidrossolavel) e
produtos de degradacdo térmica que tém como caracteristicas a
lipossolubilidade e uma coloracdo amarela mais estavel, ideal para o uso em
massa.

O sal de norbixina (figura 17) € obtido pela extracdo alcalina (hidroxido
de sbédio ou de potassio) dos pigmentos da semente do urucum. Este tipo de
extracdo converte a bixina em um sal (sal da norbixina), que nesta forma &
soluvel em solugbes aquosas alcalinas. O sal da norbixina é precipitado na
forma de norbixina pela neutralizacdo do pH da solucéo (pH=7), que nesta forma
nao é solavel em agua.

Aléem do sal de norbixina, é possivel a solubilizacdo da bixina e da
norbixina em agua com a utilizacdo de emulsificantes como 0s polissorbatos,
propileno glicol e outros. Essas emulsdes sdo importantes na aplicagdo do

pigmento em alimentos com pH baixo, 0 que torna inviavel a utilizacdo do sal da
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norbixina. Além disso, é possivel obter, com o uso de emulsificantes,
formulacdes soluveis tanto em dgua como em oleo.

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

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

A férmula molecular da bixina é CysH3004, sendo sua massa molar igual
a 394,50 g/mol. A formula molecular da norbixina é Cy4H2304, enquanto sua
massa molar é 380,48 g/mol.

A bixina tem 20 carbonos em cadeia conjugada com um grupo
carboxilico e um grupo metil éster terminais (figura 16). A isomerizagdo nos
atomos de carbono 15-16 resultam nas formas trans e cis, chamados b e a,
respectivamente (Zechmeister e Eswe, 1994).

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

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

A fracéo lipossolavel é insolivel em agua e pouco soluvel em etanol e a
frac@o hidrossoluvel é soluvel em &gua e pouco soltvel em etanol.

Estes extratos produzem com o acido sulfarico concentrado coloracao
azul, devido a bixina; ou azul-esverdeado, devido a norbixina. Os extratos
lipossoluveis, diluidos com cloroférmio, ddo absorvancia maxima a 439, 470 e
501 nm. Os extratos hidrossoluveis, diluidos em agua, dao absorvancia maxima
a 453 e 483nm.

Os extratos de urucum lipossoluveis devem trazer no rétulo o teor total

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

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

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

vitamina A.

CH4 CH4
ROOCSN AN NN AN N N ™ .COOH

CH, CH,

Figura 16 — Formula estrutural dos corantes naturais bixina (R = CHg) e
norbixina (R = H).

CH, CH,
ROOC SN LA NN NN AN N A~_COONa

CH, CH,

Figura 17 — Férmula estrutural do sal de sodio da norbixina.

2.5.3 . Aplicacdes do corante do urucum

O corante de urucum é um aditivo largamente utilizado pela industria de
alimentos, gracas asua versatilidade de se obter pigmentos lipossollveis, para
melhorar a atratividade de produtos como manteiga, margarinas, 6leo de milho,
sobremesas, queijos, etc. Ja os hidrossolliveis sdo aplicados em queijos,
salsichas, sorvetes, derivados de cereais, confeites, bebidas e molhos
(Pimentel, 1995; Prentice-Hernandez, 1993 E Takahasia e Yabiku, 1992).

Com a finalidade de investigar a recomendacao popular do uso de
urucum em problemas cardiovasculares, Luduving (1997) relata que apdés testes
com cées, ratos e coelhos, comprovou-se a eficiéncia da agua do urucum obtida

por maceracdo das sementes (composto por mais de 80% de bixina como
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pigmento), na reducao significativa dos indices de colesterol. Em testes clinicos,
os resultados se confirmaram num tempo de 10 dias de consumo, ao invés de
15 dias previstos inicialmente, pois havia pacientes com niveis de gorduras
sanglineas abaixo do normal. Credita-se aos resultados que esse pigmento
tenha o poder de acelerar o metabolismo das gorduras, sendo o responsavel
pela reducdo das taxas de triacilgliceréis e colesterol que, por algum

mecanismo, sO abaixa a fracao ruim deste ultimo.

2.6 . Influéncia de produtos naturais no metabolismo lipidico

As plantas medicinais e seus derivados consistiram durante muito tempo
a base da terapéutica e, atualmente, cerca de 25% dos farmacos utilizados séo
de origem vegetal, enquanto 50% sao de origem sintética, mas relacionados aos
principios isolados de plantas medicinais (Ugaz, 1994; Cechinel Filho e Yunes,
1998). Isto se deve, em parte, agrande variedade de espécies (250-500 mil) de
plantas existentes na flora mundial, muitas com importantes propriedades
terapéuticas (Hamburger e Hostettmann, 1991). Nos Uultimos anos, tem-se
verificado um grande aumento nos estudos que comprovam o0 que se conhece
empiricamente, visto que a medicina popular é rica em exemplos de plantas
utilizadas para diversos fins, que substituem, muitas vezes, a prescricdo meédica
(Mitscher, et al., 1987 e Lozoya, 1997). Acredita-se que cerca de 80% da
populagcdo mundial use as plantas como primeiro recurso terapéutico (Yamada,
1998).

A administracao diaria do extrato das cascas de B. purpurea (2,5 mg/Kg
i.p.) em ratas, com disfuncdo tiroidiana, revelou que esta planta é capaz de
aumentar a atividade da glicose-6-fosfatase, assim como apresentou efeitos
antiperoxidativos, indicado pela diminuicdo da peroxidacao lipidica hepética e
aumento da atividade enzimatica antioxidante (Silva e Filho, 2002).

A ingestdo de frutas e vegetais € associada com um risco reduzido de
cancer e doencas cardiovasculares. Enquanto estes efeitos protetores foram
atribuidos principalmente a beta-caroteno e ascorbato, componentes fendlicos

também podem fazer este papel, principalmente os flavondides. Amplamente
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distribuido nas folhas, sementes, e flores, foram identificados mais de 6.000
flavondides até esta data. Em plantas, estas combinagbes geram protecdo
contra radiacdo ultravioleta, defesa contra o ataque de patégenos, e herbivoros
(Harborne e Williams, 2000). O copigmento de antocianinas em flores atrai
insetos polinizadores (Harborne e Williams, 2000) e € responsavel pelas cores
vermelhas e azuis, caracteristicas de vinhos e certos vegetais. Embora a
ingestdo dietética de flavonoides varie consideravelmente entre regifes
geogréficas e culturas, é calculada uma ingestdo diaria de 23 mg nos Paises
Baixos (Hertog et al., 1992).

A maioria dos efeitos benéficos para a saude de flavonoides é atribuido
aos seus efeitos antioxidantes e habilidades quelativas. Em virtude da sua
capacidade para inibir a oxidacdo de LDL, os flavonoides tem demonstrado
efeitos cardioprotetores Unicos (Kondo et al., 1996 e Mazur et al., 1999). Foram
mostradas que dietas ricas em flavonoides podem reduzir os danos miocardiais
pos-isquémicos em ratos (Facino et al., 1999).

Flavondide é uma classe fendlica secundaria de plantas. Na dieta
humana, estdo na maioria concentrados em frutas, legumes, vinhos, chas e
cacau. O efeito cardioprotetor deles estdo na habilidade para inibir peroxidagao
de lipideos, quelando metais redox-ativos e atenuando outros processos que
envolvem espécies reativas de oxigénio. Flavondides ocorrem em alimentos
primeiramente como glicosideos e polimeros que sdo degradados a extensdes
variaveis no trato digestivo. Embora o metabolismo destes compostos
remanescentes seja evasivo, ocorre absorcdo entérica suficiente para reduzir
indices plasmaticos de estado oxidante. A tendéncia de um flavonéide para inibir
radicais livres mediando eventos € governada por sua estrutura quimica. Desde
gue estes compostos estejam baseados no ndcleo de flavana, o numero,
posicdes e tipos de grupos substituidos influenciam na sua atividade quelante. A
diversidade e mecanismos de multiplas acdes de flavondides, junto com os
numerosos métodos de iniciacao, deteccdo e medida de processos oxidativos in
vitro e in vivo oferecem explicacfes plausiveis para discrepancias existentes em
relacbes a sua estrutura-atividade. Apesar de algumas linhas incompativeis de
evidéncia, varias relacdes de estrutura-atividade sdo bem estabelecidas in vitro.
Multiplos grupos hidroxilas conferem na molécula efeitos antioxidantes,

quelantes e atividades prooxidantes. Grupos metoxila introduzem efeitos
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estéricos desfavoraveis e aumento da lipofilicidade e particionamento da
membrana. Ligagcdes duplas e fungdes carbonilas no heterociclo ou
polimerizagdo do aumento da atividade da estrutura nuclear conferem uma
maior estabilidade aos radicais flavondides pela conjugacéo e deslocalizagéo de
elétrons. Investigacdes futuras do metabolismo destes fitoquimicos é justificada
para entender as relagbes entre estrutura-atividade como preventivo e
estratégias nutricionais terapéuticas (Heim, et al., 2002).

Lee, et al. (2001) mostraram que o efeito anti-aterogénico de flavondides
citricos, naringina e naringenina, em coelhos albinos da raca Nova Zelandia
alimentados com uma dieta rica em colesterol (1% da dieta) é envolvido por uma
atividade hepética diminuida da ACAT (acil-CoA: colesterol aciltransferase) e
com uma baixa regulacdo da expressdo génica de VCAM-1 (molécula de
adesdo em células vascular-1) e MCP-1 (proteina quimostatica em monadcitos-
1).

Lee, et al. (2003) sugeriram que a biogénese e esterificacdo do
colesterol fossem concomitantemente reduzidos pelo derivado sintético da
naringenina, a naringenina 7-O-acetila éter, como foi indicado pela reducao das
atividades da HMG-CoA redutase e da ACAT.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 . Comparacdo dos niveis séricos de diferentes espécies animais

submetidos a hipercolesterolemia.

Foram utilizados 16 coelhos albinos, Oryctolagus cuniculus, (figura 18),
machos, da variedade Nova Zelandia, com peso médio de 2.200 + 1009 e idade
média de 56 dias, 16 ratos, Rattus noruergicus, machos (figura 19), da
variedade Wistar, com peso médio de 200 = 20g e idade média de 56 dias de
vida e 16 cobaias, Cavia porcellus, machos (figura 20), da variedade Peruana,
com peso meédio de 311g e idade média de 90 dias de vida.

Todos os animais receberam a racdo comercial especifica para cada
tipo de animal e agua ad libitum. Ficaram acondicionados em gaiolas proprias e
individuais, com temperatura controlada (26 °C = 3 °C), com ciclo claro/escuro
de 12 horas.

O experimento foi conduzido em um delineamento inteiramente
casualizado com seis grupos contendo oito animais em cada um, que receberam
0s tratamentos conforme descrito abaixo:

Grupo 1 (coelhos): Recebeu apenas ragéo (grupo controle).
Grupo 2 (coelhos): Rac&o + Colesterol + Acido cdlico.

Grupo 3 (ratos): Recebeu apenas ragao (grupo controle).
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Grupo 4 (ratos): Racg&o + Colesterol + Acido colico.

Grupo 5 (Cobaias): Recebeu apenas racao (grupo controle).

Grupo 6 (Cobaias): Racgéo + Colesterol + Acido cdlico.

Figura 19 — Ratos machos.
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Figura 20 — Cobaias machos.

A inducdo da hiperlipidemia foi testada, administrando-se, por via oral,
colesterol a 1% + &cido cdlico a 0,1% do peso da racdo diaria misturada a
mesma.

Nos 30° e 60° dias de experimento, foram coletados amostras de
sangue de todos os animais. Em seguida foram centrifugadas as amostras a
7100 x g, durante 15 minutos, para obtenc&o do soro (figura 21). As dosagens
sorolégicas foram feitas no equipamento multiparamétrico de Bioquimica (Alizé),
Mod Lisabio B.652, utilizando kits da marca BioMérieux (figura 22) e os
resultados foram expressos em mg/dL de colesterol, colesterol-HDL,

triacilglicerdis e glicose.
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Figura 21 — Comparacao visual entre um soro normal (a esquerda) e um soro

hiperlipidémico (adireita), coletado de coelhos.

Figura 22 — Equipamento multiparamétrico de Bioquimica (Alizé).
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3.1.1. Andlise histopatologica

Apoés o término do experimento, foram coletadas amostras de figado e
arco aértico dos animais, numa repeticdo de quatro amostras para cada grupo,
escolhidos ao acaso. A seguir foi realizada aanalise histopatologica, verificando-
se 0 acumulo de gordura hepética, caracterizada patologicamente como
esteatose hepatica e de alteracdo nas camadas da tunica intima do arco aértico.
Estes cortes de tecido foram fixados em formol tamponado 10% por 24-48
horas.

Para a confeccdo das laminas, os fragmentos foram coletados e
desidratados em alcoois de 70 a95%, passando apo6s por alcool absoluto por
trés vezes, ap0s 0 que, passaram por uma mistura de alcool + xilol e por xilol
trés vezes. O tempo de permanéncia em cada solugcdo alcodlica foi de 30
minutos para os alcoois 70 a 95%, 1 hora para cada banho de alcool absoluto,
30 minutos para a mistura de alcool + xilol e 50 minutos para cada banho de
xilol. Foram imersos em parafina trés vezes e incluidos na terceira solucéo de
parafina de um dia para o outro. O tempo de permanéncia para cada banho de
parafina foi de 1hora. No dia seguinte, foram adaptados em suportes de madeira
e levados desta forma para o micrétomo rotativo manual (American Optical
Company), onde foram cortados em espessura de 5 mm e colocados nas
laminas. Procedeu-se a desparafinizacédo e hidratacdo destes cortes com xilol (2
banhos de 10 minutos), alcoois absoluto 95%, 80% e 70% (3 minutos em cada)
e dgua (5 minutos). As laminas foram coradas com hematoxilina durante um
minuto e eosina durante 30 segundos, deixados em &agua corrente e apos,
montagem, e secagem, analisadas ao microscopio Olympus BX 40.

As laminas foram analisadas qualitativamente de acordo com a
quantidade de goticulas de gordura depositadas nos tecidos para cada grupo,

tendo sido comparadas entre si e aos grupos controle.

3.1.2 . Determinacao do colesterol

A andlise colorimétrica do colesterol no soro obtido baseou-se na
transformacdo do colesterol esterificado em colesterol e acido graxos, mediado

pelo colesterol esterase. O colesterol formado € oxidado pelo colesterol oxidase
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em colesterol-4-ona-3, liberando agua oxigenada. Esta, juntamente com o fenol
e amino 4 antipirina, pela agdo da peroxidase, sdo transformados no cromogeno

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

Colesterol esterificado COIES€r0l €3€ra88, clesterol + Acido graxo

Colesterol-Colesterol oxidase, cqjesterol-4-ona-3 + H,0,

peroxidase

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

Para a dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de
Bioquimica (Alizé). Utilizando uma solucdo tampéo fosfato pH 7,00 a 0,1 mol/L,
contendo as respectivas enzimas solubilizadas e separadamente 0s soros
sanglineos a serem analisados.

Depois de programado o0 equipamento, ocorreu a mistura da solugéo
mencionada acima com os determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado a37°C e quantificados em 500 nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucdo
tampao das enzimas com soro fisiol6gico) e a comparou com a concentracdo
padrdo existente, fornecendo o resultado em mg/dL de colesterol no soro
sanguineo.

A formula geral para a conversdo da absorvancia na concentracdo em

mg/dL foi a seguinte:

Aamostra s [ padréo]

adrao

em que A= absorvancia
3.1.3 . Determinagéo do triacilglicerol

A dosagem dos triacilglicerdis séricos foi feita por via inteiramente
enzimatica.
A lipase degrada os triacilglicerbis em glicerol e acidos graxos. O glicerol

obtido reage com ATP, em presenca da glicerolquinase, obtendo glicerol-3
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fosfato e ADP. O glicerol-3 fosfato € oxidado a dihidroxiacetonafosfato, pelo
glicerol-3 fosfato oxidase, liberando agua oxigenada. A &gua oxigenada,
juntamente com paraclorofenol e amino 4 antipirina, em presenca da
peroxidase, transforma-se no cromogeno (que absorve em 505 nm), liberando
agua.

As equacdes sao as seguintes:

Triacilglicerol lipase glicerol + Acidos graxos
Glicerol + ATM»GHCHOI 3 fosfato + ADP

glicerol 3 fosfato
oxidase

Glicerol 3 fosfato » dihidroxiacetonafosfato + H,O»

eroxidase A
P »Cromogénio + 4 H,O

2 H,0, + paraclorofenol + amino-4-antipirina

Para a dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de
Bioguimica (Alizé). Foi utilizada uma solucdo tampéo fosfato pH 7,00 a 0,1
mol/L, contendo as respectivas enzimas solubilizadas e separadamente 0s soros
sanguineos a serem analisados.

Depois de programado, este promoveu a mistura da solucéo
mencionada acima com os determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado 437°C e quantificados em 505 nm.

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

A formula geral para a conversdo da absorvancia na concentragdo em

mg/dL foi a seguinte:

Aamostr a’

—amostta” [ nadrao)

adrao

em que A= absorvancia
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3.1.4 . Determinacao do colesterol-HDL

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

processo ja descrito.

3.1.5. Determinacédo da glicose

A glicose presente na amostra de soro se determina segundo o seguinte

esquema reacional

Glicose oxidase
Glicose p acido glucénico + H,0;

) . peroxidase ) ..
2 H>O; + fenol + amino-4 antipirina pauinoneimina + 4 H,O

Para a dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de
Bioquimica (Alizé). Foi utilizada uma solugdo tampédo fosfato pH 6,5 a 225
mmol/L, contendo as respectivas enzimas solubilizadas e separadamente o0s
soros sanguineos a serem analisados.

Depois de programado, este promoveu a mistura da solucéo
mencionada acima com os determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado a 37°C e analisados em um comprimento de onda de
505nm.

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

A férmula geral para a conversdo da absorvancia na concentracdo em

mg/dL foi a seguinte:
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Aamostra i [ padréo]

adréo

em que A= absorvancia

3.2 . Comparacdo dos niveis séricos de coelhos hiperlipidémicos de

acordo com aviade inducdo.

Foram utilizados 84 coelhos albinos, machos, Nova Zelandia, peso
médio 2.200 + 100g e idade média de 56 dias. Estes receberam a racao
comercial Nutricoelhos e agua a vontade. Os coelhos foram separados em
quatorze grupos contendo seis animais em cada um, distribuidos ao acaso, que
receberam os tratamentos conforme descrito abaixo:

Grupo 1: Racao (grupo controle).

Grupo 2: Racéo + Colesterol + Acido célico (controle hiperlipidémico), RCA.
Grupo 3: RCA + Biochanina A por via oral.

Grupo 4: RCA + Biochanina A por via intraperitoneal.
Grupo 5: RCA + Kaempherol por via oral.

Grupo 6: RCA + Kaempherol por via intraperitoneal.
Grupo 7: RCA + Naringina por via oral.

Grupo 8: RCA + Naringina por via intraperitoneal.
Grupo 9: RCA + Antocianina por via oral.

Grupo 10: RCA + Antocianina por via intraperitoneal.
Grupo 11: RCA + Bixina por via oral.

Grupo 12: RCA + Bixina por via intraperitoneal.
Grupo 13: RCA + Monascus por via oral.

Grupo 14: RCA + Monascus por via intraperitoneal.

A hiperlipidemia foi induzida, administrando-se, por via oral, colesterol a
1% + &cido cdlico a 0,1% do peso da racao diaria, misturada amesma.

O colesterol + acido colico foram ministrados todos os dias, juntamente

com aracao e as substancias a serem testadas.
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As substancias em estudo foram fornecidas na dose de 5 mg/kg de peso
corporal, por via oral, em cpsulas, utilizando o talco farmacéutico como veiculo
e por via intraperitoneal, utilizando-se o propileno glicol como veiculo.

Decorridos 30 dias com este tratamento, o sangue dos animais foi
coletado, no plexo retro-orbital. Em seguida, foram centrifugados a 7.100 x g,
durante 15 minutos, para obtencdo do soro. As dosagens sorolégicas foram
efetuadas e obtidas os resultados em mg/dL de colesterol, colesterol — HDL e
triacilglicerol.

As andlises de colesterol, colesterol — HDL e triacilglicerol foram feitas

do mesmo modo como descritas na comparacao entre as espécies.

3.3 . Comparacdo entre doses de alguns flavondides no metabolismo
lipidico de coelhos.

Foram utilizados 90 coelhos, Nova Zelandia, com peso médio variando
de 1.550 + 100g e com idade de oito semanas a 2.200 + 100g apds atingir doze
semanas de idade. Eles receberam a ragédo comercial Nutricoelhos na proporcéo
de 100 gramas diarias e agua avontade.

Os coelhos foram separados em 18 grupos contendo 5 animais em cada
um, distribuidos ao acaso, recebendo as substancias conforme descritas abaixo:
Grupo 1: Racao (grupo controle).

Grupo 2: Ragéo + Colesterol + Acido colico

Grupo 3: Raco + Colesterol + Acido colico + 5 mg de Quercetina
Grupo 4: Rag&o + Colesterol + Acido cdlico + 10 mg de Quercetina
Grupo 5: Racéo + Colesterol + Acido cdlico + 15 mg de Quercetina
Grupo 6: Ragéo + Colesterol + Acido cdlico + 30 mg de Quercetina
Grupo 7: Racéo + Colesterol + Acido colico + 5 mg de Rutina
Grupo 8: Racio + Colesterol + Acido célico + 10 mg de Rutina
Grupo 9: Rac&o + Colesterol + Acido célico + 15 mg de Rutina
Grupo 10: Racéo + Colesterol + Acido colico + 30 mg de Rutina
Grupo 11: Racéo + Colesterol + Acido colico + 5 mg de Morina

Grupo 12: Racéo + Colesterol + Acido colico + 10 mg de Morina
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Grupo 13: Racéo + Colesterol + Acido célico + 15 mg de Morina
Grupo 14: Ragéo + Colesterol + Acido cdlico + 30 mg de Morina
Grupo 15: Racéo + Colesterol + Acido célico + 5 mg de Naringenina
Grupo 16: Racéo + Colesterol + Acido célico + 10 mg de Naringenina
Grupo 17: Racéo + Colesterol + Acido célico + 15 mg de Naringenina
Grupo 18: Ragéo + Colesterol + Acido célico + 30 mg de Naringenina

A hiperlipidemia foi induzida, administrando-se, por via oral, colesterol a
0,5% + acido cdlico a 0,1% de peso da racao diaria.

O colesterol + &cido colico foram ministrados todos os dias, juntamente
com a racdo e as substancias testes. As substancias em estudo foram
fornecidas na dose especificadas acima, de acordo com peso corporal dos
animais, por via oral, em capsulas, utilizando o talco como veiculo.

Apo6s 28 dias com este tratamento, o sangue dos animais foi coletado.
Em seguida, foram centrifugados a 7.100 x g, durante 15 minutos, para
obtencdo do soro. As dosagens sorologicas foram efetuadas e obtidas os
resultados em mg/dL de colesterol, colesterol — HDL e triacilglicerol.

As analises de colesterol, colesterol — HDL e triacilglicerol oram feitas

do mesmo modo como descritas anteriormente.

3.4 . Comparacéo entre os efeitos da aplicacdo de 10 mg de flavondides e

corantes no metabolismo lipidico de coelhos hiperlipidémicos.

Para os ensaios biologicos, realizados com o0 objetivo de testar e
comparar os efeito de alguns flavondides e corantes, sob o metabolismo lipidico,
foram utilizados coelhos albinos, machos, da raca Nova Zelandia, com peso
médio 2.264 + 120g e idade média de 56 dias. Os animais foram distribuidos ao
acaso em 14 grupos experimentais, contendo seis animais cada um, sendo que
0S animais receberam os seguintes tratamentos para cada substancia teste:
Grupo 1 - Racéo
Grupo 2 - Racéo + Colesterol (1%) + Acido colico (0,1%)

Grupo 3 - Racéo + Colesterol (1%) + Acido célico (0,1%) + baicaleina (10 mg)
Grupo 4 - Racéo + Colesterol (1%) + Acido cdlico (0,1%) + morina (10 mg)
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Grupo 5 - Racéo + Colesterol (1%) + Acido cdlico (0,1%) + naringenina (10 mg)
Grupo 6 - Racéo + Colesterol (1%) + Acido célico (0,1%) + naringina (10 mg)
Grupo 7 - Racéo + Colesterol (1%) + Acido célico (0,1%) + quercetina (10 mg)
Grupo 8 - Racéo + Colesterol (1%) + Acido cdlico (0,1%) + rutina (10 mg)
Grupo 9 - Racéo + Colesterol (1%) + Acido colico (0,1%) + crisina (10 mg)
Grupo 10 - Rag&o + Colesterol (1%) + Acido célico (0,1%) + luteolina (10 mg)
Grupo 11 - Rac&o + Colesterol (1%) + Acido célico (0,1%) + apigenina (10 mg)
Grupo 12 - Racéo + Colesterol (1%) + Acido colico (0,1%) + norbixina (10 mg)
Grupo 13 - Rag&o + Colesterol (1%) + Acido cdlico (0,1%) + bixina (10 mg)
Grupo 14 - Racdo + Colesterol (1%) + Acido colico (0,1%) + colestiramina (10
mg)

Para induzir a hiperlipidemia, foi administrado diariamente, juntamente
com a racdo, 1% de colesterol + 0,1% de acido cdlico em relagdo ao peso da
racao diaria, num periodo de 30 dias.

As doses de antocianinas foram fornecidas em capsulas, diariamente,
por via oral, durante 30 dias.

No trigésimo dia foram coletadas amostras de sangue efetuadas pelo
plexo venoso retro orbital utilizando-se capilar, quando os animais encontravam-
se em jejum de doze horas. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
7100 x g, durante 15 minutos, para obtencdo do soro. As dosagens soroldgicas
foram efetuadas no equipamento de dosagens multiparamétrico Bioquimica
(Alizé), utilizando-se os “kits” Biolab e os resultados expressos em mg/dL de

colesterol, colesterol-HDL e triacilglicerais.

3.4.1 . Analise histopatologica

Ap6s o término dos experimentos, foram coletadas amostras de figado e
arco aértico dos animais, numa repeticdo de quatro amostras para 0S grupo
naringina, rutina e baicaleina, escolhidos ao acaso, a fim de proceder aanalise
histopatolégica, para se verificar se houve o acumulo de gordura hepatica e
alteracdes nas camadas da tunica intima do arco adrtico, como descritos no

primeiro experimento.

82



3.5 . Efeito de modificadores quimicos sobre a atividade de lipase.

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

A atividade enzimatica foi determinada através do método de Cherry,
1932, utilizando-se o “kit” enzimatico da Biobras, em presenca de éster de
glicerol (balbi 6,7 g/L; Lauril sulfato de sédio 5,8 g/L) como substrato a 25°C, em
tampao tris-HCI 12,1 g/L, pH 8,55; azida sddica 0,5 g/L. As velocidades iniciais
foram determinadas pela liberacdo de um cromdforo visivel a 412 nm. Os
estudos do efeito dos modificadores quimicos foram realizados em presenca e
auséncia dos compostos Luteolina, Apigenina, Bixina e Norbixina. Variando a
concentracdo destes modificadores para concentracdes fixas do substrato, a
acao enzimatica foi acompanhada pela medida da absorvancia a 412 nm.

Foi feita uma solugdo com a concentracdo de 5 x 10 mol/L das
substéncias a serem analisadas, sendo que a Luteolina, Apigenina e Bixina,
foram solubilizadas com propileno glicol, enquanto a Norbixina com &agua
destilada.

O estudo cinético foi realizado marcando-se 3 tubos de ensaio, sendo
eles o branco (B), o controle (C) e os modificadores (M). As ordens de entrada
dos reagentes na reacdo de cor foi criteriosamente seguida de acordo com o

esquema:
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Tabela 2: Esquema da ordem de entrado dos reagentes no meio reacional.

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

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

** O reagente de cor é uma solucéo de acetato de sédio 2,0 g/L; DTNB 1,2 g/L e
azida sodica 0,5 g/L.

Homogeneizaram-se bem os tubos e incubou-se por 2 minutos em
banho Maria a 37 °C. Adicionou-se o substrato apenas nos tubos controle e
modificadores. Homogeneizou-se bem e incubou-se por exatamente 30 minutos
a uma temperatura de 37 °C. Em seguida adicionou-se 1000 pL de lauril sulfato
de sddio a 8 g/L em todos os tubos, para cessar a reacao.

Depois de encerrada a reacgao, adicionou-se o substrato ao tubo com o
branco, homogeneizou-se bem todos os tubos e efetuaram-se imediatamente as
leituras fotométricas em 412nm. Aferiu-se o aparelho com o branco preparado
como descrito acima.

Converteu-se as unidades espectrofotométricas de lipase em Ul,

utilizando-se a seguinte formula.

Lipase(UI) = Abs. 1000;

Abs. = absorvancia do controle e dos modificadores.
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3.6 . Analises estatisticas

Realizou-se experimentos casualizados e os dados foram submetidos
ao teste de Tukey para comparacéo entre as médias (P>0,05), teste de Dunnett
para comparacao de cada grupo com o0s grupos controles (P<0,05) e teste F
para comparacao entre os grupos controles (P<0,05).
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4 . RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 . Comparacdo dos niveis séricos de diferentes espécies animais

submetidos a hipercolesterolemia.

A tabela 3 mostra os valores encontrados para as concentracdes de
colesterol, dos animais em estudo, avaliados ap6s 30 e 60 dias de tratamento.
Os dados mostram que em 30 dias os niveis séricos do colesterol dos coelhos e
dos cobaias tiveram um aumento de 815,17% e 257,94%, respectivamente,
sendo estatisticamente significativo se comparado ao grupo controle pelo teste
F, enquanto que para os ratos este aumento foi de 4,67%, ndo sendo, portanto,
estatisticamente significativo ao grupo controle pelo teste F.

Apo6s 60 dias do inicio do experimento, fez-se uma nova coleta sanguinea
para que se pudesse analisar novamente as concentracdes séricas dos
constituintes sanguineos dos ratos em comparac¢ao aos dos coelhos, ja que este
altimo se mostrou como o animal em que melhor se induziu a
hipercolesterolemia.

Pelos dados apresentados, no coelho obteve-se um aumento de
1049,71% de colesterol total, enquanto que nos ratos foi observada uma
reducédo de 10,82%, sendo que este valor ndo foi estatisticamente significativo

em relacdo ao grupo controle pelo teste F.
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Tabela 3: Valores médios do colesterol total (xerro-padréo) no soro sanguineo
de coelhos, ratos e cobaias, avaliados aos 30 e 60 dias e seu
respectivo percentual de variacdo em relacdo aracao.

% de variagdo em

Espécies Colesterol (mg/dL) relacdo aracao aos:
animais
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

1 — Coelhos 88,55+ 2,51 138,33 +17,87 — —
2 — Coelhos 810,38 +187,81 1.590,40+ 136,75 +815,17# +1049,71#
3 — Ratos 87,4+12 76,00 + 22,20 - -
4 — Ratos 91,48 + 20,98 67,78 +8,12 +4,67 -10,82
5 — Cobaias 4553 +12,40 - - —
6 — Cobaias 162,97 + 69,29 - +257,94 # -

# Estatisticamente diferente do grupo-controle (racéo) pelo Teste F (P<0,05).
Coelhos — (grupos 1 e 2); ratos (grupos 3 e 4); cobaias (grupo 5 e 6).
— Néo foram feitas as analises das cobaias aos 60 dias.

87



A tabela 4 mostra os valores encontrados para as concentracdes séricas
de colesterol-HDL. Ap6s 30 dias de tratamento, os coelhos mostraram um
aumento de 115,97% no teor de colesterol-HDL e as cobaias de 214,08%,
sendo estes valores estatisticamente significativos quando comparados ao
grupo controle pelo teste F, enquanto que os ratos mostraram uma reducao de
7,26%, o que nado foi estatisticamente significativo se comparado ao grupo
controle pelo teste F.

Apbés 60 dias, os niveis do colesteroHDL nos coelhos tiveram um
aumento de 223,54% em relacdo ao grupo controle, o que é estatisticamente
significatvo pelo teste F, ja os ratos obtiveram um aumento de 8,66%, nado
sendo, portanto, estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle pelo
teste F.

Tabela 4: Valores médios de colesterol-HDL (xerro-padréo) no soro sangulineo
de coelhos, ratos e cobaias, avaliados aos 30 e 60 dias e seu
respectivo percentual de variagdo em relacéo aracao.

% de variacdo em

Espécies Colesterol-HDL (mg/dL) relacdo aracdo aos:
animais
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

1 - Coelhos 42,70 £ 4,05 47,96 £ 2,96 - -
2 — Coelhos 92,22 + 19,38 155,17+ 9,93 +115,97#  +223,54 #
3 — Ratos 55,08 + 9,02 38,80 + 10,30 - -
4 — Ratos 51,08 + 18,72 35,44 £ 5,46 -7,26 +8,66
5 - Cobaias 12,01+ 6,01 - - -
6 — Cobaias 37,69+ 31,73 — +214,08 # -

# Estatisticamente diferente do grupo-controle (racéo) pelo Teste F (P<0,05).
Coelhos — (grupos 1 e 2); ratos (grupos 3 e 4); cobaias (grupo 5 e 6).
— Nao foram feitas as andlises das cobaias aos 60 dias.
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Em relacdo ao triacilglicerol, apenas os coelhos tiveram um aumento
estatisticamente significativo em relacdo ao grupo controle pelo teste F aos 30 e
60 dias de tratamento, que foram de 110, 94% e 134,42%, respectivamente, de
acordo com a tabela 5.

Os ratos obtiveram uma reducéo nestes niveis, aos 30 e 60 dias, que
foram de 14,54 e 8,29, respectivamente, enquanto que as cobaias obtiveram um
aumento de 8,53% aos 30 dias de tratamento, sendo estes valores
estatisticamente igual ao grupo controle pelo teste F.

E de se esperar que as concentragbes sanguineas de lipideos em ratos
sejam menores, uma vez que possuem trés tipos de HDL e trés tipos de acidos

biliares (colico, quenodesoxicolico e muricolico) (Leite, 1993).

Tabela 5: Valores médios de triacilglicerol (terro-padréo) no soro sangiineo de
coelhos, ratos e cobaias, avaliados aos 30 e 60 dias e seu respectivo
percentual de variacdo em relacao aracao.

% de variacdo em

Espécies Triacilglicerol (mg/dL) relacdo aracao aos:
animais
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

1 — Coelhos 99,78 + 6,16 113,78 £19,52 - -
2 — Coelhos 210,48 +1,54 266,72 + 60,96 +110,94#  +134,42 #
3 — Ratos 83,22 + 36,59 72,99 £ 10,23 - -
4 — Ratos 71,12 +17.87 66,94 + 4,18 -14,54 -8,29
5 — Cobaias 74,66 £ 14,50 - - -
6 — Cobaias 81,03 £50,32 - +8,53 -

# Estatisticamente diferente do grupo-controle (racéo) pelo teste F (P<0,05).
Coelhos — (grupos 1 e 2); ratos (grupos 3 e 4); cobaias (grupo 5 e 6).
— N&o foram feitas as analises das cobaias ao 6° dias.
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Na tabela 6, sdo mostrados as concentracfes de glicose nos coelhos,
ratos e cobaias. Aos 30 dias de tratamento, obteve-se um aumento de 22,91%
nos coelhos, 3,14% nos ratos e 4,19% nas cobaias, enquanto que aos 60 dias
obteve-se um aumento de 23,00% nos coelhos e uma reducdo de 2,33% para
0s ratos em comparacdo com o0 grupo controle de cada espécie, sendo todas
estas variagdes ndo estatisticamente significativas aos respectivos grupos
controles pelo teste F.

Tabela 6: Valores médios de glicose (terro-padrdo) no soro sangiineo de
coelhos, ratos e cobaias, avaliados aos 30 e 60 dias e seu
respectivo percentual de variagdo em relacdo aracgao.

% de variacdo em

Espécies Glicose (mg/dL) relacdo aracao aos:
animais
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

1 — Coelhos 125,56 + 1,34 126,99 + 2,59 — -
2 — Coelhos 154,33 £ 4,77 156,20 £10,46 +22,91 +23,00
3 — Ratos 285,48 + 86,68 225,25 + 44,35 - -
4 — Ratos 294,45 + 30,35 220,00 £ 65,4 +3,14 -2,33
5 — Cobaias 142,27 + 41,86 - - -
6 — Cobaias 148,23 £ 34,45 - +4,19 -

# Estatisticamente diferente do grupo-controle (racéo) pelo Teste F (P<0,05).
Coelhos — (grupos 1 e 2); ratos (grupos 3 e 4); cobaias (grupo 5 e 6).
— Néo foram feitas as andlises das cobaias ao 6 dias.

Aguila et al. (2002) mostraram um aumento pouco expressivo em um
trabalho com ratos com duracédo de 180 dias, com uma dieta rica em diferentes
tipos de lipidios, o0 que mostra que este tipo de animal, tratado com uma dieta
rica em lipideos ndo é um bom modelo experimental para trabalhos com
hipercolesterolemia. Uma alternativa é o trabalho com ratos modificados
geneticamente.

O coelho mostrou concentracbes séricas extremamente altas em um
curto intervalo de tempo, o que o faz ser um dos animais mais procurados
atualmente para trabalhos com hiperlipidemias.
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Em cobaias obteve-se também concentracfes estatisticamente
significativas, apesar de ndo apresentarem concentra¢des tdo altas como os dos
coelhos, ele apresenta a vantagem de ter, entre 0os animais estudados, o

metabolismo lipidico mais parecido com o do ser humano.

4.1.1 . Andlise histopatoldgica

Na analise histopatoldgica, verificou-se o acimulo de gordura hepatica
nos coelhos e cobaias tratadas com colesterol e &cido colico, caracterizado
patologicamente como esteatose hepética.

O figado é constituido por um grande numero de unidades funcionais
chamadas I6bulos, que tém a forma cilindrica com uma estrutura venosa central,
a veia centrolobular, que percorre seu maior eixo longitudinal. Os hepatdcitos,
que formam laminas ou placas irregulares e interligadas, irradiam-se para o
exterior a partir da veia centrolobular e constituem o parénquima do lobulo.
Essas laminas de hepatocitos sdo separadas por capilares sinusoides que
desembocam nas veias centrais dos lobulos.

Ramos da artéria hepética e da veia porta sédo facilmente identificavel no
espaco porta. Esta descricdo reflete as caracteristicas dos animais do grupo
controle, nos quais os hepatoécitos e capilares sinusoides apresentaram-se com
seu padrao normal. Os hepatdcitos dos animais do grupo controle, assim como
na maioria dos outros grupos, apresentaram vacuolizacfes citoplasmaticas.
Segundo ROSS et al. (1995), estas lacunas representam depésitos de
glicogénio que ndo foram imobilizados durante o processo de fixacao, devido ao
tipo de fixador utilizado. A arquitetura hepatica dos animais controle é
semelhante aguela encontrada em outros animais e em humanos (Ross et al.,
1995; Junqueira & Carneiro, 1999). Nao foi encontrado nos animais controle
qualquer acumulo lipidico nos hepatdcitos, embora, segundo Ross et al. (1995),
a quantidade de lipideo e glicogénio no tecido hepatico, em condi¢cées normais,
refitam a ingestdo da dieta, ndo sendo incomum a presenca de goticulas
lipidicas em partes do parénquima hepatico de animais normais.

A Figura 23 mostra um corte de tecido hepético de coelho pertencente

ao grupo controle.
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Figura 23 — Corte de tecido hepético de coelhos do grupo controle, que recebeu
apenas racao, onde sdo observados hepatdcitos (setas), capilares sinusoéides
entre corddes de hepatdcitos (cabecas de seta) e espaco porta (EP). 395X

Figura 24 — Corte de tecido hepatico de coelhos do grupo controle
hipercolesterolémico, que recebeu racdo + colesterol + acido codlico. Séo
observadas goticulas de gordura (seta fina) no interior de hepatdcitos (seta
espessa), e capilares sinusoides (cabecas de seta). 415X
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No Grupo Hipercolesterolémico (R + AC + C) foram observados grupos
de hepatécitos com goticulas de gordura citoplasmatica. A ocorréncia de
espacos intracelulares nos hepatdcitos certamente deveu-se a saida do
glicogénio devido ao tipo de fixagdo utilizada. A presenca de lesdes focais foi
evidenciada no parénquima hepatico. A Figura 24 mostra um corte de tecido
hepatico de coelho pertencente a este grupo.

Na Figura 25, sdo apresentados cortes de tecido hepatico de cobaias
pertencentes ao grupo testemunha, que recebeu somente racdo e agua (25 A) e
do grupo controle, que recebeu suplementacdo de colesterol e &cido célico (25
B). Observam-se vacuolos de forma acentuada, no citoplasma dos hepatocitos
(degeneracéo gordurosa), com distribuicdo centrolobular, para o0 grupo
suplementado com colesterol, que pode ser caracterizada como esteatose
hepatica (Figura 25 B). No grupo testemunha, ndo foram observadas estas
alteracdes histopatoldgicas (Figura 25 A).

Figura 25 — Histologia do figado de cobaias apds seis semanas de
experimentacdo. A, grupo testemunha (grupo 5) sem alteracdes histologicas. B,
grupo controle (grupo 6), com distribuicdo centroglobular da degeneracdo
gordurosa acentuada dos hepatdcitos. VCL.: veia centro lobular. HE. (70X)

A homeostase do colesterol € muito importante para a prevencdo de
doengas cardiovasculares. Geralmente, as concentragbes plasmaticas sao
reguladas pela biossintese de colesterol, remocdo do colesterol circulante,
absorcao do colesterol da dieta e de sua excrecdo pela bile e fezes (Lee et al.,
2003).
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Duas enzimas que estdo diretamente envolvidas na regulacdo do
metabolismo do colesterol sdo: a 3hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A redutase
(HMG-CoA redutase), enzima limitante na via da biossintese do colesterol, e a
acil coenzima A colesterol aciltransferase (ACAT), uma enzima que esterifica o
colesterol nos tecidos incluindo o figado e o intestino delgado, contribuindo com
a secrecao hepatica de VLDL. Assim sendo, a reducéo da sintese de colesterol
pela inibicdo da HMG-CoA redutase reduzira o colesterol plasmatico e uma
reducdo na atividade da ACAT podera diminuir a secrecdo de VLDL no figado
(Carr et al., 1992), isto podera contribuir com uma menor incidéncia de doencas
cardiovasculares devido a presenca reduzida do colesterol esterificado nas
lesbes aterosclerdticas (Helgerud et al., 1981; Brown e Goldstein, 1986; Endo,
1992).

O figado é o principal 6rgdo responsavel pelo metabolismo de
triacilglicerdis e colesterol, assim como pela sintese de lipoproteinas. Um
desequilibrio permanente entre o influxo de acidos graxos, utilizacdo e secrecao
de VLDL geram um acumulo de triacilglicer6is e ésteres de colesterol nos
hepatécitos que podem levar a esteatose hepatica (Studenik, 2000). Isto foi
constatado em nosso estudo, ao avaliarmos o tecido hepético do grupo que
recebeu suplementacao de colesterol.

A fisiopatologia da esteatose hepética ainda ndo é bem compreendida.
Porém, a reducéo da formacgéo de VLDL, principal rota de exportacéo de lipidios
hepaticos, que é determinada pela sintese de apoB-100 pode ser um fator
importante no desenvolvimento da esteatose (Charlton et al., 2002). Segundo
Lonardo (1999), esta alteragdo hepética geralmente € manifestada por
alteracbes do metabolismo da glicose, hiperlipidemia e hipertenséao.

Recentemente, Bjorkgren et al. (2002) desenvolveram um estudo com
camundongos com auséncia da MTP no figado. Eles observaram que a
secrecao de VLDL foi quase completamente bloqueada e esteve acompanhada
de uma esteatose hepética moderada, mas com o0s camundongos
aparentemente saudaveis.

Pesquisas atuais também tém demonstrado um forte envolvimento da
apoE na regulacdo da secrecdo de VLDL em nivel hepatico (Kuipers et al.,
1997; Mensenkamp et al., 1999; Huang et al., 1999; Maugeais et al., 2000).

Segundo estudo realizado por Mensenkamp et al. (1999), camundongos
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deficientes em apoE desenvolveram esteatose hepatica e mostraram reducéo
na secrecao de VLDL.

De acordo com os resultados em nosso estudo, os fatores envolvidos no
desenvolvimento da esteatose deverdo ser melhor investigados, posteriormente,
pois segundo Reihner et al. (1990), cobaias sintetizam e catabolizam taxas

moderadas de colesterol hepatico.

4.2 . Comparagdo dos niveis séricos de coelhos hiperlipidémicos de

acordo com aviade inducdo.

A determinacdo da via de administracdo de um farmaco é bastante
importante, pois dependendo da forma como o medicamento € ministrado no
organismo ele poderé ter uma acdo mais ou menos eficiente. A prépria forma de
como o medicamento é preparado, pode influenciar na acdo das substancias.
Existem diversas formas de se preparar e administrar farmacos, sejam eles na
forma sélida ou liquida.

E importante lembrar ainda que, um farmaco pode ser
farmacologicamente ativo por uma determinada via e téxico por outra.

Com relacdo a analise dos constituintes sanguineos deste ensaio, a
tabela 7 nos mostra que o grupo hiperlipidémico, tratado com colesterol e acido
cOlico (grupo 2), elevou em 740,34% a concentracdo de colesterol no soro em
relacdo ao grupo tratado apenas com racao (grupo 1), sendo este valor
estatisticamente significativo pelo teste F (P < 0,05). Com relacdo aos grupos
gue receberam as substancias em estudo, todos obtiveram uma reducdo
consideravel em relacdo ao grupo tratado com racao + colesterol + acido cdlico.
O melhor resultado foi obtido com o grupo tratado com Kaempherol administrado
pela via intraperitoneal, que apresentou uma reducao de 55,78%. Os animais
gue receberam o corante monascus, também pela via intraperitoneal, obtiveram
a menor redugao (25,04%). Todos os tratamentos foram estatisticamente
significativos quando comparados aos grupos-controle pelo teste de Dunnett
(P<0,05).
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Em termos gerais, todos os animais tratados com flavondides, pela via
intraperitoneal, tiveram uma reducdo maior nas concentragdes de colesterol em
relacdo aos tratados pela via oral, ja os animais tratados com os corantes bixina
e monascus tiveram uma reducdo maior pela via oral, 0 que nos induz a pensar
que os flavonoides agem de modo semelhante entre si no metabolismo lipidico e
diferentemente dos corantes aqui testados.

As concentracdes elevadas de colesterol total sanguiineo tém sido
relacionadas ao aumento do numero de particulas de LDL. O colesterol-LDL
transporta o colesterol do figado para os tecidos periféricos. Nos ultimos anos,
tem sido relatada a capacidade dos flavonoides de aumentarem a atividade dos
receptores de LDL no hepatécito, aumentando a endocitose, e levando a uma
reducéo nos niveis sangulineos de colesterol total (Kirk et al., 1998).

De Whaley et al. (1990) relataram que os flavonéides foram capazes de
inibir o processo oxidativo da particula de LDL. Os flavonoides reagiriam com
ions superoxidos, via transferéncia de um elétron para o radical perdxido.
Portanto, essa acdo dos flavondides € explicada como uma das formas de
potecao da oxidacdo do LDL e reducao do colesterol da circulacao.

As antocianinas pertencem a classe dos flavondides e s&o utilizadas
como corantes naturais. Tem sido demonstrado que essas substancias foram
capazes de reduzir as concentragcdes sanglineas de colesterol total em ratos
submetido a dieta com colesterol e colato de sodio (Igaraschi et al., 1990,
Valente, 1998).
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Tabela 7: Valores médios comparativos entre as vias de administracdo dos
farmacos para o teor do colesterol total (xerro-padrdo) no soro
sanguineo de coelhos, avaliados apés trinta dias de tratamento e
seus respectivos percentuais de variacdo em relacdo a racdo e
racao + colesterol + acido coélico (RCA).

% de variacdo em relacéo a:

Tratamentos Colesterol total
(mg/dL)
Racéo RCA

1 - Racéo (R) 132,33 + 15,07 -

2—-RCA 1.112,02 + 382,43 +740,34 #

3 - RCA + bixina (oral) 622,40 £ 144,83 a +370,34 * -44,03 *

4 — RCA + bixina (intpr) 686,67 + 58,04 a +418,91* -38,25 *

5 - RCA + biochanina A 718,92+ 23,70 a +443,28 * -35,35*
(oral)

6 — RCA + biochanina A 513,20+ 71,05b +316,12 * -53,85 *
(intpr)

7 — RCA + Kaempherol 661,32 +22,61a +399,75 * -40,53 *
(oral)

8 — RCA + Kaempherol 491,74+ 75,96 b +271,60 * -55,78 *
(intpr)

9 — RCA + naringina 603,94 + 25,22 a +356,39 * -45,69 *
(oral)

10 — RCA + naringina 518,98 + 54,67 b +292,19* -53,33 *
(intpr)

11 — RCA + antocianina 767,74 + 28,23 a +480,17 * -30,96 *
(oral)

12 — RCA + antocianina 634,63+34,58b +379,58 * -42,93 *
(intpr)

13 — RCA + monascus 664,32+ 23,14 b +402,02 * -40,26 *
(oral)

14 — RCA + monascus 833,57+ 113,79 a +529,92 * -25,04 *
(intpr)

Médias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente significativo dos grupos-controle pelo teste de Dunnett
(P<0,05).

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

(intpr) = intraperitoneal.
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O aumento provocado pelo grupo que recebeu colesterol e acido colico
sob o nivel de colesterol-HDL foi de 476,04% em relacdo ao grupo controle
tratado apenas com racdo, sendo este valor ndo estatisticamente significativo
pelo teste F (P<0,05), como mostrado na tabela 8.

As altas concentracbes de colesterol-HDL reduzem os riscos de
cardiopatias coronarias. Seu efeito é oposto ao do colesterol-LDL. Nas
populacbes em que sao altas as concentracdes tanto de LDL como de
colesterol-HDL, os individuos com concentracdes menores de HDL estdo mais
expostos a cardiopatias corondrias. As particulas de HDL facilitam o transporte
de colesterol dos tecidos periféricos ao figado para a sua excrecdo (Fuentes,
1998).

Com relacéo a esta informacéo, os grupos que apresentaram melhores
resultados foram os tratados com bixina e os tratados com naringina, ambos
pela via intraperitoneal, que aumentaram os indices de colesterorHDL em
relacdo ao grupo tratado com RCA, nos respectivos valores de 42,50% e
14,01%, de acordo com a tabela 8, sendo que estes valores ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey (P>0,05) e sao estatisticamente significativo em relacdo ao
tratamento 2, pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Pode-se observar também na tabela 8 que todas as substancias
administradas pela via intraperitoneal aumentaram as concentracfes do
colesterol-HDL em relacdo ao grupo hiperlipidémico, enquanto que a maioria
das substancias administradas pela via oral diminuiu as concentracfes deste
constituinte.

Pode-se deduzir que a via de administracao interfere no mecanismo de
acdo das substancias envolvidas neste estudo, sendo a intraperitonal a via mais

eficiente no tratamento de dislipidemias.
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Tabela 8: Valores médios comparativos entre as vias de administracdo dos
farmacos para o teor do Colesterol-HDL (terro-padrdo) no soro
sanguineo de coelhos, avaliados apoés trinta dias de tratamento e
seus respectivos percentuais de variacdo em relacdo a racdo e
racdo + colesterol + acido colico.

% de variacdo em relacéo a:

Tratamentos Colesterol-HDL
(mg/dL)
Racéo RCA

1 - Racéo (R) 42.70 + 4,05

2 -RCA 245,97 + 136,49 +476,04 #

3 - RCA + bixina (oral) 217,86 £8,71b +410,20 * -11,43

4 — RCA + bixina (intpr) 350,51+ 13,34 a +720,86 * +42 50 *

5 —RCA + biochanina A 215,89+ 27,80 a +405,59 * -12,23
(oral)

6 — RCA + biochanina A 268,70+ 18,25a +529,27 * +9,24
(intpr)

7 — RCA + Kaempherol 206,00 £ 13,81 a +382,43 * -16,25 *
(oral)

8 — RCA + Kaempherol 267,05+ 2296 a +525,41 * +8,57
(intpr)

9 — RCA + naringina 191,14+ 15,82 b +347,64 * -22,29*
(oral)

10 — RCA + naringina 280,43+ 34,17 a +556,75 * +14,01 *
(intpr)

11 — RCA + antocianina 265,13+ 14,43 a +520,92 * +7,79
(oral)

12 — RCA + antocianina 256,55 + 22,28 a +500,81 * +4,30
(intpr)

13 — RCA + monascus 263,33+ 17,24 a +516,71 * +7,06
(oral)

14 — RCA + monascus 256,18 + 28,39 a +499,95 * +4,15
(intpr)

Médias Seguidas de mesma letra minascula ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (P>0,05).

* Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).
# Estatisticamente diferente do grupo-controle (ragéo) pelo teste F (P<0,05)

A tabela 9, por sua vez, nos mostra que o0 grupo controle tratado com

colesterol e acido colico elevou em 251,34% o nivel de triacilglicerol em relacao
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ao grupo tratado apenas com racdo, sendo este valor estatisticamente
significativo pelo teste F (P < 0,05). Em relagéo aos animais tratados com bixina
obteve valor estatisticamente ndo significativo ao grupo tratado com RCA pelo
teste de Dunnett (P<0,05), sendo que pela via oral foi verificada uma reducgéo de
14,22% e pela via intraperitoneal um aumento de 12,60% em relacdo ao grupo
hiperlipidémico. Os outros tratamentos reduziram os niveis de triacilglicerol e os
valores foram estatisticamente significativos ao tratamento 2 pelo teste de Tukey
(P>0,05), sendo que as maiores reducbes foram &guelas obtidas pelo
tratamento efetuado pela via intraperitoneal, com excec¢éo ao grupo que recebeu
0 corante monascus.

Os melhores resultados foram observados nos tratamentos realizados
pelo kaempherol e naringina, ambos pela via intraperitoneal, sendo os
percentuais de variacdo em relagdo ao grupo tratado com RCA iguais a 57,54%
e 56,5%, respectivamente.

Os efeitos hipolipidémicos de flavondides sobre triacilgliceréis podem ser
explicados, em parte, pelo aumento da atividade de lipases, provocada pelos
flavonoides. Lima (1999) relata os efeitos dos flavondides morina, naringina,
naringenina e rutina, aumentando a atividade da enzima lipase. A lipase
hidrolisa os triacilgliceréis, portanto, essa atividade € importante, pois promovera
maior mobilizacdo dos &cidos graxos sanglineos para o figado, o tecido

muscular e o tecido adiposo.
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Tabela 9: Valores médios comparativos entre as vias de administracdo dos
farmacos para o teor de triacilglicerol (txerro-padrdo) no soro
sanguineo de coelhos, avaliados apoés trinta dias de tratamento e
seus respectivos percentuais de variacdo em relacdo a racdo e
racao + colesterol + &cido colico.

% de variacdo em relacéo a:

Tratamentos Triacilglicerol (mg/dL)
Racéao RCA

1 - Racéo (R) 87,95+ 12,68

2-RCA 309,00 + 0,69 +251,34 #

3 - RCA + bixina (oral) 265,06 £29,21 b +211,18 * -14,22

4 — RCA + bixina (intpr) 347,93+ 27,37a +295,60 * +12,60

5 — RCA + biochanina A 168,87 £ 50,20 cd +92,00 * -45,35 *
(oral)

6 — RCA + biochanina A 161,02 £ 68,25 cd +83,08 * -47,89 *
(intpr)

7 — RCA + Kaempherol 167,20 £ 40,31 cd +90,11 * -45,89 *
(oral)

8 — RCA + Kaempherol 131,20 £ 33,06 c +49,18 -57,54 *
(intpr)

9 — RCA + naringina 164,33 £ 42,82 cd +86,84 * -46,82 *
(oral)

10 — RCA + naringina 134,42 £34,37d +52,83 -56,50 *
(intpr)

11 — RCA + antocianina 216,52 + 41,73 bc +146,18 * -29,93 *
(oral)

12 — RCA + antocianina 194,30 £ 48,78 c +120,92 * -37,12 *
(intpr)

13 — RCA + monascus 168,03 +£47,24b +91,06 * -45,62 *
(oral)

14 — RCA + monascus 196,62 £ 57,59 ¢ +123,55* -36,37 *
(intpr)

Médias Seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (P>0,05).
* Estatisticamente diferente dos grupos-controle pelo teste de Dunnett (P<0,05).

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

Pelos resultados apresentados, a via intraperitoneal mostrou-se mais
eficiente para tratamento com flavondides, mas na pratica esta via tem o

inconveniente de ser mais dolorosa e stressante ao animal, 0 que muitas vezes
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inviabiliza a sua utilizagcdo, sendo que estas substancias deverdo ser
administradas diariamente.

Em se tratando de corantes, como a bixina e 0 monascus, a via na qual
obtiveram-se melhores resultados para estas substancias foi a via oral, sendo
esta mais pratica e menos penosa ao animal.

Segundo Lullmann et al. (2000) as drogas ministradas através da via
subcutanea ou intraperitoneal, sdo mais rapidamente absorvidas pela corrente
sanguinea do que pela via oral, mas sdo eliminadas mais rapidamente,
enquanto que as drogas ministradas por via oral, sdo absorvidas lentamente,
permanecedo mais tempo na corrente sanguinea, sofrem mais modificaces e
enfrentam mais barreiras.

Pela praticidade e pelos resultados aqui apresentados, optou-se por
administrar as substancias a serem testadas, pela via oral, nos outros

experimentos.

4.3 . Comparacdo entre doses de alguns flavonéides no metabolismo

lipidico de coelhos.

O experimento foi realizado com um delineamento inteiramente
casualizado, formamdo-se 18 grupos como descritos em materiais e métodos,
contendo cinco animais em cada um (cinco repeticdes), avaliados as
concentracdes soroldgicos dos constituintes bioquimicos apos 28 dias de
tratamento.

Os tratamentos foram constituidos por dois grupos controles, sendo 0s
animais de um dos grupos alimentados s6 com racdo e 0s animais do outro
grupo com racao + colesterol + acido colico (RCA), e por outros aniamais em 16
grupos que receberam as seguintes substancias: quercetina, rutina, morina e
naringenina, nas doses e 5 mg, 10 mg, 15 mg e 30 mg.

Os resultados obtidos, para colesterol total, colesterollHDL e
triacilglicerol, no soro sangiineo de coelhos, da raca Nova Zelandia,
hipercolesterolémicos, sdo apresentados na tabelas 10, 11 e 12, expressos em

mg/dL, com suas respectivas porcentagens de variacoes.
102



Tabela 10: Valores médios do colesterol total (xerro-padréo) no soro sangiineo
de coelhos, avaliados aos 28 dias e seus respectivos percentuais de
variacdo em relacdo aracéo (R) e racdo + colesterol + acido célico

(RCA).
% de variagdo em
Tratamentos Colesterol (mg/dL) relacéo a:
Racéo RCA
1 - Racao 115,47 £ 15,07 -
2-RCA 950,05 + 382,43 +722,77 #
3 — RCA + quercetina 5mg 414,03 £39,04d +258,56 * -56,42 *
4 — RCA + quercetina 10mg 494,22 +4495cd  +328,01* -47,98 *
5 — RCA + quercetina 15mg 540,48 £ 66,96 c +368,07 * -43,11 *
6 — RCA + quercetina 30mg 661,80 £48,70ab  +473,13* -30,34 *
7 — RCA + rutina 5mg 427,52 + 46,97 d +270,24 * -55,00 *
8 — RCA + rutina 10mg 485,57 +50,98cd  +320,52 * -48,89 *
9 — RCA + rutina 15mg 602,90 £ 59,59 b +422,13 * -36,54 *
10 — RCA + rutina 30mg 740,94 £ 58,41 a +541,67 * -22,01*
11 — RCA + morina 5mg 531,74+ 47,80 c +360,50 * -44,03 *
12 — RCA + morina 10mg 551,98 + 14,72 c +378,03 * -41,90 *
13 - RCA + morina 15mg 529,56 £48,18 c +358,61 * -44,26 *
14 — RCA + morina 30mg 769,25+ 52,72 a +566,19 * -19,03
15 — RCA + naringenina 5mg 586,18 + 37,46 C +407,65 * -38,30 *
16 — RCA + naringenina 10mg 436,64 + 35,93 d +278,14 * -54,04 *
17 — RCA + naringenina 15mg 653,25+42,75ab  +465,73 * -31,24 *
18 — RCA + naringenina 30mg 731,82 +55,43 a +533,78 * -22,97 *

Médias seguidas de mesma letra minudscula ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (P>0,05).
* Teste de Dunnett (P<0,05).
# Teste F (P<0,05)

De acordo com os resultados obtidos na tabela 10, o indice de colesterol
no grupo 2 (racédo + colesterol + acido coélico) teve um aumento de 722,77% em
comparagdo com 0 grupo controle que recebeu apenas racao, sendo este valor
estatisticamente significativo pelo teste F.

Todos os tratamentos reduziram as concentracoes de colesterol em

relacdo ao grupo RCA, sendo estes resultados estatisticamente significativos do
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referido grupo pelo teste de Dunnett, com excecéo do tratamento com morina a
30 mg.

Os melhores resultados, mostrados na tabela 10, foram obtidos com as
dosagens de 5 e 10 mg, sendo que as médias destes tratamentos ndo foram
estatisticamente significativos pelo teste Tukey, com excecdo do tratamento
realizado com a naringenina, no qual obteve-se uma melhor reducdo na
dosagem de 10 mg.

As melhores reducbes conseguidas em relacdo ao grupo RCA foram
observadas nos tratamentos com quercetina e rutina na dose de 5 mg e
naringenina na dose de 10 mg, sendo estas variacdes de 56,42%, 55,00% e
54,04%, respectivamente, sendo estatisticamente significativo em relagdo ao
tratamento 2 pelo teste de Dunnett e as médias entre os tratamentos nao foram

estatisticamente significativos pelo teste de Tukey (tabela 10).
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Tabela 11: Valores médios de triacilgliceréis (xerro-padrdo) no soro sangulineo
de coelhos, avaliados aos 28 dias e seus respectivos percentuais de
variacdo em relacdo a racéo (R) e racao + colesterol + acido colico

(RCA).
% de variagdo em
Tratamentos Triacilglicerdis relacéo a:
(mg/dL)

Racéo RCA
1 - Racao 64,70 + 12,68
2-RCA 184,01 £ 0,69 +184,40 #
3 — RCA + quercetina 5mg 178,66 + 8,41 a +176,13 * -2,91
4 — RCA + quercetina 10mg 41,38 +2,65d -36,04 -77,51*
5 — RCA + quercetina 15mg 175,71+ 3,88a +171,58 * -4,51
6 — RCA + quercetina 30mg 103,76 £ 5,32c +60,38 * -43,61*
7 — RCA + rutina 5mg 137,14+ 3,67b +111,96 * -25,47*
8 — RCA + rutina 10mg 148,16 £ 5,56 b +129,00 * -19,48*
9 — RCA + rutina 15mg 181,89 +6,51a +181,13 * -1,15
10 — RCA + rutina 30mg 94,05+ 4,74 c +45,36 -48,89*
11 - RCA + morina 5mg 127,33 £ 3,98 bc +96,81 * -30,80*
12 — RCA + morina 10mg 172,05+ 6,50 a +165,92 * -6,50
13 - RCA + morina 15mg 154,35+6,12 b +138,56 * -16,12
14 — RCA + morina 30mg 92,06 £4,96¢c +42,29 -49,97*
15 — RCA + naringenina 5mg 168,87 £ 8,23 a +161,00 * -8,23
16 — RCA + naringenina 10mg 138,82+ 4,56 b +114,55 * -24,56*
17 — RCA + naringenina 15mg 181,43 +4,56 a +180,42 * -1,40
18 — RCA + naringenina 30mg 104,26 + 4,58 c +61,14 * -43,34*

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (P>0,05).
* Teste de Dunnett (P<0,05).
# Teste F (P<0,05)

A tabelal 11 mostra um aumento de 184,40% na concentracdo de

triacilglicerdis no grupo controle tratado com racdo + colesterol + acido cdlico,
em relacdo ao tratado apenas com racdo, sendo este valor estatisticamente
significativo pelo teste F. Houve reducdo em todos os tratamentos em
comparagdo com o0 grupo controle (ragdo + colesterol + &cido colico), mas os

grupos 3, 5, 9, 12, 13, 15 e 17 tratados com quercetina 5 e 15 mg, rutina 15 mg,
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morina 10 e 15 mg e naringenina 5 e 15 mg, respectivamente, tiveram seus
valores obtidos ndo estatisticamente significativos se comparados com 0 grupo
controle RCA pelo teste de Dunnett. Os tratamentos que diferiram deste controle
em relacdo ao teste de Dunnett foram o da quercetina 10 mg (-77,51%),
quercetina 30 mg (-43,61%), rutina 5 mg (-25,47%), rutina 10 mg €19,48%),
rutina 30 mg (-48,89%), morina 5 mg (-30,80%), morina 30 mg (-49,97%),
naringenina 10 mg (-24,56%) e naringenina 30 mg (-43,34%). O melhor
tratamento encontrado para este constituinte sanguineo foi o com quercetina a
10 mg, sendo que esta reducao abaixou a concentracao de triacilglicerol destes
animais a valores estatisticamente iguais ao grupo alimentado apenas por

ragdo, pelo teste de Dunnett.
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Tabela 12: Valores médios de colesterol-HDL (xerro-padréo) no soro sangiineo
de coelhos, avaliados aos 28 dias e seus respectivos percentuais de
variacdo em relacdo aracéo (R) e racdo + colesterol + acido célico

(RCA).
% de variagdo em
Tratamentos Colesterol-HDL relacéo a:
(mg/dL)

Racéo RCA
1 - Racéo (R) 30,75+11,74
2-RCA 180,44 + 60,70 +486,81
3 — RCA + quercetina 5mg 74,63 + 36,44 d +142,70 * -58,64*
4 — RCA + quercetina 10mg 74,99 £49,45d +143,87 * -58,44*
5 — RCA + quercetina 15mg 166,04 + 38,36 b +439,97 * -7,98
6 — RCA + quercetina 30mg 165,01 £ 24,50 b +436,63 * -8,55
7 — RCA + rutina 5mg 135,29+31,47c +339,98 * -25,02*
8 — RCA + rutina 10mg 139,44 + 37,88 ¢ +353,48 * -22,72*
9 — RCA + rutina 15mg 117,47 £22,79 ¢ +282,00 * -34,90*
10 — RCA + rutina 30mg 167,61 £20,81b +445,07 * -7,11
11 - RCA + morina 5mg 110,77 £ 32,90 c +260,23 * -38,61*
12 — RCA + morina 10mg 199,91 £55,79 a +550,11 * +10,79
13 — RCA + morina 15mg 196,68 + 53,00 a +539,61 * +9,00
14 — RCA + morina 30mg 141,46 £34,22bc  +360,05* -21,6*
15 — RCA + naringenina 5mg 118,08 + 28,56 c +284,00 * -34,56*
16 — RCA + naringenina 10mg 170,21 +£45,67 b +453,52 * -5,67
17 — RCA + naringenina 15mg 160,39 +42,11b +421,60 * -11,11
18 — RCA + naringenina 30mg 174,09+41,43 b +466,14 * -3,52

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey (P>0,05).
* Teste de Dunnett (P<0,05).
# Teste F (P<0,05)

Ja a concentracdo de colesterol-HDL do grupo tratado com racdo +

colesterol + acido célico, teve um aumento de 486,81% em relacdo ao grupo 1,

de acordo com a tabela 12. As médias obtidas pelos tratamentos com as

substancias quercetina nas dosagens de 5 e 10mg, rutina 5, 10 e 15mg, morina

5 e 30mg e naringenina a 5 mg séo estatisticamente significativas em relagéo ao

controle hiperlipidémico pelo teste de Dunnett, sendo o aumento significativo se

compararmos com o grupo 1 (racdo), pelo teste de Dunnett.
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As LDL resultantes das VLDL transportam colesterol do figado para os
tecidos e uma pequena parte retorna ao figado. As HDL desempenham o papel
contrario, pois transportam o colesterol dos tecidos para o figado, promovendo
desta forma uma homeostase nas taxas de colesterol sanguineas (Bevilacqua et
al., 1998).

Em se tratando do colesterol-HDL, os melhores resultados sdo aqueles
nos quais obteve-se 0s maiores aumentos possiveis. Frente a isto, o melhor
efeito foi conseguido pelo tratamento com a morina nas dosagens de 10 e 15
mg, obtendo-se um aumento de 10,79% e 9,00%, respectivamente, em relacao
ao grupo 2, sendo que as meédias destes tratamentos ndo sdo estatisticamente
significativas entre si pelo teste de Tukey.

Um bom resultado também, foi conseguido nos tratamentos com
quercetina nas dosagens de 15 e 30mg, rutina 30mg e naringenina a 10, 15 e
30mg, tendo-se aumentos de 439,97%, 436,63%, 445,07%, 453,52%, 421,60%
e 466,14%, respectivamente, em relagdo ao grupo controle alimentado apenas
com racao, sendo estes valores estatisticamente significativos em relacdo a este
grupo pelo teste de Dunnett e as médias dos niveis do Colesterol-HDL
soroldgico, ndo foram estatisticamente significativas pelo teste de Tukey.

Estes valores mostram que para cada dose ha uma resposta diferente
em relacdo aos diferentes constituintes, mas de modo geral, a dosagem de 10
mg mostrou ser a dose que apresenta um melhor efeito nos diferentes
constituintes aqui estudados.

Koshy e Vijayalakshmi (2001) citam a atividade hipolipidémica dos
flavondides de Garcinia cambogia numa administracdo a 10 mg/kg/dia. Estes
autores alertam ainda para um possivel efeito toxico destes flavonéides caso as
dosagens sejam muito altas.

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

Tem-se verificado que os flavondides sdo habeis em inibir as enzimas
envolvidas no metabolismo do acido araquidénico, tais como lipoxigenase e
ciclooxigenase (Gryglewski et al. (1987), De Whalley et al. (1990) e Laugthon et
al. (1991)). O acido araquidbnico € um acido graxo insaturado que serve como
precursor de prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxanos e leucotrienos. Todos

estes sdo potentes mediadores no controle de uma série de processos
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inflamatérios no corpo e em diversas patologias. Nos passos da formacéo
desses compostos, o0 intermediario prostaglandina (G2) e prostaglandina
endoperoxido (PGG2) € formado pela acdo da enzima prostaglandina-
endoperdxido sintetase, um complexo enzimatico contendo ciclooxigenase e
peroxidase. A ciclooxigenase produz PGG;, tendo como substrato o acido
araquidonico e a peroxidase produz PGH; a partir de PGG». Durante a atividade
da peroxidase, radicais orgéanicos livres sdo produzidos, os quais originam a
formacdo de intermediarios de oxigénio reativo e a peroxidacao lipidica
patoldgica.

As acbes biologicas de flavondides em células de mamiferos véem
sendo pesquisadas. Muitos deles possuem atividade antioxidante, antialérgica e
anti-hnemorragica. Eles também inibem diversas enzimas como as fosfolipases,
ciclooxigenase, lipoxigenase, peroxidase e aldose redutase (Goker et al., 1995 e
Fourie et al., 1984).

Kellis e Vickery (1984), mostram também o efeito de flavonéides sobre
enzimas, tais como estrogénio sintetase citocromo P-450 que catalisa a
conversdao de androgénio para estrogénio. Diversos flavonoides tém acao
inibidora sobre a aromatizacdo da androstenediona para estrona e de
testosterona para estradiol. Segundo estes pesquisadores, os flavondides
podem competir com os esterdides e sua interacdo com certas monoxigenases
alteram o metabolismo dos horménios esteroidais. Esta acdo é importante, visto
que os glicocorticoides aumentam a taxa de mobilidade de gordura pelo
aumento da permeabilidade da membrana celular.

Isoflavondides e ou flavondides podem conter estrogenos enddpgenos
através da ligacdo competitiva com receptores de estrogenos. A afinidade
relativa desses compostos com o receptor de estrégeno é 0,05-1% da afinidade
de ligagdo do 17-a-estradiol (Birt, 2001).

109



4.4 . Comparacéao entre os efeitos da aplicacdo de 10 mg de flavondides e
corantes no metabolismo lipidico de coelhos hiperlipidémicos.

Nas tabelas 13, 14 e 15, estdo representadas as médias relativas as
concentragbes de colesterol, colesterol-HDL, triacilglicerol e glicose, avaliadas
no soro dos coelhos hiperlipidémico, que receberam os flavondides baicaleina,
morina, naringenina, naringina, quercetina, rutina, crisina, luteolina e apigenina,
0s corantes naturais do urucum norbixina e bixina e 0 medicamento comercial
hipolipidémico colestiramina, apdés 30 dias de tratamento, comparando-0s com

as concentragdes dos controles e entre si.
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Tabela 13: Valores médios do colesterol total (xerro-padréo) no soro sanguineo
de coelhos, avaliados aos 30 dias e seus respectivos percentuais de
variacdo em relacdo aracéo (R) e racdo + colesterol + acido célico

(RCA).
% de variagdo em
Tratamentos Colesterol (mg/dL) relacéo a:

Racéo RCA
1 - Racéo (R) 115,47 £ 15,07 -
2-RCA 950,05 + 382,43 +722,77 #
3 — RCA + baicaleina 518,54 £ 58,04 b +349,07 * -45,42 *
4 — RCA + morina 551,98 +14,72 b +378,03 * -41,90 *
5 — RCA + naringenina 436,64 +£ 35,93 ¢c +278,14 * -54,04 *
6 — RCA + naringina 482,05+59,84 c +317,47 * -49,26 *
7 — RCA + quercetina 494,22 + 44,95 c +328,01 * -47,98 *
8 — RCA + rutina 485,57 + 50,98 c +320,52 * -48,89 *
9 — RCA + crisina 422,20+ 78,86 +265,64 * -55,56 *
10 — RCA + luteolina 450,42 +41,29c +290,07 * -52,59 *
11 — RCA + apigenina 476,16 £ 21,67 c +312,37 * -49,88 *
12 — RCA + norbixina 709,21 £19554a  +514,20* -25,35*
13 — RCA + bixina 531,74 +144,83b  +460,50 * -44,03 *
14 — RCA + colestiramina 760,99 + 320,47a  +559,04 * -19,90 *

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

* Teste de Dunnett (P<0,05).

# Teste F (P<0,05)

De acordo com a tabela 13, houve um aumento de 722,77% de
colesterol do grupo 2 em relacdo ao grupo 1, sendo este valor estatisticamente
significativo pelo teste (F). Os grupos tratados com as substancias em estudos
foram estatisticamente significativos em relacdo ao grupo 1 pelo teste de
Dunnett.

Observou-se que todos os tratamentos reduziram as concentracdes de
colesterol, sendo os valores estatisticamente significativos em relagcdo ao grupo
controle hipercolesterolémico pelo teste de Dunnett. As melhores reducdes
foram observadas nos tratamentos que receberam as substancias naringenina,
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54,04%, naringina, 49,26%, quercetina, 49,78%, rutina, 48,89%, crisina, 55,56%,
luteolina, 52,58% e apigenina, 49,88%, uma vez que estas médias ndo séo
estatisticamente significativas entre si pelo teste de Tukey.

Todos os flavondides estudados e o corante bixina reduziram as
concentracbes de colesterol a valores inferiores ao do medicamento
colestiramina e suas médias foram estatisticamente significativas em relacdo a
médias deste medicamento, pelo teste de Tukey.

Segundo Anila e Vijayalakshmi (2002), os flavondides promovem uma
reducdo no colesterol sanguineo por promoverem uma reducdo na atividade da
HMGCoA-redutase, um incremento na degradacdo e no consumo do colesterol
e uma inibicdo na colesterogénese. Alguns estudos citam ainda a propriedade
dos flavondides de promover um decréscimo na atividade da hidroximetilglutaril-
CoA redutase e do esterol o-aciltransferase, duas enzimas chaves para o
metabolismo do colesterol (Kurowska et al., 2000).

De acordo com Best e Jenkins et al. (2001), a énfase futura para a
correcdo de anormalidades lipidicas, com decréscimo de desordens
cardiovasculares, serao preferencialmente focadas na reducdo do LDL-
colesterol, por meio de substancias naturais, como os flavondides e seus
derivados.

O mecanismo de acgao dos flavondides na reducdo do LDL-colesterol foi
postulado por Wilcox et al. (2001). De acordo com os autores, os flavonoides
promovem um decréscimo na secrecdo de apo B, devido a uma reducdo da
atividade e expressdo da enzima acil-CoA colesterol acil transferase. E ainda
que, os flavondides reduzem a atividade e expressdo da proteina de
transferéncia de triacilglicer6is microsomais, promovendo um aumento na
expressdo dos receptores para LDL, o que resulta em um acréscimo na
recaptacdo e degradacdo da LDL-colesterol. Tais eventos proporcionam uma
reducdo na biodisponibilidade de lipideos que contém a proteina apoB em sua

estrutura.
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Tabela 14: Valores médios do colesterol-HDL (xerro-padréo) no soro sangiineo
de coelhos, avaliados aos 30 dias e seus respectivos percentuais de
variacdo em relacéo aracao (R) e racdo + colesterol + acido célico

(RCA).
% de variagdo em
Tratamentos Colesterol-HDL relacéo a:
(mg/dL)
Racéo RCA
1 - Racéo (R) 30,75+11,74
2-RCA 180,44 + 60,70 +486,81
3 — RCA + baicaleina 400,96 +13,34b  +1203,92* +122,21*
4 — RCA + morina 199,91 +55,79d +550,11 * +10,79
5 — RCA + naringenina 170,21 £+ 45,67 e +453,52 * -5,67
6 — RCA + naringina 150,05+ 8,64 e +387,98 * -16,84
7 — RCA + quercetina 74,99 +49,45¢ +143,87 * -58,44 *
8 — RCA + rutina 139,44 + 37,88 f +353,48 * 22,72 *
9 — RCA + crisina 76,70 £3,96 g +149,45 * -57,49 *
10 — RCA + luteolina 218,58 +13,80cd +610,85* +21,14
11 — RCA + apigenina 688,61+1,82a +2139,39* +281,63*
12 — RCA + norbixina 152,98 £ 21,84 ¢ +397,49 * -15,22
13 — RCA + bixina 159,82+£8,71e +419,73 * -11,43
14 — RCA + colestiramina 247,67+57,45c¢ +705,44 * +37,26 *

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

* Teste de Dunnett (P<0,05).

# Teste F (P<0,05)

Observou-se um aumento nas taxas de HDL-colesterol para o grupo
controle hipercolesterolémico em relagdo ao grupo controle racéo, de 486,81%,
de acordo com a tabela 14. Este resultado é significativo. Tais resultados
refletem em segunda instancia, um aumento nas concentracdes de colesterol
total, acompanhado de suas fracdes lipidicas.

Em relacdo aos flavondides testados, observou-se que a apigenina, a
baicaleina, o medicamento colestiramina, luteolina e morina, tiveram um efeito
hipercolesterolémico para esta fracdo lipidica do colesterol, que foram de
281,63%, 122,21%, 37,26%, 21,14% e 10,79%, respectivamente, sendo 0s
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efeitos dos dois primeiros e da colestiramina foram estatisticamente
significativos em relagéo ao grupo RCA pelo teste de Dunnett.

Os flavondides naringina e naringenina e 0s corantes naturais bixina e
norbixina tiveram efeitos hipolipidémicos discretos, sendo que o0s niveis de
reducdo em comparacdo com o grupo controle hiperlipidémico foram de 5,67%,
16,84%, 15,22% e 11,43%, respectivamente, sendo que estes valores nao
foram estatisticamente significativos em relacdo em relagdo ao grupo controle
mencionado pelo teste de Dunnett.

Ja os efeitos hipolipidémicos apresentados pelos flavonoides quercetina,
58,44%, crisina, 57,49%, e rutina, 22,72%, foram mais acentuados e
estatisticamente significativos em relagédo ao grupo controle hiperlipidémico pelo
teste de Dunnett.

O efeito hipolipidémico destes compostos evidencia seus efeitos nas
reducbes das taxas de colesterol total. Tais compostos reduzindo as
concentracbes de colesterol total sanguineo, conseqientemente reduzem os
niveis de HDL-colesterol, uma de suas fracdes lipidicas.

Estudos epidemioldgicos tem estabelecido que uma baixa concentracdo
de HDL-colesterol no plasma sanguineo € um fator de risco independente para
desordens coronarias. Uma baixa concentracdo nas taxas de HDL é uma
anormalidade lipidica comum observada em pacientes com desordens
coronarias. O “Veterans Affairs High-Density Lipoprotein Trial”, tornou veridica a
hipétese de que uma alta concentracdo de HDL-colesterol poderia reduzir o
risco de desordens coronarias e a mortalidade em pacientes com anormalidades

lipidicas (Brousseau e Schaefer, 2001).
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Tabela 15: Valores médios do triacilglicerol (xerro-padréo) no soro sangiiineo de
coelhos, avaliados aos 30 dias e seus respectivos percentuais de
variacdo em relacdo aracéo (R) e racdo + colesterol + acido célico

(RCA).
% de variagdo em
Tratamentos Triacilglicerol relacéo a:
(mg/dL)

Racéo RCA
1 - Racéo (R) 64,70 + 12,68
2-RCA 184,01 £ 0,69 +184,40 #
3 — RCA + baicaleina 27,88 £22,11f -56,91 * -84,85 *
4 — RCA + morina 172,05+6,50b +165,92 * -6,50
5 — RCA + naringenina 138,82 + 4,56 d +114,55 * -24,56 *
6 — RCA + naringina 176,91 £ 27,37 b +173,43 * -3,86
7 — RCA + quercetina 41,38+2,65e -36,04 -77,51*
8 — RCA + rutina 148,16 £ 5,56 ¢ +129,00 * -19,48 *
9 — RCA + crisina 73,73+ 15,64 e +13,96 -59,93 *
10 — RCA + luteolina 187,51 +£51,83a +189,81 * +1,90
11 — RCA + apigenina 194,33+ 10,93 a +200,36 * +5,61
12 — RCA + norbixina 201,67 £ 25,22 a +211,71* +9,60
13 — RCA + bixina 157,84 £ 29,21 c +143,96 * -14,22
14 — RCA + colestiramina 152,21 + 35,66 C +135,26 * -17,28

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

* Teste de Dunnett (P<0,05).

# Teste F (P<0,05)

Analisando a tabela 15, obervou-se que os grupos tratados com
baicaleina (3), quercetina (7), crisina (9), naringenina (5), e rutina (8), obtiveram
uma reducgdo significativa na concentragcdo de triacilglicerol quando comparado
com o grupo 2, pelo teste de Dunnett, sendo estes valores de —84,85%, -
77,51%, -59,93%, —24,26%, e -19,48%, respectivamente.

Os melhores efeitos observados na reducdo dos triacilglicerdis
plasméticos foram conseguidos pelos flavonoides baicaleina, quercetina e
crisina. A baicaleina e a rutina diminuiram os niveis de triacilglicerol a valores
inferiores ao do grupo controle alimentado apenas com racéo, sendo que 0sS
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valores conseguidos pela baicaleina (-56,91%) foram estatisticamente
significativos em relacéo a este grupo controle pelo teste de Dunnett.

A maior parte dos flavonéides estudados tiveram um melhor efeito sobre
o triacilglicerol do que o medicamento colestiramina e apresentaram a vantagem
de nao produzirem efeitos toxicos nas concentracdes estudadas.

Diversos experimentos com a utilizacdo de flavondides tem mostrado
um efeito hipotrigliceridémico. Uma das possiveis explicacdes para este fato tem
sido um aumento na atividade da lipase. Esta enzima hidrolisa os triacilgliceréis
ocasionando uma maior mobilizacdo dos &cidos graxos sanguineos para o

figado, tecido muscular e tecido adiposo (Lima, 1999).

4.4.1 . Andlise histopatologica

Na andlise histopatologica dos grupos tratados com os flavonoides
naringina, rutina e baicaleina ndo foram observadas diferencas histopatolégicas
significativas em relagcdo ao grupo hiperlipidémico, ou seja, todos 0s grupos que
receberam flavondides também apresentaram vacuolos, de forma acentuada,
nos hepatdcitos. Porém, os vacuolos do grupo controle apresentaram uma
distribuicdo centrolobular, enquanto que os grupos tratados apresentaram uma
distribuicdo centrolobular e em dire¢&o a periferia do I6bulo (Figura 26).

Os cortes da artéria aorta dos animais ndo apresentaram nenhuma

alteracdo histolégica, quando comparados com o grupo testemunha.

116



Figura 26 — Histologia do figado de coelhos apds trinta dias de experimentacao.
A, grupo 2 (ragéo, colesterol e acido cdlico). B, grupo 6 (naringina). C, grupo 8
(rutina). D, grupo 3 (baicaleina). (70X). HE.

Os cortes da parede do arco adrtico dos animais tratados né&o
apresentaram alteracdo histolégica, quando comparados com o0 grupo
testemunha.

4.5 . Efeito de modificadores quimicos sobre a atividade de lipase.

Este experimento nado foi instalado seguindo um delineamento
experimental, sendo cada amostra constituida por trés repeticdes. Assim, nao foi
possivel proceder a andlise de variancia dos dados de atividade enzimatica,

procedendo-se a dispersao dos mesmos.
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De posse da disperséo, néo foi possivel ajustar equacdes de regresséo,

tendo como variavel dependente a atividade enzimatica e independente, a

concentracdo do modificador.

Estes dados ndo permitem ainda a realizacdo do teste de média, uma

vez que as concentragcbes utlizadas do modificador

guantitativos.

sao

tratamentos

Os resultados obtidos na determinacdo da atividade de lipase em

presenca dos corantes (bixina e norbixina) e dos flavondides (apigenina e

luteolina) extraidos do urucum, encontram-se apresentados na tabela 16 e na

figuras 27.

Tabela 16: Atividade de lipase em presenca dos modificadores apigenina,

bixina, luteolina e norbixina.

Concentracao Apigenina Luteolina Bixina a 95% Norbixina
do modificador (8)) (8])) ((9])) (8]))
[M]
0 27,50+096 27,50+096 27,50+ 0,96 27,50 £ 0,96
0,6 x 10° 23,09+2,38 23,38+0,27 28,76+1,70 24,81 +2,76
1,2 x107° 26,98+2,79 28,36+2,21 24,82%0,55 27,97 +1,20
1,8 x 107 29,54+£8,69 25,19+507 29,08 + 6,67 28,11 + 4,26
2,4x10° 26,60+227 2999+1,02 38,83+1,34 33,37 +1,39
3,0x10° 29,85+3,48 3456+6,32 31,12+1,63 29,02 + 2,53
3,6 x10° 20,77+0,35 2793+0,72 25,69+1,86 30,81 +£6,71
4,2x107 30,81+523 30,86+0,25 26,34+0,95  23,46+0,29
4,8x10° 32,97 +527 67,37+£6,06 41,46+2,99 38,80+ 9,13
54x10° 39,36 £3,46 4554+2,78 67,40%+10,24 47,05%* 3,65
6,0 x 10 2556+1,06 50,73+12,18 57,23+18,03 23,15%+4,45

Média * erro-padrao.
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Determinacédo da atividade da lipase em relacao a
diferentes concentracdes de flavondides e conrantes
naturais

a o
o O O
11 1

40 A

Atividade da
lipase (Ul)

2N W
o © O O
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0 6E06 102E- 1,8E- 24E- 0,0000 3,6E- 4,22E- 4,8E- 5,4E- 0,0000
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—— Bixina — Norbixina —— Apigenina — Luteolina

Figura 27 - Determinacdo da atividade da lipase na presenca de varias
concentracdes de modificadores.

De acordo com a tabela 16 e a figura 27, observou-se que o melhor
resultado apresentado pela apigenina foi obtido com uma concentracao de 5,4 x
107 mol/L, sendo este atividade de 39,36 Ul, o que proporciona um aumento de
43,13%.

A melhor ativagdo para a bixina foi de 67,40 Ul, na concentracdo de 5,4
x 10° mol/L, obtendo-se uma porcentagem de ativacdo de 145% em relacéo ao
experimento controle, que ndo recebeu a substancia.

Ja para a luteolina, a concentracdo na qual obteve-se um melhor
resultado foi a de 4,8 x 10™° mol/L, sendo esta ativacdo de 67,37 Ul, ou seja, um
aumento de 145%.

A norbixina por sua vez, apresenta-se com uma atividade de 47,05 UlI,
na concentracdo de 5,4 x 10° mol/L, o que proporciona uma ativacdo de 71%
em comparacao com o controle.

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

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

Analisando a figura 16 el7 da Revisdo de Literatura, podemos ver que a
estrutura da bixina e norbixina sdo muito semelhantes a dos acidos graxos (que
sao substrato da lipase) e, portanto devem estar ocupando regides na molécula
da enzima, possivelmente na regido do centro ativo, modificando sua
conformacéo e otimizando a catalise.

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

Flavondides (figura 12 e 14) podem estar apenas associados amolécula
da enzima, modificando sua conformacdo. Eles podem interagir em regides
hidrofébicas da enzima e serem estabilizados por pontes de hidrogénio.

Estes resultados mostram que os flavondides e corantes testados
modificam a atividade da lipase, uma enzima que, no organismo, degrada os
triacilgliceréis liberando &cido graxo e glicerol (Borel et al, 1989). Sugeriu-se
entdo para explicar este mecanismo de acdo, a formacédo de quelatos entre a
enzima e esses compostos. Esses quelatos induzem a mudanga conformacional
da enzima, modificando, porém seu centro ativo (Moulin et al., 1994).

Lima et al. (1999) sugeriram uma estreita correlacdo entre a reducao
dos niveis de triacilglicer6is no soro e figado de ratos com hiperlipidemia
induzida por triton e a ativacdo da enzima lipase pelos flavonodides, sugerindo
uma possivel acdo de flavondide sobre os niveis de triacilglicerois, mostrando
uma inter-relacdo entre o aumento da atividade da lipase e maior hidrélise dos

triacilglicerdis.
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5. CONCLUSOES

Os resultados evidenciados no trabalho indicaram uma eficaz acdo dos
flavondides e corantes naturais sob o metabolismo lipidico de coelhos e sua
acao ativadora sobre a lipase in vitro.

No primeiro ensaio bioldgico foram utilizados coelhos, Oryctolagus
cuniculus, da variedade Nova Zelandia, ratos, Rattus noruergicus, da variedade
Wistar e cobaias, Cavia porcellus, da variedade Peruana, na tentativa de
elucidar quais destes animais que melhor sofrem indugbes da hiperlipidemia
através de uma dieta contendo 0,1% de acido colico e 1% de colesterol do peso
médio da racdo consumido diariamente. Neste ensaio, a indu¢éo mais eficiente
em provocar a hiperlipidemia foi conseguida nos coelhos, mostrando
concentracdes séricas extremamente altas em um curto intervalo de tempo, o
que o faz ser um dos animais mais procurado atualmente para trabalhos com
hiperlipidemias.

Em cobaias obteve-se também concentracdes estatisticamente
significativas, apesar de ndo apresentarem concentragdes tao altas como os dos
coelhos, eles apresentam a vantagem de ter, entre 0os animais estudados, o
metabolismo lipidico mais parecido com o do ser humano.Na andlise
histopatoldgica, verificou-se o acumulo de gordura hepética nos coelhos e
cobaias tratadas com colesterol e acido célico, caracterizado patologicamente

como esteatose hepética.
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Os ratos ndo apresentaram nenhuma dteracdo significativa nos niveis
lipidicos estudados, o que mostra que este tipo de animal, tratado com uma
dieta rica em lipideos e em um curto intervalo de tempo, ndo € um bom modelo
experimental para trabalhos com hipercolesterolemia. Uma alternativa é o
trabalho com ratos geneticamente modificados.

No segundo ensaio biolégico, optou-se entdo por utilizar coelhos da raga
Nova Zelandia na determinagdo da melhor via de administracdo dos flavonoides
e corantes naturais, que sao utilizados atualmente no estudo de seus efeitos
farmacoldgicos como agentes hipolipidémicos.

Pelos resultados aqui apresentados as drogas ministradas através da
via intraperitoneal, sdo mais rapidamente absorvidas pela corrente sanguinea do
que pela via oral, mas sdo eliminadas mais rapidamente, enquanto que as
drogas ministradas por via oral, sdo absorvidas lentamente e permanecem mais
tempo na corrente sanguinea.

De acordo com o que foi observado e pela praticidade na administracao,
optou-se por administrar as substancias a serem testadas, pela via oral, nos
outros experimentos.

Um terceiro ensaio bioldgico foi realizado no intuito de se determinar a
melhor concentracdo na qual os flavondides e corantes atuam como farmacos
hipolipidémicos. As melhores reducbes conseguidas na reducdo da
concentracdo do colesterol total em relagdo ao grupo hiperlipidémico foram
observadas nos tratamentos com quercetina e rutina na dose de 5 mg e
naringenina na dose de 10 mg, sendo estas variacdes de 56,42%, 55,00% e
54,04%, respectivamente, sendo significativo pelo teste de Dunnett.

O melhor tratamento encontrado na reducdo das concentracbes de
triacilglicerdis foi o com quercetina a 10 mg, sendo que esta tratamento abaixou
o nivel de triacilglicerol destes animais em 77,51% quando comparado com o
grupo hipertriglicémico.

Em relacdo ao colesterol-HDL, foi considerado mais eficiente a
substancia que promoveu um maior aumento no nivel deste constituinte no soro.
O melhor efeito foi conseguido pelo tratamento com a morina nas dosagens de
10 e 15 mg, obtendo-se um aumento de 10,79% e 9,00%, respectivamente, em

relagao ao grupo hiperlipidémico.
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Em um ultimo ensaio biolégico, comparou-se os efeitos dos flavondides
baicaleina, morina, naringenina, naringina, quercetina, rutina, crisina, luteolina e
apigenina, os corantes naturais do extraidos do urucum norbixina e bixina e o
medicamento comercial hipolipidémico colestiramina na dosagem de 10 mg/Kg
de peso corporal, por via oral, em capsula, utilizando o talco farmacéutico como
veiculo. Sendo esta forma de mais facil manejo, menos sacrificante para o
animal e com uma maior garantia das concentracoes ingeridas.

Todas as substancias reduziram as concentracdes de colesterol no soro
sanguineo dos coelhos, sendo que as melhores reducdes foram observadas nas
substancias raringenina, 54,04%, naringina, 49,26%, quercetina, 49,78%, rutina,
48,89%, crisina, 55,56%, luteolina, 52,58% e apigenina, 49,88.

Todos os flavondides estudados e o corante bixina reduziram as
concentragcbes de colesterol a valores inferiores ao do medicamento
colestiramina e suas médias foram estatisticamente significativas em relacédo a
média deste medicamento, pelo teste de Tukey. Isto é uma vantagem, pois, a
colestiramina véem sendo substituida por apresentar varios efeitos colaterais.

Estes resultados mostram que as substancias estudadas podem ser
mais eficiente no combate a hipercolesterolemias dos que alguns dos
medicamentos atualmente no mercado, com a vantagem de serem menos
toxicos que estes.

Os melhores efeitos observados na reducao do triacilglicerol plasmatico
foram conseguidos pelos flavondides baicaleina, quercetina e crisina. A
baicaleina e a rutina diminuiram os niveis de triacilglicerol a valores inferiores ao
do grupo controle alimentado apenas com ragdo, sendo que os Vvalores
conseguidos pela baicaleina (-56,91%) foram estatisticamente diferente deste
grupo controle pelo teste de Dunnett.

A maior parte dos flavonodides aqui estudados tiveram um melhor efeito
sobre o triacilglicerol do que o medicamento colestiramina.

As substancias que promoveram um maior aumento no nivel de
colesterol-HDL foram os flavonodides baicaleina, apigenina, morina e luteolina e
0 medicamento colestiramina. Estas substéncias tiveram um efeito
hipercolesterolémico para esta fracdo lipidica do colesterol, que foram de
122,21%, 281,63%, 10,79%, 21,14% e 37,26%, respectivamente.
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O figado é o principal 6rgdo responsavel pelo metabolismo de
triacilglicerdis e colesterol, assim como pela sintese de lipoproteinas. Um
desequilibrio permanente entre o influxo de acidos graxos, utilizacdo e secrecéo
de VLDL geram um acumulo de triacilglicerdis e ésteres de colesterol nos
hepatécitos que podem levar a esteatose hepatica (STUDENIK, 2000). Isto foi
constatado em nosso estudo, ao avaliarmos o tecido hepatico do grupo controle,
que recebeu suplementacdo de colesterol bem como dos grupos que além da
suplementacao do colesterol foram tratados com flavondides.

De acordo com os resultados em nosso estudo, os fatores envolvidos no
desenvolvimento da esteatose deverao ser melhor investigados, posteriormente.

De uma maneira geral, pode-se observar que as substancias estudadas
apresentaram uma acao farmacoldgica bastante acentuada no metabolismo
lipidico de coelhos hiperlipidémicos, sem sobretudo causar efeitos de toxicidade,
aparentemente.

No ensaio in vitro, procurou-se caracterizar o efeito dos flavonoides
luteolina e apigenina e dos conrantes bixina a 95% e a norbixina sobre a
atividade da lipase, variando-se as concentracdes das substancias em estudo.

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

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

Este trabalho demonstrou os efeitos benéficos de alguns flavondides e
corantes naturais sob o metabolismo lipidico de coelhos, porém, novas
pesquisas devem ser realizadas para que estes compostos possam ser
utilizados como medicamento e testados no homem, inclusive mais estudos

envolvendo a bioguimica e a toxicologia destas  substancias.
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