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RESUMO

CHAGAS, Cintia Maria, D.S. Universidade Federal de Vicosa, abril de 2002.
Avaliacdo de Parametros Bioquimicos e de Aspectos Toxicoldgicos
de Antocianina em Coelhos Nova Zelandia. Orientador: Paulo César
Stringheta. Conselheiros : Tania Toledo de Oliveira e Sérgio Luis Pinto da
Matta.

Com o objetivo de se avaliar o efeito da antocianina do repolho roxo e
uva roxa no metabolismo lipidico e na toxicologia, foram realizados dois
ensaios experimentais com coelhos, da raca Nova Zelandia. No primeiro ensaio
experimental induziu-se a hipercolesterolémia em coelhos machos utilizando
1% de colesterol mais 0,1% de &cido cdlico e avaliou-se o efeito das duas
substancias-teste nas doses diaria de 50, 100 e 150 mg durante 30 dias, onde
foram dosados os niveis sanglineos de colesterol total, colesterol-HDL e
triacilglicerdis. No segundo ensaio experimental utilizou-se coelhos fémeas e
machos que foram alimentados somente com racdo comercial e avaliou-se o
efeito toxicologico dessas substancias-teste no metabolismo protéico, lipidico,
nos minerais e nos niveis de glicose durante um periodo de 30 dias em doses
diaria de 50, 100 e 150 mg de antocianina do repolho roxo e uva roxa. No final
de cada ensaio experimental os animais foram sacrificados e foi feito uma
avaliacdo morfologica hepética. Pelos resultados obtidos no primeiro ensaio
experimental observou-se que 50 mg de antocianina de repolho roxo aos 15 e

30 dias e 100 mg de antocianina de uva roxa aos 15 dias de tratamento



reduziram 0s niveis sanguineos de colesterol total, quando comparado ao
controle. Em relacédo ao colesterol-HDL, houve um aumento desta lipoproteina
para a antocianina do repolho roxo na dose de 100 mg e para a antocianina de
uva roxa na dose de 50 mg em um periodo de 30 dias. A antocianina de
repolho roxo e uva roxa mostraram um efeito de reducédo mais intensificado no
nivel de triacilglicerol na dose de 100 mg aos 15 e 30 dias de tratamento. Pelos
resultados obtidos no segundo ensaio experimental observou-se, quanto a
antocianina do repolho roxo, um efeito hipolipidémico na dose de 150 mg para
fémeas e 100 mg para machos (15 e 30 dias), uma elevacédo de colesterol-HDL
para machos e fémeas na dose de 50 mg (30 dias), um efeito hipolipidémico
sobre triacilglicerol, aos 30 dias, para machos na dose de 50 mg e fémeas 150
mg, apresentando um aumento de glicemia para 0os machos durante todo
periodo experimental e para as fémeas com 15 dias de tratamento. Para o
metabolismo protéico, observou-se uma reducédo na concentracdo de creatinina
e proteina em relacdo ao controle para ambos 0s sexos e uma reducdo na
concentragéo de albumina, aos 30 dias, nos machos na dose de 100 mg e 150
mg para as fémeas. Observou-se uma tendéncia em diminuir o nivel sanglineo
de calcio para machos e aumentar para as fémeas na dose 100 mg (30 dias),
um aumento na concentracdo de fésforo para machos e diminuicdo para
fémeas e uma reducdo no nivel sérico de cloro aos 30 dias de tratamento em
relacdo ao controle. Quanto a antocianina da uva roxa, observou-se um efeito
hipolipidémico, aos 15 e 30 dias, na dose de 100 mg para fémeas e 150 mg
para machos, uma elevacao de colesterol-HDL somente para machos na dose
de 50 mg (15 e 30 dias), um efeito hipotrigliceridémico somente para machos
na dose de 150 mg (15 dias) e um efeito hipoglicemiante para ambos 0s sexos.
Em relacdo ao metabolismo protéico, observou-se uma reducdo na
concentracao de creatinina, albumina na dose de 150 mg para ambos sexos e
alteracbes ndo relevantes quanto aos niveis séricos de proteinas, em relagcéo
ao grupo controle. Houve uma tendéncia em diminuir o nivel de calcio para
machos e fémeas, exceto na dose de 50 mg para os machos, aos 30 dias. Foi
observado uma tendéncia em diminuir o nivel de foésforo para os machos,
exceto na dose de 50 mg (30 dias) e uma reducdo no nivel de cloro aos 30
dias, em relagdo ao grupo controle. Com relagdo ao peso corporal, os

resultados evidenciaram que a antocianina do repolho roxo e uva roxa



proporcionou ganho de peso no metabolismo lipidico e na toxicologia. A
avaliacdo morfolégica hepatica foi feita somente em animais que receberam
antocianina de uva roxa nao sendo possivel uma interpretacdo segura das
laminas obtidas da antocianina do repolho roxo devido as alteragcdes nos
tecidos, resultantes do processo de fixacdo. Os resultados obtidos mostraram
gue o grupo que recebeu 150 mg de antocianina de uva roxa, colesterol e acido
cOlico apresentou maior protecao hepatica efetiva em relacado ao grupo tratado
com 50 e 100 mg. Os animais que receberam apenas racao + antocianina da
uva roxa nas diferentes doses (50, 100 e 150mg) exibiram morfologia hepatica
semelhante aos animais do grupo padrao (racéo) sem processos degenerativos
e modificacdes na arquitetura dos Iébulos. Pode-se concluir que a antocianina
do repolho roxo e uva roxa apresentaram efeito hipolipidémico sobre o
colesterol total, um aumento no nivel sérico de colesterol-HDL e um efeito
hipotrigliceridémico. Pode-se concluir ainda que as substancias testadas nao
foram téxicas, nas doses empregadas para o0 metabolismo de proteinas,
minerais, lipideos e carboidratos, ndo havendo alteracdes toxicas no tecido

hepatico nas doses utilizadas e na duragcédo do experimento.
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ABSTRACT

CHAGAS, Cintia Maria, D.S. Universidade Federal de Vigosa, April
2002. Evaluation of Anthocyanin Biochemical Parameters and Toxic
Aspects on New Zealand Rabbits. Advisor: Paulo César Stringheta.
Committee members: Tania Toledo de Oliveira and Sérgio Luis Pinto da
Matta.

Two experimental essays were carried out with rabbits of the New
Zealand breed, with the objective of evaluating the effect of the anthocyanin
found in red cabbage and in red grape on the lipidic metabolism and in the
toxicology. In the first experimental essay, the hypercholesterolemia was
induced to male rabbits, using 1% of cholesterol and 0,1% of colic acid. It was
evaluated the effect of the two test substances furnished in daily doses of 50,
100 and 150 mg during 30 days, in which the blood levels of total cholesterol,
HDL-cholesterol and triacylglycerol were dosed. In the second experimental
essay, female and male rabbits fed with only industrial ration were used and it
was evaluated the toxicological effect of those test substances on the protein
and lipidic metabolism, on minerals and on the glucose levels during a period of
30 days, in daily doses of 50, 100 and 150 mg of the anthocyanin found in red
cabbages and red grapes. At the end of each experimental essay, the animals
were slain and a hepatic morphological evaluation was performed. Through the
results achieved in the first experimental essay, it was observed that 50 mg of
anthocyanin of red cabbage on the 15" and 30" days of the treatment and 100

mg of anthocyanin of red grape on the 15" day of the treatment reduced the
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blood levels of the total cholesterol, when compared to the control. The HDL
cholesterol level increased with the 100 mg dose for the anthocyanin of the red
cabbage and with the 50 mg dose for the anthocyanin of the red grape in a 30-
day period. The anthocyanin of the red cabbage and red grape demonstrated a
more intense reduction effect on the level of triacyglycerol with the 100 mg dose
on the 15" and 30" days of treatment. Through the results obtained in the
second experimental essay, it was observed, as to the anthocyanin of the red
cabbage, a hypolipidemic effect with the 150 mg dose for females and 100 mg
(15 and 30 days) for males, an elevation of HDL-cholesterol for males and
females with the dose of 50 mg (30 days), an hypolipidemic effect on the
triacilglicerol, on the 30™ day, with a 50 mg dose for the males and a 150 mg
dose for the females, with an increase of glycemia for the males during all the
experimental period and for the males and females, on the 15 day of
treatment. As to the protein_metabolism, it was observed a reduction in the
creatinin and protein concentration, in comparison to the control for both sexes,
as well as a reduction in the albumin concentration, on the 30" day, with a 100
mg dose for males and a 150 mg dose for females. It was observed the
tendency for a decreasing calcium blood level for the males and an increasing
calcium blood level for the females with the 100 mg dose (30 days), an increase
in the phosphor concentration for the males and a decrease of phosphor
concentration for the females, as well as a reduction in the chlorine blood level
on the 30" day of treatment, compared to the control. As to the anthocyanin of
the red grape, a hypolipidemic effect was noticed, on the 15" and 30" days,
with a 100mg dose for the females and 150 mg dose for the males. Besides, it
was observed a HDL- cholesterol elevation only for the males with a 50 mg
dose (15 and 30 days), a hypotriglyceridemic effect only for the males with a
150 mg dose (15 days) and a hypoglycemiante effect for both sexes. As to the
protein metabolism, it was observed a reduced concentration of creatinin,
albumin with the 150 mg dose for both sexes and an irrelevant alteration in the
protein blood levels, compared to the control group. The calcium level tended to
decrease for the males and females, except when the dose was 50 mg for the
males on the 30™ day. It was observed a trend for the phosphor level to
decrease for the males, except with the use of a 50 mg dose (30 days), and a

chlorine level reduction on the 30™ day, compared to the control group. With
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relationship to the corporal weight, the results evidenced that the anthocyanin of
the red cabbage and red grape provided weight earnings in the lipidic
metabolism and in the toxicology. The hepatic morphological evaluation was
only performed in animals which received red grape anthocyanin and it is not
possible to have a safe interpretation of the sheets obtained from the red
cabbage anthocyanin, due to the alterations on the tissues, resulting from the
fixation process. The results obtained demonstrated that the group which
received 150 mg of red grape anthocyanin, cholesterol and colic acid presented
better hepatic protection than the group treated with 50 mg and 100 mg. The
animals which received only ration + red grape anthocyanin with different doses
(50, 100 and 150 mg) achieved a hepatic morphology similar to the animals in
the pattern group (ration), without decaying processes or modification in the
lobe architecture. It is possible to conclude that the red cabbage anthocyanin
and the red grape anthocyanin present a hypolipidemic effect on the total
cholesterol, an increase in the blood level of the HDL cholesterol and an
hypotriglyceridemic effect. It is also possible to conclude that the substances
tested were not toxic at the doses employed for the metabolism of proteins,
minerals, lipids and carbohydrates, since no toxic alterations were found in the

hepatic tissue for the doses used and for the time length of the experiment
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1. INTRODUCAO

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude, as doencas
cardiovasculares (DCV) sdo responsaveis por 12 milhdes de 4bitos,
anualmente, em todo o mundo. Nas na¢des em desenvolvimento e nos paises
desenvolvidos a DCV, é responsavel pela maioria dos 6bitos entre a populacéo
adulta. Além disso, sabe-se que as DCV podem afetar, significativamente, a
habilidade funcional, dos individuos apesar deste dado ser de dificil
mensuracdo. Nas Américas, estima-se em 800 mil o niumero de débitos/ano,
com aproximadamente a mesma proporcdo de homens e mulheres. Por outro
lado, vem se demonstrando, nas Uultimas décadas, uma diminuicdo na
mortalidade por DCV, de maneira geral, apesar desse declinio nao ser
uniforme (NICOLAU et al., 1998).

No Brasil, as doencas cardiovasculares sdo a principal causa de
morbidade em ambos os sexos. Comparando-se os coeficientes de mortalidade
por doencas cardiovasculares de algumas cidades brasileiras com a de outros
paises, encontramos taxas proporcionalmente mais elevadas no sexo feminino.
Além disso, ocorre taxa de mortalidade por doenca cérebro-vascular
relativamente mais elevada nas mulheres brasileiras. A origem dessas
observacbes poderia ser explicada pela alta prevaléncia e a um mau controle
dos fatores de risco na populagcdo feminina brasileira. Dentre os principais
fatores, podemos citar a hipertensdo arterial sistémica, o tabagismo, a
obesidade e, por fim, a hipercolesterolemia (SANTOS e MARANHAOQ, 1998).



Ja é bem estabelecido que quanto mais elevada a fracao lipoprotéica de
baixa densidade (LDL), tanto mais freqiente a doenca ateroscleréticas do
coracdo (DAC) e quanto mais elevada a lipoproteina de alta densidade (HDL),
tanto menor o risco para essa doencga. Isso ocorre em ambos 0s sexos, todas
racas e grupos étnicos e todas as idades adultas (LESSA, et al., 1997).

Os agentes fendlicos sdo a maiores classes de antioxidantes
encontrados em plantas, e freqientemente em concentracées muito altas em
legumes e frutas. O principal grupo de agentes fendlicos com propriedades
antioxidantes incluem os polifendis, acidos fendlicos e os flavondides (WANG e
GOODMAN, 1999).

As antocianinas tém sido usadas ao longo do tempo na alimentagéo
humana, aparentemente sem causar danos. Existem evidéncias indicando que
as antocianinas, além de ndo serem toxicas e ndo-mutagénicas, apresentam
propriedades terapéuticas benéficas, particularmente em oftalmologia e para o
tratamento de véarios problemas de circulagdo sanglinea (TIMBERLAKE,
1988).

Estudos experimentais em animais tém demonstrado, entretanto, que
além de conferirem cor aos alimentos, muitos dos corantes naturais ndo se
apresentam como substancias in6cuas ao organismo, dependendo da dose
utilizada.

A tendéncia no uso de ingredientes naturais nos alimentos é uma
realidade e evidencia a preferéncia do consumidor pelos produtos e aditivos
naturais e, a legislacdes, que excluem total ou parcialmente as cores artificiais
dos alimentos (Francis, 1992 citado por MANSILLA E GUEDES, 1999).

Diante do exposto, os objetivos deste trabalho foram avaliar o efeito
hipolipidémico das antocianinas da uva roxa e repolho roxo, sobre os niveis
sanguineos de colesterol total, colesterol-HDL e triacilglicerdis e avaliar o efeito
toxicol6gico deste corante sobre o metabolismo de proteinas, carboidratos,

lipideos e minerais em coelhos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Flavondides

Os vegetais superiores sintetizam e acumulam uma grande diversidade
de compostos fendlicos, cujo papel no metabolismo da planta ndo esta
inteiramente elucidado. Este grupo de compostos secundarios se destaca por
ser regularmente avaliado em muitos estudos de interacao planta/herbivoro.
Tais compostos parecem também estar envolvidos em, praticamente, qualquer
interacdo da planta com o ambiente abiético. Fatores abiéticos naturais como
irradiacédo solar, luz UV, seca, nutrientes e estacbes do ano influenciam no
metabolismo e na producdo desses compostos. Além disso, tem-se
demonstrado que fatores artificiais como poluentes, podem interferir também
nesse mecanismo (SANTOS e BLATT, 1998).

Os flavonoides séo heterosidios com 15 carbonos e tém sua estrutura
baseada em 2-fenil-benzopirano (—Cs-C3-Cs-) sendo que as duas partes da
molécula com seis carbonos sdo anéis aromaticos. O termo flavondides deriva
do latim flavus, que significa amarelo, em virtude da cor que conferem as flores.
Os flavondides, antocianinas, sdo corantes vegetais com ampla distribuicdo
nas plantas. Os flavondides concentram-se mais na parte aérea das plantas,
ocorrendo em menor proporcao nas raizes e nos rizomas. Sao os metabdlitos
secundéarios mais difundidos no reino vegetal, encontrando-se em maior

guantidade nas familias leguminosae e compositae (MARTINS et al., 1994).



Cada tipo de flavondide pode apresentar modificacbes, como
hidroxilagdo, metilagdo, acilacdo, glicolisacdo ou ramnosilacdo, resultando em
varios compostos flavonéides (BATLOUNI, 1997).

Numerosas atividades fisiologicas tém sido atribuidas a eles. Pequenas
guantidades de flavondides podem agir como estimulantes cardiacos; algumas
flavonas, como hesperidina, fortalecem vasos sanguineos; flavonas altamente
hidroxiladas agem como diurético e antioxidante (IKAN, 1991).

In vitro, os flavondides inibem a oxidacdo da LDL (lipoproteina de baixa
densidade) e reduzem a tendéncia tromboética, mas seus efeitos nas
complicacBes ateroscleroéticas presentes em humano ainda séo desconhecidas
(HERTOG et al., 1993). Entretanto, a habilidade dos flavonoides em proteger a
LDL da modificagao oxidativa in vivo depende da sua absorcéo, metabolismo e
em particular da associacdo de flavondides com lipoproteinas (COOK e
SAMMAN, 1996).

Os flavondides, por serem compostos fendlicos, agem como potentes
antioxidantes e formam quelatos com os metais. Eles agem contra virus,
bactérias, fungos e tém efeitos na reproducdo e desenvolvimento animal.
Podem também interferir na germinacédo de sementes e reproducao de mudas.
Estudos recentes revelaram que a quercetina inibe o crescimento e
proliferacdo de células malignas e desenvolvimento de tumores (OLIVEIRA et
al., 1999). Considera-se que os elevados numeros de substituintes hidroxila
nos flavonéides resultam em uma alta atividade antioxidante (HEIJNEN et al.,
2001).

Sua funcdo é eminentemente protetora, por serem constituintes do
sistema redox celular. S&o muito importantes como protecao aos raios solares
e na protecdo contra a formacdo de radicais livres. Os flavonoides atuam
principalmente nos seguintes fatores: protecdo da radiacdo solares; captacao
de radicais livres; protecdo da membranas celulares; reguladores da
permeabilidade e impede a fragilidade capilar e antiinflamatérios (FETT, 2000).



2.2 — Antocianinas

O termo antocianina, derivado das palavras gregas “Anthos” (flor) e
“Kuanos” (azul), refere-se ao grupo de pigmentos solivel em &gua,
responsaveis pelas coloracdes vermelha, rosa, purpura, azul e violeta de
muitas flores e frutos (BRUNETON, 1999). Pertence a classe de compostos
contendo uma estrutura bésica de 15 carbonos, conhecidos coletivamente
como flavonoides (STRINGHETA, 1992) e estdo presentes em duas formas
quimicas: glicosidio e acilglicosidio de antocianidinas (TEDESCO et al., 2001).

Uma das mais importantes funcbes das antocianinas na area da
percepcao visivel é a atracdo de animais, principalmente insetos e passaros,
com proposito de polinizacdo e dispersdo de sementes, sendo, por esta razéo,
de consideravel valor na co-evolucdo das interacfes entre plantas e animais
(Harborne, 1976 citado por OBI et al. (1998) .

As espécies vegetais, uma vez que nao podem se locomover, utilizam-se de
artificios para atrair animais para efetuarem a polinizacédo. A forma, o aroma, o
sabor e a coloracdo de substancias presentes nas flores sédo utilizadas para
chamar a atencdo de mamiferos, insetos e aves. Esta coloracdo € causada
pela presenga de pigmentos que absorvem radiagdo luminosa na regido do
ultra-violeta e do visivel. Estes pigmentos localizam-se nos vacuolos, nos quais
o pH varia entre 3,70 - 4,15 e 4,40 - 4,50. Varias classes de substancias podem
colaborar para a coloracéo das flores, frutos e folhas dos vegetais, destacando-
se as porfirinas, os carotendides e os flavonoides (COUTO et al., 1998).

Varios grupos de pesquisa tém se preocupado em aproveitar as coloracfes
das flores no ensino de Quimica, tendo em vista que estes pigmentos

apresentam mudancas de cor em funcéao do pH de meio (COUTO et al., 1998).

2.2.1- Estrutura quimica

As antocianinas, sdo 0s principais agentes cromoéforos encontrados em
tecidos vegetais de cor vermelha, azul e purpura. Quando extraidas do meio
natural, apresentam-se na forma de sais de flavilium, normalmente glicosiladas,

ou seja, ligadas as moléculas de acucares, sendo os mais comuns a b-D-



glucose, a b-D-galactose e a a-D-ramnose. Quando livres dos aclcares sao
chamadas antocianidinas. As estruturas mais comuns apresentadas pelas

antocianidinas sao representados na Figura 1 (RAMOS et al., 2000).

OH
OH
Compostos R, R,
Cianidina OH H
Peonidina OCHs; H
Delfinidina OH OH
Petunidina OCHjs OH
Malvidina OCH3 OCH3
Pelargonidina H H

Figura 1 - Estruturas das antocianidinas comumente encontradas em tecidos
vegetais (RAMOS et al., 2000).

As antocianidinas diferem através do nuamero de grupos hidroxilas
presentes nas moléculas e no grau de metilacdo desses grupos, na natureza e
no numero de acUcares ligados as moléculas, e na posicdo dessas ligacoes,
bem como na natureza e no numero de acidos alifaticos, e/ou, aromaticos,

ligados ao aclUcares na molécula de antocianina (TIMBERLAKE e BRIDLE,
1975).



2.2.2- Estabilidade

As antocianinas sdo anfoteras e em pH baixos, quando colocadas em
campo elétrico migram para o catodo, fato jA& demonstrado para algumas
antocianinas. Em diferentes pHs esses pigmentos se encontram em diferentes
formas e apresentam cores diversas. Em meio acido as antocianinas se
encontram na forma de sais de oxonio e sdo geralmente de cor vermelha
brilhante. Com a elevacao do pH das soluc¢des, as antocianinas passam a ter
uma estrutura quinoidal, parpura, e em meio alcalino a cor muda para azul
(BOBBIO e BOBBIO, 1992).

Apresentam uma absor¢cdo maxima na regido de 510-550 nm, sendo que
esta faixa esta distante da faixa de absorcdo de outros compostos fendlicos,
como exemplo, os flavondides que apresentam um maximo de absorcao na
regido de 350-380 nm (FULEKI e FRANCIS, 1968).

Véarios fatores fisicos e quimicos possuem efeito negativo na
estabilidade das antocianinas sendo os dois mais importantes o calor e a luz
(DYRBY et al., 2001).

Uma das principais caracteristicas das antocianinas € a mudanca de
coloracéo de suas solu¢gdes em funcdo do pH do meio. Esta variagcdo de cores
foi extensamente estudada e discutida por Brouillard citado por RAMOS et al.
(2000). Segundo estes autores, equilibrios quimicos ocorrem quando se eleva
o pH de uma solucédo acida contendo uma antocianidina (RAMOS et al., 2000).

Em uma solucdo aquosa acida podem existir quatro formas estruturais
de antocianinas em equilibrio entre si: a base quinoidal A, o cation flavilium AH"
e as espécies descoloridas B e chalcona C (STRINGHETA, 1992) (Figura 2),
sendo que a cor vermelha AH" é a mais importante porque é a mais estavel
(VON ELBE e SCHWARTZ, 1996).
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Figura 2 - Transformacdes estruturais das antocianinas em funcdo do pH
(STRINGHETA, 1992).



2.2.3 - Fontes

As antocianinas estdo presentes em uvas, morangos, amoras pretas,
jabuticabas, cerejas, casca da batata doce, cebola roxa, repolho roxo, pétalas
de flores e frutos (FREUND et al.,, 1988). Podem ocorrer ainda em raizes
acumulando-se nos vacuolos da células de epiderme e podendo ser confinadas
no mesofilo de plantas. As antocianinas dos vacuolos podem ser localizadas
em organelas esféricas conhecidas como antocianoplastos (WAGNER, 1982).

O repolho roxo (Brassica oleracea L.) € uma fonte promissora de
antocianinas para coloracdo dos alimentos. A composi¢cdo da antocianina do
repolho roxo é muito complexa, devido a glicosilacdo da antocianidina
(cianidina) com dois diferentes aguUcares e acilacdo com varios &cidos
aromaticos. Entretanto, as estruturas dominantes sao cianidina-3,5-diglicosidio
e cianidina-3-soforosidio-5-glicosideo acilada com acido sinapico, acido
ferdlico, acido p-coumérico, acido cafeico ou acido malonico (DYRBY et al.,
2001)

A Tradescantia pallida, planta ornamental, conhecida popularmente
como coracdo-roxo ou trapoeraba (MACHADO, 1996), possui como estrutura
principal a cianidina-3,7,3'-triglicosidio com trés moléculas de acido ferulico,
uma molécula de acido cafeico e uma de glicose terminal (SHI et al., 1993).

As antocianinas sdo comercialmente usadas em solucées acidas como
refrigerantes (pH entre 2,5 e 3,8, em que se apresentam na cor vermelha). Sao
ainda usadas em refrescos, geleias, compotas, coberturas para bolos, sorvetes
e iogurtes (GUIMARAES, 1996), podendo ser usadas também em produtos
farmacéuticos, cosméticos, téxteis, papel e couro (TAKEOKA et al., 1997).

No quadro 1 estdo representadas algumas antocianinas encontradas
com frequéncias na natureza (BOBBIO e BOBBIO, 1992). No quadro 2
observa-se as principais fontes de antocianinas e o teor de pigmentos (Kuhnau,
1976 citado por TIMBERLAKE, 1988).



Quadrol- Antocianinas encontradas com freqiéncias em alimentos.

Antocianina

Fontes

Cianidina-3-glucosidio

Peonidina -3-glucosidio
Malvidina-3-glucosidio
Pelargonidina-3-glucosidio
Delfinidina-3,5-diglucosidio
Petunidina-3-glucosidio
Delfinidina-3,5-diglucosidio
Delfinidina-3-cafeoilglucosidio-5-
glucosidio
Campferol-3-glucosidio
Quercetina-3-glucosidio

Cerejas, jambolao, uvas, vinho,
morangos, amoras vermelhas
Cerejas, jabuticabas, uvas, vinho
Uvas, vinho
Morangos
Berinjelas
Uvas, vinho
Berinjelas
Berinjelas

Morangos, uvas, vinhos
Uvas, vinho, morangos

Fonte: BOBBIO e BOBBIO (1992)

Quadro2- Principais fontes de antocianinas e teor de pigmento

Fontes (produto)

Teor de antocianinas (mg/100g)

Cranberry (arando)
Blueberry (amora roxa)
Cherry (cereja)

Cowberry (mirtilo vermelho escuro)

Black currant (groselha)
Red grape (uva vermelha)
Plum (ameixa)

Black raspberry (amora preta)
Red raspberry (amora vermelha)
Strawberry (morango)

Red cabbage (repolho vermelho)

Red onion (cebola vermelha)
Rhubarb (ruibarbo)
Beans (feijoes)

60 a 200
130 a 250
45
100
130 a 400
65 a 140
2a25
300 a 400
30a35
15a 35
25
25
200
1 a 1000

Fonte: Kuhnau (1976) citado por TIMBERLAKE (1988).



2.2.4 — Biossintese das antocianinas

A sintese das antocianinas envolve a enzima chalcona sintase (CS) com
a condensacdo de trés unidades de malonil-CoA com p-coumaroil-CoA
produzindo tetrahidroxichalcona (Figura 3). A chalcona isomerase (Cl) catalisa
a isomerizacéo estereoespecifica da coloracéo amarelada
(tetrahidroxichalcona) para a forma incolor (flavanona - naringenina). As
flavanonas agem como intermediario para a sintese de flavonas, isoflavonas e
3-OH-flavanonas (dihidroflavonols). Naringenina € convertida para
dihidrokaempferol (DHK) ou 3-OH-flavanonas pela flavanona-3- hidroxilase
(F3H) (COOPER-DRIVER, 2001).

O préximo estagio € a conversao da dihidroflavonol para antocianina
(Figura 4). A dihidrokaempferol (DHK) pode ser hidroxilada pela enzima
microsomal citocromo P450, flavonoides-3'-hidroxilase (F3'H) produz
dihidroquercetina (DHQ) ou flavonéides-3’,5-hidroxilase (F3'5'H) produz
dihidromirecetina (DHM). O namero preciso de enzimas e sua seqiéncia de
operacfes do estagio dihidroflavonol para a antocianina, ainda néo esta
inteiramente claro mas parece que trés ou mais enzimas estdo envolvidas.
Durante o primeiro estagio, os dihidroflavonols sao reduzidos para flavan-3,4-
cis-diols (leucoantocianidinas) pela dihidroflavonol-4-redutase (DFR). Além
disso a oxidacao, dehidratacao e glicosilacdo das diferentes leucoantocianidina
pela antocianidina sintase (ANS) e antocianina glucosiltransferase (3GT)
produz glicosideo de pelargonidina (vermelho tijolo), cianidina (vermelho) e
delfinidina (azul) (COOPER-DRIVER, 2001).
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Figura 3 - Esquema da biossintese dos compostos fendlicos (COOPER-
DRIVER, 2001).
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Dihidroflavonols

OH
OH O
Dihidrokaempferol Dihidroquercetina Dihidromirecetina
l DFR l DFR l DFR
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OH OH OH OH
Leucopelargonidina Leucocianidina Leucodelfinidina
ANS, 3GT
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+
HO O
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=
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Pelargonidina-3-glicosideo Cianidina-3-glicosideo Delfinidina-3-glicosider

Figura 4 — Converséao biossintética de dihidroflavonols para antocianinas
(COOPER-DRIVER, 2001).
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2.3 - Transporte de colesterol

2.3.1 - Lipoproteinas

Os lipideos, por serem parcialmente insolUveis no meio aquoso, séo
transportados no organismo sob a forma de particulas denominadas
lipoproteinas, que séo formadas por uma capa hidrofilica constituida por
fosfolipides, colesterol livre e proteinas, envolvendo um nucleo hidrofébico que
contém triglicérides e colesterol esterificado. As proteinas sdo denominadas
apolipoproteinas ou apoproteinas (apo). Estas, além da sua funcéo estrutural,
interagem com receptores da membrana celular e/ou atuam como cofatores
enzimaticos (SOCIEDADE....., 1996).

2.3.2 — Transporte de lipideos exdgenos

Tem inicio com a absorcdo de material lipidico proveniente da
alimentacdo e sua incorporacdo nos quilomicrons (Qm) sintetizados pelas
células intestinais. Caracterizam-se por transportar o colesterol da dieta e
serem ricos em triglicérides (TG), tendo como apo fundamental a B-48. Os Qm
entram na circulacdo linfatica e ganham a corrente sanglinea pelo ducto
toracico, podendo receber diferentes apos (A, C e E) de outras lipoproteinas.
Nos capilares, os Qm entram em contato com a enzima lipase lipoprotéica
(LLP) que, ativada pela apo C-ll, hidrolisa os TG, retira os &cidos graxos e
torna-os particulas de menor tamanho (remanescentes de quilomicrons: R-
Qm). Os R-Qm sé&o removidas da circulacdo pelos receptores localizados nas
células hepaticas, sendo entdo metabolizados (SOCIEDADE...., 1996).

Uma certa quantidade de colesterol que chega ao figado é convertida
em acidos biliares, que sdo excretados no intestino para agirem como
detergentes e facilitarem a absor¢do da gordura da dieta. Além disso, uma
certa quantidade de colesterol € excretada na bile sem que haja metabolismo a
acidos biliares (PETERSDORF et al., 1984).
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2.3.3- Transporte de lipideos enddgenos

Tem inicio com a sintese hepéatica das VLDL (very low density
lipoproteins ou lipoproteinas de muito baixa densidade), as quais contém
principalmente TG e as apos B-100, E e C. Na circulacédo capilar, as VLDL
entram em contato com a LLP, dando origem aos remanescentes de VLDL (R-
VLDL) ou IDL (intermediate density lipoproteins ou lipoproteinas de densidade
intermediarias). Essas particulas seguem dois caminhos: cerca de dois ter¢os
das IDL podem ser captados no figado, pelos receptores de apo B/E e
degradados em seus componentes. O terco restante sofre acdo da lipase
hepatica, principalmente no figado, formando as LDL. Tanto as LDL como as
IDL sédo retiradas da circulacdo pelos receptores celulares B/E, existentes
principalmente no figado. Vale salientar que as LDL sdo as principais
carreadores de colesterol para os tecidos periféricos. Uma vez no interior das
células, essas lipoproteinas sao fragmentadas, liberando colesterol e
aminoécidos. A sintese de colesterol e dos receptores B/E pela célula varia na
razéo inversa da concentracao de colesterol livre intracelular (SOCIEDADE....,
1996).

A sintese da VLDL ocorre no intestino e no figado. Cerca de 20% do
total circulante de VLDL s&o proveniente do intestino e 80% do figado (PLUMP
et al., 1992).

A sintese dos receptores de LDL ocorre no reticulo endoplasmético
rugoso das células do figado, processados no complexo de Golgi e serdo
exportados da célula. Os receptores de LDL sdo mediados por endocitose em
células de mamiferos (VOET e VOET, 1995).

Parte do material liberado pela acdo da LLP sobre os Qm e as VLDL é
utilizado na fabricacdo de outra lipoproteina: HDL (high density lipoproteins ou
lipoproteinas de alta densidade). As particulas de HDL (sintetizadas no
intestino e no figado) tém como componentes principais a apo A-l (adquirida
principalmente no figado) e os fosfolipideos. Essas particulas, na sua forma
inicial, apresentam formato de disco, sendo chamadas de HDL nascentes. As
HDL tém grande importancia no transporte de colesterol dos tecidos periféricos
para o figado (transporte reverso de colesterol) (SOCIEDADE...., 1996).
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2.3.4-Transporte reverso de colesterol — Metabolismo de HDL

As HDL nascentes captam colesterol ndo esterificado dos tecidos
periféricos pela acdo da enzima lecitina-colesterol-acil-transferase (LCAT),
formando as HDL maduras. Estas levam o colesterol para o figado por duas
vias: 1) diretamente e 2) transferindo os ésteres de colesterol para outras
lipoproteinas (principalmente as VLDL), pela acdo de uma proteina de
transferéncia de ésteres de colesterol (CETP — cholesterol ester transfer
protein). Uma vez no figado, o colesterol proveniente dos tecidos pode ser
reaproveitado, participando de outras vias metabdlicas, ou excretado na bile
(principal via de eliminagéo), com reabsor¢do de cerca de dois tergcos do
mesmo (ciclo entero-hepatico) (SOCIEDADE...., 1996).

O processo de transporte reverso de colesterol, permitindo que o
excesso de colesterol dos tecidos periféricos seja levado ao figado, onde ele
pode ser metabolizado, segundo MARINETTI (1990), poderia explicar porque
niveis elevados de colesterol-HDL conferem protecdo a aterosclerose e a
doenca arterial coronariana.

Na Figura 5 € mostrado o resumo de metabolismo de colesterol, em que
a circulacao entero-hepética e as células espumosas sao representadas por
CEH e CE, respectivamente (ROSA, 1996).
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Figura 5 — Metabolismo de colesterol (ROSA, 1996)

2.4 — Aterosclerose

Os triglicerideos na dieta e o colesterol tém uma influéncia direta no
desenvolvimento da aterosclerose. Os acidos graxos saturados aumentam a
producdo de lipoproteinas e quilomicrons remanescentes. Estes séo retirados
da circulacdo pelo figado e produzem posteriormente o VLDL, que
conjuntamente com o LDL e colesterol, aumentam a chance de
desenvolvimento de aterosclerose. O HDL faz o efeito inverso, que é o de
limpeza das artérias. Esta lipoproteina € desenvolvida principalmente pelo
figado e a atividade fisica aumenta os seus niveis (FETT, 2000).

As particulas de LDL em altos niveis na circulacdo podem se aderir a
parede do endotélio das artérias, atraindo células fagocitarias da corrente
sanglinea para o local o que provocaria acumulo excessivo de colesterol
esterificado no citoplasma desses macrofagos, caracterizando assim as células

espumosas, principais responsaveis pelo acumulo de colesterol e
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consequentemente da formacdo da placa de ateroma nas artérias
(SOCIEDADE...., 1996).

Uma forte evidéncia indica que os radicais livres e outros oxidantes
causam danos oxidativos em lipideos, proteinas e acidos nucleicos. Esses
oxidantes podem ser um importante fator para o desenvolvimento de inGmeras
doencas incluindo o cancer e aterosclerose (TAKEOKA et al., 1997).

O causador da aterosclerose, o colesterol LDL, ndo age sozinho na
formacdo das placas ateroscleréticas. O tecido intacto das artérias ndo é
afetado diretamente pela acdo do colesterol. Mas quando o colesterol é
atacado pelos radicais livres, passa ser potencialmente lesivo para as artérias.
As artérias podem ser também danificadas diretamente pela acdo dos radicais
livres. Quando isso ocorre, had a formacéo da placa aterosclerética. A visdo
atual é que isso ocorre somente apds a acédo lesiva dos radicais livres (FETT,
2000).

Em estadio mais avancado, a placa aterosclerética pode manifestar
calcificacdo, hemorragia e fissura e, como consequéncia, trombose local,
obstrucdo da luz do vaso sangliineo e aparecimento de isquemia e posterior
necrose do tecido irrigado por tais artérias (BELLIZI et al., 1994).

A patogenia mais encontrada das doencas cardiovasculares é,
indiscutivelmente, a aterosclerose corondria, que pode acometer, inclusive,
pacientes jovens. Monckberg, citado por Cresanta citado por GERBER e
ZIELINSKY (1997), examinou aortas de criancas que faleceram durante a
primeira guerra mundial e, em 1921, relatou que 36% de jovens com menos de
20 anos e 76% dos que tinham entre 20 e 25 anos, por ocasido do 6bito,
apresentavam aterosclerose da intima da orta. Anos apés, Zeek, em 1930,
citou que a aterosclerose ocorre em qualquer idade (GERBER e ZIELINSKY,
1997).

A hipétese de que a peroxidacao lipidica desempenha importante papel
na patogénese da aterosclerose despertou crescente entusiasmo sobre 0 uso
de antioxidantes como agentes antiaterogénicos (BATLOUNI, 1997).

O alto consumo de frutas e vegetais vem sendo associado a protecéo
contra varias doencas, incluindo cancer e doencas cardio e cerebrovasculares.
Esta associacdo é freqlientemente atribuida aos antioxidantes das frutas e

vegetais tais como a vitamina C, vitamina E, carotendides, licopenos e
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flavondides, que previnem os danos causados pelos radicais livres (TOIL et al.,
2001).

Estudos laboratoriais demonstraram que a vitamina E € um antioxidante
extremamente potente, que captura os radicais peroxila, interrompendo a
cadeia de peroxidacao lipidica. Protege os lipideos poliinsaturados da leséo
pelos radicais livres e parece essencial a protecdo das lipoproteinas circulantes
e ao funcionamento adequado das membranas celulares. Adicionada ao
plasma, a vitamina E aumenta a resisténcia das LDL a oxidacdo (BATLOUNI,
1997).

Estudos tém mostrado que a vitamina C possui efeitos protetores contra
a aterosclerose, sendo um essencial cofator e um importante agente bioldgico
redutor. O mecanismo pelo qual a vitamina C podera proteger contra a
aterosclerose pode ser atribuida a sua habilidade de prevenir a oxidacdo de
LDL. H& também alguns dados que indicam que a vitamina C protege o DNA
de danos oxidativos (GACKOWSKI et al., 2001).

Os flavondides sdo compostos com potente atividade antioxidante,
atribuida aos radicais fendlicos. Sdo encontrados em diversos alimentos de
origem vegetal, como macéa, uva, cebola, repolho, brdocolis, chicérea, aipo e
bebidas como chad e vinho tinto. A quercetina, principal flavonéide, é
removedora dos radicais superoxido, oxigénio simpleto e peréxidos lipidicos e
inibe a oxidacdo das LDL e os efeitos citotoxicos das LDL-oxidadas. O vinho
tinto, que tem alto teor de flavondides, reduz a oxidacdo de LDL in vitro;
ademais, a ingestado de vinho tinto aumenta a atividade antioxidante do soro
(BATLOUNI, 1997).
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2.5 - Atividades biolégicas das antocianinas

A hipercolesterolemia e sua relacdo com a doenca coronaria

aterosclerdtica tem sido demonstrada em muitos ensaios clinicos. De outro
lado, a reducdo do numero de eventos e mortalidade ou doenca coronaria, a
interrupcdo ou mesmo a regressdo da doenca aterosclerética através de
drogas redutoras do colesterol plasmatico, também tem sido referida por
inUmeros estudos. Os mecanismos envolvidos na reducdo dos eventos e na
mortalidade por doenca coronaria, quando ocorre diminuicdo do colesterol
plasmatico, parecem estar relacionados a reversdo da disfuncdo endotelial e
estabilidade da placa de aterosclerose, uma vez que ndo se observa aumento
significante do diametro vascular na regido da placa de aterosclerose. Mais
recentemente, tem-se verificado que as substancias antioxidantes sao capazes
de reverter a disfuncdo endotelial provocada pela hipercolesterolemia e
também reduzir a nimero de eventos coronarios (JORGE et al., 1998).
O metabolismo aerdbico do organismo vivo constantemente produz espécies
de oxigénio reativo, tais como peroxido de hidrogénio, perdxido orgéanico, anion
superéxido e radical hidroxila os quais, particularmente, recebem bastante
atencdo devido ao seu possivel envolvimento com varias doencas incluindo
certa anemia hemolitica. A protecdo contra a espécie de oxigénio reativo
provém dos diferentes compostos contidos na dieta humana e pelos
antioxidantes enziméaticos, tais como catalase e glutationa peroxidase
(TEDESCO et al., 2001).

Producdo excessiva da espécie de oxigénio ativo, tais como "OH
(radicais hidroxil) e O, (radicais anion superoxido) e outros radicais sdo causas
de danos em células. Acredita-se que estes danos podem estar fortemente
associados com carcinogéneses, mutagéneses, envelhecimento e
aterosclerose. Antioxidantes enddgenos sao utilizados para proteger as
funcbes bioldgicas das células. HA maior interesse na funcdo bioquimica
protetora dos antioxidantes naturais contido em plantas, o0s quais séo
candidatos para prevencao de danos oxidativos causado pelos radicais livres
(TSUDA et al., 1996).

Os radicais sdo metabdlitos altamente reativos que oxidam os

constituintes das células, em particular a membrana. O excesso de radicais
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livres acelera o envelhecimento, as lesdes dos tecidos, interrompendo o
equilibrio do organismo e levando a doencas cardiovasculares, inflamacdes e
problemas de pele induzidos pela radiagcdo solar, etc. A acdo nociva dos
radicais livres pode, entretanto, ser bloqueada pelas substancias conhecidas
como “limpadoras” de radicais livres, que detoxicam 0 organismo. Pesquisas
confirmam que os alimentos, ricos em antioxidantes, desempenham um papel
essencial na prevencdo de doencas cardiovasculares, cancer, doencas
neurodegenerativas (doengas de Parkinson’s e Ahlzeimer’s), inflamacdes e
danos causados nas células. Os flavondides e as antocianinas, conhecidos
como complexadores com radicais livres, sdo eficientes na prevencdo das
desordens degenerativas (GAULEJAC et al., 1999).

As seguintes caracteristicas sdo consideradas para avaliar o potencial
terapéutico de um determinado antioxidante (BAGCHI, 2000):

1- Absorcéo e biodisponibilidade,

2- Dose efetiva, seguranca e toxicidade,

3- Distribuicdo em células, tecidos e fluidos extracelulares,

4- Habilidade de limpeza dos radicais livres,

5- Atividade quelante de metais,

6- Efeitos na expresséo de gene,

7- Interagcdo com antioxidantes celular/enzimas antioxidantes,
8- Detoxicacdo de metabdlitos carcinogénico,

Muitos produtos polifendlicos da biossintese de fenilpropandides em
plantas possuem atividades antioxidantes in vitro. Isto € devido ao atomo de
hidrogénio do grupo hidroxila aroméatico dos polifendis que pode ser doado para
o radical livre e a habilidade do grupo aromatico em suportar o elétron
desemparelhado via deslocamento ao redor do sistema elétron p (RAMIREZ-
TORTOSA et al., 2001).

Durante as ultimas duas décadas, um numero crescente de estudos
investigou os efeitos protetores diversos dos polifendis (flavondides) presentes
em varias frutas e legumes. Alguns exemplos da poténcia biolégica desses
polifendis incluem protecdo contra a incidéncia e taxas de mortalidade de
cancer, protecdo contra isquemia, demonstracdo na propriedade
antitumorigénica, propriedades antimicrobiana, anti-inflamatoria, antialérgica e
antimutagénica (YOUDIM e MARTIN, 2000).
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A ingestdo de frutas, vegetais, ou seus constituintes fitoquimicos séo
recomendados como parte de uma dieta na prevencao de cancer. Mais de 200
estudos na literatura epidemioldgica questionam uma associacao entre baixo
consumo de frutas e vegetais com a incidéncia de cancer. Acredita-se que as
propriedades antioxidantes destes alimentos protejam as células da espécie de
oxigénio reativo que danifica o DNA e pode resultar huma mutacdo e
subsequente carcinogénese. Além de a-tocoferol, ascorbato e b-caroteno ha
inimeros fitoquimicos com atividade antioxidante comumente usados em
pesquisa e protocolos clinicos, incluindo o licopeno (tomates), quercetina
(cebola), caempferol (cha preto), proantocianidina (uvas), alicina (alho),
catequina (cha verde), luteolina (alcachofra) e resveratrol (uvas, vinho tinto)
(LOPACZYNSKI e ZEISEL, 2001).

O cha, particularmente o verde, € uma fonte rica de flavan-3-ol da classe
de flavonoides, também conhecido como catequina (PEARSON et al., 1998).
Entretanto, a catequina e epicatequina podem também serem encontradas em
chocolate, uvas pretas, vinho tinto e macas. A quercetina, kaempferol e rutina
sdo os mais importantes flavonols do cha. O cha pode agir em muitas funcdes
celulares e ter um impacto positivo na prevencdo e controle do cancer e
doencas cardiovasculares. Além disso, pode melhorar a funcao gastrointestinal,
0 metabolismo de etanol e proteger contra injarias hepaticas, pancreaticas,
estomacais, protegendo a pele e olhos, prevenindo infec¢des, caries dentarias,
alergias, diabetes. O efeito benéfico do chd em doencas neurolégicas e
psicoldgicas também tem sido reportado (DUFRESNE e FARNWORTH, 2001).

Estudo epidemiolégico sugere que o consumo moderado de vinho tinto
protege contra o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. O resveratrol
(trans-3,4’,5-trihidroxiestilbeno) é um dos compostos polifendlicos de ocorréncia
natural encontrado em uma variedade de fontes, incluindo vinho tinto. Possui
varios efeitos benéficos em doencas cardiovasculares, prevenindo danos
oxidativos, agregacao das plaquetas e promovendo a vasodilatacdo (LADEN e
PORTER, 2001).

Segundo TSUDA (1999), as antocianinas sdo 0s maiores grupos de
pigmentos sollveis em agua no reino vegetal. Eles séo distribuidos

amplamente na dieta humana através das frutas, feijao, outros vegetais e vinho
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tinto. Este autor sugere acrescentar fontes de antocianinas na dieta, sendo que
a ingestdo média de flavondides por humano varia de 25mg/dia a 1g/dia.

Diante destas evidéncias, o interesse dos pesquisadores nos pigmentos
de antocianinas tem aumentado muito nos Ultimos anos. As antocianinas tém
sido usadas para fins farmacolégicos, tais como tratamento de problemas
microcirculatorios, prevencéo da fragilidade capilar e tromboses (MORAZZONI
e MAGISTRETTI, 1986). Possuem também alguns efeitos terapéuticos, como
no tratamento de retinopatia diabética, doenca fibrocistica do coracdo e na
visdo. Possuem ainda efeito fisiol6gico como agentes antineoplasico, agente
protetor de radiacao, vasotdnico, quimioprotetor contra toxicidade de platina em
terapia anticancer, hepatoprotetor contra danos causados por tetracloreto de
carbono e outros efeitos devido suas diversas acfes em varias enzimas e
processos metabolicos (WANG et. al., 1997).

As antocianinas de uvas aplicadas via intravenosa, intramuscular ou por
via oral reduzem a permeabilidade e a fragilidade capilar. Tém atividade
antiinflamatéria e acdo sobre microangiopatia em diabéticos, possuem
atividade anti-Ulcera e protegem da radiacdo UV (MAZZA, 1998).

FRANKEL et al. (1995), ao estudarem a atividade de vinte marcas
comerciais de vinho na inibicdo da oxidacdo de LDL in vitro, avaliaram a
atividade antioxidante, levando em consideragcdo 0s principais compostos
fendlicos de vinho (acido galico, catequina, acido cafeico, epicatequina,
cianidina, 3-glicosil malvidina, miricetina e quercetina) na inibicdo da oxidacéo
em humanos. Este estudo mostrou que a atividade de diferentes vinhos
comerciais na oxidacdo da LDL ndo se deve a um unico composto fendlico,
mas a grande numero de constituintes fenolicos presentes no vinho.

Segundo TSUDA (1996; 1999) o vinho tinto possui grande quantidade
de antocianinas, tais como a D3G (delfinidina 3-O-b-D-glicosil), Pt3G
(petunidina 3-O-b-D-glicosil), M3G (malvidina 3-O-b-D-glicosil) e C3G (cianidina
3-0O-b-D-glicosil) indicando que estes pigmentos antocianicos contribuem como
efeito inibidor na oxidacéo da LDL.

O potencial papel das vitaminas antioxidantes (vitamina C e E), b-
caroteno e proantocianidinas, minerais antioxidantes (zinco e selénio), e

enzimas antioxidantes (glutationa, superoxido dismutase e catalase) foram
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estudadas extensivamente na prevencdo de numerosas doencas
degenerativas inclusive crescimento de tumor e carcinogéneses. Além da
atividade antioxidante, a proantocianidina exibe atividade vasodilatadora,
anticarcinogénica, anti-alérgica, anti-inflamatéria, antibacteriana,
cardioprotetora, anti-viral e atividade estrogénica, bem como inibidora das
enzimas fosfalipase A,, ciclooxigenases e lipooxigenases (BAGCHI et al.,
2000).

Uma das maiores acdes de flavondides, no entanto, esta relacionado a
formacdo de acidos graxos pela acdo de fosfolipase A, responsavel pela
hidrolise de fosfolipideos presentes nas membranas celulares, com a liberacao
do &cido araquidbénico. Lee et al.,, 1982 citado por PEREIRA, 1999,
demonstraram que quercetina inibe esta enzima. Outros autores (Hope, 1983 e
Meyers, 1984 citados por PEREIRA, 1999) demonstraram também que alguns
flavondéides podem inibir a ciclooxigenase e lipooxigenase, impedindo a
formacdo das prostaglandinas e leucotrienos diminuindo com isto a formagao
de processos inflamatérios.

Varios mecanismos tém sido propostos para avaliar a habilidade
antioxidante das antocianinas, os quais incluem a habilidade de limpeza dos
radicais livres, propriedades de quelar metal e habilidade de doar hidrogénio.
Segundo Brouillard (1983) citado por SARMA e SHARMA (1999), as
antocianinas podem complexar com outras moléculas (copigmentacéo), e tal
complexacdo pode proteger contra danos oxidativos. SARMA e SHARMA
(1999) sugerem que a copigmentacao de cianidina-DNA pode ser um possivel
mecanismo contra danos oxidativos causado no DNA, podendo ter funcao
fisiol6gica in vivo atribuida a habilidade antioxidante das antocianinas (Figura
6). GAULEJAC et al. (1999) propdem diferentes hipoteses de contribuicdo da
estrutura molecular da antocianina para limpeza dos radicais livres (Figura 7) e
mostram que o ataque do cétion flavilium (anel C) seja a hipétese mais

provavel.
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Cianidina Cadao de DNA Corplexo ciandina-DNA

Figura 6 — Mecanismo proposto para interacdo cianidina-DNA que conduz a
formacdo do complexo de copigmentacdo cianidina-DNA (SARMA
e SHARMA, 1999).
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Figura 7- Diagrama das diferentes hipoteses de oxidacdo das antocianinas pelo
radical superdxido (O,7) (GAULEJAC et al., 1999).
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As antocianinas possuem a propriedade de complexar-se com alguns
ions como ferro, magnésio, cobre, aluminio, calcio, dentre outros. Essas
substancias possuem atividades antioxidantes sobre os radicais livres,
exercendo papel na limpeza destas substancias no organismo e habilidade de
complexar-se com outras moléculas, incluindo macromoléculas, tais como
proteinas e polissacarideos (HASLAM, 1996).

VALENTE (1998) pesquisou o efeito dos corantes naturais curcuma,
antocianina (cascas da uva), carmim e monascus, nas doses de 40 e 80 mg/kg
de peso, nos niveis de colesterol e triacilglicerdis sangilineos, em ratos
hipercolesterolémicos induzidos por Triton. Os resultados mostraram que 0s
corantes naturais diminuiram, significativamente, os niveis de colesterol total
sérico, nas duas doses testadas, verificando-se maior efeito de reducédo com a
dose de 80 mg. Os niveis de colesterol-HDL também foram reduzidos
significativamente com a administracdo dos quatro corantes, nas doses
testadas. Para os tracilglicerois, os corantes naturais, cdrcuma, antocianina e
monascus, reduziram os niveis séricos desse parametro, ndo se observando,
entretanto, diferenca significativa, quanto a esse efeito, entre as doses de 40 e
80 mg. J& o corante carmim ndo apresentou significancia na reducao dos niveis
de triacilglicerdis séricos.

NAGEM et al. (1999), ao avaliarem o efeito hipolipidémico de naringina,
antocianina e carmim isoladamente e em associacdo em ratos hiperlipidémicos,
mostraram que a associacdo naringina + antocianina e naringina + carmim
apresentaram os melhores resultados para colesterol e triacilglicerol enquanto
que naringina e naringina associada a antocianina apresentaram os melhores
resultados para colesterol-HDL.

JORGE et al. (1998), ao estudarem o efeito do suco da berinjela sobre
os lipides plasmaéticos, o colesterol tecidual, a peroxidacdo lipidica das LDL
nativas, oxidadas e da parede arterial e o relaxamento dependente do endotélio
em coelhos hipercolesterolémicos, concluiram que o suco de berinjela
administrado a esses animais reduziu significamente o peso corpéreo, o
colesterol total, as LDL plasmaticas, os triglicérides, o colesterol tecidual, a
peroxidacdo lipidica das LDL nativas, oxidadas e da parede arterial, assim

como aumentou o relaxamento dependente do endotélio.
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KAYAMORI e IGARASHI (1994) observaram em ratos alimentados com
uma dieta rica em colesterol que ao administrar a nasunina (3-p-
cumaroilrutinosil-5-glicosil delfinidina), uma antocianina isolada da casca de
berinjela, houve uma reducdo nos niveis de colesterol total e aumento nos

niveis de colesterol-HDL.
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2.6 — Avaliacdao toxicoldgica das antocianinas

A toxicologia é um ramo da ciéncia que estuda as substancias nocivas a
saude, suas acoes, seus sintomas, seus efeitos e seus contravenenos (BRITO
FILHO, 1988).

Estudo realizado por OLIVEIRA et al. (1999c) teve como objetivo a
avaliacdo dos niveis dos minerais calcio, potassio, ferro, sédio e magnésio e
dos metais pesados aluminio, chumbo, cobalto, cadmio, cobre, niquel, zinco e
manganés, mais comumente presentes como contaminantes em alguns
corantes naturais como norbixina, carmim, clorofila, curcumina, monascus,
antocianina e betalaina, uma vez que, quando estes niveis se encontram acima
dos limites permitidos pela legislacdo podem causar danos a saude. Os
resultados obtidos na andlise destes produtos fornecidos por algumas
Industrias Brasileiras indicaram para 0os minerais e metais pesados analisados
niveis abaixo dos permitidos pela legislacdo. Sugere-se entretanto, maior rigor
no controle de qualidade do corante clorofila por conter cobre em sua molécula
e carmim por conter aluminio. Avaliacées periddicas sobre corantes naturais e
embalagens plasticas utilizadas em alimentos também devem ser
consideradas, devido a utilizacdo constante de agentes quimicos em seus
processamento e fabricacoes.

A distribuicdo de antocianinas derivadas de Vaccinium myrtillus nos
tecidos foi examinada em ratos, por injecdo intraperitonial ou
intravenosamente. Esses pigmentos foram rapidamente distribuidos dentro dos
tecidos, acumulando-se primariamente nos rins, na pele, no figado, no coracao
e no pulmao. A eliminacdo desses compostos ocorreu inicialmente via renal
(25% a 29%/24h) e biliar (15% a 18%/24h). Dada a alta taxa de excrecédo
urinaria, as antocianinas sdo consideravelmente eliminadas pela filtracdo
glomerular e excrecéo tubular renal (FAO/WHO, 1982 citado por AZEVEDO,
2000). Segundo MARTIN (1999) e MAURI (2000) V. myrtillus é caracterizada
pela presenca de antocianinas e suas agliconas (antocianidinas) que possuem
varias atividades farmacoldgicas como vasoprotetora, antiinflamatoria,
antitlcera e antiaterosclerose, podendo também serem usadas na oftalmologia

e no processo de cicatrizagao.
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HALLAGAN et al. (1995), ao estudarem o efeito toxicolégico da
antocianina da uva em pO utilizando-se cdes como cobaias durante 13
semanas, observaram que ndo houve efeitos téxicos significativos, nao
havendo também efeitos adversos na reproducao ou efeitos mutagénicos em
ratos que receberam 15% desse corante em dietas.

OBI et al. (1998), ao induzirem um processo de peroxidacgao lipidica em
rato utilizando CCl, (tetracloreto de carbono), uma hepatotoxina, mostraram
claramente que a antocianina extraida de H. rosasinensis € um excelente
agente preventivo para os danos causados ao figado, induzidos por CCl,.

WANG et al. (2000) usaram tert-butilhidroperéxido (t-BHP) para induzir
a toxicidade hepatica em ratos e estudaram a bioatividade antioxidante da
antocianina extraida da flores de Hibiscus sabdariffa L.(Malvaceae). A
avaliacdo histopatologica do figado revelou que os pigmentos de hibisco
reduziram a incidéncia de lesdes no figado inclusive o processo inflamatario,
infiltracdo de leucécitos e necrose induzida pelo t-BHP em ratos. Segundo
estes autores, esse pigmento pode ser usado efetivamente na medicina contra
hipertensao, pirexia e desordem no figado.

Pourrat et al. (1967) citados por AZEVEDO (2000) isolaram antocianinas
de Vaccinium murtillus L. e investigaram a sua toxicidade em diferentes
modelos experimentais, encontrando, para toxicidade aguda, cronica e

teratogenicidade, os resultados que sao apresentados a seguir (Quadro 3).
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Quadro 3 - DLsp das antocianinas obtidas por diferentes vias de administracao

em camundongos e ratos

Animal Via de administracao DLso (g/Kg peso corporal)
Camundongos I.p 4,11
AY 0,84
oral 25
Ratos I.p 2,35
AY 0,24
oral 20

Fonte: Pourrat et al. (1967) citado por AZEVEDO (2000)

Para avaliacdo de toxicidade crbnica em estudo de 90 dias, foram
utilizados ratos de linhagem Wistar, de ambos 0s sexos, com seis semanas de
idades e doses de antocianinas de 1,2 a 3 g/dia. Nao foram observadas
alteracdes hematolégicas ou lesdes anatomopatolégicas acentuadas e o
comportamento e crescimento dos animais apresentaram-se normais. Em
cobaias, doses de antocianinas 3 g/dia, durante quinze dias, foram
perfeitamente toleradas (FAO/WHO, 1982).
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2.7 — Histologia

2.7.1- Caracteristicas gerais do figado

Embriologicamente, a formacdo do figado no ser humano inicia-se a
partir de espessamento do epitélio endodérmico da porcédo ventral do intestino
anterior no décimo oitavo dia. Nesta fase precoce hé expressdo do RNA
mensageiro da
a-fetoproteina indicando o desenvolvimento de linhagem de células hepaticas,
denominadas hepatoblastos. Ocorre rapida proliferacdo celular e consequiente
formacdo do diverticulo hepético. A porcdo distal deste diverticulo produz
corddes celulares que invadem o septo transverso, folheto de mesénquima que
separa o coracdo (em desenvolvimento) do saco vitelino, enquanto na porcéo
proximal inicia-se a formacdo de ducto biliar comum, vesicula biliar e ducto
cistico. Mais tarde, corddes epitelais hepaticos mesclam-se com o0s seios
sanglineos das veias vitelinas e umbilicais no septo transverso, estabelecendo
assim a arquitetura basica do parénquima hepético. A filogénese e a
ontogénese do figado refletem os principios estruturais e funcionais do 6rgao
(SILVA et al., 1999).

Interposto entre o sistema digestorio e o restante do organismo como um
guardido, o figado recebe grande variedade de agentes endobibticos e
xenobidticos, incluindo nutrientes e substancias téxicas. O figado é responsavel
pela captacdo de aminoacidos, carboidratos, lipidios e vitaminas. Armazena,
converte metabolicamente e libera esses elementos ou seus produtos para o
sangue ou bile. Ilgualmente importante € o processo de biotransformacao que
torna substancias hidrofébicas em hidrossolUveis, possibilitando a excrecao
das mesmas por meio da urina ou bile. Além disso, o figado integra o sistema
de defesa do organismo contra macromoléculas estranhas, como toxinas
bacterianas e particulas, virus e bactérias. Funcéo hepatica pode ser definida
como a capacidade do figado controlar a concentracdo de solutos nas veias
hepaticas e na bile. O figado €, portanto, um dos principais 6rgaos
mantenedores do meio interno, apresentando arquitetura altamente
especializada que otimiza os mecanismo de troca entre sangue e células
hepaticas (SILVA et al., 1999).
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O figado situa-se na parte mais cranial do abdome, imediatamente atras
do diafragma. E a maior glandula do corpo que desempenha muitas funcdes
essenciais a vida. Recebe uma irrigagdo sangliinea muito abundante através
da artéria hepética, um ramo da artéria celiaca, e pela veia porta (OLIVEIRA et
al., 1999b). Os componentes estruturais do figado incluem (ROSS et al, 1995):
- hepatdcitos, organizados como placas celulares;

- estroma de tecido conjuntivo;

- vasos sanguineos, nervos, vasos linfaticos, e ducto biliar que passa pelo
estroma;

- capilares sinusdides entre as placas de hepatécitos.

A unidade funcional béasica do figado € o I6ébulo hepatico, uma estrutura
cilindrica de varios milimetros de comprimento e 0,8 a 2mm de diametro. E
construido em torno de uma veia central que desagua nas veias hepdticas e, a
seguir, na veia cava (GUYTON & HALL, 1997).

Os hepatdcitos constituindo placas hepatocelulares que se irradiam da
veia central em direcdo centrifuga, como o0s raios de uma roda, estdo
organizados de forma a facilitar a troca de substancias com o sangue e a
eliminacdo de bile no duodeno, através de um sistema de canaliculos e ductos
(ROSS E ROMRELL, 1995).

Um aspecto de particular interesse do figado é sua capacidade
regenerativa e de reserva funcional, tornando-o um 6rgdo impar na economia
organica nos mamiferos em geral. Possui enorme capacidade de crescimento
por hipertrofia e hiperplasia compensatorias apés perda de tecido funcional. No
animal jovem, o figado cresce até que a relacdo peso do figado/peso corporal
atinja um platd variavel de acordo com a espécie animal. No rato adulto,
somente um hepatdcito entre 10 a 20.000 apresenta atividade mitotica (KALIL,
1998).

O figado, o mais importante centro de metabolismo lipidico, €
amplamente responsavel pela regulacdo dos niveis de lipideo no organismo.
Entre as suas importantes funcées estdo (MAHAN e ESCOTT-STUMP, 1998):

1- Sintese de triglicerideos a partir de acidos graxos, carboidratos ou

proteinas;

2- Sintese de outros lipideos, assim como fosfolipideos e colesterol;
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3- Dessaturacdo de acidos graxos (o acido oléico monoinsaturado € o
acido predominante em tecido humano adiposo);

4- Catabolismo de triglicerideos para ser usado como energia.

2.7.2- Circulacao do figado

Em 1666, Malpighi descreveu pela primeira vez microscopicamente, a
circulacdo hepatica. Suas observacdes somadas aos estudos de Harvey,
publicados em 1651, formaram conceito sobre a estrutura e microcirculacdo
hepéaticas que, dois séculos mais tarde, ainda seria aceito. Em 1844, Johannes
Miiller, o pai da fisiologia moderna, aplica este conceito em seu “Textbook of
Physiology”. Onze anos antes, em 1833, Kiernan havia descrito o que
conhecemos hoje como |6bulo hepatico classico, estrutura hexagonal
demarcada por espacgos-porta. Em 1925, Loffler iniciou o estudo in vivo da
microcirculacdo hepética, método que nas décadas seguintes passou a ser
aplicado por vérios pesquisadores. O conceito de I6bulo hepético classico,
descrito por Kiernan como a unidade hepéatica, ndo se adequa as observacdes
destes pesquisadores, pois desrespeita principios basicos de fisiologia
circulatéria. Em 1973, Rappaport descreveu a unidade hepética
microcirculatéria, fundamentando o conceito de &cino hepatico como unidade
hepatica funcional (SILVA et al., 1999).

A maior parte do sangue que entra no sinuséide provém de vénulas
portais. Esta entrada é geralmente guardada por esfincter aferente, ou de
entrada, composto por células sinuséides de revestimento. O sangue arterial
entra no sinusodide principalmente através de ramos de arteriola hepatica,
denominados derivacdes artério-sinusoidais (arteriosinus twigs), que terminam
no sinusoide, proximo da origem deste na vénula portal (SILVA et al., 1999).

A veia porta , que traz sangue que ja passou atraveés dos leitos capilares
do trato alimentar, do baco e do pancreas, contribui com aproximadamente
75% do volume sangilineo que chega ao figado. Este sangue é rico em
substancias nutritivas e outras igualmente absorvidas, mas é relativamente

pobre em oxigénio. A artéria hepética, ramo do tronco celiaco, traz sangue bem



oxigenado e supre o figado com os 25% restantes de sangue (WEISS ET AL.,
1981).

Os sinusoides venosos sdo revestidos por dois outros tipos de células:
(1) células endoteliais tipicas e (2) grandes células de Kupffer (também
denominadas células fagocitarias) que constituem um tipo de macréfago capaz
de fagocitar bactérias e outras substancias estranhas presentes no sangue dos
seios hepaticos (GUYTON & HALL, 1997).

Como o sangue percorre os sinusoides da periferia para o centro dos
I6bulos, as células hepéticas estdo submetidas a um gradientes de composicao
sangilinea. As mais periféricas recebem primeiro tanto os nutrientes e oxigénio,
como eventuais substancias toxicas trazidas pela veia porta e pela artéria
hepética. Este fato explica as diferencas do comportamento entre as células
centrolobulares e perilobulares, tanto em condicbes normais como em
condicBes patologicas (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1995).

2.7.3- Esteatose

Esteatose é a deposicao de glicérides (mono, di ou triglicérides, também
chamados de gorduras neutras) no citoplasma de células que normalmente nao
os armazenam. E conhecida também como degeneracdo, infiltracdo ou
metamorfose gordurosa, ou ainda como esteatose de gorduras neutras. A
lesdo é comum no figado, no epitélio tubular renal e no miocardio, mas pode
ser observada também nos muasculo esqueléticos e pancreas. O 6rgdos com
esteatose apresentam aspectos morfolégicos variavel. O figado aumenta de
volume e peso (pode atingir 3 a 5 Kg) e tem consisténcia diminuida, bordas
arredondadas e coloracdo amarelada. A esteatose € um processo reversivel.
Em etilistas crénicos, a lesao se reduz ou desaparece em poucos dias apos a
abstinéncia (BRASILEIRO-FILHO, 2000).

Muitas sdo as agressdes capazes de produzir esteatose. A lesdo
aparece todas as vezes que um agente interfere no metabolismo lipidico da
célula, aumentando sua sintese ou dificultando sua utilizacdo, transporte ou
excrecdo. Raramente o acumulo lipidico decorre da captacao de triglicerideos

do meio extracelular, como ocorre na nefrose lipoidica acompanhada de
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lipiduria intensa. A esteatose é causada por agentes téxicos, hipoxia,
alteracdes na dieta e disturbios metabdlicos de origem genética (BRASILEIRO-
FILHO, 2000).

A bibpsia hepética e os procedimentos de imageamento, como a ultra-
sonografia e tomografia computadorizada, tém permitido a identificacdo de
nameros crescentes de pacientes com gordura em excesso no figado.
Teoricamente, a esteatose hepatica pode advir da gordura alimentar,
transportada até o figado como trigliceridios de cadeia média ou por meio de
quilomicrons e lipélise de tecido adiposo (Figura 8). Acidos graxos acumulam-
se no figado em razdo de maior sintese mitocondrial ou de oxidacao reduzida.
Por fim, a exportacdo de trigliceridios do hepatdcito requer acondicionamento
com uma apoproteina, fosfolipidio e colesterol para formar lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL). O figado também é responsavel pela
degradacéao de lipoproteinas. Portanto, a esteatose hepéatica pode decorrer de
maior aporte de acidos graxos para o figado, aumento ou reducédo da oxidacao
de &cidos graxos ou defeito na remocéo de trigliceridio como lipoproteinas de
densidade muito baixa (SHERLOCK, 1991).
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Figura 8 - Fatores envolvidos na esteatose hepatica (SHERLOCK, 1991).

Nos estados de hipdéxia (anemia, insuficiéncia cardiaca ou respiratoria
etc.), ha reducéo da sintese de ATP. Nesse caso, a esteatose decorre em boa
parte do aumento da sintese de acidos graxos a partir do excesso de acetil
CoA, cuja a oxidacao no ciclo de Krebs esta diminuida. Esses &cidos graxos
encontram grande quantidade de a-glicerofosfato (originado da glicdlise
acelerada pela reducao da sintese de ATP) e formam os triglicerideos que se
acumulam no citoplasma. A reducdo do ATP também dificulta a sintese de
lipideos complexos e diminui a utilizacdo de &cidos graxos e triglicerideos,
favorecendo assim o acumulo dos ultimos (BRASILEIRO-FILHO, 2000).

Agentes toxicos (p. ex. CCly) lesam o reticulo endoplasmético granular e
reduzem a sintese de proteinas, levando a esteatose por afetar a sintese de
lipoproteinas. Embora sintese proteica deficiente possa resultar em esteatose,
isso ndo € regra geral. Desnutricdo proteica no adulto ndo induz esteatose
semelhante a que se observa na infancia, além de inibidores da sintese
proteica nem sempre induzirem esteatose hepatica. Por outro lado, inibidores
da sintese proteica (p. ex., acido orGtico e puromicina) podem provocar
esteatose através do bloqueio na utilizacdo de trigliceridieos, sem que a

sintese proteica tenha sido reduzida. E possivel, portanto, que a esteatose na
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caréncia de proteinas (desnutricdo) ou sintese deficiente das mesmas (agentes
toéxicos) tenha mecanismos mais complexos envolvendo 0s processos de
conjuncao dos lipideos com as apoproteinas e sua posterior excrecao
(BRASILEIRO-FILHO, 2000).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado com objetivo de testar o efeito da
antocianina de uva e de repolho roxo no controle do metabolismo lipidico e sua
toxicidade em coelhos da raca Nova Zelandia.

Os ensaios biologicos e as dosagens bioquimicas deste trabalho foram
realizados no laboratério de Biofarmacos, localizado na Vila Gianetti,
pertencente ao Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal de Vicosa.

A analise histoldgica foi realizada no laboratoério de Biologia Estrutural do
Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vicosa e a
quantificagédo das antocianinas foi feita no laboratorio de Pigmentos e Secagem
do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de

Vicosa.

3.1- Origem dos animais
Foram utilizados coelhos da raca Nova Zelandia, pesando em média

1400g, idade meédia de 8 semanas, fornecidos pela Cunicultura da
Universidade Federal de Vigcosa. No periodo de adaptacdo (cinco dias) e
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durante todo periodo experimental, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais, recebendo 120 gramas por dia de racdo comercial da marca Guabi

e agua a vontade.
3.2 — Especificagcbes da racao da marca Guabi
3.2.1 — Composicao basica do produto
Farelo de fenos de gramineas, milho, farelo de arroz, solvente, sorgo,
farelo de arroz cru, farelo de soja, farelo de gluten de milho 60%, carbonato de

calcio, melaco liquido, sal, premix vitaminico e mineral e fosfato bicalcico.

3.2.2 — Enriquecimento por Kg de produto

ViItamina A ..o 6.000 Ul
VIRaMINA D3 woovviieeee e 700 Ul
VitamiNa E .....coovieiiiiiee e 30 UI
JLILE= L 11 = 1,50 mg
Riboflavina ...........cooviiiiiii e, 3mg
Pantotenato de CAalCio ...........ccceeeeeeeeennnnnns 15 mg
NIQCING ..t 35 mg
ColiNa ..vcie 350 mg
ACIAO TOlICO ..o 1,4 mg
VIRaMINA B1o cuniiviiiiiiie e 2 mcg
Antioxidantes (etoxiquim) .............ceeeeenns 125 mg
ANtIDIOLICO .. 50 mg
Agente anticoccidiano ............cccceeeeeeeennnn. 30 mg
COoDre o 5mg

o Yo [ T 0,3 mg
MaNGANES ... 10 mg
4 | o] o PP 60 mg
Cobalto ..., 0,1 mg
FEITO oo 35 mg
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3.2.3 — Niveis de garantia

Nutrientes %
Umidade (max.) 13,00
Proteina bruta (min.) 13,00
Extrato etéreo (min.) 1,50
Matéria fibrosa (méax.) 17,00
Matéria mineral (max.) 16,00
Célcio (max.) 2,00
Fésforo (min.) 0,45

3.3- Corantes naturais testados

Os corantes utilizados neste trabalho foram cedidos pela Christian
Hansen Ind. e Comércio Ltda.

Os corantes em po6 hidrossoluveis foram produzidos a partir da extracao
aquosa da casca de uva e do repolho roxo e os extratos resultantes, foram
concentrados sob vacuo. Em valores de pH abaixo de 5,0, as tonalidades
variam de vermelho framboesa ao roxo. Em valores de pH maiores que 5,0,
variam de vermelho azulada a azul.

Registro no MS Prot. n® 25004.1201133/99.

Autorizacéo de Uso DIPOA/MAARA n® 361/98

3.4 — Quantificacdo de antocianina

O procedimento para quantificacdo de antocianina da uva e do repolho
roxo foi o0 mesmo descrito por FULEKI e FRANCIS (1968 ). As leituras de
absorbancia foram realizadas em um espectrofotbmetro (U-2001
Spectrophotometer Hitachi), no comprimento de onda de maxima absorcéo

(545 nm). Para o célculo do conteudo de antocianinas totais foi utilizado um
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coeficiente de extingdo médio (E**) de varias antocianinas, sendo este igual a
982, cujo o teor de antocianina da uva roxa foi de 34,76 mg/100g e do repolho
roxo 57,49 mg/100g.

3.5 — Modelo experimental do primeiro ensaio biolégico

3.5.1- Hiperlipidemia induzida por colesterol mais acido célico

Para os ensaios bioldgicos, realizados com o objetivo de testar o efeito
da antocianina de uva e de repolho roxo, em trés doses (50mg, 100mg e
150mg), foram utilizados coelhos machos. Os animais foram distribuidos ao
acaso em 5 grupos experimentais, contendo 6 animais cada um, sendo que 0s
animais receberam os seguintes tratamentos para cada substancia teste:
Grupo 1 - Ragéao
Grupo 2 - Ragéo + Colesterol (1%) + Acido colico (0,1%)

Grupo 3 - Racéo + Colesterol (1%) + Acido célico (0,1%) + Antocianina 50 mg
Grupo 4 - Racéo + Colesterol (1%) + Acido célico (0,1%) + Antocianina 100 mg
Grupo 5 - Ragéo + Colesterol (1%) + Acido colico (0,1%) + Antocianina 150 mg

Para induzir a hiperlipidemia, foi administrado diariamente, juntamente
com a racao, 1% de colesterol + 0,1% de acido célico 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 tempo zero e apds o décimo quinto e trigésimo dias foram
monitorados 0s pesos dos animais e coletadas amostras de sangue efetuada
pelo plexo venoso retro orbital utilizando-se capilar. Os animais encontravam-
se em jejum de doze horas. Em seguida, foram centrifugadas a 7100 x G,
durante 15 minutos, para obtencdo do soro. As dosagens soroldgicas foram
efetuadas no equipamento de dosagens multiparametrico Bioquimica (Alizé),
utilizando-se os Kits Biolab e os resultados expressos em mg/dL de colesterol,

colesterol-HDL e triacilglicerais.
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3.5.2 — Andlise estatistica

O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado,
no esquema em parcela subdividida, em que as parcelas foram constituidas
pelas dietas (G1= racdo; G2=racao + colesterol + acido coélico (RCAC); G3, G4
e G5= RCAC + 50, 100 e 150 mg de antocianina, respectivamente, em seis
repeticdes. As parcelas foram constituidas pelo tempo de avaliacao (0, 15 e 30
dias).

A comparacéao das dietas com a dieta-controle (G2) foi feita por meio do
teste de Dunnet, a 5% de probabilidade.

As médias de colesterol total, colesterol-HDL e triacilglicerol em funcéo
do tempo, para animais tratados em diferentes doses de antocianina de repolho
roxo e uva roxa foram apresentadas em graficos, na forma descritiva, onde as

barras significam erro padréo.
3.6- Modelo experimental do segundo ensaio biolégico

A toxicidade aguda (doses repetidas) é uma avaliacdo estimativa e
preliminar das propriedades toxicas de uma substancia, fornecendo
informacdes acerca dos riscos para a saude, resultantes de uma exposicao de
doses repetidas, pela via selecionada, mas de curta duracdo. Serve também de
base para o estabelecimento de um regime de doses para as pesquisas sobre
a toxicidade subcrdnica e outros estudos, fornecendo informagdes iniciais do
modo de acdo toxico da substancia-teste. O nivel de dose deve ser
estabelecido para pelo menos trés doses suficientemente espacadas para
mostrar diferencas na gradacéo dos efeitos toéxicos. Excecao feita a exposicao
da droga-teste, o grupo-controle, tendo 0 mesmo numero de animais de cada
uma das doses, deve ser tratado de maneira idéntica aos demais grupos de
ensaio (BRITO, 1994).

A substéncia-teste &€ administrada diariamente, em diferentes doses,
pela via escolhida, a varios grupos de animais de experiéncia, a razdo de uma
dose por grupo, durante um periodo de 14 ou 28 dias. Os efeitos sdo
diariamente observados, anotando-se qualquer manifestacdo téxica ocorrida

em cada uma das doses. Os animais que morrem no decorrer da experiéncia
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sao autopsiados para a determinacdo da causa mortis; aqueles que

sobrevivem séo sacrificados e autopsiados, se necessario (BRITO, 1994).

3.6.1- Toxicologia aguda (Doses repetidas)

O segundo ensaio biolégico foi realizado com o objetivo de avaliar o
efeito toxicolégico das trés doses estabelecidas (50 mg, 100 mg e 150 mg de
antocianinas da uva e do repolho roxo) em coelhos da raca Nova Zelandia no
periodo de 30 dias.

Os animais foram distribuidos ao acaso, em quatro grupos
experimentais, contendo seis animais cada um, sendo trés fémeas e trés
machos, sendo que 0s animais receberam 0s seguintes tratamentos para cada
substancia teste:

Grupo 1= Racéo

Grupo 2 = Racéao + antocianina 50 mg
Grupo 3= Ragao + antocianina 100 mg
Grupo 4= Racgao + antocianina 150 mg

As doses de antocianina foram fornecidas em cépsulas, diariamente, por
via oral, durante 30 dias.

ApoOs décimo quinto e trigésimo dias foram coletadas amostras de
sangue dos animais efetuada pelo plexo venoso retro orbital utilizando-se
capilar. Os animais encontravam-se em jejum de doze horas. Em seguida,
foram centrifugadas a 7100 x G, durante 15 minutos, para obtencao do soro. As
dosagens sorologicas foram efetuadas no equipamento de dosagens
multiparametrico Bioquimica (Alizé), utilizando-se os Kits Biolab. Os animais
foram pesados no primeiro dia do experimento, no décimo sexto e trigésimo
primeiro.

Foram dosados os niveis séricos de colesterol total (mg/dL), colesterol-
HDL (mg/dL), triacilgliceréis (mg/dL), cloro (mmol/L), creatinina (mg/dL),
proteinas (g/L), célcio (mg/dL), fosforo (mg/dL), glicose (mg/dL) e albumina
(g/dL).



3.6.2- Anédlise estatistica

O experimento foi instalado no delineamento inteiramente casualizado,
no esquema em parcela subdividida, em que as parcelas foram constituidas
por dois sexos e pelas dietas (G1= racdo e G2, G3 e G4= ragao + 50, 100 e
150 mg de antocianina extraida de uva e repolho roxo, respectivamente), em
trés repeticdes. As parcelas foram constituidas pelo tempo de avaliacdo (15 e
30 dias).

Os dados de colesterol total, colesterol-HDL, triacilglicerdis, glicose,
creatinina, albumina, proteinas, célcio, fésforo e cloro foram submetidos a
andlise de variancia e teste F (P< 0,05 e P<0,01).

A comparacéo das dietas com a dieta-controle (G1) foi feita por meio do
teste de Dunnet, a 5% de probabilidade.

As médias de colesterol total, colesterol-HDL, triacilglicerol, glicose,
creatinina, albumina, proteinas, célcio, fésforo e cloro em funcéo das doses de
antocianina de repolho roxo e uva roxa/tempo, para diferentes sexos, foram
apresentadas em graficos, na forma descritiva, onde as barras significam erro

padréo.

3.7- Dosagens dos parametros bioquimicos

3.7.1- Albumina
A albumina sérica foi dosada colorimetricamente com verde de bromo
cresol como indicador a pH igual a 4,2.
Foi colocado no equipamento uma solugcao contendo o verde de bromo cresol a
0,14g/L, tamp&o succinato a 75 mmol/L, Brij 35 a 7ml/L e mertiolate de sddio a
0,01% e separadamente os soros dos animais a serem analisados em um
comprimento de onda de 628 nm, sendo o resultado expresso em mg/dL de

albumina no soro sangineo.
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3.7.2- Célcio

A dosagem colorimétrica do calcio sérico sem desproteinizacao é
determinada pelo indicador azul de metiltimol. Esta andlise é feita com adicéo
do 8-hidroxiguinoleina para que se possa evitar a interferéncia dos ions
magnésio até uma concentracao de 10 mg/dL.

Foi colocada no equipamento separadamente, uma solucdo alcalina
contendo 8-hidroxiquinoleina, outra solucdo do indicador azul de metiltimol e
soros a serem analisados em um comprimento de onda de 612 nm em mg/dL

de célcio no soro sangtineo.

3.7.3- Colesterol

Andlise colorimétrica do colesterol baseia-se na transformacédo do
colesterol esterificado em colesterol e acidos graxos, mediado pela colesterol
esterase. O colesterol formado é oxidado pela colesterol oxidase em colesten-
4-on-3, liberando agua oxigenada, que juntamente com o fenol e amino-4-
antipirina, pela acdo da peroxidase, sdo transformados em cromogénio (que
absorve em 500 nm) e em agua, sendo as equacoes:
Colesterol esterificado colesterol esterase  cqlesterol + &cido graxo
Colesterol caolesterol oxidase golesterol-4-ona—3 + H,0,
2 HO; + fenol + amino-4-antipirina peroxidase _ctpmogénio +4 H,O

Foi colocada no equipamento uma solugdo tampéao fosfato, pH 7,00 a

0,01 mol/L, contendo as respectivas enzimas solubilizadas e separadamente os
soros a serem analisados em um comprimento de onda de 500 nm em mg/dL

de colesterol no soro sanguineo.

3.7.4- Colesterol-HDL
O método de dosagem baseia-se na precipitacdo dos quilomicrons e das
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e de baixa densidade (LDL)
contidos no soro a ser analisado, pela adicdo do acido fosfotingstico em
presenca do ion magnésio. O sobrenadante obtido por centrifugacdo contém as

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

colesterol.

3.7.5- Creatinina

A determinacao cinética da creatinina sem a desproteinizacéo, consiste
em medir o composto formado durante um minuto da reacao entre a creatinina
e 0 acido picrico, em meio alcalino. O composto formado por esta reacdo
absorve em um comprimento de onda de 492 nm.

Foi colocada no equipamento uma solucédo alcalina contendo 0,4 mol/L
de hidréxido de sédio com 50 mmol/L de fosfato de sédio, misturado com igual
volume a uma solucédo 8,8 mmol/L de acido picrico e separadamente 0S soros
a serem analisados em um comprimento de onda de 492 nm em mg/dL de

creatinina no soro sanguineo.

3.7.6- Fosforo
Os ions fosfato em meio acido formam com o molibdato aménio um
complexo fosfomolibdico cuja absorvancia a 340 nm é proporcional a
concentracdo dos ions fosfatos da amostra.
Foi colocada no equipamento uma solucao contendo &cido sulfarico a
200 mmol/L, hepta-molibdato amoénio detergente a 0,8 mmol/L e
separadamente 0s soros a serem analisados em um comprimento de onda de

340 nm em mg/dL de fosforo no soro sangiineo.

3.7.7- Glicose
A glicose presente na amostra é dosada segundo 0 esquema seguinte:

Glicose glicose oxidase ._acido glucénico + H,0;

2 H,0O; + fenol + amino-4-antipirina  peroxidase cromogénio + 4 H,0O

Foi colocada no equipamento uma solugdo contendo as enzimas
hidratadas com a solucdo tampdo e separadamente 0S soros a serem
analisados em um comprimento de onda de 505 nm em mg/dL de glicose no

soro sanguineo.
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3.7.8- Proteinas totais

As proteinas totais do soro foram dosadas colorimetricamente pelo
método de Biureto, que consiste em complexar a proteina com sais de cobre
em meio alcalino, formando um complexo de coordenacao entre o ion cuprico e
quatro grupos NH das cadeias peptidicas. Este complexo absorve em um
comprimento de onda de 545 nm.

Foi colocada no equipamento uma solucéo alcalina a 245 mL contendo
0,2 mol/L de hidréxido de sodio, 5 g/L de iodeto de potassio e 9¢g/L de tartarato
de sodio e potassio, misturado com 5 mL de uma solucédo de 150g/L de sulfato
de cobre e separadamente 0s soros a serem analisados em um comprimento

de onda de 545 nm em mg/dL de proteinas totais no soro sanguineo.

3.7.9- Triacilglicerois

A dosagem dos triacilgliceréis (TAG) séricos foi feita por via inteiramente
enzimatica. A lipase degrada os triacilgliceréis em glicerol mais acidos graxos.
O glicerol obtido reage com ATP, em presenca da glicerolquinase, obtendo
glicerol-3-fosfato e  ADP. @) glicerol-3-fosfato €& oxidado a
dihidroxiacetonafosfato, pela glicerol-3-fosfato oxidase, liberando agua
oxigenada. A agua oxigenada, juntamente com paraclorofenol e amino-4-
antipirina, em presenca da peroxidase, transforma-se no cromogénio (que
absorve em 505 nm), liberando agua.

As equacdes foram as seguintes:
TAG lipase glicerol + acidos graxos

—_—
Glicerol + ATP _glicerol quinase, glicerol-3-fosfato + ADP

Glicerol-3-fosfato glicerol-3-fosfato _dihidroxiacetonafosfato + H,O5
oxidase

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

Foi colocada no equipamento uma solucdo tampao, contendo as
respectivas enzimas solubilizadas e separadamente 0s soros a serem
analisados em um comprimento de onda de 505 nm em mg/dL de

triacilglicerdis no soro sanguineo.
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3.7.10 — Cloreto
Os ions cloreto reagem com tiocianato de mercurio formando cloreto de
mercurio e ions tiocianato, que reagem com os ions férrico formando tiocianato
férrico, de cor amarela (que absorve em 470 nm), proporcional a concentracao
de cloretos na amostra de soro. Para esta dosagem, utilizaram-se, também, o

“Kit” da marca BIOLAB e o aparelho Alizé.

3.8- Andlise Histoldgica

Os animais utilizados no experimento de hiperlipidemia induzida e
toxicologia foram sacrificados ao final dos ensaios biolégicos, quando um
fragmento de figado de cada animal foi removido, lavado rapidamente em
solucdo de cloreto de sédio 0,9% e imediatamente fixado por imersdo em
glutaraldeido 2% em tampéao fosfato 0,1M, pH 7,4. Apés vinte e quatro horas
descartou-se o fixador e adicionou-se somente tampao fosfato 0,1M, pH7,4 até
cobrir todo o fragmento hepético.

Para as analises em microscopia de luz realizou-se a desidratacdo dos
fragmentos, de aproximadamente 3mm de espessura, em série crescente de
alcoois (50%, 70%, 80%, 90%, 95%, absoluto | e Il), ficando por trinta minutos
em cada &lcool. Em seguida esses fragmentos sofreram inclusdo em resina
plastica glicol metacrilato (Historesin, Leica) . Os cortes de 4mm obtidos em
micrétomo (Reichert-Jung 2045) com navalha de vidro, foram coletadas
individualmente em uma lamina e corados com azul de toluidina 0,5% - borato
de sddio 1%. As preparacdes histolégicas foram montadas em Entellan (Merck)
e analisadas em microscopio Olympus BX50.

As micrografias foram feitas em Fotomicroscépio Olympus AX-70,

utilizando filme Kodacolor Gold 100 asa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Modelo experimental do primeiro ensaio biolégico — Hiperlipidemia

induzida

4.1.1 — Efeito dos corantes da antocianina do repolho roxo e uva roxa

nos niveis de colesterol total séricos

As médias das concentracBes de colesterol total sangtiineo de coelhos
machos, obtidos durante o periodo experimental de 30 dias para a antocianina
do repolho roxo e uva roxa, estao dispostas no Quadro 1.

A inducdo da hipercolesterolemia foi observada durante as dosagens
referentes aos 15 dias e 30 dias de tratamento. Estes resultados foram
confirmado a partir da analise do grupo 2 onde foi utilizado racao, colesterol 1%
e acido colico 0,1%. Observa-se que durante os 30 dias de experimento, 0s
animais apresentaram hipercolesterolemia, no qual o colesterol do grupo 2
variou de 137,02 (tempo 0) para 689,52 (tempo 30) para antocianina do repolho
roxo. Para a antocianina da uva roxa essa variacao foi de 140,64 (tempo 0)
para 1040,12 (tempo 30) (Quadro 1).
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Quadro 1 — Valores médios de colesterol total, em mg/dL, de coelhos machos submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e
uva roxa e avaliados aos 15 e 30 dias.

Colesterol total % variacao Colesterol total % variacao
Tempo Grupos n Dietas (mg/dL) (RCAQC) (mg/dL) (RCAC)
(dias) Repolho roxo Repolho roxo Uva roxa Uva roxa
0 G, 6 Racéo (R) 114,06 - 125,12
G, 6 R + Colesterol + acido célico (RCAC) 137,02 - 140,64 -
Gs 6 RCAC + 50 mg de antocianina 125,30 - 8.55 172,44 + 22,61
G, 6 RCAC + 100 mg de antocianina 124,83 - 8,90 115,77 -17,68
Gs 6 RCAC + 150 mg de antocianina 143,41 + 4,66 101,26 - 28,00
15 G, 6 Racéo (R) 117,52 - 115,45 -
G, 6 R + Colesterol + acido célico (RCAC) 444,07 - 520,77 -
Gs 6 RCAC + 50 mg de antocianina 264,76 - 40,38 396,22 -23,92
Gy 6 RCAC + 100 mg de antocianina 274,75 -38,13* 163,92 - 68,52
Gs 6 RCAC + 150 mg de antocianina 268,14 - 39,62* 286,06 - 45,07
30 G, 6 Racéo (R) 111,85 - 93,92 ’
G, 6 R + Colesterol + acido célico (RCAC) 689,52 - 1040,12
Gs 6 RCAC + 50 mg de antocianina 322,80 -53,18 422,02 - 59,42
G, 6 RCAC + 100 mg de antocianina 524,88 - 23,88 555,25 - 46,62
Gs 6 RCAC + 150 mg de antocianina 416,30 -39,62* 252,97 - 75,68

" Estatisticamente diferente do grupo 2 (controle) pelo teste de Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade.
n = n° de repeticbes
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Esse aumento observado para a antocianina de uva roxa pode ter sido
devido ao maior ganho de peso desses animais e portanto com maior consumo
da racao adicionada colesterol e acido cdélico o que levou a um maior indice de
colesterol nesse grupo (RCAC), ou seja, aos 30 dias os coelhos apresentaram
colesterol total de 1040,12. Este mesmo grupo teve um ganho de peso de 783g
enquanto o grupo RCAC da antocianina do repolho roxo apresentou, ganho de
peso de 699g.

Estudos feitos por Costa (1992) citado por ROSA (1996) demonstraram
que 1% de colesterol mais 0,1% de acido coélico adicionado a dieta foram
eficazes em induzir hipercolesterolemia moderada em ratos.

MELLO (2001) demonstrou que 0,5% de colesterol mais 0,1% de &cido
cOlico foram eficientes para induzir a hipercolesterolemia em coelhos.

Segundo Radcliffe e Liebsch (1985) citado por SILVA (2000) o acido
célico da dieta tem mostrado atuar sinergicamente com o colesterol dietético
para induzir o aumento dos niveis de colesterol plasmatico. O acido colico atua
aumentando absorcéo de colesterol e inibe a conversado de colesterol a acidos
biliares, o que resulta no aumento nos niveis de colesterol sanguineo.

Fekete (1991) citado por LOPES (2001) comprovou a propenséao de alta
colesterolemia promovida em coelhos, a partir de uma dieta rica em colesterol
e que esses roedores sao Uteis como modelos de estudo do metabolismo de
colesterol.

Verifica-se pelo Quadro 1, quanto a antocianina do repolho roxo, que na
dosagem de 15 dias, os niveis séricos de colesterol total do grupo 3, 4 e 5
tiveram uma reducédo estatisticamente significativa pelo teste Dunnett, ao nivel
de 5% de probabilidade, com valores percentuais de 40,38%, 38,13% e
39,62%, respectivamente, quando comparados ao grupo 2. Aos 30 dias essa
reducao foi mais acentuada para o grupo 3 (53,18%) e nos grupos 4 e 5 com
valores de 23,88% e 39,62%, respectivamente, sendo estatisticamente
significativo pelo teste de Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade.

Para a antocianina da uva roxa, verifica-se pelo Quadro citado, uma
percentagem de reducéo estatisticamente significativa pelo teste Dunnett, ao

nivel de 5% probabilidade para o grupo 4 de 68,52% e grupo 5 de 45,07%, aos
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15 dias de tratamento, quando comparado com o grupo 2 (controle). Aos 30
dias essa reducdo foi significativa pelo teste Dunnett, ao nivel de
probabilidade, para os grupos 3, 4 e 5 com valores percentuais de 59,42%,
46,62% e 75,68%, respectivamente.

As Figuras 1 e 2 mostram as médias dos niveis de colesterol total em
funcéo do tempo, para animais tratados com diferentes dose de antocianina do
repolho roxo e uva roxa, respectivamente.

Pode-se observar pela Figura 1 e 2 que as dose de 50, 100 e 150mg de
antocianina do repolho roxo e uva roxa reduziram a concentracéo de colesterol
total em relagcdo ao grupo controle (RCAC) no tempo de 15 e 30 dias, sendo
que, a dose de 50 mg de antocianina do repolho roxo aos 15 e 30 dias (Figura
1) e a dose de 100 mg de antocianina de uva roxa em 15 dias de tratamento

(Figura 2) apresentaram uma menor concentracéo de colesterol total.

1100 - M Ragéo
= 1000 7 O RCAC
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lc; 288 ] 0100 mg
S 400 -
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0 15 30

Tempo (dias)

Figura 1 — Médias de colesterol total de coelhos machos submetidos a
diferentes dietas com antocianina de repolho roxo, em funcéo
do tempo. As barras significam erro padrao.
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Figura 2 — Médias de colesterol total de coelhos machos submetidos a
diferentes dietas com antocianina de uva roxa, em func¢éo do
tempo. As barras significam erro padréo

Os resultados evidenciam o efeito hipolipidémico das substancias
testadas em coelhos machos hiperlipidémicos, induzidos por colesterol e acido
colico.

O efeito de reducdo dos niveis elevados de colesterol sanglineo é
considerado de extrema importancia no organismo humano, devido a ja
estabelecida relacdo entre niveis elevados de colesterol e aterosclerose,
levando ao surgimento de doencas vasculares cardiacas encefalicas e
periféricas, de grande incidéncia em nossa populacéao.

O mecanismo de acao proposto para justificar estes efeitos passa pelos
fatos j& comprovados que flavondides podem aumentar a excrecdo de sais
biliares nas fezes. Por outro lado, eles também podem promover o aumento da
atividade do sistema microssomal hepatico, consequentemente aumentando o
metabolismo lipidico (MACDONALD, 1983).

KIRK et al. (1998), por sua vez, sugerem que o aumento da atividade
dos receptores de LDL, provocada pelos flavondides, seja um dos
responsaveis pela reducdo dos niveis de colesterol.

KAYAMORI e IGARASHI (1994) observaram em ratos alimentados com

dieta rica em colesterol que ao administrar a nasunina (Delfinidina-3-(p-



coumaroilrutinasideo)-5glicosideo), uma antocianina isolada da casca de
berinjela, houve uma reduc¢éo nos niveis de colesterol total.

lgarashi et al. (1998) citado por FRINHANI (1998), ao estudarem a
antocianina de Atsumi-Kabu (Brassica campestris L.) e seus efeitos no nivel de
colesterol de ratos, indicaram uma reducdo do colesterol total em ratos

alimentados com uma dieta rica em colesterol e &cido cdlico.

4.1.2 — Efeito dos corantes de antocianina do repolho roxo e uva roxa

nos niveis de colesterol-HDL séricos

As médias das concentracdes de colesterol-HDL sanguineo de coelhos
machos, obtidos durante o periodo experimental de 30 dias para a antocianina
do repolho roxo e uva roxa, estao dispostos no Quadro 2.

O nivel plasmatico de colesterol-HDL do grupo 4 e 5 no periodo de 30
dias de tratamento com antocianina do repolho roxo teve um aumento
estatisticamente significativo pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade com valores percentuais de 711,98% e 374,87%,
respectivamente, quando comparado com o grupo 2. Para a antocianina da
uva roxa foi observado uma reducéo aos 15 dias de tratamento para 0s grupos
4 e 5 com valores percentuais de 24,28% e 39,38%, respectivamente, sendo
estatisticamente significativo pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade.

As Figuras 3 e 4 mostram as médias dos niveis de colesterol-HDL em
funcédo do tempo, para animais tratados com diferentes doses de antocianina
do repolho roxo e uva roxa, respectivamente.

Pela Figura 3, observa-se que aos 15 dias de tratamento ndo houve
alteracdes relevantes no nivel sérico de colesterol-HDL para as trés doses
estudadas em relacédo ao grupo controle (RCAC). Somente foi verificado uma
alteracao deste constituinte aos 30 dias de tratamento para a dose de 100 mg e
150 mg, sendo que, a dose de 100 mg de antocianina de repolho roxo

apresentou um maior aumento no nivel de colesterol-HDL.
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Quadro 2 — Valores médios de colesterol-HDL, em mg/dL, de coelhos machos submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e
uva roxa e avaliados aos 15 e 30 dias.

Colesterol-HDL % variacao Colesterol-HDL % variacao
Tempo Grupos n Dietas (mg/dL) (RCAQC) (mg/dL) (RCAQC)
(dias) Repolho roxo Repolho roxo Uva roxa Uva roxa
0 G, 6 Racéo (R) 45,02 - 45,46 -
G, 6 R + Colesterol + acido célico (RCAC) 37,79 - 45,85 -
Gs 6 RCAC + 50 mg de antocianina 36,67 - 2,96 54,30 + 18, 43
G, 6 RCAC + 100 mg de antocianina 63,99 + 69,33 51,29 + 11,86
Gs 6 RCAC + 150 mg de antocianina 41,69 + 10,32 49,85 + 8,72
15 G, 6 Racéo (R) 29,62 - 46,82 ’
G, 6 R + Colesterol + acido célico (RCAC) 50,83 - 73,03
Gs 6 RCAC + 50 mg de antocianina 42,60 -16,19 63,25 -13,39
G, 6 RCAC + 100 mg de antocianina 45,24 - 10,99 55,30 - 24,28
Gs 6 RCAC + 150 mg de antocianina 41,58 - 18,20 44,27 - 39,38
30 G, 6 Ragéo (R) 36,82 - 40,86 -
G, 6 R + Colesterol + acido célico (RCAC) 54,92 - 54,66 -
Gs 6 RCAC + 50 mg de antocianina 55,38 + 0,84 62,47 + 14,29
G, 6 RCAC + 100 mg de antocianina 445,94 +711,98 51,32 -6,11
Gs 6 RCAC + 150 mg de antocianina 260,80 + 374,87 48,29 -11,65

" Estatisticamente diferente do grupo 2 (controle) pelo teste de Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade.
n = n® de repeticdes

56



Em relacdo a Figura 4, quanto a antocianina da uva roxa, certifica-se
aos 15 dias uma diminuicdo da concentracdo do colesterol-HDL a medida que
aumentavam as doses, quando comparado ao grupo controle (RCAC). Aos 30
dias verifica-se que o grupo que recebeu 50 mg de antocianina de uva roxa

apresentou um aumento deste constituinte em relacdo ao controle (RCAC)
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Figura 3 — Médias de colesterol-HDL de coelhos machos submetidos a
diferentes dietas com antocianina de repolho roxo, em funcéo
do tempo. As barras significam erro padréo.
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Figura 4 — Médias de colesterol-HDL de coelhos machos submetidos a
diferentes dietas com antocianina de uva roxa, em funcao do
tempo. As barras significam erro padrao.

A elevacao dos niveis de HDL no organismo humano é considerado um
fator preventivo no processo de acumulacdo de colesterol na corrente
sanguinea, visto que as lipoproteinas de alta densidade sao responsaveis pelo
transporte reverso de colesterol, ou seja, transportam o colesterol das células
periféricas para o figado, onde o seu excesso pode ser metabolizado
(MARINETTI, 1990).

KAYAMORI e IGARASHI (1994) observaram um aumento nos niveis de
colesterol-HDL ao administrar uma antocianina isolada da casca de berinjela.

Igarashi et al (1990) citado por FRINHANI (1998) que ao estudarem a
antocianina de Atsumi-Kabu (Brassica campestris L.) verificaram um aumento
no nivel de colesterol-HDL em ratos alimentados com uma dieta rica em

colesterol e acido cdlico.

4.1.3 — Efeito dos corantes de antocianina do repolho roxo e uva roxa

nos niveis de triacilglicerdis séricos.

As médias das concentracdes de triacilglicerol sangiineo de coelhos
machos, obtidos durante o periodo experimental de 30 dias para a antocianina

do repolho roxo e uva roxa, estao dispostos no Quadro 3, respectivamente.
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Quadro 3 — Valores médios de triacilglicerol, em mg/dL, de coelhos machos submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e uva
roxa e avaliados aos 15 e 30 dias.

Triacilglicerol % variacao Triacilglicerol % variacao
Tempo Grupos n Dietas (mg/dL) (RCAQC) (mg/dL) (RCAC)
(dias) Repolho roxo Repolho roxo Uva roxa Uva roxa
0 G, 6 Racao (R) 196,84 - 155,51 -
G, 6 R + Colesterol + acido célico (RCAC) 311,58 - 151,40 -
G; 6 RCAC + 50 mg de antocianina 270,10 -13,31 153,38 +1,31
G, 6 RCAC + 100 mg de antocianina 419,45 +34,62° 188,27 + 24,35
Gs 6 RCAC + 150 mg de antocianina 161,57 - 48,14 115,52 - 23,70
15 G, 6 Racédo (R) 132,13 - 93,65 -
G, 6 R + Colesterol + acido célico (RCAC) 97,69 - 164,75 -
Gs 6 RCAC + 50 mg de antocianina 81,92 -16,14 158,78 - 3,62
Gy 6 RCAC + 100 mg de antocianina 73,32 - 24,95 108,70 -34,02°
Gs 6 RCAC + 150 mg de antocianina 86,20 - 11,76 108,96 - 33,86
30 G 6 Racéo (R) 94,87 - 84,98 -
G, 6 R + Colesterol + acido célico (RCAC) 90,83 - 99,43 -
G; 6 RCAC + 50 mg de antocianina 61,33 -32,48 89,69 -9,79
G, 6 RCAC + 100 mg de antocianina 60,02 -33,92 72,18 -27,41
Gs 6 RCAC + 150 mg de antocianina 59,25 -34,77 84,77 -14,74

" Estatisticamente diferente do grupo 2 (controle) pelo teste de Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade.
n = n° de repeticbes
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Pelos resultados apresentados, observa-se pelo Quadro 3, em relacéo a
antocianina do repolho roxo, que o grupo 4 quando comparado ao grupo 2 teve
uma aumento de 34,62% e o grupo 5 uma reducéao de 48,14% no tempo O,
sendo estatisticamente significativo pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade. Apesar de haver uma reducédo de 34,77% do nivel plasmatico
de triacilglicerol do grupo 5 (30 dias), em relagdo ao grupo 2, esta reducdo nao
foi estatisticamente significativa. O efeito de redugcdo nos niveis séricos de
triacilgliger6is foi também verificado no decorrer de 30 dias de tratamento.
Observa-se pelo Quadro 3, que no tempo zero o valor médio de triacilglicerol
para o grupo 4 € igual 419,45 passando para 60,02 aos 30 dias de tratamento.

Verifica-se para a antocianina de uva roxa (Quadro 3) uma reducao
estatisticamente significativa pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade para o grupo 4 de 34,02% e o grupo 5 de 33,86%, aos 15 dias.
Verifica-se também que ao decorrer de 30 dias, o grupo 4 apresentou valor
médio de triacilglicerol de 188,27 (tempo 0) sendo que no final do experimento
o valor médio apresentado é de 72,18 (tempo 30).

As Figuras 5 e 6 mostram as médias dos niveis de triacilglicer6is em
funcdo do tempo, para animais tratados com diferentes doses de antocianina
do repolho roxo e uva roxa, respectivamente.

Observa-se que o nivel plasmético de triacilglicerol para os grupos que
receberam 50, 100 e 150 mg de antocianina de repolho roxo e uva roxa no
periodo de 15 e 30 dias apresentaram uma reducao, quando comparados com
o grupo controle (RCAC). Sendo que, o efeito de reducao é mais intensificado
no grupo que recebeu 100 mg de antocianina de repolho roxo e uva roxa, aos
15 e 30 dias de tratamento (Figura 5 e 6).

O efeito de reducdo de niveis elevados de triacilgliceréis séricos foi
também verificado por VALENTE (1998) que pesquisou o efeito dos corantes
naturais curcuma, antocianina, carmim e monascus nos niveis de triacilglicerois
sanguineos em ratos hipercolesterolémicos nas doses de 40 e 80 mg/kg de
peso, observando uma reducdo nos niveis sérico desse parametro para 0S
corantes naturais curcuma, antocianina e monascus nhdo se observando,
entretanto, diferenca significativa, quanto a esse efeito entre as doses de 40 e

80 mg.
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NAGEM et al. (1999), estudando os efeitos de alguns flavonoides, entre
eles a antocianina, no metabolismo lipidico de ratos com hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia induzida por triton, verificaram reducgdo estatisticamente
significativa dos niveis de triacilglicerois e colesterol.

BOK et al. (1999), estudando os efeitos da mistura de dois flavonéides
(naringina + hesperidina) em ratos machos, verificaram reducdo consideravel
no nivel de triacilglicerois do figado.
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Figura 5 — Médias de triacilglicerol de coelhos machos submetidos a
diferentes dietas com antocianina de repolho roxo, em funcéo
do tempo. As barras significam erro padréo.
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Figura 6 — Médias de triacilglicerol de coelhos machos submetidos a
diferentes dietas com antocianina de uva roxa, em funcao
do tempo. As barras significam erro padrao.

4.1.4 — Avaliacdo dos pesos dos animais na hipercolesterolemia

As médias dos pesos de coelhos machos, obtidos durante o periodo
experimental de 30 dias, estéo dispostas no Quadro 4.

Observa-se pelo Quadro 4, um aumento nao estatisticamente
significativo no grupo 4 de 9,30% (15 dias) para a antocinina do repolho roxo e
para antocianina de uva roxa no grupo 5 de 8,65% (O dias), em relacdo ao
grupo 2.

As Figuras 7 e 8 mostram as médias dos pesos em funcdo do tempo,
para animais tratados com diferentes doses de antocianina do repolho roxo e
uva roxa, respectivamente.

Verifica-se pelas Figuras 7 e 8 que cada grupo apresentou um ganho de
peso em relacdo ao tempo de tratamento. Pode-se observar também pela
Figura 7 que aos 15 e 30 dias de tratamento o grupo que recebeu 100 mg de
antocianina do repolho roxo e o grupo que recebeu 150 mg de uva roxa (Figura
8) apresentaram um peso maior do que o grupo controle (RCAC), pode-se

portanto associar tal fato a ndo ingestédo de corante, pois 0s outros grupos
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Quadro 4 — Pesos médios, em Kg, de coelhos machos submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e uva roxa e avaliados
aos 15 e 30 dias.

Pesos % variacao Pesos % variacao
Tempo  Grupos n Dietas (Kg) (RCAQC) (Kg) (RCAQ)
(dias) Repolho roxo Repolho roxo Uva roxa Uva roxa
0 G 6 Racéo (R) 1,608 - 1,395 -
G, 6 R + Colesterol + acido célico (RCAC) 1,596 - 1,457 -
Gs 6 RCAC + 50 mg de antocianina 1,553 - 2,69 1,395 - 4,25
G, 6 RCAC + 100 mg de antocianina 1,733 + 8,58 1,453 -0,27
Gs 6 RCAC + 150 mg de antocianina 1,612 + 1,00 1,583 + 8,65
15 G, 6 Racéao (R) 1,863 - 1,773 -
G, 6 R + Colesterol + acido célico (RCAC) 1,956 - 1,819 -
G; 6 RCAC + 50 mg de antocianina 1,929 -1,38 1,702 -6,43
G, 6 RCAC + 100 mg de antocianina 2,138 + 9,30 1,668 - 8,30
Gs 6 RCAC + 150 mg de antocianina 1,938 - 0,92 1,876 + 3,13
30 G, 6 Racio (R) 2,001 - 2,162 -
G, 6 R + Colesterol + acido célico (RCAC) 2,295 - 2,240 -
G; 6 RCAC + 50 mg de antocianina 2,201 -4,09 2,114 -5,62
G, 6 RCAC + 100 mg de antocianina 2,459 +7,14 2,184 - 2,50
Gs 6 RCAC + 150 mg de antocianina 2,228 -2,92 2,299 + 2,63

" Estatisticamente diferente do grupo 2 (controle) pelo teste de Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade.
n = n® de repeticdes
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tratados n&o apresentaram aumento. Uma justificativa seria que no tempo zero
estes grupos ja apresentavam um peso maior do que 0s outros grupos, sendo
que, o grupo que recebeu 100 mg de antocianina do repolho roxo (Figura 7)
apresentou um peso médio de 1,733 kg (tempo zero) e o grupo que recebeu
150 mg de uva roxa (Figura 8) apresentou um peso médio de 1,583 kg (tempo
zero). Chegando ao final do experimento com um peso médio de 2,459 Kg para

antocianina de repolho roxo e 2,299 Kg para a antocianina de uva roxa.

37 W Racéo
2,5 - T [0RCAC
~ 2 e = [ ] o50mg
= |
é T 0100 mg
o 157 0150 mg
g 1
0,5 -
O _

0 15 30
Tempo (dias)

Figura 7 — Médias dos pesos de coelhos machos submetidos a diferentes
dietas com antocianina de repolho roxo, em funcao do tempo.
As barras significam erro padréo.
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Figura 8 — Médias dos pesos de coelhos machos submetidos a diferentes
dietas com antocianina de uva roxa, em funcdo do tempo. As
barras significam erro padrao.

4.2 — Modelo experimental do segundo ensaio biolégico — Toxicologia
aguda (doses repetidas)

4.2.1 — Colesterol total

As médias das concentracGes de colesterol total sangtiinea de coelhos
machos e fémeas, obtidos durante o periodo experimental de 30 dias para a
antocianina do repolho roxo e uva roxa, estdo dispostas no Quadro 5 e 6,
respectivamente.

Verifica-se pelo Quadro 5, em relagcdo ao colesterol total, que houve
diferenca estatisticamente significativa pelo teste F, ao nivel de 5% de
probabilidade entre machos e fémeas no grupo 2, aos 30 dias. Aos 15 dias,
observa-se para o grupo dos machos uma reducéo de 31,04% e 31,09% para
0S grupos 2 e 3, respectivamente, em relagcdo ao grupo tratado com racéo,
sendo estatisticamente significativo pelo teste de Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade. Quanto as fémeas, o grupo que mais variou foi o grupo 4, que foi

uma reducdo de 30,23% (15 dias), apesar desta reducdo nao ser
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estatisticamente significativa pelo teste de Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Analisando-se o Quadro 6, verifica-se que nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre machos e fémeas no nivel sérico de
colesterol total, aos 15 e 30 dias.

O grupo dos machos que mais variou em relacdo ao controle foi uma
reducdo de 13,05% no grupo 4 (15 dias) e para as fémeas a reducéo foi de
16,65% no grupo 3 (15 dias), quando comparado ao grupo 1. Apesar desta
reducdo nado ser estatisticamente significativa pelo teste Dunnett, ao nivel de
5% de probabilidade (Quadro 6).

Quadro 5 — Valores médios de colesterol total, em mg/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e
avaliados aos 15 e 30 dias.

Colesterol total % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G; Racdo (R) 126,20 A 108,83 A - -

G, Racéo + 50 mg de antocianina 87,03A 101,57 A -31,04* - 6,67
G3 Racédo + 100 mg de antocianina 86,97 A 95,13 A -31,09* -12)59
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 108,40 A 7593 A -14,10 - 30,23

30 G, Racéo (R) 110,87 A 112,83 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 90,80B 13250A -18,10 +17,43
Gs Racdo + 100 mg de antocianina 86,07 A 112,03 A -22,37 -0.71
G, Racéo + 150 mg de antocianina 107,07 A 80,67A -3,43 - 28,50

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).
* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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Quadro 6 — Valores médios de colesterol total, em mg/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com uva roxa e avaliados
aos 15 e 30 dias.

Colesterol total % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 117,73 A 113,17 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 117,73 A 114,60 A 0,00 + 1,26
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 116,87 A 94,33 A -0,73 - 16,65
Gy Racédo + 150 mg de antocianina 102,37 A 109,40 A - 13,05 -3,33
30 G, Ragéo (R) 92,90 A 94,93 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 99,83 A 97,60 A + 7,46 +2,81
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 92,40 A 85,97 A -0,54 -9,44
G, Racéo + 150 mg de antocianina 90, 23 A 89,97 A -2,87 -5,22

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).
* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

As Figuras 9 e 10 mostram as médias dos niveis de colesterol total em
funcdo das doses de antocianina do repolho roxo e uva roxa/tempo,
respectivamente.

Observa-se pela Figura 9, que as fémeas aos 15 e 30 dias de tratamento
apresentaram uma menor concentracdo de colesterol total com 150 mg de
antocianina do repolho roxo. Para os machos essa redugédo foi mais
intensificada com 100 mg (15 e 30 dias), quando comparado ao grupo controle
(0 mg de antocianina).

Para a antocianina da uva roxa (Figura 10) verifica-se aos 15 e 30 dias
que a dose 100 mg foi a mais eficiente na reducdo da concentracdo de
colesterol total para as fémeas. Nos machos essa reducéo foi observada na
dose de 150 mg, em relacdo ao grupo controle (0 mg de antocianina).

Essa reducédo do colesterol nos grupos das fémeas e machos pode ser
explicado pelo fato de que os flavondides sdo capazes de inibir o processo
oxidativo da particula de LDL. Os flavondéides reagiriam com ions superéxido,
via transferéncia de elétron para o radical peréxido. Portanto, essa acao dos

flavondides é explicada com uma das formas de reducdo do colesterol da
circulacdo (DE WHALEY et al., 1990).
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Antocianinas isoladas das raizes da planta Brassica campestris L.,
identificadas como cianidina-3-diglicosidio-5-monoglicosideo (rubrobrassicina),
cianidina-3,5-diglicosideo e cianidina-3-monoglicosideo, foram testadas nas
doses de 0,03% de rubrobrassicina e 0,045% de uma mistura das duas outras,
na proporcao de 2:1, respectivamente. Quanto a seus efeitos nos niveis de
colesterol sérico. Adicionadas na alimentacdo de ratos, juntamente com
colesterol e colato de sédio, verificou-se, apds trés semanas, que 0S animais
tratados com a mistura das duas antocianinas apresentaram niveis de
colesterol total sérico menores que o controle, porém ndo em grau
estatisticamente significativo, enquanto rubrobrassicina praticamente néo
mostrou efeito de reducdo (IGARASHI et al., 1990).

180 + m Fémeas
160 - O Machos
140 -
120 -
100 -
80
60 -
40 -
20 -
0 o
0/15 50/15 100/15 150/15 0/30 50/30 100/30 150/30

Colesterol total (mg/dL)

Antocianina do repolho roxo (mg/tempo)

Figura 9 - Médias de colesterol total de coelhos machos e fémeas em
funcdo de diferentes dietas com antocianina de repolho
roxo/tempo. As barras significam erro padréo.
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Figura 10 — Médias de colesterol total de coelhos machos e fémeas em
funcdo de diferentes dietas de antocianina de uva roxa
/tempo. As barras significam erro padrao.

BOK et al. (1999) em um estudo onde foram testados os efeitos
farmacologicos do extrato de mexerica e de uma mistura de dois flavondides de
frutas citricas sobre o colesterol sangliineo. A hipercolesterolemia foi induzida
em ratos machos com uma dieta de 1g de colesterol/100g de peso corporal,
durante 42 dias, com suplemento de extrato de mexerica ou uma mistura de
naringenina e hesperidina, com dosagem igual a 0,5 g/100g neste estudo
observou-se que o extrato de casca de mexerica e mistura dos flavondides
reduziram significativamente os niveis plasmaticos de colesterol, colesterol
hepatico e triglicerideos hepaticos dos grupos experimentais em comparacao

com o controle.
4.2.2 — Colesterol-HDL
As médias das concentracfes de colesterol-HDL sangiineo de coelhos
machos e fémeas, obtidos durante todo periodo experimental de 30 dias, para

a antocianina de repolho roxo e uva roxa, estdo dispostas no Quadro 7 e 8,

respectivamente.
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A analise do Quadro 7 e 8, indica que nao houve diferenca
estatisticamente significativa pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade
entre machos e fémeas nos niveis sérico de colesterol-HDL no periodo de 15 e
30 dias.

Aos 15 dias, verifica-se pelo Quadro 7, um aumento de colesterol-HDL
de 31,50% para os machos e para as fémeas um aumento de 14,90% no grupo
3, quando comparado com o grupo 1, sendo esse aumento né&o
estatisticamente significativo pelo teste de Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Pelo quadro 8, observa-se um aumento estatisticamente significativo
pelo teste de Dunnett, ao nivel de 5% probabilidade de 28,20% para os machos
no grupo 2 (30 dias), quando comparado com o grupo 1. Quanto as fémeas
nao observou nenhum aumento, mas uma reducdo nao estatisticamente

significativa de 11,33% no grupo 2 (15 dias).

Quadro 7 — Valores médios de colesterol-HDL, em mg/dL, de coelhos machos
e fémeas submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e
avaliados aos 15 e 30 dias.

Colesterol-HDL % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 27,90 A 31,33 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 35,90 A 3543A +28,67 +13,09
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 36,69 A 36,00A +31,50 +14,90
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 34,80 A 33,30A +24,73 + 6,29
30 G, Ragéo (R) 3660A 37,03A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 38,43 A 42,23 A + 5,00 +14,04
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 37,63 A 36,70 A +2,81 - 0,89
G, Racéo + 150 mg de antocianina 31,70 A 32,47 A -13,39 -12,31

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).

* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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Quadro 8 — Valores médios de colesterol-HDL, em mg/dL, de coelhos machos
e fémeas submetidos a diferentes dietas com uva roxa e avaliados
aos 15 e 30 dias.

Colesterol-HDL % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 43,50 A 50,13 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 49,57 A 4445A +1395 -11,33
Gs Racdo + 100 mg de antocianina 45,47 A 4777 A +4,53 -4,71
G4 Racdo + 150 mg de antocianina 46,77 A 49,70 A +7,52 - 0,86
30 G, Racéo (R) 37,34 A 44,37 A - -

G, Racéo + 50 mg de antocianina 47,87 A 41,15A +28,20° -7,26

Gs Racéo + 100 mg de antocianina 34,73 A 39,79 A - 6,99 -10,32

G, Racéo + 150 mg de antocianina 30,61 A 40,03 A - 18,02 -9,78

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).
* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

As Figuras 11 e 12 mostram as médias dos niveis de colesterol-HDL em
funcdo das doses de antocianina do repolho roxo e uva roxa/tempo,
respectivamente.

Pela Figura 11, observa-se que machos e fémeas aos 15 e 30 dias
apresentaram um aumento na concentracao de colesterol-HDL em relagdo ao
controle (0 mg de antocianina do repolho roxo), exceto na dose de 150 mg (30
dias). Sendo que, a dose de 50 mg apresentou maior concentracdo deste
constituinte, tanto para os machos e fémeas, no periodo de 30 dias.

Para a antocianina de uva roxa (Figura 12), verifica-se que as fémeas
apresentaram uma reducdo na concentracdao de colesterol-HDL para as trés
doses aos 15 e 30 dias, quando comparado ao controle (0 mg). Para os
machos essa reducéo foi observada na dose de 100 e 150 mg (30 dias), em
relacdo ao controle. Sendo que, a dose de 50 mg para os machos apresentou
um maior aumento deste constituinte, aos 15 e 30 dias.

Os altos niveis de colesterol-HDL reduzem os riscos de cardiopatias
coronarias, seu efeito € oposto ao do colesterol-LDL. Nas populacdes em que

sado altas as concentracdfes tanto de LDL como de colesterol-HDL, os
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individuos com niveis menores de HDL estdo mais expostos a cardiopatias
coronarias. As particulas de HDL facilitam o transporte de colesterol dos
tecidos periféricos ao figado para a sua excrecédo (FUENTES, 1998).

NAGEM et al. (1999) ao avaliarem o efeito hipolipidémico de naringina,
antocianina e carmim isoladamente e em associacdo em ratos hiperlipidémicos,
mostraram que a associacdo naringina + antocianina e naringina + carmim
apresentaram os melhores resultados para colesterol e triacilglicerol enquanto
que naringina e naringina associada a antocianina apresentaram os melhores

resultados para colesterol-HDL.
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Figura 11 - Médias de colesterol-HDL de coelhos machos e fémeas em
funcdo de diferentes dietas com antocianina de repolho
roxo/tempo. As barras significam erro padréo.
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Figura 12 — Médias de colesterol-HDL de coelhos machos e fémeas em
funcdo de diferentes dietas de antocianina de uva roxa
/tempo. As barras significam erro padrao.

4.2.3.- Triacilglicerol

As médias das concentracdes de triacilglicerol sangtineo de coelhos
machos e fémeas, obtidos durante o periodo experimental de 30 dias para a
antocianina do repolho roxo e uva roxa, estdo dispostas no Quadro 9 e 10,
respectivamente.

Analisando-se o Quadro 9, verifica-se em relagao ao triacilglicerol, que
houve diferenca estatisticamente significativa pelo teste F, ao nivel de 5% de
probabilidade entre machos e fémeas no grupo 1 (15 dias), ou seja, no grupo
que recebeu somente racdo. Nao observou-se diferenca estatisticamente
significativa nos grupos que receberam antocianina do repolho roxo, podemos
entdo concluir que a substancia-teste alterou os niveis de triacilglicerol dos
animais, levando a uma igualdade entre os sexos.

Em relacédo ao Quadro citado, pode-se observar que os machos, aos 15
dias, apresentaram uma reducdo estatisticamente significativa pelo teste

Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade no grupo 2 de 43,00% e no grupo 4
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de 39,14%, quando comparado com o grupo 1. Para as fémeas essa reducéo
foi observada, aos 30 dias, no grupo 2 de 29,69% e grupo 4 de 31,89%,
quando comparado com o grupo 1, sendo estatisticamente significativo pelo
teste Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade.

Quanto a antocinina de uva roxa, observa-se pelo Quadro 10, em
relacéo ao triacilglicerol, que houve diferenca estatisticamente significativa pelo
teste F, ao nivel de 5% de probabilidade entre machos e fémeas no grupo 4 (15
dias). Em relagdo aos machos, verifica-se uma reducdo ndo estatisticamente
significativa no grupo 4 de 50,83% e um aumento para fémeas estatisticamente
significativo pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade no grupo 4 de
288,47% . Para as fémeas observa-se que 0 grupo que recebeu 150 mg de
antocianina de uva roxa (grupo 4) apresentou um valor médio de triacilglicerol
de 306,50 mg/dL (15 dias), sendo que o valor médio de triacilglicerol foi
reduzido para 93,60 mg/dL (30 dias).

Quadro 9 — Valores médios de triacilglicerol, em mg/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e
avaliados aos 15 e 30 dias.

Triacilglicerol % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos  Fémeas Machos Fémeas
15 G, Ragéo (R) 126,03 A 88,63B - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 71,83 A 87,03 A -43,00* -1,80
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 103,62 A 81,73A -17,78 -7,78
G, Racéo + 150 mg de antocianina 76,70 A 90,10 A -39,14 + 1,66
30 G, Racéo (R) 80,83 A 108,90 A - -

G, Racéo + 50 mg de antocianina 61,20 A 76,57 A - 24,28 -29,69°
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 71,03 A 8240A -12,12 - 24,33
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 67,97 A 7417A -1591 -31,89

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).
* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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Quadro 10 — Valores médios de triacilglicerol, em mg/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com uva roxa e avaliados
aos 15 e 30 dias.

Triacilglicerol % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G; Racdo (R) 108,40 A 78,90 A - -

G, Racéo + 50 mg de antocianina 172,93 A 113,00A +5953 +43,22
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 96,77 A 102,73 A -10,73 +30,20
G4 Racado + 150 mg de antocianina 53,30 B 306,50 A -50,83 + 288,47

30 G, Racéo (R) 91,10 A 78,87 A - -
G, Racdo + 50 mg de antocianina 105,00 A 9350A +1526 + 18,55
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 139,53 A 9447A +53,16 +19,78
G, Racéo + 150 mg de antocianina 90,87 A 93,60 A -0,25 + 18,68

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).
* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

As Figura 13 e 14 mostram as médias dos niveis de triacilglicerol em
funcdo das doses de antocianina do repolho roxo e uva roxa/tempo,
respectivamente.

Observa-se pela Figura 13, quanto os machos, que as doses de 50, 100
e 150 mg de antocianina do repolho roxo reduziram a concentracdo de
triacilglicerol em relacdo ao grupo controle (0 mg) no tempo de 15 e 30 dias.
Sendo que, a dose de 50 mg de antocianina do repolho roxo (30 dias)
apresentou menor concentracdo de triacilglicerol para os machos e para as
fémeas a dose 150 mg de antocianina do repolho roxo (30 dias). Aos 15 dias,
as fémeas ndo apresentaram grandes variacbes na concentracdo de
triacilglicerol para os grupos tratados com antocianina do repolho roxo, em
relacdo ao controle. Somente foi observado uma maior variacdo deste
constituinte em relacé&o ao controle aos 30 dias.

Pela Figura 14, quanto a antocianina de uva roxa, observa-se que aos
15 e 30 dias, as fémeas apresentaram um aumento na concentracdo de

triacilglicerol em relagédo ao grupo controle (0 mg), sendo que, a dose de 150
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mg de antocianina de uva roxa (15 dias) apresentou um aumento mais
intensificado para as fémeas e para 0os machos essa dose apresentou um
efeito de reducéo para este constituinte.

Diversos estudos tem mostrado o efeito hipolipidémico de flavondides
sobre triacilglicer6is podendo ser explicados, em parte, pelo aumento da
atividade de lipases, provocada pelos flavondéides. Esta enzima hidrolisa os
triacilglicerdis ocasionando uma maior mobilizagdo dos &cidos graxos
sanguineos para o figado, o tecido muscular e o tecido adiposo (GOMES,
1998).

O efeito de reducdo dos niveis séricos elevados de triacilgliceréis é
considerado um resultado positivo no organismo humano, nao sé na prevencgao
da pancreatite aguda, mas também porque h& evidéncias de que a
hipertrigliceridemia esteja relacionada ao aumento da concentracao sérica de
fatores da coagulacdo sanglinea e, também a diminuicdo da atividade
fibronolitica do soro. Tais alteracées no sistema de coagulacdo podem facilitar
0 processo de aterosclerose (NOVAZZI e MARTINEZ, 1994).

LOPES (2001) em seu trabalho com coelhos hipertrigliceridémicos,
verificou-se que associacdo entre naringinina (flavonoéides) e chistosan foi
bastante eficiente em promover a reducao de triacilgliceréis no sangue desses

animais.

76



400 +
350 -
300 +
250 +
200 +
150
100

50 +

@ Fémeas
1 Machos

Triacilglicerdis (mg/dL)

0/15 50/15 100/15 150/15 0/30 50/30 100/30 150/30

Antocianina do repolho roxo (mg/tempo)

Figura 13 - Médias de triacilglicerol de coelhos machos e fémeas em
funcdo de diferentes dietas com antocianina de repolho
roxo/tempo. As barras significam erro padréo.
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Figura 14 — Médias de triacilglicerol de coelhos machos e fémeas em
funcdo de diferentes dietas com antocianina de uva
roxaltempo. As barras significam erro padréo.
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JAHROMI et al. (1993) verificaram reducdo significativa nos niveis de
triacilglicerois séricos em ratos hiperlipidémicos induzidos tanto por dieta
quanto por triton WR-1339, utilizando o flavondide pterosupina, isolado da
planta Pterocarpus marsupin.

VALENTE (1998) observou uma reducdo dos niveis séricos de
triacilglicerdis ao pesquisar o efeito dos corantes naturais, curcuma,
antocianina e monascus em ratos hipercolesterolémicos. ITAYA e IGARASHI
(1992) verificaram o efeito de reducdo dos niveis de triacilglicerois e acidos
graxos livres por malvina contida em uvas (Vitis coignetiae P.) em ratos

alimentados com dieta sem colesterol.

4.2.4.- Glicose

As médias da concentracdo de glicose sanguinea de coelhos machos e
fémeas, obtidos durante todo periodo experimental de 30 dias, para a
antocianina de repolho roxo e uva roxa, estdo dispostas no Quadro 11 e 12,
respectivamente.

Verifica-se pelo Quadro 11, que machos e fémeas diferiram
significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F, em relacéo
aos niveis de glicose, somente no grupo 3 (30 dias). Os machos apresentaram
um aumento significativo pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade
de 17,18% nos niveis séricos de glicose, no periodo de 30 dias. Para as
fémeas observou-se um aumento nado significativo de 9,12 no grupo 2, em
relacdo ao grupo 1, aos 15 dias.

Pela andlise feita no Quadro 12, observa-se que aos 15 dias, machos e
fémeas diferiram significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste
F, em relacdo aos niveis de glicose, somente no grupo 4. Observa-se para 0S
machos uma reducao de 14,86% no grupo 2 e 13,63% no grupo 4, aos 30 dias,
sendo estatisticamente significativo pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade e para as fémeas uma reducao néo estatisticamente significativa
no grupo 4 de 10,95% (30 dias).
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Quadro 11 — Valores médios de glicose, em mg/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e
avaliados aos 15 e 30 dias.

Glicose % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racdo (R) 141,60 A 145,00 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 148,70 A 158,23 A +5,01 +9,12
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 147,77 A 147,10 A +4,36 + 1,45
G, Racéo + 150 mg de antocianina 150,17 A 149,77 A +6,05 + 3,29
30 G, Racéo (R) 121,03 A 124,13 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 135,17 A 123,13A +11,68 -0,81
Gs Racdo + 100 mg de antocianina 141,83 A 121,08 B+ 17,18 -2,46
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 132,33 A 119,47 A +9,34 -3,75

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).

* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Quadro 12 — Valores médios de glicose, em mg/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com uva roxa e avaliados
aos 15 e 30 dias.

Glicose % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 149,10 A 131,20 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 13350A 128,85A -10,46 -1,79
G3 Racédo + 100 mg de antocianina 147,90 A 130,50A -0,80 - 0,53
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 137,67 A 118,20B -7,67 -9,91
30 G. Racéo (R) 154,07 A 138,13 A : :
G, Racéo + 50 mg de antocianina 131,17 A 12585A -14,86* - 8,89
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 138,93 A 141,10A -9,83 +2,15
G, Racéo + 150 mg de antocianina 133,07 A 123,00A - 13,63 -10,95

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).

Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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As Figuras 15 e 16, mostram as médias dos niveis de glicose em funcéo
das doses de antocianina do repolho roxo e uva roxa/tempo, respectivamente.

Pela Figura 15, certifica-se que machos e fémeas apresentaram um
aumento na concentracdo de glicose nos grupos tratados com antocianina do
repolho roxo no periodo de 15 dias, quando comparados com o controle (O
mg). Aos 30 dias, observa-se somente para 0os machos esse aumento de
glicemia, sendo que, para as fémeas o nivel de glicose ndo apresentou
alteracdes relevantes em relacao ao controle.

Quanto a antocianina de uva roxa (Figura 16) certifica-se uma pequena
reducdo da glicemia na dose de 150 mg (15 dias) para fémeas e 50 mg (30

dias) para os machos.

180 -
160 - m Fémeas
140 - O Machos
120 |
100 -
80 -
60 -
40 -
20 -
0 A =
0/15 50/15 100/15 150/15 0/30 50/30 100/30 150/30

Antocianina do repolho roxo (mg/tempo)

Glicose (mg/dL)

Figura 15 - Médias de glicose de coelhos machos e fémeas em funcéo de
diferentes dietas com antocianina de repolho roxo/tempo. As
barras significam erro padréo.
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Figura 16 — Médias de glicose de coelhos machos e fémeas em funcéo de
diferentes dietas com antocianina de uva roxa /tempo. As
barras significam erro padréo.

Como o experimento de antocianina de repolho roxo e uva roxa foram
realizados em periodos experimentais e temperatura diferentes, sendo que, a
temperatura € um fator que gera estresse e influéncia no metabolismo
energético. O aumento da glicemia observado para a antocianina de repolho
roxo pode estar relacionado com a presenca de estresse calérico que pode
levar ao aumento de cortisol e da glicemia, uma vez que nao houve controle de
temperatura durante os experimentos.

Segundo OLIVEIRA (1999a), os animais criados em seu meio natural ou
em condic¢des artificiais estdo submetidos, constantemente, a um conjunto de
forcas externas que podem causar a ruptura deste equilibrio interno, chamado
homeostase. Os sintomas ou as respostas nao especificas decorrentes da
atuacao destes fatores externos chama-se estresse, que manifesta-se na forma
de uma sindrome, chamada “sindrome geral da adaptacéo”, através da qual o
organismo animal procura reduzir os seus efeitos. Segundo Stott (1981) citado
por OLIVEIRA (1999a), o estresse pode ser climatico, resultante do frio ou do
calor, nutricional, devido a privacdo da agua ou alimento, social, decorrente dos
problemas de organizacdo social, ou interno, devido a algumas desordens
fisiologicas, toxinas ou patdgenas.

Segundo este mesmo autor, quando a temperatura ambiental

ultrapassar a faixa de conforto térmico, que no coelho estd compreendida entre
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15 e 18°C, é ativado uma série de mecanismo destinados a manter a
temperatura corporal constante, envolvendo o0 consumo voluntério,
metabolismo protéico, energético, balanco de agua e eletrélitos e secrecdo
hormonal.

Segundo KOZMA et al., (1974), o metabolismo de carboidratos é
freqientemente mensurado através da determinacéo da glicose sérica. Dentre
os fatores que afetam os niveis normais em coelhos estdo os distlrbios
hereditarios, idade, hipotermia, medicamentos e dieta.

FRINHANI (1998), ao investigar os efeitos de antocianinas de uva roxa e
de Tradescantia pallida nos niveis de glicose de ratos diabéticos, verificou-se
que, num periodo de 21 dias de experimento, essas substancias conseguiram
reduzir, consideravelmente, os niveis de glicose desses animais do décimo
guarto dia de tratamento.

Estudos feitos por ONUNKWO (1996) com extrato de folhas de Bridelia
ferruginea, contendo rutina, um flavondides, mostrou uma reducéo da glicemia

de 40% em coelhos normais.

4.2.5 — Creatinina

As médias da concentracao de creatinina sanguinea de coelhos machos
e fémeas, obtidos durante todo periodo experimental de 30 dias, para a
antocianina de repolho roxo e uva roxa, estdo dispostas no Quadro 13 e 14,
respectivamente.

Avaliando-se o Quadro 13, verifica-se que 0 mesmo mostra que machos
e fémeas diferiram significativamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo
teste F, em relacdo aos niveis de creatinina, somente no grupo 1 (controle),
aos 15 e 30 dias, ndo observando diferenca significativa entre machos e
fémeas nos grupos que receberam tratamento. O que nos leva a crer que essa
diferenca nos niveis de creatinina € devido a uma diferenca normal entre
sexos, e como ndo houve diferenga nos grupos que receberam a antocianina,
podemos concluir que tal substancia alterou os niveis de creatinina dos

animais, levando a uma relativa equiparacao.
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Quadro 13 — Valores médios de creatinina, em mg/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e
avaliados aos 15 e 30 dias.

Creatinina % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos  Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 1,94 A 1,38 B - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 1,25A 1,14 A -3557  -17,39
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 1,24 A 1,17 A -36,08° -15,22
G, Racéo + 150 mg de antocianina 1,27 A 1,28 A - 34,54 -7,25
30 G, Racéo (R) 1,75 A 1,39B - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 1,36 A 1,24 A -22,29 -10,79
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 1,28 A 1,30 A - 26,86 - 6,47
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 1,34 A 1,31 A - 23,43 -5,76

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).

* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Quadro 14 — Valores médios de creatinina, em mg/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com uva roxa e avaliados
aos 15 e 30 dias.

Creatinina % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G; Racéo (R) 1,26 A 134 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 1,14 A 1,14 A -9,52 - 14,93
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 1,15A 1,15A -8,73 -14,18
G, Racéo + 150 mg de antocianina 1,15 A 1,28 A -8,73 -4,48
30 G, Racéo (R) 141 A 141A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 1,19 A 1,30 A -15,60 -7.80
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 1,16 A 1,32 A 217,73 - 6,38
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 1,14B 1,36 A -19,15° - 3,55

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).

* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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Pela observacdo do Quadro citado verifica-se que houve uma reducao
estatisticamente significativa, pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% probabilidade
para machos no grupo 2 de 35,57%, grupo 3 de 36,08% e grupo 4 de 34,54%
aos 15 dias. Aos 30 dias, essa reducao foi de 22,29% no grupo 2, 26,86% no
grupo 3 e 23,43% no grupo 4, quando comparado com o grupo 1. Apesar de
haver uma reducao para as fémeas de 17,39% no grupo 2 e 15,22% no grupo
3, em relacdo ao grupo 1, esta reducao néo foi estatisticamente significativa.

Pelo Quadro 14, observa-se que machos e fémeas diferiram
significativamente ao nivel de 5% probabilidade pelo teste F, em relacdo aos
niveis de creatinina, somente no grupo 4 (30 dias).

Pela analise feita no Quadro citado, verifica-se que machos
apresentaram, uma reducéo no grupo 2 de 15,60%, grupo 3 de 17,73% e grupo
4 de 19,15%, aos 30 dias e as fémeas uma reducdo no grupo 2 de 14,93%,
guando comparados com o grupo 1 (controle), sendo estatisticamente
significativo pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade.

As Figuras 17 e 18 mostram as médias dos niveis de creatinina em
funcdo das doses de antocianina do repolho roxo e uva roxa/tempo,
respectivamente.

Observando as respectivas Figuras citadas acima, verifica-se que 0s
grupos dos machos e fémeas que receberam antocianina do repolho roxo e
uva roxa no periodo de 15 e 30 dias, reduziram a concentra¢cdo de creatinina,
guando comparados com o grupo controle (0 mg), levando-nos a concluséo de
que a antocinina do repolho roxo e uva roxa tem efeito sobre o metabolismo de
creatinina.

Para a antocianina do repolho roxo, verifica-se aos 15 dias, uma menor
concentracdo de creatinina para os machos na dose de 100 mg e para fémeas
de 50 mg e para a antocianina de uva roxa a dose de 50 mg, aos 15 dias, para
machos e fémeas.

Considerando-se os valores normais de creatinina, segundo LOPES
(2001), para machos de 1,18 mg/dL e para fémeas de 1,24 mg/dL e os valores
normais de creatinina em humanos entre 1 a 2 mg/dL (RAGAN, 1989). Apesar
de haver uma reducdo deste constituinte, observa-se que o0s grupos que
receberam antocianina do repolho roxo e uva roxa (Figura 17 e 18)



apresentaram valores de creatinina préximo ao encontrado por LOPES (2001)
e dentro da faixa permitida em humanos.

2 - m Fémeas
1 Machos

Creatinina (mg/dL)

0/15 50/15 100/15 150/15 0/30 50/30 100/30 150/30

Antocianina do repolho roxo (mg/tempo)

Figura 17 - Médias de creatinina de coelhos machos e fémeas em funcao
de diferentes dietas com antocianina de repolho roxo/tempo.
As barras significam erro padrao.

m Fémeas
O Machos

Creatinina (mg/dL)

0/15  50/15 100/15 150/15 0/30  50/30 100/30 150/30

Antocianina de uva roxa (mg/tempo)

Figura 18 — Médias de creatinina de coelhos machos e fémeas em funcao

de diferentes dietas com antocianina de uva roxa/tempo. As
barras significam erro padréo.
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4.2.6 — Albumina

As médias da concentracdo de albumina sanguinea de coelhos machos
e fémeas, obtidos durante periodo experimental de 30 dias, para antocianina
do repolho roxo e uva roxa , estdo dispostas no Quadro 15 e 16,
respectivamente.

Observa-se pelo Quadro 15, que os niveis séricos de albumina foram
significativamente diferente entre sexos, ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste F, no grupo que nao recebeu antocianina do repolho roxo (grupo 1), aos
30 dias. Nao havendo diferenca significativa entre sexo nos grupos que
receberam tratamento. Supondo-se que a antocianina do repolho roxo
interferiu-se no metabolismo de albumina, havendo um aumento nos machos e
diminuicdo nas fémeas em relacdo ao controle, igualando os niveis de

albumina entre os sexos.

Quadro 15 — Valores médios de albumina, em g/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e
avaliados aos 15 e 30 dias.

Albumina % variacao
Tempo  Grupos Dietas (g/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 4,87 A 4,92 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 4,82 A 4,60 A -1,03 - 6,50
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 4,50 A 4,68 A -7,60° -4,88
Gy Ragdo + 150 mg de antocianina 4,47 A 471A  -821 - 4,27
30 G, Racéo (R) 4,36 B 4,84 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 4,63 A 459 A +6,19 -5,16
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 4,24 A 4,48 A -2,75 -7,44
G, Racéo + 150 mg de antocianina 4,30 A 4,36 A -1,38 -9,92°

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).
* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

86



Quadro 16 — Valores médios de albumina, em g/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com uva roxa e avaliados
aos 15 e 30 dias.

Albumina % variacao
Tempo  Grupos Dietas (g/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 5,04 A 4,90 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 4,69 A 4,90 A -6,94 0,00
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 4,93 A 4,72 A -2,18 - 3,67
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 4,61 A 4,05 A - 8,53 -17,35
30 G, Racéo (R) 4,96 A 4,95 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 4,95 A 4,88 A - 0,20 -1,41
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 4,93 A 4,93 A - 0,60 - 0,40
G, Racéo + 150 mg de antocianina 453 A 4,44 A - 8,67 -10,30

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).
* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Pelo Quadro citado, observa-se que o grupo dos machos apresentaram
uma reducdo estatisticamente significativa pelo teste Dunnett, ao nivel de 5%
de probabilidade, no grupo 3 de 7,60% e grupo 4 de 8,21% (15 dias). Para as
fémeas essa reducao foi aos 30 dias no grupo 3 de 7,44% e grupo 4 de 9,92%.

Para a antocianina da uva roxa, observa-se pelo Quadro 16, quanto ao
nivel sérico de albumina, que ndo houve diferenca estatisticamente significativa
entre sexos, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F, no grupo controle e
no grupo que recebeu tratamento. Mostrando portanto, que entre sexos, a
antocianina de uva roxa nao interferiu no metabolismo de albumina. Quanto
aos machos, verifica-se uma reducdo ndo estatisticamente significativa de
8,67% (30 dias) e nas fémeas uma reducéo estatisticamente significativa pelo
teste de Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade de 17,35% no grupo 4 (15

dias).
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As Figuras 19 e 20 mostram as médias dos niveis de albumina em
funcdo das doses de antocianina do repolho roxo e uva roxa/tempo,
respectivamente.

Pela anadlise feita nas Figuras citadas, verifica-se que 0s grupos dos
machos e fémeas que receberam tratamentos ndo apresentaram aumento na
concentracao de albumina, quando comparados com o grupo controle, exceto o
grupo dos machos que receberam 50 mg de antocianina do repolho roxo, no
periodo de 30 dias (Figura 19). Aos 30 dias, verifica-se pela Figura 19, que os
machos apresentaram uma diminuicdo mais intensificada na concentracdo de
albumina na dose de 100 mg de antocianina do repolho roxo e para as fémeas
150mg. Na Figura 20, essa diminuicdo foi observada na dose de 150 mg para
machos (30 dias) e fémeas (15 dias) .

Os valores normais de albumina em coelhos encontrados por LOPES
(2001) para machos foi de 4,65 mg/dL e para fémeas 4,33 mg/dL. Observa-se
que esses valores normais estdo bem proximo dos valores encontrados para
0S grupos que receberam como tratamento a antocianina de repolho roxo e uva
roxa.

Em humanos os valores normais de albumina no plasma sé&o na ordem
de 3,5 a 5,0 g/dL, verificam-se valores nesta faixa nos animais que receberam

tratamentos.
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Figura 19 - Médias de albumina de coelhos machos e fémeas em funcao de
diferentes dietas com antocianina de repolho roxo/tempo. As barras
significam erro padréo.
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Figura 20 — Médias de albumina de coelhos machos e fémeas em funcéo de

diferentes dietas com antocianina de uva roxa /tempo. As barras
significam erro padréao.
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Proteinas séricas em coelhos adultos s&o similares aos de outras
espécies. A guantidades relativas de albumina compreendem 40-60% das
proteinas (BORTOLLOTI et al., 1989).

RIBEIRO (2001) verificou-se em seu experimento que a antocianina da
uva roxa e a associacdo de antocianina + naringenina ndo ocasionaram

alteracdes significativas nos niveis sérico de albumina.

4.2.7 — Proteina

As médias da concentracdo de proteina sanglinea de coelhos machos e
fémeas, obtidos durante periodo experimental de 30 dias, para antocianina do
repolho roxo e uva roxa , estdo dispostas no Quadro 17 e 18, respectivamente.

Observa-se pelos Quadros citados, em relacdo ao nivel sérico de
proteina, que ndo houve diferenca estatisticamente significativa pelo teste F, ao
nivel de 5% probabilidade entre machos e fémeas.

Pelo Quadro 17, quanto aos machos observa-se uma maior variagdo em
relacdo ao controle, no grupo 3 e 4, com uma reducao de 17,82% e 10,69%,
respectivamente, aos 15 dias. Aos 30 dias, observa-se uma reducao no grupo
3 de 13,87%. Quanto as fémeas essa reducdo € observada aos 15 dias no
grupo 2 de 12,67% e grupo 3 de 11,64%, sendo essa variagao estatisticamente

significativa pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Quadro 17 — Valores médios de proteina, em g/L, de coelhos machos e fémeas
submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e avaliados aos

15 e 30 dias.
Proteina % variagao
Tempo  Grupos Dietas (g/L)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 64,53 A 61,23 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 58,17 A 53,47 A - 9,86 -12,67°
Gs Racdo + 100 mg de antocianina  53,03A  54,10A -17,82° -11,64
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 57,63 A 5740 A -10,69 - 6,26
30 G, Racéo (R) 61,80 A 60,27 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 56,60 A 55,57 A -8,41 -7,80
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 53,23 A 5417 A -1387 -10,12
G, Racéo + 150 mg de antocianina 58,20 A 55,80 A -5,83 -7,42

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).

* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Quadro 18 — Valores médios de proteina, em g/L, de coelhos machos e fémeas
submetidos a diferentes dietas com uva roxa e avaliados aos 15 e

30 dias.
Proteina % variacao
Tempo  Grupos Dietas (g/L)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 66,05 A 62,68 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 58,98 A 64,00A -10,70 +2,10
G3 Racédo + 100 mg de antocianina 67,29 A 61,37 A +1,88 -2,09
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 63,59 A 62,20 A -3,72 -0,77
30 G, Racéo (R) 64,17 A 61,80 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 60,97 A 61,55 A - 4,99 - 0,40
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 64,27 A 64,63 A + 0,15 + 4,58
G, Racéo + 150 mg de antocianina 57,17 A 57,83A -10,91 - 6,42

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).

* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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Pelo Quadro 18, verifica-se para 0s machos uma reducado
estatisticamente significativa pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% probabilidade,
no grupo 2 de 10,70% (15 dias) e no grupo 4 de 10,91% (30 dias), em relagao
ao grupo 1. Quanto as fémeas a maior variacdo foi no grupo 4 (30 dias) com
uma reducao dos niveis séricos de proteina de 6,42%, porém essa variacao
nao foi estatisticamente significativa.

As Figuras 21 e 22, mostram as médias dos niveis de proteina em
funcdo das doses de antocianina de repolho roxo e uva roxa/tempo,
respectivamente.

Analisando a Figura 21, verifica-se aos 15 e 30 dias, uma reducdo na
concentracdo de proteina nos grupos tratados com 50, 100 e 150 mg de
antocianina de repolho roxo em relacéo ao controle (0 mg de antocianina) para
0s machos e fémeas, sendo que, para os machos essa reducdo foi mais
intensificada na dose de 100 mg e para fémeas na dose de 50 mg, aos 15 dias.

Quanto a antocianina da uva roxa, observa-se pela Figura 22, que néo
houve alteracbes relevantes na concentracdo de proteina quando comparado
com o grupo controle (0O mg), verifica-se uma reducdo na concentracdo de
proteina na dose 150 mg (30 dias) para machos e fémeas. Sendo que, machos
e fémeas apresentaram um aumento deste constituinte na dose 100 mg, sendo
aos 15 dias para os machos e 30 dias para as fémeas.

A concentracdo de proteina total sérica em coelhos é similar o outras
espécies. Um coelho adulto possui em torno de 60-70 g/L de proteina total
sérica (BORTOLOTTI et al., 1989). Os dados encontrados na Figura 21, quanto
a antocianina do repolho roxo, mostram que o0 grupo controle (ragcéo)
apresentou seu nivel de proteina dentro da faixa, para machos e fémeas, aos
15 e 30 dias, sendo que os grupos que receberam tratamentos apresentaram
valores abaixo de 60 g/L. Indicando que a antocianina do repolho roxo teve
efeito no metabolismo de proteina nos machos e fémeas.

Para a antocianina de uva roxa (Figura 22), observa-se valores fora da
faixa (60-70 g/L) para os machos na dose de 50 mg (15 dias) e 150 mg (30
dias) e para fémeas na dose de 150 mg (30 dias).

A reducdo da concentracdo de proteinas totais, de modo geral esta
associada a desordens renais do figado. O aumento da concentracdo de

proteinas total se da em desidratacdo ou choques (FOX, 1970).
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Figura 21 - Médias de proteinas de coelhos machos e fémeas em funcao
de diferentes dietas com antocianina de repolho roxo/tempo.
As barras significam erro padrao.
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VERDE e GOMEZ (1987) estudando os diversos tipos de estresse sobre
as variacfes de proteinas plasmaticas e substancias ndo nitrogenadas em
coelhos, encontraram uma acentuada hipoproteinemia nos animais submetidos
ao estresse térmico, que eles atribuem a uma redug¢do no consumo voluntéario e
também a excessiva perda de proteinas, resultantes do incremento da
protedlise, e também devido a diminui¢do da velocidade de sintese.

LIMA (2000), ao avaliar os efeitos toxicologicos de alguns flavondides
(dentre eles a quercetina) no nivel de proteina total de coelhos saudaveis,
verificou que tais substancias ndo provocaram alteracfes consideraveis no

metabolismo proteico desses animais.

4.2.8 — Calcio

As médias da concentracdo de célcio sanglineo de coelhos machos e
fémeas, obtidos durante o periodo experimental de 30 dias, para antocianina
do repolho roxo e uva roxa, estdo dispostas no Quadro 19 e 20,
respectivamente.

Verifica-se pelo Quadro 19, em relagdo ao calcio, que houve diferenca
significativa pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade entre machos e
fémeas no grupo 3 (15 dias), grupo 4 (15 dias), grupo 1 (30 dias) e grupo 2 (30
dias). No grupo dos machos que mais variou em relacdo ao controle foi uma
reducao no grupo 2 de 34,19% (15 dias), grupo 3 de 58,36% (15 dias), grupo 4
de 49,40% (15 dias), grupo 3 de 29,06% (30 dias) e grupo 4 de 27,08% (30
dias) e nas fémeas um aumento no grupo 4 de 106,46% (15 dias), sendo que
essa variacao foi significativa pelo teste de Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Observa-se também que aos 15 dias os niveis de célcio para os machos
do grupo controle é 12,49 mg/dL e para fémeas 8,67 mg/dL. Aos 30 dias,
verifica-se um aumento deste constituinte para os machos de 20,20 mg/dL e
para fémeas 14,17 mg/dL. Como esses animais recebem somente racdo e uns

dos constituintes basico deste produto € o carbonato de calcio, este aumento
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observado pode estar relacionado com a quantidade de calcio presente na

racao (max. Ca =

2,00%).

Quadro 19 — Valores médios de calcio, em mg/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e
avaliados aos 15 e 30 dias.

Célcio % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos  Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 12,49 A 8,67 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 8,22 A 8,13 A -34,19 - 6,23
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 520 A 10,43 B -58,36* + 20,30
G, Racéo + 150 mg de antocianina 6.32B 17,90 A -49,40* + 106,46
30 G, Racéo (R) 20,20 A 14,17 B - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 17,23 A 12,17B  -14,70 -14,11
Gs Racdo + 100 mg de antocianina 14,33 A 17,77A -2906  +25,40
G4 Racdo + 150 mg de antocianina 14,73 A 1413A -27,08 -0,28

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).
* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Quadro 20 — Valores médios de calcio, em mg/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com uva roxa e avaliados
aos 15 e 30 dias.

Célcio % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 13,18 A 1531 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 9,85 A 13,64 A - 25,26 -10,91
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 9,84 A 9,64 A -2534  -37,03
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 13,06 A 14,18 A -0,91 -7,38
30 G, Racéo (R) 13,13 A 13,17 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 14,07 A 11,95 A +7,16 - 9,26
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 12,87 A 12,60 A -1,98 -4,33
G, Racéo + 150 mg de antocianina 10,76 A 11,87 A - 18,05 -9,87

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).

Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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Para a antocianina da uva roxa, verifica-se no Quadro 20, quanto ao
nivel de calcio, que ndao houve diferenca significativa pelo teste F, ao nivel de
5% de probabilidade entre machos e fémeas. A maior variagdo em relacdo ao
controle, para os machos, foi no grupo 3 com uma reducdo de 25,34% (15
dias), sendo essa variacdo nao estatisticamente significativa. Para as fémeas
essa reducdo foi observada no grupo 3 de 37,03% (15 dias), sendo
estatisticamente significativa pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade.

As Figuras 23 e 24 mostram as médias dos niveis de calcio em funcéo
das doses de antocianina do repolho roxo e uva roxa/tempo, respectivamente.

Em relacdo ao célcio, observa-se pela Figura 23, quanto a antocianina
do repolho roxo, que 0os machos apresentaram uma tendéncia em diminuir os
niveis séricos de calcio a medida que aumentavam a dose, aos 15 e 30 dias de
tratamento. Para as fémeas, aos 15 dias, observa-se uma tendéncia em
aumentar os niveis de calcio a medida que aumentavam a dose, quando
comparado ao grupo controle (0 mg). Aos 30 dias, esse aumento foi observado
na dose de 100 mg de antocianina de repolho roxo. Podemos entdo concluir,
gue a antocianina do repolho roxo interfere no metabolismo de célcio em
machos, diminuindo o nivel sérico de célcio e nas fémeas aumentam até a
dose de 100 mg com 30 dias de tratamento.

Segundo FREJAVILLE (1989) existem variac¢des fisiolégicas de calcemia
conforme a idade e o sexo. No homem adulto, o célcio diminui com a idade,
enquanto, na mulher, permanece constante.

Pela Figura 24, quanto a antocianina de uva roxa, verifica-se uma
tendéncia em diminuir a concentracao de célcio para os machos e fémeas, aos
15 e 30 dias, exceto o grupo dos machos que receberam 50 mg de antocianina
de uva roxa, aos 30 dias. Observa-se para os machos e fémeas uma reducéo
na dose de 100 mg (15 dias), quando comparado com o grupo controle (0O mg).

Humanos com niveis normais de calcio no sangue apresentam faixa de

9,0 — 11,5 mg/dL de calcio ionizado.
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Figura 23 - Médias de calcio de coelhos machos e fémeas em funcédo de
diferentes dietas com antocianina de repolho roxo/tempo. As
barras significam erro padréo.
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Segundo CHEEKE (1987), as diferencas existentes entre o coelho e a
maioria dos animais com relacdo ao metabolismo de calcio pode ser resumida
nos seguintes aspectos: a) o animal tem uma alta taxa de absor¢éo de calcio,
que ndo esta regulada com as necessidades metabdlicas de utilizacdo deste
componente, assim sendo, se explica valores de calcio nos coelhos acima do
encontrado na espécie humana; b) o niveis de calcio no sangue néo estéo
regulados homeostaticamente e sim guardam relagcdo direta com a
concentracdo de calcio presente na dieta; c) a fracao ultrafiltravel do calcio
presente no sangue é elevada, determinando uma passagem acentuada do
constituinte ao rim; d) a principal rota de excrecdo de calcio nos coelhos é a
urina, o que os diferencia dos outros animais, cuja principal rota de eliminacdo
se da pela bile.

O calcio em coelhos é absorvido no intestino delgado. Dietas ricas em
calcio acarretam na liberacdo de urina rica em carbonato de célcio, sendo que
esta excrecdo de célcio pela urina do coelho se relaciona pela auséncia de
controle homestatico dos niveis de célcio no soro (CHEEKE, 1987).

LIMA (2000), ao estudar os efeitos de alguns flavonéides (dentre eles a
rutina) no metabolismo de célcio de coelhos saudaveis, verificou-se que tais
substancias ndo provocaram alteracfes significativas nas concentracdes

normais desse elemento no sangue desses animais.

4.2.9 — F6sforo

As médias da concentracdo de fésforo sangliineo de coelhos machos e
fémeas, obtidos durante o periodo experimental de 30 dias, para antocianina
do repolho roxo e uva roxa, estdo dispostas no Quadro 21 e 22,
respectivamente.

A andlise do Quadro 21, indica que houve diferenca significativa pelo
teste F, ao nivel de 5% de probabilidade entre machos e fémeas, nos niveis de

fésforo somente no grupo 1 (30 dias). Como nao houve diferenca entre sexos
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nos grupos que receberam tratamento, podemos supor que a antocianina do
repolho roxo interferiu-se no metabolismo de fosforo igualando os niveis
séricos de fésforo entre sexos. Para os machos observa-se, aos 30 dias, um
aumento estatisticamente significativa pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade no grupo 2 de 50,40%, grupo 3 de 49,40% e grupo 4 de 53,17%
e nas fémeas uma reducdo nao estatisticamente significativa no grupo 3 de
15,84%, quando comparado ao grupo 1.

Em relacdo a antocianina de uva roxa , observa-se no Quadro 22, que
nao houve diferenca significativa pelo teste F, ao nivel de 5% de probabilidade
entre machos e fémeas nos niveis de fésforo no periodo de 15 e 30 dias.
Indicando que a antocianina de uva roxa ndo ocasionou alteragfes nos niveis
de fosforo entre sexos. Para o0s machos verifica-se uma reducdo
estatisticamente significativa pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de
probabilidade no grupo 3 de 18,72% (15 dias), quando comparado com o0 grupo
1. As fémeas tiveram uma reducao no grupo 3 de 10,57% (15 dias), sendo esta

redugéo ndo estatisticamente significativa.

Quadro 21 — Valores médios de fosforo, em mg/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e
avaliados aos 15 e 30 dias.

Fosforo % variagao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 6,46 A 7,16 A - -

G, Racéo + 50 mg de antocianina 7,54 A 6,81 A + 16,72 - 4,89
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 6,88 A 7,50 A + 6,50 + 4,75
G, Racéo + 150 mg de antocianina 7,58 A 7,18 A + 17,34 + 0,28

30 G, Racéo (R) 5,04 B 8,71 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 7,58 A 7,74 A +50,40° -11,14
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 7,53 A 733A  +4940 -1584
Gy Racédo + 150 mg de antocianina 7,72 A 766 A +5317 -12,06

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).
* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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Quadro 22 — Valores médios de fésforo, em mg/dL, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com uva roxa e avaliados
aos 15 e 30 dias.

Fosforo % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mg/dL)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racdo (R) 9,56 A 9,18 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 8,55 A 8,86 A - 10,56 -3,48
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 7,77 A 8,21 A -18,72°  -10,57
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 9,23 A 8,73 A - 3,45 - 4,90
30 G, Racéo (R) 8,42 A 8,44 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 8,50 A 8,84 A + 0,95 + 4,74
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 7,36 A 8,25 A -12,59 -2,25
G, Racéo + 150 mg de antocianina 7,92 A 8,79 A -5,94 + 4,15

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).
* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

As Figuras 25 e 26 mostram as médias dos niveis de fosforo em funcéo
das doses de antocianina do repolho roxo e uva roxa/tempo, respectivamente.

Pela avaliacdo da Figura 25, verificou-se que o grupo dos machos que
receberam antocianina de repolho roxo, aos 15 e 30 dias, apresentaram um
aumento na concentracao de fésforo, quando comparado com o grupo controle
(0 mg). Esse aumento foi mais intensificado aos 30 dias de tratamento, onde
observou-se um valor médio de fésforo de 7,72 mg/dL na dose de 150 mg.
Para as fémeas verificou-se uma tendéncia em diminuir o nivel de fésforo nos
grupos que receberam antocianina do repolho roxo, em relacdo ao grupo
controle (0 mg), onde a dose de 50 mg (15 dias) apresentou um menor valor de
fésforo de 6,81 mg/dL. Sendo que, aos 30 dias de tratamento essa diminuicao
na concentracdo de fésforo nos grupos que receberam tratamento, foi mais
intensificada em relacdo ao grupo controle

Em relacdo a antocianina de uva roxa, verifica-se pela Figura 26 que os
grupos dos machos, aos 15 e 30 dias de tratamento reduziu a concentragao de
fésforo, quando comparado ao grupo controle (0 mg), exceto a dose de 50 mg
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(30 dias). Para os machos e fémeas a menor concentragdo de fosforo foi
observada na dose de 100 mg (15 e 30 dias), quando comparado com o grupo

controle (0 mg).
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Figura 25 - Médias de fosforo de coelhos machos e fémeas em funcéo de
diferentes dietas com antocianina de repolho roxo/tempo. As
barras significam erro padréo.
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Figura 26 — Médias de fosforo de coelhos machos e Fémeas em funcgéo de
diferentes dietas com antocianina de uva roxaltempo. As
barras significam erro padréo.
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4.2.10 — Cloro

As médias da concentracdo de cloro sanglineo de coelhos machos e
fémeas, obtidos durante o periodo experimental de 30 dias, para antocianina
do repolho roxo e uva roxa, estdo dispostas no Quadro 23 e 24,
respectivamente.

Os resultados obtidos no Quadro 23, indicam quanto ao nivel de cloro,
gue nao houve diferenca estatisticamente significativa pelo teste F, ao nivel de
5% de probabilidade entre machos e fémeas, no grupo controle (grupo 1) e nos
grupos que receberam antocianina de repolho roxo. Aos 15 dias, 0 grupo 4
apresentou uma reducédo de 5,41% para os machos e 5,39% para as fémeas,
sendo essa reducdo nao estatisticamente significativa pelo teste Dunnett, ao
nivel de 5% de probabilidade.

Para antocianina de uva roxa, observa-se pelo Quadro 24, quanto ao
nivel de cloro, que houve diferenca estatisticamente significativa pelo teste F,
ao nivel de 5% de probabilidade entre sexos no grupo 3 (15 dias). Aos 15 dias
0 grupo 3 apresentou um aumento de 4,56% para os machos e 0,99% para as
fémeas, apesar deste aumento ndo ser estatisticamente significativo pelo teste
Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade.

As Figuras 27 e 28 mostram as médias dos niveis de cloro em funcgéo
das dose de antocianina do repolho roxo e uva roxa/tempo, respectivamente.

Observando-se as respectivas Figuras 27 e 28, certifica-se que 0 grupo
controle (0 mg) e os grupos que receberam antocianina do repolho roxo e uva
roxa no periodo de 15 dias apresentaram valores médio de cloro maiores do
que os encontrados no periodo de 30 dias. Pela Figura 27, quanto a
antocianina de repolho roxo, verifica-se que a dose de 150 mg (30 dias)
apresentou uma menor concentracdo de cloro para os machos de 100,63
mmol/L e para as fémeas de 101,60 mmol/L. Para a antocianina de uva roxa,
observa-se também que essa mesma dose apresentou uma menor
concentragcao de cloro para machos de 100,80 mmol/L e para as fémeas de
103,47 mmol/L. Essa diminuicdo no nivel de cloro aos 30 dias pode estar

relacionada ao estresse calérico.
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De acordo com Casares (1982) citado por OLIVEIRA (1999a) os fatores
ambientais mais importante a ser levar em conta para os coelhos sao a
temperatura, a umidade e a ventilagdo. Segundo ainda o autor, as faixas
6timas de temperatura para coelhos estd compreendida entre 15 a 18°C. A
umidade relativa pode variar entre 50 e 80%, estando os valores 6timos entre
60-70% e a ventilagcdo no interior da instalacdo deve atender as necessidades
de renovacdo do ar, na razdo de 4,3 e 1m°h/kg de animal alojado,
respectivamente, para os periodos quente e frio.

Como o experimento foi realizado no periodo de outubro a dezembro, a
temperatura poderia estar acima da faixa compreendida para os coelhos,
levando a um estresse caldrico afetando assim os niveis séricos de cloro.

Em humano os valores normais sao da ordem de 570 a 620 mg/dL no
plasma. A diminuicéo de cloro do sangue pode ser detectada na diabete grave
com acidose, nos estados febris, nos distlrbios gastrointestinais, na sudorese
abundante, na insuficiéncia renal e pancreatites agudas (LIMA, 1985). Segundo
0 mesmo autor, a hipercloremia apesar de ser mais rara, pode ocorrer nos
estados de nefrose, hipertensédo, pela administracdo excessiva de solucédo

fisiol6gica nos pds-operatério e na anemia.
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Quadro 23 — Valores médios de cloro, em mmol/L, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e
avaliados aos 15 e 30 dias.

Cloro % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mmol/L)
(dias) Machos  Fémeas Machos Fémeas
15 G: Racéo (R) 111,93A 11550 A - -
G, Racdo + 50 mg de antocianina 11353 A 111,60A +1,43 -3,38
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 113,84 A 111,37A +1,71 - 3,58
G, Racéo + 150 mg de antocianina 105,87 A 109,27 A -5,41 -5,39
30 G, Racéo (R) 105,68 A 102,83 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 102,07 A 102,10A -3,42 -0,71
G3 Racédo + 100 mg de antocianina 102,70 A 104,77 A -2,82 -1,89
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 100,63 A 101,60A -4,78 -1,20

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).

* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Quadro 24 — Valores médios de cloro, em mmol/L, de coelhos machos e
fémeas submetidos a diferentes dietas com uva roxa e avaliados
aos 15 e 30 dias.

Cloro % variacao
Tempo  Grupos Dietas (mmol/L)
(dias) Machos Fémeas Machos Fémeas
15 G, Racéo (R) 119,37 A 112,48A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 120,48 A 118,15A +0,93 + 5,04
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 124,82 A 113,60B + 4,56 + 0,99
G, Racéo + 150 mg de antocianina 117,93 A 11855A -1,21 + 5,40
30 G, Racéo (R) 103,33 A 105,30 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 104,20 A 10445A +0,84 -0,81
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 102,50 A 103,47 A -0,80 -1,74
G4 Racéo + 150 mg de antocianina 100,80 A 103,47 A -2,45 -1,74

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).

* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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Figura 27 - Médias de cloro de coelhos machos e fémeas em funcdo de
diferentes dietas com antocianina de repolho roxo/tempo. As
barras significam erro padréo.
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Figura 28 — Médias de cloro de coelhos machos e fémeas em funcao de
diferentes dietas com antocianina de uva roxa/tempo. As
barras significam erro padréo.
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4.2.11 — Avaliacao dos pesos dos animais na toxicologia

As médias dos pesos de coelhos machos e fémeas, obtidos durante o
periodo experimental de 30 dias, para a antocianina do repolho roxo e uva roxa,
estdo dispostas no Quadro 25 e 26, respectivamente.

Certifica-se pelas analises feitas nos Quadros 25 e 26, em relacdo aos
pesos dos animais, que nao houve diferenca estatisticamente significativa pelo
teste F, ao nivel de 5% de probabilidade entre machos e fémeas no tempo 0,
15 e 30 dias.

Quanto a antocianina do repolho roxo, verifica-se em relagdo ao grupo 1,
um aumento ndo estatisticamente significativo no grupo 2 de 14,77% (30 dias)
para 0s machos e no grupo 2 de 7,77% (0 dias) para as fémeas. Para a
antocianina de uva roxa esse aumento € observado para os machos no grupo 3
de 27,29% (0 dias) e 17,58% (15 dias), sendo estatisticamente significativo
pelo teste Dunnett, ao nivel de 5% de probabilidade. Nas fémeas observa-se
uma reducdo estatisticamente significativa pelo teste Dunnett, ao nivel de 5%
de probabilidade no grupo 4 de 22,62% (0 dias) e 17,28% (15 dias), quando
comparado com o grupo 1.
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Quadro 25 — Pesos médios, em Kg, de coelhos machos e fémeas submetidos a
diferentes dietas com repolho roxo e avaliados aos 15 e 30 dias.

Peso % variacao
Tempo  Grupos Dietas (Kg)
(dias) Machos  Fémeas Machos Fémeas
0 G Racéao (R) 1,608 A 1,608 A - -

G, Racéo + 50 mg de antocianina 1,678 A 1,733 A + 4,35 +7,77
Gs Racdo + 100 mg de antocianina 1,628 A 1,647 A +1,24 + 2,43
G, Racéo + 150 mg de antocianina 1,592 A 1,658 A -0,99 + 3,11

15 G, Racéo (R) 1,810A 1915A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 2,042 A 2,020A +12,82 + 5,48
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 1,987 A 2,000 A +9,78 + 4,44
Gy Racédo + 150 mg de antocianina 2,013 A 1980A +11,22 +3,39

30 G, Racéo (R) 2,045 A 2,157 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 2,347 A 2,308 A +14,77 + 7,00
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 2,265 A 2260A +10,76 +4,78
G4 Racdo + 150 mg de antocianina 2,232 A 2,232 A +9,14 + 3,48

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).
* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade
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Quadro 26 — Pesos médios, em Kg, de coelhos machos e fémeas submetidos a
diferentes dietas com uva roxa e avaliados aos 15 e 30 dias.

Peso % variacao
Tempo  Grupos Dietas (Kg)
(dias) Machos  Fémeas Machos Fémeas
0 G, Racéo (R) 1,312 A 1512 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 1,342 A 1,442 A +2,29 - 4,63

Gs Racéo + 100 mg de antocianina 1,670 A 1,492 A  +27,29 -1,32
G, Racéo + 150 mg de antocianina 1,422 A 1,170 A + 8,38 -22,62"

15 G, Racéo (R) 1,718 A 1811 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 1,637 A 1,705 A -4,71 -5,85
Gs Racéo + 100 mg de antocianina 2,020 A 1,820A +17,58* +0,50
G, Racdo + 150 mg de antocianina 1,778 A 1,498 A  +349 -17,28

30 G, Racéo (R) 2,118 A 2,127 A - -
G, Racéo + 50 mg de antocianina 2,147 A 2,082 A +1,37 -2,12
Gs Racdo + 100 mg de antocianina 2,227 A 2,142 A +5,15 +0,71
G, Racéo + 150 mg de antocianina 2,342 A 2,257 A +10,58 +6,11

Em cada tempo e cada dieta (linha) médias seguidas de mesma letra ndo apresenta diferenca
pelo teste F (P < 0,05).
* Estatisticamente diferente do grupo-controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

As Figuras 29 e 30 mostram as médias dos pesos de coelhos machos e
fémeas em funcéo das doses de antocianina do repolho roxo e uva roxa/tempo,
respectivamente.

Pela andlise feita na Figura 29 e 30, verifica-se que houve um aumento
de peso em cada grupo em relacdo ao tempo de tratamento. Pela Figura 29,
quanto aos machos, observa-se que o0 grupo que recebeu 150 mg de
antocianina de repolho roxo (tempo 0) apresentou um peso menor, quando
comparado com o grupo controle (0O mg). Aos 30 dias, o grupo de 150 mg de
antocianina de repolho roxo apresentou um peso maior, quando comparado
com o grupo controle. Na Figura 30, quanto as fémeas, observa-se que o
mesmo ocorreu para a antocianina de uva roxa. Sendo que, no tempo O, o
grupo que recebeu 150 mg de antocianina de uva roxa apresentou também um
peso menor, quando comparado ao controle (O mg). Aos 30 dias, este grupo

teve um peso maior em relagcdo ao controle. Indicando que a antocianina ou
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componentes presentes no extrato pode ter algum efeito sobre a converséo
alimentar.

3 m Fémeas
O Machos

Peso (Kg)

l

0/0  50/0 100/0 150/0 0/15 50/15 100/15 150/15 0/30 50/30 100/30 150/30

Antocianina do repolho roxo (mg/tempo)

Figura 29 — Médias dos pesos de coelhos machos e fémeas em funcéo de
diferentes dietas com antocianina de repolho roxo/tempo. As
barras significam erro padréo.
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Figura 30 — Médias dos pesos de coelhos machos e fémeas em funcéo de
diferentes dietas com antocianina de uva roxa/tempo. As
barras significam erro padréo.
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4.3. Avaliacdo Morfolégica do Figado

A avaliagdo morfolégica hepética foi feita somente em animais que
receberam antocianina de uva roxa ndo sendo possivel uma interpretacdo
segura das laminas obtidas da antocianina do repolho roxo devido as

alteracdes nos tecidos, resultantes do processo de fixacéo.

4.3.1. Atividade hepatoprotetora da antocianina de uva roxa

Os animais do grupo 1 (padrdo), que receberam somente racéo,
apresentaram tecido hepatico dentro dos padrdes histolégicos normais (Fig.
31A) com hepatécitos sem degeneracdo aparente e com os I6bulos exibindo
seu arranjo tipico, semelhante ao encontrado em grande variedade de
mamiferos (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999).

A administracdo da dieta enriquecida com colesterol a 1% juntamente
com acido colico 0,1%, durante 30 dias (grupo 2 — controle), levou a um
acumulo de goticulas lipidicas no figado caracterizando esteatose (Fig. 31B).
Este acumulo pode ser visto em todas as regifes do I6bulo hepatico. Segundo
Contran et al. (1990) citado por SAID (2001), a esteatose hepatica refere-se ao
acumulo anormal de lipideos no interior das células parenquimatosas. A
visualizacdo de vacuolos grandes ou pequenos representa um aumento
absoluto dos lipideos intracelulares. Em casos de toxicidade, a diminuicao da
sintese protéica € 0 mecanismo mais aceito para esta alteracdo, pois as
proteinas sdo necessarias para conversdo de triglicerideos em lipoproteinas
que seréo secretadas.

Dos grupos que receberam antocianina junto com racéo, colesterol e
acido célico, somente aquele tratado com 150 mg do flavondide apresentou
protecdo hepatica efetiva exibindo raros hepatdcitos contendo pequenas
goticulos de gordura e caracteristicas lobulares normais (Fig. 32B). Nos grupos
que receberam 50 e 100 mg de antocianina a populacdo de hepatdcitos

contendo goticulas lipidicas (Fig. 32A) foi comparativamente maior que no
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grupo de 150 mg mas sem se igualar aos animais do grupo 2 — controle. Nao
houve diferenca aparente com relacdo a morfologia hepatica e deposicédo de
gorduras entre os animais dos grupos 50 e 100 mg de antocianina. Os
resultados encontrados estdo de acordo com aqueles obtidos por VALENTE
(1998) que observou uma reducdo dos niveis séricos de triacilglicerdis ao
pesquisar o efeito dos corantes naturais, curcuma, antocianina e monascus em
ratos hipercolesterolémicos e com os relatos de BOK et al. (1999), estudando
os efeitos da mistura de dois flavonéides (naringina + hesperidina) em ratos
machos, verificaram reducao consideravel no nivel de triacilglicerdis do figado.

Animais que receberam apenas racdo juntamente com diferentes doses
de antocianina (50, 100 e 150 mg) (Fig. 33A) exibiram morfologia hepéatica
semelhante aos individuos do grupo padrédo (Fig. 33B) sem processos
degenerativos aparentes e sem modificagcbes na arquitetura dos l|6bulos.
Assim, pode-se admitir que, nas dosagens utilizadas, ndo ha indicios aparentes
de alteracdes de natureza toxica no tecido hepatico.

OBI et al. (1998) ao induzirem um processo de peroxidacao lipidica em
ratos utilizando CCl, (tetracloreto de carbono), uma hepatotoxina, mostraram
claramente que a antocianina extraida de H. rosasinensis € um excelente
agente preventivo para os danos causados ao figado, induzidos por CCl,.

WANG et al. (2000) usaram tert-butihidroperéxido (t-BHP) para induzir a
toxicidade hepatica em ratos e estudaram a bioatividade antioxidante da
antocianina extraida da flores de Hibiscus sabdariffa L. (Malvaceae). A
avaliacdo histolégica do figado revelou que os pigmentos de Hibisco reduziram
a incidéncia de lesbes no figado inclusive o processo inflamatério, infiltracdo de
leucécitos e necrose induzida pelo t-BHP em ratos. Segundo estes autores,
esse pigmento pode ser usado efetivamente na medicina contra hipertensao,

pirexia e desordem no figado.
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Figura 31. Seccao de parénquima hepatico de coelho normal tratado com racao
comercial (A) e submetido a dieta rica em colesterol e &cido cdlico
(B). Hepatdcitos (setas largas), capilares sinusoides (setas finas) e
goticulas de gordura (cabecas de seta). Coloracao: azul de toluidina.
800X
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Figura 32. Seccao de parénquima hepéatico de coelhos submetidos a dieta rica
e colesterol e &cido cdlico, tratado com 100 mg (A) e 150 mg (B) de

antocianina de uva roxa. Hepatécitos (setas largas), capilares
sinusodides (setas finas) e goticulas de gordura (cabecas de seta).

Coloracgéao: azul de toluidina. 800X
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Figura 33. Seccdo de parénquima hepatico de coelhos submetidos a 150 mg
de antocianina de uva roxa (A) e tratados apenas com racgao
comercial (B). Hepatdcitos (setas largas) e capilares sinuoides (setas
finas). Coloragao: azul de toluidina. 800X
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Foram realizados dois ensaios bioldgicos com o objetivo de avaliar o
efeito hipolipidémico e toxicoldgico da antocianina do repolho roxo e da uva
roxa em coelhos.

No primeiro ensaio bioldgico, foi induzido a hipercolesterolemia em
coelhos machos da raca Nova Zelandia, utilizando colesterol 1% mais &cido
colico 0,1%, onde foram avaliados os corantes de antocianina do repolho roxo
e uva roxa nas doses de 50, 100 e 150mg.

No segundo ensaio biologico utilizaram coelhos fémeas e machos da
raca Nova Zelandia e avaliou-se o efeito toxicologico desses dois corantes nas
trés doses estabelecidas.

No final de cada ensaio biolégico os animais foram sacrificados e foi feito
uma avaliacdo morfolégica hepética para os animais que receberam como
tratamento a antocianina da uva roxa. N&do foi possivel uma interpretacao
segura das laminas obtidas da antocianina do repolho roxo devido as
alterac6es no tecido por motivo ocorrido durante o processo de fixacao

Pelos resultados obtidos no primeiro ensaio bioldgico, pode-se concluir:
1- A antocianina do repolho roxo e uva roxa reduziram os niveis de colesterol

total sérico.
2- Em relacdo aos niveis de colesterol-HDL, observa-se uma elevacéo

acentuada desta lipoproteina, aos 30 dias de tratamento nos animais
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tratados com 100 mg de antocianina do repolho roxo e 50 mg de
antocianina de uva roxa em relacéo ao controle.
A antocianina do repolho roxo e uva roxa tém efeito hipotrigliceridémico.
Pelos resultados obtidos no segundo ensaio biolégico, pode-se concluir:
A antocianina do repolho roxo tém efeito hipolipidémico, aos 15 e 30 dias,
na dose de 150 mg para fémeas e 100 mg para machos e para a
antocianina da uva roxa na dose de 100 mg para fémeas e 150 mg para
machos.
A antocianina do repolho roxo apresentou uma elevacdo acentuada de
colesterol-HDL para os machos e fémeas na dose de 50 mg (30 dias) e a
antocianina de uva roxa uma elevacdo deste constituinte somente para 0s
machos na dose de 50 mg (15 e 30 dias).
A antocianina do repolho roxo tem efeito hipolipidémico sobre triacilglicerol
para machos na dose de 50 mg (30 dias) e fémeas na dose de 150 mg (30
dias) e a antocianina de uva roxa somente para os machos na dose de 150
mg (15 dias).
A antocianina de repolho roxo apresentou um aumento de glicemia para os
machos durante todo periodo experimental e para as fémeas somente com
15 dias de tratamento e a antocianina de uva roxa um efeito hipoglicemiante
para machos e fémeas.
Antocianina de repolho roxo e uva roxa reduziram a concentracdo de
creatinina para ambos 0S sexos.
A antocianina do repolho roxo reduziu a concentragdo de albumina, aos 30
dias, nos machos na dose de 100 mg e para as fémeas na dose de 150 mg
e a antocianina de uva roxa na dose de 150 mg para ambos 0s sexos.
A antocianina do repolho roxo reduziu os niveis séricos de proteinas para
machos e fémeas e a antocianina de uva roxa ndo mostrou alteracdes
relevantes, quanto aos niveis de proteinas, em relacdo ao grupo controle.
A antocianina do repolho roxo mostrou uma tendéncia em diminuir o nivel
sérico de calcio para machos a medida que aumentavam as doses e uma
tendéncia em aumentar para as fémeas na dose de 100 mg (30 dias). A
antocianina de uva roxa mostrou uma tendéncia em diminuir o nivel de
calcio para machos e fémeas em relacdo ao grupo controle, exceto na dose

de 50 mg para o grupo dos machos (30 dias).
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9- Em relacdo ao nivel sérico de fosforo, a antocianina do repolho roxo
mostrou uma tendéncia em aumentar a concentracdo deste constituinte
para machos e diminuir para fémeas em relacdo ao controle. A antocianina
de uva roxa mostrou uma tendéncia em diminuir este constituinte para os
machos, exceto na dose de 50 mg (30 dias).

10- A antocianina de repolho roxo e uva roxa reduziram a nivel sérico de cloro
aos 30 dias de tratamento em relacdo ao controle.

Com relagdo ao peso corporal, os resultados evidenciaram que a
antocianina do repolho roxo e uva roxa proporcionou ganho de peso no
metabolismo lipidico e na toxicologia.

Pode-se concluir ainda que as substancias testadas nao foram toxicas, nas
doses empregadas e no tempo utilizado, para o metabolismo de proteinas,
minerais, lipideos e glicose.

Faz-se necesséario a realizacdo de estudos dos mecanismos de acao
das substancias testadas no metabolismo lipidico, protéico, minerais e
carboidratos, uma vez que os dados sobre este assunto sdo escassos nha
literatura.

Na avaliacdo morfologica hepatica, observou-se que o0 grupo que
recebeu 150 mg de antocianina de uva roxa + racao + colesterol + &cido colico
apresentou maior protecdo hepéatica efetiva em relacdo ao grupo tratado com
50, 100 mg. Os animais que receberam apenas racdo + antocianina da uva
roxa nas diferentes doses (50, 100 e 150 mg) exibiram morfologia hepatica
semelhante aos animais do grupo padrao (racéo) sem processo degenerativos
e modificacbes na arquitetura dos l6bulos, constatando-se que ndo houve
alteracdes toxicas no tecido hepéatico, nas doses utilizadas e na duracdo do

experimento.
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Quadro 1A — Resumo da anadlise de varidncia do peso, do colesterol total,
colesterol-HDL e
submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e avaliados
durante 30 dias.

triacilglicer6is de machos de coelhos

Quadrado médio

FV GL

Peso Colesterol total Colesterol-HDL  Triacilglicerois
Dietas (D) 4 0,1730 ns 225.981,90 ** 72.756,13 ** 17.494,61 **
Residuo-A 25 0,1029 23.540,29 10.822,05 3.293,98
Tempo (T) 2 3,0251 ** 605.108,60 ** 162.049,40 ** 357.316,30 **
DxT 8 0,0142 ** 68.400,95 ** 60.551,46 ** 24.663,16 **
Residuo-B 50 0,0038 8.554,34 9.586,63 2.477,28
CV parcela (%) 16,49 56,41 121,08 39,18
CV subparcela (%) 3,17 34,01 113,95 33,98

** | significativo a 1% de probabilidade.

ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 2A — Resumo da analise de variancia do colesterol total, colesterol-HDL
e triacilgliceréis de machos de coelhos submetidos a diferentes
dietas com uvaroxa e avaliados durante 30 dias.

Quadrado médio

FV GL

Peso Colesterol total Colesterol-HDL Triacilgliceréis
Dietas (D) 4 0,0802 ns 521.076,40 ** 39.382,27 * 3.993,8090 *
Residuo-A 25 0,0886 54.751,67 128,5593 1.137,4340
Tempo (T) 2 4,2766 ** 876.532,60 ** 41.398,78 * 33.829,0400 **
DxT 8 0,0073 ns 217.039,00 ** 39.006,13 ** 3.442,0590 *
Residuo-B 50 0,0187 19.025,89 139,0306 1.445,8100
CV parcela (%) 16,46 77,96 145,59 27,64
CV subparcela (%) 7,56 45,96 150,62 31,28

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

ns F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 3A — Resumo da andlise de variancia do colesterol total, colesterol-HDL, triacilglicerdis, glicose, creatinina, albumina,
proteinas, calcio, fosforo e cloro de coelhos submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e avaliados durante 30

dias.
Quadrado médio
FV GL
Colesterol Colesterol  Triacilgliceréis  Glicose Creatinina Albumina Proteinas Célcio Fosforo Cloro
total HDL

Sexo (S) 1 48,6018 ns 4,3923 ns 172,3315 ns 176,5249 ns 0,2791 * 0,1776 ns 23,5200 ns 4,0252 ns 2,6508 ns 1,4630 ns
Dietas (D) 3  1.158,1050ns  74,9341ns  1.740,7510* 154,3692 ns 0,3763 ** 0,2358 * 147,7149 ** 15,5508 ns 1,1078 ns 49,2143 ns
SxD 3 1.991,2290 ns 5,8474 ns 321,6042 ns 111,9528 ns 0,1325 ns 0,0908 ns 8,9517 ns 78,5124 ** 4,0769 * 5,3576 ns
Residuo-A 16 800,3526 77,3370 375,9886 144,4830 0,0612 0,0608 27,8925 5,9050 1,1709 34,7114
Tempo (T) 1 342,9355 ns 86,1888 ns 1.974,4090 ** 5.428,3260 ** 0,0169 ns 0,5852 ** 2,9009 ns 420,9120 ** 0,8911 ns 932,9785 **
SxT 1 928,4001 ns 2,0336 ns 1.576,0930 ns 555,2198 * 0,0091 ns 0,0469 ns 1,8408 ns 84,0052 ** 2,1336 ns 1,0150 ns
DxT 3 285,7117 ns 49,4283 ns 15,3636 ns 45,4467 ns 0,0229 ns 0,0215 ns 2,8114 ns 19,1268 ns 0,0885 ns 8,8042 ns
SxDxT 3 56,8957 ns 7,4221 ns 835,4636 ns 70,9191 ns 0,0075 ns 0,0484 ns 4,7059 ns 17,3092 ns 1,8874 ns 17,5018 ns
Residuo-B 16 380,0724 36,4260 396,4225 75,7742 0,0240 0,0514 15,9629 7,1538 0,7426 17,5651
CV parcela (%) 27,89 24,94 23,00 8,72 18,30 5,38 9,23 19,24 14,87 5,50
CV subparcela (%) 19,22 17,12 23,62 6,31 11,45 4,94 6,98 21,18 11,85 3,91

** F significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F néo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 4A — Resumo da andlise de variancia do peso de coelhos

submetidos a diferentes dietas com repolho roxo e avaliados
durante 30 dias.

FVv GL Quadrado médio
Sexo (S) 1 0,009225 ns
Dietas (D) 3 0,083433 ns
SxD 3 0,005057 ns
Residuo-A 16 0,222687
Tempo (T) 2 2,072544 **
SxT 2 0,000690 ns
DxT 6 0,007540 ns
SxDxT 6 0,004342 ns
Residuo-B 31 0,016926

CV parcela (%)

24,21

CV subparcela (%) 6,68

**  F significativo a 1% de probabilidade.
ns F néo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 5A — Resumo da andlise de varidncia do colesterol total, colesterol-HDL, triacilglicerdis, glicose, creatinina, albumina,
proteinas, calcio, fosforo e cloro de coelhos submetidos a diferentes dietas com uva roxa e avaliados durante 30 dias.

Quadrado médio

FVv GL
Colesterol Colesterol  Triacilglicerdis  Glicose Creatinina Albumina Proteinas Célcio Fosforo Cloro
total HDL

Sexo (S) 1 169,8771 ns 86,9947 ns 1.513,1300 ns  1.470,7600 * 0,0936 * 0,1398 ns 7,6880 ns 5,8870 ns 0,7400 ns 36,5317 ns
Dietas (D) 3 296,2201 ns 42,0654 ns  20.382,0900 * 652,0657 * 0,0719 ns 0,7514 * 45,9744 ns 12,1526 ns 2,3186 ns 7,8598 ns
SxD 3 173,3929 ns  104,4152 ns 2.563,4030 ns 96,8219 ns 0,0108 ns 0,0817 ns 21,3436 ns 1,2098 ns 0,3667 ns 23,9029 ns
Residuo-A 16 488,8790 89,3833 2130,359 173,3241 0,0273 0,1858 32,8336 15,4667 1,0906 46,6751
Tempo (T) 1 3.800,3020 ** 708,2497 **  36.151,6700 * 13,2299 ns 0,0833 ** 0,0945 ns 35,5870 ns 0,5568 ns 2,4210 * 2.604,6320 **
SXxT 1 49,8168 ns 12,1203 ns 335,4920 ns 171,7633 ns 0,0161 ns 0,0553 ns 4,5080 ns 12,2918 ns 0,9464 ns 123,4406 ns
DxT 3 20,0408 ns 60,0593 * 24.242,7800 * 38,7806 ns 0,0030 ns 0,0161 ns 19,2024 ns 16,9067 ns 0,5135 ns 13,9621 ns
SxDxT 3 72,6120 ns 9,0767 ns 2.011,5510 ns 61,6272 ns 0,0081 ns 0,0729 ns 14,6117 ns 5,7223 ns 0,2432 ns 18,2258 ns
Residuo-B 16 88,4144 17,1689 2647,834 96,5727 0,0069 0,1089 14,3489 5,8101 0,3043 32,6780
CcV parcela (%) 21,70 21,82 58,02 9,74 13,29 9,02 9,18 31,60 12,23 6,17
CV subparcela (%) 9,23 9,56 66,07 7,27 6,67 6,91 6,07 19,37 6,46 5,16

** F significativo a 1% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
ns F néo-significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 6A — Resumo da andlise de variancia do peso de coelhos submetidos a
diferentes dietas com uvaroxa e avaliados durante 30 dias.

FV GL Quadrado médio
Sexo (S) 1 0,057066 ns
Dietas (D) 3 0,105660 ns
SxD 3 0,097017 ns
Residuo-A 16 0,074239
Tempo (T) 2 3,486852 **
SxT 2 0,003349 ns
DxT 6 0,059028 **
SxDxT 6 0,014749 ns
Residuo-B 32 0,012999
CV parcela (%) 15,28
CV subparcela (%) 6,39

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