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RESUMO

A aterosclerose € a principal causa de mortalidade no Brasil. A relagdo entre estresse
oxidativo e aterosclerose ja foi estabelecida em resultados de numerosos estudos que apdiam
o envolvimento da oxidagdo na patogé€nese da aterosclerose e também os efeitos benéficos
de antioxidantes. Neste contexto, vem crescendo o interesse por substincias com
propriedades antioxidantes que possam atuar neste processo. Hd evidéncias que bixina, o
principal pigmento vermelho do urucum que representa cerca 80% dos seus carotendides
totais, seja capaz de interceptar e desativar moléculas reativas de oxigénio, atuando na
defesa antioxidante. As propriedades e peculiaridades, aliadas ao seu potencial antioxidante,
tornam esse carotendide um bom alvo de pesquisa para os eventos associados a
hiperlipidemia e ao processo aterosclerético.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da torta de bixina sobre defesas
antioxidantes, sobre perfil lipidico, sérico e tecidual em hamsteres. Para tal foram utilizados
hamsteres Golden Syrian (Mesocricetus auratus) fémeas, alimentadas com dietas padrao (C)
e hipercolesterolemiante (H) e tratadas com torta de bixina 0,08% adicionada a dieta durante
60 dias. Nossos resultados mostraram que a dieta hipercolesterolemiante reduziu os niveis
de SH livre (SH) nos grupos HB e H (107,49 + 2,19 e 110,18 + 5,69, respectivamente)
(p<0,05) e ndo alterou SH totais e SH protéicas. O tratamento com bixina ndo afetou os
niveis de sulfidrilas livres, totais e ligadas as proteinas. Os animais dos grupos H (401,24 +
48,5) e HB (426,39 + 66,60) apresentaram atividade igual para paraoxonase e inferior aos
grupos C e CB (806,07 + 101,48 e 631,01 + 101,56). A bixina ndo afetou a atividade da
catalase, mas a dieta interferiu. Os animais dos grupos H (171,67 + 53,3) e HB (206,85 +
61,85) apresentaram maior atividade para catalase comparados aos grupos C e CB (160,06 +
46,13 e 121,89 + 92,24, respectivamente). Por outro lado, o tratamento com bixina reduziu o
colesterol total no grupo HB (6,47 £ 1,1), e as fragdes ndo HDL (LDL e VLDL) nos grupos
HB e CB (4,94 £ 0,87; 1,58 + 0,1, respectivamente) quando comparados aos grupos nao
tratados (C e H); além disto, a bixina reduziu os niveis séricos de glicose no grupo CB (4,94
+ 0,87) quando comparado aos demais grupos e restabeleceu o peso dos rins dos animais
tratados, CB e HB (0,93 £ 0,09; 0,99 £ 0,11). Os niveis séricos de hemoglobina, fosfatase
alcalina, uréia, creatinina e a atividade da ALT e AST nao foram afetados pelo tratamento,

embora tenha aumentado gordura no figado dos animais dos grupos CB (0,9 = 0,15) e HB
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(0,98 + 0,5) e colesterol hepaticos nos mesmos grupos tratados (CB = 12,73 £ 0,95 e HB =
17,64 £ 1,87, respectivamente).

Nas condi¢des e modelo propostos, concluimos que embora o tratamento nio tenha
resultado em alteracdes significativas nas defesas antioxidantes (exceto para a PON
paraoxon), a bixina apresentou efeito hipoglicemiante, reduziu os niveis de colesterol total e

fragdes ndo HDL.
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ABSTRACT

The atherosclerosis is principal mortality cause in Brazil. The relationship between oxidative
stress and atherosclerosis was already established in results of numerous studies that support
the involvement of the oxidation in the pathogenesis of the atherosclerosis and also the
beneficial effects of antioxidants. In this context, it is increasing the interest for substances
with antioxidant properties that can act in this process. There are evidences that bixin, the
principal red pigment of the urucum that represents fence 80% of your total carotenoids, be
capable to intercept and to disable molecules reactivate oxygen, acting in the antioxidant
defense. The properties and peculiarities, allied to your antioxidant potential, they turn that
carotenoid a good research objective for the events associated to the hyperlipidemic and
atheroeclerotic process.

The objective of the present work was to evaluate the effects of the bixin pie on antioxidant
defenses, on serum profile of the lipids and tissue in hamsters. For such hamsters Golden
Syrian were used (Mesocricetus auratus) females, fed with diets standard (C) and in
cholesterol rich diet (H) and treated with pie of bixina 0,08% added to the diet for 60 days.
Our results showed that the cholesterol rich diet (H) reduced the levels of free SH (SH) in
the groups HB and H (107,49 + 2,19 and 110,18 £ 5,69, respectively) (p <0,05) and it didn't
alter total SH and SH linked the protein. The treatment with bixin didn't affect the sulfidrils
levels free, total and linked to the proteins. The animals of the groups H (401,24 + 48,5) and
HB (426,39 + 66,66) they presented same activity for paraoxonase and inferior to the groups
C and CB (806,07 + 101,48 and 631,01 £ 101,56). The bixin didn't affect the activity of the
catalase, but the diet interfered. The animals of the groups H (171,67 + 53,3) and HB
(206,85 * 61,85) they presented larger activity for catalase compared to the groups C and
CB (160,06 £ 46,13 and 121,89 + 92,24, respectively). On the other hand, the treatment with
bixin reduced the total cholesterol in the group HB (6,47+ 1,1), and the fractions non HDL
(LDL and VLDL) in the groups HB and CB (4,94 +0,87; 1,58 +0,1, respectively) compared
to the groups non agreements (C and H); besides, the bixin reduced the levels serum glucose
in the group CB (4,94 0,87) when compared to the other groups and it reestablished the
weight of the kidneys of the treated animals, CB and HB (0,93 0,09; 0,99 0,11,
respectively). The levels serum hemoglobin, alkaline phosphatase, urea, creatinine and the
activity of ALT and AST were not affected for the treatment, although it has increased fat in
the liver of the animals of the groups CB (0,9 + 0,15) and HB (0,98 + 0,5) and hepatic
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cholesterol in the same treated groups (CB = 12,73 + 0,95 and HB = 17,64 + 1,87,
respectively).

In the conditions and model proposed, we conclude that although the treatment doesn't have
result in significant alterations in the antioxidant defenses (except for the PON paraoxon),
the bixina presented hypoglycemiant effect, it reduced the levels of total cholesterol and

fractions non HDL.
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1- INTRODUCAO

A aterosclerose € a principal causa de mortalidade no Brasil (Diretrizes, 2001) sendo
uma importante fonte de morbidez e mortalidade no mundo moderno. Tal fato tem motivado
o grande interesse da comunidade cientifica para o estudo dos mecanismos desencadeadores,
da progressdo e as possiveis medidas profildticas, objetivando reverter este quadro.

Dentre as vérias hipéteses que buscam uma explicacido para os seus mecanismos,
inclui-se a hipdtese lipidica da aterosclerose, segundo a qual, um dos fatores mais
reconhecido que influencia o desenvolvimento do processo aterosclerético € a elevagdo dos
lipidios. Esta hipédtese inclui a atracdo, depdsito e modificagdes de substincias lipidicas
dentro da parede arterial (World Health Org., 1981).

Em meados do século XX, Ross, Clomset criaram a hipdtese da injuria - reagéo
endotelial (Ross & Clomset, 1976) propondo como estigio precoce da aterogé€nese, a
disfuncdo endotelial. Disfuncdo esta, induzida por fatores de risco, especialmente niveis
séricos elevados de LDL que oxidadas causavam alteracdes no endotélio (Ross & Clomset,
1973).

Outra hipdtese que emergiu como uma explicacio promissora foi a hipdtese

oxidativa (Steinberg et al., 1989). Nela, as modificagdes oxidativas nas LDL desempenham
um importante papel porque participam efetivamente da etiologia do processo
aterosclerético (Witzum, 1994; Niki, 2004; Stocker & Keaney, 2003).
Tais modificacdes, originadas em funcdo do estresse oxidativo, seriam resultado do
desequilibro entre moléculas oxidantes e antioxidantes, a favor do oxidante, e com
conseqiiente indugdo de danos através da producgéo excessiva de radicais livres (Sies, 1993).
Por outro lado, ha evidéncias de trabalhos in vivo, intervengdes controladas e estudos em
modelos animais indicando que o consumo de certos alimentos resulta em uma redugdo do
estresse oxidativo (Kaliora et al., 2005).

De fato, resultados de numerosos estudos ap6iam o envolvimento da oxidagdo na
patogénese de aterosclerose e também os efeitos benéficos de antioxidantes, embora os
resultados ainda sejam controversos (Niki, 2004; Kaliora et al., 2005).

A possivel acdo de substincias com propriedades antioxidantes e
hipocolesterolemiantes tem estimulado a busca de compostos que atuem neste processo.
Neste contexto, os carotendides t€m atraido considerdvel atencdo, em funcdo de sua
estrutura e de suas propriedades antioxidantes (Britton, 1995; Sies & Stahl, 1995). Entre

estes, o Annatto, popularmente conhecido como urucum, que por ser um corante natural,
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(Paumgartten et al., 2002; Tennant & Callaghan, 2005) tem sido inclusive, alvo de interesse
da inddstria alimenticia e de produtos cosméticos e farmacéuticos, em face da crescente
proibicao da utilizacdo de corantes sintéticos (Pedrosa et al., 1999).

A bixina, um dos compostos do Annatto, representa cerca 80% dos carotendides

totais presentes neste corante (Pedrosa et al., 1999; Kiokias & Gordon, 2003). Trabalhos
com bixina em modelos animais sdo relativamente escassos na literatura.
Ha trabalhos indicando que a bixina ndo apresenta toxicidade (Bautista et al., 2004) e que
possivelmente inibe a peroxidacdo lipidica em modelos de nefrotoxicidade (Silva &
Antunes, 2001). Outros trabalhos relatam sua possivel atuagdo no metabolismo lipidico,
embora ainda ndo bem explicado.

As propriedades e peculiaridades aliadas ao seu potencial antioxidante, tornam o
caroten6ide bixina um bom alvo de pesquisa para os eventos associados a hiperlipidemia e
aterosclerose.

O presente trabalho teve como objetivo principal avaliar os efeitos da torta de bixina
nas defesas antioxidantes, no perfil lipidico e sérico de hamsteres fémeas submetidas as

dietas padrdo e hipercolesterolemiante.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2. 1. RADICAIS LIVRES

2. 1. 1. Definicao

A idéia que o oxigénio pode causar danos ao organismo nao é recente. Trabalhos
pioneiros que atribuiram toxicidade ao oxigénio foram realizados por John Bean e Paul Bert
ha mais de meio século (Bean, 1945; Bert, 1943).

Em 1954, Gerschman et al. propuseram que efeitos deletérios causados por oxigénio
poderiam ser atribuidos & formacdo de “radicais de oxigénio”. Essa proposi¢do foi
posteriormente convertida na teoria superéxido de toxicidade do oxigénio, a qual atribuia ao
excesso de radical superéxido a responsabilidade pelos efeitos toxicos causados por este gas.
Teoria esta que, mais tarde, serviria de base para o isolamento e a caracterizacdo da
atividade da enzima super6xido dismutase (SOD) por McCord e Fridovich em 1969.

Em 1956, Harman sugeriu que radicais livres estariam envolvidos em eventos
fisiologicos, particularmente, no processo de envelhecimento. Esta hipdtese inspirou
numerosos estudos que contribuiram para o conhecimento atual sobre radicais livres e
espécies reativas derivadas do oxigénio. Embora os radicais livres jd sejam conhecidos ha
varias décadas, indiscutivelmente, nos ultimos anos, eles tém ganhado notoriedade nas
diversas dreas do conhecimento médico, em fun¢do de sua efetiva associacdo com diversos
processos fisiopatoldgicos de grande importancia.

Conceitualmente, a expressdo “radical livre” € utilizada para designar dtomos ou
moléculas, com existéncia independente (livres, portanto), com um ou mais elétrons
desemparelhados em sua camada orbital mais externa, diferenciando-os dos demais dtomos
e moléculas, nos quais os elétrons, usualmente se associam aos pares (Halliwell &
Gutteridge, 1991; Halliwell & Chrico, 1993). Apresentar um elétron desemparelhado € uma
peculiaridade quimica que resulta em instabilidade e torna os radicais livres altamente
reativos, favorecendo, portanto, reacdes instantaneas com diversos compostos e ataque a
vdrios alvos celulares.

Em outras palavras, radicais livres sdo moléculas carregadas eletricamente que procuram e
capturam elétrons de outras substincias para neutralizar a si mesmas (Kaliora et al., 2005).
Devido a sua natureza, hd uma tendéncia para reagdo em cadeia (Sies, 1993). Logo,

uma vez formado, o radical pode reagir com moléculas radicais ou ndo-radicais, em larga
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escala. Podendo, desta forma, doar ou remover elétrons, ou simplesmente adicionar-se a um
nao-radical, modificando-o quimicamente e caracterizando, em poucos segundos, uma
reacdo em cadeia num efeito cascata. E até que os mesmos sejam desativados, milhares de
reacdes podem acontecer dentro de apenas alguns segundos (Kaliora et al., 2005; Kohen &

Nyska, 2002; Fridovich, 1998; Halliwell & Chrico, 1993).

2. 1. 2. Terminologia, tipos e peculiaridades quimicas

A expressdo “radical livre” ndo € a mais apropriada para designar agentes reativos
patogénicos, pois alguns destes ndo apresentam elétrons desemparelhados em sua ultima
camada orbital (Halliwell & Cross, 1994). Alguns agentes reativos derivados do
metabolismo do oxigénio molecular, por exemplo, apesar de altamente reativos, ndo sdo
radicais na acepcdo exata da palavra. Em fun¢do disto, tem-se utilizado com freqiiéncia na
literatura as expressdes coletivas: Reactive Oxygen Species (ROS), Reactive Nitrogen
Species (RNS) ou genericamente, espécies reativas ou ainda oxidantes, para designar uma
variedade de radicais livres e derivados ndo radicais de oxigénio e nitrogénio.

Ha diversos tipos de espécies reativas (Tabela I) e estas apresentam peculiaridades
que as diferencia em vdrios aspectos (Bagchi & Puri, 1998), tais como: origem ou fontes,
meia-vida, reatividade e até mesmo provaveis alvos. Existem vérios aspectos que explicam
estas diferencas. Fatores relacionados ao ambiente fisiol6gico, como pH ou ainda a presenca
de outras espécies reativas, podem exercer grande influéncia determinando a meia-vida dos
oxidantes (Kohen & Nyska, 2002). Assim, o ataque a alvos celulares, guarda estreita relacdo
com a meia vida dos oxidantes. Radicais hidroxila, por exemplo, reagem praticamente no
seu sitio de formagdo, em funcio de sua meia-vida muito curta. Outros, no entanto, como 0s
radicais peroxila que s@o relativamente estdveis, com uma meia vida mais longa, podem

atingir alvos mais distantes (Sies, 1993).
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Tabela I - Nomes, simbolos, meia-vida em segundos e peculiaridades quimicas de

metabdlitos radicais e ndo radicais do oxigénio.

Nomes, Meia- Peculiaridades
Simbolos  vida/seg.

RADICAIS OXIGENIO

Superdxido Gerado por fagécitos ou linfécitos e fibroblastos no processo inflamatdrio;
(023D pode atuar como sinalizador molecular e na produgdo de radical hidroxila
(OHe), oxigénio singleto {0y e peroxinitrito (ONOOH). Gerado também por

NAD(P)H oxidase e irradiacao.

Hidroxila (10 ’9) Formado a partir da rea¢do de peréxido de hidrogénio (H,O,) com metais de
(OHse) transi¢do e por hemdlise da dgua exposta a radiacdo; é muito deletério ao
organismo devido a sua alta reatividade em sistemas biolégicos. Causa danos

ao DNA, RNA, as proteinas, lipidios e membranas do nicleo e mitocondrial.

Peroxila Gerado na etapa de propagacdo da lipoperoxidacdo, quando pode atacar
(ROOe) hidrogénio de cadeias de 4cidos graxos poliinsaturados, formando
hidroperdéxidos lipidicos. Sdo susceptiveis a agdo de antioxidantes exdgenos.

Oxido Origina peroxinitrito (ONOOH) quando reage com superéxido (O, ). E

nitrico produzido em vdrios tipos de células, especialmente fagécitos e células

(NOe) vasculares endoteliais e no metabolismo da arginina. Pode ser produzido no
organismo pela acdo da enzima 6xido nitrico sintase.

Alcoxila (10™°)  Formado na peroxidagio de lipidios. E susceptivel a acio de antioxidantes
(ROe) exdgenos, que podem interromper processos de lipoperoxidacdo.

DERIVADOS DE OXIGENIO NAO RADICAIS

Peréxido de Gerado pela B-oxidag¢do de dcidos graxos ou pela dismutagido de superéxido
. o (Oy"*) por acdo de enzimas oxidases. E capaz de transpor membranas celulares
Hidrogénio S L . . . .
(H,0,) e originar radicais hidroxila (OHe). Pode oxidar proteinas com residuos de
e metionina ou grupos tiéis muito reativos. Apresenta forte atividade
antimicrobiana.

Acido (Estavel) Apresenta forte atividade antimicrobiana
hipocloroso
(HOCL)

(107 E uma forma muito deletéria do oxigénio ao organismo, pois € um
intermedidrio da toxicidade fotoinduzida do O, Pode reagir com é&cidos
graxos, aminodcidos e com carotendides devido as multiplas insaturacdes
conjugadas.

Oxigénio
singleto
('0y)

Peroxinitrito (0,05 —1) E um poderoso agente oxidante que pode causar deplecio de grupos sulfidrila
(ONOOH) (-SH) e oxidagdo de muitas moléculas. Esta associado a patogénese de células
e disfuncdo de drgaos relacionados a aterosclerose. Apresenta forte atividade

antimicrobiana

Adaptado de: Kohen & Nyska, 2002; Sies, 1993; Barreiros & David, 2006; Stadtman, 2003; Halliwell &
Chrico, 1993; Turrens & Boveris, 1980 e Radomski & Salas, 1995.
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Desta forma, radicais livres s@o capazes de danificar, virtualmente, toda biomolécula
celular, até mesmo quando esta disponha de algum mecanismo de protecio. E o caso do
DNA de células de mamiferos que apesar de ser compartimentado longe de mitocondrias e
peroxissomos, encontra-se ligado a histonas e poliaminas que protegem contra oxidantes.
Além disto, o DNA dispde de mecanismos de reparos e, ainda assim pode sofrer danos por
acdo de oxidantes (Ames, 1989).

Além do DNA, proteinas, carboidratos, dcidos graxos, membranas bioldgicas e

muitas outras estruturas estao sujeitos a esta acdo oxidante deletéria (Bagchi & Puri, 1998).

2. 1. 3. Papel biolégico e fontes de espécies reativas

E muito provavel, que os radicais livres exerceram um importante papel na origem
da vida e na evolugfo bioldgica, favorecendo o desenvolvimento dos organismos (Fang et
al., 2002).

Os primeiros seres vivos que surgiram na terra eram, possivelmente, anaerobios em
funcdo dos baixos niveis de oxigénio atmosférico, determinados pelas préprias condigdes
que vigoravam no planeta (Fridovich, 1998). Nestas condi¢des, o oxigénio era um gas
téxico.

Com a evolugdo dos organismos fotossintetizantes e conseqiiente aumento do

oxigénio atmosférico, os seres anaerdbios desenvolveram mecanismos de defesa
antioxidante para se protegerem contra a toxicidade do oxigénio. Este aumento na tolerancia
ao oxigénio possibilitou, no processo evolutivo, sua utilizagdo na mitocondria para uma
producdo mais eficiente de energia (Halliwell & Cross, 1994; Fridovich, 1998). Em
contrapartida, a mitocondria passou a ser a principal fonte endoégena de radicais livres ou
oxidantes (Liu et al., 2002).
Embora os oxidantes também possam ser gerados em outros compartimentos
citoplasméticos, as mitocOndrias figuram como principal fonte intracelular de espécies
reativas de oxigénio na maioria dos tecidos (Turrens, 2003), devido a vazamento de elétrons
da cadeia respiratéria (Wei & Lee, 2002), caracterizando, assim, de certa forma, uma
“geracdo acidental” (Halliwell & Cross 1994).

Hoje, € conhecido que para sua manutencdo, as células utilizam ATP (Adenosina
Trifosfato) para crescimento, diferenciacdo, resposta a estimulos fisioldgicos e desafios

ambientais.
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No metabolismo aerébio, as principais provedoras de ATP sdo as mitocOndrias
através de fosforilacdo oxidativa (Wei & Lee, 2002).

A producdo de ATP se processa através da transferéncia de elétrons de NADH
(Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, forma reduzida) ou FADH, (gerados pelo
ciclo de Krebs) para o oxigénio molecular. Isto acontece mediado por uma série de
transportadores de elétrons como, complexo I (NADH-ubiquinona oxidoredutase),
complexo II (succinato-ubiquinona 6xido redutase), complexo III (ubiquinol-citocromo ¢
redutase) e complexo IV (citocromo c¢ oxidase) localizados na membrana interna da
mitocondria (Turrens, 2003). Desta forma o oxigénio sofrerd uma redugdo tetravalente até
H,0 (Figura I).

Ao longo deste processo, entretanto hd formacdo de espécies reativas por reducio
incompleta do oxigé€nio molecular, quando cerca de 2% do O, sofre redugéo univalente. Isto
ocorre quando o oxigé€nio recebe menos de quatro elétrons nos passos intermedidrios desta
reducdo (Fridovich, 1998), produzindo intermedidrios reativos como: radical superdxido
(Oy»), hidroperoxila (HO;¢), hidroxila (OHe), e peréxido de hidrogénio (H,O;) (Turrens,
2003; Ames et al., 1993) (Figura 1).

Figura 1: Redugdo tetravalente do oxigénio (O;) na mitocondria até formacdo de dgua

(H0).

O,+d4e+4H — > 2H,0
02 + e- _ > 02- °

02- * + e- + 2H+ ————— > H202

H,0, + e + H+ ————> OH-* + H,0

OHe + ¢ + H+ —> H,0

Sdo consideradas ainda, tr€s importantes fontes enddgenas de oxidantes: a f-
oxidacdo peroxissomal de 4cidos graxos, onde ha liberacdo de peréxido de hidrogé€nio
(H20,) como um subproduto, que é degradado por acdo da enzima catalase. Evidéncias

sugerem que, sob certas condi¢gdes, peréxidos escapam dessa degradagéo, resultando em sua
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liberagdo em outros compartimentos celulares (Beckman & Ames, 1998); uma segunda
fonte seria a eliminag@o de subprodutos do metabolismo das enzimas do sistema citocromo
P450. Estas enzimas previnem efeitos toxicos agudos causados por substincias exdgenas,
mas também resultam em subprodutos oxidantes (Ames et al., 1993).

E uma terceira fonte seria a partir de atividade celular fagocitica, que produz uma mistura de
oxidantes (6xido nitrico, radical superéxido e perdxido de hidrogénio) em resposta a
estimulos, como em infeccdes cronicas causadas por virus, bactéria e parasitas (Ames et al.,
1993).

Podem ser acrescentadas, ainda, as fontes enddgenas: células (como neutréfilos),
produgdo direta (NO sintase) ou indireta (xantina oxidase) de enzimas, exercicios,
inflamacdo, algumas patologias, reacdes envolvendo ferro e outros metais de transicdo.
Cigarros, poluentes ambientais, radiacdo, luz ultravioleta, pesticidas, solventes industriais,
xenobidticos, sais de ferro (Reacdo de Fenton), de cobre, vérios tipos de drogas e 0zdnio
também sdo considerados importantes fontes de oxidantes, porém de origem exdgena.
(Bagchi & Puri, 1998; Kohen & Nyska, 2002; Ames et al., 1993).

Neste contexto, a associacio direta ou indireta de diferentes tipos de oxidantes a uma
série de processos fisiopatolégicos importantes, tais como: envelhecimento, aterosclerose,
cancer, diabetes, inflamacdo cronica, e outros (Droge, 2002), t€m motivado inimeras
pesquisas para esclarecer sua efetiva atuacdo a fim de desenvolver tratamentos eficazes e

medidas profilaticas efetivas.

2. 2. ESTRESSE OXIDATIVO, COLESTEROL E ATEROSCLEROSE

2. 2. 1. Definicao, causas endégenas e exégenas.

Por definicdo, estresse oxidativo é “uma perturbag@o no equilibrio entre oxidantes e
antioxidantes, a favor do oxidante, levando potencialmente a dano”. Esta € uma definicdo
classica, e é atribuida a Helmut Sies (Sies, 1985, 1986). Em outras palavras, é o
desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas de oxigé€nio e a capacidade de acdo dos
sistemas de defesa antioxidante para neutraliza-las e prevenir seus efeitos deletérios (Mayne,
2003). A geracdo de ROS e RNS é uma conseqiiéncia inevitavel da vida aerdbia (Valko et
al., 2006).

Entdo, para que prevaleca o equilibrio homeostatico e as fungdes bioldgicas sejam

7z

preservadas, é necessario que o organismo controle a presenga de ambos, oxidante e
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antioxidante, continuamente. Para isto, sistemas bioldgicos desenvolveram a capacidade de
promover respostas adaptativas que podem compensar o estresse oxidativo (Sies, 1993).

No balango entre a producdo de oxidantes e a defesa antioxidante in vivo, parece
prevalecer um equilibrio relativo, onde hd uma ligeira tendéncia para maior producgdo de
oxidantes, de tal forma que niveis baixos de estresse oxidativos continuos sdo controlados
por sistemas de reparo. Entretanto, isso ndo ocorre se o estresse oxidativo for severo, o que
poderd resultar em dano e morte celular (Halliwell & Cross, 1994). Sob tais circunstincias, a
taxa de geracdo de espécies reativas pode exceder a capacidade local de defesa antioxidante
e contribuir para o dano. Logo, o resultado é o ataque a diferentes alvos no organismo
(Mayne, 2003).

Estresse oxidativo pode ser gerado por vérias vias (Halliwell & Cross, 1994) de tal
forma que pode atingir todos os tipos de moléculas bioldgicas (Sies, 1993) causando, entre
outras coisas, ativacdo de neutrdfilos, modificacdo de proteinas, carboidratos (Halliwell &
Cross, 1994) e DNA, comprometendo, desta forma, as respectivas funcdes destas
biomoléculas (Stocker & Keaney, 2004; Halliwell & Cross, 1994; Sies, 1993). Acidos
graxos de cadeia longa, livres no compartimento citosdlico e lipideos ligados a membrana
também podem ser alvos imediatos destas espécies reativas (Kaliora et al., 2005).

Via de regra, o estresse oxidativo é gerado em funcdo da producdo excessiva de
espécies reativas. Mas determinadas circunstancias também podem contribuir, ainda que de
forma indireta, para a produgdo do estresse oxidativo, tais como: infec¢des; atividade fisica
intensa e resfriados (Singh & Kapur, 2004).

Desnutri¢do severa, devido a privagdo de minerais como: cobre (Cu), manganés
(Mn), zinco (Zn), selénio (Se) e de vitaminas como riboflavina (cofator FAD da enzima
glutationa redutase), além de o-tocoferol (necessdrio para manutencdo de defesa
antioxidante) também podem favorecer a produgédo de espécies reativas (Halliwell & Cross,
1994).

O aumento nos niveis celulares de estresse oxidativo pode, além disso, surgir em
funcdo de vérios fatores de origem exdgena, incluindo ingestio de dlcool, traumas, radiacdo
(Singh & Kapur, 2004), metabolismo de varias drogas e toxinas, como por exemplo fumaca
de cigarro e herbicidas (Halliwell & Cross, 1994).

Diante disto, o estresse oxidativo estd envolvido em processos como mutagénese,

carcinogénese, danos em membranas e lipoperoxidagdo (Sies, 1993).
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2. 2. 2. Intensidade e conseqiiéncias

A oxidagdo de determinadas estruturas orginicas, como mencionado, pode em tese,
contribuir para o desenvolvimento de doencas crénicas (Mayne, 2003).

A intensidade e a importancia do comprometimento dependerdo do “grau” do
estresse oxidativo, ou seja, dos mecanismos pelos quais ele é imposto, da natureza do
sistema afetado e do tempo de exposi¢cdo (Halliwell & Cross, 1994).

Atualmente, existem evidéncias que o excesso de liberacdo de espécies reativas de
oxigénio faz parte do mecanismo intermedidrio de mais de 50 doencas como: aterosclerose
(Stocker & Keaney, 2003; Bagchi & Puri, 1998), cancer (Valko et al, 2006) diabetes,
inflamacdo cronica, enfisema, displasia, retinopatia em bebés prematuros (Halliwell &
Cross, 1994), artrite reumdtica, catarata, disfun¢do imunitaria (Miquel & Ramirez-Bosca
2004), acidente cerebrovascular, doenga inflamatéria do intestino (Halliwell & Cross, 1994)
desordens neurodegenerativas (Singh & Kapur, 2004) e danos teciduais por diferentes
causas (Halliwell & Cross, 1994; Droge, 2002).

Em células de mamiferos, o estresse oxidativo severo pode aumentar os niveis
intracelulares de Ca** (Droge, 2002) e ferro (Halliwell, 1987) livres, o que podera ocasionar
efeitos adversos, como: mediacdo de morte celular através do rompimento do citoesqueleto,
fragmentacdo de DNA e dano extenso a componentes celulares (Orrenius, et al., 1989) no
caso do Ca™* e promover reacdes de radicais no caso do ferro. O ferro € o metal pesado mais
abundante no organismo e estd biologicamente capacitado para catalisar rea¢des de oxidacdo
de biomoléculas como na reagdo de Fenton (Figura 2) (Halliwell, 1987).

No endotélio, a producio excessiva de oxidantes ou uma diminuicdo das defesas
antioxidantes leva a toxicidade celular, desequilibrando a sinalizagdo das células vasculares,
onde os oxidantes agem como segundo mensageiro intracelular ou ainda por toxicidade

quimica direta de oxidantes, danificando o DNA e levando a apoptose (Bahia et al., 2004).
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Figura 2: Reacdes de Fenton: formagdo de diferentes tipos de espécies reativas associadas a

metais de transicao.

REACAO DE FENTON

> Fe'™ + Oy
—_—> 0+ H;0,
— > Fe™ + OH + OH*

Adaptado de: Matsubara, 1997.

2. 2. 3 A lipoperoxidacao

Dentre as conseqiiéncias do estresse oxidativo, a peroxidacdo lipidica ou
lipoperoxidagdo € uma das que mais se destaca, pois o aumento nas concentracdes de seus
produtos € um dos parametros que evidencia o envolvimento de espécies reativas em
doencas humanas (Halliwell & Chrico, 1993).

Lipoperoxidacdo ¢ uma modificacio em dcidos graxos (AcGx) poliinsaturados

constituintes de membranas biolégicas por oxidagdo ndo-enzimaética.
Embora, praticamente todos os componentes celulares sdo susceptiveis a acdo de espécies
reativas, as membranas sdo especialmente vulnerdveis a oxidag@o, em funcdo de sua propria
constitui¢do (Kohen & Nyska, 2002). Membranas celulares e de organelas contém grandes
quantidades de 4cidos graxos poliinsaturados. Sua fluidez relaciona-se a presenga de cadeias
insaturadas de fosfolipidios e do colesterol.

AcGx poliinsaturados possuem alta susceptibilidade ao ataque de espécies reativas
devido ao carbono metilénico bis-alilico (Barreiros & David, 2006). Este ataque a
membrana € bastante lesivo e pode resultar em alteracdes em sua estrutura, permeabilidade e
fluidez (Kohen & Nyska, 2002) com conseqiiente comprometimento de fungdes bioldgicas.

A lipoperoxidagdo acontece em 3 fases: Iniciacdo, propagacdo e terminagdo (Figura

3) (Kohen & Nyska, 2002).
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Figura 3: Etapas da lipoperoxidagao.

Iniciacdo LH + OHe Le + H,O
Propagacio Le + O, LOO-

LH + LOQee Le + LOOH
Terminagdo LOO ¢+ Le LOOL
LOOe + LOOe LOOL + O,

(1) Iniciacdo, (2) propagacao, (3) terminacgdo. (L) lipideo; (LH) 4dcido graxo poliinsaturado;
(OHe) radical hidroxila; (L) radical lipidico; (O;) oxigénio; (LOQOee) radical peroxil;
(LOOH) hidroperoxidos lipidicos. Adaptado de Valko et al., 2005.

O radical hidroxila apresenta uma grande habilidade para iniciar a peroxidagdo de
lipidios (Valko et al., 2005). Inicialmente, hd uma interacdo entre o &4cido graxo
poliinsaturado (LH) da membrana celular e os radicais hidroxila. Esses radicais sdo capazes
de subtrair hidrogénio de um grupo metileno do dcido graxo para formar espécies reativas
lipidicas ou radical lipidico (Le) que s@o estabilizados depois de reestruturagdo molecular e,
nessa forma, estes tendem a se combinar com oxigénio. O radical lipidico (Le) reage com o
oxigénio produzindo radical peroxila (LOOe). O radical peroxil produzido tem potencial
oxidativo suficiente para atacar o hidrogénio de cadeias adjacentes de AcGx poliinsaturados,
formando hidroperdxidos lipidicos (LOOH) e novos radicais lipidicos, além de perpetuar a
reacdo oxidativa. As reagdes denominadas reagdes de propagacdo respondem pelas reagdes
em cadeia. (Kohen & Nyska, 2002; Valko et al., 2006; Halliwell & Guitteridge, 1991; Jialal
& Devaraj, 1996).

Ferro e cobre sdo conhecidos como aceleradores da decomposi¢do de perdxidos
lipidicos. Como resultado da peroxidacdo de AcGx ocorre a producdo de MDA (Vannucchi
et al., 1998). O MDA ¢é um aldeido de cadeia curta, sendo um dos compostos medido pela
reacdo com o TBARS. A formacdo de MDA ocorre pela decomposicdo dos hidroperéxidos
lipidicos e sua concentracdo tem sido utilizada para estimar a intensidade da peroxidacio

lipidica de sistemas bioldgicos em células e tecidos (Bonnes & Guérin, 1992).

O sistema de defesa antioxidante do organismo tem como principal fun¢éo inibir ou
reduzir os danos causados as células pelas espécies reativas de oxigénio. Todas as células de
organismos eucaridticos contém poderosas enzimas antioxidantes entre as quais se destaca a

catalase.
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2. 2. 4. Transporte do colesterol e oxidacao da LDL

O colesterol (sintetizado ou absorvido) por ser insoliivel em dgua € transportado por
lipoproteinas plasmadticas. Diferentes combinacdes de lipideos e proteinas produzem
particulas com densidades diferentes, variando de lipoproteina com densidade muito baixa -
VLDL (Very Low Density Lipoprotein), lipoproteina com baixa densidade, LDL (Low
Density Lipoprotein), lipoproteina com alta densidade — HDL (High Density Lipoprotein) e
quilomicrons.

Uma vez que LDL nativa ndo é patogénica (Witztum & Steinberg, 1991; Stocker, 2004), a
hipdtese que considera a LDL oxidada como central na progressao da aterosclerose tem sido
amplamente aceita (Simionescu et al., 2002; Mayne, 2003).

Apesar de ser conhecido que LDL pode ser oxidada por muitos tipos de oxidantes
através de diferentes vias e mecanismos (Niki, 2004), ainda ndo estd bem compreendido
como, onde e quando a LDL é oxidada in vivo (Niki, 2004); por isso vdrias teorias vém
tentando explicar os mecanismos através quais isto ocorre (Kaliora et al., 2005).

Segundo a hipdtese oxidativa, a LDL nativa € fisiologicamente, endocitada por
macrdfagos que t€m receptores especificos, auto-reguldveis para fazer sua endocitose. Este
tipo de receptor s6 permite a endocitose de LDL em quantidade suficiente de ser
metabolizada e transportada pelo MO.

Estudos in vitro mostram que em meio rico de colesterol LDL, este receptor
especifico entra em “downregulation” e s6 fagocita a quantia adequada a sua capacidade de
metabolizacdo, ndo possibilitando a interiorizagdo de excesso de LDL (Goldstein & Brown,

1977) (Figura 4).
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Figura 4 - Receptores de LDL nativa (LDLn) e de LDL oxidada (LDLox) em

v——©
o] \ <

macroéfagos

Adaptado de Steinberg, 2002.

Isto pode ser verificado em individuos com hipercolesterolemia familiar, nos quais falta
receptor funcional para LDL, e que desenvolvem aterosclerose. Diante disto, foi possivel
verificar que a formagdo de célula em espuma ndo parece ser mediada pelos mesmos
receptores de LDL nativa. Porém, o mesmo nédo ocorre com a LDL modificada. Oxidagdo
torna a LDL completamente diferente quando comparada LDLn quanto as propriedades
fisico-quimicas e bioldgicas. A LDLox pode apresentar efeito citotdxico, e inibir a
proliferacdo e mobilidade espontinea de células endoteliais de artérias coronarias humanas
em cultura (Xavier et al., 2004) (Figura 5).

As LDL nativas podem sofrer, ainda alteragdes quimicas relacionadas com a
peroxidacdo de AcGx constituintes da lipoproteina, resultando em um aumento na sua
susceptibilidade a endocitose por MO (Morel, 1984; Jialal & Devaraj, 1996).

Dessa forma a LDLox se torna particularmente aterogénica e quimiotdtica para
mondcitos/macréfagos (Crowther, 2005).
Quando modificada quimicamente, a LDL é avidamente internalizada por MO, que

expressam outro tipo de receptores denominados “scavenger receptors” (Goldstein et al.
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1979), ultrapassando a capacidade fisiolégica do MO, tornando-o menos moével formando,

entdo, as denominadas “células em espuma” (Figura 5).

2. 3. Antioxidante

2. 3. 1 Estresse oxidativo e o principio da protecao

A associagdo entre estresse oxidativo e processos patoldgicos importantes e a
multiplicidade das defesas que surgiram para contrapor a este mecanismo servem como um
indice de sua gravidade.

Ao longo da evolugdo, a producgdo continua de espécies reativas durante os processos
metabdlicos aerdbios e a exposicdo constante a numerosas fontes resultou no
desenvolvimento de tipos diferentes de mecanismos antioxidantes para limitar os altos

niveis de oxidantes e impedir a inducdo de possiveis danos.

2. 3. 2 Definicao

Tomada ao pé da letra, uma substincia antioxidante seria aquela capaz de inibir a
oxidacdo. Ou seja, € uma molécula estdvel o bastante para doar um elétron a uma espécie
reativa, neutralizando-a e reduzindo sua capacidade de danificar biomoléculas (Bagchi &
Puri, 1998).

Mas dada complexidade dos mecanismos antioxidantes desenvolvidos ao longo da
evolucdo, utiliza-se com freqiiéncia a expressdo ‘‘sistema antioxidante” ja que ha
antioxidantes diferentes trabalhando em concerto para manutencdo da homeostase do estado

redox do corpo, através de mecanismos distintos (Berry & Kohen, 1999).
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Figura 5: Efeito citotéxico da LDL oxidada no macréfago e formacdo de células em

espuma.
LDL nativa -
Monécitos
Q ) . Circulantes
Células endoteliais —_—

Monécito-Macréfago O

*

Célula em espuma

O — #

LDL oxidada

Adaptado de Stoker, 2003.

Em funcdo disto, desenvolveu-se nos organismos, um sistema de protecdo
antioxidante altamente complexo, que envolve uma variedade de componentes enddgenos e
exdgenos, funcionando interativamente para neutralizar espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (Kaliora et al., 2005; Sies, 1993; Bagchi & Puri, 1998).

A definicdo de antioxidantes tem sido baseada em pardmetros distintos na literatura,
pois antioxidantes podem diferir quanto ao local de a¢do, ao mecanismo, a composi¢do e as
propriedades fisico-quimicas.

Do ponto de vista bioldgico, sdo compostos que protegem os sistemas bioldgicos
contra os efeitos danosos que levariam a oxidacdo de macromoléculas ou estruturas
celulares ou seja, refere-se a “qualquer molécula capaz de estabilizar ou desativar espécies
reativas antes que estas ataquem células” (Kaliora et al., 2005).

Numa abordagem quimica, antioxidantes seriam moléculas efetivamente capazes de

remover radicais livres de um sistema, seja rompendo reagdes em cadeia ou reagindo com

eles para formar produtos in6cuos ou eletricamente estaveis (Britton, 1995).
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Uma defini¢do ampla e utilizada com freqii€ncia na literatura € a que considera
antioxidante como: “uma substincia que, quando presente em baixas concentragdes,
comparada ao substrato oxiddvel, diminui ou previne, significativamente a oxidacio desse
substrato” (Halliwell, B. & Gutteridge, 1991). Esta defini¢do incluiria também, compostos

de natureza enzimadtica e ndo enzimatica (Sies, 1993).

2. 3. 3. Mecanismo de acao

Conforme mostrado na tabela I, sdo variados os tipos de espécies reativas e cada qual
apresentado suas peculiaridades, o que leva a se considerar que ha necessidade, também, de
mecanismos de a¢io antioxidante diferenciados.

Em principio, a a¢do dos antioxidantes ocorre de trés formas distintas: antes da
producdo das espécies reativas (prevengdo), apds a producdo (interceptagdo) ou ainda
atenuando seus efeitos, fazendo reparos de danos (sistemas de reparo) (Berry & Kohen,
1999).

Prevencdo € a primeira linha de defesa antioxidante que atua contra a formacao de
espécies reativas (Sies, 1993). Este mecanismo tem como principal fun¢do inibir ou reduzir
os efeitos deletérios causados as células pelos oxidantes.

A interceptacdo implica como o préprio nome indica, em interceptar espécies
prejudiciais ja formadas, resultando em produtos finais in6cuos.

Quando os processos de prevencgdo e interceptacdo ndo sdo completamente efetivos,
entra em acdo o terceiro mecanismo: reparo. Neste caso, o antioxidante tem que atuar apds
ocorrer o dano. Isto ocorre, por exemplo com o sistema de reparo no DNA e membranas

bioldgicas (Sies, 1993).

2. 3. 4. Complexidade de classificacao

Em fungdo dos aspectos expostos, a classificacdo dos antioxidantes, também ¢&
diversificada, atendendo a critérios variados. Logo, os antioxidantes podem ser classificados
como:

i. Primdrios: quando rompem cadeias de radicais livres e podem doar 4dtomos de
hidrogénio rapidamente a um radical (Halliwell and Gutteridge, 1991).
ii. Secundarios: quando apresentam carater preventivo. O mecanismo envolve remocao de

iniciadores de ROS/RNS (Halliwell and Gutteridge, 1991).
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iii.

1v.

Vi.

Vil.

Viil.

Funcionais: previnem os efeitos deletérios da oxidagdo, inibindo o inicio da
lipoperoxidacdo, seqiiestrando radicais livres e/ou quelando ions metélicos (Rodrigues
et al., 2003).

Endégenos: produzidos pelo organismo, sdo essenciais para manter 6tima satde celular
e sistémica, embora ndo sejam suficientes para neutralizar todo o estresse oxidativo,
especialmente o induzido por fatores externos como: exposicdo ao dlcool,
medicamentos, trauma, resfriados, infec¢des, dieta pobre, toxinas, radiacdo e atividade
fisica extenuante (Kaliora et al., 2005).

Exdgenos: Podem ser adquiridos através da dieta ou suplementag¢do alimentar. Ha
evidéncias de sua eficiéncia neutralizando estresse oxidativo, particularmente, o
provocado por causas exdgenas (Kaliora et al., 2005). Carotendides, o-tocoferol, dcido
ascorbico e flavondides sdo exemplos deste tipo de antioxidante.

Sistema enzimdtico: E uma forma de interceptacio que atua como detoxificadora de
agentes oxidantes antes que estes causem lesdes. A interceptacdo enzimdtica €
realizada por um sofisticado conjunto de enzimas antioxidantes altamente eficientes,
como: catalase (Figura 6), glutationa peroxidase e redutase (Figura 7 a, b) e superéxido
desmutase (Figura 8), (Sies, 1993).

Incluem-se também, varios minerais essenciais como selénio, cobre, manganés e zinco
necessdrios para a formacdo ou atividade destas enzimas pois, em caso de provisio
nutricional inadequada, hd comprometimento da funcio enzimatica (Bagchi & Puri,
1998).

Sistema ndo-enziméatico: composto por moléculas estdveis, o bastante para doar um
elétron a um radical livre e neutraliza-lo, reduzindo sua capacidade de dano (Bagchi &
Puri, 1998). Estas moléculas estdo envolvidas na prote¢do contra propagagdo de
reacOes oxidativas em cadeia, por mecanismo de interceptagdo.

H4, no minimo, dois pré-requisitos bdsicos para uma boa interceptacio nao-
enzimdtica: em primeiro lugar, apresentar capacidade efetiva de neutralizar espécies
reativas iniciais e em segundo, reagir com compostos soliveis em dgua, possibilitando,
dessa forma, sua propria regeneracdo. Estdo incluidos neste grupo: a-tocoferol, /-
caroteno, ubiquinol-10, bilirrubina, licopeno, flavonéides, urato, ascorbato entre outros
(Sies, 1993).

Como alguns nutrientes hidrossoliveis e lipossoliveis representam um aspecto

importante do sistema de defesa antioxidante (Mayne, 2003), compostos dietéticos que
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aumentam a atividade de antioxidantes end6genos, embora ndo neutralizem espécies

reativas, também sdo classificados como antioxidantes (Kaliora er al., 2005).

Figura 6 - Catalase e a dismutag@o do perdxido de hidrogénio em oxigénio e dgua.

CAT

2H,0, —> 0O, +2H,0
NADPH

NADPH = Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, forma oxidada; H,O, = peréxido de hidrogénio.

Figura 7 - Glutationa e a dismutacdo do perdxido de hidrogénio em dgua, porém, opera em

ciclo na forma oxidada e reduzida.

GSH peroxidase

2 GSH + H,0; ——— > GSSG + 2H,0
NADPH

GSH redutase
+ +
GSSG + NADPH+H ————>2GSH + NADP

GSH
H,0, + NADPH+H —— 52 H,0 + NADP

GSH = Glutationa reduzida; H,O, = peréxido de hidrogénio GSSG = Glutationa oxidada; NADPH =
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, forma oxidada; NADP = Nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato, forma reduzida; GSSG = Glutationa oxidada.

Figura 8 - Superéxido dismutase e a conver¢do superéxido em perdxido de hidrogénio e
oxigénio. Pode ser encontrada na forma citoplasmdtica (CuZnSOD) ou mitocondrial

(MnSOD).

SOD
+
2 02- e+?2H ——— ———>72 H202 + 02

+!

2 +
Cu ,Zn

SOD = Superéxido dismutase; O, * = superéxido; H,O, = peréxido de hidrogénio; Cu = cobre; Zn = zinco.
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Em suma, para ser considerada um bom antioxidante, uma substancia deve
apresentar algumas caracteristicas essenciais, como: especificamente extinguir espécies
reativas ou contribuir para que tal ocorra; interagir com outros antioxidantes dentro da “rede
de antioxidante”; apresentar efeito positivo na expressio de genes; ser absorvido
prontamente, no caso dos exdgenos; ter uma concentracdo em tecidos e biofluidos a um
nivel fisiologicamente pertinente; trabalhar em ambos os dominios de membrana e

efetivamente evitar danos por acio de espécies reativas.

2. 4. CAROTENOIDES

2. 4. 1. Caracterizacao e ocorréncia

Estima-se que j4 foram identificadas na natureza, aproximadamente 4000 substancias
com propriedades antioxidantes (Bagchi & Puri, 1998). Destas, mais de 600 tipos sdo
classificados como carotendides, incluindo isomeros (El-Agamey et al., 2004; Britton,
1995).

Carotendides agrupam uma extensa classe de compostos isoprendides pertencentes a
familia de pigmentos lipossoliveis encontrados no reino metéifita e metazoa (Jewell &
O’Brien, 1999; Britton, 1995).

Estes pigmentos, presentes nos cromoplastos das flores, frutos e folhas, bem como
em bactérias, fungos, algas, insetos, passaros, peixes e crusticeos sdo responsaveis pelo
espectro de cores que vao desde a faixa do amarelo, passando pelo laranja, até o vermelho
intenso (Stahl & Sies, 2003).

Em metafitas, os carotendides estdo envolvidos na prote¢c@o contra danos oxidativos.
Como somente plantas, bactérias, algas e fungos s@o capazes de sintetizd-los (Stahl & Sies,
2003), nos animais estes pigmentos sao normalmente encontrados como resultado da dieta,
jéa que carotendides sdo nutricionalmente importantes para muitas espécies.

Em viarios mamiferos eles participam de processos bioquimicos, a exemplo da
conversdo do f-caroteno em retinol ou na integracio da complexa rede de sinais de
comunicacdo envolvidos na atracdo, adverténcia e camuflagem (Sies & Stah, 1995; Britton,

1995).
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Carotendides sdo moléculas extremamente hidrofébicas com pequena ou nenhuma
solubilidade em 4gua, compostas por um extenso sistema de duplas ligacdes conjugadas em
sua porcao central (Britton, 1995).

Tudo indica que suas propriedades e func¢des sdo diretamente dependentes desta
conformacgdo estrutural bdsica (Britton, 1995) e modulada pelos diferentes grupos
funcionais, peculiares a cada grupo de carotendides (Di Mascio et al., 1991).

E também atribuido aos carotendides efeito antioxidante devido a sua habilidade de
remover radicais livres (Sies & Stahl, 1995; Burton & Ingold, 1984) como o fS-caroteno,
que apresenta propriedade de interceptar certos radicais livres e desativar moléculas reativas
de oxigénio singleto, gerado como subproduto de muitos processos metabdlicos normais (Di

Mascio et al., 1991).
2. 4. 2 Carotendides e estresse oxidativo: mecanismo de acao

Em virtude de sua estrutura, carotendides s@o compostos que podem atuar
seqiiestrando e inativando radicais livres.

Genericamente, trés mecanismos sao propostos para explicar esta acdo dos
carotendides sobre espécies reativas: adicdo radical, abstracdo de hidrogénio do carotendide
e reagdo de transferéncia de elétrons (El-Agamey et al., 2004).

Um dos mecanismos conhecidos é a desativacio do oxigénio singleto. Essa
desativagdo pode se dar pela transferéncia fisica da energia de excitagdo do oxigé€nio
singleto para o carotendide ou pela reagdo quimica do carotendide com o oxigénio singleto.
Em condi¢des normais no organismo, 95% da desativacdo do oxigénio singleto € fisica,
restando somente 5% para reagir quimicamente (Barreiros & David, 2006; Sies & Stahl,
1995).

Um outro mecanismo no qual carotendides podem estabelecer sua acdo antioxidante
€ seqiiestrando radicais peroxila formados na peroxidagéo lipidica, interrompendo, assim, a
sucessao de reagdes que podem danificar compartimentos lipofilicos.

Dessa forma, os carotendides desempenham um papel importante na protecio de membranas
celulares e lipoproteinas contra danos oxidativos (Sies & Stahl, 1995; Stahl & Sies, 2003).

Pelo exposto, diante da complexidade dos antioxidantes, dos diferentes mecanismos
de atuagfo, é possivel inferir que haja um certo grau de especificidade na acdo das
substancias antioxidantes. O que poderia explicar resultados conflitantes. Entdo, um efeito

neutro ou até mesmo negativo de um tipo de antioxidante para prevenir ou tratar uma
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determinada doenca, nfo significa que outro tipo de antioxidante possa também falhar. O
que justificaria novos experimentos envolvendo diferentes tipos de substincias com
propriedades antioxidantes para o tratamento de doencas degenerativas e outras relacionadas

ao estresse oxidativo.
2. 4. 3 Estudos que relacionam carotenéides e processos patologicos

Virios estudos epidemioldgicos tém revelado que o consumo de dietas com

alimentos ricos em carotendides estd associado a reducdo de vdrias desordens degenerativas
(Kritchevsky, 1999).
No que se refere aos antioxidantes de forma geral, ha estudos populacionais indicando seus
efeitos positivos para eventos relacionados especificamente a doencgas cardiovasculares,
como os estudos: Cambridge Heart Antioxidant Study (Stephens et al., 1996);
Atherosclerosis Risk in Communities (Kritchevsky et al., 1995); EURAMIC (Kohlmeier et
al., 1997); Zutphen Elderly (Hertog et al., 1993). Ha também, varios estudos que indicam
uma associacio inversa entre ingestdo de carotendides, especificamente B-carotenos, € o
risco de doencas cardiovasculares (Gaziano et al., 1995), (Tavani et al., 1997). Foi relatado
que B-caroteno apresentou efeito protetor parcial ou completo em células hepaticas humanas
(HepG2) contra peroxidacdo lipidica induzida por oxidantes (Martin et al., 1996).

Lin et al., (1998) mostraram que deplecdo de B-caroteno em mulheres sauddveis,
aumentou a suscetibilidade a oxidacdo de LDL, e que uma ingestdo normal resultou em
protecdo da LDL.

Romanchick et al. (1997) suplementando particulas de LDL, in vitro, com vérios
carotendides observaram que P-caroteno apresentou um pequeno, mas significante efeito
protetor contra oxidagdo em LDLs.

Resultados obtidos por Shaish, et al. (1995) sugerem que metabdlitos derivados de -
caroteno podem inibir aterosclerose em coelhos hipercolesterolémicos, embora o mecanismo
nao esteja claro. Os resultados de estudos in vitro, epidemioldgicos ou de intervencdo com
carotendides sdo, contudo, conflitantes na literatura.

Algumas tentativas de intervencdo em humanos que utilizaram [-caroteno
produziram resultados contraditdrios resultando em efeito protetor, neutro ou até mesmo, em
alguns casos, efeitos nocivos.

Em um estudo realizado com pacientes com diabetes mellitus, a aumentada

suscetibilidade para oxidag¢do de LDL foi normalizada por B-caroteno (Levy et al., 2000).
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Trés grandes estudos com tentativas clinicas de suplementacdo com [-caroteno, a
longo prazo, ndo apresentaram nenhum efeito. Um destes estudos foi o Alpha Tocopherol
Beta Carotene Cancer Prevention Study (ATBC) em 1994, quando 27.271 homens com
faixa etdria entre 50-69 anos de idade, fumantes sem problemas corondrios receberam
suplemento de 20 mg de S-caroteno por 6 anos. Ndo houve alteracdo na mortalidade para
todos os casos coronarios (Virtamo et al., 1998).

Um outro estudo que ndo apresentou efeito para taxas de mortalidade em doencas foi
o Skin Cancer Prevention Study (SCPS), onde 1.188 homens e 532 mulheres pacientes com
cancer de pele, de ambos os sexos, com menos de 85 anos de idade, receberam
suplementagio de 50 mg de f-caroteno num periodo de 8 anos (Greenberg et al., 1996).

No estudo observacional Physicians Health Study (PHS) também nio foi encontrado
nenhum efeito na incidéncia de neoplasmas maligno, doenca cardiovascular, ou morte por
todas as causas. Neste dltimo estudo 22.071 homens (médicos: 11% fumantes atuais € 39%:
fumavam antes do estudo) de 40 a 84 anos de idade receberam durante 12 anos, em dias
alternados, 50 mg de fB-caroteno como suplemento alimentar (Hennekens et al., 1996).

Contrariando as expectativas, hd também, registro de casos de interven¢do com
suplementagdo de S-caroteno que resultaram em efeitos adversos. E o caso do Alpha
Tocopherol Beta Carotene Cancer Prevention Study (ATBC), onde 29.133 homens,
fumantes e sem problemas médicos, com a faixa etdria variando entre 50 a 69 anos de idade,
recebendo por 6 anos, 20 mg de fB-caroteno, apresentaram aumento na mortalidade global no
grupo que recebeu S-caroteno (Kris-Etherton ez al., 2004).

Em 1996, o estudo Carotene and Retinol Efficacy Trial (CARET) com 14.254
homens e mulheres (50-69 anos) fumantes receberam suplementagdo de 2500 IU retinol por
5 anos, ndo apresentou efeito (Omenn et al., 1996).

Em um estudo de intervenc¢do com suplementacdo de antioxidantes, conduzido com
homens (50 a 69 anos de idade da Finlandia), efeitos adversos foram atribuidos ao
tratamento com f-caroteno em fumantes: houve um aumento na incidéncia de céncer
pulmonar entre os fumantes que receberam 20 mg de [S-caroteno, quando comparados aos
que ndo haviam recebido (Heinonen et al., 1994).

Em modelos animais, Muzandu et al., 2006 sugerem que carotendides como
licopeno e B-caroteno possam aliviar alguns efeitos danosos em DNA e proteinas celulares
provocados por espécies reativas como peroxinitrito e possivelmente outras espécies reativas

de nitrogénio (RNS) em hamsteres chineses.
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Em sistemas bioldgicos, os efeitos preventivos dos carotendides tém sido atribuidos
a sua atividade antioxidante, que possivelmente, protege células e tecidos de danos
oxidativos, inibindo reagdes de radicais livres (Sies & Stahl, 1995).
Com base no grande corpo de evidéncia que associa patologias ao estresse oxidativo,

atualmente, os antioxidantes vém atraindo consideravel aten¢do como alvo de pesquisa.
2. 5. Urucum

Annatto (Bixa orellana L.), conhecido comumente no Brasil como “urucum”, é um
corante natural vermelho-amarelado extraido do pericarpo da semente de uma planta
arbustiva da familia Bixaceae, nativa das florestas tropicais das Américas Central, do Sul e
possivelmente origindria da regido do Acre, na Amazonia.

Os primeiros relatos de utilizagdo de urucum referem-se a tribos indigenas sul-
americanas que tenham utilizado a planta como medicamento e as sementes como pintura
para o corpo durante séculos (Paumgartten et al., 2002; Sandi & Cuen, 2003).

Na India Ocidental, um remédio popular conhecido como “chi de arbusto”,
preparado com uma suspensdo das sementes de Bixa orellana em Oleo, era utilizado no
tratamento do diabetes mellitus (Morrison & West, 1982).

Na arte culindria do nordeste brasileiro € utilizada uma mistura de fubd ou farinha de
mandioca com urucum em pd ou em extrato oleoso, conhecida popularmente como
“colorifico”. Esta mistura de uso doméstico proporciona cor avermelhada a diversas
preparagdes (arroz, risotos, bifes, frangos, farofas, molhos e queijos).

Na medicina tradicional, popular, o urucum € usado para tratar: diarréia, amidalites e
ainda como: estimulante e diurético (Sandi & Cuen, 2003).

No Brasil, a cultura do urucum visa principalmente a produgdo de corantes extraidos a partir
de suas sementes.

O urucunzeiro € uma planta perene que mede entre 3 a 10 metros de altura, adaptada a

diferentes tipos de solo, clima, altitude (100m até 1.000 metros) e temperatura (de 24° a 350
C) e que pode reproduzir-se por sementes, estacas e enxerto. Ela apresenta frutos na forma
de capsulas ovoéides, cobertas por espinhos flexiveis, em cujo interior encontram-se de 10 a
50 pequenas sementes (Sandi & Cuen, 2003) (Figura 9).

Além de seu uso tradicional na América tropical, atualmente, urucum tem sido alvo
de interesse das indudstrias de produtos cosméticos, farmacéuticos com destaque para a

industria alimenticia. Como elemento aditivo de cor para alimentos (laticinios, colorificos,
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salsicharia, lingiii¢cas, sorvete, temperos e massas) (JECFA, 1982), sua utilizacdo tem sido
intensificada, desde a década de 70, em face da crescente proibicdo da utilizacdo de corantes
sintéticos que podem ser carcinogénicos ou mutagénicos (Sandi et al., 2003; Sasaki et al.,
2002).

A alta resisténcia a agentes quimicos, tornando o urucum ideal para colorir todo tipo
de alimento e bebida; o aumento na demanda de corantes naturais, apresentando vantagens
econdmicas no mercado nacional e internacional (Estados Unidos, Europa, China, Japao,
India e Argentina) e suas propriedades quimicas tornam esta substincia promissora para

estudos e pesquisas.

Figura 9 - Frutos do urucunzeiro Annatto (Bixa orellana L.), contendo as sementes.

2. 5. 1. O pigmento ativo bixina

O extrato, uma das formas de comercializacio do urucum, é composto por duas
substancias principais: o carotendide lipossolivel, bixina e o hidrossoliivel, norbixina que é
obtido por hidrélise do grupo éster metil da bixina (De-Oliveira et al., 2003).

A bixina (CysH300O4) (Figura 10), um carotendide destituido de atividade proé-
vitamina A (De-Oliveira et al, 2003) representando cerca 80% dos carotendides totais

presentes no urucum € o principal pigmento vermelho do extrato (Pedrosa et al., 1999).
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O método utilizado para obtencdo do extrato determina sua composicido em fungio
das propriedades quimicas da bixina que isomeriza com o calor (aumentando no teor de
isobixina) e hidroliza em meio alcalino (aumentando no teor de norbixina).

A torta bixina € obtida a partir de extracdo e prensagem do pigmento do pericarpo de
sementes de urucum.

Em escala industrial a extragdo dos pigmentos, normalmente é feita utilizando solventes
organicos (Sandi & Cuen, 2003).

Entre os carotendides naturais, bixina se destaca por ser capaz de interceptar e
desativar moléculas reativas de oxigénio singleto, atuando na defesa antioxidante (Di
Mascio, 1990) e protegendo contra efeitos mutagénicos e genotoxicos induzidos

(Thresiamma et al., 1998; Silva et al., 2001).

Figura 10 - Férmula estrutural da bixina (CysH3004)

Adaptado de: Antunes et al., 2005.

Zhang et al. (1991) estudaram o efeito de inibicdo da peroxidagdo, avaliando alguns
carotendides, incluindo bixina, constatando sua eficdcia na inibicdo dos conseqiientes efeitos
de transformacdes neoplésicas induzidas (Zhang et al., 1991).

Em estudo realizado em 2001, Silva et al. obtiveram no tratamento com bixina (2.5
ou 5.0 mg/kg de peso corporal) reducdo no ndmero total de aberracdes cromossdmicas,
inibicdo do aumento da peroxidagao lipidica e da deplecdo de glutationa renal induzidos por
cisplatina em ratos (Silva et al., 2001).

Lima et al em outro estudo, também realizado em 2001, tratando coelhos da raca Nova
Zelandia com bixina (0.01 mol/kg de peso corporal) encontraram reducio dos niveis séricos
de colesterol total e aumento dos niveis de colesterol HDL (Lima et al., 2001).

Também trabalhando com coelhos hiperlipidémicos da mesma raca, Lima et al.

verificaram redu¢do dos niveis séricos de colesterol total e de triglicérides, além do aumento

dos niveis do colesterol HDL, no tratamento com bixina (0.01 mol/Kg) (Lima et al., 2003).
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Comparando os efeitos do flavondide naringenina e do carotenéide bixina associados
ao leite de cabra, Carvalho et al. verificaram que a mistura contendo bixina resultou em
reducdo das concentracdes de colesterol total (17,03% com 16 dias e 8,14% com 31 dias) e
aumento nas concentracdes de colesterol HDL (56,79% com 16 dias e 40,39% com 31 dias)
em coelhos da raca Nova Zelandia (Carvalho et al., 2004).

Avaliando a acdo da quercetina, norbixina e bixina (0,01mol/kg/dia/28 dias) em
coelhos hiperlipidémicos, Lima et al. (2003) obtiveram resultados que demonstraram que a
bixina foi mais efetiva na reducdo dos niveis séricos de colesterol total (-4,03%) quando

comparado ao flavondide e ao corante hidrossolivel.
2. 5. 2. Toxicidade

Segundo a organiza¢do Mundial de Saide (OMS), a bixina ndo apresenta toxicidade
como corante dérmico nem como corante de alimentos (Sandi & Cuen, 2003).
Diferentemente de outros corantes naturais que podem apresentar efeitos mutagé€nicos
(Agarwal, et al., 1994), experimentos com annatto t€m resultado em auséncia de efeitos
genotdxicos e carcinogénicos.

Ap6s testar varias doses (0,07; 0,080 e 4,23) de annatto, Agner et al. (2004) nao
encontraram efeito téxico ou hepatocarcinogénico em ratos.

Ha evidéncias indicando que bixina, além de ndo ser téxica, pode apresentar efeito
protetor contra dano cromossomal induzido por irradiagdo-gama em ratos (Thresiamma et
al., 1998).

Os resultados obtidos por Antunes et al. (2005) em uma investigacdo para avaliar a
possibilidade de bixina (1.0; 2.5; 5.0; 10ug/mL) induzir aberragdes cromossOmicas em
linfécitos humanos, in vitro, apontaram para um efeito anti-clastogénico e uma acio
protetora deste carotendide.

Na avaliacdo de Bautista et al. (2004) sobre efeitos toxicos do tratamento com
annatto (2000 mg/Kg/dia/bixina 27%) em ratos Wistar, machos e fémeas, em regime
subagudo de administracdo (4 semanas, 20 doses, por 28 dias) sugere que annatto ndo é
téxico para os roedores.

Quanto a toxicidade reprodutiva, extrato de annatto (28% de bixina), em doses
progressivas (0; 31,2; 62,5; 125; 250 e 500 mg/Kg de peso corporal) ndo apresentou nenhum

efeito toxico materno fetal em ratos tratados durante 21 dias (Paumgartten et al., 2002).
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A associagdo entre baixa toxicidade, o potencial antioxidante e sua possivel atuagio

no metabolismo lipidico tornam a bixina um alvo atraente de pesquisa.

2. 6. MODELO EXPERIMENTAL
2. 6. 1 Hamsteres

Para entender melhor a relagdo entre desordens do metabolismo de colesterol e
aterogé€nese, varios modelos animais tém sido utilizados.

Diferencas no metabolismo de lipidios plasmaticos foram descritas levando em
consideracdo as espécies animais. Estudando seis espécies diferentes de modelos animais
saudaveis (camundongos, ratos, cachorros, hamster, coelho e macaco) Tsutsumi et al., 2001
verificaram uma forte relacdo entre niveis plasmaticos de HDL e atividade da CETP.
Levando em consideragd@o seus resultados, estes autores também concluiram que os animais
poderiam ser divididos em dois grupos distintos: o primeiro tipo que mostrou uma alta taxa
HDL/colesterol total com ausé€ncia (ratos) ou reduzida (camundongos, cdes) atividade da
CETP e o segundo grupo de animais com uma baixa relacdo de HDL/colesterol total e alta
atividade de CETP, (hamsteres, coelhos e macacos). Esta relagdo € observada em todas as
espécies com alta atividade da CETP, incluindo, humanos (Tsutsumi et al., 2001).

A CETP promove a transferéncia de ésteres de colesterol da HDL para as VLDL e
LDL (Trigatti, 2003).

Evans et al., 1994 demonstraram que inibicdlo da CETP em hamsteres causou
alteracdes no perfil de HDL e distribui¢do de apolipoproteinas similares as reportada sem
humanos deficientes em CETP (Glenn et al., 1994; Evans et al., 1994).

Os hamsteres tém demonstrado maior grau de similaridade no metabolismo de
lipideos em relagdo humanos (Bravo et al, 1994) quando comparados a ratos e
camundongos.

Camundongos normalmente ndo sao usados neste campo de pesquisa por
apresentarem dificuldades de indugdo de aterogénese, muito provavelmente devido aos altos
niveis de HDL e baixa taxa de absor¢do de colesterol, além destes animais ndo apresentarem
atividade da CETP (Moghadasian, 2002).

Ratos sdo espécies reconhecidamente resistentes a aterosclerose. Isto é em parte

explicado porque estas espécies sdo geralmente hipo responsivos ao colesterol dietético, ndo

42



MACIEL, A M REVISAO DA LITERATURA

apresentando CETP e suas lipoproteinas de alta densidade (HDL) sdo as principais
carreadoras de colesterol (Moghadasian, 2002).

Outro aspecto importante que justifica a utilizacdo de hamsteres sdo os niveis basais
de expressdo de enzima colesterol 7-a-hidroxilase (CYP7A) que apresentam diferencas
quanto a espécie.

A enzima CYP7A ¢ o passo limitante da velocidade da via que converte colesterol
em 4cidos biliares no hepatdcito.

Dados apresentados por Pandak et al., 1991 revelam uma diferenca fundamental na

regulacdo da CYP7A em roedor (rato) e hepatdcitos humanos. Em hamsteres o gene da
CYP7A sofre um controle predominantemente negativo, o oposto do que ocorre em genes
homélogos de ratos.
Colesterol induz a expressd@o da CYP7A1 em ratos, camundongos, cdes e certas espécies de
primatas nao humanos (Pertsemlidis et al., 1973; Jelinek, et al., 1990; Horton et al., 1995)
todas as espécies que adaptam a dietas hipercolesterolemiantes com pequena mudanga nos
niveis plasmaticos de colesterol. Em contraste, colesterol tem pequeno efeito ou até mesmo
suprime a CYP7A1 em outras espécies incluindo, hamster, e coelhos (Horton et al., 1995;
Rudel et al., 1994; Xu et al., 1995).

Outro aspecto que justifica a utilizacdo de hamsteres como modelo para estudo da
hipercolesterolemia, se deve ao fato de hamsteres apresentarem uma responsividade ao
colesterol dietético, similar a humana (Horton, ef al., 1995).

Diferente de outros roedores, hamsteres transportam uma quantidade significativa de
colesterol na fracdo LDL, mostrando mais similaridade ao humano (Lock et al., 2005).

Hamsteres podem desenvolver hipercolesterolemia (Martinello et al., 2006; Fungwe
et al., 1994; Spady, et al., 1985) e aterosclerose, precocemente em dietas aterogénicas

(Moghadasian, 2002).
2. 6. 2 Diferencas nas respostas a dietas aterogénicas entre hamsteres machos e fémeas

Experimentos relacionados ao metabolismo de colesterol com hamsteres fémeas sio
relativamente escassos na literatura. Porém hd trabalhos demonstrando que fatores
relacionados ao género podem estar envolvidos nas diferentes respostas de hamsteres a
dietas aterogénicas.

Analisando diferengas de resposta a uma dieta hipercolesterolemiante em hamsteres

Golden Syrian F1B de ambos os sexos, Wilson et al. observaram que as fé€meas

43



MACIEL, A M REVISAO DA LITERATURA

apresentaram significativamente maior e taxa de oxidacdo de LDL (34%) comparado aos
hamsteres machos (Wilson et al., 1999).

Robins ef al. (1995) demonstraram que hamsteres machos e fémeas Syrian hibridos
responderam diferentemente a dieta aterogénica (0,05% colesterol), enriquecida com
gordura saturada (10% O6leo de cdco). Fémeas ganharam mais peso. Ainda neste
experimento, ap0s castracdo das fémeas, os niveis de triglicérides e colesterol séricos das
fémeas aumentaram a mesma extensdo que nos machos (Robins et al., 1995).

Alimentando hamsteres Golden syrian machos e fémeas da linhagem LPN por nove
semanas, com dieta contendo 15% de lipidios (12.5% &4cidos graxos saturados) e 0.1% de
colesterol, Morise et al. (2004).observaram que fémeas exibiram maiores concentragdes de
LDL (+24%), menor concentragdo de triglicérides (-34%), VLDL total (-46%), VLDL-
colesterol (-37%) e de fosfolipidios biliares (-19%) quando comparadas aos machos. Estes
dados sugerem que regulacio por genes e ou metabdlica de 4cidos graxos poderia interagir
com hormodnios sexuais e explicar por que hamsteres machos e fémeas respondem
diferentemente aos acidos graxos dietéticos.

Liu et al. (1991) sugerem que VLDL hepatica de hamsteres machos contém mais apo
B e Apo E, enquanto as fémeas contém mais triglicérides e Apo A-1I/C.

Para investigar os aspectos peculiares relacionados ao género e idade e uma possivel
relagdo idade/cdlculo biliar no metabolismo 4cidos biliares, Trautwein et al. analisaram
hamsteres machos e fémeas sob diferentes condi¢des fisiologicas e dietéticas. Neste
experimento eles verificaram que hamsteres fémeas submetidas a dieta
hipercolesterolemiante apresentaram significativamente maior concentracdo de colesterol
sérico e hepatico do que os machos. Além disto, diferentes resultados obtidos nos lipideos
biliares e na incidéncia de colesterol dos cilculos biliares, em fungdo do género, revelaram
que os hamsteres machos apresentaram um maior indice litogénico do que as fémeas
(Trautwein et al., 1999).

Ayyad et al. 1995 estudando o efeito de uma dieta litogé€nica (0,3% de colesterol)
verificando que hamsteres machos e fémeas apresentaram respostas diferentes, sugerem que
a composic¢do de acidos biliares parece ser hormdnio dependente.

Estes estudos mostram diferentes resultados em hamsteres machos e fémeas indicando que
fatores relacionados ao género podem estar interferindo nas respostas metabdlicas.

As propriedades e a utilizagdo popular do urucum na culindria brasileira, aliadas ao
seu potencial antioxidante, tornam esse carotenéide um bom alvo de pesquisa para os

eventos associados a hiperlipidemia e ao processo aterosclerdtico. O objetivo do presente
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trabalho foi avaliar os efeitos da torta de bixina sobre defesas antioxidantes, sobre perfil
lipidico, sérico e tecidual em hamsteres fémeas, que sdo utilizadas com menor freqii€ncia,
comparadas aos machos para estudos relacionados ao metabolismo de colesterol, e que sdo
um modelo experimental com caracteristicas metabdlicas favordveis aos nossos propdsitos,

em func¢do das semelhancas metabdlicas e genéticas com humanos.

45



MACIEL, A M OBJETIVOS

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do tratamento com torta de bixina nas defesas antioxidantes e

perfil lipidico de hamsteres fémeas submetidos as dietas padrao e hipercolesterolemiante.

3. 2 Objetivos especificos

Para que o objetivo geral fosse atingido, os seguintes objetivos especificos foram
definidos:
¢ Tratar hamsteres com dieta hipercolesterolemiante e apds duas semanas avaliar
colesterol sérico, glicemia e atividade da paraoxonase.
¢ Tratar hamsteres normocolesterolémicos e hipercolesterolémicos com torta de bixina e
avaliar:
e pardmetros de defesas antioxidantes: atividade da catalase, paraoxonase e
concentracdes de sulfidrilas;
e perfil sérico de lipideos, colesterol total, fracdes do colesterol e o conteido de
gordura e colesterol hepaticos;
¢ influéncia do tratamento no sobre o perfil glicEémico;
¢ funcdo hepitica através da determinacio no soro da atividade das enzimas aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina;
e efeitos dos tratamentos nos niveis séricos de proteinas totais, albumina e

hemoglobina, uréia e creatinina.
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4 - MATERIAL E METODOS

4. 1. Animais

No experimento foram utilizados hamsteres Golden Syrian (Mesocricetus auratus)
fémeas com cerca de 60 dias, pesando em média 100g, provenientes do Laboratério de
Nutri¢do Experimental do Departamento de Alimentos, Escola de Nutricdo, Universidade
Federal de Ouro Preto.

Durante o experimento todos os animais foram mantidos em ambiente arejado, com

temperatura (23% 2°C) e luminosidade (ciclo claro-escuro de 12 horas) controladas.

4. 2. Dietas

A dieta padrio foi preparada segundo as recomendacdes da AIN93. A dieta
hipercolesterolemiante diferiu da padrdo na quantidade de colesterol, 6leo de soja. Uma
maior quantidade de amido que foi utilizada na dieta hipercolesterolemiante para que as
dietas fossem isocaldricas (Tabela II).

As dietas foram preparadas no Laboratério de Nutricdo Experimental, onde foram
acondicionadas e armazenadas a -20°C.

A torta bixina (bixina) acrescentada as dietas dos grupos CB e HB foi fornecida
pela Corantec Corantes Naturais Ltda. - Sdo Paulo, Brasil e obtida a partir de extracdo e
prensagem do pigmento do pericarpo de sementes de urucum.

Durante o experimento, dietas e a 4gua foram oferecidas a vontade aos animais.
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Tabela II — Composi¢do das dietas controle e hipercolesterolemiante em gramas para cada

1000g da dieta.

Dietas

Nutrientes C H CB HB
Amido 622.5 487.5 621.7 486,7
Caseina 140.0 140.0 140.0 140.0
Celulose 50.0 50.0 50.0 50.0

Colesterol 0.0 5.0 0.0 5.0

Colina 2.5 2.5 2.5 2.5
Mistura de sais ! 35.0 35.0 35.0 35.0
Mistura de vitaminas 2 10.0 10.0 10.0 10.0
Oleo 40.0 170.0 40.0 170.0
Sacarose 100.0 100.0 100.0 100.0

Bixina 0.0 0.0 0.8 0.8

C: padrao; H: hipercolesterolemiante; CB: padrdo acrescida com bixina; HB: hipercolesterolemiante com bixina
(1) Mistura de sais (em g/kg de mistura): NaCl , 139.3; KI, 0.79; MgS04.7H20, 57.3; CaCO3~, 381.4;
MnSO4.H20, 4.01; FeSO4.7H20, 27.0; ZnS04.7H20, 0.548; CuS04.5H20, 0.477;CoCI2.6H20, 0.023;
KH2PO4, 389.0.

(2) Mistura de Vitaminas (g/kg de mistura): acetato de retinol, 2.000.000 UI; colecalciferol, 200.000 UI; 4cido
p- amino benzdéico, 10,0; I- inositol, 10,0; niacina, 4,00; pantotenato de cdlcio 4,0; riboflavina, 0,80; Tiamina
HCl, 0,50; piridoxina HCI, 0,50; acido félico 0,20; biotina, 0,04; (cianocobalamina) vitamina B12, 0,003; o-
tocoferol, 10.000 UI; sacarose g.s.p.1.000.

4. 3. Delineamento experimental

O experimento foi realizado em duas etapas. No primeiro, trinta e dois hamsteres
Golden Syrian foram divididos em dois grupos de 16 animais, denominados C e H de acordo
com o tipo de dieta recebida: dieta padrdo, dieta hipercolesterolemiante, respectivamente.
Ap6s 15 dias de adaptagdo as dietas e antes do inicio do tratamento com a torta de bixina foi
coletado sangue do plexo orbital dos animais para dosagem dos niveis séricos de glicose,
colesterol total e atividade arilesterase da paraoxonase.

No 15° dia, os dois grupos citados foram divididos novamente: oito animais do
grupo C foram separados em um novo grupo denominado CB e o restante continuou como
C; oito animais do grupo H foram separados em um novo grupo denominado HB e o

restante continuou como H. Assim, os quatro grupos denominados C, H, CB e HB passaram
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receber dietas padrio, hipercolesterolemiante, padrdo contendo 0,08%, de torta de bixina e
dieta hipercolesterolemiante contendo 0,08% de torta de bixina, respectivamente.

Apds nove semanas de experimento os animais foram anestesiados e sacrificados
para determinagdo dos seguintes pardmetros: bioldgicos (peso corporal, ganho de peso e
peso de 6rgdos); lipidicos (niveis séricos de colesterol total, colesterol HDL, colesterol nao
HDL, relagao colesterol HDL/colesterol ndo HDL, triglicérides, gordura e colesterol no
figado); defesas antioxidantes (paraoxonase - atividade arilesrerase e paroxon, catalase,
sulfidrilas livre, total e ligada a proteina); e metabdlitos séricos (proteinas totais, albumina,
hemoglobina e glicose, uréia e creatinina) e atividade das enzimas aspartato

aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina.

4. 4. Parametros biologicos

4. 4. 1. Peso corporal

Os animais tiveram um periodo de adaptacdo as respectivas dietas durante as duas
primeiras semanas do experimento. Na terceira semana foi iniciado o tratamento com 0,08%
de bixina nos grupos CB e HB. O peso corporal dos animais foi monitorado durante todo o

experimento e registrado semanalmente.
4. 4. 2. Peso do figado, baco, coracio e rins

Ao final da nona semana, os animais foram anestesiados e sacrificados. O figado,
coragdo, baco e rins foram retirados e pesados. Os figados foram devidamente identificados
e congelados para posterior dosagem da gordura e do colesterol hepéticos.

4. 4. 3. Obtencao do soro

Para o 1° ensaio, os animais foram anestesiados, apds 12 horas de jejum, com éter
etilico, por via inalatéria e amostras de sangue foram coletadas através do plexo orbital. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm durante 5 minutos para obtengdo do

SOro.
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Para o 2° ensaio, os animais foram anestesiados com éter etilico, por via inalatdria e
amostras de sangue foram coletadas através de uma incisdo no plexo axilar. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm durante 5 minutos para obtenc¢do do soro. Logo

em seguida os animais foram sacrificados para andlise dos demais pardmetros.
4 5. Defesas antioxidantes
4. 5. 1 Determinacao da atividade arilesterasica da paraoxonase

A atividade arilesterdsica da paraoxonase foi determinada como previamente descrito
por Beltowski et al., em 2002, tendo como base a velocidade de hidrélise do fenilacetato.
Uma solucdo contendo 1pL de fenilacetato e 1500 pL de Tris HC1 9 mM pH 8 foi
preparada, dessa solug@o foram retirados 0,5 mL e misturados com 2 mL de Tris HCI 9 mM
pH 8 contendo CaCl, 0,9 mM. Foram colocados 5 plL de amostra e a absorbancia foi lida em
a 270 nm em 3 minutos, exatamente. Coeficiente de extingdo molar, do fenilacetato, 1.310
(mol/L/1cm/1). Os resultados foram expressos em U/mL onde uma unidade de arilesterase

hidrolisa 1 mmol de fenilacetato por minuto.
4. 5. 2. Determinacao da atividade da paraoxonase sobre o paraoxon

A atividade da paraoxonase foi determinada como previamente descrito por
Beltoswski et al. (2002), tendo como principio a velocidade de hidrélise do paraoxon.

Inicialmente preparou-se uma solug¢do contendo: 4,8 mL de tampao glicina/NAOH
pH 10,6; CaCl2 0,9 mM e 1,06 mL de paraoxon. Para cada amostra utilizram-se 780 pL
dessa solugdo e adicionaram-se 20 uL. de amostra. A soluc@o foi homogeneizada e logo apds
foram feitas trés leituras, a cada minuto, obtendo-se a liberagdo do paranitrofenol por
minuto. O branco foi feito como descrito acima, porém sem amostra. Para célculo da
atividade foi utilizada a férmula [(T3-T2)+(T2-T1)/2] x 18290 M-' cm™ (coeficiente de
extingdo molar do paraoxon) x 1000. Os resultados foram expressos em U/L; 1 U da enzima
hidrolisa 1 nmol de paraoxon por minuto.

Observacdo: T1,T2, T3 e T4 referem-se ao tempo (por minuto) de leitura.
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4. 5. 3. Determinacao de radicais Sulfidrilas (Totais, livres e ligados a proteina)

Os radicais sulfidrilas representam todos os grupos tidis encontrados em glutationa,
proteinas e outros compostos de baixo peso molecular encontrados no plasma como cisteina
e hemocisteina.

As sulfidrilas foram determinadas usando acido 5,5°-Ditio-bis (2-nitrobenzdico) -
DTNB (reagente de Ellman), segundo Sedlak er al., 1968. Os grupos tidis reagem com
DTNB formando um composto colorido, que absorve luz a 412 nm. Para determinar os
grupos sulfidrilas livres, ou seja, compostos de baixo peso molecular contendo sulfridrilas,
as proteinas sdo precipitadas usando tricloroacético (TCA) e € utilizado o sobrenadante para
a dosagem.

Para se determinar o SH total foram misturados 40 pul de soro, 150 ul de TrisHCI
30mM pH 8,2, 50 ul de DTNB (Sigma) e 800 pl de metanol. Centrifugou-se por 5 minutos e
a leitura foi realizada a 412 nm no espectrofotometro.

Para se determinar o SH livre foram utilizados 200 pl de soro, 200 pl de &4cido
tricloroacético (TCA), centrifugados por 15 minutos, 150 pl do sobrenadante foram tratados
com 600 pl de Tris pH 8.9, 60 pl de DTNB e feita a leitura a 412 nm no espectrofotdmetro.

Foi feita uma curva padrio para o SH livre e para o SH total usando glutationa
estoque (20 mM) que foi diluida em Trietanolamina-HCI (TEA). Para a determinacdo da
concentracdo de grupos SH ligados as proteinas subtraiu-se a concentracdo de SH total da
concentracdo de SH livre. Para se obter a quantidade de SH ligados as fragcdo protéica (SH

LFP) foi subtraido o SH total do SH livre.

4. 5. 4. Catalase

A atividade da catalase foi determinada com base na sua capacidade de hidrolisar o
perdxido de hidrogénio (H,0O,) em dgua e oxigénio molecular.

Em tubo de ensaio colocou-se 900 puL. de H,O,, 50 uL de tampéao fosfato pH 7,2, 40
uL de H,O destilada e 10 pL. do soro. Homogeneizou-se a solucdo. Determinaram-se as
absorbancias a 240 nm a cada minuto, durante cinco minutos. Para calculo da atividade foi
utilizada a férmula [(T5-T1)/4 x 39,4 M'em™! (coeficiente de extin¢cdo molar do H,0,, 39,4
M em ™) x 1000]. Os resultados foram expressos em U/L; 1 U da enzima hidrolisa 1 pmol

de H,O; por minuto. Observacdo: T1 e T5 referem-se ao tempo inicial e final.
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4. 6. Lipideos no soro

4. 6. 1 Dosagem de Colesterol total

Para executar essa dosagem, foi utilizado o Kit Colesterol COD-ANA (Labtest
Diagnéstica S. A). Foram utilizados 1000 pL do reagente de cor* e 10 uL do soro (ou
amostra do padrdo de colesterol com concentragdo de 200 mg/dL) que foram misturados e
incubados a 37°C. Apo6s 10 minutos, foi realizada a leitura no espectrofotometro para

determinacdo da absorbancia.

Principio

Os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase a colesterol livre e
acidos graxos. O colesterol livre é oxidado pela colesterol oxidase a colest-4-en-ona e
perdxido de hidrogénio. Na presencga de peroxidase e peréxido de hidrogénio, o fenol e o 4-
aminoantipirina sdo oxidados formando o antipirilquinonimina de cor vermelha que tem
absortividade maxima em 500 nm. A intensidade da cor formada na reacdo final é

diretamente proporcional a concentragdo do colesterol na amostra. Seguem as reagdes

descritas:
Colesterol esterase
Esteres de colesterol ———> colesterol + 4cidos graxos
Colesterol oxidase
Colesterol + O —— > Colest-4-en-ona + H,O,
Peroxidase
2 H,O; + Fenol + 4-Aminoantipirina —— > Antipirilquinonimina + 4 H,O

Conversao: Unidades Convencionais (mg/dL) x 0,026 = Unidades SI (mmol/L).

* Reagente de cor: tampao 50mmol/L, pH 7.0; 24,0 mmol/L; colato de sédio 0.5 mmol/L; azida
sodica 1.5 mmol/L; colesterol esterase > 250 UL; colesterol oxidase =150 UL e peroxidase
>1.000U/L.

4. 6. 2 Dosagem de Colesterol HDL

Para executar essa dosagem, foi utilizado Kit HDL-Colesterol (Labtest Diagnéstica

S.A).
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Principio

As lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) sdo quantitativamente precipitadas* e, apds centrifugagcdo, o colesterol ligado as
proteinas de alta densidade (HDL) é determinado no sobrenadante.

A 125 pL de soro foram acrescentados 125 uL de precipitante sendo agitados no vortex por
30 segundos. Em seguida, foram centrifugados por 15 minutos para obter um sobrenadante
limpido que foi, entdo, pipetado.

10 uL da amostra do sobrenadante (ou amostra do padrdo com concentracdo de 20mg/dL),
obtidos na centrifugacdo, foram misturados a 1000 uL do reagente de cor e logo apds
incubados em banho-maria a 37°C por 10 minutos. Logo em seguida foi determinada a

absorbancia do teste em 500 nm.

Conversdo: Unidades Convencionais (mg/dL) X 0,026 = Unidades SI (mmol/L).
* Agente precipitante: dcido fosfotingstico 1.5 mmol/L e cloreto de magnésio 54 mmol/L.

4. 6. 3. Calculo do Colesterol nao HDL

As concentracdes séricas de Colesterol nao HDL (CN-HDL) foram calculadas

através da equacdo:

CN-HDL (mmol/l) = Colesterol total (mmol/l) — Colesterol HDL (mmol/l).
4. 6. 4. Dosagem de Triglicérides

Para esta dosagem foram utilizados 10 uL de amostra e 1000 puL de reagente de cor
para cada teste (ou amostra do padrdo com concentragdo de 200mg/dL). Os testes e padrdo
foram deixados a 37°C em banho-maria por 10 minutos. Em seguida, foram determinadas as

absorbancias em 540nm.

Principio

Por meio da lipase lipoprotéica, o glicerol € liberado dos triglicerideos e convertido em
glicerol-3-fosfato pela gliceroquinase. O glicerol-3-fosfato na presenca da glicerolfosfato
oxidase é oxidado a diidroxicetona e perdxido de hidrogénio. Este per6xido de hidrogénio

sofre uma reac¢do de acoplamento com a 4-aminoantipirina e ESPAS (N-etil N-sufopropil n-
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anizidine) catalisada pela peroxidase, produzindo a quinoneimina que tem mdaximo de
absorbancia em 540 nm.

Esta dosagem foi realizada utilizando Kit Comercial (Labtest, Cat 59-4/50,
MS10009010021, Lagoa Santa, MG, Brasil).

Conversdo: Unidades Convencionais (mg/dL) x 0,0113 = Unidades ST (mmol/L).
4.7. Lipideos no figado
4.7. 1. Gordura no figado

Amostras dos figados, previamente secas em estufa ventilada, foram colocadas em
cartuchos de papel de filtro e mergulhados em éter no aparelho de extragdo (Sohxlet) e
deixados por 5 horas sob refluxo. Posteriormente os cartuchos foram retirados e o éter
evaporado. O balao contendo a gordura extraida das amostras foi colocado em estufa por 90.

Ap6s o resfriamento total a porcentagem de gordura foi determinada pela féormula abaixo:

% gordura =100 x D
A

D = Peso do baldo contendo a gordura extraida menos o peso do baléo vazio.
A = Peso da amostra.

4. 7. 2 Colesterol no figado

Para executar essa dosagem foram utilizadas amostras de gordura previamente
extraidas dos figados e diluidas em isopropanol. Apds homogeneizacdo, o colesterol foi
determinado utilizando o Kit Colesterol COD-ANA (Labtest Diagnéstica S. A). Assim,
foram utilizados 1000 pL do reagente de cor* e 10 uLL da amostra (ou amostra do padréo de
colesterol com concentracdo de 200 mg/dL) que foram misturados e incubados a 37°C. Apds
10 minutos, foi realizada a leitura no espectrofotdmetro para determinacido da absorbancia

em 500 nm.
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4. 8. Metabolitos séricos

A dosagem de albumina, proteinas totais, hemoglobina, glicose sérica, uréia, creatinina e
atividade de fosfatase alcalina foram realizadas com Kits comerciais - Labtest, Lagoa Santa,

MG, Brasil. Cat. 52, A.N.V.S: 10009010031. (disponivel em: www.labtest.com.br).
4. 9 Atividade da Aspartato aminotransferase (AST)

Esta dosagem foi realizada com Kit comercial - Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil.

Cat. 52, A.N.V.S: 10009010031. (disponivel em: www.labtest.com.br).
4. 10. Atividade Alanina Aminotransferase (ALT)

Esta dosagem foi realizada com Kit comercial - Labtest, Lagoa Santa , MG, Brasil.

Cat. 53, A.N.V.S.:10009010027 (disponivel em: www.labtest.com.br).
4. 11. Analise estatistica

Os resultados foram expressos com média * desvio padrdo. As andlises estatisticas
dos dados foram realizadas usando o MINITAB 13 Software (State College, PA). Os dados
foram testados pela ANOVA, andlise bivariada. Quando as alteracdes foram significativas,
o teste de Tukey foi realizado para determinar as diferencas especificas entre as médias. A
diferenca de p<0.05 foi considerada significativa. Foi utilizado test “t” de Student para o

primeiro ensaio.
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5 - RESULTADOS

Perfil de metabdlitos séricos e de atividade da Paraoxonase 15 dias apdés inicio do

tratamento com as dietas

Os resultados apresentados na tabela III mostram que apds 15 dias de adaptacdo as
respectivas dietas os animais do grupo H apresentaram elevacdo nos niveis séricos de
glicose (6,5 £ 0,72), colesterol total (9,6 + 3,46). Houve ainda, reducdo na atividade
arilesterase da paraoxonase neste grupo (54,25 + 10,09). Resultados estes, que viabilizaram
o segundo ensaio, ou seja, desde que a hipercolesterolemia estava estabelecida, iniciamos o

tratamento com a torta de bixina.

Tabela III - Efeitos da dieta hipercolesterolemiante (H) nas concentragdes séricas de
glicose, na atividade arilesterase da enzima paraoxonase (PON arilesterase), colesterol total

e peso apds 15 dias de adaptag@o as dietas.

. . Colesterol total Peso corporal
Glicose (mmol/L) (PON arilesterase) (mmol/L) (@)
C 551+1,1° 71,50 £ 15,25 * 501+2,14° 94,6 +9,74
H 6,50 £0,72° 54,25 +10,09° 9.60+3,46" 102,7 £ 7,35
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 >0,05

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes superescritas indicam diferenca
estatistica (p<0.05).

Avaliacao dos efeitos da torta de bixina:

Peso corporal e peso dos 6rgaos
As tabelas IV, V e VI apresentam parametros bioldgicos e a atividade da fosfatase

alcalina obtidos dos animais alimentados com dietas padrdo (C) e hipercolesterolemiantes

(H) acrescida (CB, HB) ou ndo com torta de bixina (0,08%).
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Tabela IV - Peso inicial e peso final e hamsteres alimentados com dietas

hipercolesterolemiantes (H) padrio (C) acrescidas (CB, HB) ou ndo com bixina (0,08%).

Peso Inicial (g) Peso Final (g)
C 99,88 + 5,82 104,43 £ 6,01
H 95,13 £ 9,26 95,11 £8,35

CB 101,13 £ 10,79 106,24 £ 13,27

HB 95,00 + 8,14 108,01 + 10,43
Dieta >0,05 <0,05
Bixina >0,05 >0,05
Interacdo >0,05 >0,05

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes superescritas indicam diferenga
estatistica ao nivel de significancia de 5% (p<0.05).

A tabela V apresenta o peso do coragdo, baco e rins.
Com excecdo dos rins, o peso destes 6rgdos ndo sofreu alteragdes (p>0,05). Ao observar o
peso dos rins, verificamos que houve interacdo (p<0,05). O peso dos rins dos animais dos
grupos C (0,99 £0,11) e HB (0,99 + 0,11) foram iguais entre si e superiores ao grupo H (0,85
+ 0,05). O peso dos rins dos animais dos grupos C (0,99 £ 0.11) e HB (0,99 + 0,11) e do
grupo CB (0,93 + 0,09) foram iguais entre si. Indicando que a dieta hiper provoca reducdo

dos rins e este efeito € revertido pelo tratamento com a bixina.

Tabela V - Peso do coracdo, peso do baco e peso dos rins e peso relativo dos rins de
hamsteres alimentados com dietas hipercolesterolemiantes (H) padrio, (C) acrescidas (CB,

HB) ou nao com bixina (0,08%).

Coracao (g) Baco (g) Rins (g)
C 0,46 £ 0,07 0,23 £ 0,05 0,99+0,11°
H 0,44 £ 0,05 0,23 £ 0,05 0,85 +0,05°"
CB 0,44 £ 0,05 0,24 £ 0,05 0,93 +0,09 **
HB 0,43 £ 0,05 0,24 + 0,05 0,99 +0,11°
Dieta >0,05 >0,05 >0,05
Bixina >0,05 >0,05 >0,05
Interacdo >0,05 >0,05 <0,05

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes superescritas indicam diferenca
estatistica ao nivel de significancia de 5% (p<0.05).
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A tabela VI apresenta a atividade da fosfatase alcalina, o peso, peso relativo,
gordura, percentual de gordura e colesterol hepaticos.

Em relag@o ao peso do figado, verificamos que o tratamento ndo interferiu (p>0,05),
porém a dieta aumentou o peso destes 6rgaos (p<0,05). Os animais alimentados com dieta
hipercolesterolemiante (H + HB) apresentaram valores superiores (5,7 £ 0,32 e 5,81 + 0,44)
para o peso do figado quando comparados aos animais alimentados com dieta padrdo (C +
CB) (3,33 +£0,21 e 3,41 £ 0,5), respectivamente.

No peso relativo do figado houve interacdo. Os animais do grupo H (6,11 £ 0,43)
apresentaram peso relativo maior que os grupos HB (5,41 + 0,49), C (3,19 £ 0,22) e CB

(3,24 £0,52), sendo que os dois dltimos foram iguais entre si.

Tabela VI - Atividade da fosfatase alcalina, peso, peso relativo, gordura, percentual de
gordura, e colesterol hepaticos de hamsteres alimentados com dietas hipercolesterolemiantes

(H), padrao (C) acrescidas (HB, CB) ou nao com bixina (0,08%).

Fosfat.ase Peso Peso Gordura Colesterol
Alcalina . 9% Gordura

(U/L) (2) relativo (2) (mmol/g)

C 3455+734 333+021 3,19+022° 039+0,17 19,64 + 8,37 6,54 + 6,99

H 29,40 +4,41 5,70+032 6,11+043* 0,90+0,15 45,00 + 7,33 12,73 £ 0,95

CB 28,53 +£6,19 3,41+0,5 324+0,52° 0,56 +0,17 27,79 + 8,33 9,83 +4,19

HB 26,59+425 581+044 541+0,49°¢ 0,98+0,50 49,07 +£24,92 17,64 + 1,87
Dieta >0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Bixina >0,05 >0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Interacdo >0,05 >0,05 <0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrio. Letras diferentes superescritas indicam diferenca
estatistica ao nivel de significancia de 5% (p<0.05).

O tratamento com bixina também afetou a gordura hepética (<0,05). Os animais
dos grupos tratados com bixina apresentaram valores superiores (0,56 + 0,17 e 0,98 + 0,5)
para CB e HB na gordura hepética quando comparados aos animais ndo tratados, C + H
(0,39 £ 0,17 e 0,90 + 0,15). Os resultados indicam que o tratamento com bixina aumenta a
gordura hepdtica de forma independente a dieta oferecida. O percentual de gordura no
figado apresentou comportamento similar.

Quanto ao colesterol hepdtico, verificamos que tanto o tratamento com bixina
quanto a dieta interferiram. Animais tratados com bixina (HB e CB) apresentaram valores
superiores (9,83 £ 4,19¢e 17,64 + 1,87, respectivamente) aos ndo tratados C e H (6,54 £ 6,99

e 9,83 £ 4,19, respectivamente).
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Quando dosamos a atividade da fosfatase alcalina (tabela VI) verificamos que esta

nao foi afetada pelo tratamento e/ou dieta (p>0,05).

Defesas antioxidantes

A enzima catalase € considerada um importante componente de defesa antioxidante

priméria, atuando na decomposi¢do de H,O,, dividindo esta fun¢do com a glutationa
peroxidase (Sies, 1993). Na presenga de baixos niveis de H>O,, os perdxidos organicos sdo
eliminados preferencialmente pela glutationa peroxidase, enquanto que em altas
concentragdes de H,O, predomina a acdo da catalase (Chung-Man et al., 2001).
Nossos resultados mostraram que a PON (arilesterase) ndo sofreu alteracdo pela dieta ou
tratamento (p>0,05) (Tabela VII). Para PON paraoxon, os animais do grupo C (806,07 +
101,48) apresentaram valores superiores aos grupos CB (631,01 + 101,56), H (401,24 +
48,5) e HB (426,39 + 66,66), sendo que os dois ultimos foram iguais entre si € menores que
HB (Tabela VII). Os resultados para PON paraoxon mostram que a dieta diminuiu a sua
atividade, assim como a bixina. Entretanto, houve interacio entre os dois, assim nao houve
diferenca entre H e HB, ou seja, a redu¢do de atividade da PON pela bixina s6 foi observada
no grupo controle.

A dieta, mas ndo o tratamento, influenciou a atividade da catalase (Tabela VII).
Animais alimentados com dietas hipercolesterolemiantes, H (171,67 + 53,3) e HB (206,85 +
61,85) apresentaram valores superiores aos alimentados com deita padrido, C (160,06 +
46,13) e CB (121,89 = 92,24). O tratamento nao afetou SH livre, SH total e sulfidrilas
ligadas a proteinas (p>0,05). A dieta afetou também, os niveis de SH livre (Tabela VIII) sem
alterar SH total (Tabela VIII) e sulfidrilas ligadas a proteinas (Tabela XI). Animais
alimentados com dieta padrao (C + CB) obtiveram niveis de SH livre superiores (125,53 +
11,08 e 128,22 + 11,4) aos niveis obtidos nos animais alimentados com dietas

hipercolesterolemiante (HB + H) (107,49 £2,19 e 110,18 £ 5,69) para p<0,05.
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RESULTADOS

Tabela VII - Atividade da Paraoxonase — paraoxon - (PON paraoxon) e da Paraoxonase —

atividade arilesterase (PON arilesterase) e da Catalase de hamsteres alimentados com dietas

hipercolesterolemiantes (H) padrio, (C) acrescidas (HB, CB) ou ndo com bixina (0,08%).

Resultado ANOVA

(PON paraoxon) (U/mL)  (PON arilesterase) (U/mL) Catalase (U/L)

C 806,07 + 101,48 70,36 + 24,89 160.06 + 46,13

H 401,24 + 48,5° 56,58 + 10,02 171,67 + 53,3

CB 631,01 +101,56°¢ 56,33 +25,79 121.89 +92.24

HB 426,39 + 66,66° 62,82 + 7,93 206.85 + 61.85

Valor de p

Dieta <0,05 >0,05 <0,05
Bixina <0,05 >0,05 >0,05
Interacdo <0,05 >0,05 >0,05

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes superescritas indicam diferenga

estatistica ao nivel de significancia de 5% (p<0.05).

Tabela VIII — Concentracdo de Sulfidrilas totais (SH Total), de Sulfidrilas livres (SH

livre), Sulfidrilas ligadas a fracdo protéica (SH-LFP) (umol/L) de hamsteres alimentados

com dietas hipercolesterolemiantes (H) padrdo, (C) acrescidas (HB, CB) ou ndo com bixina

(0,08%).
Resultado ANOVA
(SH Total) (SH livre) (SH-LFP)
C 463,28 +92,39 125,53 + 11,08 337,74 £ 102,23
H 447,28 + 19,63 110,18 + 5,69 337,10 £ 16,8
CB 441,78 + 98,89 12822+ 114 313,56 + 108,53
HB 511,64 + 29,34 107,49 + 2,19 404,14 +30.3
Valor de p
Dieta >0,05 <0,05 >0,05
Bixina >0,05 >0,05 >0,05
Interacdo >0,05 >0,05 >0,05

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo.
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Perfil lipidico

Quanto ao colesterol total verificamos que houve interacdo entre as dietas e o tratamento
(p<0,05). Os animais alimentados com dieta hipercolesterolemiante tratados com bixina
(HB) apresentaram valores estatisticamente menores (6,47 + 1,1) do que animais do grupo H
(8,29 £ 1,48). O colesterol total do grupo H (8,29 + 1,48) também foi maior que os grupos C
(2,92 £ 0,26) e CB (2,57 = 0,29) que foram iguais entre si (Tabela IX). Como esperado, o
grupo H apresentou maior concentracio de colesterol sérico total e verificamos que houve
interagdo entre as dietas e o tratamento assim, a bixina promoveu efeito
hipocolesterolemiante s observado quando os hamsteres receberam dieta hiper.

Também houve interacdo entre as dietas e o tratamento com bixina (p<0,05) para o
colesterol HDL. Nos animais do grupo H (1,6 £ 0,29) os valores obtidos para colesterol
HDL sérico foram iguais ao grupo HB (1,27 £ 0,24) e superiores aos grupos C (0,87 + 0,13)
e CB (1,03 £ 0,21) que foram iguais entre si (Tabela IX).

Os valores obtidos para niveis séricos do colesterol nio HDL (CN-HDL) mostram
que tanto a dieta quanto o tratamento afetaram seus niveis. Animais tratados com bixina HB
(4,94 £ 0,87) e CB (1,58 £ 0,1) mostraram valores menores do que os animais nio tratados, C
(1,99 + 0,26) e H (6,85 + 1,72) para o colesterol nao HDL. Com relacdo a dieta, os grupos
alimentados com dietas hipercolesterolemiantes (H + HB) tiveram valores superiores (6,85 +
1,72 e 4,94 + 0,87) aos animais do grupo padrio (C + CB) (1,99 + 0,26 e 1,58 + 0,1) nos
niveis de CN-HDL (Tabela IX).

Tanto a dieta quanto o tratamento afetaram a relacio HDL/CN-HDL (p<0,05). Os
animais alimentados com dieta padrdo C e CB (0,44 £ 0,08 e 0,64 £ 0,11) apresentaram
valores superiores aos grupos alimentados com dieta hipercolesterolemiante H e HB (0,25 +
0,06 e 0,26 + 0,06) para a relagio HDL/CN-HDL. O tratamento aumentou a relagdo
HDL/CN-HDL, pois os grupos tratados com bixina HB + CB (0,26 + 0,06 e 0,64 £ 0,11)
apresentaram niveis superiores quando comparados aos grupos nao tratados C + H (0,44 +
0,08 € 0,25 = 0,06) (Tabela IX).

As taxas de triglicérides séricos ndo sofreram alteracdo com o tratamento com bixina
(p>0,05) (Figura 21).

Em resumo, o tratamento com bixina diminuiu o colesterol total e o colesterol ndo
HDL (CN-HDL) somente no grupo que recebeu dieta hipercolesterolemiante, mas ndo

quando a dieta foi padrdo. Por outro lado, a bixina claramente aumentou a relacio
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HDL/CNHDL, indicando nos dois casos um efeito benéfico quando consideramos fatores de

risco para o desenvolvimento de aterosclerose.

Tabela IX — Concentracdes de Colesterol Total sérico, Colesterol HDL, Colesterol Nao
HDL, Relagdo HDL/Colesterol Ndo HDL (HDL/CN-HDL) e Triglicérides (mmol/L) no
soro de hamsteres alimentados com dietas hipercolesterolemiantes (H) padrao, (C)

acrescidas (HB, CB) ou ndo com bixina (0,08%).

Resultado ANOVA
Colesterol Colesterol Colesterol Nao Relagdo Triglicérides
Total HDL HDL (CN-HDL)  HDL/CN-HDL

C 292£026° 087+0,13°  1,99%026  044%008 3574016
H 829+148* 1,60+£029°  685+172  025+0,06 146+0,5
CB  2,57+0,29° 1,03+021™°  1,58%0,1 0,64 +0,11 1,89 +0,57
HB 6,47 +1,1° 127+024%"  494+0,87 0,26 0,06 1,49 +0,24

Valor de p
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 >0,05
Bixina <0,05 >0,05 <0,05 <0,05 >0,05
Interagdo <0,05 <0,05 >0,05 >0,05 >0,05

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes superescritasindicam diferenca
estatistica a nivel de significancia de 5% (p<0.05).

Outros Metabolitos Séricos

Os niveis séricos de albumina apresentaram interacdo (p<0,05). Os grupos C (318,07
+ 13,77) e HB (304,64 £ 10,89) apresentaram niveis séricos superiores ao grupo CB e iguais
ao grupo H (299,36 + 12,54) que foi igual ao grupo CB (Tabela X).

O tratamento ndo afetou os niveis de hemoglobina e proteinas totais (p>0,05). A dieta
afetou apenas os niveis de proteinas totais (p<0.05), uma vez que os animais dos grupos H e
HB mostraram valores superiores (78,83 + 10,15 + 75,63 % 6,13) para proteinas totais em
relacdo aos animais dos grupos C e CB (70,58 £ 2,35 + 64,57 £ 7,09) (Tabela X).
Uréia e creatinina (Tabela X) ndo foram afetadas pelo tratamento (p>0.05).

Houve interacdo com relacdo aos niveis séricos de glicose (p<0,05). Os grupos C, He

HB apresentaram valores séricos de glicose estatisticamente iguais entre si e superiores ao
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grupo CB (Tabela XI). O tratamento reduziu significativamente a glicose sérica dos animais

alimentados com dieta padrao.

Tabela X — Hemoglobina, Proteinas totais, Albumina, Uréia e Creatinina de hamsteres
alimentados com dietas hipercolesterolemiantes (H), padrio (C) acrescidas (HB, CB) ou nao

com bixina (0,08%).

Resultado ANOVA
Hemoglobina Proteinas totais Albumina Uréia Creatinina
(umol/L) (g/L) (umol/L) (mmol/L) (mmol/1)

C 25,12 +£49 70,58 £2,35 318,07 +13,77° 9,96 + 1,68 50,87 + 14,82

H 26,66 £+ 2,03 78,83 £10,15 299,36 + 12,54 *° 9,50+1,54 55,23 £10,96

CB 26,56 + 6,36 64,57 £ 7,09 274,92 +32,6° 7,71+1,71 52,87 £ 8,59

HB 26,47 £2.93 75,63 £6,13 304,64 £10,89* 10,09 £2,19 4555+12,22
Dieta >0,05 <0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Bixina >0,05 >0,05 <0,05 >0,05 >0,05
Interagﬁo >0,05 >0,05 <0305 >0,05 >0,05

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes superescritas indicam
diferenca estatistica a nivel de significAncia de 5% (p<0.05).

Tabela XI — Niveis séricos de glicose (mmol/L) de hamsteres alimentados com dietas

hipercolesterolemiantes (H) padrio, (C) acrescidas (HB, CB) ou ndo com bixina (0,08%).

Resultado ANOVA
C 6,00 +0,83 °
H 6,01 +£0,66*
CB 4,94 +0,87°
HB 6,22 +0,59 %
Valor de p
Dieta <0,05
Bixina >0,05
Interacgdo <0,05

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes
superescritas indicam diferenca estatistica a nivel de significincia de 5%
(p<0.05).

63



MACIEL, A M RESULTADOS

Atividade da AST (Aspartato aminotransferase) e ALT (Alanima aminotransferase)

Quanto a atividade da AST apenas a dieta teve efeito. Os animais que receberam
dietas hipercolesterolemiantes (H + HB) apresentaram valores superiores (52,14 + 34,75 e
33,05 = 21,21) para atividade desta enzima quando comparados aos grupos controle (C +
CB), (17,98 £8,31 ¢ 28,76 £ 11,15) (Tabela XII).
Resultados similares foram apresentados pela ALT: animais dos grupos H e HB
apresentaram valores superiores (63,03 + 7,39 e 57,43 £ 8,9) para atividade desta enzima
quando comparados aos grupos C e CB (29,17 +£2,23 e 29,53 + 4,36) (Tabela XII).

O tratamento ndo afetou a atividade da AST e da ALT ja que ndo houve diferenca

estatistica entre os grupos que receberam tratamento e os grupos nao tratados (p>0.05).

Tabela XII - Atividade da Aspartato Aminotransferase (AST) e Atividade da Alanina
Aminotransferase (ALT) de hamsteres alimentados com dietas hipercolesterolemiantes (H)

padréo, (C) acrescidas (HB, CB) ou ndo com bixina (0,08%).

Resultado ANOVA

AST (U/mL) ALT (U/mL)

C 17,98 £ 8,31 29,17 £2,23

H 47,74 £29,4 63,03 +7,39

CB 28,76 + 11,15 29,53 + 4,36

HB 33,05 £ 21,21 57,43 +£8,9
Valor de p

Dieta <0,05 <0,05
Bixina >0,05 >0,05
Interagdo >0,05 >0,05

Os resultados estdo expressos como média + desvio padrao.
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6 - DISCUSSAO

Ha algum tempo atrds, acreditava-se que a aterosclerose era um processo associado
aos mecanismos naturais de envelhecimento, portanto, inevitdvel (Polanczyk, 2005).

Ap6s a descoberta do colesterol, o grande desafio passou a ser explicar o processo
aterosclerético. Entdo, multiplicaram-se os esforcos para compreender os mecanismos
envolvidos na formacdo e progressdo da aterosclerose. Como resultado, virios estudos e
hipéteses foram emergindo, desde entdo, para explicar esse processo.

Em 1844, surgiu a primeira descri¢do de uma placa de ateroma (Bertolami, 2003). A
interpretacdo de Virchow para os depdsitos de gordura na intima, trouxe a hipétese da
insudacdo, na qual a explicacdo proposta era a passagem de elementos fluidos vindos do
sangue, através da parede endotelial (Virchow, 1989).

Com as observacdes de Rokitanski, surgia a hipdtese da incrustagdo, sugerindo que o
processo ateromatoso seria derivado, inicialmente, de depdsitos de fibrina e plaquetas
(Rokitansky, 1852). Em meados do século XX, Ross e Glomset criaram a hipdtese da
injuria-reacdo endotelial. Nela era proposto que a ateromatose seria devido a injdria da
parede do vaso. Haveria uma lesdo inicial do endotélio por um ou vérios agentes, como um
estdgio precoce da aterogénese, e com conseqiiente disfuncio endotelial induzida por fatores
de risco, especialmente niveis plasmdticos elevados de LDL que oxidadas eram expostas ao
endotélio (Ross & Glomset, 1973 e 1976). Mais tarde o proprio Ross alterou essa teoria
propondo que o ateroma seria uma doenga com caracteristicas inflamatdrias (Ross, 1999).
Embora diversas hipdteses abrissem novas perspectivas para elucidacdo dos complexos
eventos associados com o desenvolvimento da aterosclerose, a hipétese lipidica continuou
sendo a dominante. Nela, um dos fatores determinantes que influencia esse processo € a
elevacdo de lipidios séricos.

Um dos estudos mais expressivo, desenvolvido para esclarecer os mecanismos que
desencadeiam o processo aterosclerdtico, ocorreu a mais de 50 anos, e foi denominado
escore de Framingham (Saad, 2004), onde mais de 5.000 individuos saudaveis entre 30-60
anos de idade foram monitorados e periodicamente avaliados, clinica e laboratorialmente, ao
longo de sua vida.

A partir deste estudo ficou estabelecida a importancia de alguns fatores de risco,
efetivamente relacionados ao desenvolvimento da doenga aterosclerdtica, entre eles, os

elevados niveis do colesterol LDL (revisado por Polanczyk, 2005 e Brandao et al., 2004), o
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que foi, posteriormente, confirmado por outros estudos populacionais como: INTERHEART
(abrangendo 52 paises), AFIRMAR (envolvendo 104 hospitais de 51 cidades do Brasil),
PROVE-IT (Pravastatin or Atorvastatin Evaluation and Infective Therapy) e MRFIT
(Multiple Risk Factors Intervention Trial — Estudo randomizado de preven¢do priméria em
12.866 homens de alto risco na faixa etdria de 35 a 57 anos, durante 7 anos) (Polanczyk,
2005; Saad, 2004; Filho & Martinez, 2002).
Acrescentam-se ainda, andlises de grupos de individuos portadores de hipercolesterolemia
hereditaria, investigagdes patoldgicas e diversos estudos experimentais in vivo e in vitro que
também se somaram as evidéncias que ap6iam a hipétese que elevacio dos niveis séricos de
LDL esta diretamente relacionada a formagdo da placa (Kaliora et al., 2005; Saad, 2004).
Neste contexto, o interesse pela associacdo entre hipercolesterolemia, reagdes de
oxidacdo e progressdo da aterogé€nese € crescente, pois modificacdes oxidativas na LDL,

originariamente proposta por Steinberg sdo criticas neste processo (Steinberg et al., 1989).

Evidéncias da relacdo entre aterosclerose e estresse oxidativo e a possivel atuacdo de
substancias com propriedades antioxidantes ja foram relatadas.

Embora haja evidéncias da acdo dos antioxidantes, especificamente de carotendides
atenuando efeitos causados pelo estresse oxidativo (Kritchevsky, 1999; Stephens et al.,
1996; Kritchevsky et al., 1995; Kohlmeier et al., 1997; Hertog et al., 1993; Muzandu et al.,
2006; Kaliora et al., 2005), a bixina ndo induziu alteracdes significativas nas defesas
antioxidantes testadas, exceto para a PON paraoxon, que apresentou reducdo significativa
nos animais do grupo CB (631,01 + 101,56).

Células eucariotas apresentam um sistema de prote¢do antioxidante altamente complexo,
que envolve uma variedade de componentes enddgenos e exdgenos que funcionando
interativamente (Sies, 1993; Bagchi & Puri, 1998). Carotendides podem ser classificados
simultaneamente como exdgenos e enddgenos o que amplia sua forma de atuacio.
Compostos que aumentam a atividade de antioxidantes enddgenos também sdo classificados
como antioxidantes (Kaliora er al., 2005), portanto potencializar a acdo das defesas
antioxidantes seria um resultado esperado da efetiva ac@o da torta de bixina contra o estresse
oxidativo. A atividade da PON (arilesterase e paraoxon) ndo foi afetada. Pelo fato de
circular ligada a HDL, intensificando suas propriedades anti-aterogénicas, previnindo a
oxidacdo de LDLs e peroxidagdo da prépria HDL, a paraoxonase 1 (PON-1) desempenha
importante papel na defesa antioxidante. Além disto, a PON-1 apresenta atividade esterase

(hidrdlise de hidroperdxidos de fosfolipides e éster de colesterol) (Sorenson et al.,1999),

66



MACIEL, A M DISCUSSAO

atividade paraoxon (maior sensibilidade a elementos exdgenos) (Durington, 2001) e
atividade peroxidase (degrada perdxido de hidrogénio) (Beltowski et al., 2002). Outra acdo
importante da PON-1 é sua capacidade de proteger membranas citoplasmaticas de danos
oxidativos (Durington, 2001).

A paraoxonase (PON) é uma estearase amplamente distribuida entre os tecidos do
figado, rim, intestino e no soro. PON-1 liga-se reversivelmente a substratos organofosfatos,
hidrolizando-os. PON-1 é um componente do HDL, que inibe a sua oxidagdo, preserva a
funcdo anti-aterogénica destas lipoproteinas, além de apresentar habilidade em metabolizar
peréxidos de lipideos, evitando actiimulos na LDL (Durrington et al, 2001; Cabana et al.,
2003). A presenca de PON na HDL pode ser um contribuinte importante para
antiaterogenicidade dessa lipoproteina (Aviran et al, 1998).

Confirmando os resultados da PON, as sulfidrilas que representam todos grupos tidis
encontrados em glutationa, proteinas e outros compostos, também nao foram afetadas pelo
tratamento. A dosagem da atividade da catalase apresentou resultados similares ao da PON e
de sulfidrilas. A enzima catalase que atua na catdlise da decomposi¢io de H,O, ¢
considerada um dos maiores componentes da defesa antioxidante priméria (Chung-Man et
al., 2001) pois, apesar do H,O, ndo ser uma espécie radicalar, nem ter alto potencial
oxidante, o mesmo pode reagir com metais de transicdo, principalmente o ferro, ligado ou
ndo a grupamentos heme localizados dentro das células, dando origem ao radical hidroxila
(OH), um poderoso oxidante (Yu, 1994). Uma possivel explicagdo para esta aparente
ineficiéncia do tratamento coma bixina nos trés paradmetros utilizados ndo inviabiliza a acio
antioxidante da bixina, pois ndo dosamos outros parametros do estresse oxidativo. Além do
mais, estes resultados podem ser atribuidos a outros fatores, como por exemplo, a dose
utilizada, que neste caso ndo foi alta suficiente para acionar mecanismos especificos de
defesa enddgenos.

A partir dos resultados obtidos nos parametros lipidicos dosados, observamos efeitos
benéficos importantes. O tratamento reduziu o colesterol. Os animais hipercolesterolémicos
tratados com bixina apresentaram reducgdo significativa nos niveis séricos de colesterol total.
Além disso, o tratamento também reduziu os niveis do CN-HDL (LDL e VLDL) e
aumentou a relagido HDL/CN-HDL. Quando associado a dieta hiper observamos uma
tendéncia a reducdo de HDL pelo tratamento com bixina, provavelmente esta reducdo se
deve a reducdo do colesterol total (< 22%) que também foi observada na fracdo ndo HDL,
que consiste principalmente no somatério do colesterol presente em LDL e VLDL. Ja para

os hamsteres alimentados com dieta padrdo houve uma tendéncia de aumento da fracdo de
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colesterol HDL e reducdo das outras fragcdes (LDL + VLDL) sem alteracdo na concentracio
do colesterol total, o que resultou num aumento significativo da relacdo HDL/outras fracdes.

Considerados em conjunto estes dados indicam uma melhora no perfil sérico de
lipideos dos animais tratados, indicando que a bixina possa estar afetando o metabolismo
lipidico dos animais que receberam dieta padrdo ou hiper corroborando dados da literatura
para animais.

Lipoproteinas sdo compostas de proteinas, colesterol livre, ésteres de colesterol,
fosfolipidios e triacilglicer6is. O local de sintese, a composicdo lipidica e o conteido de
apolipoproteina (por¢do protéica) determinam a fungdo especifica de cada classe de
lipoproteina. Quilomicrons ricos em triacilgliceréis (85%) sdo sintetizados nas células
epiteliais da mucosa intestinal entram na circulacdo linfitica e depois na sanguinea para
ativar a lipase lipoprotéica nos capilares dos tecidos adiposo, muscular e mamadrio,
permitindo a libertacdo de AcGx livres, que serdo armazenados ou consumidos.

Quilomicrons remanescentes sdo transportados através da corrente sanguinea até ao
figado, onde liberam o colesterol e sao degradados.

As VLDL transportam triglicérides, provenientes dos dcidos graxos e carboidratos
em excesso, do figado para o tecido adiposo, onde é ativada a lipase lipoprotéica para
liberag@o de 4cidos graxos livres.

A extracdo de lipideos das VLDL (junto a perda de algumas apoproteinas)
convertem gradualmente parte delas em LDL, que passam a conter maior quantidade de
colesterol e ésteres de colesterol que serdo transportados para os tecidos periféricos extra-
hepéticos que possuam receptores especificos para sua captacdo ou sdo captados de novo
pelo figado. O figado capta remanescentes de LDL, VLDL e quilomicrons por meio de
processo de endocitose mediada por receptores.

As lipoproteinas HDL, sintetizadas no figado, sdo capazes de coletar ésteres de
colesterol de outras lipoproteinas circulantes e remover o colesterol em excesso dos tecidos
extra-hepdticos, transportando-o até ao figado, através da via de transporte reverso de
colesterol.
Lima et al., 2001 comparando os efeitos da norbixina, quercetina e bixina (0,01 mol/kg de
peso corporal) em coelhos da raga Nova Zelandia hiperlipidémicos verificaram que a bixina
apresentou maior reducdo no colesterol total (44%) e menor reducdo nos niveis de HDL
(11%) quando comparada as outras substincias testadas.

Em outro trabalho, ao avaliar a ag¢do do flavondide quercetina e carotendides

(norbixina e bixina) (0,01mol/kg/dia por 28 dias) em coelhos, Lima et al., 2003 observaram
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que a bixina foi mais efetiva na reducdo dos niveis séricos de colesterol total quando
comparado ao flavondide e ao corante hidrossolivel. Neste trabalho apds o tratamento com
bixina, os niveis de HDL encontrados foram maiores quando comparados ao grupo controle.
Além disto, houve também reducgao dos triglicérides séricos.

Comparando os efeitos do flavondide naringenina e do carotenéide bixina associados
ao leite de cabra, Carvalho et al. (2004) verificaram que em coelhos, a mistura com bixina
reduziu as concentracdes de colesterol total (17,03% apods 16 dias e 8,14% apos 31 dias),
sendo que o melhor resultado para HDL (aumento de 56,8% em 16 dias e 40,4% com 31
dias) também estavam associados ao tratamento com bixina.

Sob condig¢des basais, a homeostase do colesterol, controlada por um balango — que
envolve desde a sintese, absorcio, utilizacdo como substrato, até a excrecdo biliar e fecal —
€, em ultima andlise, mantida e regulada pelo proprio colesterol.

Assim, quando hd um aumento de excrecdo ou diminuicdo da absorcdo haverd

aumento da sintese enddgena; da mesma forma, uma maior chegada ou um actimulo de
colesterol nos tecidos leva a inibi¢ao de sua biogénese.
Nesta manuten¢@o dos niveis de colesterol sdo acionados mecanismos distintos, que podem
controlar a quantidade e atividade da HMG-CoA redutase, a endocitose mediada por
receptores, o excesso intracelular de colesterol livre, através da Acil Coa colesterol
aciltransferase e o transporte reverso mediado por HDL.

Juntos, estes mecanismos reguladores, que exibem alto grau de complexidade,
concorrem para manter o contetido de colesterol intracelular relativamente constante.

Animais alimentados com dietas hipercolesterolemiantes tendem a apresentar a
sintese de colesterol reduzida.

A biossintese de colesterol ocorre principalmente no figado, embora a sintese ocorra
também no intestino, sendo substrato utilizado, o acetil-CoA. De forma sucinta, essa
biossintese se processa em quatro fases: condensa¢do de acetato a mevalonato; conversdo do
mevalonato a unidades isoprénicas; polimerizacdo, formacdo e ciclizagdo do esqualeno
(Lehninger et al., 2004). O passo limitante da velocidade da via global de biossintese de
colesterol € a redugdo do f-hidroxi-f-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) a mevalonato
pela atividade da enzima HMG-CoA redutase. Enzima esta, que esta sujeita, em curto prazo,
a processos bioquimicos de modula¢do de atividade como fosforilacdo e desfosforilagdo por
acdo hormonal. A HMG-CoA redutase ¢ desativada por uma proteina quinase via AMPc. O

glucagon estimula a fosforilacdo, inativando a enzima, enquanto a insulina aumenta a
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atividade da redutase promovendo sua desfosforilagdo, favorecendo, neste caso, a sintese de
colesterol (Lehninger et al., 2004).

Ha estudos mostrando que outros hormdnios como, por exemplo, o estrogénio possa
estar envolvido no controle da homeostase de colesterol. Spady et al., 1983 ao estudarem os
efeitos de estrogénio na expressdo do gene da HMG-CoA redutase hepatica sugerem que em
hamsteres a sintese de colesterol hepdtica € mais elevada em fémeas do que em machos.

Trabalhando com ratos hipofisectomizados, Simonet & Ness, 1988 e Sample, et al.,
1987 observaram que hormdnios tireoidianos também podem estar associados a aumento
dos niveis de RNAm da HMG-CoA redutase. A modulacdo desta enzima também pode
ocorrer por modificagdes de sua propria sintese. A taxa de tradugdo do RNAm da HMG-
CoA redutase ¢é inibida por metabdlitos ndo esterdides derivados do mevalonato e pelo
colesterol dietético.

Outro mecanismo de regulacio da HMG-CoA redutase é através de sua degradacdo
metabdlica. A enzima € bipartida e seus dominios atuam de forma diferente: quando as
concentracdes de colesterol estdo aumentadas, o dominio na membrana capta sinais que
acionam sua protedlise e o dominio citossélico executa a catdlise (Stryer, 1995). Além disso,
a velocidade de sintese do RNAm da HMG-Coa redutase também € controlada por fatores
transcricionais que se ligam a uma seqii€éncia de seu DNA.

Em termos moleculares, estudos tém demonstrado que a regulagdo da homeostase de
colesterol € feita por uma familia de fatores de transcri¢do designados Sterol Regulatory
Element Binding Proteins (SREBPs). Estes fatores de transcricdo estdo associados a
regulacdo da expressdo de pelo menos 30 genes envolvidos na sintese de colesterol, lipidios
(McPherson & Gauthier, 2004) e de glicose, (Weber et al., 2004) inclusive em hamsteres
(Field et al. 2001). SREBPs sdo sintetizados como precursores de proteinas no reticulo
endoplasmadtico (RE) onde formam um complexo com uma chaperona, SREBP Cleavage
Activating Protein (Scap) que contém um dominio sensivel a esterdis (Weber et al., 2004).

Quando sintetizadas, as SREBPs estdo ancoradas no RE apenas no dominio amino
terminal que funciona como ativador transcricional. Contudo, como este dominio ndo tem
acesso ao nucleo, ndo podendo participar na ativagdo do gene, enquanto pertencer a
molécula SREBP. Deste modo, é necessdria a clivagem proteolitica deste dominio ativo,
para possibilitar a transcri¢ao de genes (Espenshade, 2006; Horton et al., 2002; Shah, et al.,
2003).

Niveis baixos de colesterol sdo detectados pela Scap (chaperona que possui dominio

sensivel a esterdis), que sofre entdo, uma mudanga conformacional resultando na liberacdo
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do complexo Scap-SREBP do Reticulo Endoplasmatico (RE). Este complexo migrard,
dentro de vesiculas, para o aparato de Golgi, onde o SREBP ¢ clivado duas vezes, por duas
proteases, sendo que na segunda separacdo ocorre a libertagdo do dominio amino terminal
(S2P) no citossol. Este dominio desloca-se para o niicleo e liga-se a uma curta seqii€ncia de
DNA denominada “Sterol Responsive_Element” (SRE) do gene da enzima, estimulando sua
transcri¢do ou a transcricdo de genes relacionados a sintese de colesterol (Horton et al.,
2002; Shah, et al., 2003; Rader, 2001).

Quando os niveis de colesterol estdo elevados, SREBP forma um complexo com a
Scap (Scap-SREBP) que se liga a proteina de membrana (Insig-/) do RE, num mecanismo
de “downregulation” para reter esse complexo no RE, inativando-o (Weber et al., 2004).
Em caso de privacdo de esterol, o complexo Scap/SREBP dissocia-se de “Insig-1" que é
entdo, ubiquitinado e degradado no proteasoma (Gong et al., 2006). Insig sdo proteinas ja
descritas em humanos e hamsteres (Lee, ef al., 2005).

Trabalhos t&m mostrado que no modelo experimental hamster, dietas
hipercolesterolemiantes também resultaram em reducdo da HMG-CoA redutase. Lopez &
Ness, 1997 obtiveram 85% de reducdo na expressio do gene da HMG-CoA redutase
alimentando hamsteres por 14 dias com dieta contendo 2% de colesterol. Resultado similar
foi obtido por Beynen et al., 1987, quando foi encontrado 70% de reducdo na expressdao do
gene da HMG-CoA redutase em hamsteres, para uma dieta com 0,5% de colesterol por 12
dias.

Assim, considerando os mecanismos descritos para a regulagdo da sintese de colesterol
acreditamos que no nosso experimento a biossintese estd reduzida, logo, a
hipercolesterolemia desenvolvida em nossos animais dos grupos H e HB (tabela III) reflete
o perfil da dieta, corroborando dados da literatura. De forma geral, hamsteres podem
desenvolver precocemente hipercolesterolemia em dietas aterogénicas (Moghadasian, 2002).
Nistor et al. (1987) e Piyachaturawat et al. (1999) alimentando hamsteres com dietas

acrescidas de colesterol também obtiveram animais hipercolesterolémicos.

Por outro lado, Trautwein et al. (1999) submetendo hamsteres de ambos os sexos a variadas
condicdes fisioldgicas e dietas contendo excesso de colesterol, verificaram que as fémeas
desenvolveram concentragdes séricas e hepaticas de colesterol significativamente mais altas

quando comparadas aos machos. Assim, escolhemos fémeas para o nosso trabalho.

Nikkari et al. (1991), com uma dieta aterogénica contendo 0,2% colesterol e 10%

6leo de coco, obtiveram um aumento significativo (4X) nos niveis plasmaticos de colesterol
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total, resultando também em mais 200% de aumento na relacdo VLDL/IDL, 20% de
aumento em LDL e 45% de redug¢do nas HDLs de hamsteres, quando comparados aos
controles.

Nossos resultados mostram que ap6s 15 dias submetidos a dieta hipercolesterolemiante os
animais do grupo H apresentaram elevagdo nos niveis séricos de colesterol total (9,6 + 3,46).
(tabela III).

SREPBs néo apenas regulam a transcricdo de enzimas envolvidas na biossintese de
colesterol, como também na transcri¢do de receptores de LDLs. Estes receptores permitem
aos hepatdcitos remover colesterol contido em LDLs circulantes. Sua expressdo hepatica é
regulada pelas concentracdes intracelulares de esterdis e também por um mecanismo de
controle via SREBPs, similar ao descrito anteriormente (figura 11).

Os genes que codificam a transcricdo de receptores de LDL também contém SRE
que pode ser ativado via translocacido nuclear de uma forma ativa de SREBP-1 e SREBP-2
do Golgi (Grand-Perret et al., 2001; Rader, 2001; Shah, et al., 2003).

Dietas hipercolesterolemiantes preveniriam maturacio de SREBPs, ndo s6 interrompendo a
sintese de colesterol, mas também a transcricdo de receptores para LDL (Weber et al.,
2004), resultando em altos niveis de colesterol plasmatico (Weber et al., 2004).

Em nosso experimento verificamos que o tratamento com bixina diminuiu o colesterol total
e o colesterol ndo HDL (LDL + VLDL) no grupo que recebeu dieta hipercolesterolemiante,
além disto, a bixina aumentou a relacio HDL/CNHDL.

Contudo, parece que ha mecanismos mais complexos de regulacdo das SREBPs e

consequentemente, das enzimas envolvidas na sintese de colesterol e de receptores hepaticos
de LDL.
Estudando a captagdo de LDL em animais com altas (ratos), baixas (hamsteres fémeas) e
muito baixas (hamsteres machos) taxas basais de sintese hepatica de esterol, Spady et al.
(1985) sugerem que a taxa de sintese de colesterol hepitico e de receptor de LDL sdo
regulados independentemente.

H4 mais de um tipo de SREBP, com diferentes genes alvos e com regulacdo
possivelmente, independente. Shimomura et al. (1997) mostraram que figados de hamsteres,
similar ao humano, produzem predominantemente SREBP-2 e a isorforma SREBP Ic.

Em trabalho conduzido por Sheng et al. (1995), os resultados com “immunoblotting”
sugerem uma regulacdo independente para SREBP-1 e SREBP-2 em figados de hamsteres.

Neste estudo, a deplecdo de esterdis através de tratamento com colestipol e mevinolin
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conduziu ao aumento na forma nuclear de SREBP-2 e declinio reciproco na forma de

SREBP-1.

Figura 11: Mecanismo de sintese de receptores LDL no hepatdcito a partir de fatores

transcricionais (SREBP).

Elemento
responsivo
Nucleo a esterol

Gene receptor LDL  SRE TRANCRIGAO

| Scap [ SREBP ( inativo) Dominio
Amino terminal

colesterol
o \/ | === Aparato de Golgi
Reticulo endoplasmatico

ELEVACAO DE PRIVACAO DE
COLESTEROL COLESTEROL

SREBP: Fator de transcricdo; Scap: chaperona que possui dominio sensivel a esterdis; SRE:
elemento responsivo a esterdis; LDL: lipoproteina de baixa densidade; S2P: dominio amino terminal
do SREBP. Adaptado de: Shah, et al., 2003 e Rader, 2001.

Grand-Perret et al (2001) identificaram compostos andlogos a esterdides
(denominados GWs) que se ligam diretamente a Scap e que quando administrados em
hamsteres hiperlipidémicos, estes ligantes reduziram os niveis de LDL colesterol e
triglicérides em até 80%. Foi verificado ainda, um aumento significativo do RNAm de LDLr
no figado. Neste mesmo trabalho, utilizando células de hepatoma humano, seus autores
mostraram que estes compostos agem através do SRE (Sterol Responsive Element) do
promotor do gene de LDLr e ativam o complexo Scap/SREBP, conduzindo a aumento da
expressdo e da atividade de LDLr, até mesmo em presenca de excesso de esterdis (Grand-

Perret et al., 2001).
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Embora a abordagem deste trabalho ndo permita supor mecanismos pelos quais a bixina
contribua para a reducdo do colesterol podemos supor que o tratamento com a bixina possa
estar estimulando fatores transcricionais envolvidos na sintese de receptores de LDL nos
animais alimentados com a dieta hipercolesterolemiante, pois a redug¢do nos niveis séricos
de colesterol total e de CN-HDL (LDL e VLDL) que observamos nos animais tratados com
bixina sugere uma maior captagcdo e uma possivel acdo da bixina nos receptores de LDL.
Isto poderia explicar, em parte, a reducdo do colesterol total observada em nossos animais,
que mesmo mantidos em dietas hipercolesterolemiantes poderiam expressar receptores de
LDL e promover a sua captacao.

Uma vez internalizado o colesterol, em fun¢do da maior captacdo, surgiria a seguinte
questdo: que via metabdlica este colesterol tomaria no figado?

O colesterol tem vdrios destinos no organismo, onde quatro enzimas denominadas
citocromo P450 (CYP) catalisam os primeiros passos em diferentes vias do seu metabolismo
(Figura 27), embora quantidades significativas sejam metabolizadas apenas nos hepatdcitos
(Pikuleva, 2006).

O colesterol afeta diretamente duas enzimas que s@o vitais na sua propria remocao.
Alta concentracdo de colesterol ativa a Acyl-CoA cholesterol acyl transferase ACAT e a
colesterol 7a-hidroxilase (CYP7A1) (Weber et al., 2004).

As duas isoformas da ACAT conhecidas (ACAT-1 e ACAT-2) esterificam o
colesterol para ser armazenado no figado ou transportado para outros tecidos para utilizagdo.
Esta enzima catalisa a transferéncia de um dcido graxo da coenzima A para o grupo
hidroxila do colesterol, que se torna ainda mais hidrofébico (Leninhger, 2004; Weber et al.,
2004). A fungdo principal de ACAT-1 é prevenir acumulos de colesterol livre em
membranas celulares. J4 a ACAT-2 pode exercer um papel primdrio na sintese e secrecio
de lipoproteinas hepdticas e na absor¢do de colesterol do intestino delgado (Lee & Carr,
2004).

No figado o colesterol pode ser excretado através de duas vias diferentes: secrecdo
direta na bile, ou, através da conversdo em &cidos biliares, os principais produtos de sua

degradacéo.
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Figura 12: Diferentes vias metabdlicas do colesterol.
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Adaptado de Pikuleva, 2006.

Em mamiferos, o excesso de colesterol é removido principalmente por conversao
para 4cidos biliares (Turley & Dietschy, 1982). Assim, a compreensdo da regulacdo dessa
via € de extrema importancia para a compreensdo dos mecanismos que controlam os niveis
de colestrol.

A conversdo do colesterol a 7-a-hidrocolesterol, catalisada pela enzima hepatica
especifica Citocromo P450 7A (CYP7A1) é a etapa limitante da velocidade da via classica
que converte colesterol em acidos biliares (Gupta et al., 2002). Estudos t€ém mostrado que a
transcricdo de CYP7A1 ¢ inibida por mecanismo “feed-back” pelos acidos biliares e que a
regulacdo de CYP7A1 através de colesterol dietético parece variar de acordo com a espécie
(Chiang, 1998). O colesterol dietético induz a express@o de CYP7A1 em ratos (Horton et
al.,1995) e camundongos (Goodwin, et al, 2003). Em contraste, colesterol dietético
apresenta pequeno efeito, ou até mesmo, em alguns casos, suprime a expressdo de CYP7A1
em outras espécies, tais como hamsteres (Horton et al.,1995) e coelhos (Xu, et al.,1995).

Comparando os efeitos de dietas contendo diferentes quantias de colesterol (148,
296, 740, 1.480, 2.960 mg/1.000 kcal) em hamsteres Golden Syrian e ratos, Horton et al.
(1995) verificaram que estas dietas hipercolesterolémicas ndo induziram aumento da
expressio da CYP7A1 em hamsteres. Assim, hamsteres e coelhos desenvolvem

hipercolesterolemia mais facilmente do que ratos.
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Dois receptores nucleares, o receptor hepitico X (LXR) o receptor “farnesoid”
(FXR), tém sido implicados na regulacdo transcricional por “feed-back da atividade da
CYP7A1 (Gupta et al., 2002).

Receptores nucleares X (Liver X Receptors ou LXR) sdo membros da super familia
de proteinas de receptores nucleares (Zhang & Mangelsdorf, 2002; Lehmann, et al., 1997).
LXRs apresentam duas isoformas funcionais: LXRa e LXRP. O primeiro é expresso
predominantemente no figado e abundante em tecidos envolvidos no metabolismo de
lipidios (Repa & Mangelsdorf, 2000). O segundo é expresso em quase todos os tecidos do
organismo (Cortés, et al., 2005).

Segundo dados da literatura, especificamente o LXRa estd envolvido na regulacio de
transcri¢do do gene da CYP7A1. Lehmann et al. (1997) demonstraram que LXRa promove
a transcricdo do gene da CYP7AT1 se ligando diretamente a um LXRE (promotor do gene do
receptor de LXR) no promotor deste gene.

Peet et al., 1998 verificaram que camundongos “knock-out” para LXRa perdem a
habilidade de promover a expressdo do gene da CYP7al, acumulando ésteres de colesterol
no figado, o que pode levar ao comprometimento da funcao hepatica.

Em algumas espécies, o colesterol dietético induz “up-regulation” na expressdo do
gene da CYP7A1 (Repa & Mangelsdorf, 2000). Evidéncias indicam também, que em
hamsteres e em hepatdcitos humanos prevalece um controle negativo de LXRa, que reprime
a expressdo de CYP7AIl, ou seja, um mecanismo de “downregulation”. Investigando a
regulacio da enzima CYP7Al em hamsteres Golden syrian, Fabiani et al. (1996)
verificaram que o gene desta enzima sofre uma regulacdo predominantemente negativa
nestes modelos, o oposto do gene homdlogo da CYP7A1 de ratos.

Objetivando examinar os efeitos de certas drogas, esterdis, oxiesterdis e acidos
biliares na modulagcdo da atividade da 27-hidroxilase e da CYP7A-1 em hamsteres, de
ambos os sexos, com diferentes idades e dietas, Souidi et al. (1999) observaram que
hamsteres machos e fémeas exibiram atividade semelhante para 27-hidroxilase porém, a
atividade de 7o-hidroxilase foi mais baixa em fémeas quando comparada aos machos,
sugerindo que as duas enzimas, importantes na sintese de 4cidos biliares sdo reguladas
separadamente.

FXR e LXRa coordenadamente regulam a sintese de 4cidos biliares no figado.
Quando aumentam os niveis de &acido biliar nos hepatécitos, FXR inibe CYP7AI e a
CYP8B1 (enzima que sintetiza dcido célico e quenodeoxicdlico) para reduzir a sintese de

dcidos biliares e assim, reduzindo também a absor¢do de 4acidos biliares nos hepatdcitos.
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Desta forma, FXR funciona mantendo a homeostase de dcidos biliares no figado (Chiang,
2003; Sinal et al, 2000).

Nés verificamos os niveis de gordura e o colesterol no figado. Na relacdo figado/peso
corporal, observamos que a dieta hipercolesterolemiante levou a um aumento do peso deste
orgdo quando comparado ao grupo controle; este aumento do 6rgdo, em funcdo de dieta
hipercolesterolemiante também foi obtido por Story et al. (1981) e Rosa et al. (1998).
Nossos resultados mostraram que de fato, os animais tratados com bixina apresentaram
maior teor de gordura e colesterol no figado (Tabela VI) embora, o peso relativo deste 6rgio
no grupo HB foi estatisticamente menor que o grupo H.

Desse modo, podemos supor que a bixina estaria interferindo no SREBP aumentando a
sintese do receptor de LDL, reduzindo o colesterol sérico. O aumento do colesterol no
figado estimularia a atividade da CYP70 em ratos, mas a literatura mostra que em
hamsteres, principalmente fémeas, ndao e que justifica 0 maior acimulo de gordura e
colesterol no figado dos hamsteres. Assim, em trabalhos futuros seria imprescindivel
verificar a expressdo de receptores para LDL e CYP7A bem como a sua atividade posto que
as observacdes feitas com relacido ao perfil lipidico podem ser somente resultante de uma
injuria celular o que levaria ao metabolismo precério e conseqiiente acimulo de gordura no
figado.

Como o figado é um 6rgdo central na homeostase de lipideos, era necessario
verificarmos se as alteragdes vistas poderiam estar associadas a lesdo hepatica. Entéo,
dosamos os niveis de atividade da aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) que sdo pardmetros da funcio hepatica.

A AST esta distribuida nos tecidos corporais, incluindo coragdo e musculo e
aproximadamente 80% nos hepatdcitos aparecem localizadas na mitocondria enquanto a
ALT é encontrada principalmente no figado, fora da mitocdndria. As aminotransferases
estdo presentes nos hepatdcitos e qualquer lesdo tissular suficiente para destruir membranas
celulares, afetando o parénquima hepatico libera uma maior quantidade de enzimas para a
corrente sanguinea (Henry, 1996).

Nossos resultados indicaram que o tratamento com bixina ndo alterou as concentragdes
séricas de AST e ALT nos grupos tratados. A dieta influenciou as concentra¢des de ambas
as enzimas indicando que os animais que receberam dieta hipercolesterolemiante

apresentaram valores aumentados tanto de AST quanto de ALT.
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Beynen et al., 1986 também obtiveram elevacdo dos niveis de ALT e AST associados a
dieta hipercolesterolemiante. Isto indica que a sobrecarga dietética de lipideos no grupo H
causou possivel lesdo hepitica.

Em nossos resultados, no grupo HB os valores obtidos para transaminases indicam que este
aumento estaria associado somente a dieta e ndo ao tratamento. Neste caso o tratamento niao
induziu lesdo hepdtica. O que foi confirmado quando dosamos fosfatase alcalina, que
também ndo foi alterada pelo tratamento. A fosfatase alcalina é produzida por muitos
tecidos, principalmente pelo figado e é excretada pela bile. A dosagem sérica desta enzima
também € til na investigacdo de doencas hepatobiliares.

Para a ALT e AST, resultados diferentes dos nossos foram obtidos por Lima er al. (2003)
que ao avaliar a acdo terapéutica da quercetina, bixina e norbixina, na dose didria de
0,01mol/kg em coelhos, durante 28 dias, observaram que a bixina apresentou uma reducio
(45,43%) na atividade de ALT e de AST (42,22%). Os resultados mostraram que os teores
de colesterol foram menores para os animais tratados com bixina (-4,03%) e quercetina (-

35,07%).

Em nosso estudo notamos também que a dieta hipercolesterolemiante afetou o peso dos rins
dos animais do grupo H, e que com o tratamento com bixina, o peso dos rins do grupo HB
apresentou valores estatisticamente iguais ao grupo C.

Estudos que analisaram o papel dos lipideos na progressiao das doengas renais sugerem que
dislipidemias contribuem tanto para progressdo de aterosclerose quanto para doengas renais.
Ha evidéncias que anormalidades no metabolismo de lipideos podem contribuir para
progressdo de doencas renais (Abrass, 2004; Moorhead et al., 1982; Kasiske et al, 1988;
Kees-Folts et al., 1993; Joles et al., 2000; Dominguez et al., 2000; Zager et al., 2001).

Estes estudos sugerem que excessivo colesterol dietético em animais experimentais
poderia associar-se ao desenvolvimento de dano de glomerular e que o tratamento de
animais hiperlipidémicos com drogas redutoras de lipideos possa prevenir o
desenvolvimento de danos renais (Kamanna et al., 2000; Ferreira et al., 2005).

Estudos histolégicos e histoquimicos em animais t€ém mostrado depdsitos contendo
colesterol, fosfolipidios, triglicéride e LDL oxidado nos rins (Wheeler & Bernard, 1994).
Ishiyama et al. (1999) analisando o papel de radicais livres e da peroxidacdo lipidica em
glomerulosclerose induzida por lipideos, verificaram que dieta hipercolesterolemiante
causou dano renal em ratos. Neste trabalho os dados sugerem que radicais livres poderiam

estar envolvidos neste processo.
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Estudos utilizando ratos, como modelos experimentais, mostraram que hipercolesterolemia
acelera a taxa de progressdo de doenca renal e que dieta rica em colesterol leva a infiltracdo
de macréfago e formagdo de células em espuma (Hattori ef al., 1999). Dados de experiéncias
em animais sugerem que tratamento que corrige hiperlipidemia possa ter um efeito positivo
na fungfo renal (Grone et al., 1994).

Fried et al. (2001) em estudo envolvendo 404 pacientes, demonstraram que o uso de
farmacos hipolipemiantes estava associado a um efeito protetor da progressdo da disfuncio
renal. Alimentando ratos com dieta hipercolesterolemiante (3% de colesterol e 0.6% de
colato), (Hattori et al, 1999) sugerem que hipercolesterolemia possa induzir uma resposta
pré-inflamatéria em glomérulos renais.

Disfungdes renais podem ser avaliadas através de dosagens de alguns parametros
como uréia e creatinina associadas. Dosamos, entdo, pardmetros da funcio renal.
Observamos que em nossos animais, os niveis séricos de creatinina e uréia ndo foram
afetados pelo tratamento com bixina.

Com os resultados de Silva et al., 2001, que avaliando a a¢@o da bixina no estresse oxidativo
induzido por cisplatina em ratos Wistar, verificaram que o tratamento com bixina reduziu o
ndmero total de aberragdes cromossdmicas, inibiu o aumento de peroxidacdo de lipidios,
inibiu deplecdo de glutationa renal induzida, sugerindo um efeito nefroprotetor da bixina.
Lima et al., 2003 avaliando a agdo terapéutica de bixina e norbixina, na dose didria de
0,01mol/kg em coelhos, observaram que a bixina foi a que mais reduziu niveis de creatinina
(12,88%), de uréia (30,83%) e segundo os autores, embora estes valores tenham sido
alterados, os seus niveis continuaram dentro da faixa de valores normais para coelhos, é de
0,8 a 2,57mg/dL.

Os resultados apresentados com tratamento com bixina no grupo HB para peso nos rins
sugerem um possivel efeito nefroprotetor nos animais tratados corroborando dados na
literatura.

Nos animais normocolesterolémicos tratados com a bixina (CB) houve redugdo nos niveis
de albumina sérica (Tabela X).

A concentragdo da albumina no soro varia em fun¢do da sintese, do catabolismo e de sua
distribuicdo entre os compartimentos intra e extravasculares (Nicholson et al., 2000; Murray
et al. 1994). Devido a sua relagdo com o aporte protéico e a produg¢do no parénquima
hepdtico, seus niveis plasmaticos sdao frequentemente utilizados como pardmetro para

avaliag¢@o do estado nutricional e fungdo hepética (Peters, 1977; Berne & Levy, 1988).
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A sintese de albumina requer um adequado suprimento de aminoécidos (Peters,
1977) e energia (Nicholson et al., 2000). Deficiéncia de aminoacidos, ndo seria o caso, pois
a dieta padrdo de nossos animais foi elaborada para suprir o animal em termos nutricionais.
Mas a sintese de albumina também ¢ estimulada pela insulina, tiroxina e cortisol (Margarson
& Soni, 1998) e mudangas na pressao coloidosmética no fluido intersticial sdo importantes
reguladores (Nicholson ef al., 2000). A albumina estd envolvida também, no transporte de
uma ampla variedade de substancias fisiologicas como acidos graxos de cadeia longa,
bilirrubina, 4cidos biliares, hormonios esterdides, tiroxina e pequenos fons (Margarson &
Soni, 1998; Peters, 1977; Nicholson et al., 2000). Uma vez que os animais do grupo CB
apresentaram reducdo significativa de glicose sérica, ndo sabemos se esta reducdo poderia
estar interferindo na sintese de albumina, j4 que outros fatores também podem estar
envolvidos. A sintese de albumina e a homeostase da glicose (degradacdo do glicogénio e
gliconeogénese) sdo funcdes hepdticas, pode ser que de alguma forma a bixina esteja
alterando esta fungdo. A tendéncia de aumento da atividade para a AST no grupo CB apdia
esta hipdtese, que deverd ser comprovada em estudos posteriores por andlise histo-
patoldgica. Além disto, a oferta de energia parece ter importancia na producdo fisioldgica de
albumina, ja que além de aminodacidos, a ingestdo de energia influencia diretamente a sintese

sua sintese sob circunstancias fisioldgicas (Princen et al., 1983).

Como mencionado, nossos os animais submetidos a dieta padrdo e tratados com
bixina (CB) tiveram reducio significativa nos niveis de glicose (Tabela XI).

Em condi¢des normais, apds as refei¢des, o figado é o primeiro tecido a ter
oportunidade de remover glicose do sangue portal. No figado a captacdo de glicose ocorre
por difusdo facilitada por meio de proteinas transportadoras de glicose (GLUTSs)
responsaveis pelo influxo do substrato no periodo pds-prandial, e pelo efluxo da glicose no
periodo pés-absortivo e no jejum (Silva et al., 2005).

Os transportadores de glicose sdo uma familia de proteinas com 14 membros,
denominadas GLUTs, que permitem a difusdo de glicose, por gradiente de concentragao,
através da membrana plasmaética das células. As primeiras 5 variantes descritas (GLUTs 1 a
5) parecem ser as principais, e t€m sido foco de estudos que buscam caracterizar os fluxos
de glicose, tanto em situagdes fisiologicas como fisiopatoldgicas. Os hepatdcitos expressam

predominantemente a isoforma GLUT-2 (Machado et al., 2006).
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No hepatdcito, a glicose € entdo, fosforilada através da glicoquinase. Em situacdes de
hiperglicemia, aumenta a expressdo de GLUT-2 no figado, o que decorre da ativagcdo do
fator transcricional SREBP (Im et al., 2005).

Evidéncias na literatura sugerem que SREBP-1c é o principal mediador da acdo da
insulina na expressdo hepatica de genes e um regulador fundamental no metabolismo de
glicose e lipidios hepaticos (Forets et al., 1999; Foufelle & Ferré, 2002; Horton et al., 1998;
Kim et al., 1998), inclusive da glicoquinase (Foretz et al., 1999a).

Foretz et al. (1999b) sugerem que o efeito estimulatério exercido pela insulina na
sintese de dcidos graxos é mediado por um aumento no SREBP-1c. Isto justificaria aumento
de gordura hepética. Estudando a toxicidade de extrato de annatto em ratos e camundongos
(0.8, 7.5 e 68 mg/kg), Fernandes et al. (2002) observaram nestes animais hiper e hipo
insulinemia, respectivamente.

Mais uma vez podemos supor que a bixina caso esteja ativando SREBP, levaria a
reducdo do colesterol sérico, via aumento da expressdo de receptores de LDL, actimulo de
gordura hepética (vide Foretz et al., 1999b) e redugdo da glicose.

As conseqiiéncias fisioldgicas da super-expressdo hepatica de SREBP-1c é um
aumento no contetdo hepatico de glicogénio e triacilglicerol e uma diminuicdo marcada na
hiperglicemia de camundongos diabéticos (Bécard et al., 2001).

Além disso, tratamento de ratos com agonistas seletivos de LXR ou RXR induz aumento (4
x) na expressdo de RNAm de SREBP-1, como também na expressdo das principais enzimas
lipogénicas no figado (Repa et al., 2000).

Diante do exposto e dos resultados obtidos, ha varias perspectivas, tais como:
analisar a efetiva atuacdo da bixina na expressdo dos genes e receptores de lipoproteinas
plasmaticas; verificar a expressio de RNAm dos fatores transcricionais envolvidos na
homeostase de colesterol; utilizar diferentes doses para comprovar o potencial
hipoglicemiante da bixina, bem como usando modelos experimentais de diabetes; avaliar a
producdo de acidos biliares; utilizar outros parametros da acdo antioxidante e produtos de

acdo de radicais livres, tais como lipoperdxido e radicais carbonila em proteinas.
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7 - CONCLUSAO

1.

Apdés 15 dias hamsteres alimentados com a dieta hipercolesterolemiante
apresentaram hipercolesterolemia, hiperglicemia e reducdo da atividade da
paraoxonase, comparado aos hamsteres que receberam dieta padrao.

Apds 60 dias de tratamento com a dieta hiper os hamsteres permaneceram
hipercolesterolémicos, com menor atividade da paraoxonase, mas a glicemia
igual a do grupo controle.

A dieta hipercolesterolemiante promoveu redugdo da concentragdo de sulfidrilas
de baixo peso molecular e aumento da atividade da catalase, sugerindo aumento
do estresse oxidativo.

A dieta hipercolesterolemiante promoveu aumento do peso e reducdo do peso
dos rins. Também promoveu aumento da gordura hepdtica.

As atividades das enzimas ALT e AST e fosfatase alcalina estdo nos hamsteres
que receberam dieta hiper.

Nos animais hiper tratados com bixina foram observados: reducio do colesterol
total (< 22%) e todas as suas fracdes, HDL (< 22%), LDL + VLDL (< 28%);
restabelecimento do peso dos rins.

A bixina ndo restabeleceu os efeitos da dieta hiper com relacdo as defesas
antioxidantes (PON, catalase e sulfidrilas) e as atividades das aminotransferases.
Nos animais controle e hiper o tratamento com bixina provocou aumento na
concentracdo de gordura hepética e aumento da relagio HDL/CNHDL.

Somente nos animais controle a bixina promoveu reducéo dos niveis de glicose.

Em conjunto os dados sugerem que a bixina pode alterar o metabolismo de lipideos,

resultando numa alteracdo do perfil sérico e hepatico de lipideos.

Os resultados mostram também que a dieta hipercolesterolemiante altera o perfil de

defesas antioxidantes, mas o tratamento utilizado no presente experimento ndo reverte

tais efeitos.
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9. ANEXOS

Anexo I — Curva de calibracao para a dosdagem de aspartato aminotransferase (AST).

Técnica — Foram tomados 5 tubos de ensaio e seguiu-se a tabelsa abaixo:

Tubo n° 1 2 3 4 5
Padrao 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
AST substrato 1,0 0,9 0,8 0,7 0,6
Agua deionizada 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Reagente de cor 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

Os volumes indicados na tabela abaixo sdo em mL.

Apds homogeinizagdo foram deixados na temperatura ambiente por 20 minutos. Em
seguida, foramadicionados a cada tubo de ensaio 10 mL de NaOH de uso que foram
homogeinizados e deixados na temperatura ambiente por 5 minutos. Foram determinadas as
absorbancias em 505 nm.

Padrao: Piruvato de sédio 2mg/dL.

ALT substrato contendo: tampao fosfato 67mmol/L. pH 7,4 &4cido alfacetoglutirico 2
mmol/L, 4cido L-aspartico 99 mmol/L e azida sédica 15,4 mmol/L.

Reagente de cor: 2,4 dinitrofenilhidrazina 1,0 mmol/L e 4cido cloridrico 1,0 mol/L.

Padrao U/mL ABS.
0 0,268

24 0,384

61 0,472

114 0,573

190 0,650

Curva de calibracio para dosagem de aspartato
aminotransferase (AST).

Ul= U/mL x 0,482
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ANEXOS

Asparto aminotransferase

y = 1160,6x°581,84x + 74,022 - /

R?0,9961 =

Absorbancia

—o— Sériet

——Polindmio (Sériet)

Anexo II — Curva de calibracao para a dosdagem de alanina aminotransferase (ALT).

Técnica — Foram tomados 5 tubos de ensaio e seguiu-se a tabelsa abaixo:

Tubo n° 1
Padrio 0,0
AST substrato 1,0
Agua deionizada 0,2
Reagente de cor 1,0

2

0,1
0,9
0,2
1,0

3

0,2
0,8
0,2
1.0

4

0,3
0,7
0,2
1,0

5

0.4
0,6
0,2
1,0

Apés homogeneizacdo foram deixados na temperatura ambiente por 20 minutos. Em

seguida, foram adicionados a cada tubo de ensaio 10 mL de NaOH de uso que foram

homogeneizados e deixados na temperatura ambiente por 5 minutos. Foram determinadas as

absorbancias em 505 nm.

¢ Padrio: Piruvato de s6dio 2mg/dL.

e ALT substrato contendo: tampao fosfato 67 mmol/L pH 7,4 4cido alfacetoglutarico 2

mmol/L, dcido L-alanina 100 mmol/L.

e Reagente de cor: 2,4 dinitrofenilhidrazina 1,0 mmol/L e 4cido cloridrico 1,0 mol/L.
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Curva de calibraciao para a dosdagem de alanina aminotransferase

Padrio U/mL ABS.
0 0,225
28 0,376
57 0,496
97 0,607

Ul=U/mL x 0,482

Alanina aminotransferase
120
100
y = 333,29x°25,717x - 10,74 -
80 - R%0,9992 =
60 —
/ —e— Sériet
40 Polinémio (Sériel)
20 -
0 v T T
0 0,2 04 0,6 0,8
Absorbancia

Anexo III — — Curva de calibracao para a dosdagem Sulfidrilas - Curva Padrao

GSH 1 mM K 1M/ PH 74 TNB 10mM Agua destilada
- | soa ] som. ] oomr |
10 pL 850 uL 50 pL 90 M1
25 uL 850 L. 50 uL 75 uL
50 pL 850 puL 50 pL 50 Ml
100 pL 850 uL 50 pL -
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Curva Valores de referéncia
50 0,017
100 0,017
250 0,125
500 0,28
1000 0,506
Sulfidrilas
1200
y = 1919x + 6,5543
1000 R?0,9957 = /‘
800 /
Sériet
600 / - Lii:r (Sériet)
400 /
200 o
0 T T T T T
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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