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RESUMO

ROSA, Carla de Oliveira Barbosa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
maio de 2009. Avaliacao do efeito de compostos naturais -
curcumina e hesperidina na hiperlipidemia induzida em coelhos.
Orientadora: Tania Toledo de Oliveira. Coorientadores: Adelson Luiz
Araujo Tinoco, Tanus Jorge Nagem, Jacqueline Isaura Alvarez Leite e
Aloisio da Silva Pinto.

Com o objetivo de avaliar o efeito dos compostos naturais na reducao
do colesterol e triglicerideos sanguineos, procedeu-se a experimentacao
com coelhos hipercolesterolémicos. Foram estudados dois compostos
naturais: o corante natural curcumina e o flavonoide hesperidina, isolados e
de forma associada. As substancias-teste foram fornecidas em diferentes
doses de 20 e 40 mg, por via oral, em capsulas. A hiperlipidemia dos
coelhos foi alcancada suplementando-se as dietas com 1% de colesterol
cristalino e 0,5% de &cido célico. A concentracdo total de colesterol
aumentou consideravelmente nos animais alimentados com dieta contendo
colesterol + acido célico, quando comparada com o grupo que recebeu
apenas racao. Os tratamentos com curcumina nas doses de 20 e 40 mg
provocaram reducdao de 50 e 53%, respectivamente, no colesterol
sanguineo em relacdo ao grupo com hiperlipidemia induzida por colesterol

e acido célico, e de 36 e 1% no parametro HDL-c; portanto, a dose de
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40 mg foi mais eficaz. O grupo tratado com atorvastatina calcica teve
reducao de 36% nos niveis de colesterol total e aumentou o HDL-c em 5%.
A concentracao total de triacilglicerdis foi 53,47% maior nos animais
alimentados com dieta contendo colesterol + acido célico, em relacao ao
grupo que recebeu apenas racdo. A hipertrigliceridemia produzida pela
dieta rica em colesterol + acido célico foi significativamente reduzida nos
animais tratados com curcumina a 20 e 40 mg, que tiveram porcentagens
de reducado de 54 e 15% nos niveis de triacilglicerol, respectivamente. O
grupo tratado com hesperidina teve uma reducao no colesterol de 12% na
dose de 40 mg, porém na dose de 20 mg houve aumento no colesterol total
em 12%. Os niveis de HDL-colesterol foram reduzidos em 9% na dosagem
de 20 mg e apresentaram um aumento de 8% na de 40 mg. O grupo
tratado com atorvastatina calcica teve reducdo de 59% nos niveis de
triacilglicerol. Também o grupo tratado com hesperidina mostrou reducao
de 50 e 43% nas doses de 40 e 20 mg, respectivamente. Quando se usou
a associacao curcumina + hesperidina (20 mg), verificou-se redugao de
24% no colesterol total. J& a curcumina + hesperidina na dose de 40 mg
reduziu o colesterol total em 9%. Ambas as associagdes provocaram a
reducdo do HDL-colesterol em 13 e 25%, nas doses de 20 e 40 mg,
respectivamente. As associagdes curcumina + hesperidina tiveram redugao
menor do que nas doses isoladas para triacilglicerdis, porém significativa
(36 e 42%) nas doses de 20 e 40 mg, respectivamente. Na dose de 40 mg,
a associacao entre a hesperidina e a curcumina foi mais eficaz do que na
dose isolada de curcumina a 40 mg. De maneira geral, os compostos
naturais curcumina e hesperidina, com excecdo da hesperidina a 20 mg,
apresentaram acado farmacolégica bastante acentuada no metabolismo
lipidico de coelhos hiperlipidémicos, sem, contudo, causar efeitos de
toxidade aguda, evidenciados pelos niveis normais de TGO, TGP, GAMA
GT, fosfatase alcalina e ferro.
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ABSTRACT

ROSA, Carla de Oliveira Barbosa, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa,
May, 2009. Evaluation of the effect of the natural compounds
curcumin and hesperidin on hiperlipidemia induced in rabbits.
Adviser: Tania Toledo de Oliveira. Co-advisers: Adelson Luiz Araujo
Tinoco, Tanus Jorge Nagem, Jacqueline Isaura Alvarez Leite and Aloisio
da Silva Pinto.

This work aimed to evaluate the effect of natural compounds on the
reduction of blood cholesterol and triglycerides in an experiment with
hypercholesterolemic rabbits. Two natural compounds were analyzed: the
colorant curcumin and the flavonoid hesperidin, isolated and in
combination. The test-substances were supplied at different doses of 20
and 40 mg, orally, in capsules. Hiperlipidemia in the rabbits was attained by
supplying the diets with 1% crystalline cholesterol and 0.55 colic acid. Total
cholesterol concentration increased considerably in the animals fed diet
containing cholesterol + colic acid, when compared with the group fed only
ration. The curcumin treatments at doses of 20 and 40 mg provoked a
reduction of 50 and 53%, respectively, in blood cholesterol in the group with
hiperlipidemia induced by cholesterol and colic acid and of 36 and 1% in
the HDL-c parameter; thus, the 40 mg dose was the most effective. The

calcic atorvastatin-treated group had a reduction of 36% in the total
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cholesterol levels and increased HDL-c in 5%. Triacylglycerol total
concentration was 53.47%, higher in the animals fed diet containing
cholesterol + colic acid than in the group fed only ration. Hipertriglyceridemia
produced by diet rich in cholesterol + colic acid was significantly reduced in
the animals treated with curcumin at 20 and 40 mg, with reduction
percentages of 54 and 15% at the triacylglycerol levels, respectively. The
hesperidin-treated group had a cholesterol reduction of 12% at the dose of
40 mg, but at the dose of 20 mg there was an increase of 12% in total
cholesterol. The HDL-cholesterol levels were reduced in 9% at the dose of
20 mg and had an increase of 8% at the dose of 40 mg. The group treated
with calcic-atorvastin had a reduction of 59% at the triacylglycerol levels.
Also, the hesperidin-treated group showed a reduction of 50 and 43% at the
doses of 40 and 20 mg, respectively. When the combination curcumin +
hesperidin (20 mg) was used, a reduction of 24% in total cholesterol was
verified, while the combination curcumin + hesperidin at the dose of 40 mg
reduced total cholesterol in 9%. Both combinations led to an HDL-
cholesterol reduction of 13 and 25%, at the doses of 20 and 40 mg,
respectively. The combinations curcumin + hesperidin had a smaller,
though significant, reduction (36 and 42%) at the doses of 20 and 40 mg,
respectively, than in the isolated doses for triacylglycerols. At the dose of
40 mg, the combination hesperidin +curcumin was more effective than in
the isolated dose of curcumin at 40 mg. Overall, the natural compounds
curcumin and hesperidin, except for hesperidin at 20 mg, presented
pharmacological action rather accentuated on the lipid metabolism of
hiperlipidemic rabbits, without, however, causing acute toxicity effects, as
evidenced by the normal levels of TGO, TGP, GAMA GT, alkaline phosphatase

and iron.
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1. INTRODUCAO

Os alimentos ndo sdao mais vistos meramente como uma forma de
saciar a fome, de prevenir doencas causadas pela dieta deficiente e para
prover os nutrientes necessarios a construcdo, manutencado e reparo de
tecidos, como agua, proteina, carboidratos, lipidios, vitaminas e minerais.
Os alimentos tém se tornado primariamente o veiculo para nos transportar
no caminho para a saude 6tima e bem-estar. A dieta tem sido reconhecida
como a primeira linha de defesa na diminuicdo do risco de diversas
doencas crdnicas nao transmissiveis (DCNT), como cancer, doencas
cardiovasculares, osteoporose, artrite e degeneragao macular relacionada
a idade. O papel da alimentagcao equilibrada na manutencao da saude tem
despertado interesse da comunidade cientifica, que tem produzido
indmeros estudos com o intuito de comprovar a atuacdo de certos
alimentos na prevencao de doencas.

As doencas cardiovasculares representam atualmente as patologias
mais intimamente relacionadas com a dieta, e sdo elas as responsaveis
pela elevada morbidade e mortalidade nos paises industrializados. S&o
caracterizadas como: doencas coronarianas, cardiovasculares e vasculares
periféricas (MANCINI-FILHO, 2006).

Durante os ultimos trinta anos tem-se presenciado declinio razoavel

da mortalidade por causas cardiovasculares em paises desenvolvidos,



enquanto elevacgdes relativamente rapidas e substanciais tém ocorrido em
paises em desenvolvimento, entre os quais o Brasil. De acordo com as
projecdes da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), essa tendéncia de
elevacdo na doenca cardiovascular tende a persistir, agravando ainda mais
0 quadro de morbidade e mortalidade elevadas nesses paises (IV
DIRETRIZES..., 2007).

O desenvolvimento das doencas cardiovasculares é influenciado por
diferentes fatores, relacionados com a fisiologia, a genética, as condicdes
ambientais e o estresse. Os principais fatores de risco incluem, além do
habito de fumar, a pressdo sanguinea elevada, o nivel de colesterol
aumentado, a obesidade, o diabetes e o teor elevado dos triglicerideos,
sendo eles na sua maioria associados, de alguma forma, aos alimentos, ao
estilo de vida e aos habitos alimentares (MANCINI-FILHO, 2006).

A maioria das doencas cardiovasculares € resultante de
complicagées da aterosclerose, a qual é caracterizada, essencialmente, pelo
desenvolvimento de uma lesdo na parede arterial. A aterosclerose
desenvolve-se lentamente iniciando-se nos primeiros anos de vida e
podendo culminar, posteriormente, em graves complicacdes clinicas, como
ulceracdes e rupturas, que podem evoluir para oclusdes agudas
trombéticas, contribuindo com a alta mortalidade e morbidade.

A formacao da placa aterosclerética inicia-se com a agressdo ao
endotélio vascular devido a diversos fatores de risco, como elevacado de
lipoproteinas aterogénicas (LDL, IDL, VLDL, remanescentes de quilomicrons),
hipertensdo arterial ou tabagismo. Como consequéncia, a disfuncao
endotelial aumenta a permeabilidade da intima as lipoproteinas
plasmaticas, favorecendo a retencdo destas no espaco subendotelial.
Retidas, as particulas de LDL sofrem oxidagao, causando a exposicao de
diversos neoepitopos, tornando-as imunogénicas. O depdsito de
lipoproteinas na parede arterial, processo-chave no inicio da aterogénese,
ocorre de maneira proporcional a concentracdo dessas lipoproteinas no
plasma (IV DIRETRIZES..., 2007).

Estudos epidemiol6gicos tém estabelecido a importancia de fatores
dietéticos no desenvolvimento de doencas cardiovasculares em homens e

animais, evidenciando relacdo direta entre o nivel de lipidios no sangue,



principalmente o colesterol, e o grau de aterogénese. O colesterol sérico
total e a fracdo LDL podem ser aumentados pela ingestdo excessiva de
calorias, gorduras saturadas e colesterol dietético e, possivelmente, por
proteina animal. Entretanto, podem ser reduzidos por diminuicdo do peso
corporal, substituicdo dietética dos acidos graxos saturados por acidos
graxos polinsaturados, fibra soluvel e pelo consumo de alguns alimentos
com componentes ativos hipocolesterolemiantes.

Entre os constituintes ativos dos alimentos estdo os flavonoides, que
sdo encontrados em quase todas as plantas e possuem varias propriedades
farmacoldgicas e toxicolégicas. InUmeras pesquisas ja constataram que eles
possuem atividades mudltiplas, como vasodilatadores, anticarcinogénicas, anti-
inflamatérias, antibacterianas, antialérgicas, antivirais, antioxidantes e
hipolipidémicas.

Os flavonoides sdo compostos naturais amplamente encontrados em
frutas e vegetais. Por possuirem atividade antioxidante pronunciada sobre
a LDL e consequente acao inibidora sobre a formacdo da placa
ateromatosa, essas substancias apresentam o perfil adequado para terapia
da doenga aterosclerdtica. Atualmente, os flavonoides aparecem como
excelentes candidatos em pesquisa, uma vez que sdo capazes de atenuar o
estresse oxidativo em doencas como céancer, diabetes melito,
aterosclerose, entre outras.

A hesperidina € um flavonoide extraido de frutas citricas. A alta
ingestao dietética de flavonoides tem sido associada a uma significativa
reducdo da mortalidade por doencas cardiovasculares, porém sao
necessarios estudos de dosagem para o efeito desejado.

Também o corante extraido do rizoma seco de Curcuma longa L.,
cujo principal principio ativo € a curcumina, tem sido usado no sistema
tradicional da medicina indiana, sendo utilizada como digestivo, carminativo,
antiespasmadico, antioxidante, antidiarreico, diurético, excitante, nas
doencas do figado, entre outras. As pesquisas atuais apontam uma
diversidade de agdes proporcionadas pela curcumina, como: antioxidante,
anti-inflamatéria e antitumoral, antibacteriana e antifungica, além de sua
atuacao hipoglicemiante e na reducao dos niveis séricos de colesterol total,
LDLc, VLDLc e triacilglicerol, entre outros.



Diante disso, a realizacdo de estudos a fim de obter novos agentes
quimicos extraidos de plantas, bem como para buscar maior compreensao
de seus mecanismos de acao, propriedades farmacolégicas e funcionais,
assume papel fundamental para a nutricdo humana e os seus principios

como ciéncia.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os possiveis efeitos do flavonoide hesperidina e do corante
natural curcumina, isolados e de forma associada, no metabolismo lipidico de
coelhos alimentados com dieta aterogénica.

2.2. Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito da suplementacdao com capsulas de hesperidina,

em diferentes doses, na lipemia dos animais.

- Avaliar o efeito da suplementagcdo com capsulas de curcumina,

em diferentes doses, na lipemia dos animais.

- Avaliar o efeito da suplementacdo com capsulas de curcumina e
hesperidina associadas, em diferentes doses, na lipemia dos

animais.

- Avaliar o efeito da suplementacdo com cépsulas de oxi free e

citopropolis, em doses comercializadas, na lipemia dos animais.

- Determinar os niveis sanguineos de colesterol total, colesterol

HDL e triacilglicerois dos coelhos.



- Verificar parametros sanguineos que indiguem hepatotoxicidade
aguda dos compostos estudados (TGO, TGP, Gama GT,

Fosfatase Alcalina, Ferro).

- Comparar os efeitos dos compostos estudados com a

atorvastatina calcica.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Colesterol

Quando os nutrientes, na corrente sanguinea, atravessam as membranas
celulares no organismo, eles entram nos processos metabdlicos da célula.
O metabolismo pode ser referido como um processo pelo qual as células
convertem os nutrientes dos alimentos em energia util, que pode ser
utilizada para realizagdo de trabalho, assim como para sintese de novos
compostos vitais para estruturagcao e funcao celulares.

Por muitos anos, o metabolismo de colesterol tem sido objeto de
grande interesse cientifico.

O colesterol, uma molécula anfipatica que possui um nucleo
esteroide e uma cauda ramificada de hidrocarboneto, é o constituinte
essencial dos tecidos animais e desempenha papel de componente
estrutural da maioria das membranas celulares. E também o precursor da
vitamina D, &cidos biliares, hormbénios adrenocorticais (aldosterona) e
horménios sexuais (estrogénio, testosterona e progesterona), além de controlar
a biossintese de fosfolipidios. Por outro lado, € um dos maiores constituintes das
placas ateroscleroticas; é reconhecido que os niveis plasmaticos aumentados de
colesterol sdo um dos fatores de risco mais importantes para as doencgas
cardiovasculares (DCV).



Em razdo de sua baixa solubilidade, mecanismos especiais sao
requeridos para transporte de colesterol no organismo, entre os quais se
incluem as lipoproteinas para transporte no plasma, receptores de
membranas celulares e solucdes micelares para excrecao biliar e absorcao
intestinal.

Por ser um componente essencial de todas as células animais, o
colesterol é ingerido exclusivamente nos alimentos de origem animal.
Apesar de a dieta conter colesterol, a maior parte da sua composi¢ao
corporal é originada da sintese endégena. Um adulto necessita de cerca de
1 g/dia de colesterol. Deste, 800 mg sao sintetizados diariamente no

figado, pele e intestinos, sendo apenas 200 mg necessarios da dieta.

3.1.1. Biossintese do Colesterol

Todos os 27 atomos de carbono de cadeia de colesterol séo
derivados do acetil CoA. Na primeira etapa, duas moléculas de acetil-CoA
condensam-se, originando a acetacetil-CoA. Esta, por sua vez, reage com
uma terceira molécula de acetil-CoA, formando B-hidro-B-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA), reacao catalisada pela HMG-CoA sintase. Pela acao de outra
enzima, HMG-CoA redutase, HMG-CoA ¢ reduzida a mevalonato. Esse
passo irreversivel é a etapa limitante na sintese de colesterol, sendo a
HMG-CoA redutase enzima-chave nessa reacdo (SABARENSE; PELUZIO,
2008):

HMG CoA + 2 NADPH + 3H" — Mevalonato + 2 NADP* CoA

Essa etapa também é de importancia clinica, uma vez que as drogas
de primeira escolha no tratamento da hipercolesterolemia, como a
lovastatina e mevastatina, sado inibidores reversiveis e competitivos da
HMG-CoA redutase. A enzima tem sua atividade regulada pelo colesterol
intracelular, isto é, quando h& excesso ou deficiéncia de colesterol no
ambiente intracelular, a HMG-CoA redutase tem sua atividade diminuida ou
aumentada, respectivamente (CHAMPE; HARVEY, 2002; ALVAREZ-LEITE;
PELUZIO, 2003).



Nos passos seguintes o mevalonato, entdo, & convertido em
isopentenil pirofosfato (IPP), um isoprenoide de cinco carbonos utilizado
como bloco basico para construcdo do colesterol nas reacdes
subsequentes (Figura 1). O IPP condensa-se ao seu isébmero (dimetilalil
pirofosfato), formando o intermediario de 10 carbonos, geranil pirofosfato
(GPP), que, ap6s nova condensacdo com IPP, resulta em farnesil
pirofosfato (FPP) com 15 atomos de carbono. Duas moléculas de FPP
unem-se para dar origem ao intermediario linear de 30 carbonos, o
esqualeno. Na etapa final da sintese ocorre a ciclizacdo do esqualeno a
lanosterol, em varias etapas. Finalmente, o lanosterol € convertido em
colesterol pela remocéao de trés grupos metila, reducdo de uma ligacao por
NADPH e migracdo de outra dupla ligacdo (ALVAREZ-LEITE; PELUZIO,
2003).

O figado desempenha um papel central na regulagcdo do balanco
corporal do colesterol. O colesterol presente no figado provém de diversas
fontes, incluindo o colesterol da dieta, o colesterol sintetizado pelos tecidos
extra-hepaticos e a sintese de “novo” colesterol pelo figado. Nao existe
uma via de catabolismo do colesterol, sendo este eliminado pelo figado
inalterado como sais biliares secretados na bile ou retirado da circulacéao
pelas células que necessitem desse esterol como precursor de outras

moléculas.
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HMG-CoA redutase,
enzima-chave na sintese
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2 ATP .
quinase
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de compostos como ubiquinona .
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carboxilase
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néo fosforilados
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Fonte: Alvarez-Leite e Peluzio (2003).

Figura 1 — Sintese de colesterol. Apés a acdo da hidrometilglutaril (HMG) CoA
redutase, o HMG ¢é transformado em mevalonato — primeiro
passo comprometido com a sintese de colesterol. Os demais
passos ocorrem em inumeras reacdoes e dao origem ao
esqualeno, o ultimo precursor linear do colesterol, que originara
o lanosterol, e este, através de varias reacgdes, originara o
colesterol.
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3.1.2. Absorcao de Colesterol

A absorcao consiste primariamente na transferéncia de nutrientes do
lumen do intestino delgado, através do epitélio intestinal, para a lamina
prépria, onde os nutrientes penetram na circulagao e nos vasos linfaticos.

Com relacdo a absorcao de colesterol, sabe-se que ele € somente
absorvido na forma livre e incorporado aos quilomicrons (VIEIRA et al.,
1995).

O colesterol existe nas formas livre e esterificada, as quais, ao
chegarem ao duodeno, vdo-se misturar com o colesterol livre, que é
excretado com a bile e com o colesterol para o lumen intestinal pelas
células, em razao da descamacao da mucosa intestinal, formando assim
um “pool” de colesterol. O colesterol de origem biliar e o dietético diferem em
varios aspectos. O colesterol dietético é esterificado em até 65%, enquanto o
colesterol biliar existe na forma livre, 0 que provavelmente explica as diferengas
de eficiéncia de absorcdo do colesterol da dieta (34%) e do biliar (46%). Este
ultimo também é absorvido em local mais proximal no intestino delgado (SHILLS,
2002).

A hidrélise do colesterol esterificado € catalisada pela enzima
colesterol-esterase presente no suco pancreatico e que é ativada pelos
sais biliares, a qual produz colesterol e acido graxo livre.

Por ser hidrofébico, o colesterol requer um sistema especializado
para que a digestdo e a absorcdo possam ocorrer dentro do meio
hidrossoluvel; por isso, ele é solubilizado e incorporado no centro
hidrofébico das micelas.

A formacdo de micelas é de extrema importdncia para melhor
absorcédo do colesterol, pois é ap6s essa solubilizacdo na fase micelar que
ele vai ser absorvido, por um mecanismo facilitado por proteinas
carreadoras de esterol especificas residentes na membrana dos
enterécitos.

Os é&cidos biliares sao responsaveis pelo efeito detergente das
micelas e sao essenciais para a absorcdo de colesterol. O principal fator
limitante da velocidade de absorcao, associado a absor¢cao mais baixa de
colesterol, € a sua baixa solubilidade micelar.
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Diversos fatores podem causar decréscimo real ou aparente da
absorcdo de colesterol. Desde a década de 1980, alguns desses fatores
metabdlicos foram descritos, como: baixa quantidade de acidos biliares;
aumento da velocidade do transito intestinal, com decréscimo no tempo
disponivel para absorcao; reducdo na secrecdo da lipase pancreatica,
retirando assim o colesterol da fase micelar; deficiéncia na capacidade da
mucosa intestinal em esterificar o colesterol; e competicdo para absorcéo
do colesterol biliar com o colesterol exégeno (GRUNDY, 1983).

O tipo de dieta ingerida também pode ser um dos fatores que
alteram a disponibilidade de absorcao do colesterol, bem como os
compostos bioativos presentes em alimentos.

A acao hipocolesterolemiante de alguns &cidos graxos poli-
insaturados tem sido intensamente demonstrada. Os mecanismos de acao
incluem a inibicdo da sintese enddégena e da esterificacdo do colesterol, o
aumento da excrecao de colesterol na bile e 0 aumento da sintese de sais
biliares (ALVAREZ-LEITE; ROSA, 2008).

A presenca de fibra na dieta resulta em alta viscosidade do liquido
intraluminal, e o maior volume do conteudo intestinal pela retencdo de
agua leva ao “sequestro” de acidos biliares secretados pelo figado (fruto do
catabolismo do colesterol). O mecanismo pelo qual a fibra sequestra os
acidos biliares nao esta bem entendido, mas pode estar relacionado com
interacdes hidrofébicas (grupos fendlicos das fibras) e i6nicas (acidos
urbnicos das fibras), que levam ao aumento da excrecdo fecal desses
acidos, impondo ao figado uma maior conversao de colesterol em &cidos
biliares para manter estavel o pool destes ultimos. Além disso, a
indisponibilidade dos &acidos biliares no intestino para a formacao de
micelas inibe a absorgéo de lipidios e colesterol (ALVAREZ-LEITE; ROSA,
2008).

A presenca dos fitosterdis nos alimentos, em funcao da sua estrutura
molecular, pode colaborar de forma efetiva com a diminuigcdo da absorcao
do colesterol (SCALBERT et al., 2005). Apesar de a estrutura quimica dos
fitosterdis ser semelhante a do colesterol, eles sdo pouco absorvidos pelo
intestino, situando-se na faixa de 0,4 a 3,5% (MANCINI-FILHO, 2006).
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A possivel explicacdo para a baixa absorcdo dos fitosterdis € a
pequena atividade que a acil coenzima A colesterol acil transferase (ACAT)
apresenta nesses compostos (OSTLUND et al., 2002) Também foi
observado que o colesterol, devido a baixa solubilidade, quando na
presenca dos fitosterdis, se precipita, ndo sendo dessa forma absorvido
pelo intestino (AMSTRONG; CAREY, 1987). A inibicdo da absorcdo do
colesterol induz consequentemente a deficiéncia deste; assim, o
organismo, em resposta, aumenta a sua sintese enddgena, procurando
compensar a inibicado da sua absorcdo (MANCINI-FILHO, 2006).

As saponinas formam complexos insoluveis com B-hidroxiesteroides,
diminuindo a absorcao intestinal de colesterol e aumentando a excrecao
fecal de esterdis. A adsorcdo de acidos biliares a fibra alimentar é
aumentada na presenca de saponinas, formando micelas de grande peso
molecular que impedem a reabsorcdo dos &cidos biliares, aumentando a
conversao hepatica de colesterol para acidos biliares. A interacdo de
saponinas com as células da mucosa intestinal conduz a um aumento na
permeabilidade e subsequente perda nas funcbes celulares normais,
incrementando a esfoliacdo e promovendo a proliferacdo. A perda
aumentada das células intestinais contribui para um aumento adicional na
excrecao fecal de colesterol (MILGATE; ROBERTS, 1995).

3.1.3. Circulacao Entero-Hepatica

A absorcao de gorduras no intestino delgado depende da disponibilidade
de acidos biliares, que também contém colesterol livre. Os acidos biliares
(95%) e o colesterol biliar sdo reabsorvidos por um processo dependente
de energia no ileo terminal. Esse processo de reabsorcdo através da
circulacao éntero-hepatica é rigorosamente controlado por um mecanismo
de retroalimentacdo que é sensivel aos niveis hepaticos de colesterol.
Portanto, a reabsorcdo do colesterol infrarregula a atividade da 7-a-
hidrolase, reduzindo a producao adicional de acidos biliares. As
substancias na luz intestinal que sao capazes de ligar ou competir com o0s
acidos biliares ligantes, como esterdis vegetais de ocorréncia natural ou

polissacarideos ndo amilaceos soluveis, evitam sua reabsorcdo, que, na
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verdade, interrompe a circulacdo éntero-hepatica. Esse processo depleta o
aporte do colesterol e acelera a producao de acidos biliares, depletando o
figado de colesterol. Para repor essa perda, os hepatécitos respondem
aumentando a captacdo de colesterol das lipoproteinas circulantes no
sangue, com resultante redugdo nos niveis sanguineos de colesterol. A
interrupcao da circulacao éntero-hepatica ajuda a explicar a acdo redutora
de colesterol de algumas drogas outrora conhecidas como redutoras de
colesterol, mas também de componentes da dieta, como fitosterois e fibras
soluveis ou polissacarideos ndao amilaceos (CUNNANE; GRIFFIN, 2002)

3.1.4. Transporte de Colesterol

O colesterol ingerido e o sintetizado no organismo precisam ser
transportados para os tecidos, a fim de servirem como fonte de colesterol
de membrana e como substrato para sintese de horménios esteroides.

O colesterol ndo existe em estado livre no plasma e é insoluvel em
agua. Entdo, para ser transportado no meio aquoso, necessita de
estruturas organizadas e de macroagregados moleculares, denominados
lipoproteinas (LP).

As lipoproteinas sado compostas por lipidios e proteinas
denominadas apolipoproteinas (apos). As apos tém diversas funcées no
metabolismo das lipoproteinas, como formagéo intracelular das particulas
lipoproteicas, ligantes a receptores de membrana ou como cofatores
enzimaticos.

As lipoproteinas séricas podem ser subdivididas em classes distintas
com base nas suas propriedades e/ou composicao fisica, ambas refletindo
o papel fisioldgico no transporte dos lipidios dos locais de sintese (lipidios
enddgenos) e de absorcao (lipidios exégenos, absorvidos no intestino)
para os locais de armazenamento (tecido adiposo) e de utilizacao
(musculatura esquelética) (CUNNANE; GRIFFIN, 2002).

Apesar de as lipoproteinas diferirem quanto a composicao, todos os
tipos apresentam caracteristicas de apoproteinas hidrofébicas, grupos de
cabecas polares dos fosfolipidios e grupos hidroxila do colesterol voltados
para o exterior, na interfase aquosa, com as caudas acil dos fosfolipidios e
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nacleos esteroides do colesterol orientados para o interior do agregado
(JONES; KUBOW, 2006).

Existem quatro grandes classes de lipoproteinas, separadas em dois
grupos: i) as ricas em TG, maiores € menos densas, representadas pelos
quilomicrons (QMs), de origem intestinal, e pelas lipoproteinas de
densidade muito baixa ou very low density lipoprotein (VLDL), de origem
hepatica; e ii) as ricas em colesterol de densidade baixa ou low density
lipoprotein (LDL) e de densidade alta ou high density lipoprotein (HDL).
Existe ainda uma classe de lipoproteinas de densidade intermediaria ou
intermediary density lipoprotein (IDL) e a lipoproteina (a) [LP(a)], que
resulta da ligacdo covalente de uma particula de LDL a apo (a)
(DIRETRIZES, 2007). O Quadro 1 mostra algumas caracteristicas das
lipoproteinas plasmaticas, como origem, densidade, tamanho, concentracdes de
colesterol e triglicerideos, bem como as principais apolipoproteinas.

Os quilomicrons (QM) sao responsaveis pelo transporte de lipidios
absorvidos pelo intestino, originados da dieta e da circulagao éntero-
hepatica. Na circulacédo, dentro de poucas horas apds a alimentacgao, pela
acdo da enzima lipase lipoproteica, os QMs sdo depletados de
triacilgliceréis, dando origem aos quilomicrons remanescentes (QMr). Estes
sdo rapidamente retirados da circulacao pelo figado, por meio da interacao
entre a apoE e os receptores de apo E (ou receptores para
remanescentes) nas membranas dos hepatécitos.

No figado, o conteudo de colesterol é regulado por trés mecanismos
principais: a) sintese intracelular de colesterol; b) armazenamento apés
esterificacdo; e c) excrecdo pela bile. Na luz intestinal, o colesterol é
excretado na forma de metabdlitos ou como &cidos biliares. Metade do
colesterol biliar e aproximadamente 95% dos acidos biliares séao
reabsorvidos e retornam ao figado pelo sistema porta (circulacdo éntero-
hepatica) (DIRETRIZES ..., 2007).
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Quadro 1 — Caracteristicas das lipoproteinas plasmaticas

Concentracao Concentracao

Lipoproteina Origem Densidade Tamanho Plasmatica de Pl_asr_néti,ca de Agtoeliis:spr
Colesterol Triglicerideos

(g/ml) (nm) (mmol/L) (mmol/L)
Quilomicron Intestino > 0,95 100-1000 0,0 0,0 B-48
VLDL Figado > 1,006 40-50 0,1-0,4 0,2-1,2 B-100
IDL VLDL 1,006-1,019 25-30 0,1-0,3 0,1-0,3 B-100, E
LDL IDL 1,019-1,063 20-25 1,5-3,5 0,2-0,4 B-100
HDL Tecidos 1,063-1,210 6-10 0,9-1,6 0,1-0,2 A-l
Lp (a) Figado 1,051-1,082 25 B-100, (a)

a: para mL/dL, multiplicar por 38,6; b: para mL/dL, multiplicar por 88,5.
Fonte: Genest (2003).

O transporte de lipidios de origem hepatica ocorre por meio das
VLDL, IDL e LDL (Figura 2).

As VLDL (very low density lipoproteins) sao particulas ricas em
triacilgliceréis derivadas do figado e, além de outras apoproteinas,
apresentam apoB-100 e apoE em sua constituicdo e sao depletadas de
triacilgliceréis por acao da lipase lipoproteina (que é estimulada pela apo
Cll e inibida pela apo CIll), dando origem a particulas mais densas,
chamadas VLDL remanescentes ou IDL (intermediate density liproteins).

As IDL sado removidas rapidamente do plasma e tém dois destinos:
sdo captadas pelo figado pela interacdo das apoproteinas com receptores
E ou B/E (receptores LDL) de hepatécitos ou sofrem catabolismo adicional,
envolvendo a acao da lipase hepatica, e transformam-se em lipoproteinas
de densidade baixa (LDL), que permanecem por longo tempo no plasma.
Nesse catabolismo adicional, as LDL recebem colesterol esterificado
contido nas HDL (high density lipoproteins) em troca de triacilglicerdis, por
meio da proteina de transferéncia de ésteres de colesterol (CETP),
aumentando o teor de colesterol e diminuindo o de triacilgliceréis em LDL, que

contém uma Unica apolipoproteina: a apo B 100.
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Figura 2 — Metabolismo de lipoproteinas. O metabolismo das lipoproteinas
esta mostrado por linhas sélidas, e o transporte de colesterol,
quando nao contido nas lipoproteinas, esta indicado por linhas
pontilhadas. VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade; IDL:
lipoproteina de densidade intermediaria; LDL: lipoproteina de
baixa densidade; HDL: lipoproteina de alta densidade; LCAT:
lecitina: colesterol acil:transferase; CETP: proteina de
transferéncia de éster de colesterol; Apo B-100, Apo B-48, Apo
E, Apo C-II, Apo A-l e Apo A-ll: apolipoproteinas B-100, B-48, E,
C-Il, A-l e A-ll, respectivamente.

As LDL sao removidas pelo figado através dos receptores B/E, que
reconhecem a apo B100 nas particulas de LDL. A expressdao desses
receptores é a principal responséavel pelo nivel de colesterol no sangue e
depende da enzima hidroxi-metil-glutaril (HMG) CoA redutase, que € a
enzima-chave intracelular para a sintese do colesterol hepatico (ALVAREZ-
LEITE; PELUZIO, 2003; IV DIRETRIZES..., 2007). Quando a demanda de

colesterol pelas células é alta, os receptores B/E sdo ativados para
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aumentar a captacado da LDL. Inversamente, quando a célula esta repleta
de colesterol, 0 mecanismo de regulacdo negativa do receptor protege-a
contra efeitos deletérios da acumulagcdo deste lipidio (COBBE;
SHEPHERD, 1993).

Os niveis plasmaticos elevados de colesterol, sobretudo LDL-
colesterol, sdo, sem duvida, um dos fatores de risco mais importantes para
DCV. Isso nao é verdade apenas para os niveis de colesterol muito altos,
como aqueles observados nos disturbios lipidicos geneticamente
determinados (hipercoles-terolemia familiar, hipercolesterolemia combinada
familiar, hiperlipidemia tipo Ill), mas também na grande maioria das
pessoas (cerca de metade da populacdo adulta nos paises de alto risco)
com niveis plasmaticos apenas moderadamente altos de colesterol. Todos
os estudos transversais e prospectivos sobre este topico mostraram
claramente que a associacao entre os niveis plasmaticos de colesterol total
e a mortalidade por doenca arterial coronaria (DAC) é muito forte, nao
depende de outros fatores de risco e caracteriza-se pelo risco aumentado,
com elevacdo das concentracdes plasmaticas de colesterol. A relacéao
causal com a aterosclerose também foi comprovada pelo fato de que as
intervencdes que reduzem os niveis de colesterol e de LDL-colesterol
reduziram de forma significativa a taxa de mortalidade total e por doenca
arterial coronaria (RICCARDI et al., 2006).

As HDL sdo uma subclasse de lipoproteinas que apresentam apoA
como principal apoproteina. Originam-se no intestino, figado e a partir de
remanescentes de lipoproteinas. Sdo as mais densas lipoproteinas, e
acredita-se que estdo envolvidas no transporte reverso de colesterol — o
unico processo pelo qual o colesterol livre dos tecidos periféricos é
transportado ao figado para metabolismo ou excrecdo. Nesse processo, 0
colesterol é esterificado para ser mantido nas HDL, por acdo da enzima
LCAT (lecitina-colesterol-acil-transferase), tendo a apoA-I como cofator.
Essas particulas sdo captadas pelo figado pelos receptores E ou B/E
(ALVAREZ-LEITE; PELUZIO, 2003).

Os lipidios da dieta sdao absorvidos pelo intestino e transportados
pelos QMs que contém apoB-48. A lipase lipoproteica (LPL), ativada pela
apoC-Il, hidrolisa os QMs, gerando particulas remanescentes, que sao
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captadas pelo figado pela ligacdo da apoE com seu receptor hepatico. O
figado secreta os lipidios na forma de VLDL que contém apoB-100. A VLDL
também ¢é hidrolisada pela LPL, com formacao de IDL, a qual pode ser
captada pelo figado ou transformada em LDL pela acao da lipase hepética.
O figado e os tecidos periféricos removem a LDL da circulacéo pela interacéao
da apoB-100 com seu receptor. A HDL age na remocao do excesso de
colesterol das células periféricas para o figado, para excrecao na bile.

As HDL, LCAT e proteinas podem representar papel importante na
regulacdo do teor intracelular de colesterol, intensificando o efluxo de
colesterol livre dos tecidos extra-hepaticos. Elas tém acdes que contribuem
para a protecao contra aterogénese, como a remocao de lipidios oxidados
da LDL, inibicao da fixacdo de moléculas de adesdao e monécitos ao
endotélio e estimulacédo da liberacdo de éxido nitrico, além da facilidade,
como ja citado, no transporte reverso de colesterol.

A associagdo inversa entre os niveis de HDL-colesterol e a
incidéncia de doencgas cardiovasculares foi confirmada em muitos estudos
transversais prospectivos. Os niveis baixos de HDL s&o considerados um
forte fator de risco para DCV, e a relagdo LDL/HDL-colesterol, um fator
preditivo muito mais forte do que apenas niveis elevados de LDL-
colesterol. Também existem evidéncias de que o HDL atua como
antioxidante e que protege o LDL contra oxidacdao (RADER; WILSON,
1995).

3.1.5. Degradacao e Excrecao do Colesterol

A estrutura em anel do colesterol ndo pode ser metabolizada a CO,
e H,O em seres humanos. Em vez disso, o anel esterol intacto é eliminado
do corpo por (1) conversdao em acidos biliares, os quais sdo excretados nas
fezes, e (2) secrecao do colesterol na bile, a qual o transporta ao intestino
para eliminacdo. Uma parte do colesterol do intestino é modificada por
bactérias antes da excrecdo. Os compostos primarios sao derivados
reduzidos do colesterol — isto é, coprostanol e colestanol. Juntos, esses
trés compostos constituem o maior valor de esterdis fecais (CHAMPE;
HARLEY, 2002).
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O figado serve tanto como principal fonte de colesterol como o
principal agente de remocéo.

O colesterol hepatico pode ter trés destinos, sendo um deles a
transformacgéo do colesterol em acidos biliares (CHAMPE; HARLEY, 2002).
O primeiro passo nessa conversdo — a formagao de 7-a-hidroxicolesterol —
€ um passo limitante da taxa para produgcao dos acidos biliares primarios:
célico e quenodesoxicdlico.

Apés a conjugacdo com taurina ou glicina, os acidos biliares
primarios sdo secretados na bile e passam, através do trato biliar, para o
duodeno. Por causa da reabsorcdo intestinal, os acidos biliares retornam
pela veia porta para o figado, onde sao rapidamente extraidos e secretados
novamente na bile, para completar a circulacao éntero-hepatica.

Os acidos biliares, retornando ao figado, inibem a sintese hepatica
de novos acidos biliares.

Apds cada ciclo da circulacdo éntero-hepatica, uma pequena fracao
dos acidos biliares passa para o intestino grosso, onde, em contato com
colénias de microrganismos, os grupos hidroxi dos nucleos esteroides sao
alterados, convertendo os acidos biliares célico e quenodesoxicolico em
acidos biliares secundarios: desoxicdlico e litocélico, respectivamente.

Um segundo destino do colesterol hepatico € a secrecado direta na
bile, juntamente com o colesterol dietético, em que 30 a 60% dele é
reabsorvido (GRUNDY, 1978). O colesterol ndo reabsorvido passa para o
célon, onde é transformado em dois outros esteroides neutros: coprostanol
e coprostanona, que sdo excretados nas fezes.

Finalmente, um terceiro destino do colesterol hepatico é a secrecao

nas lipoproteinas do plasma, como ja visto anteriormente.

3.2. Triacilglicerois

Muitos estudos revelam associagdes entre os niveis plasmaticos de
triacilgliceréis (TAG) e DCV. Nos estudos transversais e prospectivos,
niveis mais altos de TAG e de remanescentes de quilomicrons no periodo
pos-prandial foram associados a maior risco de doenga coronaria. Ensaios

intervencionistas recentemente publicados mostraram claramente que a
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hipertrigliacilglicerolemia €, na verdade, um importante fator de risco
modificavel. Existem muitos mecanismos por meio dos quais 0s niveis
plasmaticos elevados de TAG podem levar ao maior risco de DCV. Alguns
estudos revelaram que os remanescentes de VLDL e dos quilomicrons que
foram enriquecidos com colesterol podem ser captados pelos monécitos de
forma semelhante ao LDL e formar a célula espumosa caracteristica da
lesdo aterosclerética. Entretanto, foi constatado também que niveis
elevados de TAG também levam a alteragdes adversas no LDL-colesterol e
no HDL-colesterol por meio da transferéncia excessiva de TAG para as
particulas HDL e LDL e pela reagcdao CETP-catalisada (proteina de
transferéncia colesterol éster). Quando LDL e HDL adquirem grandes
quantidades de TAG a partir das lipoproteinas ricas em TAG, este sofre
hidrolise pela lipase hepatica. A remogédo do TAG do LDL e do HDL leva a
formacao de pequenas particulas densas de LDL e de HDL. As pequenas
particulas densas de HDL sao rapidamente catabolizadas pelo figado,
levando a redugbes nas concentracbes circulantes de HDL. Em
contrapartida, a pequena particula densa de LDL ndo é reconhecida de
forma satisfatéria pelo receptor LDL normal e permanece na circulacdo
mais tempo que o normal. Por causa de seu tamanho e de sua meia-vida
mais longa, o LDL pequeno e denso tem maior capacidade de penetrar no
endotélio e contribuir para a aterogénese.

3.3. Flavonoides e Doencas Cardiovasculares

A doenca cardiovascular aterosclerética é a principal causa de morte
e de incapacidade no Brasil e no mundo, determinando um impacto
médico-social e econémico de grande magnitude (BRANDAO et al., 2004).

O papel da dislipidemia na deflagracao da aterosclerose coronariana
esta bem estabelecido, em especial, pelos niveis elevados do colesterol
total e das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), acompanhada da
reducao da concentracao da lipoproteina de alta densidade (HDL), embora
esteja bem definido o carater mutifatorial na etiologia da referida doenca
(KAJABA et al., 2008).
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O conceito de que a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) nas paredes dos vasos desempenha um importante papel no
desenvolvimento da aterosclerose tem sido demonstrado, cada vez mais,
em estudos epidemiolégicos e experimentais (AVIRAM et al., 2000;
CRISTOFORI et al., 2004; HOMMA, 2004; SCOTT, 2004).

A oxidacdo de compostos organicos leva a formacdo de radicais
livres, constituindo um processo fisiologico uma vez que existem
mecanismos que controlam a concentracdo desses radicais. Entretanto,
condicdes que favorecem um desequilibrio entre os agentes pré-oxidantes
e os antioxidantes, em detrimento dos ultimos, definem um quadro de
estresse oxidativo, levando a danos celulares e teciduais.

Muitos sdo os alimentos aos quais tém sido atribuidas propriedades
antioxidantes e, portanto, muito se tem esperado dos efeitos
potencialmente benéficos na modulacdo do estresse oxidativo. Nesse
contexto, diversos estudos (BIANCHI; ANTUNES, 1999; ESTEVES;
MONTEIRO, 2001; PRIOR, 2003; SCHOLZ et al., 2007) apontam para o
potencial benéfico dos flavonoides.

Os flavonoides sdo antioxidantes polifenélicos encontrados nos
alimentos, principalmente nas hortalicas (batata-inglesa, repolho, tomate,
rabanete, couve, escarola, nabo) e nas frutas (cereja, amora, uva,
morango, jabuticaba, laranja), graos, sementes, castanhas, condimentos e
ervas, bem como em bebidas como vinho, suco de uva e cha. Sé&o
denominados fitoquimicos, devido a origem vegetal, sendo considerados
principios ativos em muitas plantas.

Uma vez que os flavonoides sdo encontrados em plantas,
apresentando-se em maiores concentragdes nas sementes e frutos, esses
compostos podem ser ingeridos em altas quantidades como constituintes
normais da dieta humana (HODEK et al., 2002; MENNEN et al., 2005). Até
pouco tempo, a hidrélise dos flavonoides glicosilados s6 era conhecida em
microrganismos. O metabolismo desses compostos € bastante conhecido e
estudado em animais, porém ha poucos dados concretos sobre o
metabolismo em humanos. Recentemente, a ingestdo de flavonoides de
baixa toxicidade vem adquirindo destaque farmacoldgico por acumular-se

nos principais 6rgaos, como o figado, ou por modular o sistema
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imunoldgico (BHATIA; JAIN, 2004). As razbes mais importantes para a baixa
toxicidade dos flavonoides sdo a pequena solubilidade em agua da aglicona
(flavonoide sem acucar) e o rapido catabolismo do nucleo pirrélico no figado.

O acucar presente nas estruturas moleculares dos flavonoides é um
importante determinante para o sitio de absorcdo desses compostos.
Dados obtidos em humanos sugerem que a absorcdo de flavonoides
glicosilados em pequenas quantidades no intestino se deve a acao de
bactérias alojadas no intestino grosso, que clivam os glicosideos em
flavonoides livres (agliconas) (BHATIA; JAIN, 2004). No figado, os
flavonoides sao gradativamente hidroxilados e/ou desmetilados pelos
citocromos P450 (fase | da bioconjugacédo) e entdo sofrem reacdes de
conjugacao (glucoronidacdo, sulfatacdo, O-metilacdo), catalisadas pelas
enzimas da fase Il da bioconjugacdo (HODEK et al., 2002). Os conjugados de
glucoronideos e sulfatos sdo rapidamente transportados no sangue e
excretados na bile ou urina mais facilmente que seus parentes agliconas.
Os produtos da conjugacado podem ser espécie e origem-dependentes e
seus metabolitos ndo sédo, necessariamente, inertes biologicamente.

Embora exista uma diversidade de substancias flavonoides, estas
tém em comum uma estrutura basica formada por trés anéis. Os
flavonoides incluem dois grandes grupos de compostos: as antocianinas e
as antoxantinas. As antoxantinas incluem as flavonas, os flavonéis e as
flavononas e sao geralmente pigmentos de coloracdo palida, ao contrario
das antocianinas (COSTA, 2003). J& foram identificados mais de 6.000
compostos fendlicos em plantas, embora um ndumero muito menor esteja
relacionado a potenciais efeitos benéficos (ERLUND, 2004). E estimado
que o consumo diario de flavonoides seja de centenas de miligramas por
dia (HOLLMAN; KATAN, 1998). Eles foram primeiramente identificados
como vitamina P e juntamente com a vitamina C e K, sao importantes na
manutencao da integridade e resisténcia dos capilares sanguineos.

Além da acdo antioxidante, os flavonoides também tém a
propriedade de inibir a sintese de colesterol enddégeno, além de inibir a
ciclooxigenase, levando a menor agregacao de plaquetas, o que reduz a
tendéncia trombdtica (COOK; SAMMAN, 1996).
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A quercetina é um dos principais flavondis encontrados nos
alimentos e tem sido associada a caracteristicas antioxidantes, reagindo
com anion superoxido, oxigénio singlet e radicais peroxil. Também,
complexa com ferro, prevenindo a formacao de radicais ativos de oxigénio,
e pode preservar a vitamina C. Assim, a quercetina tem sido associada a
prevencao da oxidacao de LDL, lipoproteina aterogénica e a formacgao de
placas ateroscleréticas. Outros flavonoides incluem morina, miricetina,
naringenina, rutina, kaempferol, acido tanico e acido elagico (COSTA,
2003).

Kaliora et al. (2005), em trabalho de revisdo, relataram diversos
trabalhos associando os efeitos benéficos dos compostos fendlicos sobre a
doenga cardiovascular. Esses efeitos foram demonstrados em trabalhos
realizados in vitro, ex vivo e in vivo, nos quais especificamente os
flavonoides desempenham a funcdo de regulacdo génica de diversas
moléculas e enzimas envolvidas na aterogénese, promovem a inibicao da
oxidacdo da LDL, diminuicdo da peroxidacao lipidica e da extensao da
lesdo aterosclerotica.

Trabalhos tanto de carater experimental quanto epidemioldgico tém
demonstrado o efeito protetor dos flavonoides sobre as doencas
cardiovasculares, especialmente daqueles encontrados em cha verde e
vinho tinto (MUKHTAR; AHMAD, 2000; FUHRMAN; AVIRAM, 2001;
LEIKERT et al., 2002; CHYU et al., 2004; LUZ; COIMBRA, 2004).

O vinho tinto é rico em flavonoides, principalmente o resveratrol, e
tem sido hipotetizado que suas propriedades antioxidantes sé&o
responsaveis pelo efeito protetor contra doencgas cardiovasculares (CHO et
al., 2008). Um desses estudos, conhecido como "paradoxo francés",
evidenciou que individuos que consumiam uma meédia de 14 a 15% de total
energético da dieta na forma de gordura saturada e apresentavam niveis
elevados de colesterol sanguineo (semelhantes aos dos americanos e
ingleses) mostravam incidéncia de mortalidade por enfermidade
cardiovascular tdo baixa como a dos japoneses e chineses. Esse efeito
protetor foi atribuido aos flavonoides do vinho tinto consumido, que
reduziam a oxidacdo das LDL e a formagao de trombos nessa populacao
francesa (KOPP, 1998).
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Também em estudos com animais tem sido demonstrado que o0s
polifendis presentes no vinho tinto inibem a progressdo da aterosclerose
(AUGER et al., 2005). Varios mecanismos tém sido propostos para a
propriedade antiaterogénica do vinho e dos compostos polifendis, incluindo
inibicdo da oxidacdo da LDL, modulacdo da agregacdo plaquetaria,
reducao da inflamacédo mediada por macréfagos e modulacao dos niveis de
colesterol no plasma.

Outros estudos tém demonstrado também que certos flavonoides
tém seu grau de incorporacao, uniformidade, distribuicao e orientacdo em
bicamadas lipidicas. Os flavonoides s&o conhecidos por quelar ions e
alterarem a peroxidagdo cinética, bem como por modificar a fluidez de
membranas lipossomais (relativo movimento de lipidios na bicamada
lipidica). Muitas bebidas, como o cha preto consumido no norte da Europa e o
cha verde consumido no Japao, sao importantes fontes de flavonoides. Existem
sugestoes de que os flavonoides presentes nesses chas exercem um efeito
benéfico na prevencao e na reducao das taxas de doencas cardiovasculares,
por apresentarem atividade antioxidante (CROUVEZIER et al., 2001). O
ch& do tipo verde é rico em substancias polifendlicas antioxidantes, entre
elas as catequinas, que sdo de extrema importancia no controle de varias
doencas. As principais catequinas presentes no cha sao epigalocatequina-
3-galato, epigalocatequina, epicatequina-3-galato e epicatequina.

Geleijnse et al. (2002) realizaram um estudo de corte prospectivo
durante trés anos para avaliar a ocorréncia de doengas crénicas em uma
populacédo do distrito de Rotterdam, conhecido como The Rotterdam Study,
e observaram associagcdo inversa em relacdo ao consumo de cha e a
incidéncia de infarto agudo do miocardio na populacdo estudada.
Comparavel a esse estudo, foi realizada a investigacao dos fatores de risco
para doencgas crOnicas por meio de um estudo longitudinal com uma
populacao de aproximadamente 800 homens idosos, de 65 a 84 anos de
idade, envolvendo sete paises, durante cinco anos, denominado The
Zutphen Elderly Study. A incidéncia de morte por enfermidade cardiovascular
foi inversamente proporcional ao consumo de flavonoides, presentes no

cha, apdés terem sido excluidos outros fatores de confundimento, como

25



idade, consumo de energia, acidos graxos saturados, colesterol e alcool,
entre outros (ANONYMOUS, 1994).

Os flavonoides exercem efeitos sobre a oxidacdo do LDL mediado
pelos macréfagos. A capacidade dos macrofagos sobre a oxidacao do LDL
depende do estado oxidativo da célula, que é determinado pelo balango
entre pro-oxidantes e antioxidantes celulares. Dessa forma, os flavonoides
poderdo inibir as oxigenases celulares ou ativar antioxidantes celulares.
Isso foi demonstrado pelo consumo de flavonoides purificados, como
glabridina, catequina ou quercetina, por camundongos deficientes de Apo
E, resultando na reducao da capacidade de os macréfagos captarem o LDL e
oxida-lo (AVIRAM; FUHRMAN, 1998).

Em 2003, Rodrigues et al. conduziram experimento com ratos,
recebendo dieta-padrao, com o objetivo de verificar se as alteracbes
bioquimicas séricas, induzidas pela suplementagao nutricional com o
flavonoide rutina, estdo associadas a propriedades antioxidantes. A
administracdo de rutina (120 mg/kg/semana) durante 15 dias nao induziu
variacdo na glicemia de jejum e no teste de tolerdncia a glicose. Embora
nao tenham sido observadas mudancas significativas nas concentragdes séricas
de lipoperoxidos, triacilglicerdis, LDL-c e proteinas totais, a suplementacdo
nutricional com rutina demonstrou importante papel na prevengcdo da
aterosclerose, pois induziu elevacao significativa da lipoproteina de alta
densidade (HDL-c de 35,82 + 2,31 mg/dL para 44,40 £ 3,11 mg/dL). Como
nao foram observadas alteracbes na glutationa peroxidase, enquanto as
atividades da superéxido dismutase foram elevadas pela ingestao de
rutina, pode-se concluir que os efeitos antioxidantes deste flavonoide,
aumentando a concentracdo de colesterol-HDL, estdo relacionados a
elevacdo nas atividades da superdéxido dismutase. A acao antioxidante da
rutina pode estar relacionada a destruicdo do radical superoxido (Oyz).
Embora nédo tenham sido constatadas alteragcées nas atividades da
glutationa peroxidase (GSH-Px), na presenca de rutina foi evidenciada
elevacéao significativa na atividade da superéxido dismutase (SOD). A SOD
catalisa a destruicdo do radical super6xido pela formacao de H.O.. A GSH-
Px catalisa a conversao de H>O, em agua (NOVELLI et al., 2002). Nao foram

constatadas alteragcdes na GSH-Px, enquanto as atividades da SOD foram

26



elevadas pelo tratamento com rutina, podendo-se afirmar que as atividades
antioxidantes da rutina estdo associadas a elevagao nas atividades da
SOD.

A rutina tem sido considerada um antilipoperoxidante, pois pode
neutralizar radicais hidroxil e superoxido (METODIEWA et al., 1997).
Segundo Cotelle et al. (1992), comparando o efeito do alfa-tocoferol, do
acido ascérbico e da rutina no processo de peroxidagcao, a rutina era o
mais potente inibidor de radicais livres.

Haenen et al. (1997) verificaram que os flavonoides inibiam a acéao
do peréxido de nitrito. Para esses autores, essas atividades antioxidantes
eram responsaveis pelos efeitos benéficos sobre o dano cardiaco
coronariano. O peréxido de nitrito causa oxidacdo das lipoproteinas de
baixa densidade, o que tem sido considerado a chave do processo na
etiologia da aterosclerose. Radicais livres podem iniciar danos celulares
por meio da lipoperoxidacdo, a qual é uma reagcdao em cascata, pois
propaga-se continuamente. A inibicdo da lipoperoxidacdo depende da
presenca de antioxidantes e das atividades de enzimas, como a SOD e a
GSH-Px.

Foi testado o efeito do extrato da casca de mexerica e uma mistura
de dois flavonoides extraidos de frutas citricas sobre o colesterol
sanguineo em ratos hipercolesterolémicos, durante 42 dias. Os animais
foram alimentados com dieta hipercolesterolemiante e suplementados com
extrato da casca de mexerica ou uma mistura de naringina e hesperidina
na dose de 0,5 g/100 g. Os resultados mostraram que o extrato da casca
de mexerica e a mistura dos dois flavonoides diminuiram significativamente
0s niveis de colesterol no plasma, colesterol hepatico e triacilglicerdis. As
atividades do 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA (HMG-CoA) redutase e acil
CoA-colesterol O-aciltransferase (ACAT) foram também significativamente
mais baixas nos grupos experimentais (BOK et al., 1999).

Estudos realizados por Borradaile et al. (2003) mostraram os efeitos
de flavonoide naringenina na reducédo de lipidios no plasma in vivo e
inibicdo de secrecdo da apo-B, esterificacdo de colesterol e atividade da
MTP (proteina transferidora de triglicérides ribossomal).
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Oliveira et al. (2002) realizaram experimentacdo com o objetivo de
avaliar o efeito de diferentes doses de baicaleina, morina, naringenina,
naringina, quercetina e rutina no aumento dos niveis de colesterol-HDL e
trigliceréis em ratos hiperlipidémicos. Esses flavonoides foram
administrados em trés doses (5, 10 e 15 mg/animal) a ratos machos da
raca Wistar, com 30 dias de vida, alimentados com dieta ndo purificada de
férmula da marca Labina®. A hiperlipidemia foi induzida pela administracéo
de Triton, na dose de 300 mg/kg de peso vivo. Apdés 24 horas, 0s
flavonoides foram administrados, sendo cada dose aplicada em grupos de
oito animais. Ap6s 48 horas da aplicacdo do Triton, os animais foram
anestesiados e, por pungao cardiaca, amostras de sangue foram coletadas
para realizacdo das analises de colesterol, colesterol-HDL e triacilglicerois
no soro. Os melhores resultados para a reducdo do colesterol foram
obtidos com os flavonoides quercetina e rutina, na dose de 5mg, e
naringenina, na dose de 10 mg. A baicaleina, nas doses de 5 e 10 mg, foi a
que apresentou as menores reducdes para colesterol-HDL. J& para as
concentracdes de triacilglicerdis, a baicaleina foi a que mais reduziu esse
parametro, independentemente da dose utilizada.

Outra pesquisa realizada com animais experimentais durante 4, 7 e
10 semanas, com hiperlipidemia induzida por colesterol a 2,5% e toucinho
a 16,0%, misturados a dieta contendo também os flavonoides quercetina,
morina ou o acido tanico, mostraram reduc¢des nos lipidios plasmaticos. Na
sétima semana do experimento observou-se que a morina reduziu as
concentragcdes dos triacilglicer6is plasmaticos em 65,0%, bem como a
gordura do figado, mas aumentou as concentracées de HDL em 47,0% na
quarta semana. Morina também foi ativa na décima semana do
experimento, reduzindo o colesterol total em 30,9% e o LDL em 29,3%. Ja
a quercetina provocou a elevagao plasmatica de HDL em 28,6% na sétima
semana do experimento (YUGARANI et al., 1992).

Glicosideos da quercetina e rutina mostraram efeito inibitério sobre a
peroxidacdo lipidica (TAKAHAMA, 1984), ao passo que a quercetina,
testada em ratos, reduziu os teores de lipidios (KATO; TOSA, 1983). Os
isoflavonoides também mostraram reducdo na peroxidacao lipidica de
acidos graxos e inibicdo na formacao de malonaldeidos (NISHYAMA et al.,
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1993). A catequina demonstrou efeito inibitério na oxidacdo de LDL
(MANGIAPANE et al., 1993). A quercetina, diidroquercetina, 3-metil
quercetina, rutina, toxirutina e fisetina foram potentes inibidores da
agregacao plaquetaria em animais.

Pelo seu potencial antioxidante, os flavonoides poderao inibir a
oxidacédo do LDL, atuando como agentes redutores; extinguindo a doacao
de moléculas como atomos de hidrogénio e oxigénio simpleto; quelando
ions metais de transicdo; reduzindo assim a capacidade de formacao de
radicais livres pelos metais; poupando a vitamina E e os carotenoides nas
particulas de LDL; impedindo sua oxidacéo; e preservando ou aumentando
a atividade da paraoxonase sérica, promovendo assim a hidrélise de
células arteriais e peroxidos associados a LDL (FUHRMAN; AVIRAM,
2001). Assim, em experimentos que utilizaram os flavonoides quercetina e
ganhuangenina, verificou-se que eles inibiram a oxidagao do LDL in vitro e
in vivo (LIM et al., 1998). Além disso, o consumo de nutrientes ricos em
flavonoides — como extrato de gengibre e seus flavonoides gingerol e
shagaol; extrato de soja e suas isoflavonas daidzeina e genisteina; polpa e
suco de uva e suas catequinas, inibiu a oxidacao do LDL in vitro e in vivo
(TIKKANEN et al., 1998; FUHRMAN et al., 2000).

Nijveldt et al. (2001) relataram que os flavonoides podem prevenir a
injuria causada pelos radicais livres de varias maneiras, sendo uma delas a
remocao direta destes. Dessa forma, os flavonoides podem inibir a
oxidacédo da LDL in vitro, e esta acdo tem efeito preventivo em relacédo a
arteriosclerose. O LDL, quando oxidado, danifica o endotélio e inicia o
processo de aterosclerose. A epicatequina e rutina possuem essa
propriedade. A habilidade da rutina em remover radicais livres pode ser
pesquisadores relatam que o mecanismo da atividade antioxidante de
flavonoides é duplo, pois atuam como captadores de radicais livres e tém a
capacidade de quelar ions metalicos, reduzindo, assim, a peroxidacao
induzida por metais. Sabe-se que ha grande numero de alimentos que sao
contaminados com residuos de metais pesados, e essa propriedade dos
flavonoides impediria a oxidacdo de acidos graxos e de outros lipidios,

provocada pela presenca desses metais, além do oxigénio.
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Kim et al. (2004) verificaram os efeitos de flavonoides naringina e
lovastatina como antioxidantes, potencializando as atividades das enzimas
superdxido dismutase, catalase e glutationa redutase (enzimas
antioxidantes). Segundo essa pesquisa, o flavonoide naringina foi capaz de
aumentar a atividade dessas enzimas antioxidantes. A naringina foi
misturada a dieta dos camundongos Knout (sem receptor de LDL) a 0,02%
da dieta durante seis semanas. Também foi observado que os flavonoides
reduziram a atividade da HMG CoA-redutase em 30%.

Pesquisas tém demonstrado que o flavonoide eriocitina presente no
limao causou efeitos protetores na peroxidacao lipidica (MIYAKE et al.,
2000). Gryglewski et al. (1987) estudaram o efeito de quercetina, rutina e
cianidol na peroxidacao lipidica nao enzimatica. Esses pesquisadores
correlacionaram a atividade antitrombocitica dos flavonoides a sua
propriedade antioxidante. Os resultados mostraram também que esses
compostos inibem a atividade da lipoxigenase, ciclo-oxigenase e da
fosfolipase A..

Jeon et al. (2004) verificaram que a naringina altera a concentragcao
de lipidios plasmaticos, inibe as enzimas da rota de sintese do colesterol,
aumenta a eliminacdo de esteroides fecais e altera a morfologia de
hepatdcitos, células cardiacas e de células endoteliais da parede da aorta
de coelhos. Verificaram também que a naringina suprimiu a
hipercolesterolemia induzida em coelhos de forma tao eficiente quanto a
estatina. Naringina a 0,05% e lovastatina a 0,03%, testadas por oito
semanas, diminuiram significativamente os niveis de lipidios hepaticos, o
colesterol total do plasma e o colesterol LDL. Houve ainda aumento na
relacdo HDL/colesterol total. Nas analises histopatolégicas, somente o
grupo controle exibiu a presenca de particulas de lipidios e de infiltracao
nas células do miocardio e um dano no endotélio da aorta, porém nas
analises dos grupos suplementados com colesterol esses sinais
aterogénicos apareceram tardiamente.

Flavonoides isolados de S. melongena mostraram atividade
antioxidante potente. Concentracdao de malondialdeido, hidroperoxidase e
conjugados estavam significativamente diminuidos. A atividade da catalase

foi encontrada aumentada significativamente nos tecidos normais e com
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colesterol em ratos alimentados com 1 mg de flavonoides de berinjela. A
concentragdo de glutationa também se mostrou elevada nos animais do
experimento. Os elevados niveis de glutationa e a acdo da catalase
estimulada significativamente podem ser responsaveis pelo efeito
antioxidante desses flavonoides (SUDHEESH et al., 1999).

O chocolate escuro contém alto nivel de flavonoides, que exercem
propriedades antioxidantes. Evidéncias sugerem um potente impacto
benéfico de grande variedade de diferentes alimentos e bebidas ricos em
flavonoides em eventos cardiovasculares, principalmente o cacau.
Chocolate rico em flavonoide ou bebidas a base de cacau tém
demonstrado melhorar a funcdo vascular periférica em voluntarios
saudaveis e pacientes com doencga cardiovascular. Flammer et al. (2007)
avaliaram o efeito da ingestdo de 40 g de chocolate amargo (70% de
cacau, rico em flavonoides), comparado com controles (chocolate livre de
cacau), na funcao coronariana e plaquetaria de 22 pacientes recipientes de
transplante cardiaco em trabalho duplo cego randomizado. A funcéao
vasomotora das coronarias foi avaliada duas horas apds a ingestdao do
chocolate ou placebo. A ingestdo de chocolate aumentou o didmetro da
artéria coronaria significativamente, enquanto este ficou inalterado nos
controles. Da mesma forma, a funcdo endotelial foi significativamente
melhorada e a adesdo plaquetaria diminuida pelo consumo de chocolate
amargo. Esses efeitos eram associados a redugcédo do estresse oxidativo
positivamente correlacionado com as mudancas na concentracdo de
epicatequina ocorridas pela ingestdo do chocolate. Outros trabalhos
clinicos ou experimentais reforcam o papel benéfico da ingestdao do
chocolate amargo, como mostrado por Vinson et al., (2006), nos quais
animais alimentados com barras de chocolate amargo tiveram inibicao
significativa da aterosclerose, diminuicao do LDL-c e dos TG, aumento do
HDL-c e inibicdo da oxidagdo da LDL, porém o efeito protetor continua
obscuro.

Dietas ricas em frutas citricas tém sido negativamente
correlacionadas com fatores de risco para doencgas cardiovasculares,
provavelmente pela presenca dos flavonoides; contudo, estudos precisam
ser conduzidos para esclarecimento dos mecanismos (LIU LI, 2008).
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A hesperidina é uma flavonana glicosilada (Figura 3) abundantemente
encontrada na laranja e limao (KAUR et al., 2006) e tem demonstrado varias
atividades fisioldgicas, como a reducgédo da fragilidade capilar (GARG et al.,
2001), propriedades antioxidantes (WILMSEN et al., 2005), efeitos anti-
hipertensivo (GALATI et al., 1996) e hipocolesterolemiante (BOK et al., 1999).

A hesperidina é metabolizada para hesperetina em presenca de B-
glicosidase (Figura 3), antes de ser absorvida. A hesperetina é imediatamente
metabolizada para metabdlitos ligados a glicuronato e sulfato no epitélio
intestinal e no figado. A cinética da hesperetina encontra-se na Figura 4.
Apds doseamento com a hesperidina, a hesperetina glicoronideo foi
detectada as 6h, com seu pico maximo entre 9 e 12h, a cerca de
aproximadamente 1,3 uM. E a quantidade de substancia livre no plasma
que caracteriza sua agao farmacoldgica (YAMADA, 2006).
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Figura 3 — Hidrélise enzimatica da G-hesperidina a hesperetina.
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Figura 4 — Cinética da hesperidina.
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H& duas hipo6teses acerca de como os flavonoides glicosideos séo
absorvidos no intestino delgado: 1) o glicosideo é hidrolisado pela enzima
lactase florizina hidrolase e a aglicona livre difunde-se passivamente pelas
células epiteliais por difusao facilitada; 2) alternativamente, o glicosideo
pode ser transportado para o enterdcito via transportador de agucar como
SGLT-1 e logo ser desglicolisado pela enzima B-glicosidase presente nas
células intestinais. Ambos os caminhos de absorcdo dao origem a
agliconas intracelulares, que ficam conjugadas a glicoronideos ou sulfato.
A Figura 5 indica os possiveis caminhos de absorcdo da hesperidina e

hesperetina-7-glicosideo.
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Fonte: Nielsen et al. (2005).

Figura 5 — Possivel via da absorcédo de hesperidina e hesperidina-7-glicosideo,
mostrando a mudanga proposta no sitio de absorcao da
hesperidina do colon ao intestino delgado.
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Lee et al. (1999) relatam os efeitos do flavonoide hesperetina e
hesperidina sobre as enzimas HGM CoA redutase e acil coenzima
colesterol aciltransferase em ratos hiperlipidémicos. Ratos tratados com
hesperetina tiveram reducdao nos niveis de colesterol no plasma, e a
atividade das enzimas HMG COA redutase e ACAT no figado foi reduzida
com o tratamento com esse flavonoide. A hesperidina e metilchalcona
aumentaram a permeabilidade microvascular em hamster (BOUSKELA et
al., 1993).

Liu et al. (2007) avaliaram o efeito inibitério da isorhamnetina e
hesperidina na oxidagao do LDL induzida por Cux+, in vitro. Os resultados
sugeriram que a isorhamnetina e hesperidina podem substancialmente
inibir a oxidag&o da LDL.

O éxido nitrico é produzido por diferentes tipos de células, incluindo
as células endoteliais e macréfagos. A enzima o6xido nitrico sintase é
importante para manter a dilatagdo dos vasos sanguineos. Um aumento na
atividade desta enzima aumenta a producao de 6xido nitrico e causa danos
oxidativos. O 6xido nitrico em excesso pode reagir com radicais livres,
produzindo peroxinitritos. Eles podem oxidar o LDL, que danifica o
endotélio e inicia o processo de aterosclerose. Diversos tipos de flavonoides
afetam a atividade da enzima o6xido nitrico sintase (SHUTENKO et al.,
1999).

Kalpana et al. (2009) pesquisaram as atividades antioxidante da
hesperidina e observaram que esse flavonoide é inibidor da producao do
radical éxido nitrico. Além da acdo antioxidante, & importante seu efeito
anti-inflamatério, pois, ao diminuir a quantidade, esta reduzindo também o
efeito inflamatdrio provocado pelo 6xido nitrico.

A hidroxila do anel B da hesperidina é o mais significativo determinante
de sua acao antioxidante. O grupo hidroxila do anel B doa hidrogénio e um
elétron para o radical peroxinitrito e entdo o estabiliza; por isso, a atividade
da hesperidina depende da presenca de uma hidroxila livre no carbono 3.
O 6xido nitrico produz diferentes espécies de nitrogénio reativas, formadas
durante sua reacdao com o oxigénio ou com superéxidos (NOz, N2Oy4, N3Oy,
NO73 e NO7), que sdo espécies mais reativas. Esses componentes sao

responsaveis por alteracdes estruturais e funcionais de varios
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componentes celulares. Portanto, os efeitos antioxidante e anti-inflamatério
da hesperidina sdo importantes, uma vez que no processo aterosclerético,
além do acumulo de lipidios na circulagcdo, ocorre também inflamacao,
aumento da formacao de radicias livres e aumento da producédo de éxido

nitrico.

3.4. Curcumina e Doencas Cardiovasculares

Atualmente tem-se dado énfase a produtos naturais, que propiciam
melhores condi¢cbes de vida e saude ao ser humano. Assim, o interesse
das industrias de alimentos na substituicdo dos corantes sintéticos pelos
naturais tem aumentado. Esse contexto sugere a importancia da curcuma
como uma das fontes alternativas para corante amarelo, em substituicdo a
tartazina, que causa problemas alérgicos.

A baixa toxicidade, associada a outras propriedades, potencializa a
utilizacdo de corantes naturais como aditivos de alimentos. Além de
conferirem ou intensificarem a cor dos alimentos, alguns corantes apresentam
propriedades antimicrobianas, antioxidantes e medicinais (MAIA et al.,
2004).

Entre os corantes de origem vegetal encontra-se a curcumina, que é
um pigmento amarelo extraido de Curcuma longa L., uma planta do
sudeste da Asia cuja disseminagéo para outras regides do planeta se deu a
partir do sul da India. A Curcuma longa L. é um rizoma de cultivo simples,
que contém de 2,5 a 8,1% de curcumina, que é o principal cromé6foro. Os
produtos provenientes de sua secagem sao: curcuma em po, extrato de
curcuma e curcumina purificada.

A planta tem boa produgcdo em regides tropicais, € a maior
produtividade bem como o melhor rendimento em Oleos essenciais,
depende da época do ano, do tipo de solo e da densidade do plantio. O
cultivo brasileiro esta centralizado principalmente nos Estados de Goias,
Mato Grosso e Sao Paulo, sendo equivalente a apenas 1% da producao
mundial, com pico no més de novembro. Também no Brasil a Curcuma
Longa L. é conhecida popularmente como curcuma, batatinha-amarela,

gengibre-dourado, mangarataia, acafrao-da-india ou acafrdo-da-terra.
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Estruturalmente, a curcumina consiste em uma molécula de dibenzoil-
metano [1,7-bis-(hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona e dois grupos
metaxila (OCH3) (Figura 6). Esse composto e seus derivados (Figura 7)
formam um grupo raro de pequenas B-dicetonas, as quais tém sido alvo de
pesquisas por apresentarem diversas propriedades farmacolégicas.
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Fonte: Antunes e Araujo (2000).
Figura 6 — Estrutura quimica da curcumina.
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Figura 7 — Estruturas quimicas dos principais metabdlitos de curcumina
identificados em roedores ou em seres humanos.
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A Figura 8 mostra as vias metabdlicas da curcumina demonstradas
em estudos pré-clinicos.

Estudos toxicolégicos indicam que a curcumina nao apresenta
efeitos toxicolégicos mesmo em altas doses, ndo sendo genotdxica e
mutagénica.

Ratos alimentados com curcuma (500 mg/kg peso corpéreo) e o
extrato alcodlico de curcuma (60 mg/kg peso corpéreo) foram examinados
por trés geracbes. Nao foram verificadas diferencas no indice de
fertilidade, gestacdo, peso dos filhotes e lactacdo entre os animais
experimentais e controle (BHAVANISHANKAR; MURTHY, 1987).

Segundo estudos desenvolvidos por Nhavanshankar et al. (1986),
nao ha diferenca significativa entre ratos e macacos submetidos, por 12 e
nove meses, a ingestao de curcuma (500 mg/kg peso corpdreo) e de seu
extrato alcodlico (60 mg/kg peso corpdreo) e o grupo controle com relagéao
a crescimento, utilizacdo de alimentos e de calorias, peso dos érgaos e
analise dos componentes do sangue e urina.

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

Varios estudos tém demonstrado que o0s corantes naturais
apresentam propriedades biolégicas, como antioxidante (SHUKLA et al.,
2008), anti-inflamatéria, hipolipidémica, anticancerigena, antibacteriana e
hipotensora (Figura 9). Além disso, o uso de corantes naturais em
alimentos € atualmente uma tendéncia mundial, em razdo da maior
demanda por produtos naturais. Devido a essa diversidade de
propriedades apresentadas pelos corantes naturais, esses compostos vém
se tornando promissores farmacos naturais, visto que ocorrem amplamente
na natureza e sao de facil obtencao, constituindo uma nova fonte para o

tratamento de diversas patologias (SILVA et al., 2002).
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Figura 8 — Caminhos metabdlicos da curcumina demonstrados em modelos
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Estudos realizados por Valente et al. (1998) mostraram que o
corante natural curcuma, a antocianina, o carmim e o monascus reduziram
as concentracbes de colesterol total e colesterol-HDL em ratos
hipercolesterolémicos. Observou-se também, diminuicdo nas concentracdes
de triacilglicerdis, com exceg¢do do carmim, que ndo apresentou significancia na
reducao desse parametro.

Silva et al. (2008) avaliaram os efeitos dos corantes naturais
carcuma e norbixina no controle do metabolismo lipidico em pintos
hipercolesterolémicos. Os resultados mostraram que a curcuma e norbixina
provocaram redugbes significativas nos niveis de colesterol total,
colesterol-LDL, colesterol-VLDL e triacilglicerol, ndo apresentando reducdes
nos niveis de colesterol-HDL.

Srinivasan e Sambaiah (1991), estudando enzimas retiradas dos
tecidos hepaticos de ratos, verificaram efeitos da curcumina sobre o
metabolismo dos acidos biliares e colesterol. A atividade da enzima
colesterol-7-a-hidrolase aumentou significativamente em ratos tratados
com curcumina. Esta aumentou a excrecao fecal de colesterol e acidos
biliares, sendo um potente eliminador de espécies reativas de oxigénio,
protegendo a hemoglobina de oxidagao induzida por nitrito e inibindo a
peroxidacao lipidica.

A curcumina também atua como anti-inflamatério, como observado
em estudo de Joe e Lokesh (1997), onde o uso de curcumina reduziu a
secrecao de enzimas colagenase, elastase e hialuronidase em macro6fagos
ativados. Segundo Sreejayan e Rao (1997), a curcumina tem capacidade
de eliminar éxido nitrico, que € um radical livre sintetizado por macrofagos
ativados e esta envolvido na inflamacgao, no cancer e em outras condi¢cbes
patolégicas.

Outro estudo demonstrou que dieta rica em curcuminoides previne o
acumulo de triglicerideos no figado e no tecido adiposo, diminuindo
também a concentracdo de VLDL e trigligerideos em ratos alimentados
com dieta rica em lipidios (ASAI; MIYAZAWA, 2001).

Ramirez-Tortosa et al. (1999) avaliaram o efeito do extrato
hidroalcodlico obtido dos rizomas de Curcuma longa na suscetibilidade de

oxidacdo da LDL e lipidios sanguineos em coelhos com aterosclerose
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induzida por dieta rica em gordura saturada e colesterol. Os animais foram
divididos em trés grupos: dois grupos receberam durante sete semanas
curcuminoides em menor dose (1,66 mg/kg peso corporal) e em alta dose
(8,2 mg/kg peso corporal), e o outro serviu como controle. A baixa dose,
mas nao a alta, diminuiu a suscetibilidade a peroxidagéo lipidica do LDL.
Ambas as doses reduziram os niveis de colesterol total no plasma, em
relacdo ao controle.

Também Quiles et al. (2002) estudaram o efeito do extrato de Curcuma
longa no desenvolvimento de aterosclerose experimental em coelhos e a
interacdo com outros antioxidantes plasmaticos. Coelhos brancos da raca
Nova Zelandia foram divididos em dois grupos experimentais — um grupo
controle e outro grupo recebendo 1,6 mg/kg de peso corporal de extrato de
cuarcuma (CU) - alimentados com dieta aterogénica. Resultados
histoldgicos das lesdes da aterosclerose revelaram danos na aorta torécica
e abdominal significativamente diminuidos no grupo (CU), comparado ao
controle, ao final de 30 dias. Esses autores concluiram que a suplementacao
com Curcuma longa reduz o estresse oxidativo e atenua o desenvolvimento
de aterosclerose em coelhos alimentados com dieta rica em colesterol.

Estudos mostram os efeitos benéficos da ingestdo de curcuma nos
niveis de peréxido do plasma lipidico em coelhos submetidos a dietas ricas
em gordura. Mesa et al. (2003) administraram doses de 1,6 mg/kg peso
vivo do extrato hidroalcodlico de curcuma em coelhos, equivalente a
0,15 mg por dia de curcuminoides. A suscetibilidade a oxidagcdo das
membranas dos eritrécitos em coelhos e cromossomos vivos in vitro foi
reduzida com a ingestdao do extrato de clrcuma, o que pode contribuir para
a prevencado dos efeitos causados por uma dieta rica em colesterol e
gorduras durante o desenvolvimento de aterosclerose. Os dados s&o de
grande relevancia, visto que a dosagem de curcuma utilizada é nutricional
e fisiologicamente relevante para humanos.

Doses de 100 mg/kg de curcuma foram ingeridas por ratos Wistar
durante um més. O efeito cardioprotetor foi relacionado com a supressao
do estresse oxidativo e com a melhoria da fungao ventricular, sendo

confirmado por exames histopatolégicos (MOHANTY et al., 2004).
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Alguns trabalhos tém mostrado que a curcuma e curcumina inibem a
peroxidacao lipidica. Além disso, a curcumina mostrou ser antioxidante in
vivo e in vitro, atuando, provavelmente, pelo sequestro de espécies reativas
de oxigénio (KUNCHANDY; RAO, 1990; TONNESEN; GREENHILL, 1992;
REDDY; LOKESH, 1994; SREEJAYAN; RAO, 1996; SREEJAYAN et al.,
1997). De acordo com Kunchandy e Rao (1990), a curcumina pode atuar
sequestrando os radicais O, e OH.

Os efeitos hipolipémico e antioxidante de compostos como a
curcumina e a capsaicina foram avaliados por Manjunatha e Srinivasan
(2007). Curcumina (0,2%), capsaicina (0,015%) ou a combinacdo de
ambos foram incluidas na dieta rica em gorduras (30% de gordura) por oito
semanas. A inducdo da hiperlipidemia pela dieta rica em gorduras foi
significativamente menor nas dietas contendo curcumina, capsaicina ou a
combinacdo das duas em 20, 14 e 12%, respectivamente. Resultou
também numa significativa reducao do colesterol sérico total dos animais,
sendo 12% para curcumina, 23% para capsaicina e 21% para combinacao
dos dois. A glutationa hepatica foi aumentada pela curcumina (15%),
capsaicina (24%) ou combinacdo das duas (12%) em ratos normais. A
glutationa hepatica teve similar aumento nos animais tratados com dieta
rica em gorduras, sendo 22% pela curcumina e 35% pela curcumina +
capsaicina. A concentracdo de fosfolipidios nao foi influenciada pelos
componentes estudados nos animais alimentados com dieta rica em
gordura e a normal, porém a concentracdo de fosfolipidios foi 30% maior
nos animais alimentados com dieta rica em gordura. A dieta com curcumina
produziu uma grande reducgao no triacilglicerol hepatico, em relagédo a dieta
com capsaicina.

O estresse oxidativo e os danos oxidativos estdo envolvidos na
fisiopatologia de muitas desordens cronicas degenerativas e inflamatdrias,
em particular a aterosclerose, e as complicagcbes clinicas do diabetes
melito, cardiomiopatia isquémica, doenca de pulmdo obstrutiva crénica
(COPD), doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson. A geracdo de
espécie de oxigénio reativa (ROS), particularmente anions superdxido e
radicais hidroxil, e a peroxidacao lipidica de membranas celulares alteram

o equilibrio de enzimas antioxidantes, com aumento nos niveis de
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glutationa celular (GSH) e ativacdo da AP-1 induzida por estresse,
desempenhando papel no desenvolvimento dessas desordens (WEBER et
al., 2006). Consequentemente, a eliminacdo da espécie ativa do oxigénio
ou a prevencao do dano celular que ela causa a proteina e ao DNA é um
mecanismo importante potencialmente para impedir doengas crénicas
como a doencga cardiovascular (STRIMPAKOS; SHARMA, 2008).

Um estudo em macréfago peritoneal de ratos, cultivado in vitro,
demonstrou prejuizo na geracdo ROS com 10 uM de curcumina (JOE;
LOKESH, 1994). Os efeitos semelhantes foram observados no sangue
vermelho de células em concentracbes comparaveis (TONNESEN;
GREENHILL, 1992). Também tem sido demonstrado que a curcumina é
responsavel pela eliminagao de radicais de anion superoxido e de radicais
hidroxil (SREEJAYAN; RAO, 1996; KHOPDLE et al., 1999). Semelhantemente
a outros fitoquimicos dietéticos, como o resveratrol (encontrado em uvas, vinho,
amoras e amendoins) e EGCG (encontrado no cha verde), a curcumina
pode possuir atividade pré-oxidante ou efeito antioxidante, dependente da
dose e do ambiente quimico (p. ex., disponibilidade de ions de Cu,) (AZMI
et al., 2005; BARIK et al., 2005). O equilibrio entre o efeito antioxidante e a
atividade pré-oxidante deve ser cuidadosamente considerado planejando
provas de intervengdo em voluntarios sdos, em particular se a atividade
pro-oxidante resulta potencialmente em danos, como sugerido por
biomarcadores da oxidagao do DNA, mostrado na Figura 10.

Wongcharoen e Phrommintikul (2009), em uma extensa revisao,
pesquisaram os efeitos protetores da curcumina em desordens cardiovasculares
e concluiram que: 1) a curcumina protege o0 organismo do efeito
cardiotoxico da adriamicina, medicamento utilizado no tratamento do
cancer. Curcumina na dose de 200 mg/kg durante sete dias antes da
administragéo de adriamicina preveniu o efeito cardiotéxico desse medicamento.
Esses autores sugerem que um dos efeitos protetores se deve ao aumento
do conteudo de glutationa, que é uma molécula detoxicante — além disso,
metabdlitos da curcumina, como curcumina sulfato, possuem grupos
sulfidrilas e podem ajudar a manter a integridade da membrana celular,
promovendo a detoxificagdo ndo enzimatica de radicais hidroxilas e
peroxidos de lipidios; 2) a curcumina também protege das complicacbes
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cardiovasculares em diabéticos. O aumento do estresse oxidativo tem sido
associado com a patogénese de complicacdes crdnicas na diabetes,
incluindo cardiomiopatia. Tem sido sugerido que a rota do 6xido nitrico esta
envolvida no estresse oxidativo. O 6xido nitrico é produzido sob acao da
oxido nitrico sintase (NOS), éxido nitrico sintase endotelial (eNOS), éxido
nitrico sintase induzida (iNOS) e 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS).
Essas enzimas (isoenzimas) convertem a L-arginina em L-citrolina, levando
a geracao do radical livre NO. A curcumina diminui a atividade dessas
enzimas, diminuindo a producédo de éxido nitrico. Tem sido demonstrado
que o tecido de miocardio de ratos diabéticos exibem alta atividade de
eNOS e iNOS; 3) a curcumina tem efeito estabilizador de membrana no
infarto do miocardio. Tem sido observado que alteragdes nos lisossomos
podem estar correlacionadas com danos miocelulares durante o infarto do
miocardio. A formacédo de vacuolos autofagicos, a ruptura dos lisossomos e
a liberacdo dos componentes dos lisossomos tém sido encontradas em
desordens cardiacas. A degradacdo anormal de componentes celulares
provocada por hidrolases lisossémicas pode causar necrose no miocardio
de maneira irreversivel. Também se observa no infarto do miocardio um
decréscimo da estabilidade dos lisossomos, que leva a aumento das
enzimas lisossomais e a alteracées no metabolismo de varios constituintes
do tecido conectivo, como glicosamina glicanos, glicoproteinas e colageno.
Os efeitos estabilizadores da curcumina sobre os mio6citos isquémicos
incluem a acédo sobre membranas microssomais, podendo proteger as
células de danos heteroliticos e autoliticos, alterando assim os danos no
tecido. Os pesquisadores relatam também que a curcumina pode alterar as
atividades de enzimas como betaglicuronidase, B-N-acetilglicosaminidase,
catepsina B e D, fosfatase acida, enzimas presentes no lisossoma e com
alta atividade em infarto do miocardio; e 4) a curcumina também atua na
hipertrofia cardiaca, que pode elevar a falhas cardiacas. Quando ocorre a
hipertrofia, inicia-se um numero de rotas de sinalizagdo e ocorrem
alteracdes de expressdo génica. Fatores de trancricao, como fator-2, AP-I
e GATA-4, sao ativados durante o infarto. A curcumina interfere

positivamente na expressao génica e na ativacao desses fatores.
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Fonte: Strimpakos e Sharma (2008).

Figura 10 — Representacéo grafica da atividade de curcumina em eventos
redox celulares. A curcumina pode prevenir (cruzes escuras) ou
facilitar a protecao contra (+) a geracao de sequela celular de
RNS e ROS, dependente da posicao celular (CUR = curcumina;

espécie de nitrogénio reativa; ROS =

RNS =
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Por causa das suas propriedades antioxidantes bem documentadas,

a curcumina tem sido extensivamente investigada pelo seu potencial de

protecao cardiovascular (resumido na Figura 11).

Como visto, corantes naturais, especialmente a curcuma, tém

apresentado propriedades farmacologicas benéficas na prevencdo dos

+ »O>»O0ZMmMOU

mo>»0 —

espécie de

processos de aterosclerose e outras desordens do metabolismo lipidico.
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Fonte: Strimpakos e Sharma (2008).

Figura 11 — Representacado grafica do potencial da curcumina na protecao
cardiovascular (AD = éatrio direito; VD = ventriculo direito; AE =
atrio esquerdo; VE = ventriculo esquerdo; IL = interleucina;
MAPK = proteina quinase mitogénica ativada; MMP = matriz
metaloproteinase; LDL = lipoproteina de baixa densidade; NF-B
= fator-kappa nuclear B; NOS = 6xido nitrico sintase; e TNF =
fator de necrose de tumoral.
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4. METODOLOGIA

4.1. Modelo Animal

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Biofarmacos do Departamento
de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vicosa, em
Vicosa, Minas Gerais. Foram utilizados neste ensaio biolégico experimental
66 coelhos machos da raca Nova Zelandia Branco, com 60 dias de vida +
1.800 kg. Os animais foram provenientes do Setor de Cunicultura do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa (DZO-UFV).

4.2. Separacao dos Animais em Grupos e Preparo da Dieta

Os coelhos foram acondicionados em gaiolas individuais, onde
permaneceram por um periodo de adaptacdo de cinco dias, recebendo
120 g de racao comercial para coelhos da marca Purina e agua ad libitum.

Apdés o periodo de adaptacdo, os animais foram divididos em
11 grupos de seis aleatoriamente, conforme mostrado na Tabela 1,
permanecendo durante 30 dias.

A hiperlipidemia foi induzida fornecendo-se aos coelhos diariamente
durante 30 dias a racdo preparada (120 g de racado + 1% de colesterol

cristalino da marca Vetec + 0,5% de &cido colico da marca Vetec) para
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todos os grupos, a excecao do grupo 1. O acido cdlico foi utilizado por
atuar na emulsificacao de lipidios, facilitando assim a absor¢cao do
colesterol.

A dieta hipercolesterolémica foi preparada na fabrica de racao do
Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa. Para isso,
triturou-se a racdo comercial para coelhos da marca Purina, misturando

com o colesterol e acido coélico, sendo peletizada apés tal procedimento.

Tabela 1 — Tratamento das cobaias conforme distribuicdo dos grupos

Grupo Tratamento
G1 Racao (R)
G2 R + colesterol (1%) + acido colico (0,5%)
G3 R + colesterol (1%) + acido célico (0,5%) + atorvastatina (10 mg)
G4 R + colesterol (1%) + acido colico (0,5%) + curcumina (20 mg)
G5 R + colesterol (1%) + acido colico (0,5%) + curcumina (40 mg)
G6 R + colesterol (1%) + acido colico (0,5%) +curcumina (20 mg) + hesperidina (20 mg)
G7 R + colesterol (1%) + acido célico (0,5%) + curcumina (40 mg) + hesperidina (40 mg)
G8 R + colesterol (1%) + acido célico (0,5%) + hesperidina (20 mg)
G9 R + colesterol (1%) + acido célico (0,5%) + hesperidina (40 mg)
G 10 R + colesterol (1%) + acido célico (0,5%) + oxy free (300 mg)
G 11 R + colesterol (1%) + acido colico (0,5%) + citoprépolis (700 mg)

4.3. Utilizacao das Substancias-Teste

O pigmento natural curcumina em pé foi doado pela empresa
Christian Hansen, e o flavonoide hesperidina em pé foi adquirido da
empresa Sigma. A curcumina e a hesperidina foram encapsuladas em
capsulas duras, em doses de 20 e 40 mg, utilizando talco como veiculo, em
encapsuladora manual, no Laboratério de Biofarmacos do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de Vigosa.

Durante o experimento também foi testado o oxy free (extrato seco da
fracdo hidrossoluvel de prépolis de Baccharis dracunculifolia, livre de alcool,
acucar e gorduras), em capsulas de 300 mg, e o citoprépolis (prépolis de
Baccharis dracunculifolia), em capsulas de 700 mg, contendo extrato seco
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das fracdes alcodlico e aquoso, com 50% de principio ativo, a pedido da
empresa Pharma Néctar, que forneceu os produtos.

As capsulas com as substanciais foram fornecidas por via oral,
sempre as 14 h, por 30 dias.

A atorvastatina foi utilizada, para efeito de comparagéo, por ser um
medicamento-padrao prescrito nas desordens lipidicas.

Ao final do experimento houve coleta de sangue pelo plexo retro
orbital, para realizacdo das analises de lipidios sanguineos e parametros
de hepatotoxicidade aguda. O material foi centrifugado em centrifuga
Excelsa2 205 N a 7.100 x g, durante 15 min, para obtengcdo do soro. As
dosagens sorolégicas foram efetuadas em equipamento multiparamétrico
de Bioquimica Alizé, mod. Lisabio B.652, e kits da marca Bioclin.

4.4. Analises de Lipidios Sanguineos
4.4.1. Determinacao do Colesterol

A analise colorimétrica do colesterol no soro obtido baseou-se na
transformagdo do colesterol esterificado em colesterol e &acidos graxos,
mediado pelo colesterol esterase. O colesterol formado € oxidado pelo
colesterol oxidase em colesten-4-ona-3, liberando agua oxigenada. Esta,
juntamente com o fenol e amino 4 antipirina, pela acdo da peroxidase, é
transformada no cromogénio (que absorve em 500 nm) e em A&gua,

segundo as equagodes:

Colesterol esterase

Esteres do colesterol Colesterol + Acidos graxos

Colesterol + 0, ColesterolOxidase Colesterol-4-ona-3 + H,05

2H505 + Fenol + 4 — Aminoantipirina M4H20 + Crombgeno

Para dosagem, utilizou-se o equipamento muitiparamétrico de
bioquimica (Alizé). Uma solucdo-tampao fosfato pH 7,00 a 0,1 mol/L foi
colocada no aparelho, contendo as respectivas enzimas solubilizadoras e,

separadamente, 0s soros sanguineos a serem analisados.
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Depois de programado o equipamento, este promoveu a mistura da
solucdo mencionada com determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado a 37°C e analisados em um comprimento de onda de
500 nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucao-
tampao das enzimas com soro fisiolégico) e comparou com a concentracao
padréo existente, fornecendo o resultado em mg/dL de colesterol no soro
sanguineo.

A férmula geral para a conversao da absorvancia na concentracao
em mg/dL foi a seguinte:

Aamostra

adrao
Apadrao xlp ]

em que A = absorbancia.

4.4.2. Determinacao do Triacilglicerol

Realizou-se a dosagem dos triacilglicerois séricos por via inteiramente
enzimatica.

A lipase degrada os triacilglicerdis em glicerol e acidos graxos. O
glicerol obtido reagiu com ATP, em presenca da glicerolquinase, obtendo
glicerol-3-fosfato e ADP. O glicerol-3-fosfato é oxidado a diidroxiacetonafosfato
pelo glicerol-3-fosfato, liberando agua oxigenada. A &agua oxigenada,
juntamente com paraclorofenol e amino 4 antipirina, em presenca de
peroxidase, transforma-se no cromogénio (que absorve em 505 nm),

liberando agua, segundo as reacgoes.

. lipase . ;.
Triacilglicerol p—>gl|ce rol + Acidos graxos

glicerolqu inase

Glicerol Glicerol 3 fosfato + ADP

Glicerol 3 fosfato Glicerol 3 fosfato dihidroxia cetonafosf ato + HoO»

oxidase

2 H>O, + paraclorofenol + amino — 4 — antipirina peroxidase

comogénio + 4H,0O
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Para dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de bioquimica
(Alizé). Foi colocado no equipamento uma solugcédo-tampéao fosfato pH 7,00
a 0,1 mol/L, contendo as respectivas enzimas solubilizadoras e,
separadamente 0s soros sanguineos a serem analisados.

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

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucao-
tampao das enzimas do soro fisiolégico) e a comparou com a concentragao
padrdo existente, fornecendo o resultado em mg/dL de triacilglicerol no
Soro sanguineo.

A férmula geral para a conversado da absorvancia na concentragao
em mg/dL foi a seguinte:

Aamostra

X [padrao
Apadrao lp ]

em que A = absorvéancia.

4.4.3. Determinacao do Colesterol-HDL

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

mesmo processo ja descrito anteriormente.

4.5. Analise de Parametros de Toxicidade Aguda
4.5.1. Determinacao da Transaminase Glutamico Piruvico (TGP)

A determinacdo cinética da atividade da TGP baseou-se na
conversdo da L-alanina e a-cetoglutarato em piruvato e L-glutamato,
mediada por esta enzima. O piruvato formado reagiu com NADH e o ion
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hidrénio, produzindo L-lactato e NAD*, numa reacéo catalisada pela lactato
desidrogenase (LDH), segundo as reacdes:

L —alanina + alfa cetogltara to PRSI piruvato +L —glutamato

Piruvato + NADH +H™ «2" 5| _lactato + NAD*

Para dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de bioquimica
(Alizé). Foi colocado no equipamento uma solucdo contendo 0,18 mmol/L de
NADH, LDH =1.200 U/l e 15 mmol/L de a cetoglutarato, solubilizados com um
tampéo contendo 100 mmol/L de tris pH 7,5 com 500 mmol/L de L-alanina, e,
separadamente, 0s soros sanguineos a serem analisados.

Depois de programado o equipamento, este promoveu a mistura da
solucédo anterior com os determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado a 37°C e analisados em um comprimento de onda de
340 nm.

O aparelho subtraiu a absorvancia encontrada do branco (solucao-
tampao das enzimas do soro fisiolégico) e a comparou com a concentragcao
padrao existente, fornecendo o resultado em U/l de TGP no soro
sanguineo.

A férmula geral para a conversdao da absorbancia na concentragao
em U/l foi a seguinte:

U/l = absorbéancia encontrada x 1.746

4.5.2. Determinacao da Transaminase Glutamico Oxalacético (TGO)

A determinacgdo cinética da atividade da TGO baseou-se na conversao
da L-alanina e a cetoglutarato em oxalacetato e L-glutamato, mediada por
esta enzima. O oxalacetado formado reagiu com NADH e o ion hidrénio,
produzindo L-malato e NAD®, numa reacdo catalisada pela malato
desidrogenase (MDH), segundo as reagdes:

L —alanina + alfa cetogltara to PELCSINEN oxalacetat o + L — glutamato

oxalacetat 0 + NADH + H™ «MPH | _ malato + NAD*

A analise foi realizada em um comprimento de onda de 340 nm.
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Para dosagem, foi utilizado o equipamento multiparamétrico de bioquimica
(Alizé). Foi colocado no equipamento uma solucdo contendo 0,18 mmol/L
de NADH, LDH = 1200 U/I, MDH = 500 U/l e 12 mmol/L de a cetoglutarato,
solubilizados com um tampé&o contendo 80 mmol/L de tris pH 7,8 com
200 mmol/L de L-aspartato e, separadamente, 0s soros sanguineos a
serem analisados.

Depois de programado o equipamento, este promoveu a mistura da
solugao anterior com os determinados soros, que foram incubados por um
tempo programado a 37°C e analisados em um comprimento de onda de
340 nm.

O aparelho subtraiu a absorbancia encontrada do branco (solucao-
tampéao das enzimas do soro fisiolégico) e a comparou com a concentracao-
padréo existente, fornecendo o resultado em U/l de TGO no soro sanguineo.

A férmula geral para a conversado da absorvancia na concentragao

em U/l foi a seguinte:

U/l = absorbancia encontrada x 1746

4.5.3. Determinacao do Ferro

O ferro sérico foi determinado pelo teste colorimétrico. O ferro é
liberado da transferrina em meio acido e reduzido ao seu estado ferroso
por acdo da hidroxilamina. Posteriormente, reage com ferrozine, levando a
formacao de um complexo de cor violacea.

Para dosagem, utilizou-se o equipamento multiparamétrico de bioquimica
(Alizé). Foram marcados trés tubos de ensaio com as letras B (branco),
P (padrdo) e A (amostra). No tubo B, adicionaram-se 2,0 mL de reagente-
tampao redutor (acido succinico 250 mmol/L, hidroxilamina 140 mmol/L,
surfatante e estabilizador) e 500 uL de agua destilada. No tubo P foram
adicionados 2,0 mL do reagente-tampé&o redutor e 500 uL do reagente-
padrdo, contendo 100 ug/dL de ferro; e no tubo A, 2,0 mL do reagente-
tampéao redutor e 500 uL da amostra. Homogeneizou-se e determinou-se a
absorbancia da amostra em 560 nm, acertando o zero com o branco. Esta

foi a absorbancia A,.
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Em seguida, adicionou-se nos trés tubos uma gota do reagente-
padrdo, contendo 100 ug/dL de ferro. Depois de programado o equipamento,
este promoveu a mistura da solugao anterior, que foi incubada por 10 min a
37°C. Determinaram-se as absorbancias da amostra e do padrao
(Apadrao) em 560 nm, acertando o zero com o branco. Esta absorvancia
correspondeu a A;.

O ferro sérico foi calculado segundo a formula:

Ferro sérico (ug/dL) = (A 2- A1) x 100

Como a reacdo de cor segue a lei de Lambert Beer, usou-se o
seguinte fator de calibragao:

100

Fator de calibraggdo = ———
Apadrao

(ng/dL) = (A 2- A ) x fator de calibracéo.

Os resultados foram expressos em pg/dL.

4.5.4. Fosfatases

A fosfatase alcalina foi determinada por meio de teste cinético,

segundo a reacao:

P-NFF + Amino-Alcool ALP — p- nitro Fenol + Amino-alquil Fosfato

A fosfatase alcalina (ALP) hidrolisa o p-nitrofenilfosfato (p-NFF), que
€ incolor, produzindo fosfato e p-nitrofenol em pH 9,0. A velocidade de
aparicdo do anion p-nitrofenolato (amarelo) a 405 nm é proporcional a
atividade enzimatica da amostra. A dietanolamina (DEA), além de regular o
pH da reacdo, intervém ativamente nesta, atuando como receptor de
fosfato liberado pela enzima.

Para dosagem, utilizou-se o equipamento muitiparamétrico de bioquimica
(Alizé). Misturaram-se nove partes do tampao dietanolamina 1,0 mol/L,
pH 9,0, e azida sédica a 15 mmol/L com uma parte do substrato p-NFF (p-
nitrofenilfosfato) a 10 mmol/L e azida s6dica 15 mmol/L, para preparo do

reagente de trabalho. Depois disso, foram adicionados 20 uL da amostra e
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1 mL do reagente de trabalho, que foram incubados a 37°C por um, dois e

trés minutos e analisados em um comprimento de onda de 405 nm.
Calculou-se a média das diferencas de absorvancia por minuto

(A A/min) e utilizou-se esse valor para calculo do resultado em U/L, de

acordo com a férmula:

ALP (U/L) = A A/min x 2.757

4.5.5. Determinacao do Gama GT

O gama GT foi determinado através de teste cinético, seguindo a

metodologia de Szasz modificado, segundo a reacéo:

Gama GPNA + GG —238maGT _ ~ 12GGG +PNA

A elevada absorcdo da p-nitroanilina (PNA) formada na reacédo de
transferéncia do grupamento glutamil p-nitroanilida (gama GPNA) para
glicilglicina (GG) é proporcional a atividade do gama GT na amostra
bioldgica.

Para dosagem, utilizou-se o equipamento muitiparamétrico de bioquimica
(Alizé). Misturaram-se 4 mL do tampdo Tris 133 mmol/L, glicilglicina
138 mmol/L e azida so6dica 15,38 mmol/L com y-glutamil p-nitroanilida
(gama GPNA) 23 mmL/L e azida so6dica 15,38 mmol/L, para preparo do
reagente de trabalho. Depois disso, foram adicionados 50 puL da amostra e
1 mL do reagente de trabalho, que foram incubados a 37°C, por um, dois e
trés minutos e analisados em um comprimento de onda de 405 nm.

Calculou-se a média das diferengcas de absorbancia por minuto (A
A/min) e utilizou-se esse valor para calculo do resultado em U/L, segundo a

férmula:

Gama GT (U/L) = (A A/min) x 2.121

4.6. Analise Estatistica

Utilizou-se o teste de Dunnett a 5% de probabilidade para
comparacdo entre as médias de cada grupo com o grupo controle (G2).
Esse teste foi escolhido por utlilizar contrastes ndo ortogonais e comparar
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cada média apenas com a testemunha — no caso, o grupo controle. Ele é
feito quando as unicas comparacdées que interessam ao experimentador
sdo as realizadas entre um determinado tratamento-padrdo, geralmente a
testemunha, e cada um dos demais tratamentos, ndo havendo interesse na

comparacao dos demais tratamentos entre si.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentados na Tabela 2 indicam a eficiéncia do
acréscimo de 1% de colesterol e 0,5% de acido célico na inducao da
hipercolesterolemia nos animais do grupo 2 (G2), uma vez que 0s niveis de
colesterol foram aumentados acima de 20 vezes em relagdo ao grupo 1
(G1), que corresponde aos animais alimentados com racao.

De acordo com os dados obtidos (Tabela 2), os tratamentos com
curcumina nas doses de 20 e 40 mg provocaram reducdo de 50 e 53%,
respectivamente, no parametro colesterol. Esses resultados foram os
melhores de todos os tratamentos e melhores do que o grupo tratado com
atorvastatina calcica, que reduziu apenas 36%. Quando se usou a
associagao curcumina + hesperidina, verificou-se redugao de 24% (20 mg),
havendo assim um sinergismo de adicdo em relacdo a hesperidina isolada
na dose de 40 mg.

A hesperidina (20 mg) isoladamente aumentou em 12% o colesterol;
quando associada com a curcumina, ambas a 20 mg, reduziu em 24%.

A homeostase do colesterol € muito importante para a prevencéao de
doencas cardiovasculares. Geralmente, as concentracdes plasmaticas sao
reguladas pela biossintese de colesterol, remocao do colesterol circulante,
absorcéo do colesterol da dieta e de sua excrecgao pela bile e fezes (LEE et
al., 2003).
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Tabela 2 — Médias de colesterol total (mg/dL), em soro sanguineo de
coelhos machos avaliados apés 30dias em diferentes
tratamentos, e seus respectivos percentuais de variacdo em
relacdo ao grupo (G2) com hiperlipidemia induzida por colesterol
(C) e acido colico (AC). Vigcosa, Minas Gerais, 2008

Grupos e Tratamentos Colesterol (mg/dL) % Variacao
G2 racao + colesterol (C) e acido célico (AC) 2.020,67 a 0
G1- racéao (R) 101,27 b -95
G3 racdo + C + AC + atorvastatina 1.283,91 b -36
G4 R + C + AC + curcumina (CUR) 20 mg 1.017,45b -50
G5 R + C + AC + curcumina (CUR) 40 mg 957,78 b -53
G6R + C + AC + CUR (20 mg) + HES (20 mg) 1.533,98 b -24
G7R +C + AC + CUR (40 mg) + HES (40 mg) 1.839,72 a -9
G8 R + C + AC + hesperidina (HES) 20 mg 2.267,99 b +12
G9 R + C + AC + hesperidina (HES) 40 mg 1.768,79 b -12
G10 R + C + AC + oxy free 2.062,91 a +2
G11 R + C + AC + citopropolis 1.900,95 a -6

Letras iguais equivalem a tratamentos ndo diferentes do doente pelo teste de Dunnett a
5% de significancia.

As duas enzimas que estdo diretamente envolvidas na regulacdo do
metabolismo de colesterol s&do: a 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A
redutase (HMG-CoA redutase), enzima limitante na via da biossintese do
colesterol, e a acil coenzima A colesterol aciltransferase (ACAT), uma
enzima que esterifica o colesterol nos tecidos, incluindo o figado e o
intestino delgado, contribuindo com a secre¢ao hepatica de VLDL. Assim, a
reducdo da sintese de colesterol pela inibicado da HMG-CoA redutase
reduzira o colesterol plasmatico, e uma reducdo na atividade da ACAT
poderd diminuir a secrecao da VLDL no figado (CARR et al., 1992); isso
podera contribuir com uma menor incidéncia de doencas cardio-vasculares,
devido a presenga reduzida do colesterol esterificado nas lesdes
aterosclerdticas.

A atorvastatina foi utilizada por ser um dos medicamentos prescritos
em desordens lipidicas. Esses agentes sao inibidores competitivos da 3-
hidroxi-3-metilglutaril coezima A redutase (HMG-CoA redutase), enzima

que catalisa, de forma precoce e limitante, a sintese de colesterol hepético

58



(BROWN; GOLDSTEIN, 1998). Sua inibicdo reduz o conteudo intracelular
de colesterol e, como consequéncia, ha aumento do numero de receptores
de LDL nos hepatécitos, que entdao removem mais VLDL, IDL e LDL da
circulagédo para repor o colesterol intracelular. Esse medicamento reduz o
LDL-c de 15% a 55% em adultos e os triacilglicerdis de 7 a 28% e eleva o
HDL-c de 2% a 10% (IV DIRETRIZES..., 2007). No experimento, a reducao
do colesterol foi de 36% no grupo que recebeu a atorvastatina; o HDL-c foi
aumentado em 5% e os trialcilglicerois reduzidos em 59%, coincidindo com
a literatura.

Flavonoides derivados de frutas citricas exercem diversas funcdes
bioldgicas, incluindo efeitos preventivos e terapéuticos para varias
doencas. A hesperetina e a naringerina inibem a secrecdo da apo B do
hepatécito via reducédo da expressao e da atividade da ACAT-2 (colesterol
acil transferase) e MTP (proteina transferidora de triacilglicerol
microssomal) (WILCOX et al., 2001). A hesperetina reduz a biodisponibilidade
de lipidios, afetando lipoproteinas que contém apo B, como LDL, por: a)
reducao da atividade de ACAT 1 e ACAT 2; b) diminuicao da expressao da
ACAT 2; c¢) redugéo da atividade da MTP, junto com o aumento do receptor
do LDL. Isso explica o efeito hipocolestero-lemiante dos flavonoides
citricos. E importante lembrar também que o LDL contém 1.000 moléculas de
éster de colesterol. A enzima que faz a esterificacdo do colesterol chama-se
colesterol aciltransferase, que € inibida por hesperetina.

Foram testados por Bok et al. (1999) os efeitos do extrato da casca
de mexerica e uma mistura de dois flavonoides (hesperidina + naringina),
extraidos de frutas citricas, sobre o colesterol sanguineo em ratos
alimentados com dieta rica em colesterol, suplementados com extrato da
casca de mexerica ou uma mistura de naringina e hesperidina na dose de
0,5 g/100 g. Foi observado que o extrato da casca de mexerica e a mistura
dos dois flavonoides abaixaram significativamente os niveis de colesterol
no plasma, colesterol hepatico e triacilglicerol hepatico. Hisatomi et al.
(1995) e Monforte et al. (1995) também reportaram efeito
hipocolesterolemiante da hesperidina e hesperetina em ratos alimentados
com dieta hipercolestero-lémica.
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Morin et al. (2008) relataram mecanismos de acéo para flavonoides
hesperetina e nobiletina. De acordo com seus estudos, a hesperetina na
dose de 200 umol/L provocou aumento nos niveis de RNA mensageiro,
responsaveis pela sintese do gene do receptor de LDL.

A hesperetina age vias elementos regulatérios de esterdis (SREBP)
para sintese do receptor de LDL e tem papel crucial na regido de
expressdo do gene porque uma mutacdo neste sitio atenua fortemente a
inducdo em uma resposta a hesperetina. O gene responsavel pela sintese
do receptor de LDL é um alvo positivo para fatores de transcricdo. Varios
flavonoides aumentam a sintese dessas proteinas (SREBP). O LDL, por
ser a lipoproteina que transporta colesterol da circulagcdo para os tecidos
periféricos, precisa ser reduzido na circulagdo. Quando aumenta a sintese
de receptores, ele é captado e diminui na circulacao.

Liu et al. (2008) mostraram os efeitos da naringenina e hesperidina
na producédo de o6xido nitrico por células endoteliais. Nesse trabalho, o
autor relata que alguns flavonoides podem ligar-se a receptores de
estrogénio, o qual tem sido considerado por ter um papel importante nas
desordens cardiovasculares. Recentes evidéncias sugerem que as acodes
vasculares do estrogénio sdo mediadas por super-regulacao do Oxido
nitrico por células endoteliais vasculares. O 6xido nitrico, por sua vez,
exerce importante papel na regulacdo da pressao sanguinea, agregacao
plaquetaria, adesao de leucécitos, migracao e proliferacao de células do
musculo liso. Em lesdes ateroscleréticas, a funcdo regulatéria do
relaxamento dependente do endotélio € imperfeita e estd ligada a um
decréscimo da producao do 6xido nitrico derivado do endotélio.

Apesar de varios autores relatarem diversos mecanismos de agao
dos flavonoides sobre a homeostase do colesterol, ainda néo esta claro se
todos os flavonoides derivados naturais exercem essas propriedades e a
dose ideal recomendada para esses efeitos benéficos. Isso, de certa forma,
explica a acdo da hesperidina neste experimento: na dose isolada de
20 mg ela aumentou em 12% o colesterol e, na dose de 40 mg, reduziu em
12%. Sabe-se que todo fitoterapico € dose-dependente.

Em relagdo a curcumina, os resultados mostraram reducao

significativa do colesterol sanguineo dos grupos tratados em relacdo ao
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grupo controle (Tabela2). O resultado encontrado coincide com o0s
apresentados por Ramirez-Tortosa et al. (1999), onde coelhos machos
foram divididos em trés grupos: dois receberam durante sete semanas
extrato de curcumina em dose de 1,66 mg/kg de peso corporal, e 0 outro,
3,2 mg/kg de peso corporal; e o outro serviu como controle. Ambas as
doses reduziram os niveis de colesterol total no plasma, em relacdo ao
controle, em 57%.

Silva et al. (2008) avaliaram o efeito da curcumina na redugéo dos
lipidios sanguineos em pintos hipercolesterolémicos. A cudrcuma, na
dosagem de 20 mg, o que equivale a aproximadamente 7 mg/kg, reduziu
em 57% os niveis de colesterol em relacdo ao grupo controle. Resultados
semelhantes foram obtidos por Arafa (2005), que conduziu experimentacao
em 30 ratos albinos. Os animais foram divididos em trés grupos de dez
cada um, sendo um grupo controle, outro com dieta com alto teor de
colesterol e o outro com a mesma dieta suplementada com 0,5% w/w de
curcumina durante sete dias consecutivos (1 mL100g"). A dieta
enriquecida com curcumina reduziu o colesterol total em 21% e aumentou
o HDL-c em 50%.

A curcumina também reduziu os niveis de colesterol em ratos
alimentados com dieta hipercolesterolemiante, de acordo com o estudo
desenvolvido por Manjunatha e Srinivasan (2007), em que 0s animais
alimentados com dieta rica em gordura e tratados com curcumina a 0,2%
tiveram reducao significativa de 12% no colesterol sanguineo em
comparacdo com o grupo controle, que recebeu somente dieta rica em
gordura. Contudo, o colesterol e os fosfolipidios hepaticos nao foram
afetados pela curcumina, o que pode sugerir que a reducao dos niveis
sanguineos de colesterol foi obtida por outras vias metabdlicas.

Segundo Arafa (2005), 0s mecanismos de acao
hipocolesterolemiante da curcumina sado obscuros, porém esse autor
sugere que ela atua inibindo a absor¢ao do colesterol dietético e nao na
sintese, uma vez que a concentracdo de curcumina nas fezes € muito
maior do que no sangue, devido a baixa absor¢cao. Também Manjunatha e
Srinivasan (2007) testaram o efeito da curcumina na colesterolemia de

ratos alimentados com ragcdo e ndo observaram modificacdo significativa
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nos niveis séricos de colesterol em comparacdo com o grupo que recebeu
somente ragao, o que pode também colaborar com essa teoria.

Estudo em humanos (n = 36) ndo comprovou efeito da curcumina em
diminuir o colesterol, quando alimentados com dieta normolipidica e 1 g/dia
ou 4 g/dia de curcumina ou placebo (BAUM et al., 2007). A concentracao
de colesterol foi positivamente correlacionada com a dose de curcumina no
soro, 0 que sugeriu que a curcumina pode elevar o colesterol e nao
diminui-lo (apesar de ter ocorrido aumento na fracdo HDL), porém o préprio
autor considerou um n pequeno, tendo em vista as variagées individuais de
absorcdo e também a alta dosagem, comparada com a de outros estudos.
Outro estudo em humanos ndo comprovou esses dados (SONI; KUTTAN,
1992).

Ramirez-Tortosa et al. (1998) relataram que o extrato da curcuma
aumentou in vitro a resisténcia a oxidacdo da LDL de humanos. Quando
LDL foi submetido ao CuSO, para a oxidacdo, a adicao desse extrato
aumentou a fase (lag phase) e diminuiu a formacéo de dienos conjugados,
porque este extrato interrompeu o processso de oxidacgao inicial. Em outro
estudo em coelhos, os resultados indicaram que administragdo oral de
extrato hidroalcodlico de curcuma, na dose de 1,6 mg/kg peso, reduziu a
suscetibilidade da LDL a peroxidagcdo lipidica em um modelo de
aterosclerose experimental (RAMIREZ-TORTOSA et al., 1999).

A oxidacdo da LDL e os processos oxidativos em geral
desempenham um importante papel na patogénese da aterosclerose. De
fato, estudos in vitro tém identificado que a LDL oxidada é um agente
aterogénico (RAMIREZ-TORTOSA et al., 1999). A LDL oxidada exerce uma
magnitude de efeitos potencialmente aterogénicos in vivo e in vitro, e
particulas de LDL, modificadas pela oxidacao, tém sido isoladas de lesées
ateroscleréticas (STEINBERG et al., 1989; WITZTUM; STEINBERG, 1991).
As trés maiores células da parede arterial, isto é, células endoteliais,
monaocitos/macrofagos e células musculares lisas, sdo capazes de
modificar a LDL pela oxidacdo. Tem sido reportado que a modificacao
oxidativa da LDL no macréfago ocorre independentemente da ligacao no
receptor de LDL. Assim, a LDL oxidada pode ser proaterogénica por

diferentes mecanismos: aumento na captacao por macréfagos, levando ao
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aumento de colesterol esterificado e a formacédo de células espumosas;
acao quimiotatica sobre mondcitos e linfocitos T; e acgdes citotdxicas e
alteracdes adversas na via de coagulacdo, mais especificamente na
agregacao plaquetaria (REAVEN; WITZTUM, 1995). Os resultados dos
estudos permitem sugerir que os efeitos do curcumina sao dependentes da
dose administrada.

Os niveis de enzimas antioxidantes, que constituem a defesa
principal contra a espécie reativa de oxigénio, desempenham um papel
significativo no controle da peroxidacéao lipidica e na protecao da oxidacao
da LDL-colesterol. Estudos tém demonstrado que a atividade das enzimas
antioxidantes glutationa transferase sérica, glutationa redutase e glutationa
peroxidase € mais alta em consequéncia do consumo de curcumina.

A glutationa hepética foi aumentada pela dieta contendo curcumina
em animais alimentados com dieta rica em gordura em 22%
(MANJUNATHA; SRINIVASAN, 2007). Também houve redugao do perdxido
de lipidio hepatico em 23%. Um aumento semelhante na glutationa
peroxidase hepatica também ocorreu em ratos alimentados com dieta rica
em gordura e que consumiram 1% de curcumina (REDDY; LOKESH, 1994).
Outros estudos tém demonstrado que a curcumina causa aumento na
atividade da glutationa transferase no figado do roedor, o que pode
contribuir para as propriedades anti-inflamatérias (PIPER et al., 1998), e
também aumenta significativamente as atividades da glutationa peroxidase,
glutationa redutase e catalase no figado (IGBAL et al., 2003).

O Grafico 1 mostra as variacdbes em porcentagem dos niveis de
colesterol no soro sanguineo dos coelhos, de acordo com 0S grupos
formados, em comparagcédo com o grupo G2.

De acordo com a Tabela 3, observa-se que a hesperidina (40 mg) foi
o melhor tratamento, uma vez que aumentou o pardmetro HDL-colesterol
em 8% em 30 dias de tratamento e reduziu o colesterol total em 12%. Isso
€ importante, visto que a lipoproteina HDL transporta colesterol da circulagao
para o figado, onde ele é metabolizado. Ja a curcumina, a 20 mg, provocou
reducdo do HDL em 36% em 30 dias, e na dose de 40 mg, reducao de 1%.
Portanto, na dose de 40 mg houve efeito melhor e a hesperidina a 40 mg
provocou melhor resposta do que a atorvastatina calcica.
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Grafico 1 — Percentuais de variacdo de colesterol total em relagcdo ao G2
com hiperlipidemia induzida por colesterol (C) e acido célico
(AC).

Tabela 3 — Médias de colesterol-HDL (mg/dL), em soro sanguineo de
coelhos machos avaliados apdés 30dias em diferentes
tratamentos, e seus respectivos percentuais de variagdo em
relacdo ao grupo (G2) com hiperlipidemia induzida por
colesterol (C) e acido colico (AC). Vigosa, Minas Gerais, 2008

Grupos e Tratamentos Colesterol-HDL (mg/dL) % Variacao
G2 racao + colesterol (C) e acido célico (AC) 57,16 a 0
G1 - racao (R) 37,20 b -35
G3 racao + C + AC + atorvastatina 59,80 a +5
G4 R + C + AC + curcumina (CUR) 20 mg 36,86 b -36
G5 R + C + AC + curcumina (CUR) 40 mg 56,55 a -1
G6 R+ C + AC + CUR (20 mg) + HES (20 mg) 49,76 a -13
G7R + C + AC + CUR (40 mg) + HES (40 mg) 43,11 b -25
G8 R + C + AC + hesperidina (HES) 20 mg 52,25 a -9
G9 R + C + AC + hesperidina (HES) 40 mg 61,58 a +8
G10 R + C + AC + oxy free 50,35 a -12
G11 R + C + AC + citopropolis 46,58 b -19

Letras iguais equivalem a tratamentos ndo diferentes do doente pelo teste de Dunnett a
5% de significancia.
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Outros trabalhos ndo encontraram variagcdes na HDL-colesterol nos
grupos tratados com curcumina em relacdo ao grupo controle com dieta
rica em lipidios (MANJUNATHA; SRINIVASAN, 2007; SILVA et al., 2008).

O Grafico 2 mostra as variacdes em porcentagem dos niveis de
HDL-colesterol no soro sanguineo dos coelhos, de acordo com 0S grupos
formados, em comparagédo com o grupo G2.

Em pesquisas anteriores que utilizaram mistura de flavonoides
citricos e extratos de casca de citricos, bem como éter 7-O-cetilico da
naringenina, em ratos alimentados com doses elevadas de colesterol, foi
observado ligeiro aumento nas concentracdes de HDL, comparadas as do
grupo controle (BOK et al., 1999; LEE et al., 2003). Em outros estudos com
flavonoides em coelhos e ratos, os niveis de HDL permaneceram inalterados
(KIRK et al., 1998; LEE et al., 2001; ANILA; VIJAYALAKSHMI, 2001). Esses
estudos utilizaram modelos animais que apresentam diferencas metabdlicas
em relacdo ao perfil lipidico de cobaias, as quais possuem maiores
concentragdes plasmaticas de colesterol-LDL e menores concentragbes de
colesterol-HDL, ao passo que os ratos atingem a maioria do colesterol na
fracdo LDL, e os coelhos, na fragdo VLDL (FERNANDEZ, 2001).
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Grafico 2 — Percentuais de variacao de colesterol-HDL em relacao ao G2
com hiperlipidemia induzida por colesterol (C) e acido célico
(AC).
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A concentracdo total de triacilglicerois foi 53,47% maior nos animais
alimentados com dieta contendo colesterol + acido célico, quando comparada
com O grupo que recebeu apenas racdo. A hipertrigliceridemia produzida
pela dieta rica em colesterol + 4cido cdlico foi significativamente reduzida
(Tabela 4) nos animais tratados com curcumina a 20 e 40 mg, que tiveram
porcentagens de reducdo de 54 e 15% no parametro triacilglicerol,
respectivamente.

Resultados semelhantes também foram obtidos por Manjunatha e
Srinivasan (2007), em que animais alimentados com dieta rica em gordura
tiveram aumento de 63% no perfil de TG, enquanto o grupo tratado com
curcumina apresentaram reducdao de 20%. Quando a curcumina foi
associada com a capsaicina a reducao foi menor, de 12%, demonstrando
que nao houve sinergismo de acdo. Também nesse estudo, os TG
hepaticos mostraram reducao de 38% no grupo que recebeu curcumina, o
que pode sugerir que o mecanismo de acao hipotrigliceridemiante da curcumina
seja em nivel hepético.

Os triacilglicerdis sao sintetizados no figado e no intestino e incorporados
nas lipoproteinas, VLDL e quilomicrons, respectivamente. O quilomicron e
a VLDL sofrem rapido metabolismo via acdo da lipase lipoproteica, lipase
hepatica e da proteina transferidora de éster. Qualquer perturbacao que
provoque a sintese aumentada de quilomicrons e/ou VLDL, ou diminuigéo
do metabolismo, causara elevacao dos triacilgliceréis no soro. No caso, a
adicao de colesterol + acido célico nas dietas pode ser a responséavel pela
elevacdao dos triacilglicerbéis no grupo controle, que foi atenuada pela
adicdo dos constituintes pesquisados, conforme mostrado no Grafico 3.

A hipertrigliceridemia é correlacionada com um risco aumentado de
doenca cardiovascular e € independente de niveis de colesterol sanguineo,
como sugerido por alguns estudos. A eficacia anti-hipertrigliceridémica da
curcumina também foi evidenciada em outro estudo, em ratos alimentados
com dieta rica em gordura; essa influéncia resultou na modificagdo do perfil
lipidico na membrana dos eritrocitos (KEMPAIAH; SRINIVASAN, 2006).
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Tabela 4 — Médias de triacilgliceréis (mg/dL), em soro sanguineo de
coelhos machos avaliados apdés 30dias em diferentes
tratamentos, e seus respectivos percentuais de variacdo em
relacdo ao grupo (G2) com hiperlipidemia induzida por colesterol
(C) e acido colico (AC). Vicosa, Minas Gerais, 2008

Grupos e Tratamentos Triacilglicerois (mg/dL) % Variacao
G2 racao + colesterol e acido célico 129,12 a 0
G1 - racao (R) 84,13 b -35
G3 racdo + C + AC. C + atorvastatina 52,78 b -59
G4 R + AC. C + curcumina (CUR) 20 mg 58,75 b -54
G5 R + C. + AC. C. + curcumina (CUR) 40 mg 109,90 b -15
G6 R+ C + AC + CUR (20 mg) + HES (20 mg) 82,36 b -36
G7R + C + AC + CUR (40 mg) + HES (40 mg) 74,55 b -42
G8 R + C + AC + hesperidina (HES) 20 mg 73,93 b -43
G9 R + C + AC + hesperidina (HES) 40 mg 64,68 b -50
G10 R + C + AC + oxy free 138,38 a +7
G11 R + C + AC + citopropolis 92,38 b -28

Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes do doente pelo teste de Dunnett a
5% de significancia.

A acao hipocolesterolemiante e hipotrigliceridemiante da curcumina
(0,5%) foi também evidenciada em ratos com diabetes induzida por
streptozotocina (BABU; SRINIVASAN, 1997). Tem sido reportada atividade
hipotrigliceridémica da curcumina, capsaicina e acido garlico (SRINIVASAN
et al., 2004).

Silva et al. (2008) relataram reducdo de 92% dos niveis de
triacilglicerdis em pintos hipercolesterolémicos, alimentados com dieta contendo
20 mg de curcuma.

Fujiwara et al. (2008) relataram os efeitos da curcumina sobre a
gliconeogénese e a glicogendlise. Verificou-se que a curcumina a 25
umolar provocou efeito inibitorio aditivo com a insulina na gliconeogénese
e na glicogendlise. Esses resultados indicaram que a curcumina inibe a
producdo de glicose hepatica de modo insulino-dependente. As enzimas
glicose-6-fosfatase
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hepatica (G6Pase) e fosfoenolpiruvato carboxinase (PEPCK) tiveram
sua atividade reduzida em 30%. Também foi observado que a 25 umolar a
curcumina provocou aumento na atividade e na fosforilagdo da AMP quinase o-
Thr'72. Assim o efeito antidiabético da curcumina pode estar relacionado a
reducdo na producdo de glicose hepatica causada por ativacao da AMP
quinase e inibicdo da G6Phase e da PEPCK.

Uma redugao na glicose é importante, visto que esta é influenciada
pela insulina e captada pelo tecido adiposo, onde ocorre intensa sintese de
TG. Logo, a reduzicdo da glicose ajuda a reduzir TG.

Ja o grupo 3, tratado com atorvastatina calcica, mostrou reducao de
59%. Também o grupo tratado com hesperidina teve excelente reducao de
50% na dose de 40 mg. As associag¢des curcumina e hesperidina tiveram
uma reducdo menor que as citadas, porém significativa, de 36 e 42%, nas
doses de 20 e 40 mg, respectivamente. Na dose de 40 mg a associacao entre
hesperidina e curcumina foi mais eficaz do que na dose isolada de

curcumina a 40 mg, demonstrando um sinergismo de acdo entre os dois

compostos.
40 7
20 -
it
0
0 T T T T T T T T T ,—‘ 1
G2 G1 G3 G4 |§| G7| G10 11
20 - -15
e 28
-40 -35 .36
-42 -43
=T -50
¥ = 54
60 59
-80
-100

Grafico 3 — Percentuais de variagcao de triacilgliceréis em relacdo ao G2
com hiperlipidemia induzida por colestrol (C) e acido célico
(AC).
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De acordo com Cha et al. (2001), a administracdo de hesperidina
parece nao influenciar a atividade de enzimas hepaticas envolvidas na sintese
de triacilgliceréis, como a fosfo-hidrolase fosfatideo (PAP), porém parece
afetar o conteudo de triacilglicerbéis no figado. Tem sido sugerido que o
PAP microssomal é uma enzima que na forma ativa participa da sintese de
triacilglicerdis. Outro possivel mecanismo da hesperetina para reduzir TG seria a
inibicado da sintese de acidos graxos, alteracao de enzimas que geram NADPH,
alteracao na atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase e de enzimas malicas.

Estudos desenvolvidos por Choi et al. (1991) mostraram que a
administragcédo de formas glicosiladas de naringenina e hesperetina resultou
numa significativa reducdo de triacilgliceréis e colesterol no plasma de
ratos hiperlipidémicos.

O citoprépolis apresentou reducédo de 28% nos triacilgliceréis, o que
em um més é um bom resultado.

Como o figado desempenha papel importante no metabolismo de
lipidios e colesterol, os estudos devem ser focados na acdo dos compostos
ativos sobre ele. Por isso, foram determinados o ferro, o TGO, o TGP, a
fosfatase alcalina e Gama GT, com objetivo de pesquisar danos hepaticos
dos flavonoides (hesperedina) e do corante natural curcumina, ou a
associagao dos dois, além do oxi free e do citoprépolis.

De acordo com os resultados obtidos (Tabela 5), o grupo tratado
com curcumina (40 mg) + hesperidina (40 mg) foi o que mais influenciou a
reducao do ferro (-49%). O grupo 4, tratado com curcumina, provocou
aumento de 28% nesse parametro (Grafico 4).

O ferro representa o metal de transicdo mais importante e
abundante do organismo humano. E essencial & sintese de hemoglobina,
cumprindo sua funcdo de transporte de oxigénio dos pulmdes para os
tecidos, e de mioglobina, como forma de estoque e de transportador de
oxigénio nos musculos. O ferro também estad envolvido em reagdes de
transporte de elétrons, através do sistema citocromo, e é parte integrante
de metaloenzimas envolvidas em importantes reacdes enzimaticas
(oxidases, proteinas Fe-sulfuradas, redutases, peroxidases). O ferro
sérico encontra-se elevado nas anemias sideroblasticas, anemias

hemoliticas, anemias hereditarias, hepatite aguda e moléstias crénicas do
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figado. Baixos niveis de ferro sdo encontrados nas infec¢cées cronicas,
neoplasias, parasitoses e deficiéncias alimentares.

O figado desempenha um papel fundamental, sintetizando a
transferrina, que é a maior proteina transportadora de ferro. Logo, se
houver lesdao no figado, havera comprometimento no transporte de ferro
para os tecidos-alvo, ficando o ferro livre no plasma. No experimento, nao
houve elevagao dos niveis de ferro dos animais, a excecao do grupo 4.

Estudos atuais indicam que muitas doencas crénicas, incluindo CVD,
e pelo menos algumas formas de cancer sao iniciadas por oxidacao de
radicais livres dos lipidios, dos acidos nucleicos ou das proteinas. Por
exemplo, atualmente suspeita-se que 0 mecanismo subjacente ao
desenvolvimento da aterosclerose seja medido por componentes de
radicais livres de espécies reativas de oxidacdo (ERO). Esses produtos
incluem o radical superéxido, o radical hidroxil (OH) e o peroxido de
hidrogénio (H2.02) (COSTA, 2008).

Tabela 5 — Médias de ferro (mg/dL), em soro sanguineo de coelhos
machos avaliados apo6s 30 dias em diferentes tratamentos, e
seus respectivos percentuais de variagao em relacdo ao grupo
(G2) com hiperlipidemia induzida por colesterol (C) e &cido
céblico (AC). Vicosa, Minas Gerais, 2008

Grupos e Tratamentos Ferro % Variacao
G2 racao + colesterol e acido cdlico 208,41 a 0
G1-racao (R) 325,21 b +56
G3 racao + C + AC. C + atorvastatina 193,90 a -7
G4 R + AC. C + curcumina (CUR) 20 mg 266,91 b +28
G5 R + C. + AC. C. + curcumina (CUR) 40 mg 147,73 b -29
G6 R+ C + AC + CUR (20 mg) + HES (20 mg) 216,08 a +4
G7R + C + AC + CUR (40 mg) + HES (40 mg) 105,38 b -49
G8 R + C + AC + hesperidina (HES) 20 mg 175,03 b -16
G9 R + C + AC + hesperidina (HES) 40 mg 181,72 b -13
G10 R + C + AC + oxy free 166,23 b -20
G11 R + C + AC + citoprdpolis 130,86 b -37

Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes do doente pelo teste de Dunnett a
5% de significancia.
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Grafico 4 — Percentuais de variacdo de ferro em relacdo ao G2 com
hiperlipidemia induzida por colesterol (C) e acido célico (AC).

A formacéo de ERO é algumas vezes, mas nao sempre, mediada por
certos oligoelementos essenciais (como por exemplo, o ferro); uma vez
formadas, as EROs reagem com acidos graxos insaturados localizados em
LDL, criando per6xidos lipidicos, outras espécies de radicais livres. Como
todos os radicais livres, os peréxidos lipidicos iniciam a oxidacdo de outros
compostos, incluindo as proteinas presentes nas lipoproteinas
(apoproteinas). Isso leva a formacao de produtos radicais livres por toda a
particula ampla e heterogénea da lipoproteina. Células associadas com a
parede arterial ingerem as lipoproteinas oxidadas resultantes. Uma vez
presente nessas células, o metabolismo posterior desse complexo
modificado parece nao ocorrer. Ap6s algum tempo, outras respostas
fisiopatolégicas estabilizam a lipoproteina oxidada depositada como placa
aterosclerética (COSTA, 2008). Logo, excesso de ferro no sangue nao é
uma situacao desejavel nesse experimento.

Pesquisas realizadas por Messner et al. (2009) mostraram que a
curcumina reduz os efeitos toxicos de ferro em células epiteliais do figado.
Altas doses do ion Fe podem causar toxicidade hepatica, aumento do risco
de faléncia do figado ou carcinomas hepatocelulares em humanos. A
curcumina (diferuloilmetano) pode ser consumida em altas doses, por ter
baixa toxicidade (12 g/dia em humanos). Uma dose de 4 g de curcumina
pode ligar-se a 600 mg do ion Fe, o que corresponde aproximadamente a
15% do total do ion Fe no corpo humano.
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No experimento, na dose de 40 mg houve maior reducdo do ion
ferro. Mesmo no grupo com 20 mg de curcumina o conteudo de ferro foi
menor do que o do grupo normal; talvez isso possa ser explicado pelo fato
de a complexacao (curcumina + ferro) ser dose dependente.

Pelo resultado, observou-se que o consumo de alimentos contendo
curcumina € ao mesmo tempo sucos citricos, que contém hesperidina,
pode aumentar o sequestro de ferro, o que é um dado importante para os
profissionais de saude, uma vez que a anemia ferropriva € um problema de
saude publica no Brasil; embora os sucos citricos contenham vitamina C,
também interferiram na absorcao positiva do ferro.

Também é conhecido que alguns flavonoides quelam com o ferro,
removendo assim o fator causal do desenvolvimento de radicais livres, pois
o ferro, na presenca de espécies reativas de oxigénio, causa peroxidacao
lipidica. Segundo Ferrali et al. (1997), a quercetina apresentou propriedades
quelantes e estabilizantes do ferro.

De acordo com a Tabela 6, observou-se que todos os grupos
tratados aumentaram o parametro TGO. Embora tenha ocorrido esse
aumento, ele ainda foi inferior ao do grupo normal, que teve uma atividade
de 112% em relacdo ao G2. O grupo G2 hipercolesterolémico mostrou
reducao na atividade de TGO, apresentando 34,43 Ul/mL. O grupo tratado
com oxy free foi 0 que mais aumentou o pardmetro TGO: 94% (Grafico 5).

A acgdo toxica é caracterizada quando a atividade aumenta acima do
valor normal, porém, se a atividade for muito baixa, também &
caracterizada a hepatotoxidade. Esses resultados ndo caracterizam efeitos
toxicolégicos dos grupos tratados (G3 a G11).

Na Tabela 7, todos os tratamentos aumentaram a atividade de TGP;
0 grupo 4 aumentou em 77%. No entanto, todas as alteracbées na atividade
de TGP em todos os tratamentos ainda foram inferiores as do grupo
normal. O G2 hipercolesterolémico teve reducido de 257% em relacao ao
grupo G1 (Grafico 6).

Por serem enzimas intracelulares, em geral os niveis séricos de TGO
ou AST e TGP ou ALT sao muito baixos. Qualquer destruicdo significativa
do tecido da origem a niveis elevados de transaminase sérica. Ha

alteracdes dos niveis séricos de TGO e TGP em algumas doengas hepaticas.

72



Tabela 6 — Médias de TGO (UlI/mL), em soro sanguineo de coelhos machos
avaliados apo6s 30 dias em diferentes tratamentos, e seus
respectivos percentuais de variagdo em relagdo ao grupo (G2)
com hiperlipidemia induzida por colesterol (C) e acido célico
(AC). Vigosa, Minas Gerais, 2008

Grupos e Tratamentos TGO (Ul/mL) % Variacao
G2 racao + colesterol e acido cdlico 34,43 a 0
G1 - ragado (R) 73,16 b +112
G3 racao + C + AC. C + atorvastatina 54,50 b +58
G4 R + AC. C + curcumina (CUR) 20 mg 62,91 b +83
G5 R + C. + AC. C. + curcumina (CUR) 40 mg 62,63 b +82
G6R + C + AC + CUR (20 mg) + HES (20 mg) 49,16 b +43
G7R + C + AC + CUR (40 mg) + HES (40 mg) 57,50 b +67
G8 R + C + AC + hesperidina (HES) 20 mg 54,00 b +57
G9 R + C + AC + hesperidina (HES) 40 mg 60,50 b +76
G10 R + C + AC + oxy free 66,83 b +94
G11 R + C + AC + citopropolis 57,33 b +67

Letras iguais equivalem a tratamentos ndo diferentes do doente pelo teste de Dunnett a
5% de significancia.
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Grafico 5 — Percentuais de variacao de TGO (Ul/dL) em relacdo ao G2 com
hiperlipidemia induzida por colesterol (C) e acido célico (AC).
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Tabela 7 — Médias de TGP (UlI/mL), em soro sanguineo de coelhos machos
avaliados ap6s 30 dias em diferentes tratamentos, e seus
respectivos percentuais de variacdo em relacdao ao grupo (G2)
com hiperlipidemia induzida por colesterol (C) e acido célico
(AC). Vigosa, Minas Gerais, 2008

Grupos e Tratamentos TGP (Ul/mL) % Variacao
G2 Racao + colesterol e acido célico 40,10 a 0
G1- Ragéao (R) 143,00 b +257
G3 racdo + C + AC. C. + atorvastatina 66,50 b +66
G4 R + AC. C + curcumina (CUR) 20 mg 70,83 b +77
G5 R + C. + AC. C. + curcumina (CUR) 40 mg 57,16 b +43
G6R + C + AC + CUR (20 mg) + HES (20 mg) 42,83 a +7
G7R +C + AC + CUR (40 mg) + HES (40 mg) 52,16 a +30
G8 R + C + AC + hesperidina (HES) 20 mg 43,00 a +7
G9 R + C + AC + hesperidina (HES) 40 mg 58,50 b +46
G10 R + C + AC + oxy free 60,33 b +50
G11 R + C + AC + citopropolis 49,16 a +23

Letras iguais equivalem a tratamentos ndo diferentes do doente pelo teste de Dunnett a 5% de
significancia.
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Grafico 6 — Percentuais de variacdo de TGP (Ul/dL) em relagdo ao G2 com
hiperlipidemia induzida por colesterol (C) e acido célico (AC).
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A disponibilidade de kits comerciais preparados tem tornado a prova
da TGP ou ALT um procedimento amplamente aceito para deteccado de
hepato-patias celulares (COLES, 1984).

A ALT ou TGP é uma enzima que catalisa a transferéncia do grupamento
amina de um aminodacido para um cetoacido (MEYER et al., 1995).

A AST ou TGO é uma enzima que catalisa a transaminacao reversivel
da L-aspartato e 2-cetoglutarato a oxalacetato e glutamato (CARLSON,
1993). Suas mais elevadas concentracées estdo localizadas nas células
musculares esqueléticas e nos hepatécitos (MEYER et al., 1995).

Baum et al. (2007), com o objetivo de verificar a seguranca na
administracdo de curcumina a humanos, nas doses de 1 e 4 g/dia por seis
meses, verificaram no soro dos voluntarios os niveis de sédio, potassio,
ureia, creatinina, proteina, albumina, bilirrubina, fosfatase alcalina e
alanina aminotransferase (ALT/GPT). Somente a ALT/GPT se diferenciou
entre grupos de dose por ANOVA em p < 0,05 (base, p = 0,008; um més,
p = 0,04; seis meses, p = 0,06). A diferenca maior foi no grupo que recebeu
1 g/dia. Os niveis de ALT/GPT foram de 16,8 para o grupo de placebo,
24,6 para 1 g/dia de curcumina e 16,5 para o grupo que recebeu 4 g/dia de
curcumina.

Subudhi et al. (2009) realizaram uma pesquisa sobre a suplementacao
de curcumina e vitamina E e seus efeitos em restaurar a histoarquitetura
hepatica em ratos com hipotireoidismo. A vitamina E foi utilizada como
suplementacdo, uma vez que no hipotireoidismo ela esta deficiente. O
horménio da tireoide aumenta o metabolismo e nesse estudo observou-se
que o tratamento com curcumina e vitamina E resultou em aumento na
atividade da TGP nos ratos com hipotireoidismo. Esse estudo também
demonstrou que os animais tratados melhoraram a histoarquitetura
hepatica, assemelhando-se ao animal normal. Como o figado é o 6rgéao
central do metabolismo, esses resultados sdo muito importantes.

Ansari et al. (2007) estudaram o efeito do pré-tratamento oral com
curcumina (200 mg/kg) na inducdo de injuria de miocardio em ratos
tratados com isoproterenol. O uso de curcumina por 20 dias de pré-
tratamento em ratos tratados com isoproterenol diminuiu significativamente

(p < 0,01) os niveis séricos de lactato desidrogenase, creatina quinase,
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aspartato transaminase, alanina transaminase e niveis de peréxidos do
miocardio e aumentou os niveis de antioxidantes endégenos do miocardio
(superéxido dismutase, catalase e glutationa), quando comparados com
ratos controles.

A hesperidina, flavona glicosilada, possui atividades antioxidante,
antibacteriana, anti-inflamatéria e efeito anti-hepatotoxico, prevenindo os
efeitos citotoxicos provocados por o6xido nitrico, radicais livres e
lipopolissaca-rideos, segundo dados obtidos por Kaur et al. (2006), que
usaram os lipopolissa-carideos para induzir hepatotoxidade, na dose de
1 mg/kg peso via intraperito-nial. Os niveis séricos de ALT e AST foram
aumentados, demonstrando o dano hepatico, porém a hesperidina
decresceu a elevacao dos niveis de ALT e AST. A hesperidina, por si s0,
nao afetou o AST ou ALT.

De acordo com a Tabela 8, observa-se que a curcumina a 20 mg

reduziu em 35% a atividade da fosfatase alcalina.

Tabela 8 — Médias de fosfatase alcalina, em soro sanguineo de coelhos
machos avaliados apo6s 30 dias em diferentes tratamentos, e
seus respectivos percentuais de variagao em relacdo ao grupo
(G2) com hiperlipidemia induzida por colesterol (C) e &cido
célico (AC). Vicosa, Minas Gerais, 2008

Grupos e Tratamentos Fosfatase Alcalina % Variacao
G2 Racéao + colesterol e acido célico 217,16 a 0
G1- RACAO (R) 212,33 a -2
G3 RACAO + C + AC. C + atorvastatina 220,33 a +1
G4 R + AC. C + curcumina (CUR) 20 mg 142,00 b -35
G5 R + C. + AC. C. + curcumina (CUR) 40 mg 173,50 b -20
G6 R+ C + AC + CUR (20 mg) + HES (20 mg) 156,66 b -28
G7R + C + AC + CUR (40 mg) + HES (40 mg) 192,83 a -11
G8 R + C + AC + hesperidina (HES) 20 mg 210,16 a -3
G9 R + C + AC + hesperidina (HES) 40 mg 192,66 a -11
G10 R + C + AC + oxy free 179,00 b -18
G11 R + C + AC + citopropolis 279,16 b +29

Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes do doente pelo teste de Dunnett a
5% de significancia
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A fosfatase alcalina (FA) € uma enzima associada a membrana, que
estd amplamente distribuida no organismo, sendo encontrada em altas
concentragbes nos 0sso0s, na mucosa intestinal, nas células tubulares
renais, no figado e na placenta (COLES, 1984). Segundo Kaneko et al.
(1997), a fosfatase alcalina hidrolisa varios tipos de ésteres de fosfato e
catalisa a desfosforilacdo do ATP. Sua concentracdo enzimatica pode ser
mensurada diretamente como massa, ou indiretamente, pela sua atividade.
A configuracdo tridimensional da enzima é responsavel por sua acao
catalitica especifica, e qualquer alteracdo na sua conformacgao, ocasionada
por fatores como temperatura, pH, concentracdo de proteina e ureia,
resulta em reducdo ou perda de sua atividade.

A elevada atividade sérica da FA geralmente tem origem
hepatobiliar, com excecdo dos animais em crescimento ou pacientes com
doenca 6ssea (MEYER et al., 1995; LIMA; SILVA, 2002). Por outro lado,
valores diminuidos de FA podem ser observados no hipotireocidismo e
desnutri¢cao grave.

As fosfatases sdo hidrolases que catalisam a desfosforilacdo de
monoésteres de fosfatos. Essas enzimas podem ser divididas em trés
grupos: proteinas fosfatases, fosfatases acidas e fosfatases alcalinas
(BERNIER; WANG, 1996; JIA, 1997; AOYAMA et al.,, 2003). Essas
hidrolases estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas
em animais (GRANJEIRO et al., 1997) e vegetais (FERREIRA et al., 1998,
GRANJEIRO et al., 1999).

Estudos citoquimicos revelaram a presenca dessas enzimas em
diferentes locais da célula: nacleo, mitocondrias, membranas, lisossomo,
complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico. Enquanto as fosfatases
acidas apresentam um pH 6timo para catalise em torno de 5,0, as alcalinas
apresentam o pH 6timo ao redor de 9,0. Ambas atuam em substratos de
baixa massa molecular, como, por exemplo, os acucares fosforilados;
entretanto, elas possuem diferentes mecanismos de reacdo e somente as
fosfatases alcalinas necessitam de ions bivalentes, como magnésio,

cobalto ou manganés, para a catalise.
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Grafico 7 — Percentuais de variacao de fosfatase alcalina em relagao ao G2
com hiperlipidemia induzida por colesterol (C) e acido célico
(AC).

Muitas proteinas no organismo — importantes nas catalises enzimaticas,
na regulagdo génica e nos componentes celulares — podem ser degradadas
por oxidacdo e consideradas importantes marcadores biolégicos para a
acao do estresse oxidativo (MINATO et al., 2003). As fosfatases
possivelmente podem ser uma dessas enzimas marcadoras do estresse
oxidativo, principalmente as serina/treonina fosfatases e proteina tirosina
fosfatase. Estas enzimas, por possuirem um grupo sulfidrila no sitio
catalitico suscetivel a acdo de espécies reativas de oxigénio, podem ser
inativadas por oxidacgao irreversivel desses grupos (AOYAMA et al., 2003).

As fosfatases fazem parte de diversos mecanismos de controle
celular e atuam antagonicamente com as proteinas quinases. Estudar o
efeito desses compostos naturais com diferentes efeitos sobre esses
sistemas pode ser uma maneira de compreendé-los e aplica-los no
tratamento de diferentes doencas envolvidas com o desbalanco entre
quinases e fosfatases (CANNONS; SCHWARTZBERG, 2004).

De acordo com os resultados obtidos e apresentados na Tabela 9 e no
Gréfico 8, o grupo 6 (associacao de curcumina a 20 mg + hesperidina a
20 mg) aumentou em 106% a atividade de gama GT. O grupo 5, tratado
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com curcumina 40 mg, aumentou em 54%, e o grupo 8, tratado com
hesperidina a 20 mg, aumentou em 27%; logo, houve sinergismo de adi¢ao
no grupo 6. O citopropolis ndo teve nenhuma alteragcdo na atividade da
enzima, em relagao ao G2.

A gama glutamiltransferase (GGT) € uma enzima de membrana
associada a numerosos tecidos (MEYER et al., 1995), como figado, rins,
pancreas e intestino (TENNANT, 1997). A maior quantidade de GGT
celular esta nas células tubulares renais e no epitélio dos ductos biliares
(KRAMER; HOFFMAN, 1997). Mesmo que a GGT esteja presente em
muitos tecidos, elevagcbes na sua atividade sérica sdo observadas

primariamente em desordens hepaticas (TENNANT, 1997).

Tabela 9 — Médias de GAMA GT, em soro sanguineo de coelhos machos
avaliados ap6s 30 dias em diferentes tratamentos, e seus
respectivos percentuais de variacdo em relacdo ao grupo (G2)
com hiperlipidemia induzida por colesterol (C) e acido célico
(AC). Vigosa, Minas Gerais, 2008

Grupos e Tratamentos Gama GT % Variacao
G2 racao + colesterol e acido célico 9,95 a 0
G1- racéao (R) 12,66 b +27
G3 racao + C + AC. C + atorvastatina 11,38 a +14
G4 R + AC. C + curcumina (CUR) 20 mg 10,16 a +2
G5 R + C. + AC. C. + curcumina (CUR) 40 mg 15,33 b +54
G6R + C + AC + CUR (20 mg) + HES (20 mg) 20,46 b +106
G7R +C + AC + CUR (40 mg) + HES (40 mg) 12,50 b +26
G8 R + C + AC + hesperidina (HES) 20 mg 12,66 b +27
G9 R + C + AC + hesperidina (HES) 40 mg 12,66 b +27
G10 R + C + AC + oxy free 12,33 b +24
G11 R + C + AC + citoprdpolis 9,96 a 0

Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes do doente pelo teste de Dunnett a
% de significancia.
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Gréfico 8 — Percentuais de variacdao de gama GT em relagdao ao G2 com
hiperlipidemia induzida por colesterol (C) e acido colico (AC).
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6. CONCLUSOES

A adicdo de 1% de colesterol cristalino + 0,5% de acido célico foi
eficaz em promover a hipercolesterolemia em coelhos, uma vez que
aumentou acima de 20 vezes o valor do colesterol, em relacdo ao grupo
que recebeu racéo.

A adicdo de curcumina a dieta, nas doses de 20 e 40 mg, reduziu
significativamente o colesterol total em 50 e 53%, respectivamente. Esses
resultados foram os melhores de todos os tratamentos e melhores do que
os do grupo tratado com atorvastatina célcica, que reduziu apenas 36%.
Os niveis de HDL-c foram reduzidos em 36 € 1%, 0 que € um aspecto
positivo para a dosagem de 40 mg, pois reduziu o colesterol total e
praticamente ndo afetou o HDL-c.

A concentracdo total de triacilglicerois foi 53,47% maior nos animais
alimentados com dieta contendo colesterol + acido coélico, quando
comparada com o grupo que recebeu apenas racdo. A hipertrigliceridemia
produzida pela dieta rica em colesterol + acido célico foi significativamente
reduzida nos animais tratados com curcumina a 20 e 40 mg, que tiveram
porcentagens de reducdo de 54 e 15% no parametro triacilglicerol,
respectivamente.

De maneira geral, pode-se observar que a curcumina, em ambas as

doses, apresentou acao farmacoldgica acentuada no metabolismo lipidico
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de coelhos hiperlipidémicos, sem sobretudo causar efeitos de toxidade
aguda, como foi mostrado através das dosagens de TGO, TGP, GAMA GT,
fosfatase alcalina e ferro.

Também o grupo tratado com hesperidina reduziu os niveis de
colesterol em 12% na dose de 40 mg, porém na dose de 20 mg houve
aumento no colesterol total em 12%. Os niveis de HDL-c foram reduzidos
em 9% na dosagem de 20 mg e aumentados em 8% na dosagem de
40 mg.

O grupo tratado com atorvastatina célcica promoveu reducao de 59%
nos niveis de triacilglicerol. Ja o grupo tratado com hesperidina mostrou
reducao de 50 e 43% nas doses de 40 e 20 mg, respectivamente.

Observou-se que a hesperidina (40 mg) foi o melhor tratamento,
visto que aumentou os niveis de HDL-colesterol em 8% em 30 dias de
tratamento e reduziu o colesterol total em 12%. Isso é importante, uma vez
que a lipoproteina HDL transporta colesterol da circulagdo para o figado,
onde o colesterol € metabolizado. A hesperidina a 40 mg também foi mais
eficaz em reduzir os triacilglicerdis, sem sobretudo causar efeitos de
toxidade aguda, como foi mostrado através das dosagens de TGO, TGP,
GAMA GT, fosfatase alcalina e ferro.

Quando se usou a associacao curcumina + hesperidina, verificou-se
reducao de 24% (20 mg) no colesterol total, havendo assim um sinergismo
de adicao em relacdo a hesperidina isolada na dose de 20 mg. Ja a
curcumina + hesperidina na dose de 40 mg reduziu o colesterol total em
9%. Ambas as associac¢des provocaram reducdo do HDL-c em 13 e 25%,
nas doses de 20 e 40 mg, respectivamente.

As associagdes curcumina + hesperidina promoveram reducao
menor do que nas doses isoladas para triacilglicerdis, porém significativa,
de 36 e 42%, nas doses de 20 e 40 mg, respectivamente. Na dose de
40 mg a associagao entre hesperidina + curcumina foi mais eficaz do que
na dose isolada de curcumina a 40 mg, demonstrando um sinergismo de
acao entre os dois compostos.

Em ambas as dosagens e associacbes nao se verificaram efeitos de
toxidade aguda, conforme demonstrado através das dosagens de TGO,
TGP, GAMA GT, fosfatase alcalina e ferro.
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Pode-se concluir que a curcumina e a hesperidina demonstraram
efeitos benéficos no metabolismo de lipidios, porém mais estudos séao
necessarios para que esses compostos sejam usados como suplemento,
principalmente em relacao aos mecanismos de a¢ao, a biodisponibilidade e

a interagdo com outros nutrientes da dieta.
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