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RESUMO

O extrato de sementes de urucum, bastante utilizado como corante de alimentos, tem
sido também descrito pela comunidade cientifica por seu efeito hipocolesterolemiante.
Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar em ratos, os efeitos da administra¢ao
de um extrato oleoso contendo 8% de bixina sobre o perfil lipidico, defesas
antioxidantes e marcadores das fungdes hepaticas e renais. Foram conduzidos trés
experimentos: no primeiro utilizamos ratos machos que recebiam dieta AOAC, no
segundo utilizamos ratos fémea que recebiam dieta AOAC e no terceiro utilizamos ratos
fémea que recebiam dieta AIN-93. Cada experimento teve a duragdo de oito semanas e
em cada um deles foram utilizados 32 ratos Fisher, os quais foram distribuidos em
quatro grupos: grupo controle (C), que recebeu dieta padrao (AOAC ou AIN-93), grupo
H que recebeu dieta hipercolesterolemiante, grupo CBO que recebeu a dieta controle
suplementada com o extrato oleoso de bixina ¢ o grupo HBO que recebeu dieta
hipercolesterolemiante suplementada como o extrato. Apds o periodo experimental,
amostras de sangue e tecido hepatico foram coletadas e as dosagens bioquimicas
realizadas.

Nossos resultados para o primeiro experimento indicaram que a associagdo de bixina a
dieta hipercolesterolemiante reduziu as concentragdes do colesterol total e nao-HDL,
bem como reduziu o indice aterogénico, a quantidade de gordura hepatica e fecal e as
atividades de ALT e AST dos animais do grupo HBO. A associagdo de bixina a dieta
controle elevou as concentragdes do colesterol HDL e reduziu atividade de AST dos
animais do grupo CBO. A bixina exerceu efeito hipotrigliceridémico, reduziu as
concentragdes de uréia e elevou a concentracdo dos grupos sulfidrilas totais e livres,
além de elevar a atividade de ALP.

Os nossos resultados para o segundo experimento indicaram que a associa¢dao de bixina
a dieta hipercolesterolemiante reduziu as concentragdes do colesterol ndo-HDL, o indice
aterogénico, as atividades de ALT e ALP, a quantidade de gordura hepatica, bem como
as concentragdes de colesterol e triacilglicerdis hepaticos e fecais e a concentragcdo de
creatinina dos animais do grupo HBO. Esta mesma associa¢ao elevou as concentragdes
séricas do colesterol HDL e triacilglicerois e as atividades arileterasica e paraoxonase da

PON. A associacdo de bixina a dieta controle elevou a atividade de ALT ¢ a
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concentracdo de uréia e reduziu a concentracdo de creatinina e as atividades
arielesterasica e paraoxonase da PON dos animais do grupo CBO. A bixina exerceu
efeito hipocolesterolémico e elevou a concentragdo de grupos sulfidrilas livres.

No terceiro experimento, os resultados indicaram que a associa¢do de bixina a dieta
hipercolesterolemiante elevou as concentragdes do colesterol total e nao-HDL, elevou o
indice aterogénico, a quantidade de gordura fecal, os triacilglicerois fecais e a atividade
de ALP bem como reduziu a atividade paraoxonase da PON dos animais do grupo
HBO. A associacdo de bixina a dieta controle elevou as concentragdes do colesterol
HDL, dos triacilglicerois hepaticos, dos grupos sulfidrilas livres e a atividade
arielterasasica da PON e reduziu a concentracao sérica de creatinina dos animais do
grupo CBO. A bixina exerceu efeito hipotrigliceridémico e elevou as concentragdes dos
grupos sulfidrilas totais e ligados 4 proteinas.

Nas condi¢gdes ¢ modelos propostos, concluimos que o tratamento com bixina exerceu
efeito hipocolesterolémico nos experimentos 1 e 2 onde a dieta oferecida foi a AOAC.
Por outro lado, observamos que o efeito hipocolesterolemiante induzido por este
tratamento ndo foi observado no experimento 3 com a dieta AIN-93, sugerindo-nos que
variagOes relacionadas a composi¢ao destas dietas possam estar influenciando a atuagao
da bixina sobre o metabolismo lipidico. Os experimentos indicaram ainda resultados
satisfatorios quanto as propriedades antioxidantes da bixina e que as alteragdes dos
marcadores das fungdes hepdtica e renal podem estar relacionados as variagdes

particulares de cada experimento.
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ABSTRACT

The annato seeds extract used as a food colour has also been described by the scientific
community by its hypocholesterolemic effect. Thus this work aimed at assessing in rats
the effect of the administration of an oil extract containing 8% bixin on the lipid profile,
antioxidant defenses and markers of hepatic and renal functions. Three experiments
were conducted: in the first one male rats received the AOAC diet, in the second one
female rats were fed the AOAC diet and in the third one female rats were given the
AIN-93 diet. Each experiment lasted for eight weeks and in each one 32 Fisher rats
were used which were divided into four groups: control (C) that received the standard
diet (AOAC or AIN-93), H that received a hypercholesterolemic diet, CBO was given
the standard diet supplemented with the oil extract of bixin and HBO that received the
hypercholesterolemic diet supplemented with the extract. After the experimental period
samples of blood and hepatic tissue were collected and biochemical determinations
were performed.

Our results for the first experiment indicated that the association of bixin with the
hypercholesterolemic diet reduced the concentrations of total and non-HDL cholesterol
as well as reduced the atherogenic index, the amount of hepatic and fecal fat and the
activities of ALT and AST in the animals of the HBO group. The association of bixin
with the control diet raised the concentration of HDL-cholesterol and reduced the AST
activity in the CBO animals. Bixin exerted a hypotriglyceridemic effect, reduced the
concentration of urea and raised that of total and free sulphydryl groups besides
increasing the ALP activity.

The results of the second experiment indicated that the association of bixin with the
hypercholesterolemic diet reduced the concentrations of non-HDL cholesterol, the
atherogenic index, the activities of ALT and ALP, the amount of hepatic fat, as well as
the concentrations of cholesterol and hepatic and fecal triacylglicerols, and the
concentration of creatinina in the HBO animals. This association increased the serum
concentrations of HDL cholesterol and triacylglycerols and the arilesterasic and
paraoxonase activities of PON. The association of bixin with the control diet increased
the ALT activity and the concentration of urea and reduced the concentration of

creatinina and the arilesterasic and paraoxonase activities of PON in the CBO rats.
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Bixin exerted a hypocholesterolemic effect and raised the concentration of free
sulphydryl groups.

In the third experiment the results indicated that the association of bixin with the
hypercholesterolemic diet increased the concentrations of total and non-HDL
cholesterol, raised the atherogenic index, the amount of fecal fat, the fecal
triacylglicerols and the ALP activity, as well reduced the paraoxonase activity of PON
of the HBO animals. The association of bixin with the control diet raised the
concentrations of HDL, of hepatic triacylglicerols, of free sulphydryl groups and the
arilesterasic activity of PON and decreased the serum concentration of creatinina of the
CBO animals. Bixin exerted a hypotriglyceridemic effect and raised concentration of
free and protein-bound sulphydryls groups.

In the proposed conditions and models we conclude that the treatment with bixin
exerted a hypocholesterolemic effect in experiments 1 and 2 where the AOAC diet was
offered. On the other hand we observed that the hypocholesterolemic effect induced by
this treatment was not observed with the AIN-93 diet what suggests that the variations
related to the composition of the diets might have influenced the action of bixin in the
lipid metabolism. The experiments indicated also satisfactory results as for the
antioxidant properties of bixin and that the alterations of markers of hepatic and renal

functions may be related to the particular variations of each experiment.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

O reconhecimento da hipercolesterolemia e estresse oxidativo como fator de
risco para as doencas ateroscleroticas levou a uma busca por alimentos que fossem
eficazes na redugao dos niveis de colesterol ¢ de radicais livres, além de um crescente
entusiasmo sobre o uso de antioxidantes como agentes antiaterogénicos. Neste contexto,
a utilizacdo de plantas com fins medicinais vem contribuindo como um vasto campo de
pesquisa e publicacdes, ¢ a busca de novos fitoterapicos para minimizar os efeitos
colaterais e os altos custos do tratamento medicamentoso tém sido cada vez mais
comuns (Gongalves et al., 2000).

Bixa orellana, conhecida por annato, achiote, ou urucum ¢ uma arvore da familia
Bixacea, nativa da Floresta Tropical da América Central e do Sul (Felicissimo et al.,
2004) cujas sementes sdo uma rica fonte de pigmentos vermelhos alaranjados que tem
sido amplamente usado pela industria de corantes de alimentos (Fernandes et al., 2002).
Estas sementes sdo revestidas por uma camada de substincias colorantes as quais
podem ser obtidas por extracdo com solventes, como alcali ou 6leo, ou por atrito
mecanico (Shuhama et al., 2003), onde os principais pigmentos obtidos sdo bixina e
norbixina (Preston e Rickard, 1980).

A literatura registra o efeito antioxidante dos carotendides e sua importancia na
prevencao da aterosclerose. Sabe-se que a lipoproteina LDL, quando oxidada, danifica o
endotélio, por conseguinte, a acdo antioxidante dos carotenoides, nos quais se inclui a
bixina e a norbixina, protegeria o endotélio da acdo desta lipoproteina (Fontana et al.,
2000).

Aproximadamente 80% dos pigmentos presentes nas sementes de urucum
consistem do apocarotendide bixina, um carotendide atipico que possui um grupo
carboxilico livre e um grupo carboxilico esterificado como grupos finais, o qual tem
sido encontrado até o momento somente em Bixa Orellana. (Preston e Rickard, 1980;
Mercadante et al., 1996).

Entre os carotenodides naturais a bixina ¢ uma das mais efetivas supressoras
biologicas de moléculas de oxigénio simpleto, podendo contribuir para a protecao das

células e tecidos contra os efeitos deletérios dos radicais livres, sendo também uma
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efetiva inibidora da peroxidacao de lipidios (Di Mascio et al., 1990; Zhang et al., 1991;
Silva et al., 2001).

Existem trabalhos relacionando a atuacdo da bixina sobre a hipercolesterolemia
e estresse oxidativo, e estudos toxicoldgicos recentes tém demonstrado que ela ndo
apresenta efeitos toxicos significativos em ratos e camundongos. Todos estes fatores,
aliado as propriedades e peculiaridades da bixina, a tornam um atrativo alvo pesquisa,

sendo o foco do nosso estudo.
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CAPITULO 2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Alimentos funcionais

Os alimentos exercem uma grande influéncia na condi¢do do homem e hd uma
clara relagdo entre os alimentos que consumimos ¢ a nossa saide. Além de ser uma
fonte de calorias e nutrientes para prevenir doengas como desnutricdo e raquitismo, 0s
alimentos podem contribuir de alguma maneira para a manutengdo da satide e para a
prevencao de uma ampla gama de doengas (Sanders, 1998).

Segundo o World Cancer Research Fund, a dieta é responsavel por 30% a 40%
dos canceres e sabe-se que muitas doencgas cronicas estdo ligadas ao tipo de
alimentacdo, entre as quais se incluem: aterosclerose, cancer, diabetes tipo II,
hipertensdo, obesidade e outras (Vieira, 2003; Sanders, 1998).

A preocupacdo com a nutricdo preventiva tornou-se logica uma vez que a
incidéncia das doencas nao transmissiveis aumentou, sendo o estilo de vida — incluida a
dieta — um fator importante para a sua etiologia (Vieira 2003).

Apesar de a sociedade moderna ter se tornado cada vez mais complexa,
modificando os padrdes de vida, a baixa incidéncia de doengas em alguns povos chama
a atencao para a sua dieta. Os esquimos, com sua alimentacdo baseada em peixes e
produtos do mar ricos em acidos graxos poliinsaturados das familias dmega 3 e 6, tém
tem baixo indice de problemas cardiacos, assim como os franceses devido ao consumo
de vinho tinto, o qual apresenta grande quantidade de compostos fendlicos. Os orientais
devido ao consumo de soja, que contém fitoestrogénios, apresentam baixa incidéncia de
cancer de mama e nestes paises, o costume de consumir frutas e verduras também
resulta numa redu¢@o do risco de doencas coronarianas e de cancer, comprovados por
dados epidemiologicos (Moraes e Colla, 2006).

Na década de 80 os japoneses comegaram a perceber a importincia da
manuten¢do e melhoramento da sua saide com um aumento gradual na ocorréncia de
doencas relacionadas com o estilo de vida e o governo se interesou no envelhecimento
da populacdo (Ohama et al., 2006). Entdo crescia o interesse em alimentos que, além de
satisfazer requerimentos nutricionais e sensoriais bdasicos, desempenhassem efeitos

fisiologicos benéficos (Candido and Campos, 2005) . Desta forma, muitos estudos
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foram feitos acerca dos efeitos fisiologicos de varios alimentos e seus constituintes
(Ohama et al., 2006) e em 1991, um regulamento especifico sobre os “Alimentos para
uso especifico de satde” (FOSHU em inglés, Foods for Specified Health) foi
introduzido pelo governo japonés (Verschuren, 2002). Talvez nenhum outro pais tenha
um enfoque sobre alimentos funcionais tdo progressivo como o Japao, sendo que neste
pais, os alimentos possuem status legais confirmados e beneficios especificos
identificados (Sanders, 1998).

Apesar de o conceito de alimentos funcionais ser atribuido aos japoneses, a
historia desse tipo de alimento ¢ bem mais antiga. Na Asia, muitos tipos de alimentos
sao tradicionalmente associados com beneficios de saude especificos (Weststrate et al.,
2002). Os alimentos funcionais nesse continente sdo considerados como uma parte
integrante da cultura de muitos anos e ha uma forte convic¢ao de que os alimentos e os
medicamentos provém de uma mesma fonte e devem servir para um mesmo propdsito.
Entretanto, s6 recentemente os cientistas e os reguladores comegaram a concordar que a
“funcionalidade” dos alimentos funcionais deve ser encontrada no alimento como um
todo, ao invés de seus componentes individuais (Verschuren, 2002).

Na Europa, em contraste com a Asia, o conceito de alimentos funcionais ¢
relativamente novo e foi adotado apds um consenso europeu publicado em 1999, que
definia alimentos funcionais como “alimentos que tenham demonstrado
satisfatoriamente afetar uma ou mais fungdes no corpo, além de possuirem efeitos
nutricionais adequados de modo que seja relevante tanto para melhorar o estado de
saude e bem estar quanto para reduzir o risco de doengas” (Verschuren, 2002) .

Na América Latina, embora ndo haja uma definicdo especifica para alimentos
funcionais, este conceito esta freqlientemente em discussdo em muitos paises
(Verschuren, 2007) e no Brasil, o Ministério da Saude através da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), regulamentou os alimentos funcionais através das
resolucdes: ANVISA/MS 16/99, ANVISA/MS 17/99, ANVISA/MS 18/99 ¢
ANVISA/MS 19/99 (Moraes e Colla, 2006).

Esta area de alimentos funcionais tem se desenvolvido rapidamente e muitos
novos termos tém emergido em resposta (Sanders, 1998). As definigdes para alimentos
funcionais sdo varias: “Alimentos similares em aparéncia aos alimentos convencionais,

que sdao consumidos como parte da dieta habitual e demonstraram beneficios
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fisiologicos e/ou reduziram o risco de doencas cronicas além das fungdes nutricionais
basicas” (Health Canada, 1997); “Alimentos, bebidas e produtos derivados de
substancias naturalmente presentes, consumidos como parte da dieta didria e que
possuam beneficios particulares fisiolégicos quando ingeridos” (Hilliam, 2000);
“Alimentos derivados de substancias naturalmente presentes, que podem ¢ devem ser
consumidos como parte da dieta diaria”. (Smith et al., 2008); “Alimentos ou bebidas
que consumidos na alimentacdo cotidiana, podem trazer beneficios fisiologicos
especificos, gragas a presenca de ingredientes fisiologicamente saudaveis” (Candido e
Campos, 2005).

Conhecem-se inumeras substancias biologicamente ativas encontradas nos
alimentos funcionais, entre elas estdo: fibras solaveis e insolaveis, fitoesterois,
fitoestrogenos, acidos graxos monoinsaturados (MUFAs) e poliinsaturados (PUFAs),
derivados fenolicos, vitaminas e outros fitoquimicos (Rodriguez et al., 2003).

Para fins de instru¢do académica, triagem clinica, desenvolvimento de alimentos
funcionais e recomendacgdes dietéticas, essas substincias bioativas podem ser
organizadas de diversas maneiras, dependendo do interesse especifico. Uma delas ¢
quanto a sua natureza quimica e molecular que permite categoriza-las de acordo com

seu grupo molecular, como mostra o quadro abaixo.

Quadro 1: Organizacdo de substancias bioativas em alimentos funcionais quanto a
natureza quimica e molecular (Adaptado de Pimentel et al, 2005).

Isoprendides | Compostos Proteinas, Carboidratos e Acidos Minerais | Microbidtico
fendlicos | Aminoacidos Derivados Graxos e
e afins lipideos
Carotendides | Cumarinas | Aminoéacidos | Acido ascorbico PUFA Ca Probiotico
Omega-
3
Saponinas Taninos Compostos | Oligossacarideos MUFA Se Prebiotico
Alil-S
Tocotrienos Lignina Isotiocianatos | Polissacarideos | Esfingolipideos K
ndo amilaceos
Tocofer6is | Antocianinas Folato Lecitina Cu
Terpenos Isoflavonas Colina Zn
simples
Flavondides
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Além de diversos conceitos, os alimentos funcionais sdo conhecidos
internacionalmente por diversos nomes diferentes (Candido e Campos, 2005), sendo
que nos Estados Unidos os mais utilizados sdo: Medical food (61%), Nutraceutical
(59%), Functional food (55%), Nutritional food (52%), Pharmafood (41%), Designer
food (39%), Fitness food (39%), Therapeutical food (34%), entre outros (Park et al.,
1997).

Apesar dos cientistas e os reguladores estarem ganhando mais experiéncia e
entendimento sobre satde e nutri¢do, a complexidade sobre o tema alimentos funcionais
continua a crescer. Embora os consumidores associem os alimentos com a cura de
doencgas, ha uma clara distingdo entre os papéis dos alimentos e das drogas. Estudos
epidemioldgicos e clinicos sdo necessarios para correlacionar alimentos regionais, dietas
e doencas, também sendo necessario um melhor entendimento das bases genéticas das
populacdes e quais influéncias isto pode exercer sobre os estados de satide e doenga
(Verschuren, 2002) .

Reconhecer o papel do consumo de alimentos no crescimento, desenvolvimento
e risco de doengas ¢ importante para o entendimento de como as dietas influenciam
estas areas. H4 uma gama de possiveis interagdes entre os componentes dietéticos
especificos e as vias genéticas especificas envolvidas na satde. Entender essas
interagdes pode fornecer informagdes para o estabelecimento de recomendacdes
dietéticas e benéficas para a populagdo (Verschuren, 2002).

A medicina tradicional ou “alternativa” fornece varias formas de tratamentos
ditos homeopaticos para inimeras patologias que acometem os seres humanos. Uma das
formas terapéuticas preconizadas por esta corrente tradicional da medicina ¢ o consumo
de infusdes de diferentes plantas medicinais. Sabe-se que o consumo da infusdo de
alcachofra e alecrim ¢ capaz de reduzir os niveis plasmaticos de colesterol (Cortella e
Pochettino, 1997) e o cha de urucum tém sido descrito pela comunidade médica local
como tendo efeito hipocolesterolémico em individuos com taxa de colesterol acima do
normal. Sendo assim, caso esta propriedade se confirme, o urucum, um alimento
comum do nosso cotidiano, pode estar também relacionado aos demais alimentos que

possuem alegacdes funcionais na hipercolesterolemia.
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2.2 — Urucum

2.2.1 - Etnobotanica e Taxonomia

A planta do urucuzeiro, devido a sua dispersdao em diferentes regides do mundo,
encontra-se com vasta sinonimia vulgar, sendo conhecida como annato, achiote ou
urucum (em inglés, espanhol e portugués respectivamente), entre outras (Giuliano et al.,
2003; Franco et al., 20006).

O urucuzeiro pertence a familia Bixaceae e ao género Bixa, quanto a espécie,
apesar de existirem varias, a mais freqiiente em nosso meio ¢ a Bixa Orellana (Franco et
al., 2006), cujo nome foi dado em homenagem a Francisco Orellana, primeiro cientista
europeu a navegar ¢ explorar o Rio Amazonas em 1541 (Giuliano et al., 2003; Preston e
Richard, 1980; Franco et al., 2006).

O Sistema de Engler classifica o urucuzeiro em:

Quadro 2: Classificagdo etnobotanica do urucuzeiro segundo Lima (1990):

XVIII Divisao: Angiospermae
Subdivisdo: Angiosperma
Classe: Dicotiledoneae
Ordem: Parietales
Subordem: Cistianeae
Familia: Bixaceae
Género: Bixa

Bixa orellana L. (tipo cultivado), Bixa
arborea, Bixa Americana, Bixa
urucurana, Bixa purpurea, Bixa

upatensis, Bixa tinetoria, Bixa oviedi.

Espécies:

O urucuzeiro ¢ uma planta nativa da Floresta Tropical da América Central e do
Sul (Felicissimo et al, 2004) ¢ um arbusto que pode alcancar de 2 a 9 m de altura sendo
uma planta ornamental, pela beleza e colorido de suas flores e frutos (Barbosa-Filho,
2006). As flores possuem cor rosa claro e apresentam ovario contendo uma série de
ovulos em seu interior. Elas sdo hermafroditas com cinco sépalas, surgindo nas

extremidades dos ramos, formando fasciculos onde nascem cépsulas ovéides com dois



SILVA. L.S. Revisdo Bibliografica

carpelos cobertos de espinhos flexiveis, com cinco pétalas orbiculares, glandulosas na
base, deciduas, ovais, inteiras. Os estames sd0 numerosos € as anteras ovais, pistilo
simples e alongado. Cada inflorescéncia ¢ composta por um numero variavel de flores
(10 a 80). As folhas sdo alternadas, completas, com longos peciolos, cordiformes,
acuminadas, dispostas alternadamente em relacdo aos ramos, glabras (quando adultas),
medindo de 8 a 20 cm de comprimento € 4 a 15 cm de largura. O seu sistema radicular ¢
pivotante, apresentando um eixo principal de onde saem raizes secundarias e tercidrias.
Os frutos possuem o formato do tipo capsula ou cachopa, ovoéide ou globosa, com 2 a 3
carpelos que variam de 3 a 4 cm de comprimento e 3 a 4,5 cm de didmetro, nos quais se
encontram sementes de 5 a 6 mm de comprimento. Externamente, sao revestidos por
espinhos inofensivos e possuem coloracdo varidvel entre o verde, vermelho-palido e
roxo. No seu interior, sdo encontradas, em média, 40 sementes. As sementes sdo
grosseiramente arredondadas, revestidas por uma polpa mole de coloragao avermelhada,
as quais se tornam secas, duras e de coloracdo escura com o amadurecimento.

Apresentam comprimento e didmetro médios de 0,55 e 0,4 cm, respectivamente (Franco

et al., 2006). E uma planta de polinizagio cruzada e por isso altamente heterozigota

(Rivera-Madrid et al., 2006).

\

Figura 1 - Fotos de urucum. A: Urucuzeiro, B: Floragdo e frutificacdo, C: Folhas (posi¢des dorsal e ventral),
D: Raiz, E: Fruto, F: Fruto aberto com sementes expostas. Fonte: Barbosa-Filho, J.M. (20006).
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2.2.2 — Uso do urucum como corante

O pigmento do urucum ¢ conhecido h4d muito tempo, tendo sido utilizado pelos
indios sul-americanos no artesanato, na coloragao de seus corpos e de seus instrumentos
de caca e de pesca, como repelente de insetos, como corante de alimentos, € como
batons pelas mulheres (Preton e Richard, 1980; Souza, 2001; Giuliano et al., 2003).
Atualmente observa-se aplicagdo desse pigmento como corante ou condimento
doméstico e até sua aplicacao industrial em alimentos, farmacos e cosméticos. (Preston
e Richard, 1980; Bouvier et al., 2003; Giuliano et al, 2003; Felicissimo et al., 2004).

Existe um interesse consideravel no mundo todo no desenvolvimento de
corantes de fontes naturais para serem usados no processamento de alimentos, para
torna-los mais visualmente atraentes. Entre os corantes naturais, extratos obtidos do
urucum tém sido amplamente usados em muitos alimentos industrializados,
especialmente produtos lacteos (Jorge et al., 1998).

Do urucum sdo fabricados os corantes naturais mais difundidos na industria de
alimentos, ou seja, os produtos de urucum representam aproximadamente 70% (em
quantidade) de todos os corantes naturais e 50% de todos os ingredientes naturais que
tém funcdo corante nos alimentos (Ghiraldini, 1994). De suas sementes podem se obter
corantes com grande variacdo de tons, que vao desde o amarelo-laranja ao vermelho
(Nielsen, 1990; Ghiraldini, 1994).

Na industria de alimentos sdo utilizadas para dar cor em manteiga, margarina,
maionese, molhos, mostarda, salsichas, sopa, sucos, sorvetes, produtos de panificacao,
macarrdo e queijo, sendo também ¢é bastante empregado na industria da impressdo e na
tintura (Franco et al., 2006).

Embora o uso do urucum ndo tenha restrigdes nos EUA, ha algumas restri¢des
de uso na Europa aonde, atualmente, a ingestdo diaria aceitavel (IDA) de urucum ¢ 0 -
2,5 mg/Kg de peso corporal /dia (para preparagdes que contenham 2,6% do carotendide
bixina) e 0 — 0,065 mg/Kg de peso corporal/dia (para pigmentos puro) (JECFA, 1982).
Em contraste, paises da América Latina excedem a IDA. No Brasil, o pericarpo das
sementes de urucum € triturado e misturado com farinha de milho, conhecido como

colorau e usado como condimento alimentar (Fernandes et al., 2002).
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2.2.3 — Producéo de gréos e produtos derivados do urucum

Hoje, o urucum ¢ cultivado em muitos paises tropicais como: Bolivia, Brasil, Sri
Lanka, Republica Dominicana, Equador, Guiana, india, Jamaica, México, Peru e
Suriname e em menor escala na Africa, como por exemplo, na Angola, Quénia, Nigéria,
Tanzéania e no Pacifico como as Filipinas e o Hawaii (Preston e Richard, 1980).
Estimativas de 2006 mostravam que o Peru ¢ o maior produtor mundial de urucum,
seguido do Brasil e do Quénia (Balaswamy et al., 2006).

No Brasil, cerca de 70% dos graos produzidos destinam-se ao processamento de
colorau (corante doméstico), 20% sao utilizados na produ¢do do corante e 10% sdo
exportados (Batista, 1994). Existem 35 industrias produtoras de corantes no territorio
brasileiro, desse total 54,17% sdo produtoras de corantes naturais e 12,5% produzem
corantes artificiais. Dentre os corantes naturais, o urucum ¢ o mais produzido e
utilizado. Em 1999 a produgdo brasileira de graos de urucum situava-se, em torno de
10.000 a 12.000 t/ano, sendo que desse total, 60% eram destinados a fabricacdo de
colorau/colorifico, 30% a fabricagdo de corantes e 10% a exportacdo. As principais
aplicacdes dos corantes a base de urucum nas industrias alimenticias sdo: no setor de
embutidos (salsichas) onde o consumo ¢ cerca de 1,5 milhdes de litros/ano do corante
liquido hidrossoluvel (norbixina); nas industrias de massas, onde o consumo ¢ de cerca
de 500 mil litros do corante lipossoluvel/ano (bixina); nas industrias de queijos (tipo
prato) de 200 mil litros do corante liquido hidrossolivel/ano; nas industrias de sorvetes
e confeitarias, cerca de 120 mil litros do corante hidrossoluvel e estima-se que mais de
2,8 t/ano de bixina e norbixina sejam consumidas em outros alimentos € em outras
aplicagdes ndo alimenticias (cosméticos e farmacéuticos). (Franco et al., 2006).

Em 2000, foi estimado em 1.200 t o consumo de colorifico no Brasil. Para o
segmento de condimentos, especiarias e temperos, o colorifico representa 44,6%,
seguido da pimenta-do-reino com 35,4%, a canela 4,1%, o cominho 4,0% e 11,9% para
a pimenta com cominho, bicarbonato, orégano, louro, erva doce, cravo, camomila e
outros.

O consumo de colorifico ¢ mais popular na regido Nordeste do Brasil ou em

areas de maior concentracdo da populacdo nordestina, pela tradicdo no consumo deste
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corante natural na sua culinaria. Assim, em 2001 estimava-se em 1.600 t de colorifico
consumido anualmente (Franco et al., 2006).

O consumo de urucum tem aumentado muito nas ultimas décadas. Excluidas as
demandas internas, o comércio internacional médio anual de urucum ¢é estimado em
cerca de 10000 toneladas, sendo dois tercos desta produgdo na forma de semente bruta e
o restante como extrato. A América Latina produz 60 % de todo o urucum consumido
no mundo, seguido pela Africa com 27% e a Asia 12%. Os pregos da semente
dependendo da produgédo e da variedade oscilaram de US$ 2000 a US$ 660 por tonelada
entre 1985 a 1995. Estes pregos também sdo proporcionais ao conteudo de bixina, o
qual em alguns casos deve ser maior que 2,7 % (Giuliano, 2003). S6 o Peru, maior
produtor mundial, exportou em 1990, cerca 2000 toneladas, equivalente a demanda
mundial em 1970. Sua producao em 2000 subiu para 4482 toneladas (May, 1997; Cuen
et. al., 2003).

Ha uma tendéncia de crescimento do mercado de corantes naturais, sendo o
urucum o principal, tanto no mercado interno como externo, sendo importante ressaltar
que o custo de producdo pode ser totalmente diferente a depender da regido, uma vez

que ocorre variagdo nos custos de insumos e mao-de-obra (Franco et al., 2006).

2.2.4 — Composicéao e propriedades do urucum

Bressani et. al., (1983) conduziram estudos de analise de sementes de urucum,
com enfoque especial para seu valor nutricional. Os resultados revelaram elevados
teores de fibras totais (16%); altos teores de fosforo e baixos teores de calcio e elevadas
quantidades de proteina, (13 a 17 %). O valor nutricional de proteina corresponde cerca
de 65 % daquele encontrado na caseina, usada como referéncia. Em quantidades
majoritarias estavam presentes os aminoacidos lisina e triptofano e, em menores
quantidades metionina, isoleucina, leucina fenilalanina e treonina. A anélise da semente
apresentou 17,5% de lipideos entre eles o acido linoléico, a-linoléico e o oléico.

Os autores relatam que a deficiéncia de aminoacidos, particularmente metionina
faz desta farinha um produto de baixo valor bioldégico. Também foi constatada a baixa

digestibilidade da proteina: 57% comparada a 94 % para a caseina. Os autores sugerem
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ainda que mais de 50% das fibras podem ser eliminadas por peneiramento da farinha
trazendo conseqiientemente um aumento da digestibilidade.

O urucum ¢ anestésico, ¢ util nas dores de cabeca, desordens sanguineas, pode
ser utilizado como antiemético e para aliviar a sede. As sementes sdo adstringentes,
febrifugas e um bom remédio para a gonorréia. A casca da raiz ¢ util também na
gonorréia para febres intermitentes e funciona como antipirético. A infusdo das folhas e
raizes ¢ Util na epilepsia, desinteira febre e ictericia (Shilpi et al., 2006).

Prévios estudos farmacologicos tém revelado que extrato de Bixa Orellana
possui atividades antiprotozoarios, anti-helminticas e antienvelhecimento. Extrato de
folhas e galhos tem mostrado ser efetivo em neutralizar os efeitos de venenos de cobras.
Extratos de diferentes partes (folhas e sementes em particular) t€ém mostrado atividade
antimicrobiana in vitro. O extrato das sementes tem sido relatado em exibir atividade
quimiopreventiva e antioxidante (Shilpi et al., 2006).

Fleischer et al., (2003) estudaram extratos etandlicos de folhas e sementes de
urucum e estes demonstraram atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram -
negativas (Bacilus subtilis, Staphilococcus aureus, Streptococcus pyogenes, Salmonela
typhi, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli) além de serem efetivos também
sobre o fungo Candida albicans.

Shilpi et al., (2006) utilizaram de um extrato metanolico de folhas de Bixa
orellana para investigar as suas atividades neurofarmacologicas, anticonvulsivas,
analgésicas e antidiarréicas, bem como a motilidade gastrointestinal e observou-se que
estes estudos preliminares providenciam em parte um suporte cientifico para o uso desta
espécie na medicina tradicional, particularmente em alvos relacionados as desordens do
sistema nervoso central, dores, diarréia ¢ disenteria.

Foram testadas as propriedades antifingicas e anti-leishimaniose de 24 extratos
metanolicos em um estudo realizado por Braga et al (2007), e entre os extratos testados,
o extrato de frutos de Bixa orellana se revelou como o mais ativo contra C. neoformans,
causador de meningite criptococcica. O extrato foi considerado como um forte inibidor,
atingindo valores de MIC (concentragdo minima inibitoria) de 0, 078 mg/mL, numa
escala classificatoria que segundo Aligiannis et al., (2001) define que sdo inibidores
fortes aquelas substancias com MIC até 0,5 mg/ml, sdo inibidores moderados aquelas

com MIC 0,6 e 1,5 mg/ml e inibidores fracos aquelas com MIC acima de 1,6 mg/ml.
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2.2.5 - Principais substancias do urucum

Desde a recente proibi¢ao do uso da tintura sintética Tartrazine (FD & C-Yellow
5) em muitos paises hd um aumento internacional do interesse sobre os pigmentos do
urucum devido a sua falta de toxicidade. Entre os métodos aplicados para obtengdo de
pigmentos do urucum, hé a extracdo das sementes com solugdes aquosas de hidroxido
de sodio, hidroxido de potassio ou outros solventes apropriados tais como
propilenoglicol, 6leos ou agua pura, além de métodos alternativos como o atrito
mecanico das sementes para desgastar a camada de pigmentos, que é geralmente feito
em moinhos (Shuhama et al., 2003).

O urucum, um pigmento amarelo-vermelho, ¢ uma mistura de muitos
carotenoides, tais como bixina, norbixina, fitoenos e d-carotenos (Mercadante et al.,
1996), sendo a bixina e a norbixina os dois principais produtos processados do urucum,
representando 90% do total de pigmentos encontrados em suas sementes (Preston e
Richard, 1980).

Dos carotendides presentes nas sementes do urucum, 80% consistem do
apocarotendide bixina, o qual tem sido encontrado até o momento somente em Bixa
orellana (Mercadante et al., 1996).

A bixina (CysH3004) € um carotenodide que ndo possui atividade pro-vitamina A,
contendo dois grupos carboxilicos, sendo que um ¢ um éster monometilico (De Oliveira
et al., 2003). Embora menor que os carotendides usuais, a bixina ¢ também formada por
uma cadeia de duplas ligagdes conjugadas alternadas, os quais permitem algumas
caracteristicas especiais. Este pigmento ocorre na forma ndo estavel cis (metil-
hidrogénio 9’-cis-6,6’diapocaroteno 6,6’dioato) na fruta da planta, tornando-se logo na
forma estavel trans sobre a extragdo por organosolventes e/ou calor (Lying et al, 2005).

O comportamento quimico do extrato do urucum ¢ essencialmente o da bixina,
um material cristalino vermelho-marrom que se funde a 198° C. E moderadamente
estavel a luz e tem boa estabilidade frente a oxidacdo, mudanca de pH e ataque
microbiano. E muito estavel até temperaturas de 100° C, sendo pouco estivel a
temperaturas de 100 a 125° C, onde tende a formar o 4cido 13-carbometoxi-4,8-

dimetiltridecahexano-6ico (Marmion, 1991).

13



SILVA,L.S. Revisdo Bibliografica

O cromoforo da bixina € o sistema conjugado de ligacdes duplas que lhe confere
a cor, entretanto estas ligagdes duplas conjugadas também s3o a fonte da
susceptibilidade da bixina a alteragdes pelo oxigénio sendo a maior causa da sua perda
de cor, assim como em outros carotenoides (Collins, 1992).

A norbixina, forma desmetilada da bixina, (C4H,704), tem forte poder de
coloragdo, ¢ um apocarotendide hidrossolivel, extraido via saponificagdo da polpa da
semente e posterior acidificagdo para precipitar um pd contendo 30-40% de norbixina
(Giuliano et al., 2003).

A conversdo de bixina em norbixina ¢ feita pela dilui¢do da bixina em meio
alcalino, a bixina perde um grupo metil produzindo a norbixina, pigmento de cor
vermelho intenso que apds a separacdo e secagem ¢ comercializada na forma de p6 ou
pasta (Carvalho e Hein, 1989).

CHs CHj

HO R

A S U e e e e

Isbmero trans CHs, CHs,

Isbmero cis

Bixina __,. R=COOCH3 Norbixina__ R =COOH

Figura 2: Estruturas moleculares da cis e trans bixina e cis e trans norbixina.

Faria (1998) e Castro (1992), fizeram uma compilagdo das propriedades dos
extratos das sementes de urucum apresentadas por varios autores, comités € organismos
internacionais de controle de aditivos em alimentos e saude. As propriedades mais
importantes serdo apresentadas a seguir:

Propriedades da bixina: lipossoluvel, soluvel em cloroformio, acetona, éter
etilico, etanol etc. e insoluvel em 4gua; absorbancia maxima a 439 nm, 470 nm e 501

nm em cloroféormio e a 526 nm, 491nm e 457 nm em dissulfeto de carbono, ponto de
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fusdao 198° C, coloracdo amarela em extrato diluido e vermelha escura em extrato
concentrado, instavel a luz e a temperaturas acima de 125° C.

Propriedades da norbixina: hidrossoluvel, insolivel em alcool, propileno
glicol, 6leo e gordura, absorbancia maxima a 527 nm, 491 nm, e 458 nm em dissuleto
de carbono e ponto de fusdo de 300° C. a norbixina ¢ instdvel na presenca de luz e em
solucao quando se muda o pH.

Bixina e norbixina sdo suscetiveis a degradagdo oxidativa e a perda de cor ocorre
depois de prolongada exposicao a luz e/ou a elevadas temperaturas (Lying et al, 2005).

A instabilidade dos pigmentos do urucum pela luz, calor e pela oxidagdo na
presenca de alguns solventes ¢ objeto de estudo de varios pesquisadores (Faria, 1998).
Estes estudos procuraram explicar o mecanismo de degradacdo e estabelecer varias
faixas operacionais para o processamento destes pigmentos.

O extrato de urucum, em meio anidro, apresenta uma estabilidade consideravel a
oxidagdo pelo ar, porém sob os efeitos da luz apresenta uma resisténcia mais baixa,
sendo que estes efeitos sdo proporcionais as suas intensidades. A persisténcia da cor sob
forte iluminacdo pode ser aumentada pela adi¢cdo de palmitato de ascorbil, ja a presenca
de radicais livres, ou qualquer promotor dessas espécies em extratos de urucum, pode
levar a uma perda rapida de cor devendo entdo ser evitada (Najar et al., 1988).

Como a demanda de urucum e outros corantes naturais aumentaram, (Ghiraldini,
1994), especificacdes mais rigorosas sao impostas e melhores entendimentos de sua
quimica e bioquimica sdo garantidos.

Prévias investigacdes fitoquimicas tém revelado a presenca de muitos
carotendides derivados, alguns terpendides, tocotriendis, arenos e flavonoides
(incluindo luteonina e apigenina) nas sementes do urucum. Investigacdes sobre suas
folhas tém revelado a presenga de flavondides bisulfatos e nas raizes foi encontrado o
triterpeno acido tomentosico (Shilpi et al., 2006).

Harborne (1975) relatou o isolamento dos flavondides 7-glicosilapigenina, 7-
bissulfato-apigenina, 7-glicosil luteolina, 7-bissulfato luteolina em sementes de urucum.

Mercadante et al., (1997) em estudos prévios sobre apocarotendides menores
presentes na semente do urucum, relataram em um primeiro momento a ocorréncia de

quatro apocarotendides (C30 e C32), cinco diapocarotendides (C19, C22, C24, C25) e
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um carotendide (C14). Adicionalmente dois apocarotendides que nao tinham sido
previamente detectados no urucum foram isolados.

Mercadante et al., (1999) isolaram trés outros apocarotendides do urucum: o 6-
geranilgeranil-8’-metil-6,8‘diapocaroten-6-8’dioato; o 6’-geranilgeranil-6’-metil-(9 Z)-
6,6’-diapocaroten-6-6’-dioato e o 6-geranilgeranil-6’-metil-6-6’-diapocarotem-6-6’-
dioato, tendo sido esta a primeira vez que foi encontrado o geranilgeraniol esterificado

com um acido carboxilico carotenoico.

2.25.1 - Bixina e propriedades funcionais: propriedades toxicologicas,

hipocolesterolémicas e sobre o estresse oxidativo

2.2.5.1.1 - Propriedades toxicologicas

Durante décadas, centenas de efeitos anticarcinogénicos e protetores do DNA
tém sido detectados em alimentos derivados de plantas (Agner et al; 2004). Embora a
bixina seja um dos mais efetivos quelantes de oxigénio molecular simpleto biologico, e
que a atividade protetora de alguns carotenodides contra danos quimicamente induzidos
no DNA tem sido demonstrada, dados toxicologicos sobre corantes obtidos do urucum
sdo escassos na literatura e as informagdes genotoxicas sobre o extrato sdo limitadas a
poucos estudos in vivo. (Antunes et al., 2005).

Nenhum efeito toxico foi observado em ratos que receberam doses subagudas de
bixina nas concentragdes de 2000 mg/Kg/dia (4 semanas -20 doses )(Bautista et al.,
2004). Entretanto, estudos de toxicidade subcronica oral mostraram alteragdes em
parametros bioquimicos como fosfatase alcalina, fosfolipides, proteinas totais, albumina
e taxa de albumina/globulina, bem como marcada elevagdo do peso do figado e
hipertrofia hepatocitica de uma maneira dose dependente em ratos Sprague-Dawley
submetidos a tratamento com extrato de urucum (91,6% de norbixina) nas
concentragdes de 0, 0.1, 0.3 e 0.9% tratados durantes treze semanas (Hagiwara et al.,
2003).

Agner et al., (2004) induziram danos ao DNA por tratamento com N —
dietilnitrosamina (DEN) e apds tratamento com bixina (concentracdes 0,07; 0,80 e

4,23mg/Kg de peso corporal/dia) observou-se que o extrato ndo mostrou efeitos
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hepatocarcinogénicos, mas também ndo mostrou efeitos potenciais de modificacao
contra danos induzidos por DEN.

Alves de Lima et al., (2003) demonstraram que trés concentragdes de urucum,
com 30% de bixina, (1330, 5330 e 10,670 ppm) incorporadas na dieta de camundongos
machos Swiss, ndo apresentaram atividades mutagénicas sobre células da medula desses
animais, mas também nao foram eficientes em inibir mutagdes induzidas.

Paumgartten et al., (2002) tratou fémeas Wistar do sexto ao décimo quinto dia de
gestacdo com doses de concentragdes 0, 31.2, 62.5, 125, 250 e 500 mg/Kg de peso
corporal/dia de urucum com 28% de bixina, a fim de avaliar se algum efeito adverso
ocorreria nas fémeas e suas proles e observaram que nenhum efeito adverso foi
observado nas fémeas testadas e ndo houve inducdo de qualquer aumento na incidéncia
de anormalidades esqueléticas ou viscerais externamente visiveis nas proles expostas, €

que o urucum nao foi maternalmente téxico nem embriotdxico nos ratos.

2.2.5.1.2 - Propriedades hipocolesterolémicas

Estudos epidemiologicos tém indicado que o consumo de frutas e vegetais ricos
em carotendides esta associado com uma menor incidéncia de cancer ¢ doengas
cardiovasculares (Reddy et al., 2005). Alguns estudos correlacionando o uso da bixina
na redugdo do colesterol total tem sido feitos em diferentes modelos animais.

Luduving (1997) , com a finalidade de investigar a recomendagdo popular do
uso de urucum em problemas cardiovasculares, relata que apos testes com caes, ratos e
coelhos, a eficiéncia da 4gua do urucum, obtida por maceragdo das sementes, foi
comprovada na reducao significativa dos indices de colesterol.

Lima et al., (2001) avaliaram a acdo terapéutica da quercetina, bixina e
norbixina, na dose de 0,0lmol/Kg em coelhos hiperlipidémicos induzidos por dieta
contendo colesterol 1% + 4cido colico 0,1%, durante 28 dias. Apds este periodo
experimental e realizagdo de dosagens soroldgicas, observou-se que os teores de
colesterol foram menores para os animais tratados somente com bixina (redugdo de
44%) e que o tratamento associado de bixina + quercetina provocou uma maior

porcentagem de redugdo dos triacilglicerois.
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Em outro estudo, Lima et al., (2003) conduziram um experimento semelhante,
onde houve alteragdo apenas na concentracao do colesterol da dieta (substitui¢ao de 1%
para 0,5%). Neste novo experimento, os autores observaram resultados semelhantes,
onde a bixina foi a mais efetiva na reduc¢ao dos niveis séricos de colesterol, além de ser
responsavel por um aumento nos niveis de colesterol HDL e por uma reducao dos niveis
de triacilglicerdis.

Rodrigues et al., (2003) avaliaram o efeito do flavonoide naringenina (30mg/Kg)
e do carotendide bixina (125 mg/Kg) e suas associagdes com o leite em pd de vaca,
cabra e o extrato hidrossoluvel de soja sobre o metabolismo lipidico de coelhos, Na
dieta com leite de vaca e o tratamento com bixina houve uma redug¢ao do colesterol total
(24,52% no 16° dia, e, de 22,53% no 31° dia). Em relacdo aos triacilglicerdis houve
uma redug¢do no grupo que recebeu o tratamento com bixina e com naringenina +
bixina, embora sem significancia estatistica. Na dieta com leite de cabra ndo houve
diferengas significativas entre os grupos quanto ao parametro colesterol total, mas em
relacdo a fracdo HDL foi observado um aumento nos animais tratados com bixina
(56,79% com 16 dias e 40,39% com 31 dias) embora esse resultado ndo seja
estatisticamente diferente dos outros grupos.

Carvalho et al., (2004) compararam os efeitos do flavonoide naringenina e da
bixina associados ao leite de cabra em coelhos, e observaram que a mistura com bixina
reduziu as concentracdes de colesterol total (17,03% apds 16 dias e 8§,14% apds 31
dias), sendo que o melhor resultado para HDL (aumento de 56,8% em 16 dias e 40,4%

com 31 dias) também estava associado ao tratamento com bixina.

2.2.5.1.3 - Propriedades sobre o estresse oxidativo

O estresse oxidativo tem sido definido como um distarbio no estado de
equilibrio, no sistema de pro-oxidantes e antioxidantes, nas células intactas. Quando
existe maior ocorréncia de eventos oxidativos, o sistema pende para o lado pro-
oxidativo, o que pode afetar os niveis de antioxidantes como a glutationa e a vitamina E,
tendo como resultado final, o dano oxidativo em lipidios, proteinas, carboidratos e

acidos nucléicos. (Jordao Jr et al., 1998).
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As lesdes causadas pelos radicais livres nas células podem ser prevenidas ou
reduzidas por meio da atividade de antioxidantes, sendo estes encontrados em muitos
alimentos. Os antioxidantes naturais podem proteger o corpo humano dos radicais livres
e retardar a oxidacdo de lipidios e o progresso de muitas doengas cronicas (Kinsela et
al., 1993; Lai et al., 2001). Eles podem agir diretamente na neutralizagdo da acao desses
radicais livres ou participar indiretamente de sistemas enzimaticos com essa funcao
(Shami e Moreira, 2004).

Uma vez que ha evidéncias que altos niveis de antioxidantes sdo associados com
menores freqliéncias de doengas coronarias (Hussein et al., 2001), e que menores niveis
de antioxidantes no plasma podem favorecer a formacao de radicais livres e promover a
peroxidacdo do LDL (Dabbagh et al., 1994; Stocker e Keaney, Jr., 2004) a associa¢do
de drogas redutoras de colesterol plasmatico e substancias antioxidantes parece ser uma
proposta logica para a reversdo da disfun¢do endotelial na hipercolesterolemia e
prevengao da aterosclerose (Jorge,1997).

Dentre os antioxidantes estdo a vitamina C, a glutationa, o &cido urico, a
vitamina E e os carotendides (Shami ¢ Moreira, 2004).

Entre os carotendides naturais, bixina é um dos mais efetivos supressores
biologicos de moléculas de oxigénio simpleto e pode contribuir para a protecdo das
células e tecidos contra os efeitos deletérios dos radicais livres, sendo também um
efetivo inibidor da peroxidacao de lipidios (Di Mascio et al., 1990; Zhang et al., 1991;
Silva et al., 2001).

Zhang et al., (1991), avaliaram o efeito de inibicado da peroxidacdo de alguns
carotendides como o beta-caroteno, a castaxantina, a luteina, o alfa-tocoferol, o licopeno
e a bixina, e constataram que eles foram eficazes em inibir os efeitos conseqiientes das
transformagoes neoplasticas induzidas quimicamente. Dos carotenoides testados, o alfa
tocoferol, seguido pela bixina foram os inibidores da peroxidacao lipidica mais ativos.

Silva et al., (2001) avaliaram a acdo antioxidante da bixina (2.5 ou 5.0 mg/kg de
peso corporal) sobre aberragdes cromossdmicas e peroxidacdo lipidica induzidas por
cisplatina em ratos, ¢ observaram redu¢des no nimero total de aberragdes, inibi¢cdo do
aumento da peroxidacdo lipidica e inibicdo da deplecao de glutationa renal.

Segundo Lima et al., (2003) bixina e norbixina tém importancia na prevencao de

aterosclerose devido ao seu efeito antioxidante. Uma vez que as lesdes aterosclerdticas
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iniciam-se apds algum tipo de lesao no endotélio, que geralmente sdo causadas pela
oxidagdo da LDL, a inibicdo da oxidacdo resulta conseqiientemente na protecdo do

endotélio.

2.3 - Metabolismo das lipoproteinas

Clinicamente, o colesterol e triacilglicerdis sdo os lipidios plasmaticos mais
importantes. O colesterol ¢ componente das membranas celulares, precursor de
hormonios estroides, vitamina D, de oxisterdis e acidos biliares, sendo também
requerido para a ativagdo de moléculas sinalizadoras neuronais. Somente uma pequena
quantia de colesterol circulante origina da dieta; aproximadamente 80% ¢ derivado da
sintese endogena, na qual a 3-hidrosi-3-metilglutaril coenzima A redutase (HMG-CoA
redutase) catalisa a etapa limitante da reacdo de sintese do colesterol. A maioria do
colesterol na circulacdo esta sob a forma esterificada, com o colesterol livre
constituindo a menor fragdo. Os triacilglicer6is, uma fonte chave de energia, sao
compostos por acidos graxos livres ligados por grupos éster a uma molécula de glicerol.
Eles sdo sintetizados nas células do intestino e do figado e transportados através do
plasma e, apos lipolise na superficie endotelial, libera acidos graxos livres para células
periféricas para B-oxidagao ou estocagem (Hegele, 2009).

A insolubilidade do colesterol e dos triacilglicerdis no plasma requer que eles
sejam transportados em macromoléculas esferoidais chamadas lipoproteinas (Hegele,
2009).

As lipoproteinas plasmaticas sdo complexos moleculares de lipidios e proteinas
especificas denominadas apolipoproteinas. Estas particulas dinamicas estdo em
constante estado de sintese, degradagao e remocao do plasma. Quatro classes maiores de
lipoproteinas (quilomicrons — QM, lipoproteinas de densidade muito baixa — VLDL,
lipoproteinas de densidade baixa — LDL e lipoproteinas de alta densidade — HDL) e
duas lipoproteinas quantitativamente menores [IDL — lipoproteina de densidade
intermediaria e Lp(a) — Lipoproteina(a)] podem ser identificadas baseadas no tamanho
da particula, composicdo quimica, caracteristicas fisico-quimicas e mobilidade

eletroforética (Bachorik et al., 2000; Champe & Harvey, 2000).
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O tamanho e a diversidade das lipoproteinas variam de acordo com a proporgao
de seus constituintes lipidicos e protéicos. Os quilomicrons sdo as particulas de
lipoproteinas de menor densidade e maior tamanho e contém a maior porcentagem de
lipideos (cerca de 85% a 95% em triacilglicer6is) e a menor porcentagem de proteina
(1% a 2%). As VLDLs e LDLs sdo sucessivamente mais densas tendo um maior
conteudo de proteina (cerca de 10% em VLDL e 25% em LDL) e menor conteudo
lipidico. As particulas HDL sdo as mais densas lipoproteinas plasmaticas com cerca de
50% de proteinas, 20% colesterol (maioria esterificado) e 30% de fosfolipidios e

somente tragos de triacilglicerdis (Bachorik et al., 2000).

Tabela 1: Principais classes e caracteristicas das lipoproteinas plasmaticas

Principais classes e caracteristicas das lipoproteinas plasmaticas

Lipoproteinas Densidade Diametro Composicao Apolipoproteinas
(g/dL) (A) CE CL TG FL PR

Quilomicrons <0.95 800-5.000 5 2 84 7 2 B-48;E;C ALA-ILA-IV
VLDL <1.006 300-800 12 7 55 18 8 B-100;E;C
IDL 1.006-1.019 250-350 23 8 32 21 16 B-100;E;C
LDL 1.019-1.063 180-280 38 10 9 22 21 B-100
HDL-2 1.063-1.125 90-120 16 6 4 30 44 A-LA-II
HDL-3 1.125-1.210 50-90 12 3 4 26 55 A-LA-IT

CE- colesterol esterificado; CL- colesterol livre; TG- triglicérides; FL- fosfolipides; PR-proteinas.

Fonte: III Diretrizes Brasileiras de Dislipidemias e Prevenc¢ao da Aterosclerose (Santos, et al., 2001).

As principais lipoproteinas transportadoras de triacilglicerdis sao os
quilomicrons e a VLDL, enquanto as principais lipoproteinas carreadoras de colesterol
sdo a LDL e a HDL (Hegele, 2009).

O metabolismo de lipidios da dieta envolve um grande ntimero de etapas. Os
lipidios mais complexos sao degradados em suas moléculas constitutivas no limen do
intestino. Estas sdo absorvidas pelo enterdcito onde sofrem ressintese dentro de um
complexo lipidico e sdo ultimamente reunidos dentro dos quilomicrons (Cooper, 1997).

Os quilomicrons sdo secretados na linfa, ¢ uma vez na circulagdo, sofrem

hidrolise de seus triacilglicerdis pela lipoproteina lipase (LPL), a principal enzima
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responsavel pela hidrolise de triacilglicerdis presente em lipoproteinas, formando os
quilomicrons remanescentes (Cooper, 1997; Goldberg, 1996). Essas particulas sao
enriquecidas de ésteres de colesterol, vitaminas soluveis em gorduras, contém apo-B48
e apo-E e sdo rapidamente removidas da circulacdo pelo figado (Cooper, 1997). Dentro
do figado, os quilomicrons remanescentes sdo decompostos em seus aminoacidos e
componentes lipidicos. O colesterol liberado dos lisossomos nos hepatdcitos podem ser
secretados na bile, convertidos & acidos biliares, incorporados em VLDLs para secre¢ao
no sangue via Complexo de Colgi ou esterificado como longas cadeias de dacidos
graxos ¢ estocados nos hepatocitos (Olson,1998).

VLDL, a principal lipoproteina do figado, contém colesterol, fosfolipides,
triacilglicerdis, apo-B100 e pequenas quantidades de apo-E e apo-C. Parte dos
triacilglicer6is da VLDL sdo hidrolisados pela LPL para formar IDL, que pode ser
considerada como VLDL remanescente, que ¢ entdo captada pelo figado (Olson, 1998).
Parte da fracdo IDL ¢ degradada pela lipase hepatica a LDL, uma lipoproteina que
carreia aproximadamente dois ter¢os do colesterol plasmatico humano e que contém
somente a apo-B100 (Olson, 1998; Oram e Vaughan, 2006).

HDLs carreiam aproximadamente um terco do colesterol no plasma humano e
sua principal func¢do € o transporte de colesterol de tecidos periféricos para o figado para
eliminagdo na bile. Isto ocorre por uma via chamada transporte reverso do colesterol, a
qual envolve a acdo coordenada de multiplas proteinas celulares e plasmaticas (Oram e
Vaughan, 20006).

Um precursor de HDL, contendo apo-Al, apo-A2, apo-A3, fosfolipides e
colesterol livre ¢ sintetizado no figado e secretado no sangue. Apo-Al, um co-fator para
lecitina colesterol acil transferase (LCAT), estimula esta enzima a transferir acidos
graxos da lecitina para o colesterol para formar ésteres de colesterol, o qual permite
HDL-3 assumir sua forma esférica com um centro hidrofébico e um exterior mais polar
(Olson, 1998).

Proteinas transferidoras de éster de colesterol (CETEP) adicionalmente
aumentam o conteido de HDL-3 para formar HDL-2 (Olson,1998). CETEP media a
entrega da maior parte do colesterol esterificado da HDL para lipoproteinas contendo
apo-B (VLDL e LDL) em troca por triacilglicerdis. As particulas geradas entdo sdo

enriquecidas em triacilglicer6is em relagcdo ao seu contetido de ésteres de colesterol e
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seguindo a hidrélise dos triacilglicer6is mediada pela lipase hepatica, os ésteres de

colesterol sofrem remogao pelo receptor SR-B1 (Gotto et al., 2004).
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Figura 3: Metabolismo das lipoproteinas. QM — quilomicrons, VLDL - lipoproteinas de densidade muito
baixa LDL - lipoproteinas de baixa densidade -, IDL - lipoproteina de densidade intermediaria, LPL —
lipoproteina lipase, LCAT — lecitina colesterol acil transferase, FFA — acidos graxos livres, HTGL —
lipase hepatica de triacilglicerdis. Adaptado de Olson, 1998.

2.4 - Dislipidemias

Existe um delicado equilibrio no organismo para cobrir as necessidades de
lipideos das células e, a0 mesmo tempo, evitar seu acumulo excessivo. Por razdes nao
muito claras, esse equilibrio pode romper-se, elevando o nivel de um ou mais
componentes lipidicos na corrente sanguinea, ao que se denomina dislipidemia
(Gongalves et al., 2006).

A apresentacao laboratorial das dislipidemias compreende quatro situacdes bem
definidas: hipercolesterolemia isolada (valores de aumentados de colesterol total);
hipertrigliceridemia isolada (valores aumentados de triacilglicero6is); hiperlipidemia
mista (valores aumentados do colesterol total e dos triacilglicer6is) e diminuigao isolada
de HDL ou em associagdo com aumento de LDL e/ou dos triacilglicerdis (Sociedade
Brasileira de Cardiologia, 1996).

A associagdo entre dislipidemias e aterosclerose ¢ universalmente aceita pela

comunidade cientifica. Os dados que permitem estabelecer com seguranga esse vinculo
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foram obtidos de estudos anatomopatoldgicos, experimentais, epidemioldgicos e
clinicos, a maioria deles utilizando, para anélise, valores bioquimicos das dosagens de
colesterol total, triacilglicerdis, HDL ou determinacdo indireta de LDL (Sociedade
Brasileira de Cardiologia, 1996).

Um conjunto substancial de evidéncias demonstram associa¢des independentes
de LDL e de HDL com o risco de doencas coronarias. Resultados de varios estudos
epidemioldgicos tém encontrado que a incidéncia de doengas coronarias esta
diretamente correlacionada com os niveis de LDL e inversamente correlacionada com
os niveis de HDL. O estudo Framingham encontrou uma taxa de reducdo de doencas
coronaria de 1% para cada 1% de reducao dos niveis de LDL em homens e mulheres de
meia-idade observados por uma média de 12 anos. Neste estudo, uma similar e
independente associa¢do foi observada para os niveis de HDL, com os maiores niveis
sendo associados aos menores riscos subseqilientes de doencas corondrias (Dean et al.,
2004) .

Outro agravante sdo os niveis elevados de triacilglicerdis, que se ndo for um
fator de risco isolado para aterosclerose, acabam potencializando os papéis da LDL e
HDL (Austin, 1999). Estudos epidemioldgicos submetidos a analise multivariada
demonstraram que a hipertrigliceridemia isolada ndo constitui fator de risco
independente de doenca arterial corondria. Seu grau de risco varia na razdo direta do
valor do colesterol LDL e na razdo inversa do colesterol HDL. Além disso, a
hipertrigliceridemia favorece a trombogénese por se associar a ativacdo de fatores de
coagulagdo e ao aumento da adesividade plaquetaria (Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 1996).

A terapéutica das dislipidemias, de comprovada eficiéncia, tem por finalidade
fundamental a preven¢ao primaria e secundaria da doenca arterial coronaria e da doenca
arterial cerebrovascular e periférica. Deve ser iniciada com mudangas individuais no
estilo de vida, que compreendem habitos alimentares saudaveis, busca e manuten¢do do
peso ideal, exercicio fisico aerdbico regular, combate ao tabagismo e promog¢ao do
equilibrio emocional. Nao sendo atingidos os objetivos propostos, devem ser
considerados a introdu¢ao de drogas isoladas ou associadas, dependendo das
necessidades, com manutengdo da dietoterapia (Sociedade Brasileira de Cardiologia,

1996).
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2.5 — Aterosclerose

A aterosclerose consiste de uma enfermidade lenta e progressiva, que
geralmente inicia-se na infancia e suas manifestacdes clinicas revelam-se na idade
adulta (Nogueira et al., 2005), afeta primariamente as artérias elasticas (aorta, artérias
carotidas e iliacas, por exemplo) e as artérias musculares de médio e grande calibre (tais
como artérias coronarias e popliteas) (Ribeiro e Shintaku, 2004). E caracterizada pelo
acumulo de depdsitos de colesterol em macréfagos na intima dessas artérias, cuja
deposicdo leva a proliferacdo de certos tipos celulares dentro da parede arterial,
diminui¢do gradual do limen dos vasos e impedimento do fluxo sanguineo. Este
processo pode ser completamente insidioso durante décadas até que este depdsito se
rompe, por forgas fisicas do fluxo sanguineo, e componentes da parede arterial sdo
expostas ao fluxo sanguineo, levando a trombose e ao comprometimento do suprimento
de oxigénio para os 6rgdos alvo como o coragdo e cérebro (Stocker e Keaney, 2004).
Embora qualquer artéria possa ser afetada, a aorta e os sistemas cerebrais e corondrios
sdo os alvos principais; portanto os infartos do miocardio e derrames cerebrais sdo as
duas principais conseqiiéncias dessa doenga (Matos, 2002).

Atualmente estd bem estabelecido, através de evidéncias clinicas, genéticas e
epidemioldgicas, que a elevagdo dos niveis plasmaticos de LDL constitui o maior fator
de risco para a doenga aterosclerotica (Batlouni, 1997 e Cooper et al., 2005). Entretanto,
LDL nativas sdo reconhecidas, mas ndo se acumulam em quantidade apreciavel nos
macrofagos. A particula deve ser modificada para que seja captada em quantidade
suficiente para gerar as cé¢lulas espumosas (Batlouni, 1997).

O aumento de concentragdo de LDL nativa no interior da célula endotelial induz
a um maior consumo de 6xido nitrico e uma produgao de radicais livres mais acentuada,
o que leva a peroxidagdo dos acidos graxos das particulas de LDL e, também a oxidagdo
das proteinas apo-B. O aumento no contingente das LDLs oxidadas, induz a migragao
de monocitos e da inicio a formacgao das células espumosas (Jorge,1997).

Viérios estudos confirmam o papel da LDL oxidada na aterogénese. Alguns
oxidantes podem ser originarios de células como os macrdfagos, células endoteliais ou

células musculares lisas (Niki, 2004).
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Admite-se que a liberagdo do anion superdxido pelas células endoteliais e
musculares lisas, no processo de formacao de endoperoxidos ciclicos e prostaglandinas,
pela via da ciclo-oxigenase, pode ser responsavel pelo inicio da oxida¢do em algumas
condigdes, enquanto a atividade aumentada da lipoxigenase em macrofagos poderia
gerar aumento de hidroperdxidos lipidicos, sendo a participagdo da lipoxigenase no
processo de peroxidagdo lipidica na parede arterial ja esta bem estabelecida (Batlouni,
1997).

A modifica¢do oxidativa de LDL parece ocorrer em dois estadgios. O primeiro,
antes que os mondcitos sejam ativados, resulta na oxidagdo dos lipideos da LDL, com
pequenas alteragdes na apo-B (LDL minimamente oxidada- MM-LDL-0OX). O segundo
comeca quando os mondcitos sdo ativados e convertidos em macréfagos, que
contribuem com sua grande capacidade oxidativa. Nesse estagio, os lipideos da LDL
sdo adicionalmente oxidados e fracdo protéica (apo-B) também o ¢. Essas LDLs
altamente oxidadas (LDL-OX) deixam de ser reconhecidas pelos receptores classicos de
LDL, porém sdo reconhecidas pelos receptores de LDL acetilados (removedores) e/ou
receptores oxidados, que ndo sdo regulados pelo contetido celular de colesterol. Em
conseqiiéncia, ocorre o acimulo macico de colesterol, formando-se as células
espumosas, que sao a marca caracteristica das estrias gordurosas (Batlouni, 1997).

A modifica¢do oxidativa da LDL, além de induzir a captagdo aumentada pelos
macrofagos, produz muitas moléculas modificadas, com efeitos bioldgicos diversos
inclusive efeito acentuado na injiria endotelial e na ativacdo de células endoteliais.
MM-LDL-OX induzem a produgdo, pelas células endoteliais, de potentes ativadores dos
mondcitos, como a proteina quimiotaxica para monocitos (MCP-1) e o fator estimulador
das colonias de mondcitos (M-CSF), os quais estimulam o crescimento e a
diferenciagdo dos monocitos em macrofagos. Portanto, LDL oxidadas, além de
transformarem macréfagos em células espumosas, aumentam a adesdo, ativacao e
migracdo dos monocitos (Batlouni, 1997).

A LDL oxidada tem efeito citotoxico inibindo a proliferacio e motilidade
espontdnea de células endoteliais da artéria coronaria, esse efeito ¢ proporcional a
concentragdo e grau de oxidacdo da LDL (Xavier et al., 2004). Os produtos da oxidagao
de LDL, inclusive 6xidos de colesterol e lisofosfatidilcolina sdo citotoxicos. Essa

citotoxicidade pode ser importante na indu¢do da disfuncdo das células endoteliais e da
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conseqiiente evolugdo da estria gordurosa para uma lesdo mais avancada (Mullenix et
al., 2005).

As lesdes arteriais, conhecidas como placas, tém sido extensivamente
caracterizadas em seis tipos principais de lesdes que refletem estdgios iniciais, evoluidos
e maduros de doengas. Nos locais da artéria propensos a lesdes, o engrossamento na
camada intima das artérias estad entre as primeiras mudancas histoldgicas. Lesdes do tipo
IT sdo formadas a medida que os macrofagos acumulam lipidios, gerando as células em
espuma. Formagdes continuadas de células em espuma e necroses em macrofagos
podem produzir lesdes do tipo IIT que contém pequeno pool extracelular de lipidios. As
lesdes do tipo IV sdo definidas por uma separacao relativamente fina de tecido entre o
centro lipidico e o lumen arterial enquanto lesdes do tipo V exibem engrossamentos
fibrosos dessa estrutura, também conhecida como lesdo “cap”. As lesdes do tipo VI,
maduras, exibem uma arquitetura mais complicada e sdo caracterizadas por areas
fibrosas calcificadas com visivel ulceracao, e possiveis hemorragias (Stocker e Keaney,
Jr., 2004).

Aterosclerose ¢ a maior fonte de morbidade e mortalidade nos paises
desenvolvidos. A magnitude deste problema ¢é profunda, pois a aterosclerose mata mais
que todos os tipos de cancer combinados e os custos econdmicos sdo consideraveis.
Embora seja um problema de paises desenvolvidos, a World Health Organization prediz
que a prosperidade econdmica global pode levar a uma epidemia de aterosclerose em
paises em desenvolvimento que possuem habitos ocidentais (Stocker e Keaney, Jr.,
2004) .

A taxa de mortalidade da cardiopatia isquémica nos Estados Unidos esta entre as
mais altas do mundo, sendo seis vezes maior que a observada no Japao. Entretanto, os
japoneses que migram para os Estados Unidos e adotam o estilo de vida e a dieta dos
americanos adquirem a predisposi¢ao a doengas aterosclerdticas tipicas da populagao
norte-americana (Ribeiro e Shintaku,2004).

No Brasil, de todas as mortes estimadas para o ano de 1997, a aterosclerose
correspondia a 34,10%, ocupando primeiro lugar entre os diversos tipos de mortalidade,
segundo estimativa do Ministério da Saude (Ribeiro e Shintaku, 2004) e anualmente
cerca de 300 mil brasileiros s3o vitimas de aterosclerose e suas complicacdes (Costa,

2002).
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Estudos epidemiologicos sugerem que ao redor de 75% dos casos de
enfermidade arterial coronariana (angina pectoris, infarto do miocardio, morte subita)
sdo atribuiveis a fatores de risco. Esses fatores podem ser classificados em dois grandes
grupos: ndo-modificaveis (idade, sexo, raca e fatores genéticos) e os modificaveis pelo
estilo de vida (obesidade, hipertensdo arterial, tabagismo, vida sedentaria e habito
alimentar) (Scott, 2004).

Neste sentido, a busca de substancias eficazes em reduzir os niveis de colesterol
e de radicais livres € crescente. As propriedades e peculiaridades da bixina, aliadas a seu
potencial antioxidante, a tornam um bom alvo de pesquisa para os eventos associados a
hiperlipidemia e aterosclerose. Dessa forma, esse trabalho busca acrescentar a literatura,
dados sobre o efeito da administracdo de um extrato oleoso de bixina sobre o perfil
sérico de lipideos, defesas antioxidantes e marcadores séricos de fun¢do hepatica e renal

em ratos.
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CAPITULOS 3 - OBJETIVOS

3.1 — OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administragdo do extrato oleoso de bixina (P.A. Lipo 8%), sobre
o perfil lipidico, defesas antioxidantes, fun¢des hepdatica e renal, em ratos tratados com

dietas padrao e hipercolesterolemiante.

3.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar os efeitos do extrato oleoso de bixina em ratos machos tratados com dieta

AOAC;

2- Avaliar os efeitos do extrato oleoso de bixina em ratos fémeas tratados com dieta

AOAC;

3- Avaliar os efeitos do extrato oleoso de bixina em ratos fémeas tratados com dieta

AIN-93;

4- Avaliar os efeitos do extrato oleoso de bixina sobre o perfil lipidico sérico, hepatico

e fecal,

5- Avaliar os efeitos do extrato oleoso de bixina sobre os pardmetros relacionados a

atividade antioxidante;

6- Avaliar os efeitos do extrato oleoso de bixina sobre as fungdes hepatica e renal.
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CAPITULO 4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Animais e divisdo dos grupos

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados 32 ratos Fisher albinos
machos e 64 ratas Fisher albinas, provenientes do Laboratorio de Nutrigdo Experimental
do Departamento de Alimentos, Escola de Nutricdo, Universidade Federal de Ouro Preto.
Os animais foram divididos em trés experimentos:

Experimento I: 32 ratos Fisher albinos machos, divididos em 4 grupos de 8 animais;
Experimento II: 32 ratos Fisher albinos fémeas, divididos em 4 grupos de 8 animais;

Experimento III: 32 ratos Fisher albinos fémeas, divididos em 4 grupos de 8 animais.

Durante os experimentos, os animais foram mantidos em ambiente arejado, com
controle de temperatura, umidade e ventilagdo. Todos os animais formam devidamente
identificados com o tipo de dieta, o niimero especifico do animal e com comedouro e
bebedouros individualizados. Agua e dietas foram oferecidas a vontade e durante o periodo
experimental, foram realizadas semanalmente medidas de peso, de ingestdo alimentar,
desperdicio e quantidade de fezes.

O experimento foi aprovado pelo Conselho de Etica da Universidade Federal de
Ouro Preto-UFOP, sendo o manejo dos animais realizado de acordo com os principios e

diretrizes descritos no Canadian Council on Animal Care (1984).
4.2 - Dietas

Os animais foram alimentados com dietas, confeccionadas no Laboratério de
Nutri¢do Experimental, Escola de Nutrigdo, Universidade Federal de Ouro Preto, sendo que
a composicdo de cada dieta estd descrita em cada experimento. As dietas foram
acondicionadas em sacos plésticos devidamente identificados e armazenadas em freezer

durante o periodo experimental. Para o preparo das dietas utilizou-se mistura de sais e de
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vitaminas preparadas no Laboratorio de Nutrigdo Experimental, a partir dos compostos
descritos abaixo:
Mistura de sais (expresso por g/kg da mistura): NaCl - 139,300/ KI - 0,790/
MgS04.7H,0 - 57,300/ CaCOs - 381,400/ MnSO4.H>0 - 4,010/ FeSO4.7H,0 — 27,000/
ZnS04.7H,0 - 0,548/ CuS04.5H,0 - 0,477/ CoCl,.6H,0 - 0,023/ KH,PO4 - 389,000.
Os sais foram adquiridos do Reagen, Rio de Janeiro, Brasil.
Mistura de vitaminas (expresso por em mg/kg da mistura): Acetato de retinol - 690;
colecalciferol - 5; 4cido p-aminobenzoico - 10.000; inositol - 10.000; niacina - 4.000;
riboflavina - 800; cloridrato de tiamina - 500; acido fbélico - 200; biotina - 40;
cianocobalamina - 3; d/-a-tocoferol — 6.700; sacarose - q.s.p. 1.000. As vitaminas foram

adquiridas da Merk, Darmstadt, Alemanha.

4.3 — Experimentos
4.3.1 - Desenho experimental especifico do experimento 1

Foram utilizados 32 ratos Fisher machos, albinos, com peso médio de
aproximadamente 160 g. Os animais foram alimentados com dietas padrao segundo
Association of Olfficial Agricultural Chemists dos Estados Unidos da América (AOAC,
1965) ou dieta hipercolesterolemiante com 25% de dleo de soja e 1% de colesterol,
suplementadas ou ndo com o extrato oleoso de bixina, conforme quadro 3.

O extrato oleoso de bixina (P.A.Lipo 8%) utilizado neste experimento foi um
produto comercial gentilmente cedido pela Corantec Corantes Naturais Ltda. De acordo
com o laudo do fornecedor (anexo I), o produto contém urucum dissolvido em 6leo de soja
vegetal, com teor de 8% de bixina, aspecto liquido lipossoluvel, cor vermelha alaranjada,
sabor caracteristico, densidade 0.95/0,99 20C umidade em % (0,30 MAX -4,00%) e residuo
seco em % (0,51).

Os animais foram distribuidos em quatro grupos. O grupo I recebeu dieta padrao
AOAC, chamado de “Grupo Controle - (C)”. O grupo II recebeu a mesma dieta do grupo
anterior, porém acrescida de 1,88% de extrato oleoso de bixina (0,15% de bixina). Este

grupo foi chamado de “Grupo Controle + Bixina Oleosa - (CBO)”. O grupo III recebeu
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uma dieta hipercolesterolemiante, denominado “Grupo Hiper - (H)”. O grupo IV recebeu a
mesma dieta do grupo anterior, porém acrescida de 1,88% de extrato oleoso de bixina
(0,15% de bixina) e foi chamado de “Grupo Hiper + Bixina Oleosa - (HBO)”. Os animais
dos grupos I e II receberam inicialmente dieta controle e os animais dos grupos III e IV
receberam dieta hipercolesterolemiante sem acréscimo do extrato, ambos por 15 dias para
adaptacao as dietas. Apos este periodo, os animais passaram a receber as suas respectivas
dietas por um periodo de 6 semanas, quando foram anestesiados e sacrificados. O peso
inicial e final, o ganho de peso durante o experimento e a ingestdo alimentar foram
avaliados e as fezes da sétima semana de experimento foram coletadas para posterior

dosagem de gorduras.

4.3.2 - Desenho experimental especifico do experimento 2

Foram utilizados 32 ratos Fisher fémeas, albinas com peso médio de
aproximadamente 155 g, divididas em 4 grupos de oito animais por dieta testada, sendo os

grupos, as dietas oferecidas e os procedimentos experimentais iguais ao do experimento 1.

Quadro 3 - Composic¢ao das dietas experimentais utilizadas nos experimentos 1 e 2 (g/Kg
de dieta).

C CBO H HBO
Colesterol 0 0 10 10
Colina 4 4 4 4
Mistura de Vitaminas 10 10 10 10
Celulose 10 10 130 130
Ext. Oleoso de Bixina* 0 18,75 0 18,75
Mistura de Minerais 50 50 50 50
Oleo 80 80 250 250
Caseina 120 120 120 120
Amido Milho 726 707,25 426 407,25
Valor calorico (Kcal) 4104 4197,75 4434 4571,75

*Extrato oleoso contendo 8% de bixina (Corantec — Corantes Naturais Ltda).
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4.3.3 - Desenho experimental especifico do experimento 3

Foram utilizados 32 ratos Fisher fémeas, albinas com peso médio de
aproximadamente 170 g, divididos em 4 grupos de oito animais por dieta testada, sendo os
grupos e os procedimentos experimentais iguais aos dos experimentos 1 e 2. Para este
experimento variou-se a dieta utilizada, sendo que a dieta controle (padrdo) seguia as
recomendagdes nutricionais do American Institute of Nutrition - AIN-93 (Reeves et al.,

1993) e nao mais da AOAC, conforme o Quadro 2.

Quadro 4 - Composicao das dietas experimentais utilizadas no experimento 3 (g/Kg de
dieta).

C CBO H HBO
Colesterol 0 0 10 10
Colina 2,5 2,5 2,5 2,5
Mistura de Vitaminas 10 10 10 10
Celulose 50 50 50 50
Ext. Oleoso de Bixina* 0 18,75 0 18,75
Mistura de Minerais 35 35 35 35
Oleo 40 40 250 250
Caseina 140 140 140 140
Amido Milho 722,5 703,75 502,5 483,75
Valor calorico (Kcal) 3810 3903,75 4820 4913,75

*Extrato oleoso contendo 8% de bixina (Corantec — Corantes Naturais Ltda).

4.4 - Obtencéo do soro e plasma

Ao final das 8 semanas de experimento realizou-se o sacrificio dos animais. Os
animais foram deixados 8 horas em jejum, anestesiados com éter, sacrificados, o sangue foi
coletado através do plexo braquial e colocados em tubos eppendorf (com 2,0 mL de
capacidade) que posteriormente foi centrifugado a 13000 RPM por 15 minutos para
obtencdo do soro o qual foi guardado sob refrigeracdo (-4°C). Para as dosagens que
necessitaram ser realizadas usando o plasma, 15uL de anticoagulante Glistab® (Labtest cat.
29) foi adicionado anteriormente ao eppendorf. As diversas dosagens bioquimicas foram

realizadas imediatamente ou em até trés dias.
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O figado, os rins, o bago e a gordura abdominal foram retirados no momento do
sacrificio e pesados sendo que os figados retirados foram congelados para posterior

dosagem de gorduras.

4.5 - Dosagens Bioquimicas

Nos experimentos as dosagens bioquimicas foram realizadas utilizando-se de kits
comerciais Labtest Diagndstica S.A. sendo elas: Albumina, ALT, AST, Colesterol Total,
Colesterol-HDL, Creatinina, Fosfatase alcalina (ALP), Glicose, Hemoglobina, Proteinas
Totais, Triacilglicerois e Uréia. Os principios dos mesmos e seus respectivos protocolos sao
descritos no anexo 1.

A concentracdo do colesterol ndo-HDL (colesterol VLDL e LDL) foi calculada a

partir da diferenca do colesterol total pelo colesterol HDL e expressa em mmol/L:

Outras Fracdes do Colesterol (mmol/L) = Colesterol Total (mmol/L) — Colesterol HDL (mmol/L)

Os parametros bioquimicos realizados sem o uso de kits comerciais foram Grupos

Sulfidrilas e Paraoxonase (PON) cujos protocolos sdo descritos a seguir:

4.5.1 - Protocolo de dosagem de Paraoxonase

4.5.1.1 - Paraoxonase — Atividade arilesterase

Tem como objetivo a determinacdo da atividade arilesterdsica da enzima da
paraoxonase, usando fenilacetato como substrato, conforme descrito por Beltowski et al.,
(2002) .

Em tubo de ensaio adicionou-se 2mL de tampao Tris-HCI, 9mM; pH = 8,0 contendo
0,9mmol/L de cloreto de calcio e SuL de soro, misturou-se no votes, incubou-se em banho-
maria durante dois minutos e adicionou-se 0,5mL da solugdo Tris- fenilacetato (1 pL de

fenilacetato para cada 1500 uL de Tris-HCl 9mM; pH = 8,0). Apds exatamente 3 minutos,
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a absorbancia foi lida em 270nm. O espectrofotometro foi zerado com o branco que

continha todos os reagentes acima, exceto o soro.

Utilizamos a defini¢do para atividade enzimatica de acordo com Beltowski J. et al.
(2002), onde 1U de paraoxonase ¢ equivalente a hidrolise de Immol de fenilacetato (¢ =
1310 L.mol".cm™) por minuto (usualmente a atividade desta enzima é representada por

ImL de soro). Assim a atividade arilesterdsica da enzima ¢:

Absorvincia 1000
grb * Tempe ® Vohume de sore

Pfml =

Onde:
¢ — Coeficiente de extingdo molar;

b — caminho Optico, igual a 10 mm.

4.5.1.2 - Paraoxonase — Atividade paraoxonase

Tem como objetivo a determinagdo da atividade paraoxonase da enzima
paraoxonase, usando paraoxon como substrato, tendo como base a velocidade de hidrolise
deste, com a liberagdo do paranitrofenol por minuto, conforme descrito por Beltowski et al.,
(2002).

Inicialmente preparou-se uma solucdo contendo 9 mL de tampao glicina/NaOH
50mM; pH 10,5 contendo CaCl; 0,9 mM e 2uL de paraoxon. Posteriormente, em tubo de
polipropileno adicionou-se 780 pL dessa solugdo e 20uL de soro. A solugdo foi
homogeneizada e as absorbancias das amostras lidas no espectrofotometro a 412nm,
exatamente a cada minuto, por 3 minutos. O branco (tubo com 780 pL da solucdo
preparada inicialmente e 20 uL de agua) foi utilizado para acertar o aparelho.

Segundo Beltowski J et al (2002) 1U da enzima paraoxonase ¢ equivalente a

hidrélise de Immol de paraoxon (¢ = 18290 L.mol'.cm™) por minuto (usualmente a
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atividade dessa enzima ¢ representada em unidade por mL de soro). A atividade

paraoxonase da enzima paraoxonase €:

Abrorvincla y 1000
2 ¥k Tempe ¥ Volums da sore

UjmL =

A absorbancia utilizada nessa expressdo ¢ o delta obtido das trés absorbancias lidas

(absorbancia final — absorbancia inicial / 2).

4.5.2 - Protocolo de dosagem dos grupos sulfidrilas

Tem com objetivo a determinagdao de grupos sulfidrilas totais, grupos sulfidrilas
ligado as proteinas e grupos sulfidrilas em compostos de baixo peso molecular em amostras
biologicas, usando o reagente de Ellman (DNTB) conforme proposto por Sedlak e Lindsay
(1968). Os grupos tidis reagem com DNTB formando um complexo, que absorve luz a

412nm.

Reagentes e formas de preparo

o Tampao Tris-HCI, pH = 8,2: Foram dissolvidas 24,22g de Trizma Base (PM 121,1)
e 8,32g de Acido Etilenodiaminotetracético (EDTA; PM416,21; 99% m/m) em
800mL de agua destilada. O pH foi ajustado em 8,2 usando HCI 3 mol/L e agua
destilada foi adicionada para completar o volume final para 1.000mL. A solugdo
final continha 30mmol/L de Trizma Base e 3mmol/L de EDTA.

e Tampdo Tris-HCI, pH = 8,9: Foram dissolvidas 48,44g de Trizma Base ( PM 121,1)
e 8,32g de EDTA (PM 416,21; 99% m/m) em 800mL de adgua destilada. O pH foi
ajustado em 8,9 usando HCI 3 mol/L e agua destilada foi utilizada para completar o
volume final para 1000mL. A solugdo final continha 30mmol/L de Trizma Base e

3mmol/L de EDTA.
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Cloreto de Trietanolamina: Foram dissolvidos 1,33 mL de cloreto de trietanolamina
(TEA; PM 185,7) e adicionou-se agua destilada para completar o volume para
500mL.

Acido Tricloroacético: Foram dissolvidos 10 g de 4cido tricloroacético (TCA; PM
163,4; 70% m/v; 1,63g/mL) em 70mL de agua destilada. Agitou-se cuidadosamente
e adicionou-se dgua destilada para completar o volume final para 100mL.

Acido 5,5 -Ditio-bis-(2-nitrobenzéico): Foram dissolvidos 10mg de acido 5,5 -ditio-
bis-(2-nitrobenzodico) (DTNB; Reagente de Ellman; PM 396,3) em 14,7ImL de
metanol (PM 32,04; 0,79g/mL). Este reagente foi preparado pouco antes da
dosagem e mantido armazenado no gelo durante a utilizagao.

Solu¢do padrdo estoque: Foram dissolvidaos 12mg de cisteina (PM 121,16) em
volume de TEA suficiente para SmL. A solucdo final continha 20mmol/L de
cisteina. Este reagente foi preparado pouco antes da dosagem e mantido armazenado

no gelo durante a utilizagao.

O padrao de cisteina foi feito dissolvendo 50uL. de solucdo padrio estoque em

950uL de TEA. E procedeu-se como se segue.

TUBO 1 2 3 4 5 6
CONC (pmol/L) | 0 50 100 250 500 1000
Padrao Cisteina 0 25 50 125 250 500

(uL)
TEA (uL) 500 475 450 375 250 0

4.5.2.1 - Procedimento de dosagem de sulfidrilas totais

Para cada amostra, adicionou-se 800uL de metanol, 150uL de Tris-HCI, pH = 8,2,
50uL de DTNB e 40uL de amostra (ou da série de padrdes). Centrifugou-se a 13000

rpm durante 15 minutos & temperatura ambiente. As absorbancias das amostras foram

determinadas em 412nm, a 25°C. Nesta dosagem sao feitos dois brancos, o branco 1 que

contém todos os reagentes menos a amostra € o branco 2 que ndo contém amostra e
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DTNB. O branco 2 ¢ utilizado para acertar o aparelho. E as absorbancias obtidas de

todas as amostras sao diminuidas da absorbancia obtida para o branco 1.

4.5.2.2 - Procedimento de dosagem de sulfidrilas livres

Para cada amostra, adicionaram-se 200pL de TCA e 200uL de amostra. Esta
mistura foi agitada e centrifugada por 15 minutos a 13000rpm em temperatura ambiente,
para que as proteinas precipitassem. Adicionaram-se a um outro tubo de polipropileno,
150puL do sobrenadante, 600uL de Tris-HCI pH 8,9 e 60uL de DTNB. As absorbancias
das amostras foram determinadas em 412nm. Nesta dosagem sdo feitos dois brancos, o
branco 1 que contém todos os reagentes menos a amostra e o branco 2 que ndo contém
amostra ¢ DTNB. O branco 2 ¢ utilizado para acertar o aparelho. E as absorbancias

obtidas de todas as amostras sao diminuidas da absorbancia obtida para o branco 1.

4.5.2.3 — Calculos para determinacdo das concentracdes de sulfidrilas totais, livres e
ligadas a proteinas

Foi feito um grafico expressando Concentracdo do padrdo (Eixo Y) x Absorbancia
do padriao (Eixo X). Apos andlise de uma regressdo linear da curva padrdo, obteve-se a
equacdo da reta (Concentragdo = a* Absorbancia + b) que foi utilizada para determinar a
concentragao de sulfidrilas totais e de sulfidrilas livres.

A concentragdo dos radicais sulfidrilas ligados as proteinas foi calculada pela
diferenca entre sulfidrilas totais e sulfidrilas livres. Todas as concentracdes foram expressas

em pmol/L.

4.6 — Extracao de gordura do figado e das fezes

Amostras dos figados e das fezes dos animais foram previamente secas em estufa
ventilada e a extracdo dos lipidios totais das amostras foi realizada segundo metodologia
proposta pela Association of Official Agricultural Chemists dos Estados Unidos da América

(AOAC, 1980). Amostras de figado foram deixadas por 8 horas sob refluxo no aparelho de
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extracdo (Sohxlet) e amostras de fezes por 5 horas. A porcentagem de gordura foi

determinada pela formula abaixo:

% gordura =100 x D
A

D = Peso do baldo contendo a gordura extraida menos o peso do baldo vazio.

A = Peso da amostra.

4.7 — Dosagens de colesterol total e triacilglicerois na gordura do figado

Diluicdes da gordura hepatica em isopropanol foram preparadas anteriormente aos
procedimentos de dosagens. Dilui¢des de 1:50 foram preparadas a partir da homogenizacgao
de 20 pL de gordura em 980uL em isopropanol e diluicdes de 1:100 foram preparadas a
partir de aliquotas conhecidas da diluicdo de 1:50 em isopropanol. As diluigdes de 1:50
foram utilizadas para todas as dosagens de triacilglicerdis e para as dosagens de colesterol
total dos grupos C e CBO e as diluigdes de 1:100 foram utilizadas na dosagem de
colesterol total dos grupos H e HBO.

As dosagens foram realizadas a partir de 10uL de diluicdo de acordo com os
protocolos descritos para dosagem de colesterol total e de triacilglicerdis (anexo II) e

expressas em mg de colesterol (ou triacilglicerol) / g de figado.

4.8 — Dosagens de colesterol total e triacilglicerois na gordura das fezes

Dilui¢des da gordura fecal em isopropanol foram preparadas anteriormente aos
procedimentos de dosagens. A partir da homogeniza¢do de 20 pL de gordura em 980uL
em isopropanol foram preparadas diluigdes de 1:50. Dilui¢des de 1:100 e 1:200 foram
preparadas a partir de aliquotas conhecidas da diluicdo de 1:50 em isopropanol. As
diluicoes de 1:50 foram utilizadas para todas as dosagens de triacilglicerdis e para as
dosagens de colesterol total dos grupos C e CBO, as dilui¢des de 1:100 foram utilizadas na
dosagem de colesterol total do grupos H e as diluicdes de 1:200 foram utilizadas na

dosagem de colesterol total do grupo HBO.
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As dosagens foram realizadas a partir de 10uL de diluicdo de acordo com os
protocolos descritos para dosagem de colesterol total e de triacilglicerois (anexo 1) e

expressas em mg de colesterol (ou triacilglicerol) / g de fezes.

4.9 - Analise Estatistica

Os resultados estdo expressos como média *+ desvio padrdo. Empregou-se o
método de analise de variancia bivariada (two-way ANOVA) para a analise descritiva dos
dados. Quando as alteragdes eram significativas, (p < 0,05), foi realizado o teste de Tukey a

fim de se determinar as diferencas especificas entre as médias.
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CAPITULO 5 - RESULTADOS

5.1) RESULTADOS DO EXPERIMENTO 1

5.1.1) Avaliago nutricional

A tabela 2 apresenta os valores de massa corporal dos animais apds adaptagdo as
dietas, ingestdo total e massa corporal dos animais ao final do experimento.

Apo6s o periodo de adaptacdo, observou-se que a massa corporal dos animais foi
influenciada pela dieta. Os animais que receberam dietas controle C (174,71 + 14,69) e
CBO (172,1 + 10,88) apresentaram maiores massas em comparacdo aos animais que
receberam dietas hipercolesterolemiantes H (164,56 + 13,71) e HBO (161,89 + 15,85).

A dieta e o tratamento com a bixina influenciaram os valores de ingestdo alimentar.
Os animais que receberam as dietas controle ingeriram, em média, mais alimento que os
animais que receberam as dietas hipercolesterolemiantes e os animais que receberam bixina
em suas dietas ingeriram menos alimentos que os animais que nao receberam o tratamento
com o carotenodide. Além disto, houve interagdo entre estes dois fatores (dieta e bixina) e os
dados nos mostram que a ingestdo foi maior para os animais do grupo C (461,55 + 48,90),
seguida dos animais do grupo H (394,01 + 48,30). Os animais dos grupos CBO (123,95 +
17,66) e HBO (117,05 + 23,78) apresentaram os menores valores de ingestdo entre os
grupos e foram estatisticamente iguais entre si.

Os animais que receberam as dietas hipercolesterolemiantes e os tratamentos com
bixina apresentaram menor massa corporal ao final do experimento se comparados aos

animais que receberam dietas controle e tratamento isento de bixina.
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Tabela 2 - Massa corporal apos adaptagdo as dietas, ingestdo total, ganho de massa total e
massa corporal final de animais alimentados com dieta padrao (C), dieta padrdo + extrato
oleoso de bixina (CBO,) dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante +

extrato oleoso de bixina (HBO,).

Grupos Massa Corporal (g) Ingestéo Total (g) Massa Final (g)
C 174,71 + 14,69 461,55 +48,90 ° 208,06 + 12,03
CBO 172,10 + 10,88 123,95+ 17,66 ° 189,71 + 12,99
H 164,56 + 13,71 394,01 + 48,30 ° 187,17 £ 32,20
HBO 161,89 + 15,85 117,05 +23,78 ¢ 177,91 £17,33
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05
Bixina >0,05 <0,05 <0,05
Interacao >0,05 <0,05 >0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferengas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.1.2) Peso dos 6rgéos

5.2.1.1) Pesos total e relativo dos rins e do bago

A tabela 3 apresenta os valores de peso total e peso relativo para os rins e bago

Nao houve diferenga entre os grupos para os valores de peso total e relativo dos rins
e nem para os valores de peso relativo do bago.

Para o peso total do bago, os animais que receberam tratamento com a bixina
apresentaram os menores valores se comparados aos animais isentos desse tratamento.
Houve interacdo entre dieta e bixina. Os animais dos grupos C (0,40 £ 0,04) e H (0,41 +
0,04) foram estatisticamente iguais entre si apresentando os maiores pesos, os animais do
grupo CBO foram estatisticamente iguais aos animais dos grupos C, H e HBO e os animais

do grupo HBO (0,34 + 0,05) apresentaram os menores valores de peso do baco.
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Tabela 3 — Peso total e peso relativo (peso total do orgdo / peso do anima x 100) dos rins e
do bago de animais alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrdo + extrato oleoso de
bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato

oleoso de bixina (HBOZ.

. Peso relativo Peso relativo
Grupos Rins (g) dos rins (q) Baco (g) do baco (q)
C 1,17+ 0,14 0,56 + 0,04 0,40+ 0,04 * 0,19 £ 0,01
CBO 1,15+0,12 0,60 =+ 0,04 0,39 + 0,05 *° 0,21+ 0,03
H 1,09 + 0,09 0,60 + 0,14 0,41 +0,04 ° 0,23 + 0,06
HBO 1,09 £ 0,09 0,62 +£0,03 0,34 + 0,05 b 0,19 £0,03
Valor de P
Dieta >0,05 >(,05 >0,05 >(,05
Bixina >0,05 >0,05 <0,05 >0,05
Interacéo >0,05 >0,05 <0,05 >0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.1.2.2) Pesos total e relativo do figado e da gordura abdominal

A tabela 4 apresenta os valores de peso total e peso relativo para o figado e gordura
abdominal.

O peso total do figado foi influenciado pela dieta e pela bixina. Os animais que
receberam as dietas hipercolesterolemiantes € os animais que receberam tratamento isento
de bixina apresentaram figados mais pesados quando comparados aos animais que
receberam dietas controle e tratamento com a bixina. A dieta hipercolesterolemiante
influenciou também o peso relativo deste 6rgio elevando os seus valores.

Para a gordura abdominal, a dieta influenciou tanto os valores de peso total quanto
de peso relativo. Os animais que receberam as dietas controle apresentaram maiores valores

de peso se comparados aos animais que receberam as dietas hipercolesterolemiantes.
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Tabela 4 — Peso total e peso relativo (peso total do orgdo / peso do animal x 100) do figado
e da gordura abdominal de animais alimentados com dieta padrao (C), dieta padrdo +
extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta

hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina (HBO).

Peso relativo

Grupos Figado (g) I;es? recllatlvo b((jBorc_iurla da gordura
o figado (g) abdominal (g) abdominal (q)
C 5,14+ 0,46 2,47+0,12 5,33 +£1,68 2,56 + 0,80
CBO 4,83 £ 0,30 2,55+0,16 5,77 £ 3,45 2,98 +1,62
H 7,24 £0,61 3,99 + 0,89 3,58+ 1,62 1,92+ 0,74
HBO 6,70 + 0,85 3,77 +£ 0,33 3,54+2,12 1,92 +0,95
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Bixina <0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Interacéo >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.1.3) Perfil lipidico

5.1.3.1) Perfil lipidico sérico

A tabela 5 apresenta os resultados do perfil lipidico sérico dos animais.

Os niveis séricos de colesterol total foram influenciados pela dieta e pela bixina. A
analise da interacdo desses fatores revelou que a dieta hipercolesterolemiante H (6,98 +
1,02) elevou em mais que trés vezes (em relagdo ao grupo controle) a concentragdo sérica
do colesterol total. A associa¢do de bixina a essa dieta reduziu estes valores sendo
responsavel por uma reducao de 41% da concentracdo sérica do colesterol total dos animais
do grupo HBO (4,09 + 1,06). Entretanto, este efeito mostrou-se limitado, uma vez que ela
nao modificou os niveis de colesterol sérico dos animais quando foi associada a dieta
controle, ja que C (2,11 £0,11) e CBO (2,65 + 0,39) foram estatisticamente iguais entre si.

A fracdo HDL foi maior nos grupos de animais que receberam as dietas controle em
comparagdo aos grupos que receberam dietas hipercolesterolemiantes e também foi maior
para os grupos de animais que tiveram a bixina acrescida em suas dietas. A andlise da

interagdo da dieta com a bixina revelou que a adi¢do de bixina a dieta controle provocou
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uma elevacdo de 45% dos niveis séricos do colesterol HDL nos animais do grupo CBO
(2,19 £ 0,28), que obtiveram maiores concentracdes se comparados aos animas que
receberam a dieta controle isenta de bixina C (1,51 £+ 0,17). Entretanto esse efeito nao foi
observado na dieta hipercolesterolemiante, uma vez que os animais dos grupos H (0,46 +
0,08) e HBO (0,56 + 0,25) foram estatisticamente iguais entre si € apresentaram 0s menores
niveis de HDL.

O colesterol ndo-HDL, bem como indice aterogénico, seguiram o mesmo padrao
estatistico encontrado para o colesterol total. A associacdo de bixina a dieta
hipercolesterolemiante foi responsavel por uma reducdo significativa dos niveis de
colesterol nao - HDL e indice aterogénico no grupo HBO em comparagdo aos animais do
grupo H (reducdo de aproximadamente 46% e 54% respectivamente). Quanto aos
triacilglicerdis observamos que a adicao de bixina as dietas foi a responsavel pela reducao

dos niveis séricos deste parametro nos animais dos grupos CBO e HBO.

Tabela 5 - Concentracoes sericas do colesterol total, colesterol HDL, colesterol ndo-HDL
(Cn-HDL), indice aterogénico e triacilglicerodis de animais alimentados com dieta padrao
(C), dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e

dieta hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina (HBOZ.

Colesterol Colesterol

Cn-HDL Indice Triacilglicerdis
Grupos (mtnoqge}ln_) (ml_rln%bL) (mmol/L)  Aterogénico* (mmol/L)
C 2,11+£0,11° 1,51ﬂ:0,17b 0,6+0,16° 0,54+0,43° 1,24 £ 0,30
CBO 2,65+039° 2,19+0,28% 0,45+£0,25° 0,21+£0,12° 0,72+ 0,25
H 6,98+1,02* 046+0,08° 6,52+1,05% 14,88+4,74? 1,25 +0,84
HBO 4,09+1,06° 0,56+£0,25° 3,52+£095° 6,85+1,81°  0,550+0,22
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 >0,05
Bixina <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Interacéo < 0,05 <0,05 < 0,05 <0,05 >0,05

O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).
* Indice aterogénico = (Cn - HDL) x (Colesterol HDL) ™.

5.1.3.2) Perfil lipidico hepatico e fecal

A tabela 6 indica a porcentagem de gordura hepatica e fecal.
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As dietas hipercolesterolemiantes, em comparagdo as dietas controles, elevaram o
percentual tanto de gordura hepatica quanto de gordura fecal. A adicdo de bixina a dieta
hipercolesterolemiante reduziu as porcentagens de gordura hepatica e fecal dos animais do
grupo HBO em 21% e 32% respectivamente, entretanto, a sua adi¢do 4 dieta controle nao
proporcionou qualquer alteragcdo, uma vez que essas porcentagens nos grupos C e CBO

foram estatisticamente iguais entre si.

Tabela 6 — % de gordura hepdtica e fecal de animais alimentados com dieta padrao (C),
dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta

hipercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina gHBOz.

% de gordura % de gordura
Grupos hepati
epética fecal
C 9,82+ 0,75°¢ 3,85+0,74 ¢
CBO 10,81 £2,1° 3,94+0,94°
H 46,5+1,42° 17,69 £2.88*°
HBO 36,75+5,32" 12,36 + 1,09 °
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05
Bixina < 0,05 < 0,05
Interacéo <0,05 <0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.1.4) Parametros relacionados ao metabolismo hepético e renal

A tabela 7 apresenta os valores das atividades da ALT, AST, ALP e as
concentragdes séricas da uréia.

A dieta e o tratamento influenciaram a atividade de ALT, os animais que receberam
as dietas controle, bem como os animais isentos do tratamento com a bixina apresentaram
maior atividade dessa enzima, comparados aos animais que receberam as dietas
hipercolesterolemiantes e tratamento com o carotendide. A interacdo entre dieta e bixina
nos revelou uma reducao da atividade dessa enzima hepatica quando esta foi associada a
dieta hipercolesterolemiante, onde os animais do grupo HBO (1,24 + 0,18) apresentaram

uma menor atividade, enquanto os animais dos grupos C (1,75 + 0,21), CBO (1,81 £ 0,29) e
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H (1,94 £ 0,25) foram estatisticamente iguais entre si € apresentaram maiores niveis de
atividade de ALT.

A atividade de AST foi influenciada pela dieta e pelo tratamento. As dietas
hipercolesterolemiantes provocaram um aumento da atividade dessa enzima, ao passo que o
tratamento com a bixina provocou uma redu¢do. Pela analise da interagcdo entre dicta e
bixina, pode se observar que a bixina reduziu a atividade de AST estando associada tanto a
dieta controle quanto a dieta hipercolesterolemiante. Os animais dos grupos CBO (0,4 +
0,28) e HBO (2,35 + 0,33), apresentaram os menores niveis de atividade dessa enzima ao
passo que os animais dos grupos C (2,76 + 0,29) e H (3,04 + 0,23) foram estatisticamente
iguais entre si e apresentando as maiores atividades.

A atividade da fosfatase alcalina foi influenciada pela dieta e pela bixina. Os
animais que receberam dietas hipercolesterolemiantes e tratamento com bixina
apresentaram maiores niveis de ALP se comparados aos animais que receberam dietas
controle e tratamento isento de bixina.

Para os niveis de uréia sérica, houve influéncia apenas da bixina. O tratamento com
o carotendide foi o responsavel pelas menores concentragdes de uréia nos animais dos

grupos CBO e HBO se comparados aos animais dos grupos C ¢ H.

Tabela 7 — Atividades das enzimas séricas ALT, AST e ALP e concentra¢do sérica da uréia
de animais alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrdo + extrato oleoso de bixina
(CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato oleoso
de bixina (HBO,).

Uréia
Grupos ALT (U/L) AST (U/L) ALP (U/L) (mmol/L)
C 1,75+0,21% 2,76 £0,29* 23,27 +5,83 5,53 + 1,04
CBO 1,81 +0,29? 0,40+ 0,28 ¢ 52,03 +£7,03 3,90 £ 0,55
H 1,94 £ 0,25 ® 3,04+0,23% 39,02+ 8,42 5,56 + 1,42
HBO 1,24+ 0,18 b 2,35+0,33 b 79,53 £ 21,51 2,96 £ 0,62
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 >0,05
Bixina <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Interacéo <0,05 < 0,05 >0,05 >0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).
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5.1.5) Defesas antioxidantes

A tabela 8 apresenta os valores das concentracdes dos grupos sulfidrilas totais,
livres e ligados a proteinas.

A dieta influenciou as concentragdes dos grupos sulfidrilas ligados a proteinas, o
tratamento influenciou as concentragdes dos grupos sulfidrilas livres e ambos influenciaram
as concentragdes dos grupos de sulfidrilas totais.

As dietas hipercolesterolemiantes reduziram as concentragdes dos grupos sulfidrilas
totais e dos grupos sulfidrilas ligados as proteinas e o tratamento com a bixina aumentou as

concentragdes dos grupos sulfidrilas totais e livres.

Tabela 8 — Concentragoes séricas de sulfidrilas totais, livres e ligadas a proteinas de
animais alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO),
dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina
(HBO,).

Grupos Sulfidrilas totais Sulfidrilas livres  Sulfidrilas ligadas a
(umol/L) (umol/L) proteinas (umol/L)
C 443,15 £ 65,69 21,00 £ 7,40 422,15 £ 62,63
CBO 526,36 + 129,58 82,82 +£16,98 443,55 £ 133,74
H 314,38 + 100,46 32,19+ 11,36 282,19 £ 100,51
HBO 412,98 + 64,57 76,66 + 26,15 336,32 + 68,33
Valor de P
Dieta <0,05 >0,05 <0,05
Bixina <0,05 <0,05 >0,05
Interacédo >0,05 >0,05 >0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.1.6) Glicose, proteinas totais e albumina

A tabela 9 apresenta as concentracdes de glicose, proteinas totais e albumina.
A dieta hipercolesterolemiante e o tratamento com bixina reduziram as
concentragdes de glicose. Houve interagdo entre a dieta e o tratamento para este parametro.

Os animais do grupo C (6,70 = 1,11) apresentaram as maiores concentragdes de glicose e
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foram estatisticamente diferentes dos demais grupos, que apresentaram menores
concentragdes e foram estatisticamente iguais entre si: CBO (4,69 + 0,38), H (4,72 £ 0,6), e
HBO (4,99 + 0,89). O mesmo padrdo foi observado para a concentragao de albumina.
Houve efeito da bixina sobre o parametro proteinas totais. Analisando a interagdo
da dieta com a bixina, observamos que a adi¢do da bixina a dieta hipercolesterolemiante,
reduziu a concentragao das proteinas nos animais dos grupos HBO (55,61 £ 4,6) em
compara¢do aos animais do grupo H (66,66 = 4,26), que ficaram isentos do tratamento.
Além disso, os animais do grupo H apresentaram as maiores concentragdes de proteinas, e
foram estatisticamente semelhantes aos animais do grupo C (64,96 + 2,91). Os animais do
grupo CBO (60,43 + 4,34), foram estatisticamente semelhantes aos animais dos grupos C e

HBO.

Tabela 9 — Concentragoes séricas de glicose, proteinas totais e albumina de animais
alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta
hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina
(HBO,).

Proteinas Totais

Grupos Glicose (mmol/L) (g/L) Albumina (umol/L)
C 6,70+ 1,11° 64,96 +2.91 & 531,85 +36,91°
CBO 4,69 + 038" 60,43 + 4,34 ¢ 415,68 + 61,65°
H 4,72+0,6° 66,66 + 4,26 ° 427,05 +52,67°
HBO 4,99 +0,89° 55,61 + 4,60 © 404,48 + 69,77 °
Valor de P
Dieta <0,05 >0,05 <0,05
Bixina <0,05 <0,05 <0,05
Interacéo <0,05 <0,05 <0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferengas
significativas na mesma coluna (p<0,05).
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5.2) RESULTADOS DO EXPERIMENTO 2

5.2.1) Avaliagéo nutricional

A tabela 10 apresenta os valores de massa corporal inicial e apds a adaptacao as
dietas, ingestdo total e massa corporal dos animais ao final do experimento.

Nao houve diferenca de peso entre os grupos de animais ao inicio do experimento
nem apds o periodo de adaptacio as dietas.

O tratamento com a bixina influenciou a ingestao alimentar ¢ massa corporal final
dos animais. Os animais que receberam a bixina em suas dietas ingeriram em média, menos
alimentos que os animais que ndo receberam o tratamento e tiveram ao final do
experimento menor massa corporal. A dieta também influenciou os valores de massa
corporal final, sendo que os animais que receberam dietas hipercolesterolemiantes
obtiveram maiores pesos ao final do experimento se comparados aos animais que

receberam as dietas controle.

TabelalO - Massa corporal inicial e apos 15 dias de adaptagdo as dietas, ingestdo total,
ganho de massa total e massa corporal final de animais alimentados com dieta padrao (C),
dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta

hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina gHBOz.

Massa
Massa Corporal ap6s  Ingestédo Total .
Grupos Corporal (g) 15pdi as (gF)’ g @ Massa Final (g)
C 155,00+ 10,58 183,69+9,11 561,41 +£347.73 179,73 + 14,27
CBO 156,19+ 10,88 182,55+ 18,23 268,93 +171,9 117,98 £ 17,59
H 156,18 + 8,92 183,19+12,49 38248 + 173,98 192,83 + 28,08
HBO 156,36 + 7,56 182,07 +£25,27 295,78 + 131,52 142,30+ 17,15
Valor de P

Dieta >0,05 >0,05 >0,05 <0,05

Bixina >0,05 >0,05 <0,05 <0,05

Tratamento >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).
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5.2.2) Peso dos 6rgaos

5.2.2.1) Pesos total e relativo dos rins € do bago

A tabela 11 apresenta os valores de peso total e peso relativo para os rins e bago.

Nao houve diferenca entre os grupos para o peso total do rim e o tratamento com
bixina influenciou o peso relativo desse 6rgdo. Analisando a intera¢do da dieta com a
bixina, observamos que os animais do grupo CBO apresentaram os maiores valores de peso
relativo dos rins CBO (0,94 = 0,21) em comparagdo com os demais grupos C (0,59 + 0,06),
H (0,62 + 0,07) e HBO (0,76 £ 0,08) que foram estatisticamente iguais entre si.

A dieta e a bixina influenciaram o peso total do bago. Os animais que receberam as
dietas hipercolesterolemiantes apresentaram maiores valores de peso total do bago em
comparagdo aos animais que receberam as dietas controle e os animais que receberam
tratamento com bixina obtiveram menores valores comparados aos animais que nao
receberam o tratamento. Além disso, houve efeito da bixina para o peso relativo do bago,
onde os animais que receberam suplementagdo de bixina as dietas apresentaram os menores

valores de peso relativo desse 6rgao.

Tabela 11 — Peso total e peso relativo (peso total do orgdo / peso do animal x 100) dos rins
e do bago de animais alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrdo + extrato oleoso de
bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato
oleoso de bixina (HBO,).

Peso relativo Peso relativo

Grupos Rins (g) dos rins (g) Baco () do baco (g)
C 1,06£0,09 059+0,06° 034+0,05 0,19 +0,03
CBO 1,08£0,09  094+021%  0,19+0,08 0,16 + 0,06
H 1,18+0,12  0,62+0,07° 041+0,11 0,21 + 0,03
HBO 1,08£0,16 0,76+0,08°  025+0,05 0,17 £ 0,02
Valor de P
Dieta >0,05 >0,05 <0,05 >0,05
Bixina >0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Interacdo >0,05 <0,05 >(0,05 >0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).
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5.2.2.2) Pesos total e relativo do figado e da gordura abdominal

A tabela 12 apresenta os valores de peso total e peso relativo para o figado e
gordura abdominal.

O peso total do figado foi influenciado pela dieta e pela bixina. Os animais que
receberam as dietas hipercolesterolemiantes € os animais que receberam tratamento isento
de bixina apresentaram figados mais pesados quando comparados aos animais que
receberam dietas controle e tratamento com a bixina. A dieta hipercolesterolemiante
influenciou também o peso relativo deste 6rgio elevando os seus valores.

Para a gordura abdominal, o tratamento com bixina influenciou tanto os valores de
peso total quanto de peso relativo. Os animais que receberam bixina em suas dietas
apresentaram os menores valores de peso total e relativo da gordura abdominal se

comparados aos animais que ndo receberam o tratamento.

Tabela 12 — Peso total e peso relativo (peso total do orgdo / peso do animal x 100) do
figado e da gordura abdominal de animais alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrao
+ extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta

hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina gHBOz.

Peso relativo

Grupos Figado (g) I;es? re(ljatlvo bc(for(_zlurla da gordura
o figado (g) abdominal (g) abdominal (g)
C 4,80 +0,52 2,68 £0,37 5,18 +£1,96 2,83 +0,91
CBO 3,35+0,44 2,88 +0,45 0,33+ 0,46 0,25+0,33
H 9,06+ 1,28 4,72 +£0,38 7,43 £3,79 3,67 £1,58
HBO 6,81 +1,07 4,79 £ 0,47 0,95+1,17 0,64 +£0,77
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 >(,05 >(,05
Bixina <0,05 >(,05 <0,05 <0,05
Interacao >0,05 >0,05 >0,05 >0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferengas
significativas na mesma coluna (p<0,05).
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5.2.3) Perfil lipidico

5.2.3.1) Perfil lipidico sérico

A tabela 13 apresenta os resultados do perfil lipidico sérico dos animais.

A dieta e a bixina influenciaram os niveis séricos de colesterol total. As dietas
hipercolesterolemiantes provocaram um aumento do colesterol total em comparacdo com as
dietas controle e o tratamento com a bixina provocou uma reducao destes niveis.

Dieta e bixina também influenciaram os niveis séricos do colesterol HDL. A fracao
HDL foi maior nos grupos de animais que receberam as dietas controle em comparagdo aos
grupos que receberam dietas hipercolesterolemiantes e também foi maior para os grupos de
animais que tiveram a bixina acrescida em suas dietas. A analise da interacdo da dieta com
a bixina revelou que a adigdo de bixina a dieta hipercolesterolemiante provocou uma
elevacdo expressiva (cerca de 5 vezes) dos niveis séricos do colesterol HDL nos animais do
grupo HBO (1,58 + 0,22), que obtiveram concentracdes estatisticamente semelhantes aos
animais dos grupos controle: C (1,38 = 0,18) e CBO (1,19 + 0,20). Essas alteracdes do
colesterol HDL refletiram no indice aterogénico, onde os animais do grupo H (16,36 +
6,82) apresentaram maior indice, sendo os demais grupos estatisticamente iguais entre si.

As dietas hipercolesterolemiantes elevaram as concentragdes das fracdes ndo-HDL
do colesterol e a adigdo de bixina as dietas, provocou uma reducdo destas concentragdes.
Este efeito, entretanto, foi observado sob uma forma limitada, ja que esta redugdo ocorreu
apenas quando a bixina foi associada a dieta hipercolesterolemiante (redugdo de
aproximadamente 53%), ndo ocorrendo quando ela foi adicionada a dieta controle, j& que
os animais do grupo CBO (2,65 + 0,39) foram estatisticamente iguais aos animais do grupo
C(@2,11+0,11).

Quanto aos triacilglicer6is observamos a influéncia da bixina. A sua adi¢ao a dieta
hipercolesterolemiante provocou uma elevacao (de mais de duas vezes) nos niveis séricos

deste parametro nos animais do grupo HBO (1,07 + 0,10), enquanto nenhum efeito foi
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observado a partir de sua adi¢do a dieta controle sendo os animais dos grupos controle C

(0,69 +0,11) e CBO (0,73 £+ 0,17) estatisticamente iguais entre si.

Tabela 13 - Concentracgoes séricas do colesterol total, colesterol HDL, colesterol ndo-HDL
(Cn-HDL), indice aterogénico e triacilglicerois de animais alimentados com dieta padrao
(C), dieta padrdao + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e

dieta hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina (HBO).

Colesterol

Colesterol

Cn-HDL Indice Triacilglicerdis
Grupos (mtr(r)lgallI/L) (ml_rL[c)JII;L) (mmol/L)  Aterogénico* (mmol/L)
C 221+0,46 1,38+0,18* 0,83+038° 060+026°  0,69+0,11°
CBO 1,89+0,34 1,19+020* 0,70+£027° 061+026° 0,73+0,17°
H 526+1,80 0,32+0,06° 4,94+1,83" 1636+6,82% 0,50+0,07°
HBO 3,92+061 1,58+022% 234+055° 1,50+040° 1,07+0,10°
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 >0,05
Bixina <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Interacéo >0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).
* [ndice aterogénico = (Cn - HDL) x (Colesterol HDL) ™.

5.2.3.2) Perfil lipidico hepatico

A Tabela 14 indica os valores da porcentagem de gordura no figado e as
concentragdes hepaticas de colesterol total e triacilglicerdis.

A dieta e a bixina influenciaram o percentual de gordura e a concentragao hepatica
de colesterol total. As dietas hipercolesterolemiantes provocaram um aumento nos valores
destes parametros em comparagdo com as dietas controle e o tratamento com a bixina
provocou uma redugdo. Este efeito, entretanto, foi observado sob uma forma limitada, ja
que esta redugdo (-43%) ocorreu apenas quando a bixina foi associada a dieta
hipercolesterolemiante, a sua adi¢do 4 dieta controle ndo proporcionou qualquer alteragdo,
sendo os grupos C e CBO estatisticamente iguais entre si para ambos os parametros

analisados.
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Dieta e bixina também influenciaram as concentracdes hepaticas de triacilglicerdis
que foram maiores nos grupos de animais que receberam as dietas hipercolesterolemiantes
em comparacdo aos grupos que receberam dietas controle e maiores para os grupos de
animais que ndo tiveram a bixina acrescida em suas dietas em comparacdo com aqueles que
tiveram. A analise da interagdo da dieta com a bixina revelou que a adi¢do de bixina a dieta
hipercolesterolemiante provocou uma redug¢do de 60% na concentracdo de triacilglicerois
nos animais do grupo HBO, que obtiveram concentragdes estatisticamente semelhantes aos

animais dos grupos C e CBO.

Tabela 14 — Porcentagem de gordura hepdtica e concentragoes de colesterol total e
triacilglicerois no figado de animais alimentados com dieta padrao (C), dieta padrdo +
extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta

hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina gHBOz.

Grupos % de gordura Colesterol Triglicérides
C 12,17 £3,56 ¢ 6,87 £ 0,77 ¢ 1526 £2,76°
CBO 7,83 +£3,14°¢ 3,.63+0,59 ¢ 7,76 +3,61°
H 50,1 +5,59° 168,52 £ 12,02 ° 40,81 + 12,86 °
HBO 36,58 £ 7,48 ° 96,59 = 14,28 ° 16,16 = 4,64 °
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05
Bixina <0,05 <0,05 <0,05
Interagdo <0,05 <0,05 <0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.2.3.3) Perfil lipidico fecal

A Tabela 15 indica os valores da porcentagem de gordura das fezes e as
concentragdes fecais de colesterol total e triacilglicerois.

A dieta e a bixina influenciaram o percentual de gordura fecal. As dietas
hipercolesterolemiantes e o tratamento com a bixina provocaram elevacdes neste percentual
em comparacao com as dietas controle e tratamentos isentos de bixina.

Dieta e bixina influenciaram a concentrag¢do de colesterol total e triacilglicerois nas

fezes, e como ocorrido no figado, a adi¢do de bixina, 4 dieta hipercolesterolemiante
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provocou uma redu¢do de 42% na concentragdo do colesterol total e de 80% na

concentracdo de triacilglicerdis dos animais do grupo HBO.

Tabela 15 — Porcentagem de gordura fecal e concentragoes de colesterol total e
triacilglicerdis nas fezes de animais alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrdo +
extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta

hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina (HBO).

Grupos % de gordura Colesterol Triglicerides
C 2,41 £0,61 2,93+0,58°¢ 1,92+051°
CBO 6,34 + 2,09 585+1,59°¢ 424+217°
H 13,22 +2,37 75,03 £ 16,07 ° 1931 £2,73 %
HBO 14,83 £2.,5 44,07 +5,14° 3.93+1,14°
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05
Bixina <0,05 <0,05 <0,05
Interacao >0,05 <0,05 <0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferengas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.2.4) Parametros relacionados ao metabolismo hepéatico e renal

5.2.4.1) Parametros da funcao hepatica

A tabela 16 apresenta os valores das atividades das enzimas ALT, AST e ALP.

Houve interagdo entre dieta e tratamento com bixina para a atividade de ALT. A
analise dessa interacdo nos revelou que a associa¢do de bixina & dieta controle elevou a
atividade de ALT, enquanto a associa¢ao de bixina & dieta hipercolesterolemiante reduziu a
atividade desta enzima. Nao houve diferenca entre os grupos para a atividade de AST.

As dietas hipercolesterolemiantes elevaram a atividade da ALP. Os animais do
grupo H (56,34 + 6,64) apresentaram maiores niveis de atividade dessa enzima, e a adicao
de bixina a essa dieta fez com que houvesse uma redu¢do dessa atividade nos animais do
grupo HBO (37,30 &+ 4,70) que foram estatisticamente iguais aos animais do grupo CBO
(34,09 £ 2,4).
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Tabela 16 — Atividade das enzimas séricas ALT, AST e ALP de animais alimentados com
dieta padrdo (C), dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta
hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina
(HBO).

Grupos ALT (U/N) AST (Ul ALP (U/L)
C 8,49 £2.53° 21,50 + 3,86 2338 +£5,63°
CBO 12,59 £2,60 21,93 + 6,58 34,09 £2,40°
H 11,73 £2,45° 25,14 + 5,48 56,34 + 6,64 °
HBO 7,70 +1,24° 23,39 + 3,98 3730+4,7°
Valor de P
Dieta >0,05 >0,05 <0,05
Bixina >(0,05 >(0,05 >0,05
Interacédo <0,05 >0,05 <0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.2.4.2) Parametros da fungao renal

A tabela 17 apresenta os valores das concentragdes de creatinina e uréia.

As concentragdes da creatinina foram influenciadas pela dieta e pelo tratamento. As
dietas hipercolesterolemiantes provocaram um aumento na concentra¢do de creatinina, ao
passo que o tratamento com a bixina provocou uma redugdo. Pela andlise da interagdo entre
dieta e bixina, pdde se observar que a bixina reduziu as concentragdes de creatinina estando
associada tanto a dieta controle quanto a dieta hipercolesterolemiante. Os animais do grupo
H (71,66 + 4,24) apresentaram as maiores concentragdes de creatinina, seguido dos animais
do grupo C (47,92 £+ 6,37), sendo os animais dos grupos CBO (25,32 + 8,01) e HBO (11,16
+ 4,57) aqueles que obtiveram as menores concentragdes.

Dieta e bixina também influenciaram a concentracdo de uréia. A concentragao foi
maior nos grupos de animais que receberam as dietas controle em comparacao aos grupos
que receberam dietas hipercolesterolemiantes e também foi maior para os grupos de
animais que tiveram a bixina acrescida em suas dietas. A analise da interacdo da dieta com
a bixina revelou que os animais do grupo CBO (11,88 + 2,85) apresentaram as maiores

concentragdes de uréia e que os animais dos grupos C (4,25 £0,32), H (4,58 + 0,46) e HBO
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(593 £ 0,57) foram estatisticamente iguais entre si, apresentando as menores

concentragoes.

Tabela 17 — Concentracgoes séricas de creatinina e uréia de animais alimentados com dieta
padrao (C), dieta padrdao + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante

(H) e dieta hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina gHBOz.

Grupos C(Ler:]\glr)ll_r;a Uréia (mmol/L)
C 47,92 + 6,37 ° 425+0,32°
CBO 2532 +£8,01° 11,88 £2,85 2
H 71,66 +4,24° 4,58 +0,46°
HBO 11,16 £ 4,57 ¢ 5,93 +0,57"
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05
Bixina <0,05 <0,05
Interacéo <0,05 <0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.2.5) Defesas antioxidantes

5.2.5.1) Grupos sulfidrilas

A tabela 18 apresenta os valores das concentracdes dos grupos sulfidrilas totais,
livres e ligados a proteinas.

A dieta influenciou as concentragdes dos grupos sulfidrilas totais e dos grupos
sulfidrilas ligados a proteinas e o tratamento influenciou as concentra¢des dos grupos
sulfidrilas livres.

As dietas hipercolesterolemiantes reduziram as concentragdes dos grupos sulfidrilas
totais e dos grupos sulfidrilas ligados as proteinas. A bixina associada as dietas controle e
hipercolesterolemiante elevou as concentragdes dos grupos sulfidrilas livres nos animais

dos grupos CBO e HBO em 24% e 12% respectivamente.
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Tabela 18 — Concentragoes séricas de sulfidrilas totais, livres e ligadas a proteinas de
animais alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO),
dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina

(HBO).

Sulfidrilas totais Sulfidrilas livres  Sulfidrilas ligadas a

Grupos (umol/L) (umol/L) proteinas (umol/L)
C 238,67 +23,78 102,53 +2,43° 135,92 £ 22,57
CBO 230,16 + 33,93 127,04 + 8,87 * 103,12 £ 37,30
H 190,84 + 15,50 107,76 + 5,81 ° 83,08 + 15,93
HBO 215,32 + 42,49 121,25+ 4,02° 82,24 + 42,69
Valor de P
Dieta <0,05 >0,05 <0,05
Bixina >0,05 <0,05 >0,05
Interacao >0,05 <0,05 >0,05

O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.2.5.2) Paraoxonase

A tabela 19 apresenta os valores das atividades arilesterase e paraoxonase da PON.

As dietas hipercolesterolemiantes reduziram atividade arielterase da PON em
comparagdo com as dietas controle e analise da interacao da dieta com a bixina revelou que
a adicdo de bixina a dieta hipercolesterolemiante provocou uma elevacao desta atividade
nos animais do grupo HBO enquanto sua associac¢do a dieta controle levou 4 uma reducdo
desta atividade para o grupo CBO.

A interacdo da dieta com a bixina revelou que a atividade paraoxonase da PON foi
maior para os animais do grupo C e menor para o grupo H. Assim como para atividade
arielesterase, a associacdo da bixina as dietas controle e hipercolesterolemiante, tiveram
efeitos diferenciados. Quando adicionada a dieta hipercolesterolemiante a bixina elevou a

atividade paraoxonase da PON e quando adicionada a dieta controle, reduziu esta atividade.
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Tabela 19 — Atividades arilesterase e paraoxonase da PON de animais alimentados com
dieta padrdo (C), dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta
hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina
(HBO,).

PON arilesterase PON paraoxon

Grupos u/mL u/mL
C 30,95 +3,63° 0,15+0,03°
CBO 18,28 £3,27°¢ 0,09 0,03 >*
H 16,49 +1,97 ¢ 0,07 + 0,03
HBO 26,03 +3,20° 0,12+ 0,02 *°
Valor de P
Dieta <0,05 >0,05
Bixina >0,05 >0,05
Interacéo <0,05 <0,05

O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.2.6) Glicose, proteinas totais e albumina

A tabela 20 apresenta as concentragdes de glicose, proteinas totais e albumina.

Nao houve diferenca entre os grupos para o parametro glicose. As dietas
hipercolesterolemiantes elevaram as concentragdes de proteinas quando comparadas as
dietas controle.

As dietas hipercolesterolemiantes provocaram um aumento da concentragdo de
albumina se comparadas as dietas controle, ao passo que a suplementacdo de bixina as

dietas provocou uma redugdo dessas concentracoes.

60



SILVA,L.S. Resultados

Tabela 20 — Concentragoes séricas de glicose, proteinas totais e albumina de animais
alimentados com dieta padrao (C), dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta
hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina
(HBO).

Proteinas Totais

Grupos Glicose (mmol/L) Albumina (umol/L)

(9/L)
C 5,87 £ 1,40 57,80 £ 4,94 44733 + 25,59
CBO 5,92+ 1,04 52,87 + 5,54 380,47 + 64,38
H 5,13+2,14 59,38 + 3,32 458,17 +£20,58
HBO 4,78 + 0,95 58,43 £3,36 435,57 £ 38,15
Valor de P

Dieta >0,05 <0,05 <0,05

Bixina >0,05 >0,05 <0,05

Interacéo >0,05 >0,05 >0,05

O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).
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5.3) RESULTADOS DO EXPERIMENTO 3

5.3.1) Avaliagéo nutricional

A tabela 21 apresenta os valores de massa corporal inicial e apds a adaptagdo as
dietas, ingestdo total e massa corporal dos animais ao final do experimento.Nao houve
diferenca de peso entre os grupos de animais ao inicio do experimento.Apds o periodo de
adaptag@o, observou-se que a massa corporal dos animais foi influenciada pela dieta. Os
animais que receberam dietas hipercolesterolemiantes H (214,13 + 18,21) e HBO (203,9 +
11,23) apresentaram maiores massas em comparagdo aos animais que receberam dietas
controle C (192,50 + 14,29) e CBO (187,79 + 11,98).Dieta e bixina influenciaram os
valores de ingestdo e massa corporal final. Os animais que receberam as dietas controle e
tratamento com bixina ingeriram em média mais alimentos que os animais que receberam
dietas hipercolesterolemiantes e tratamento isento de bixina respectivamente. Animais que
receberam as dietas hipercolesterolemiantes e tratamento isento de bixina apresentaram
maior massa corporal ao final do experimento em relagdo aos animais que receberam dietas
controle e tratamento com bixina respectivamente.

Tabela 21: Massa corporal inicial e apos 15 dias de adaptagdo as dietas, ingestdo total,
ganho de massa total e massa corporal de animais alimentados com dieta padrao (C), dieta
padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta

hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina gHBOz.

Massa
Massa Corporal apés  Ingestédo Total .
Grupos Corporal (g) 15pdias (gF; g @ Massa Final (g)
C 170,94 £ 11,01 192,50+ 14,29 475,89 £ 57,99 224,23 £ 7,96
CBO 173,13 £ 6,40 187,79 £ 11,98 577,76 + 53,91 215,10 £ 19,31
H 171,75+ 11,17 214,13+ 18,21 441,32 +£21,61 264,35 £ 5,81
HBO 173,75+ 6,63 203,90 + 11,23 497,72 + 51,86 240,74 + 6,37
Valor de P
Dieta >0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Bixina >0,05 >0,05 <0,05 <0,05
Interacéo >(,05 >0,05 >(,05 >(,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferengas
significativas na mesma coluna (p<0,05).
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5.3.2) Peso dos 6rgaos

5.3.2.1) Pesos total e relativo dos rins € do bago

A tabela 22 apresenta os valores de peso total e peso relativo para os rins e bago.

Nao houve diferenca entre os grupos para os valores de peso relativo dos rins e do
bago.

O tratamento com bixina influenciou o peso total dos rins. Analisando a interagao
da dieta com a bixina, observamos que os animais do grupo H (1,58 + 0,07) apresentaram
os maiores valores de peso dos rins e foram estatisticamente diferentes dos demais grupos,
que apresentaram menores valores de peso deste 6rgao e foram estatisticamente iguais entre
siC (1,36 +0,11), CBO (1,30 £ 0,09) e HBO (1,40 £ 0,09).

A dieta e a bixina influenciaram o peso total do baco. Os animais que receberam as
dietas hipercolesterolemiantes apresentaram maiores valores de peso total do baco em
comparagdo aos animais que receberam as dietas controle e os animais que receberam
tratamento com bixina obtiveram menores valores comparados aos animais que nao

receberam o tratamento.

Tabela 22 — Peso total e peso relativo (peso total do orgdo / peso do animal x 100) dos rins
e do bago de animais alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrdo + extrato oleoso de
bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato
oleoso de bixina (HBO,).

Peso relativo Peso relativo

Grupos Rins (g) dos rins (g) Bago (0) do baco (g)
C 1,36 +0,11° 0,61 = 0,03 0,44 £ 0,05 0,20 = 0,03
CBO 1,30 0,09 ° 0,60 = 0,05 0,44 + 0,09 0,20 + 0,04
H 1,58 0,07 ° 0,60 = 0,05 0,58 + 0,05 0,22 + 0,02
HBO 1,40 + 0,09 ° 0,58 + 0,02 0,46 = 0,05 0,39 + 0,56
Valor de P
Dieta <0,05 >0,05 <0,05 >0,05
Bixina <0,05 >0,05 <0,05 >0,05
Interacéo <0,05 >0,05 >0,05 >0,05

O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).
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5.3.2.2) Pesos total e relativo do figado e da gordura abdominal

A tabela 23 apresenta os valores de peso total e peso relativo para o figado e
gordura abdominal.

O peso total do figado foi influenciado pela dieta e pela bixina. As dietas
hipercolesterolemiantes provocaram aumento do peso total deste 6érgdo em comparacao
com as dietas controle, e a adicao de bixina as dietas, provocou uma reducdo no peso total
do figado. Este efeito, entretanto, foi limitado, ja que esta reducdo ocorreu apenas quando a
bixina foi associada a dieta hipercolesterolemiante, ndo ocorrendo quando ela foi
adicionada a dieta controle, ja4 que os animais do grupo CBO (6,75 = 0,88) foram
estatisticamente iguais aos animais do grupo C (6,54 + 0,59).

A dieta hipercolesterolemiante influenciou também o peso relativo deste orgdo
elevando os seus valores nos animais dos grupos H (5,37 £ 0,58) e HBO (4,95 + 0,37).

A dieta influenciou os valores de peso total e relativo da gordura abdominal. Os
animais que receberam as dietas hipercolesterolemiantes apresentaram maiores valores se

comparados aos animais que receberam as dietas controle.

Tabela 23 — Peso total e peso relativo (peso total do orgdo / peso do animal x 100) do
figado e da gordura abdominal de animais alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrao
+ extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta

hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina gHBOz.

Peso relativo

Grupos Figado (g) zes]?, re(ljatlvo bgor(_:lurla da gordura
o figado (g) abdominal (g) abdominal (g)
C 6,54+0,59° 291+0,11° 2,40 £ 0,73 1,06 + 0,25
CBO 6,75+ 0,88 ¢ 3,11 £0,21 b 2,23 £0,85 1,34 £ 0,24
H 14,16 +1,49* 537+0,58° 3,55+0,77 1,01 +0,34
HBO 11,86+ 1,20°  495+0,37° 3,04 +0,71 1,25 +0,24
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Bixina <0,05 >0,05 >0,05 >0,05
Interacéo <0,05 <0,05 >(0,05 >0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).
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5.3.3)Perfil lipidico

5.3.3.1) Perfil lipidico sérico

A tabela 24 apresenta os resultados do perfil lipidico sérico dos animais.

A dieta e a bixina influenciaram os niveis séricos de colesterol total. As dietas
hipercolesterolemiantes e o tratamento com a bixina provocaram um aumento do colesterol
total em comparagdo com as dietas controle e tratamentos isentos de bixina. A andlise da
interagdo da dieta com a bixina revelou que a adicdo de bixina a dieta
hipercolesterolemiante provocou uma elevagdo de aproximadamente 37% na concentracao
sérica do colesterol total dos animais do grupo HBO (8,76 + 2,45), que obtiveram
concentragdes maiores que os animas que receberam a dieta hipercolesterolemiante isenta
de bixina H (6,38 + 1,10). A adi¢do de bixina a dieta controle ndo exerceu este efeito, uma
vez que os animais dos grupos C (2,20 £ 0,25) e CBO (2,45 + 0,24) foram estatisticamente
iguais entre si e apresentaram os menores niveis séricos de colesterol total.

A fragdo HDL foi maior nos grupos de animais que receberam as dietas controle em
comparagdo aos grupos que receberam dietas hipercolesterolemiantes e a adi¢do de bixina a
dieta controle provocou uma elevacao de 27,5% dos niveis séricos do colesterol HDL dos
animais do grupo CBO (1,99 + 0,18), que obtiveram maiores concentragdes se comparados
aos animas que receberam a dieta controle isenta de bixina C (1,56 £+ 0,21). Entretanto a
suplementagdo de bixina 4 dieta hipercolesterolemiante ndo provocou nenhuma alteragao
nos niveis de HDL, uma vez que os animais dos grupos H (0,30 = 0,12) e HBO (0,23 +
0,07) foram estatisticamente iguais entre si e apresentaram os menores niveis dessa
lipoproteina.

O colesterol nao-HDL, bem como indice aterogénico, seguiram o mesmo padrio
estatistico encontrado para o colesterol total. Houve uma elevacao de aproximadamente
40% e 75% do colesterol ndo - HDL e indice aterogénico respectivamente para os animais

do grupo HBO.
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As dietas controle provocaram um aumento da concentracdo de triacilglicerois se
comparadas as dietas hipercolesterolemiantes, ao passo que a suplementacao de bixina as

dietas provocou uma reducgdo da concentracdo sérica deste parametro.

Tabela 24 — Concentragoes séricas do colesterol total, colesterol HDL, colesterol nao-
HDL (Cn-HDL),indice aterogénico e triacilglicerdis de animais alimentados com dieta
padrao (C), dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante

(H) e dieta hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina gHBO).

Colesterol Colesterol

Cn-HDL Indice Triacilglicerdis
Grupos (mtr(rjlt)atllL) (ml;lnl?)bL) (mmol/L) Aterogénico* (mmol/L)
C 220+0,25° 1,56+0,21 b 0,64 £0,23° 0,43+0,18° 0,73+0,18
CBO 245+024° 1,99+0,18* 0,46+0,19° 0,23 +0,10° 0,61 +0,19
H 6,38+ 1,10° 0,30+£0,12¢ 6,08<1,11°  22,79+85" 0,67 +0,11
HBO 8,76+2,45% 023+0,07° 8,53+2.44" 40,06+17,96° 0,37+ 0,06
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Bixina <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
Interacéo <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 >0,05

O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas

significativas na mesma coluna (p<0,05).
* Indice aterogénico = (Cn - HDL) x (Colesterol HDL) ™.

5.3.3.2) Perfil lipidico hepatico

A Tabela 25 indica os valores da porcentagem de gordura no figado e as
concentragdes hepaticas de colesterol total e triacilglicerdis.

As dietas hipercolesterolemiantes elevaram o percentual de gordura hepatica e a
concentragdo do colesterol total hepatico

Dieta e bixina influenciaram as concentragdes hepaticas de triacilglicerois. A analise
da interagdo entre estes fatores indica que houve uma elevagdo (maior que duas vezes) na
concentragdo dos triacilglicerdis quando a bixina foi associada a dieta controle, enquanto
nenhum efeito foi observado quando ela foi adicionada a dieta hipercolesterolemiante,

sendo os grupos H (53,46 + 8,59) e HBO (52,79 £ 9,17) estatisticamente iguais entre si.

66



SILVA,L.S. Resultados

Tabela 25 — Porcentagem de gordura hepdtica e concentragoes de colesterol total e
triacilglicerois no figado de animais alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrdo +
extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta

hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina (HBO).

Grupos % de gordura Colesterol Triglicérides
C 11,6 £1,77 4,68 + 1,04 13,11 £2,33°
CBO 15,79 + 4,3 8,03 + 1,96 28,65+5,49°
H 57,92 + 4,43 181,63+ 11,44 53,46 +£8,59*
HBO 59,05 + 4,08 183,99 + 15,93 52,79+9,17*
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05
Bixina >0,05 >0,05 <0,05
Interagédo >0,05 >0,05 <0,05

O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.3.3.3) Perfil lipidico fecal

A Tabela 26 indica os valores da porcentagem de gordura nas fezes e as
concentragdes fecais de colesterol total e triacilglicerois.

As dietas hipercolesterolemiantes e o tratamento com a bixina provocaram
aumentos no percentual de gordura e nas concentracdes do colesterol total e triacilglicerdis
fecais em comparag¢do com as dietas controle e tratamentos isentos de bixina. A andlise da
interagdo da dieta com a bixina nos revelou que a adi¢do de bixina a dieta
hipercolesterolemiante provocou uma elevacao de aproximadamente 18% no percentual da
gordura fecal dos animais do grupo HBO (15,36 = 1,61) em comparacao aos animas do
grupo H (12,97 £+ 0,64) enquanto a sua associagdo a dieta controle ndo provocou nenhum
efeito visto que os animais dos grupos C e CBO sio estatisticamente iguais entre si. Para os
triacilglicerdis, o mesmo efeito foi observado, com uma elevacao de aproximadamente 74%
dos triacilglicerdis dos animais do grupo HBO (29,23 + 3,22) em comparag¢ao aos animas

do grupo H (16,73 £ 6,06).
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Tabela 26 — Porcentagem de gordura fecal e concentragoes de colesterol total e
triacilglicerois nas fezes de animais alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrdo +
extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta

hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina (HBO).

Grupos % de gordura Colesterol Triglicérides
C 2,1+£0,26° 1,56 + 0,43 0,54 +0,26 €
CBO 2,16+ 0,48° 2,41+0,6 2,73+0,72 ¢
H 12,97 £ 0,64 ° 61,35+ 6,44 16,73 + 6,06 °
HBO 1536 + 1,61 ° 69,36 + 7,62 2923 +322°
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05
Bixina <0,05 <0,05 <0,05
Interacéo <0,05 >0,05 <0,05

O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.3.4) Parametros relacionados ao metabolismo hepatico e renal

5.3.4.1) Parametros da funcao hepatica

A tabela 27 apresenta os valores das atividades da ALT, AST e ALP.

As dietas hipercolesterolemiantes elevaram as atividades das enzimas ALT e AST.

A atividade da fosfatase alcalina foi influenciada pela dieta e pela bixina. Os
animais que receberam dietas hipercolesterolemiantes e tratamento com bixina
apresentaram maiores niveis de ALP se comparados aos animais que receberam dietas
controle e tratamentos isentos de bixina. A andlise da interacdo da dieta com a bixina
revelou que a adi¢do de bixina a dieta hipercolesterolemiante provocou uma elevagdo na
atividade de ALP dos animais do grupo HBO (47,73 + 7,89), que obtiveram concentragdes
maiores que os animas que receberam a dieta hipercolesterolemiante isenta de bixina H

(30,04 £ 8,19).
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Tabela 27 — Atividade das enzimas séricas ALT, AST e ALP de animais alimentados com
dieta padrdo (C), dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta
hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina
(HBO).

Grupos ALT (U/1) AST (U/1) ALP (U/L)
C 7,15 £2,56 19,41 + 3,97 17,18 £5,4 ¢
CBO 573+1,33 18,45 + 2,87 24,89 £3,18 >¢
H 10,34 + 3,28 25,71 +3,07 30,04 £8,19°
HBO 10,78 + 2,42 29,43 + 4,07 4773 +£7,89°
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05 <0,05
Bixina >0,05 >0,05 <0,05
Interacéo >0,05 >0,05 <0,05

O resultado indicado é a média + desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.3.4.2) Parametros da fun¢do renal

A tabela 28 apresenta valores das concentragdes de creatinina e uréia

Nao houve diferenga entre os grupos para o parametro uréia. As concentracdes da
creatinina  foram influenciadas pela dieta e pelo tratamento. As dietas
hipercolesterolemiantes provocaram um aumento na concentragdo de creatinina, ao passo
que o tratamento com a bixina provocou uma reducdo. A analise da interagao entre dieta e
bixina revelou que os animais do grupo CBO (31,85 + 7,09) apresentaram as menores
concentragdes de creatinina e que os animais dos grupos C (63,61 + 11,31), H (66,29 +
19,32) e HBO (59,29 + 9,12) foram estatisticamente iguais entre si, apresentando as

maiores concentragoes.
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Tabela 28 — Concentragoes séricas de creatinina e uréia de animais alimentados com dieta
padrao (C), dieta padrdao + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta hipercolesterolemiante

(H) e dieta hieercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina gHBOz.

Grupos C(Lﬁglr};_r;a Uréia (mmol/L)
C 63,61 £11,31° 4,89 + 0,64
CBO 31,85+ 7,09° 4,97 +0,79
H 66,29 +£ 19,32 ° 4,60 +0,73
HBO 5929+9,12° 4,49 + 0,42
Valor de P
Dieta <0,05 >0,05
Bixina <0,05 >0,05
Interacgdo <0,05 >0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.3.5) Defesas antioxidantes

5.3.5.1) Grupos sulfidrilas

A tabela 29 apresenta os valores das concentracdes dos grupos sulfidrilas totais,
livres e ligados a proteinas.

O tratamento com bixina elevou as concentragdes dos grupos sulfidrilas totais, dos
grupos sulfidrilas livres e dos grupos sulfidrilas ligados a proteinas.

Os animais que receberam tratamento com a bixina apresentaram os maiores niveis
de sulfidrilas totais (CBO: 549,5 + 47,63; HBO: 527,71 + 45,37) e sulfidrilas ligadas a
proteinas (CBO: 459,35 + 49,78; HBO: 445,17 +£48,21).

A analise da interagdo entre dieta e bixina para os grupos sulfidrilas livres nos
revelou que adicao de bixina a dieta controle elevou a concentracao dos grupos sulfidrilas
livres nos animais do grupo CBO (90,15 £+ 9,11) em 14% se comparado aos animais do
grupo C (64,89 + 5,91), que ndo receberam o tratamento com o carotenodide e apresentaram
as menores concentragdes de sulfidrilas livres. Os animais do grupo CBO foram

estatisticamente semelhantes aos animais do grupo HBO (82,54 + 8,25) e os animais do
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grupo H (72,95 £ 7,57) foram estatisticamente semelhantes aos animais dos grupos HBO e

C.

Tabela 29 - Concentragoes séricas de sulfidrilas totais, livres e ligadas a proteinas de
animais alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO),

dieta hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina
(HBO,).

Grupos Sulfidrilas totais Sulfidrilas livres  Sulfidrilas ligadas a
(umol/L) (umol/L) proteinas (umol/L)
C 309,55 +35,95 64,89 £591 ¢ 244,66 = 36,51
CBO 549,50 + 47,63 90,15+9,11° 459,35 +49,78
H 295,96 + 28,59 72,95 + 7,57 ¢ 223,00 = 30,54
HBO 527,71 £45.37 82,54 + 8,25 P 445,17 £ 48,21
Valor de P
Dieta >0,05 >0,05 >0,05
Bixina <0,05 <0,05 <0,05
Interacéo >0,05 <0,05 >(,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.3.5.2) Paraoxonase

A tabela 30 apresenta os valores das atividades arilesterase e paraoxonase da PON.

Dieta e bixina influenciaram a atividade arielterase da PON. As dietas
hipercolesterolemiantes reduziram essa atividade em comparacgao com as dietas controle e a
suplementagdo da bixina as dietas elevou essa atividade em comparagdo com a nao
suplementagao.

A interagdo da dieta com a bixina para a atividade arilesterase da PON, revelou que
a adi¢do de bixina a dieta controle provocou uma elevacao de 60,34% dessa atividade nos
animais do grupo CBO (59,60 + 6,57), se comparados aos animas que receberam a dieta
controle isenta de bixina C (37,10 £ 7,60). Entretanto a suplementagcdo de bixina a dieta
hipercolesterolemiante ndo provocou nenhuma alteracdo na atividade arilesterase da PON,
uma vez que os animais dos grupos H (16,7 0 + 3,24) e HBO (23,24 + 4,47) foram

estatisticamente iguais entre si.
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Dieta e bixina influenciaram a atividade paraoxonase da PON. As dietas
hipercolesterolemiantes e a suplementag¢ao da bixina as dietas reduziram essa atividade em
comparag¢do com as dietas controle e a ndo suplementacao.

A interacdo da dieta com a bixina para a atividade paraoxonase da PON, revelou
que os animais que receberam dietas controle, suplementados ou ndo com bixina, foram
estatisticamente iguais entre si C (0,29 += 0,01) e CBO (0,30 + 0,03) e apresentaram os
maiores valores de atividade paraoxonase da PON. Enquanto a adi¢do de bixina a dieta
hipercolesterolemiante provocou uma redugdo de aproximadamente 34% dessa atividade
nos animais do grupo HBO (0,10 £ 0,03), se comparados aos animas que receberam a dieta

hipercolesterolemiante isenta de bixina H (0,15 + 0,02).

Tabela 30 - Atividades de arilesterasee e paraoxonase da PON de animais alimentados com
dieta padrdo (C), dieta padrio + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta
hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina
(HBO,).

PON arilesterase PON paraoxon
Grupos

U/mL U/mL
C 37,10+ 7,6° 0,29 +0,01°
CBO 59,60 + 6,57 ° 0,30+ 0,03 ?
H 16,70+3,24° 0,15+0,02°
HBO 2324 +4.47°¢ 0,10+ 0,03
Valor de P
Dieta <0,05 <0,05
Tratamento <0,05 <0,05
Interacédo <0,05 <0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

5.3.6) Glicose, proteinas totais e albumina
A tabela 31 apresenta as concentragdes de glicose, proteinas totais e albumina.

A dieta hipercolesterolemiante elevou a glicemia dos animais e a adicao de bixina

elevou a concentracao de albumina.
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A concentragdo das proteinas totais foi influenciada pela dieta e pela bixina. Os
animais que receberam as dietas hipercolesterolemiantes e os animais que receberam
tratamentos isentos de bixina apresentaram maiores concentracdes de proteinas quando

comparados aos animais que receberam dietas controle e tratamento com a bixina.

Tabela 31 — Concentragoes séricas de glicose, proteinas totais e albumina de animais
alimentados com dieta padrdo (C), dieta padrdo + extrato oleoso de bixina (CBO), dieta
hipercolesterolemiante (H) e dieta hipercolesterolemiante + extrato oleoso de bixina

(HBO).

Proteinas Totais

Grupos Glicose (mmol/L) Albumina (umol/L)

(9/L)
C 7,60 + 0,47 69,80 + 3,76 310,83 + 35,55
CBO 7,27 £0,86 62,12 + 4,06 435,62 + 54,87
H 8,40 £ 1,03 82,96 + 7,57 345,36 + 25,92
HBO 7,87 +0,92 75,79 + 4,69 416,37 + 37,96
Valor de P

Dieta <0,05 <0,05 >0,05

Bixina >0,05 <0,05 <0,05

Interacéo >0,05 >0,05 >0,05

O resultado indicado é a média #+ desvio padrdo. Letras superescritas diferentes indicam diferencas
significativas na mesma coluna (p<0,05).

O resumo dos resultados de todos os experimentos encontra-se no anexo III.
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CAPITULO 6 - DISCUSSAO

EXPERIMENTO 1

Peso apos quinze dias de adaptacéo as dietas, ingestdo total, peso corporal final e
peso de gordura abdominal.

Apo6s 15 dias de adaptagdo as dietas, os animais que receberam as dietas controle
apresentaram os maiores valores de massa corporal, e ao final do experimento eles
obtiveram maiores valores de massa corporal e gordura abdominal. (Tab. 2 e 3).

Os animais que receberam dietas contendo extrato oleoso de bixina tiveram menores
valores de ingestdo alimentar e menores valores de massa corporal ao fim do experimento.
Possivelmente a quantidade de extrato adicionada as dietas desagradava o paladar dos
animais, fazendo com que eles se alimentassem menos. Outra explicacdo pode ser baseada
no conteudo energético dessas dietas, que possuiam maior valor calérico, o que levaria a
menor ingestdo pelos animais, uma vez que eles se alimentam com base no valor energético
da dieta. (Valor energético: C = 4104 Kcal; CBO = 4197,75 Kcal; H= 4434 Kcal e HBO =
4577,75 Kcal).

Menaker ¢ Navia (1973), ofereceram a ratas (ndo-gravidas e desmamadas) dois
tipos de dietas isocaldricas que variavam apenas no contetdo protéico (8% e 25%) e
observaram que, durante o crescimento, o controle do apetite parecia ser regulado de tal
maneira que a ingestdo alimentar foi similar tanto para os animais que consumiram dieta
com alto conteudo protéico quanto para os animais que consumiram dieta com baixo
conteudo protéico, concluindo que a energia € o principal regulador do apetite.

Além disso, Matos et al.,, (2005) testando modelos diferentes de dietas
hipercolesterolemiantes, observaram que a dieta mais calorica foi a menos ingerida pelos

animais, constatando o fato de que quanto maior o valor energético, menor a ingestao.
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Perfil lipidico

InvestigacOes anatomopatologicas, epidemiologicas, clinicas e terapéuticas
demonstraram suficiente e exaustivamente a vinculagdo entre hipercolesterolemia e
doengas arteriais coronarianas. Por outro lado, a reducdo dos niveis plasmaticos de
colesterol total e particularmente, da fracdo LDL, quer através de modificagdes no estilo de
vida, quer através de medicamentos, tém se mostrado eficaz para a diminui¢do de eventos
coronarianos, normaliza¢do da fun¢do endotelial, estabilizacdo e até mesmo, regressdo de
lesdes ateroscleroticas. Como resultado, tentativas para diminuir esta doenga sdo de
extrema importancia, ¢ a redugdo na sua ocorréncia e progressao continuam sendo
importantes metas na medicina preventiva. (Gongalves et al., 2006).

A procura por novos compostos com capacidade de reduzir e/ou regular a
concentragdo de triacilglicerois e colesterol plasmatico tem aumentado através dos anos,
resultando em um aumento de publicagcdes descrevendo atividades de uma variedade de
produtos naturais (Jahromi et al., 1993). H4 investigacdes de pesquisadores empregando
extratos de plantas contendo flavondides e utilizando em modelos animais em que foram
induzidas doencas cardiovasculares (Lima et al,. 2001).

Componentes bioativos como os flavondides e os carotendides encontrados em
plantas possuem diversas ag¢des benéficas, dentre elas a ac¢do antioxidante, que esta
relacionada a protecdo do organismo contra os radicais livres, os quais estdo envolvidos na
instalacdo de varias doencas degenerativas, como aterosclerose e desordens
cardiovasculares.

Os flavonoides 7-glicosil-apigenina, 7-bissulfato-apigenina, 7-glicosil-luteolina, 7-
bissulfato-luteolina e os corantes bixina e norbixina foram isoladas das sementes de urucum
e tiveram suas estruturas identificadas (Lima et al., 2001).

Muitos estudos tém sido conduzidos com flavonodides, e as flavonas, tais como a
quercetina e luteolina, t€m mostrado efeitos como antioxidantes na prevengdo de cancer e
também como inibidores na formacdo de placas aterosclerdticas. Cai et al.,(1999)

demonstraram os efeitos da quercetina e luteolina na remoc¢ao dos radicais superoxidos, na

75



SILVA,L.S. Discussio

inibicdo da formacdao de radicais livres, principalmente O, e na inibicdo da oxidagdo
lipidica induzida por FeCl; no figado de ratos.

Estudos com apigenina mostraram varias atividades biologicas para este flavondide.
Varma, (1686), cita o efeito inibidor da apigenina na concentragéo de 10 M sobre a aldose
redutase (98% de inibig¢do), enzima que converte agticares em alcodis e cuja atividade pode
estar eventualmente relacionada com a formagao de cataratas em individuos diabéticos.
Outros pesquisadores testaram a a¢@o antiinflamatoria da dimetil-éter apigenina, mostrando
que este composto apresentou na dose de 75 mg/kg de peso uma percentagem de inibicao
em processos inflamatorios. Estas atividades, associadas ao efeito hipolipidémico destes
compostos, sdo importantes, uma vez que no processo de aterosclerose ocorrem
inflamacdes e deposito de colesterol nas artérias, levando ao infarto do miocéardio (Lima et

al., 2001).

A acdo antioxidante dos carotendides, entre os quais se incluem a bixina ¢ a
norbixina, seria a protecao do endotélio contra os danos da LDL oxidada, uma vez que as
lesdes ateroscleroticas iniciam-se apds algum tipo de injiria ao endotélio, normalmente
causada pela oxidacdo dessa lipoproteina. Os carotenodides sdo captados neste processo
impedindo esta oxidagdo ja que possuem duplas ligacdes conjugadas em sua estrutura, que
atuam como antioxidantes (Fontana et al., 2000).

Com relacdo as dietas oferecidas e ao tratamento utilizado, obtivemos resultados
bastantes interessantes relacionados ao perfil lipidico dos animais. Pela anéalise dos nossos
dados (Tab. 5), podemos observar que a dieta hipercolesterolemiante demonstrou-se
eficiente, uma vez que elevou as concentragdes de colesterol total e colesterol nao HDL e
promoveu uma reducdo da concentracdo de colesterol HDL em relagdo aos animais que
receberam dietas controle.

Dietas hipercolesterolemiantes t€ém o poder de aumentar os niveis de colesterol em
ratos (Matos, 2002) e, além disso, dietas com altas taxas de gordura normalmente
significam aumento na quantia ingerida de gordura saturada, que aumenta a concentragao

de colesterol LDL na corrente sanguinea (German e Dillard, 2004).
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O tratamento com bixina oleosa associada a dieta hipercolesterolemiante foi
responsavel por uma reducao significativa dos niveis de colesterol total e colesterol nao-
HDL nos animais do grupo HBO em relagdo aos animais do grupo H (redugdo de
aproximadamente 41% e 46% respectivamente). Apesar de ndo haver diferengas
significativas para os niveis de HDL entre os animais dos grupos H e HBO, a reducdo dos
niveis de colesterol ndo HDL nos animais do grupo HBO foi responsavel por uma reducao
de aproximadamente 54% do indice aterogénico neste grupo.

Quando associada a dieta controle, a bixina foi responsavel por um aumento de 45%
nos niveis de HDL para os animais do grupo CBO. Além disso, o tratamento com bixina foi
responsavel pela reducdo dos niveis séricos de triacilglicerdis nos animais dos grupos CBO
e HBO (Tab. 5).

Estes dados considerados conjuntamente indicam uma melhora no perfil lipidico
sérico nos animais tratados com bixina, indicando que ela isoladamente e/ou associada aos
flavonoides presentes no urucum possam estar afetando o metabolismo lipidico tanto dos
animais que receberam dieta controle quanto aqueles que receberam dieta
hipercolesterolemiante, o que corrobora com dados da literatura.

Lima et al ., (2001) observaram em coelhos, que a administracdo de bixina por via
oral, na dose de 0,01 mol/kg de peso corporal, foi responsavel por uma reducdo do
colesterol total (-44,03%) e consideram que uma redug¢do de 44,03% nos niveis de
colesterol ¢ comparavel a resultados que se obt€ém com medicamentos. Adicionalmente,
atribuiram que esta acdo da bixina ocorreu possivelmente pelo fato de ela estar misturada
com flavonoides (luteolina e apigenina). Em nosso experimento a redug¢dao do colesterol
total também foi bastante expressiva (-41%) e ndo podemos descartar a possibilidade de
que flavonodides presentes no extrato de urucum estejam exercendo influéncia sobre esta
reducao.

A abordagem do nosso trabalho nao nos permite propor mecanismos, mas através de
dados da literatura tentaremos sugerir como a bixina atuou na redu¢do do colesterol total e

nas fragdes aterogénicas (VLDL e LDL).
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A regulacdo da concentracdo plasmatica do colesterol envolve fatores que
influenciam tanto o metabolismo do colesterol intracelular como o extracelular. Para a
manuten¢do dos niveis de colesterol sdo acionados mecanismos distintos que podem
controlar a quantidade e atividade da HMG-CoA redutase (3-Hidroxi-3metil-glutaril CoA
redutase), a endocitose mediada por receptores, o excesso intracelular de colesterol livre
(através da colesterol aciltransferase - ACAT) e o transporte reverso mediado por HDL.
Esses mecanismos exibem alto grau de complexidade e agindo sinergicamente concorrem
para manter o pool de colesterol no organismo constante.

A Dbiossintese do colesterol ocorre principalmente no figado, onde a enzima HMG-
CoA redutase ¢ a enzima limitante no processo de sintese endogena e tem sua atividade
regulada por quatro maneiras: inibi¢do retroativa (feedback), controle hormonal, redu¢do de
sua transcricdo mediada por esterol ou inibicdo por meio de drogas (Brown e Goldstein,
1980).

Niveis elevados de colesterol por si sO, limitam a sintese endogena do colesterol,
por mecanismos de feed-bak que regulam a atividade da HMG-CoA redutase e, além disso,
jé foi comprovado em estudos com hamsteres que dietas hipercolesterolemiantes provocam
uma reducdo na expressdo do gene da HMG-CoA redutase (Beynen et al., 1987; Lopes e
Ness, 1997). Possivelmente estes fatores (regulagdo e reducdo de expressao da HMG-CoA
redutase) também podem estar ocorrendo com o nosso modelo animal, fazendo com que a
sintese endogena seja reduzida e sendo o colesterol exdgeno (fornecida pela dieta) o
responsavel pelo quadro de hipercolesterolemia desenvolvido em nossos animais.

Com excecao dos tecidos esteroidogénicos e do figado, as células nao podem
transformar o colesterol. Ao invés disso, elas modulam o colesterol contido em suas
membranas por um sistema de feedback que controla a taxa de biossintese e absor¢ao de
colesterol através dos receptores de LDL (LDLR) (Oram, 2002) .

Quando o nivel de colesterol nas células esta baixo, precursores de proteinas
ligadoras de elementos de resposta a esterdis (SREBPs) sdo transferidos do reticulo
endoplasmatico para o Golgi. Seguindo um evento de clivagem, SREBPs sdo liberados da

membrana do Golgi e translocados para o nticleo, onde ele ativa a transcri¢do de mais de
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trinta genes envolvidos na sintese de colesterol e lipidios, incluindo o receptor de LDL e a
HMG-CoA redutase. ( Redinger, 2003; Gent e Braakman, 2004; Weber et al., 2004) .

Através desses mecanismos, o colesterol ¢ produzido e os receptores de LDL
promovem uma maior entrada de colesterol via LDL. Quando os niveis de colesterol
intracelular estdo elevados, o transporte de SREBP do reticulo endoplasmatico ¢ inibido e
nao ha sintese de colesterol e nem de receptores de LDL. (Gent e Braakman, 2004; Weber
et al., 2004). Dietas hipercolesterolemiantes entdo interromperiam a sintese de colesterol
bem como a transcricdo de receptores para LDL, resultando em altos niveis colesterol
plasmatico.

Em nosso experimento, verificamos que a bixina diminuiu o colesterol total e o
colesterol nao-HDL (correspondente as fragdes aterogénicas) no grupo HBO, além de
reduzir o indice aterogénico dos animais do grupo HBO. Como serd que a bixina agiu em
relacdo as fragdes aterogénicas? A transcricdo do receptor de LDL poderia ndo estar
interrompida mesmo com a administracdo de uma dieta hipercolesterolemiante? E as
enzimas envolvidas na homeostase do colesterol, sofreriam alguma a¢ao da bixina?

Parece que h& mecanismos mais complexos de regulacdo das SREBPs e
conseqiientemente das enzimas envolvidas na sintese de colesterol e de receptores
hepaticos de LDL.

Estudando a captacdo de LDL em animais com altas (ratos), baixas (hamsteres
fémeas) e muito baixas (hamsteres machos) taxas basais de sintese hepatica de esterol,
Spady et al (1985), sugerem que a taxa de sintese de colesterol hepatico e de receptor de
LDL sao reguladas independentemente.

Grand-Perret et al., (2001) verificaram em hamsteres e em células de hepatoma
humano, uma maior expressdao e atividade do receptor de LDL, mesmo na presenca de
excesso de esterais.

E possivel que em camundongos, a atividade do receptor de LDL hepatico, seja
menos suscetivel a regulagdo que em humanos (van Vlijmen et al, 1996). Isto ¢ suportado
por Tang et al., (1991) e Dueland et al. (1993), que observaram que camundongos

C57BL/6J alimentados com uma dieta rica em gordura e colesterol, tiveram uma “down
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regulation” na atividade da HMG-CoA A redutase, enquanto a expressao do receptor de
LDL nao foi relativamente alterada.

Embora a abordagem deste trabalho ndo nos permita propor mecanismos pelos quais
a bixina contribua para a reducdo do colesterol, podemos supor que o tratamento com a
bixina possa estar estimulando fatores transcricionais envolvidos na sintese de receptores
de LDL nos animais alimentados com a dieta hipercolesterolemiante, pois a redugdo nos
niveis de colesterol total e colesterol ndo HDL que observamos nos animais tratados com a
bixina sugerem uma maior captagdo e uma possivel acdo da bixina sob os receptores de
LDL. E isto poderia em parte explicar a reducdo do colesterol total observada em nossos
animais, que mesmo mantidos com dietas hipercolesterolemiantes poderiam continuar
expressando os receptores de LDL e promover a sua captacao.

Uma vez captado e internalizado no figado, enzimas denominadas citocromo P450
(P450s) conhecidas como CYP 7a. 1,27 a1, 11 a 1, e 46 a 1 catalisam os primeiros passos
em diferentes vias do metabolismo do colesterol (Pikuleva, 2006).

A estrutura em anel do colesterol ndo pode ser metabolizada a CO, e H,O em
mamiferos. Em vez disso, o anel esterol intacto ¢ eliminado do corpo por conversdo em
acidos biliares. Assim a sintese e a excre¢ao dos acidos biliares compreendem a maior via
de catabolismo do colesterol em mamiferos. A sintese dos acidos biliares promove um
modo direto de conversdo do colesterol, que ¢ hidrofobico e insoluvel em agua, em uma
molécula soluvel e rapidamente excretada. As etapas biossintéticas que completam esta
transformagdo também conferem propriedades detergentes para os acidos biliares as quais
sao exploradas pelo corpo para facilitar a secrecao do colesterol do figado (Russell, 2003).

A transformac¢do do colesterol em acidos biliares no figado envolve 17 diferentes
enzimas, sendo os produtos iniciais referidos como acidos biliares primarios (Russell,
2003) , e pode se dar por meio de duas vias: a via classica e a via alternativa. (Chiang,
2004) .

Na via classica, a sintese de acidos biliares consiste em uma cascata de quatorze
etapas catalisadas por enzimas localizadas no citoplasma, microssomos, mitocondrias e

peroxisomos, sendo a enzima microssomal chave e limitante da velocidade de reacdo, a 7-
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a-hidroxilase (CYP7a 1) (Chiang, 2004) , a qual ¢ expressa apenas no figado. (Russell,
2003) . No figado, a 7-a-hidroxilase, converte o colesterol a uma molécula de 7-a-
hidroxicolesterol, a maior fonte de acidos biliares (Javitt, 2002) , que apds uma série de
reacOes transforma-se em dois produtos finais: o 4cido coélico (AC) e o 4&cido
quenodeoxicoélico (ACDC).

O figado dessa forma ¢ responsavel pela conversao de cerca de 500 mg de colesterol
em 4cidos biliares por dia (Russell, 2003) . Essa producdo ¢ responsavel por cerca de 87%
de colesterol que ¢ metabolizado no organismo. Os outros 13% estdo assim distribuidos:
8% para tecidos esteroides, 1,2% para cérebro e 3,4% para varios tecidos (Pikuleva, 2006).

Dois receptores nucleares, o receptor X hepatico (RXL) e o receptor X farnesodide
(RXF), tem sido implicados na regulagdo transcricional por feed-back da atividade da
CYP7A1 (Gupta et al., 2002).

O RXL, originalmente encontrado no figado ¢ dimerizado a um outro receptor
hormonal nuclear, o receptor X retindide (RXR), formando um heterodimero RXL/RXR
capaz de sinalizar um controle genético da homeostasia do colesterol por feed-forward
(Redinger, 2003) . Este receptor reconhece ligantes chamados oxisterois, que sao
metabolitos oxidados do colesterol, encontrados em diversos tecidos tais como figado,
cérebro e gonadas. Este receptor chave RXL/RXR, uma vez sinalizado pelos oxisterdis,
inicia uma via molecular para catabolizar o colesterol a acidos biliares, durante uma série
de eventos, por regulacdo positiva da enzima 7a-hidroxilase, diminuindo assim os niveis de
colesterol intracelular. (Wolters et al., 2002; Redinger, 2003) .

O RXF também ¢ dimerizado a RXR, formando o dimero RXF/RXR, que tem como
ligantes os sais biliares. O RXF/RXR age como um sensor de niveis intracelulares de sais
biliares e induz a repressdao 7a-hidroxilase. Entdo ha uma regulagdo negativa da atividade
da enzima 7a-hidroxilase para reprimir a sintese de acidos biliares por controle de feedback
pelos sais biliares que retornam do intestino para o figado. Esta acdo ¢ necesséria para
prevenir a toxicidade intracelular por niveis excessivos de sais biliares e para acomodar um
pool constante de sais biliares dentro da circulagao entero-hepatica (Wolters et al., 2002;

Redinger, 2003).
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Estudos tém mostrado que a regulagao da CYP7a 1 através do colesterol dietético
parece variar de acordo com a espécie (Chiang, 1998). Sendo que em algumas espécies o
colesterol dietético induz uma “up regulation” na expressao do gene da CYP7a 1 (Repa e
Mangelsdorf, 2000). O colesterol dietético induz a expressdo da CYP7a 1 em ratos (Horton
et al,. 1995) e camundongos (Goodwin et al., 2003) e em contraste apresenta pequeno
efeito, ou até mesmo em alguns casos, suprime a expressdo de CYP7a 1 em outras
espécies, tais como hamsteres (Horton et al., 1995) e coelhos (Xu et al., 1995).

Muitos trabalhos tém demonstrado a acdo hipocolesterolemiante do carotendide
curcumina. Rao et al., (1970), descreveram que a curcumina reduz os niveis séricos e
hepaticos de colesterol, além de aumentar a excrecdo fecal de sais biliares e colesterol em
ratos normais e hiperlipidémicos. Um aumento na atividade da enzima colesterol-7-a-
hidroxilase, ocorre em ratos alimentados com curcumina, sendo esta uma enzima chave na
conversao de colesterol a acidos biliares (Suresh Babu e Srinivasan, 1997).

Pouco se sabe a respeito da acdo da bixina sobre a colesterol-7-o-hidroxilase, sendo
assim, a porcentagem de gordura hepatica e fecal nos daria um indicio se o colesterol
estaria sendo mais eficientemente convertido a 4cidos biliares ou se ele estaria sendo
eliminado nas fezes. O que observamos foi que uma menor porcentagem de gordura
hepatica e fecal foi encontrada nos animais do grupo HBO em relagdo ao grupo H (reducdo
de aproximadamente 21% e 32% respectivamente) sugerindo que esteja havendo uma
maior conversdo de colesterol a acidos biliares no figado, possivelmente por aumento da
atividade da colesterol-7-a-hidroxilase, o que reduziria o pool de gordura hepatica e
acarretaria em eliminagao de uma menor quantidade de gordura fecal (Tabela 6).

Além disso, o efeito da diminuicdo do colesterol pode ser explicado pelo fato de os
carotendides poderem aumentar a concentracdo de HDL (Bendich, 1994) e com isso reduzir
a concentragdo de colesterol total, j4 que o HDL retira o colesterol da corrente sangiiinea e
o leva ao figado para que possa ser metabolizado. Este aumento em nosso experimento foi
obtido pelos animais do grupo CBO, mas nao refletiu em reducdo do colesterol total

quando comparado ao grupo controle.
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Um estudo realizado sobre os efeitos de diversos corantes inclusive a curcuma, que
¢ um carotenoide, sobre a concentragao de colesterol e triacilglicerdis, demonstrou que a
circuma reduziu a concentracdo sérica de triacilglicerois (Souza, 2001) . Segundo
Hasmeda e Polya (1995), a circuma estimula a conversao de AMP a AMPc. O AMPc atua
estimulando a proteina quinase, que por sua vez, ativa a lipase pancredtica, que age
hidrolisando os triacilglicerdis. Como a bixina € um corante como a circuma, podemos
supor um efeito semelhante a esse.

Em um estudo realizado com a finalidade de testar em coelhos hiperlipidémicos, os
efeitos dos flavonodides luteolina e apigenina e dos carotendides bixina e norbixina
extraidos do urucum, foi constatado que as substancias testadas aumentaram a atividade da
lipase em determinadas concentragdes. Os modificadores que induziram a atividade lipase
foram conferidos a bixina e estes resultados parecem comprovar uma explicacdo para os
efeitos hipotrigliceridémicos destas duas classes de substancias (Lima, 2001).

Pesquisas avaliando corantes naturais e flavonoides também foram realizadas por
Oliveira et al., (2001), os quais testaram a naringina € o corante monascus isoladamente e
associados. A associacdo destes reduziu as concentragdes de colesterol em 66,70%,
aumentou o colesterol HDL em 16,14% e diminuiu os triacilglicerdis em 63,33%.

Estudos de mecanismos de acdo realizados mostraram que os flavondides sao
capazes de aumentar a atividade da lipase pancredtica. Pereira et al.,(1999), utilizando o
flavonoide biochanina A isoladamente e associado ao corante natural monascus,
verificaram que tanto o flavondide quanto o corante apresentaram bons efeitos como
hipolipidémicos, mas neste experimento a associagdo de biochanina A com monascus
reduziu os niveis de triacilglicerois em 70,89%15.

Levando-se em conta que cada flavondide e cada corante natural t€ém um efeito
bioldgico, dependendo de sua estrutura, da variagdo de doses, da via fornecida
(intraperitoneal, intracutanea, intravenosa, oral, capsula, comprimido, intubagdo gastrica),
estes resultados poderdo ser bastante varidveis. Medicamentos, tais como clofibrato,

benzafibrato, gemfibrozil e outros sdo utilizados para provocar a reducdo destes lipideos,

83



SILVA,L.S. Discussio

mas muitos apresentam diversos efeitos colaterais e a pesquisa de novos farmacos torna-se

necessaria a todo momento (Lima et al., 2001).

Funcédo Hepatica

O figado ¢ o 6rgao mais importante na manuten¢ao da homeostase do colesterol,
sendo também o principal local onde os pigmentos do urucum sdo metabolizados e dessa
forma ¢ o orgdo central no metabolismo de varios outros carotendides. Assim achamos
importante avaliar através de parametros bioquimicos séricos, a fungao hepatica.

O figado e um 6rgdo grande e complexo, que ¢ bem concebido para o seu papel
central no metabolismo carboidratos, proteinas e lipidios. E o local onde os detritos
produzidos sdo detoxificados através de processos, como por exemplo, a desaminacdo de
aminoacidos produzindo uréia. Em conjunto com o bago, esta envolvido na destrui¢ao de
células vermelhas gastas e na recuperagdo de seus constituintes. E responséavel pela sintese
e secregdo de 4acidos biliares, sintese de lipoproteinas e sintese de proteinas plasmaticas. E
responsavel por manter os niveis glicémicos estaveis, através da captacdo e estoque de
glicose como glicogénio e quebra-lo a glicose novamente quando necessario e também por
formar glicose a partir de fontes nao-glicidicas como aminoacidos. As alteragdes hepaticas
mais comuns nos niveis enzimaticos podem ser divididas em dois grupos principais:
aquelas de predominancia hepatocelular e as de predominancia colestatica. No primeiro
grupo encontram-se as enzimas AST e ALT e no segundo grupo a ALP (Giannini et al.,
2005).

Injuria no figado se aguda ou cronica, eventualmente resulta em um aumento nas
concentragdes séricas das aminotransferases. AST e ALT sdo enzimas que catalisam a
transferéncia de grupos o-aminos de aspartato e alanina para grupos o-cetos de acido
glutarico para gerar acido oxalacético e acido pirtvico respectivamente, os quais sao
importantes contribuidores do ciclo do acido citrico. Ambas aminotransferases sao
altamente concentradas no figado. AST ¢ também difusamente representada no coragao,

musculo esquelético, rins e células vermelhas sanguineas, e ALT tem baixas concentragdes
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no musculo esquelético e rins, um aumento nos niveis séricos ¢ assim, mais especifico para
dano hepatico. No figado, ALT esta localizada unicamente no citoplasma, enquanto AST ¢
tanto citosolica (20% da atividade total) quanto mitocondrial (80% da atividade total).

Fosfatase alcalina ¢ uma enzima que transporta metabdlitos ao longo de membranas
celulares. Doengas hepaticas e de 0ssos sdo as causas mais comuns de elevacao patologica
dos niveis de ALP, apesar de ALP poder ser originada de outros tecidos como placenta,
rins, intestino ou leucdcitos (Fishman, 1990) . O terceiro trimestre de gravidez (origem
placentaria) e adolescéncia (origem dssea) estdo associadas com um aumento isolado nos
niveis séricos de ALP (Dufour et al., 2000). ALP hepatico estd presente na superficie do
epitélio do duto biliar e € um marcador sensivel de colestase. Colestase aumenta a sintese e
a liberagdo de ALP e o acimulo de sais biliares aumenta sua liberagdo da superficie celular
(Moss,1997). O tempo de meia-vida dessa enzima na circulacdo sanguinea ¢ de
aproximadamente uma semana. Isto explicaria o motivo da ALP aumentar tardiamente na
obstru¢ao do duto biliar e diminuir lentamente apos a resolu¢ao do problema (Giannini et
al., 2005). Injuria hepatica induzida por drogas pode apresentar-se com um perfil
colestatico (preferencialmente com um aumento de ALP ou da razdo ALT/ALP < 2),
embora o grau de alteragdo da ALP seja variavel e pode estar acompanhado por um quadro
de hiperbilirrubinemia (Velayudham e Farrell, 2003). Drogas comumente usadas como
anti-hipertensivas ou hormonios podem causar colestase e potencializar a liberagao de ALP
para a corrente sanguinea. Niveis anormais de ALP também podem ser sinais de cancer
metastatico do figado, linfoma ou doengas infiltrativas do figado. Nestas situagdes os niveis
de ALP podem estar marcadamente elevados e ser o Unico sinal do envolvimento hepatico
(Giannini et al., 2005) .

Verificamos o peso total e relativo do figado, bem como as atividades da ALT, AST
e ALP para observamos se as alteragdes no metabolismo de lipideos estariam provocando
alguma injuria neste 6rgdo. O que observamos foi um aumento do peso total e relativo
deste orgao (Tab. 4) nos animais hipercolesterolémicos o que corrobora com dados obtidos

por Story et al. (1981) e Rosa et al, (1998). Além disso, ao observarmos
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macroscopicamente os figados, estes se apresentavam maiores € com coloracdo mais clara
que a dos animais dos grupos controle.

Nossos resultados indicaram uma reducao da atividade da ALT quando a bixina foi
adicionada a dieta hipercolesterolemiante ¢ uma redugcdo da AST quando a bixina foi
adicionada tanto a dieta controle quanto a dieta hipercolesterolemiante (Tab. 7).

Zamora et al., (1991), mostraram que a administracdo de -caroteno (30 mg/Kg de
dieta) foi efetiva em prevenir danos hepaticos com uma concomitante reducao de atividade
de AST em ratos.

Lima et al., (2003) em sua avaliagdo da agdo terapéutica da quercetina, bixina e
norbixina, em coelhos hiperlipidémicos observaram que o tratamento de bixina em
associacdo com quercetina promoveu uma maior reducdo da atividade de AST e que o
tratamento isolado com bixina foi o responséavel pela maior redugdo da atividade de ALT.

De Paula et al., (2005), trataram ratos machos Fisher com infusdo aquosa de
urucum, ¢ observaram que os animais que receberam dieta hipercolesterolemiante mais a
infusdo apresentaram valores da atividade da AST e ALT estatisticamente semelhantes aos
animais do grupo controle.

Fernandes et al., (2002) investigaram o efeito toxico da norbixina e do extrato de
urucum (50 % de bixina) com diferentes concentragdes em camundongos e ratos tratados
com racao comercial. Em camundongos, utilizando o extrato de urucum e a norbixina, nao
houve diferenca na atividade da AST nos grupos que receberam o tratamento em relacdo ao
controle. Quanto a ALT, também ndo foi observada nenhuma diferenga entre os grupos
que receberam o extrato de urucum, mas houve um aumento, sendo o efeito dose
dependente nos grupos que receberam norbixina. Em ratos nenhuma alteragao foi verificada
nas transaminases tanto no extrato de urucum quanto na norbixina.

Souza (2001), testando o efeito da bixina em diferentes concentragdes (70, 350 e
700 mg) e em diferentes tempos (3 € 6 meses) sobre pardmetros bioquimicos séricos em
fémeas de ratos Wistar alimentados com dieta comercial encontrou diferenga na atividade
da AST no terceiro més de administragdo de bixina na concentragao de 350 mg em relagao

ao controle, o que a levou supor que a bixina pode ter tido alguma a¢do na regeneracao
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hepatica. Quanto a ALT, ndo houve diferenga significativa em relagdo ao controle em
nenhum dos tratamentos utilizados.

A fosfatase alcalina em nosso experimento tem a especificidade em medir a fun¢do
hepatica; os animais que receberam a dietas hipercolesterolemiantes e os animais que
receberam dietas suplementadas com o extrato oleoso de bixina apresentaram valores mais
altos da atividade dessa enzima.

O aumento na atividade da ALP em animais que receberam diferentes tipos de 6leos
¢ também atribuido a administracdo de gordura extra na dieta. Aumentos similares na
atividade da ALP tém sido mostrados com dietas hiperlipidicas (6leo de canola, 6leo de
milho, bem como 6leos contendo 4cidos graxos poliinsaturados). (Hempenius et al., 1997;
Kroes et al., 2003; Lina et al., 2006). Os nossos resultados entdo se confirmam com os
dados obtidos da literatura, uma vez que os animais que receberam dietas
hipercolesterolemiantes apresentaram elevacdes da atividade de ALP. Além disso,
verificamos um aumento da ALP também para os animais tratados com a bixina, o que
corrobora com dados obtidos por De Paula et al., 2005 e Rossoni Jr et al., 2005.

Se consideramos que o colesterol dietético em ratos induz a expressdo da CYP7a 1
e que a bixina aumenta a atividade dessa enzima de maneira semelhante & curcumina
(discutida anteriormente), possivelmente uma maior produ¢do e acumulo de sais biliares
pode estar ocorrendo no metabolismo dos nossos animais e este esse maior aporte de acidos
biliares possivelmente estaria ficando retido no figado e conseqiientemente promovendo
elevagdes de ALP, justificando assim o aumento da atividade desta enzima nos animais dos

grupos CBO e HBO.

Funcéo renal

A regulagao dos liquidos e eletrélitos e a eliminagdo dos residuos metabdlicos sao
essenciais a homeostase corporea. O sistema renal exerce papel fundamental na realizagao

destas funcdes. A fun¢do renal tem sido estudada nas ultimas décadas por exames

convencionais como a determinacgdo da uréia e creatinina séricos (Motta, 2003) .
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Em nosso experimento observamos que nem a adieta nem a bixina afetaram o peso
total e relativo dos rins (Tab. 3) e que o tratamento com a bixina foi responsavel pela
reduc¢do dos niveis séricos de uréia (Tab. 7).

A uréia ¢ o principal produto do catabolismo das proteinas e aminoacidos, ¢ soltvel
em agua ¢ ¢ excretada na urina (Brody, 1993). Ela ¢é responséavel por 80% do nitrogénio
nao-protéico excretado na urina, em condi¢cdes normais (Lima et al., 1985). Tem sua
concentragdo afetada pela dieta e pelo estado de nutri¢do e de hidratacdo, constituindo uma
indicagdo grosseira do estado da funcdo renal. Valores aumentados da uréia plasmatica sio
classificados como: causa pré-renal resultante de defeitos de excreg¢do e causa renal como
conseqiiéncia da doenga renal aguda ou crénica com diminui¢dao da filtragao glomerular.
Causas pos-renais, geralmente resultantes de uma obstru¢do do trato urinario, podem
ocorrer nas litiases renais e nos tumores por compressdo da bexiga (Analisa, 1999). Os
menores niveis séricos da uréia resultam de uma menor ingestdo de proteinas, reducdo da
taxa de catabolismo muscular e reutilizagdo da uréia na sintese de compostos como
aminoacidos ndo-essenciais (Vannucchi e Marchini, 2007).

Em nossos experimentos observamos uma reducdo dos niveis de uréia para os
animais dos grupos CBO e HBO. Os animais destes grupos apresentaram menores valores
de ingestdo ao longo do experimento, o que pode ter levado a uma menor ingestdo de
proteinas e possivelmente a uma reducgdo sérica da uréia. De fato, os niveis de proteinas
totais séricas nos animais do grupo HBO se encontram reduzidos, e os niveis do grupo
CBO tenderam a uma redugdo se comparados aos animais dos grupos H ¢ C
respectivamente.

Redugdes séricas de uréia também foram obtidas por Lima et al., (2003). A bixina
isoladamente reduziu em 30,83% os niveis de uréia em relagdo aos animais tratados com

racdo, € a sua associagdo a quercetina reduziu os niveis de uréia em 33,99%.
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Defesas antioxidantes

E grande o namero de doengas em que se sugere o envolvimento dos radicais livres
ou das espécies reativas de oxigénio (ROS). Questiona-se, na maioria dos casos, se estas
espécies representam a causa ou meramente a conseqiiéncia destas doengas. Radicais livres
e ROS podem contribuir para o aparecimento de doengas ou estar presentes em situagdes de
toxicidade.

Os radicais livres gerados no organismo podem atacar macromoléculas como o
DNA, proteinas ¢ membranas prejudicando o funcionamento das mesmas, através de
alteragdes da fluidez, na permeabilidade e inativagdo de receptores de membrana. Os danos
causados pelos radicais livres podem levar a morte celular ou alteracdo de funcdo das
células. Além disso, tem sido considerado que a lipoperoxidagdo esta relacionada a diversas
desordens patologicas como a aterosclerose e o cancer (Halliwell e Gutteridge, 1986; Niki,
2004).

As ROS e as espécies reativas de nitrogénio (RNS) sdo capazes de interferir em
varios processos biologicos, onde o dano causado estd relacionado com o tipo de espécie
reativa e a molécula atacada. Os principais alvos moleculares das espécies reativas sio
lipidios, proteinas, acidos nucléicos e agucares.

A peroxidacdo de lipidios ¢ iniciada pelo ataque de qualquer espécie
suficientemente reativa, capaz de abstrair um atomo de hidrogénio de um grupo metileno
(-CHz-) de uma molécula de 4cido graxo. Os dacidos graxos poliinsaturados sao
particularmente sensiveis a esse ataque, o que apresenta grande importancia bioldgica, uma
vez que a maior parte dos acidos graxos presentes em membranas de células animais e em
lipoproteinas sdo poliinsaturados. A preseng¢a da dupla liga¢do na cadeia carbonica do &cido
graxo enfraquece a ligagdo do atomo de hidrogénio ligado ao carbono adjacente,
especialmente se houver dupla ligacdo de um ou de ambos os lados do —CH,-. O OHe* pode
iniciar, com muita facilidade, a cascata de lipoperoxidacdo (Halliwell e Gutteridge, 1999).

Fisiologicamente, a defesa contra o dano provocado por ROS/RNS ¢ realizada pela

utilizagdo de reservas antioxidantes celulares. A fun¢ao primaria dos antioxidantes ¢ reduzir
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a velocidade de iniciacao e/ou propagacdo dos processos radicalares, suprimindo a geragao
de espécies reativas ou eliminando-as, diminuindo, ou at¢é mesmo inibindo, o dano
oxidativo a uma molécula alvo. Um antioxidante ¢, entdo, qualquer substancia que, quando
presente em baixas concentragdes comparadas aquelas de um substrato oxidavel, atrasa
significativamente, ou ainda evita a oxidacdo deste substrato (Halliwell e Gutteridge,
1999).

Carotenodides sdo antioxidantes que protegem a integridade celular e diminuem o
risco de doencas degenerativas e aumentam a a¢do do sistema imunoldgico (Stahl e Sies,
1996). Ha varias evidencias da ac¢do de carotendides atenuando efeitos causados pelo
estresse oxidativo (Kritchevsky, 1999; Stephens et al. 1996; Kritchevsky et al., 1995;
Hertog et al., 1993; Muzandu et al., 2006; Kaliora et al., 2005).

Os radicais sulfidrilas representam todos os grupos tiois encontrados na glutationa
(L-g-glutamil-L-cisteinil-glicina), em proteinas e em compostos de baixo peso molecular
no plasma. Os tiois podem ser oxidados quando o estresse oxidativo esta elevado, tendo
assim os seus niveis no plasma diminuidos (Wisdom et al. 1991).

Na inativagdo de um agente oxidante ocorre produ¢do de GSSG (glutationa
oxidada) e deplecdo de GSH (glutationa reduzida). Em situagdes em que o sistema de
oxido-reducao esta integro, havera recuperacdo da GSH. Entretanto, sob condi¢des de
excesso de agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor, haverd desequilibrio
entre o consumo de GSH e a producdo de GSSG, o que caracteriza o estressee oxidativo
(Halliwell, 1993). Assim, a magnitude do estresse oxidativo pode ser monitorada pela razao
GSSG/GSH.

A glutationa reduzida estd presente na maioria das células e ¢ o tiol (-SH) mais
abundante no meio intracelular. Sua capacidade redutora ¢ determinada pelo grupamento
-SH, presente na cisteina. A GSH pode ser considerada um dos agentes mais importantes
do sistema de defesa antioxidante da célula. A glutationa ¢ sintetizada a partir do glutamato,
cisteina e glicina. A GSH pode ser parcialmente absorvida no intestino e pode ser

sintetizada de novo, entdo a GSH ¢ um antioxidante endégeno e exdgeno. A glutationa
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reduzida destroi eficientemente as ROS direta ou indiretamente através de reacoes
enzimaticas (Fang et al., 2002).

A albumina e a principal fonte de grupos tiois do plasma e ¢ quantitativamente o
mais importante componente extracelular de defesa antioxidante. Outras fontes de grupos
tiois apresentam baixo peso molecular constituindo as sulfidrilas livres que sdo
representadas por compostos como a cisteina, homocisteina e cistenil-glicina (Kleinman et
al., 2000).

Em nosso experimento dosamos as concentracdes dos grupos sulfidrilas livres, dos
grupos sulfidrilas ligados a proteinas e dos grupos sulfidrilas totais (Tab. 8).

Nos animais que receberam dietas controle houve menos reagdes entre peroxidos de
hidrogénio e/ou hidroperdxidos lipidicos e as sulfidrilas e conseqilientemente formaram-se
menos pontes de dissulfeto entre sulfidrilas quando comparadas a dieta
hipercolesterolémica, ja que a dieta controle possui menos lipidios. Devido a isso maiores
concentragoes de grupos sulfidrilas totais e ligados a proteinas sob a forma reduzida (GSH)
foram obtidos.

Os animais que receberam tratamento com bixina apresentaram valores maiores de
sulfidrilas livres (aumento de quase 4 vezes nos animais do grupo CBO em relagdo ao
grupo C e aumento de quase 2,5 vezes para os animais do grupo HBO em relagao ao grupo
H) e conseqiientemente de sulfidrilas totais, além de apresentarem uma tendéncia a elevar
também a concentracdo de sulfidrilas reduzidas ligadas a proteinas. Devido ao efeito
antioxidante do extrato oleoso de bixina, menores quantidades de radicais livres como o
peroxido de hidrogénio e/ou hidroperdxidos lipidicos ficaram disponiveis para a reagdo de
oxidacao das sulfidrilas, com isso os niveis de sulfidrilas reduzidas foram maiores,

comprovando o fato de que a bixina, como um carotendide, possui efeito antioxidante.

Proteinas totais, albumina e glicose

O figado ¢ o unico 6rgdo responsavel pela producdo da albumina e € o responsavel
pelo metabolismo de proteinas e glicose, e dessa forma dosamos glicose, proteinas totais e

albumina para observarmos se algum problema hepatico estava acontecendo.
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O nivel de proteinas séricas circulante ¢ dependente da taxa de biossintese, do
volume e das caracteristicas de distribuicdo nos espacos intra e extravascular, da taxa de
catabolismo ou de perda de proteinas e do desarranjo no balanco de fluidos corporais. A
proteina ideal para ser um marcador no status nutricional deveria ter uma rapida taxa de
sintese, um pequeno pool corporal, uma meia-vida curta, rapida taxa de catabolismo e ter
poucos fatores que alterem sua distribui¢do e o seu catabolismo. As proteinas mais usadas
na avaliacdo nutricional sd3o a albumina, a transferrina e a pré-albumina, além da proteina
ligada ao retinol e da somatomedina (Neto, 2003).

O ntimero de proteinas distintas dentro de uma célula humana ¢ estimado entre 3000
a 5000. Mais de 300 proteinas diferentes foram identificadas somente no plasma sanguineo.
Muitas delas apresentam papéis bioquimicos especificos, sendo que as suas concentragdes
podem ser afetadas por processos patologicos e, portanto, sdo determinadas na investigagao
de varias doengas (Neto, 2003).

A albumina ¢ a maior proteina produzida no figado e a mais abundante no plasma,
tendo uma meia-vida de 18 a 20 dias. Suas principais fungdes sdo a manutencdo da pressdo
oncOtica e o transporte de varias moléculas. Os niveis de albumina sérica sdo
multiplamente determinados e relacionam-se direta e indiretamente com a funcdo
fisioldgica, com a composigdo corporal € com o prognoéstico clinico. Dessa forma, sugere-
se que a albumina sérica, assim como outras proteinas exportadas pelo figado, s6 deveria
ser usada como marcador discreto do estado nutricional quando os outros fatores que
influenciam o metabolismo e os niveis séricos estiverem ausentes (Neto, 2003).

A glicose ¢ o principal carboidrato no sangue, desempenhando nos tecidos o papel
de um combustivel metabolico principal. E o principal substrato oxidavel para a maioria
dos organismos. De fato sua utilizagdo como fonte energética pode ser considerada
universal e, dos microrganismos ao homem, quase todas as células sdo potencialmente
capazes de atender suas demandas energéticas apenas a partir desse carboidrato. A glicose €
imprescindivel para algumas células e tecidos, como hemadcias e tecido nervoso, por
constituir o unico substrato que estes tecidos sdo capazes de oxidar para obter energia

(Marzzoco e Torres, 1999).
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A homeostase glicémica ¢ controlada pela ag¢do de diversos hormonios,
especialmente a insulina, que mantém o equilibrio da concentragdo de glicose. Valores
elevados de glicose ocorrem nos vdrios tipos de diabetes mellitus. A hipoglicemia de jejum
ocorre em tumores pancreaticos € doencas hepaticas (Analisa, 1999).

Os nossos resultados (Tab. 9) demonstram que os animais dos grupos CBO e HBO
obtiveram menores concentracdes de proteinas totais, o que pode ser explicado pela menor
ingestdo alimentar, ou talvez por algum efeito da bixina.

Efeito redutor de proteinas com a utiliza¢do de bixina também foi encontrado por
Lima et al., (2003), que observaram uma pequena diminui¢ao da concentragao de proteinas
totais pelo tratamento isolado com bixina ou em associacdo com quercetina.

De Paula et al.,, 2005, também encontraram uma reducdo marcante nos niveis
séricos de proteinas totais e que foi diretamente relacionada com a concentragdo de bixina
utilizada (0,03% e 0,15%), sendo que nenhum efeito foi observado para os niveis de
albumina.

Niveis de albumina e glicose coincidentemente foram maiores no grupo C, sendo os
demais grupos estatisticamente iguais entre si, apresentando os menores valores.

Maciel, (2008), tratando hamsteres com torta de bixina observou efeitos
semelhantes entre albumina e glicose, sendo coincidentemente os niveis de glicose e
albumina menores nos animais que receberam dieta controle acrescida de bixina.

Estes dados sugerem entdo uma possivel relagdo entre glicose e albumina. A sintese
de albumina requer um adequado suprimento de aminoacidos (Peters, 1977) e energia
(Nicholson et al., 2000) e ¢ estimulada pela insulina, tiroxina e cortisol (Margarson e Soni,
1998) sendo que mudangas na pressao coloidosmdtica no fluido intersticial sdo importantes
reguladores (Nicholson et al., 2000). A albumina est4 envolvida também, no transporte de
uma ampla variedade de substincias fisiologicas como acidos graxos de cadeia longa,
bilirrubina, 4cidos biliares, hormodnios esterdides, tiroxina e pequenos ions (Margarson e
Soni, 1998; Peters, 1997; Nicholson et al., 2000). Uma vez que os animais dos grupos H,
CBO, HBO apresentaram redugdo de glicose sérica em comparagdo ao grupo controle, ndo

sabemos se esta redugcdo poderia estar interferindo na sintese de albumina, ja que outros
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fatores também podem estar envolvidos. A sintese de albumina e a homeostase da glicose
sao fungdes hepaticas, e pode ser que de alguma forma a bixina e a dieta
hipercolesterolemiante estejam alterando esta fun¢do. Além disso, a oferta de energia
parece ter importancia na producao fisioldgica de albumina, ja que além de aminoécidos, a
ingestdo de energia influencia diretamente a sua sintese sob circunstancias fisioldgicas

(Princen et al., 1983).
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EXPERIMENTO 2

Peso dos animais ao inicio do experimento, apds quinze dias de adaptacéo as dietas,
ingestéao total, peso corporal final e peso de gordura abdominal
Ao inicio do experimento, e mesmo apds o periodo de adaptagdo as dietas, todos os
animais eram estatisticamente iguais entre si em relacdo aos seus valores de peso. Os
valores de peso final foram maiores para os animais que receberam dietas
hipercolesterolemiantes e menores para aqueles tratados com bixina, os quais também
tiveram menores valores de ingestdo alimentar e menores pesos de gordura abdominal

(Tab. 9 e 10).

Perfil lipidico

Nossos resultados indicam que houve efeito da dieta e da bixina sobre as
concentragdes de colesterol total. As maiores concentragdes séricas foram obtidas pelos
animais que receberam dietas hipercolesterolemiantes e as menores concentragdes foram
dos animais que receberam o tratamento com a bixina. Houve uma tendéncia de reducao
das concentracdes de colesterol total de aproximadamente 14,5% no grupo CBO em relacao
ao grupo C e de aproximadamente 25,5% no grupo HBO em relagdo ao grupo H. (Tab. 13).

A associacdo de bixina a dieta hipercolesterolemiante foi a responsavel por uma
reducdo nos niveis de colesterol ndo-HDL nos animais do grupo HBO (reducdo de
aproximadamente  53%). Adicionalmente, o tratamento com bixina elevou
consideravelmente a concentragdo da fragdo HDL dos animais do grupo HBO, que tiveram
conseqiientemente reducdes expressivas de seu indice aterogénico em relagdo ao grupo H.

A adi¢do de bixina a dieta hipercolesterolemiante reduziu as concentragdes do
colesterol hepatico e fecal dos animais do grupo HBO em 43% e 42% respectivamente bem
como as concentragdes hepatica e fecal de triacilglicerois em 60% e 80% respectivamente.

Para as concentragdes séricas de triacilglicerdis observamos que os animais do

grupo H apresentaram uma redugdo deste pardmetro em 27,5% se comparados aos animais
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do grupo C, o que corrobora com dados de Thomas-Moya et al., (2007), que encontraram
redugdes nas concentragdes séricas de triacilglicerdis em ratos que foram alimentados com
dieta hipercolesterolemiante.

Ao analisarmos os grupos H e HBO quanto as concentragdes de triacilglicerdis no
soro ¢ na gordura hepatica e fecal, observamos resultados opostos. Enquanto no soro dos
animais do grupo H, as concentragdes de triacilglicerois encontram-se reduzidas em relagao
aos animais do grupo HBO, na gordura hepética e fecal estas concentragcdes encontram-se
elevadas. Esses dados sugerem entdo que um maior armazenamento hepatico e uma maior
excrecdo fecal de triacilglicerdis estariam ocorrendo nos animais do grupo H, e que estes
fatores associados estariam sendo provavelmente os responsaveis pela reducdao da
concentragdo dos triacilglicerdis no soro dos animais desse grupo, justificando assim as

menores concentracdes séricas observadas para este grupo em relagdo aos demais grupos.

Funcéo hepética

Os maiores pesos para o figado foram encontrados nos animais que receberam
dietas hipercolesterolemiantes (Tab. 12), o que corrobora com os dados obtidos em outros
trabalhos.

Como ALT e AST tém distribuigdes distintas nas células, essas diferengas de
distribui¢do tém auxiliado no diagnostico e progndstico de doengas hepaticas. Em dano
hepatocelular leve a forma predominante no soro ¢ citoplasmatica enquanto em lesdes
graves hé liberacao da enzima mitocondrial, elevando a relagdo AST/ALT (Motta, 2003).

Em geral, as causas mais comuns de elevagdo da ALT no sangue ocorrem por
disfuncdo hepatica. Desta maneira, além de ser mais sensivel, ela ¢ também bastante
especifica para o diagnostico de doenga hepatocelular (Bacila, 1980; Analisa 1999).
Entretanto, convém ressaltar que lesdo tecidual nos rins, coracdo e nos musculos
esqueléticos também provoca maior liberagdo da ALT para a corrente sanguinea, elevando

seus niveis séricos. Assim, diante de um quadro clinico de miosite, os valores dessa enzima

podem elevar-se tanto quanto na hepatite virdtica aguda (Analisa 1999). A atividade da
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ALT também ¢ elevada na hepatite infecciosa, colestase intra-hepatica, neoplasias do
figado e outras enfermidades hepaticas primdrias ou secundarias (Bacila, 1980).

A ALT e a AST sao importantes também no diagndstico das lesdes do coragdo. A
oclusdo de uma artéria coronariana por depoésitos de lipidios pode causar andxia local
severa e finalmente degeneracdo de uma porg¢ao localizada no musculo cardiaco, sendo este
processo chamado de infarto do miocardio. Esta lesdo faz com que essas enzimas, entre
outras, saiam das células cardiacas lesadas para a corrente sanguinea. Dosagens dessas
enzimas no soro sanguineo podem oferecer informagdes importantes a respeito da
severidade e do estagio da lesdao do coracdo e do figado (Lehninger, 1995).

Observamos um aumento na atividade de ALT para os animais dos grupos CBO ¢ H
e nenhuma alteragdo entre os grupos para a atividade de AST (Tab. 16).

Acreditamos que a elevacdo de ALT no soro dos animais do grupo CBO, seja
devida a algum evento de protedlise celular, uma vez que estes animais tiveram uma perda
significativa de massa durante o experimento, o que provavelmente pode ter levado a um
quadro de degradagdo protéica (de fato houve uma tendéncia de reducdo nos niveis de
proteinas totais e albumina para os animais deste grupo).

Ja para os animais do grupo H, possivelmente uma lesdo hepatica relacionada a
maior sobrecarga dietética de lipidios, estaria ocorrendo nos animais deste grupo, elevando
assim os valores de ALT, o que foi corroborado por Maciel, (2008) e Beynen et al., (1987),
que também obtiveram elevacdes de ALT e AST em animais tratados com dietas
hipercolesterolemiantes. A associagdo de bixina 4 dieta hipercolesterolemiante, entretanto,
reverteu estes valores, reduzindo a atividade de ALT, para valores estatisticamente iguais
ao do grupo C, demonstrando ter efeitos protetores ao figado.

Os animais do grupo H apresentaram a maior atividade de ALP e a suplementacao
de bixina a essa dieta fez com que houvesse uma redugdo dessa atividade nos animais do
grupo HBO (Tab.16). Possivelmente, os animais do grupo H poderiam estar desenvolvendo
um quadro de colestase intra ou extra-hepdtica, e o tratamento com bixina exerceu um

efeito protetor, uma vez que reduziu a atividade dessa enzima.
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Func¢éo Renal

Em nosso experimento observamos que nem a dieta nem o tratamento afetaram o
peso total dos rins. Ja para o peso relativo deste 6rgdo observamos os maiores valores para
os animais do grupo CBO (Tab. 11). Como o valor do peso relativo se da em fungdo da
relagdo peso do oOrgdo/peso corporal, maiores valores de peso relativo ocorreriam nos
grupos de animais de menor peso corporal, que foi o que de fato ocorreu no grupo CBO,
que teve uma perda de massa corporal bastante expressiva (Tab. 10).

Conforme discutido anteriormente, a uréia tem sua concentragdo afetada pela
ingestdo e degradacdo protéica, constituindo-se o principal produto do catabolismo de
proteinas e aminodcidos.

Os animais tratados com bixina tiveram menores niveis de ingestdo alimentar (e
possivelmente menor ingestdo protéica). Além disso, os animais do grupo CBO perderam
muita massa, o que pode ter acelerado o catabolismo protéico, que resultou em niveis
elevados de uréia.

Como a concentra¢dao de uréia ndo depende somente da filtracdo glomerular, mas
também do fluxo urinario de sua produgdo, que depende da ingestdo alimentar de protideos
e do catabolismo protéico endogeno, a creatinemia ¢ um parametro muito mais valido para
acompanhar a evolu¢do de uma insuficiéncia renal que a uréia sanguinea (Frejaville, 1989).

A creatinina ¢ o composto nitrogenado do sangue menos varidvel, sua taxa
independe da ingestdo de proteinas da alimentagdo e ndo ¢ afetada pelo volume urinario
(Lima et al., 1985). A creatinina ¢ produzida como resultado da desidratagdo nao-
enzimdtica da creatina muscular. A creatina, por sua vez, ¢ sintetizada no figado, rim e
pancreas e ¢ transportada para as células musculares e cérebro, onde ¢ fosforilada. Tanto a
creatina-fosfato como a creatina, em condigoes fisiologicas, espontaneamente perdem o
acido fosforico ou agua, respectivamente, para formar o anidrido — creatinina.

A creatinina livre ndo ¢ reutilizada no metabolismo corporal e assim funciona
somente como um produto dos residuos de creatina. A creatina difunde do musculo para o

plasma de onde é removida quase inteiramente e em velocidade relativamente constante por
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filtracdo glomerular. A quantidade de creatina excretada diariamente ¢ proporcional a
massa muscular e ndo ¢ afetada pela dieta, idade, sexo ou exercicio e corresponde a 2% das
reservas corporeas da creatina-fosfato (Motta, 2003) .

A elevacdo da creatinina no sangue se dd na insuficiéncia renal, na nefrite
incipiente, na glomerunefrite cronica. Nas obstru¢des urinarias, por afec¢des da prostata,
bexiga e ureter, bem como oliguria reflexa provocada pela nefrolitiase verifica-se indices
muito elevados, mas reversiveis pela remocao da causa da obstru¢do (Lima et al. 1985).

Observamos que os maiores indices de creatinina foram obtidos para os animais do
grupo H, indicando uma possivel insuficiéncia renal, e que a bixina reduziu os valores
desse marcador nos animais dos grupos CBO e HBO para valores abaixo daqueles obtidos
no grupo C, indicando um possivel efeito de protecdo celular (Tab. 17).

Estudos que analisaram o papel de lipidios na progressao das doencas renais
sugerem que dislipidemias podem contribuir tanto para a progressdo de aterosclerose
quanto para doencas renais. Ha evidencias de que anormalidades no metabolismo lipidico
podem contribuir para a progressao de doengas renais. (Kees-Folts et al., 1993; Kasiske et
al., 1988; Joles et al., 2000; Abrass, 2004).

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

Estudos histologicos e histoquimicos em animais tém mostrado depdsitos nos rins
contendo colesterol, fosfolipidios, triacilglicerois e LDL oxidado (Wheeler e Bernard,
1994). Ishiyama et al., (1999) analisando o papel de radicais livres e da peroxidagdo
lipidica em glomerulosclerose induzida por lipidios, verificaram que a dieta
hipercolesterolemiante causou dano renal em ratos e que radicais livres poderiam estar
envolvidos neste processo.

Estudos em ratos mostraram que a hipercolesterolemia acelera a taxa de progressao
da doenga renal e que dietas ricas em colesterol levam a infiltragdo de macrofagos e

formagao de células em espuma (Hatori et al., 1999). Dados experimentais em animais

99



SILVA,L.S. Discussio

sugerem que tratamentos que corrigem hiperlipidemia possam ter um efeito positivo na
funcdo renal (Grone et al., 1994).

Lima et al., (2003), observaram em coelhos, maiores reducdes dos niveis de
creatinina nos grupos de animais que receberam bixina.

Fernandes et al., (2002) observaram uma pequena redu¢do na concentracao da uréia
em camundongos. A concentracdo de creatinina foi reduzida em camundongos tratados
com extrato de urucum em apenas um grupo (66 mg/Kg) e em ratos, nenhuma alteragdo foi
observada na concentragdo de uréia e creatinina.

A relagdo uréia sanguinea/creatinina ¢ um importante fator para melhor analisar, em
face da concentragdo de uréia sanguinea elevada, o papel dos fatores renais e extra-renais
(Frejaville, 1989). Assim, se considerarmos que os animais do grupo CBO apresentaram
elevados valores de uréia, mas reduzidos valores de creatinina, isso reforca a hipotese de
que sdo fatores extra-renais (no caso o catabolismo protéico) que estdo influenciando em
maiores elevagdes da uréia e descartamos a hipdtese de que este aumento seja devido a um
quadro de insuficiéncia renal, uma vez que os niveis de creatinina se encontram reduzidos e

ndo elevados.

Defesas antioxidantes

Neste experimento observamos que os animais que receberam dietas
hipercolesterolemiantes apresentaram valores menores de grupos sulfidrilas totais e grupos
sulfidrilas ligados a fragcdo protéica se comparados aos animais que receberam dietas
controle e os animais que receberam bixina apresentaram maiores valores de sulfidrilas
livres se comparados aos animais isentos de tratamento (Tab. 18). Houve um aumento de
aproximadamente 24% na concentragao dos grupos sulfidrilas livres para os animais do
grupo CBO em comparag¢do aos animais do grupo C e um aumento de 12% para os animais
do grupo HBO em comparagao aos animais do grupo H.

Diante dos resultados obtidos, podemos observar que dietas hipercolesterolemiantes

desencadeiam uma condi¢do de maior estresse oxidativo, com maior producdo de radicais
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livres que, entdo reagem com os grupos sulfidrilas e levam a formagao de pontes dissulfeto
que conseqiientemente levam a uma reducdo das concentragdes de sulfidrilas reduzidas.
Pela andlise dos nossos dados podemos observar que a bixina exerce um efeito
antioxidante, minimizando a formac¢do dessas pontes dissulfeto, sobretudo sobre os grupos
sulfidrilas livres.

O transporte reverso do colesterol ¢ considerado como a fungao principal da HDL
na prote¢do do organismo contra a aterosclerose e distirbios cardiovasculares, entretanto,
varios estudos mostram mecanismos adicionais nas quais a HDL exerce essa prote¢do.
Entre estes mecanismos a paraoxonase (PON), uma enzima componente da HDL, tem
emergido para explicar a habilidade da HDL em metabolizar perdxidos de lipidios e
proteger o organismo contra o acimulo de LDL e a migracdo de mondcitos (Durrington et
al., 2001).

Até o momento trés tipos de paraoxonase t€m sido descritos: PON-1, PON-2 ¢
PON-3. PON-1 ¢ uma proteina de 354 aminoacidos, encontrada no cromossomo 7, que esta
distribuida entre os tecidos do figado, rim, intestino e no soro. (Durrington et al., 2001).
PON-2 ¢ encontrada mais em tecidos, mas ndo na circulagdo, enquanto PON-3 estd
associada com a HDL como a PON-1 (Aviram, 2004).

Pelo fato de circular ligada a HDL, intensificando suas propriedades anti-
aterogénicas, PON-1 desempenha importante papel na defesa antioxidante. Neste senso,
PON-1 tem demonstrado ser efetiva na hidrolise de fosfolipides oxidados presentes em
LDL (Thomas-Moya et al., 2007), além de limitar o acimulo de produtos da oxidagdo de
lipidios em LDL e HDL, prevenir a transformagdo de LDL em particulas pro - aterogénicas
e reverter os efeitos bioldgicos da LDL oxidada (Thomas-Moya et al., 2006).

PON-1 tem sido relatada também em ter capacidade de proteger membranas
citoplasmaticas de danos oxidativos (Durington, 2001) além de sua atividade peroxidase ao
degradar peroxido de hidrogénio (H,0;), uma das principais espécies reativas de oxigénio
produzidas pelo estresse oxidativo durante a aterogénese (Shih et al., 2000).

O figado desempenha um papal chave na sintese de PON-1 sérica e a sua expressao

tem sido observada até o momento apenas neste 6rgdo. Estudos bioquimicos in vitro
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indicam que a PON-1 do figado e do soro compartilham algumas propriedades (pH 6timo,
afinidade por substrato, inativagao por calor e dependéncia por célcio) (Ferré et al., 2002).

No soro, PON-1 estd quase exclusivamente localizada na HDL, e mudangas na
forma e tamanho dessa lipoproteina podem afetar a sua afinidade de ligagdo e estabilidade e
com isso reduzir a sua capacidade antioxidante (Durington, 2001). Os niveis séricos de
PON podem variar amplamente entre diferentes espécies de animais e entre humanos.
Individuos com hipercolesterolemia familiar e diabetes mellitus insulino dependentes tem
niveis séricos de PON significativamente menores que individuos controles. Baixos niveis
de esterases associadas a HDL também estao relacionados com a susceptibilidade a infartos
do miocardio e Doenga de Tangier (Watson et al., 1995).

PONTI hidrolisa um grande niimero de compostos inseticidas e agentes nervosos
(Richter et al., 2009) inclusive, o nome paraoxonase advém do fato de ela possuir
habilidade em hidrolisar o paraoxon, o metabolito toxico do inseticida paration (Costa et al,
1999). A paraoxonase sérica humana catalisa a hidrolise de ésteres carboxilicos aromaticos,
organofosfatos e carbamatos (Watson et al., 1995).

Entre os pesticidas, compostos organofosfatos e carbamatos sdo os mais comumente
usados devido as suas altas atividades inseticidas e persisténcia relativamente baixa. Estes
pesticidas sdo toxicos porque agem como inibidores da acetilcolinesterase, enzima que
catalisa de forma eficiente a hidrolise da acetilcolina (Pedrosa et al., 2008).

Estudos com animais demonstraram que animais com baixos niveis de PON1 foram
mais sensiveis aos compostos organofosfatos especificos, do que animais com elevados
niveis dessa enzima. As aves, as quais possuem baixas ou indetectaveis atividades de
PONI, sdo mais sensiveis a toxicidade aguda do paraoxon do que varios mamiferos. E os
coelhos, que possuem atividade sérica de PONI sete vezes maior que ratos, sdo quatro
vezes mais resistentes a toxicidade aguda do paraoxon (Costa et. al. 1999).

Experimentos de Costa et. al. (1999) com ratos t€m mostrado convincentemente que
PONI desempenha um papel importante na desintoxicag¢do de compostos organofosforados
através da via P450: PONI e atualmente, existe um esfor¢o em curso para identificar genes

e polimorfismos (Costa et. al. 1999).
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Nas populacdes humanas, PON1 apresenta polimorfismos dependentes do substrato.
A 1soforma Argl92 hidrolisa rapidamente o paraoxon, mas hidrolisa lentamente diazoxon,
soman e sarin. Por outro lado, a isoforma GIn192 hidrolisa o paraoxon lentamente, mas o
diazoxon, soman e sarin mais rapidamente do que a isoforma Argl92 (Costa et. al. 1999).

Estudos envolvendo a andlise do efeito da bixina sobre a atividade da PON e em
animais submetidos a dietas hipercolesterolemiantes sdo pouco conhecidos. Em uma
condicdo de estresse oxidativo, ndo s6 a LDL ¢ modificada, mas outros lipideos séricos,
inclusive a HDL. A PON inibe a oxidagcdo da HDL, preservando sua func¢do antiaterogénica
no transporte do colesterol, tdo bem quanto a oxidagdo da LDL (Aviram et al., 1998). A
presenca de PON na HDL pode ser um contribuinte importante para antiaterogenicidade
dessa lipoproteina e dados sobre a atividade desta enzima podem nos fornecer indicios
sobre o status oxidativo em modelos animais.

Em nosso experimento foram dosadas as atividades arilesterase e paraoxonase da
PON, que utilizava como substrato o fenilacetato e o paraoxon respectivamente. Nossos
resultados indicaram que as menores atividades tanto arilesterase quanto paraoxonase
foram obtidas pelos animais do grupo H e que as maiores atividades foram obtidas pelos
animais do grupo C (Tab. 19), o que corrobora com dados de Thomas-Moya et al., (2007)
que verificaram uma redugdo da atividade paraoxonase em ratos machos e fémeas que
consumiram uma dieta rica em gorduras e com dados de Ayub et al., (1999), Aviran et al.,
(1998) e Shih et al., (1996) que demonstraram que animais alimentados com dietas ricas em
gorduras e colesterol apresentaram redugdo na expressdo génica e na atividade sérica da
PON.

A oxidagdo de LDL ¢ influenciada pela dieta, que altera tanto a susceptibilidade da
LDL a oxida¢do quanto a atividade da PON sérica (Watson et al., 1995 e Ribas et al.,
2004). Assim, como a resposta da PON esta relacionada a ingestdo de gorduras, o consumo
de alimentos ricos em gorduras, bem como dietas hipercolesterolemiantes tém sido
associadas com uma reducdo da atividade da PON tanto em camundongos quanto em

coelhos (Thomas-Moya et al., 2007).
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Observamos ainda, que a bixina quando associada a dieta hipercolesterolemiante
provocou uma elevagdo de aproximadamente 58% da atividade da arilesterase e uma
elevacdo de 71% da atividade paraoxonase da PON, o que pode ser explicado tanto pelas
maiores concentracdes de HDL observadas nos animais do grupo HBO, quanto por uma
possivel atuagdo da bixina.

Rossoni Jr. (2008), encontrou redugdes na atividade da PON em animais que
receberam dietas controle acrescida de tratamentos com torta de bixina (0,015% e 0,075%)
e infusdo aquosa de urucum, corroborando com nossos dados onde, a adi¢do de bixina a
dieta controle provocou redugdes de cerca de 40% nas atividades arielterase e paraoxonase
da PON nos animais do grupo CBO, mesmo estes animais possuindo concentragdoes de

HDL estatisticamente iguais aos animais dos grupos C e HBO.

Proteinas totais, albumina e glicose

Neste experimento ndo observamos nenhuma diferenca estatistica para os niveis de
glicose entre os grupos (Tab. 20). Além disso, os animais dos grupos H e HBO
apresentaram as maiores concentragdes de proteinas totais e albumina sugerindo que o
metabolismo hepatico de glicose, albumina e proteinas nao estdo sendo comprometidos,
mesmo tendo os animais do grupo H apresentado variagdes nos niveis de ALT. Os animais
do grupo CBO também tiveram alteragdes da ALT e apresentaram apenas uma tendéncia de
reducdo nas concentragdes de proteinas totais. Para a albumina, houve efeito da bixina onde
os animais dos grupos CBO e HBO apresentaram as menores concentragdes, sem refletir,

entretanto em menores concentragdes de proteinas totais.

104



SILVA,L.S. Discussio

EXPERIMENTO 3

Peso dos animais ao inicio do experimento, apés quinze dias de adaptacéo as dietas,
ingestédo total, peso corporal final e peso de gordura abdominal.

Ao inicio do experimento todos os animais eram estatisticamente iguais entre si em
relacdo aos seus valores de peso, mas apos 15 dias de adaptagdo as dietas, estes valores
alteraram e os animais que receberam as dietas hipercolesterolemiantes passaram a
apresentar os maiores valores de peso. Além disso, mesmo apresentando menores valores
de ingestdo alimentar, estes animais apresentaram maiores valores de massa corporal ao fim
do experimento e maiores acumulos de gordura abdominal (Tab. 21).

Conforme discutido anteriormente, os ratos se alimentam com base no valor
caldrico da dieta. Sabendo-se que alimentos ricos em gordura acondicionam muitas calorias
em um pequeno volume de alimento ¢ de se esperar uma menor ingestdo alimentar para os
animais que receberam dietas hipercolesterolemiantes, o que foi corroborado com nossos
dados. O que surpreendentemente mudou foi que os animais que receberam bixina, desta
vez apresentaram maiores valores de ingestdo em relagdo aos animais que ndo receberam a
bixina, o que ndo havia ocorrido nem em machos e nem em fémeas quando a dieta
oferecida era a AOAC. Mas ainda assim, os animais dos grupos CBO e HBO apresentaram

valores de ganho de massa e de peso corporal final inferiores aos animais dos grupos C e H.

Perfil lipidico

Os nossos resultados para o perfil lipidico indicam que houve interagdo entre dieta e
bixina sobre as concentracdes de colesterol total, onde maiores niveis séricos foram
encontrados nos animais que receberam dieta hipercolesterolemiante associada com bixina.
E este aumento foi surpreendente e contraditorio aqueles observados nos experimentos
anteriores onde se utilizou a dieta AOAC (Tab. 24).

A bixina associada a dieta hipercolesterolemiante foi responsavel por uma elevacao
dos niveis de colesterol total e colesterol nao-HDL nos animais do grupo HBO em relagdo

ao grupo H (elevagdo de aproximadamente 37% e 40% respectivamente). Apesar das
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concentragdes de HDL dos grupos HBO e H serem estatisticamente iguais entre si, a
elevacdo da concentracdo do colesterol nao-HDL no grupo HBO, foi responsavel pela
elevacdo do indice aterogénico em aproximadamente 75% neste grupo de animais em
relagdo ao grupo H. Quando associada a dieta controle, a bixina elevou os niveis de
colesterol HDL dos animais do grupo CBO em 27,5% sem, entretanto alterar o indice
aterogénico dos animais deste grupo, o qual foi estatisticamente igual ao dos animais do
grupo C.

Quanto aos triacilglicerdis observamos que os animais que receberam as dietas
hipercolesterolemiantes apresentaram menores concentragcdes se comparadas aos animais
que receberam dietas controle e que o tratamento com bixina reduziu as concentragdes
séricas deste lipidio. Embora ndo tenha havido diferengas estatisticas entre os grupos de
animais, o grupo HBO apresentou uma tendéncia em ter uma menor concentracao sérica de
triacilglicerdis em relagdo aos demais grupos, € assim como proposto no experimento 2, a
explicacdo pode estar relacionada com as concentragdes de triacilglicerois obtidas na
gordura hepatica e fecal. Os animais deste grupo obtiveram as maiores concentracdes de
triacilglicerdis na gordura do figado e das fezes, e isto fez com que o actimulo de
triacilglicerdis no figado e sua excre¢do nas fezes ocasionassem na redugdo de sua
concentragao no soro.

Nossos resultados indicam que a bixina exerce efeitos sobre o metabolismo de
lipidios, entretanto, o aumento dos niveis de colesterol total e das fragdes aterogénicas do
colesterol observado nos animais do grupo HBO, tratados com a dieta AIN-93 foi um
resultado inesperado em relagao aos resultados obtidos para os animais tratados com a dieta
AOAC, indicando efeitos diferenciados da bixina em relacdo as dietas de referéncia, uma
vez que ndo se observou o efeito hipocolesterolemiante da bixina na dieta AIN-93 como
havia ocorrido nos experimentos anteriores, onde a dieta oferecida era a AOAC.

Como a dieta estaria influenciando estes resultados? Quais sdao as diferengas mais
marcantes na composicdo das dietas AOAC e AIN-93? Como explicar o paradoxo de

reducdo e aumento de colesterol pelo uso de bixina?
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Ao compararmos nossos resultados, percebemos que as principais alteracdes do
perfil lipidio ocorrem quando a bixina esta associada a dieta hipercolesterolemiante, e se
compararmos a composicdo das dietas AOAC e AIN-93 em relagdo as dietas H e HBO
perceberemos que a maior variagdo ocorre em relacdo aos teores de fibra contidos nestas
dietas. O teor de fibra (celulose) na dieta AOAC para os animais dos grupos H e HBO ¢ de
13%, sendo este teor de apenas 5% na dieta AIN-93. Essa diferenca faz com que a relag¢do
fibra/bixina na dieta AOAC seja de 86,66 e na dieta AIN-93 seja de 33,33, e
provavelmente, a diferenca desta relagdo se relaciona com os efeitos antagdnicos
observados nas concentracgdes séricas do colesterol.

Uma grande quantidade de publicagdes tem relatado o efeito de varias intervengdes
dietéticas na reducdo do colesterol. Como terapia suplementar a uma dieta reduzida em
gorduras, a ingestdo de fibras soltveis dietéticas mostrou fortes evidéncias na atividade
redutora do colesterol. (Zunft et al. 2003). Assim, a administragdo de pectina, goma guar,
psilium, farelo de cevada de trigo e aveia tem sido relatadas em reduzir o colesterol total ou
LDL em diversos estudos, tanto em animais quanto em humanos (Jonnalagadda et al.,
1993; Anderson, 1994; Silva et al., 2003; Behall et al., 2004).

Adicionalmente, o foco das pesquisas de fibras dietéticas tem sido estendido na
prevengdo de diabetes mellitus, obstrucdo cardiaca e cancer do colon. As fibras insoluveis
em especial tém mostrado serem efetivas na prevengao de tumores induzidos em ratos, mas
pouco ¢ conhecido sobre seus efeitos sobre os lipidios sanguineos.

Recentemente, mostrou-se que fibras insoluveis da polpa de alfarrobeira tém sido
encontradas em afetar os lipidios sanguineos de animais de uma maneira semelhante as
fibras soluveis. A fruta da arvore da alfarrobeira contém fibras insoliiveis e polifenois
(taninos) e ¢ suspeita de ter efeitos benéficos sobre a saude humana. Em estudos com
roedores, preparagdes da polpa e da semente da alfarrobeira, ricas em fibras insoluveis,
demonstraram efeitos redutores de colesterol ¢ aumento na excre¢ao de acidos biliares. E
em um estudo clinico piloto, a fibra de alfarrobeira indicou ser efetiva na redugdo das

concentragdes de colesterol total e LDL em humanos. (Zunft et al., 2001).
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Zunft et al., (2003) realizaram um estudo onde 15g diarias de fibra de alfarrobeira
foram administradas a voluntarios por um periodo de seis semanas (onde dessas 15g, 10,26
eram fibras insoliveis). Apds o periodo experimental, verificou-se que o consumo da fibra
reduziu o colesterol LDL, reduziu a razdo de colesterol LDL/HDL em homens e mulheres e
reduziu os niveis de triacilglicer6is particularmente em mulheres.

Em outro estudo, utilizando a fibra de alfarrobeira, Grundel et al. (2006),
administrou doses de 0, 5, 10 ou 20g em pessoas saudaveis e observou uma reducgdo de
97,2% dos niveis de triacilglicerdis em uma maneira dose dependente, bem como uma
reducdo nos niveis de acidos graxos nao esterificados em 67,2% comparados ao grupo
placebo.

Anderson et al., (1994) em um estudo comparativo sobre os efeitos de fibras
soluveis e insoluveis em rato Sprague-Dawley, observaram que os menores niveis de
triacilglicerdis foram obtidos para os animais tratados com farelo de arroz, uma fonte
predominantemente de fibra insoluvel.

Silva et al., (2003) observaram o efeito do tratamento com farelo de aveia e trigo em
ratos Wistar. O farelo de aveia ¢ constituido por cerca de 1,2% de fibra bruta e 9,7% de
fibra alimentar total, onde 3,5% representam a s fibras soluveis e 6,2% fibras insoltveis.O
teor de fibra alimentar presente no trigo encontra-se em torno de 47,31% e, desse total o
teor de fibra insoluvel ¢ de 86% e o de fibra solivel de 14%.Neste experimento, onde
ambos farelos possuiam teores significativos de fibras insoluveis, observou-se um efeito
positivo do farelo de aveia sobre os niveis séricos de colesterol total, HDL, LDL, VLDL ¢
triacilglicerdis, e um efeito redutor dos niveis de triacilglicerdis para o tratamento com
farelo de trigo.

Jonnalagada et al., (1993) estudando os efeitos de fibras em hamsteres previamente
hipercolesterolémicos, observou que a celulose foi a responsavel pela maior redugdo dos
niveis séricos de VLDL+LDL entre os grupos analisados (reducao de 40%).

Embora a maioria dos trabalhos correlacione a reducao do colesterol ao tratamento
com fibras soliiveis e apesar de os mecanismos de agdo das fibras soliveis e insoluveis

sobre os parametros relacionados ao metabolismo de colesterol ndo estejam totalmente
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esclarecidos, os nossos resultados sugerem uma possivel atuacao positiva da celulose (fibra
insoluvel) sobre o perfil lipidico de ratos hipercolesterolémicos, uma vez que os animais
tratados com a dieta AOAC, a qual possuia maior teor de celulose, apresentaram melhores
respostas com relagdo ao perfil lipidico se comparados aos animais que receberam a dieta
AIN-93, a qual possuia menor teor de celulose.

Os mecanismos de como o colesterol sanguineo ¢ influenciado parecem ser
diferentes entre as fibras soluveis e insoliveis. Enquanto as fibras soliveis reduzem o
colesterol sérico principalmente por um efeito de solubilizacdo de lipideos, as fibras
insoluveis sdo capazes de adsorver os acidos biliares no quimo, como foi demonstrado em
muitos estudos in vivo e in vivo. Esta ligacdo resulta em uma aumentada perda fecal de
acidos biliares, escape da circulagdo enterohepatica, ¢ um maior consumo de colesterol
enddgeno da sintese de novo do colesterol, exaurindo assim o “pool” de colesterol no soro
(Neves, 1997; Zunf et al., 2003). Além disso, parece que as fibras insoluveis, por
diminuirem o tempo de transito intestinal podem agir diminuindo a absor¢do de gorduras e
triacilglicerdis, provocando um pequeno aumento na quantidade de gordura fecal e possivel
diminui¢do dos niveis de triacilglicer6is séricos (Raupp, 1994; Costa et al., 1997).

Recentes estudos em hamsteres indicaram que a potencial redugdo do colesterol
LDL por fibra de alfarrobeira ¢ acompanhada por um aumento de excrecdo de acidos
biliares de uma forma dose dependente. Assim, um aumento dose-dependente na atividade
da CYP7al tem sido observado.

A ligagdo de acidos biliares as fibras no lumen intestinal além de resultar em perda
fecal de acidos biliares, leva a uma menor solubiliza¢ao do colesterol, que tem sua absor¢ao
reduzida nas membranas dos enterocitos e uma maior perda fecal (van Bennekum et al.,
2005).

Chau e Huang (2005), analisando a influéncia de uma fracao rica em fibra insoluvel,
preparada de sementes de Passiflora edulis em hamsteres hipercolesterolémicos,
observaram que o consumo dessa fragdo foi responsavel em diminuir os niveis de

triacilglicerdis e de colesterol total sérico e hepatico, além de aumentar os niveis de lipidios
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totais, colesterol e acidos biliares em fezes, as quais se apresentavam mais volumosas e
umidas.

Wilson et al., (1998) administraram cholazol H, uma fibra dietética insoluvel,
quimicamente funcional, e colestiramina em hamsteres machos Golden Syrian
hipercolesterolémicos durante seis semanas, e observaram uma redugdo nos niveis de
colesterol plasmatico de —37% e —30% para colestiramina e cholazol H respectivamente e
uma redu¢do do VLDL plasmatico de -45% para colestiramina e -36% para cholazol H.
Estes mesmos autores realizaram um segundo experimento, de duragdo de quatro semanas,
onde houve alteracdo na dieta hipercolesterolemiante aplicada e constataram redugdes nos
niveis de colesterol total e colesterol ndo HDL, bem como uma maior concentragao de
acidos biliares totais nas fezes (aumento de 39% e 28% para cholazol H e colestiramina
respectivamente). Além disso, cholazol H aumentou a excre¢do fecal de acido cdlico e
acido deoxicolico em 48% e 56% respectivamente.

O bagaco de cenoura (Daucus carota) € rico em fibras insoluveis (56,3g/100g de
bagaco), e ¢ composto principalmente de polissacarideos pécticos, hemicelulose e celulose.
Hsu et al. (2006) administraram, durante 6 semanas, em hamsteres, uma dieta contendo
fibras insoluveis extraidas do bagago de cenoura e compararam com uma dieta contendo
celulose e uma dieta isenta em fibras. O isolado de fibras insoluveis do bagaco da cenoura
mostrou ter efeito hipocolesterolémico e hipolipidémico, reduzindo as concentragdes
séricas de triacilglicerdis, colesterol total e colesterol hepatico. Além disso, aumentou o
peso das fezes, os lipidios fecais, a quantidade de colesterol fecal e o conteudo de acido
biliar fecal, sugerindo assim, que estes resultados poderiam ser atribuidos a sua habilidade
em aumentar a excre¢do de colesterol, lipidios e 4cido biliar por meio das fezes.

Van Bennekun et al., (2005) avaliaram os efeitos da colestiramina, da quitosana e da
celulose em camundongos fémeas hipercolesterolémicos e estudaram os possiveis
mecanismos de atuagdo destas fibras sobre as concentracdes séricas e hepaticas do
colesterol e sobre a excrecdo de d4cidos biliares, sabendo-se que elas tinham alta,
intermediaria e baixa capacidade de ligacdo aos acidos biliares respectivamente. As trés

fibras foram eficientes em reduzir o colesterol sérico e hepatico, sendo a redugdo mais

110



SILVA,L.S. Discussio

pronunciada nos animais tratados com colestiramina. Segundo os resultados dos autores, as
trés fibras foram capazes de induzir a saciagdo e saciedade nos animais resultando em
menor ingestdo e armazenamento de colesterol. Adicionalmente, a colestiramina foi capaz
de reduzir a eficiéncia da absorcdo intestinal do colesterol, bem como aumentar a excre¢ao
fecal de acidos biliares e colesterol, devido a sua alta capacidade de ligagdao aos acidos
biliares.

Os resultados destes autores sugerem ainda, que os efeitos de saciacdo e saciedade
contribuiram significativamente para as propriedades de redu¢do do colesterol nos
camundongos tratados com celulose e quitosana, sendo este achado consistente com um
estudo prévio de (Trautwein et al., 1997), que demonstraram que a incorporagdo da
quitosana em dietas de hamsteres levou a uma reducdo na ingestdo alimentar e a um efeito
redutor do colesterol.

Embora a abordagem deste trabalho n3o nos permita propor mecanismos,
acreditamos que a bixina esteja agindo sinergicamente com a celulose na redugdo do
colesterol. Possiveis aumentos na expressao e/ou atividade da CYP7a1, estariam ocorrendo
nos animais tratados com bixina, o que levaria a um aumento na produgdo de acidos
biliares, os quais se adsorveriam as fibras da dieta. Esta ligacdo faria com que os acidos
escapassem da circulagdo éntero-hepatica e fossem eliminados pelas fezes provocando
assim um maior consumo de colesterol endogeno para producdao de acidos biliares
adicionais e uma conseqiiente reducao do pool de colesterol sérico.

E possivel, que o efeito de conversio de colesterol a acidos biliares e a sua posterior
adsor¢do as fibras possam estar ocorrendo mais pronunciadamente nos animais tratados
com a dieta AOAC (a qual possui maior teor de celulose) explicando assim a reducdo dos
niveis de colesterol plasmatico ocorrido nos experimentos 1 e 2. Nos animais tratados com
dieta AIN-93 esta adsor¢do ocorreria com menor intensidade e os 4cidos biliares poderiam
estar sendo reciclados através da circulagdo éntero-hepatica. Além disso, na dieta AOAC, a
maior quantidade de celulose também pode ter sido a responsavel em induzir a saciagdo e

saciedade nestes animais, que também tiveram menores valores de ingestdo e
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possivelmente um menor armazenamento de colesterol em comparacdo aos animais que
receberam a dieta AIN-93.

Para se conhecer os reais mecanismos de atuacao da bixina sobre o metabolismo de
lipidios, além das dosagens bioquimicas realizadas, estudos adicionais se fazem
necessarios, € nessa perspectiva estudos sobre a expressao e atividade da CYP7al, além da
dosagem de acidos biliares nas fezes seriam metodologias adequadas para responder
questdes ainda nao totalmente esclarecidas.

Investigacdes da celulose em estudos clinicos sdo muito intrigantes, porque o efeito
hipocolesterolémico da celulose ndo tem sido estabelecido tdo claramente ainda (Chen e
Anderson, 1979), embora a ingestdo de altas concentragdes de celulose como um alimento
suplementar foi relatado em reduzir o colesterol sérico em cerca de 25% em humanos num
estudo realizado por Shurpalekar et al (1971).

O conhecimento sobre os mecanismos pelos quais as diferentes fibras previnem o
acumulo de colesterol pode ser 1til em investigacdes clinicas dos efeitos da terapia com
fibras. Um possivel efeito benéfico das fibras sobre os riscos cardiovasculares pode estar
relacionado aos diferentes mecanismos pelos quais elas influenciam o metabolismo
lipidico. Assim em estudos futuros, o efeito sobre a morbidade e mortalidade vascular, bem
como a ocorréncia de efeitos colaterais, devem ser avaliados separadamente para cada tipo

de fibra (van Bennekum et al., 2005).

Funcéo Hepatica

Os animais que receberam dietas hipercolesterolemiantes apresentaram maiores
valores de peso total e peso relativo do figado (Tab. 23), maior porcentagem de gordura
hepética e maiores concentracdes hepaticas de colesterol (Tab. 25). Além disso, essas dietas
elevaram as concentracdes de ALT, AST e ALP. Apesar de o tratamento com bixina ndo
alterar as concentracdes de ALT e AST, observamos que a sua associacdo a dieta
hipercolesterolemiante foi responsavel pela elevacdo da concentragdo de ALP do grupo

HBO. Esses dados conjuntamente sugerem entdo que um quadro de dano hepatico e
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colestase podem ter sido provocados pela dieta hipercolesterolemiante e/ou bixina (Tab.

25).

Funcéo Renal

Neste experimento observamos que o peso dos rins foi maior para os animais do
grupo H, mas estes animais também apresentaram os maiores pesos ao final do
experimento, o que fez com que seu peso relativo fosse estatisticamente semelhante ao dos
animais dos demais grupos. Nem a dieta nem a bixina afetaram as concentragdes de uréia, e
a bixina associada a dieta controle reduziu as concentragdes séricas de creatinina, (Tab. 28)
trazendo entdo um efeito nefroprotetor para os animais do grupo CBO, conforme discutido

anteriormente.

Defesas antioxidantes

Para o grupo sulfidrilas, observamos que a bixina exerceu um efeito antioxidante
significativo, elevando as concentra¢des de sulfidrilas reduzidas. A bixina aumentou a
concentragdo de sulfidrilas livres e sulfidrilas ligadas a proteinas, levando
conseqlientemente a um aumento acentuado na concentracao de sulfidrilas totais (Tab. 29).

Houve um aumento de aproximadamente 77,5%, 39% e 88 % nas concentragdes de
sulfidrilas totais, sulfidrilas livres e sulfidrilas ligadas a proteinas respectivamente nos
animais do grupo CBO em comparacao ao grupo C. E para os animais do grupo HBO,
houve aumentos de aproximadamente 79%, 14% e 99% nas concentragdes de sulfidrilas
totais, sulfidrilas livres e sulfidrilas ligadas a proteinas respectivamente em comparagdo ao
grupo H.

Neste experimento, assim como o discutido anteriormente, os animais que
receberam dietas hipercolesterolemiantes apresentaram as menores atividades arilesterase e
paraoxonase e os animais que receberam dietas controle apresentaram as maiores atividades

(Tab. 30).
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A bixina associada a dieta controle elevou a atividade arilesterase da PON em
60,34% em relagdo aos animais que receberam a dieta controle sem acréscimo de bixina, e
nenhum efeito foi observado para esta atividade quando a bixina foi associada a dieta
hipercolesterolemiante. Estes resultados corroboram com os dados obtidos para HDL, onde
os animais do grupo CBO apresentaram maiores concentragcdes dessa lipoproteina e os
animais dos grupos H e HBO apresentaram as menores concentracdes e foram
estatisticamente iguais entre si (Tab. 24). Fato interessante foi que a bixina associada a
dieta controle elevou os niveis de HDL em 27,5% e elevou a atividade arilesterase de PON
em 60,34%, ou seja, o aumento da atividade de PON foi o dobro em relagdo ao aumento da
concentracdo de HDL. O que possivelmente pode estar havendo ¢ um aumento da atividade
e/ou expressdo de PON de forma independente da concentragdo de HDL, nos levando a
supor que este efeito seja devido a uma atuagdo da bixina.

Para a atividade paraoxonase ndo houve diferencas entre os animais dos grupos C ¢
CBO e houve uma redugao da atividade paraoxonase da PON quando a bixina foi associada

a dieta hipercolesterolemiante.

Proteinas totais, aloumina e glicose

Os animais dos grupos H e HBO apresentaram maiores concentra¢des de proteinas
totais e glicose em relagdo aos demais grupos (Tab. 31) e apesar destes mesmos grupos
apresentarem elevagdes nos marcadores hepaticos (ALT, AST e ALP) possivelmente o
metabolismo hepatico de glicose e proteinas totais ndo foi afetado uma vez que as
concentragdes desses metabolitos estdo elevadas e ndo reduzidas. Apesar de os niveis de
proteinas totais serem os menores para 0s animais que receberam bixina, estes mesmos
animais apresentaram as maiores concentracdes de albumina. E fazendo uma correlagao
com a fun¢do antioxidante, esta elevagcdo dos niveis de albumina pode ter sido responsavel
pelo aumento na concentragdo das sulfidrilas ligadas a proteinas, uma vez que a albumina ¢
a principal fonte de grupos sulfidrilas do plasma e ¢ o mais importante componente

extracelular de defesa antioxidante.
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CAPITULO 7 - CONCLUSAO

EXPERIMENTO 1

As dietas oferecidas e o tratamento com o extrato oleoso de bixina em machos que

receberam dieta AOAC nos forneceram os seguintes resultados:

e As dietas hipercolesterolemiantes foram efetivas em elevar as concentragdes do
colesterol total e do colesterol ndo-HDL, elevar o indice aterogénico e reduzir a
concentragao do colesterol HDL;

e A associagdo de bixina a dieta hipercolesterolemiante reduziu as concentragdes do
colesterol total, do colesterol ndo-HDL, o indice aterogénico e a quantidade de
gordura hepatica e fecal dos animais do grupo HBO;

e A associacdo de bixina a dieta controle elevou as concentragdes do colesterol HDL
nos animais do grupo CBO;

e A bixina exerceu efeito hipotrigliceridémico quando associada tanto a dieta controle
quanto a dieta hipercolesterolemiante;

e A  bixina reduziu a atividade de ALT quando associada a dieta
hipercolesterolemiante e reduziu a atividade de AST quando associada as dietas
controle e hipercolesterolemiante;

e A bixina elevou a atividade de ALP;

e A bixina reduziu as concentragdes de uréia;

e A bixina elevou as concentragdes dos grupos sulfidrilas totais e livres.
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EXPERIMENTO 2

As dietas oferecidas e o tratamento com o extrato oleoso de bixina em fémeas que

receberam dieta AOAC nos forneceram os seguintes resultados:

e As dietas hipercolesterolemiantes foram efetivas em elevar as concentragdes do
colesterol total e do colesterol ndo-HDL e o indice aterogénico;

e A associagdo de bixina a dieta hipercolesterolemiante reduziu a concentragdo do
colesterol ndo-HDL, o indice aterogénico, a quantidade de gordura hepéatica e as
concentragdes de colesterol e triacilglicerois hepaticos e fecais do grupo HBO;

e A associa¢do de bixina a dieta hipercolesterolemiante elevou as concentracdes do
colesterol HDL e dos triacilglicerdis nos animais do grupo HBO;

e Os animais dos grupos CBO e HBO tiveram valores de ingestdo menores que 0s
animais dos grupos C ¢ H;

e Os animais do grupo CBO apresentaram elevacdes na atividade de ALT, e os
animais do grupo H apresentaram elevacdes de ALT e ALP. Nenhuma alteragdo foi
observada para a atividade de AST;

e Os animais do grupo CBO apresentaram elevagdes nas concentragdes de uréia, e a
bixina reduziu as concentragdes de creatinina dos grupos CBO ¢ HBO;

e A bixina elevou as concentragdes dos grupos sulfidrilas livres nos grupos CBO e
HBO;

e A bixina elevou as atividades arilesterase e paraoxonase da PON no grupo HBO.
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EXPERIMENTO 3

As dietas oferecidas e o tratamento com o extrato oleoso de bixina em fémeas que

receberam dieta AIN-93 nos forneceram os seguintes resultados:

e As dietas hipercolesterolemiantes foram efetivas em elevar as concentragdes do
colesterol total e do colesterol ndo-HDL, elevar o indice aterogénico e reduzir a
concentragdo do colesterol HDL;

e A associa¢do de bixina a dieta hipercolesterolemiante elevou as concentracdes do
colesterol total e do colesterol ndo-HDL, elevou o indice aterogénico, a quantidade
de gordura fecal e os triacilglicerdis fecais dos animais do grupo HBO;

e A associagdo de bixina a dieta controle elevou as concentragdes do colesterol HDL
e dos triacilgliceréis hepatico dos animais do grupo CBO;

e Dietas hipercolesterolemiantes elevaram a quantidade de gordura no figado,
elevaram a concentragdo hepatica do colesterol bem como as atividades séricas de
ALT, AST e ALP;

e Redugdes da creatinina sérica foram observadas nos animais do grupo CBO. Nao
houve alteragdes na concentragdo de uréia;

e A bixina elevou as concentragdes dos grupos sulfidrilas livres no grupo CBO, e

elevou a concentragdo de grupos sulfidrilas totais e ligados a fragdo protéica;

® A bixina elevou a atividade arielterase da PON no grupo CBO.
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Anexo | - Laudo de analise do produto extrato oleoso de bixina P.A. Lipo 8%
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Anexo Il — Protocolos das Dosagens Bioquimicas

Albumina

Principio

A albumina interage com o verde de bromocresol tamponado e, devido ao erro protéico
dos indicadores, ocorre formacdo de cor verde, proporcional a concentragdo da
albumina na amostra. O verde de bromocresol possui especificidade para albumina e
ndo sofre interferéncia de valores elevados de bilirrubina e hemoglobina, permitindo
também que as interferéncias de valores elevados de triglicérides possam ser corrigidas
utilizando o branco de amostra.

Amostra
Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soro. Ndo usar plasma. O analito ¢
estavel por 3 dias entre 2 — 8°C e 7 dias a 10°C negativos.

Produto Utilizado

Albumina, Catalogo 19 - ANVISA — 10009010025

Labtest Diagnostica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente de Cor: Armazenar entre 2 — 8 °C. Contém tampao 60 mmol/L, pH3,8, verde
de bromocresol 300 umol/L e Brij 35 > 6,0 mmol/L.

Padrao - 3,8 g/dL: Armazenar entre 2 — 8 °C bem vedado para evitar evaporacdo.
Contém azida sodica 15,4 mmol/L.

Equipamentos

1. Fotometro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 630 nm ou filtro
vermelho (600 a 640 nm).

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Cronometro.

Procedimento
Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrio

Reagente de Cor (n° 1) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
Soro | @ —e- 00lmL |  --—--

Padraio (n°2) | = - |  ---- 0,01 mL

Misturar e apds 2 minutos, no maximo 10 minutos, determinar as absorbancias do teste
e padrao em 630 nm ou filtro vermelho (600 a 640 nm), acertando o zero com o branco.
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Calculos

drserdnsia oo Tese ¥ 3,3
Ehsorincia de podric

Conversao de g/dL para Unidade SI: umol/L = g/dL x 144,9

O resultado da medigao ¢ linear até¢ 6,0 g/dL. Para valores maiores diluir o soro com
NaCI 150 mmol/L e repetir a determinagdo. Multiplicar o resultado obtido pelo fator de
diluicao. Diluir o soro de tal modo que o valor encontrado se situe entre 3,0 e 4,5 g/dL.

Albumina (g/dL) =

Alanina Aminotransferase

Principio

A ALT catalisa a transferéncia de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, com
formag¢do de glutamato e piruvato. Este ¢ reduzido a lactato por acdo da lactato
desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH ¢ oxidada a NAD. A
conseqliente redu¢do da absorbancia em 340 ou 365 nm, monitorizada
espectrofotometricamente, ¢ diretamente proporcional a atividade da enzima na
amostra.

4ET
L-Alanina + Cetoglutarato — Piruvato + L-Glutamato

LOE
Piruvato + NADH —= L-Lactato + NAD

Amostra
Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soro ou plasma (EDTA, heparina). A
atividade enzimatica ¢ estavel por 4 dias entre 2 — 8 °C e por 2 semanas a 10 °C
negativos.

Produto Utilizado

ALT/GPT Liquiform, Catalogo 74-4/30 -  ANVISA - 10009010029

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1: Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente 2: Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente de Trabalho: O conjunto de um frasco de Reagente 1 e de um frasco de
Reagente 2 permite preparar o Reagente de Trabalho. Estavel por 5 dias entre 15 - 25 °C
e 14 dias entre 2 — 8°C. Contém tampao 80 mmol/L, pH 7.8, L-Alanina 500 mmol/L, 2-
cetoglutarato 15 mmo/L, NADH 180

Equipamentos

1. Fotdmetro com cubeta termostatizada a 37 °C capaz de medir a absorbancia em 340
ou 365 nm com exatiddo.

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Cronometro.
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Procedimento

Condicdes de Reagdo: comprimento de onda de 340 ou 365 nm; cubeta termostatizada a
37°C com 10 mm de espessura de solugdo; banda de passagem de 8 nm ou menos e luz
espuria menor que 0,1%.

1. Adicionar 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do Reagente de Trabalho.
2. Homogeneizar.

3. Transferir para a cubeta termostatizada a 37 °C.

4. Esperar 1 minuto.

5. Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamente o crondmetro.
6. Repetir as leituras ap6s 1, 2 e 3 minutos.

Calculos

Calcular a média das diferengas de absorbancia por minuto (AA/minuto) e utilizar para
calcular o resultado.

ALT/GPT (U/L) 340 nm = A A/minuto x 1746

Conversao: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 = Unidades SI (nkat/L).

Aspartato Aminotransferase

Principio

A AST catalisa a transferéncia de grupos amina da alanina para o cetoglutarato, com
formagdo de glutamato e oxalacetato. Este ¢ reduzido a malato por acdo da malato
desidrogenase (MDH), enquanto que a coenzima NADH ¢ oxidada a NAD.

A conseqliente reducdo da absorbancia em 340 ou 365 nm, monitorizada
espectrofotometricamente, ¢ diretamente proporcional a atividade da enzima na
amostra.

AEF
L-Aspartato + Cetoglutarato —+ Oxalacetato + L-Glutamato
NBE
Oxalacetato + NADH — L-Malato + NAD

Amostra
Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soro ou plasma (EDTA, heparina). A
atividade enzimatica ¢ estavel por 4 dias entre 2 — 8°C e por 2 semanas a 10°C
negativos.

Produto Utilizado

AST/GOT Liquiform, Catalogo 75-4/30 - ANVISA - 10009010018

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1: Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente 2: Armazenar entre 2 — 8°C.

Reagente de Trabalho: o conjunto de um frasco de Reagente 1 e de um frasco de
Reagente 2 permite preparar o Reagente de Trabalho. Estavel por 5 dias entre 15 — 25°C
e por 14 dias entre 2 — 8°C; Contém tampdao 80 mmol/L,pH 7,8,L-Aspartato 240
mmol/L, 2-cetoglutarato 12 mmo/ILNADH 180 umol/I,LDH >900 U/L, MDH >600 U/L
e azida sodica 14,6 mmol/L.
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Equipamentos

1. Fotdmetro com cubeta termostatizada a 37 °C capaz de medir a absorbancia em 340
ou 365 nm com exatiddo.

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Cronometro.

Procedimento

Condigdes de Reacdo: comprimento de onda de 340 ou 365 nm; cubeta termostatizada a
37°C com 10 mm de espessura de solucdo; banda de passagem de 8 nm ou menos ¢ luz
espuria menor que 0,1%.

1. Adicionar 0,1 mL de amostra a 1,0 mL do reagente de trabalho.

2. Homogeneizar.

3. Transferir para a cubeta termostatizada a 37 °C.

4. Esperar 1 minuto.

5. Fazer a leitura inicial, disparando simultaneamente o crondmetro.
6. Repetir as leituras ap6s 1, 2 e 3 minutos.

Calculos

Calcular a média das diferengas de absorbancia por minuto (AA/minuto) e utilizar para
calcular o resultado.

AST/GOT (U/L) 340 nm = A A/minuto x 1746

Conversao: Unidades Convencionais (U/L) x 16,7 = Unidades SI (nkat/L).

Colesterol HDL

Principio

As lipoproteinas de muita baixa densidade (VLDL) e as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) sdo quantitativamente precipitadas e, apos centrifugacdo, o colesterol
ligado as lipoproteinas de alta densidade (Colesterol HDL) ¢ determinado no
sobrenadante.

Amostra
O jejum ndo ¢ imprescindivel para a dosagem de colesterol HDL. Usar soro. O analito ¢
estavel por 3 dias entre 2 — 8°C.

Produto Utilizado

Colesterol HDL, Catalogo 13 - ANVISA — 10009010026

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Precipitante: Armazenar entre 2 — 8°C. Contém 4cido fosfotingstico 1,5 mmol/L e
cloreto de magnésio 54 mmol/L.

Padrdao - 20 mg/dL: Armazenar entre 2 — 8°C. Armazenar bem vedado para evitar
evaporacao.
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Equipamentos

1. Centrifuga para tubos.

2. Fotometro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 500 nm ou filtro verde
(490 a 510 nm).

3. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

4. Pipetas para medir amostras e reagentes.

5. Crondmetro.

Procedimento

Precipitacdo das VLDL e LDL

Em um tubo 12 x 75 colocar 0,25mL de soro e 0,25mL de precipitante. Agitar
vigorosamente durante 30 segundos. A agita¢do sugerida ¢ fundamental para obten¢do
de resultados consistentes. Centrifugar a 3.500 rpm por pelo menos 15 minutos para
obter um sobrenadante limpido. Pipetar o sobrenadante limpido imediatamente apds a
centrifugacdo, tomando o cuidado para ndo ressuspender o precipitado, a fim de evitar
resultados falsamente elevados.

Utilizar com o Reagente 1 - Colesterol Liquiform Labtest Cat. 76. Tomar 3 tubos de
ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrio

Sobrenadante | @ ----- 0OlmL |  --—-
Padrio(n°2) | = - | - 0,1 mL
Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e colocar no banho-maria a 37 °C durante 10 minutos. O nivel da dgua no
banho deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de ensaio. Determinar as
absorbancias do teste ¢ padrdao em 500 nm ou filtro verde (490 a 540 nm) acertando o
zero com o branco. A cor € estavel por 60 minutos.

Calculos
Abseriincto éo Teste

HDL mg/dL - dbseerirdnsie do paodrdo X 4l

Conversdo de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,026
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Colesterol Total

Principio
O colesterol total ¢ determinado de acordo com as seguintes reacoes:

, Colesterel Esteraas ;o
Esteres de colesterol + Colesterol + Acidos graxos

Colerterel Caidase
Colesterol + O, : Colest-4-en-ona + H,O»,

. . . . hrlp-{ mw&v . . . . . .
2H,0; + Fenol + 4-Aminoantipirina = Antipirilquinonimina + 4H,0

A intensidade da cor vermelha formada ¢ diretamente proporcional a concentragdo de
colesterol na amostra.

Amostra
O jejum ndo ¢ imprescindivel para a dosagem de colesterol total. Usar soro.
Anticoagulantes como citrato, oxalato ou EDTA produzem resultados falsamente
diminuidos. O analito ¢ estavel por 7 dias entre 2 — 8 °C e varios meses a 10 °C
negativos.

Produto Utilizado

Colesterol Liquiform, Catalogo 76-2/100 - ANVISA - 10009010068

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1: Armazenar entre 2 — 8°C. Contém tampao 50 mmol, pH 7,0, fenol 24,0
mmol/L, colato de sédio 500 pumol/L, azida sédica 15 mmol/L, 4 aminoantipirina 500
umol/L, colesterol esterase >250 U/L, colesterol oxidase >250 U/L e peroxidase >1000
U/L.

Padrao 200 mg/dL: Armazenar entre 2 — 8°C. Apds 0 manuseio armazenar bem vedado
para evitar evaporacdo. Contém azida sddica 15 mmol/L.

Equipamentos

1. Fotometro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 500 nm ou filtro verde
(490 a 510 nm).

2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Cronometro.

Procedimento
Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrio

Amostra | = ----- 00lmL |  -----
Padrao (n°2) | = - | - 0,01 mL
Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL
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Misturar e colocar em banho-maria 37 °C 10 minutos. O nivel de dgua no banho deve
ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de ensaio. Determinar as absorbancias do
teste e padrao em 500 nm ou filtro verde (490 a 510 nm), acertando o zero com o
branco. A cor ¢ estavel por 60 minutos.

Célculos

Abzoriincic do Teste

Colesterol mg/dL= Abeorbincia do padrio X 200

Conversao de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,026

Creatinina

Principio

O método se baseia na observacao de que a reacao da creatinina com o picrato alcalino ¢
muito rapida, enquanto a reacdo do picrato com os cromogénios ¢ mais lenta. A medida
da reagdo nos primeiros minutos permite a determinagdo da creatinina verdadeira.

A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solu¢do de picrato em meio
alcalino, formando um complexo de cor vermelha que ¢ medido fotometricamente.
Creatinina + Acido Picrico = Picrato de Creatinina

Amostra

Para creatinina sérica recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Soro ou plasma
(heparina, EDTA, fluoreto, oxalato, citrato). O anticoagulante Glistab (Labtest Cat. 29)
permite a colheita de uma s6 amostra para as dosagens de creatinina, glicose e uréia. O
analito ¢ estavel por 7 dias entre 2 — 8°C.

Produto Utilizado

Creatinina K, Catalogo 96 - ANVISA - 10009010143

Labtest Diagnostica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
NaOH: Armazenar entre 15 — 30°C. Contém hidréxido de sédio 200 mmol/L.

Acido Picrico: Armazenar entre 15 — 30°C. Contém acido picrico 22,2 mmol/L.

Padrdo - 4,0 mg/dL: Armazenar entre 2 — 30°C. Apds 0 manuseio, sugere-se armazenar
bem vedado para evitar evaporacao.

Ferricianeto: Armazenar entre 15 — 30 °C. Contém ferricianeto de potdssio 11 mmol/L.

Equipamentos

1. Fotometro com cubeta termostatizada capaz de medir com exatiddo a absorbancia
em 510 nm.

2. Pipetas para medir amostras e reagente.

3. Crondmetro.

Procedimento

Preparo do picrato alcalino: Misturar 4 volumes de NaOH (n° 1) com 1 volume de
Acido Picrico (n° 2). Estavel 15 dias entre 2 - 8 °C. O CO, atmosférico altera
significativamente a estabilidade do NaOH (No. 1) e do Picrato Alcalino, quando os
reagentes sao mantidos em recipientes abertos. A modificagdo da estabilidade ¢
influenciada pelo tempo de exposi¢ao e condigdes ambientais. Sugerimos manter na
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bandeja do analisador somente o volume suficiente para a realizacdo de uma corrida
analitica ou usar as informagdes do controle da qualidade como indicador da
necessidade de realizar nova calibragao.

Procedimento: Ajustar o fotometro a zero em 510 nm com 4gua destilada. Adicionar 0,1
mL de padrio, soro, plasma ou urina diluida a 1,0 mL do Picrato Alcalino. Misturar e
aspirar imediatamente para a cubeta. Disparar um crondmetro ¢ medir as absorbancias
aos 30 e 90 segundos.

Calculos
AA do Teste ou Padrao = Abs 90 segundos — Abs 30 segundos

.. & Absorbdnoie do Teste
)= g
Creatinina (mg/dL, & Ausorbincie do padric

Fosfatase Alcalina

Principio
A fosfatase alcalina (FALC) do soro, em pH alcalino, hidrolisa o p-nitrofenilfosfato,
liberando p-nitrofenol e fosfato inorganico de acordo com a seguinte reagao:

ALF
p-nitrofenilfosfato + H,O — p-nitrofenol + fosfato
A quantidade de p-nitrofenol produzida tem elevada absorbincia em 405 nm e ¢é
diretamente proporcional a atividade da fosfatase alcalina na amostra.

Amostra

Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Soro ou plasma (heparina). A amostra ¢
estavel por 7 dias entre 2 — 8°C. Quando a amostra ¢ armazenada a temperatura
ambiente, obtém-se resultados falsamente elevados.

Produto Utilizado

Fosfatase Alcalina Liquiform, Catalogo 74-4/30 - ANVISA - 10009010050

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1: Armazenar entre 2 - 8 °C.

Reagente 2: Armazenar entre 2 - 8 °C.

Reagente de Trabalho: o conjunto de um frasco de Reagente 1 ¢ de um frasco de
Reagente 2 permite preparar o Reagente de Trabalho. Estavel 5 dias entre 15 — 25°C e
30 dias entre 2 — 8°C. Contém tampao 350 mmol/L pH 10,4, sulfato de zinco 1,0
mmol/L, acetato de magnésio 2,0 mmol/L p-nitrofenilfosfato >12 mmol/L, azida sddica
6,4 mmol/L.

Equipamentos

1. Fotometro com cubeta termostatizada capaz de medir com exatiddo a absorbancia
em 405 nm.

2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

3. Pipetas para medir amostras e reagente.

4. Crondmetro.
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Procedimento

Condigdes de Reacdo: comprimento de onda de 405 + 2 nm, cubeta termostatizada a 37
°C com 10 mm de espessura da solucao, banda de passagem de 8 nm ou menos e luz
espuria menor que 0,1%.

Pipetar 1,0 mL do Reagente de Trabalho em um tubo 12x75 e adicionar 0,02 mL de
amostra. Homogeneizar. Transferir imediatamente para a cubeta termostatizada a 37°C.
Esperar 30 segundos. Fazer a leitura da absorbancia inicial (Al), disparando
simultaneamente o crondmetro. Repetir a leitura apds 2 minutos (A2).

Calculos
AA Teste = %%

Atividade da Fosfatase Alcalina (U/L) = AA Teste x 2764
Conversao de U/L para Unidades SI: pkat = U/L x 0,0167

Glicose

Principio

A glicose oxidase catalisa a oxidagdo da Glicose a Acido Gluconico e Peréxido de
Hidrogénio. O peréxido de hidrogénio formado reage com 4-aminoantipirina e fenol,
sob acdo catalisadora da peroxidase, através de uma reacdo oxidativa de acoplamento,
formando uma antipirilquinonimina vermelha cuja intensidade de cor é proporcional a
concentragdo da glicose na amostra.

Amostra

Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar plasma ou soro. Realizar a colheita do
sangue utilizando um anticoagulante contendo um inibidor da glicolise. O uso do
anticoagulante Glistab (Labtest cat. 29) permite a colheita de uma s6 amostra para as
dosagens de creatinina, glicose e uréia. As amostras de sangue ndo contendo
antiglicolitico devem ser centrifugadas imediatamente ap6s a colheita ¢ o plasma ou
soro separados das células ou coagulo.

O analito ¢ estavel por 8 horas em amostras colhidas com antiglicolitico. No plasma,
soro e outros liquidos separados das células, a glicose permanece estavel por 3 dias
entre 2 — 8°C, quando ndo ocorre contaminagdo bacteriana.

Produto Utilizado

Glicose PAP Liquiform, Catalogo 84-2/250, 84-2/500 -ANVISA - 10009010003
Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1: Armazenar entre 2 — 8°C. Contém tampao 50 mmol/L; pH 7,5; glicose
oxidase >11.000U/L; peroxidase >700 U/L; 4-aminoantipirina >290 umol/L; fenol >1
mmol/L e azida sodica 7,5 mmol/L.

Padrdo - 100 mg/dL: Armazenar entre 2 — 30°C. Apds o manuseio, sugere-se armazenar
bem vedado para evitar evaporacao. Contém glicose 100 mg/dL e biocida ndo toxico. O
estabilizador do padrdo pode precipitar-se em baixas temperaturas, fato que ndo
interfere na sua qualidade.
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Equipamentos

1. Fotometro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 505 nm ou filtro verde
(490 a 540 nm).

2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Crondometro.

Procedimento
Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao
Amostra | = --—--- 00lmL |  -----
Padrao (n°2) | = -— | - 0,01 mL
Reagente 1 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar vigorosamente e colocar em banho-maria a 37°C durante 15 minutos. O nivel
da agua no banho deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de ensaio.
Determinar as absorbancias do teste e padrao em 505 nm ou filtro verde (490 a 540 nm),
acertando o zero com o branco. A cor ¢ estavel por 60 minutos.

Célculos
. _ dbserbdncia do Teste
Glicose (mg/dL) T dbsorbincia dopaodrds X100

Conversao de mg/dL para unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,0556

Hemoglobina

Principio

O Ferro II do grupo heme da hemoglobina, oxihemoglobina e carboxihemoglobina ¢é
oxidado para o estado férrico pelo ferricianeto, formando hemiglobina (Hi), que se
combina com o cianeto ionizado para produzir cianeto de hemiglobina (HiCN), que é
medido em 540 nm.

Amostra
Nao ha preparo especial. Usar sangue total (citrato, oxalato ou EDTA). O material deve
ser processado em 8 horas.

Produto Utilizado

Hemoglobina, Catalogo 43 - ANVISA - 10009010037

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente de Cor (Estoque): Armazenar entre 15 — 25°C. Nao refrigerar.

Contém ferricianeto de potassio 60,7 mmol/L, cianeto de potdssio 76,8 mmol/L e
surfactante.

Reagente de Cor de Uso: Adicionar o conteudo de um frasco de Reagente de Cor (10
mL) a 990 mL de agua destilada ou deionizada e misturar. Estdvel 6 meses em frasco
ambar, entre 15 — 25°C. Nao refrigerar. Nao armazenar em frasco de pléstico.



SILVA,L.S. Anexos

Equipamentos

1. Fotometro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 540 nm ou filtro verde
(520 a 550nm).

2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. Cronometro.

Procedimento
Tomar um tubo de ensaio e proceder como a seguir:

Teste
Reagente de Cor de Uso 5,0 mL
Sangue total 0,02 mL

Homogeneizar e esperar 5 minutos. Determinar a absorbancia do teste em 540 nm ou
filtro verde (520 a 550 nm), acertando o zero com agua destilada. A cor € estavel por
varias horas.

Calculos

Obter o valor em g/dL utilizando o fator de calibracdo obtido com o Padrao de
Hemoglobina-Labtest Catalogo 47.

Conversao de g/dL para Unidade SI:p mol/L = g/dL x 1,61

Proteinas Totais

Principio

, +2 . . . . ~
Os ions cobre (Cu ) em meio alcalino (Reagente de Biureto) reagem com as ligagdes
peptidicas das proteinas séricas formando cor purpura, que tem absorbancia mdxima em
545 nm, proporcional a concentragdo das proteinas na amostra.

Amostra
Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soro. O analito € estavel por 3 dias entre
2 —8°C e 7 dias a 10°C negativos.

Produto Utilizado

Proteinas Totais, Catalogo 99 - ANVISA - 10009010080

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente Biureto: Armazenar entre 15 —30°C. Contém hidréxido de soédio 600 mmol/L,
sulfato de cobre 12 mmol/L, estabilizador e antioxidante.

Padrdo - 4,0 g/dL; Armazenar entre 15 — 30°C. Apds o manuseio, sugere-se armazenar
bem vedado para evitar evaporagdo. Contém albumina bovina 4 g/dL e azida sédica
15,4 mmol/L.

Equipamentos

1. Fotometro capaz de medir com exatidao a absorbancia em 545 nm (530 a 550 nm).
2. Pipetas para medir amostras e reagentes.

3. CronOmetro.
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Procedimento

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao
Amostra | -——-- 0,02mL | = -----
Padrao n°2) | - | - 0,02 mL
Agua destilada ou deionizada 0,02mL | = - | -
Biureto de Uso 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e incubar a 37 °C durante 10 minutos. Determinar as absorbancias do teste e
do padrdao em 545 nm (530 a 550 nm), acertando o zero com o branco. A cor ¢ estavel
durante 1 hora.

Calculos

i ; dtisorbdncic do Teste
Proteinas Toatais (g/dL) = serbdncia de Teg

Abzorkincte do podrds

X 4

Tracilglicerois

Principio
Os triacilgliceros sao determinados de acordo com as seguintes reagdes:

. Epeproteing Lipase . .o
Triglicérides + Glicerol + Acidos Graxos

. Glirerelguinage .
Glicerol + ATP —— = Glicerol-3-Fosfato + ADP
X Clioerol=o=Foifote crldass
Glicerol-3-Fosfato + O,

+ Dihidroxiacetona + HyO»p
2 HpO7 + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenol Quinoneimina +4 H>O

A intensidade da cor vermelha formada ¢ diretamente proporcional a concentracao de
triglicérides na amostra.

Amostra

Jejum de 12 a 14 horas. Usar soro ou plasma com EDTA. O analito ¢ estavel por dois
dias entre 2 — 8°C. Armazenamento prolongado da amostra ndo ¢ recomendado, porque
varias substancias podem ser hidrolizadas liberando glicerol, levando a obtencao de
resultados falsamente elevados. A heparina promove a ativagdo in vivo ou in vitro da
lipase da lipoproteina, fazendo com que a concentracdo dos triglicérides se reduza
gradativamente em amostras contendo heparina.

Produto Utilizado

Triglicérides Liquiform, Catalogo 87 - ANVISA - 10009010070

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Reagente 1 - Armazenar entre 2 - 8 °C. Contem tampao 50 mmol/L, pH 6,9; acetato de
magnésio 4 mmol/L; 4-clorofenol 5 mmol/L; 4-aminoantipirina 300 pmol/L ATP 1,0
mmol/L; lipase da lipoproteina > 1400 U/L; glicerolquinase > 1000 U/L e azida sodica 7
mmol/L.
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Padrao - 200 mg/dL - Armazenar entre 2 - 30 °C. Contém triglicérides 200 mg/dL e
azida sodica 7 mmol/L.Apds o manuseio sugere-se armazenar bem vedado, para evitar
evaporacao.

Equipamentos

1. Fotometro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 505 nm ou filtro verde
(490 a 520nm).

2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37°C).

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Crondmetro.

Procedimento
Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao

Amostra | @ ---- 00lmL |  -----
Padrao (n°2) | = -— | - 0,01 mL
Reagente 1 (n° 1) 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e colocar no banho-maria 37 °C por 10 minutos. O nivel da d4gua no banho
deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de ensaio. Determinar as absorbancias
do teste e padrao em 505 nm ou filtro verde (490 a 520 nm) acertando o zero com o
branco. A cor ¢ estavel por 60 minutos.

Calculos
T _ dbserbdncic de Teste
Triglicérides (mg/dL) TS — X 200

Conversdo de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg/dL x 0,0113

Uréia

Principio

A uréia ¢ hidrolisada pela urease a ions amonia e CO,. Os ions amdnia reagem em pH
alcalino com salicilato e hipoclorito de sodio, sob a a¢do catalisadora do nitroprussiato
de sodio, para formar azul de indofenol. A formagdo de cor é proporcional a quantidade
de uréia na amostra.

Amostra

Recomenda-se jejum minimo de 8 horas. Usar soro ou plasma (fluoreto, heparina,
EDTA) e urina. Nao usar anticoagulantes contendo amonia. A concentragao de fluoreto
na amostra ndo deve ser maior que 3 mg/mL, pois o fluoreto em altas doses ¢ inibidor
da urease. O uso do anticoagulante Glistab (Labtest Cat. 29) permite a colheita de uma
sO amostra para as dosagens de uréia, glicose e creatinina. O analito € estavel no soro ou
plasma por 12 horas entre 15 — 25°C, por 3 dias entre 2 — 8°C e 3 meses a 20°C
negativos.



SILVA,L.S. Anexos

Produto Utilizado

Uréia CE, Catalogo 27 - ANVISA - 10009010011

Labtest Diagndstica: Av. Paulo Ferreira da Costa, 600. Lagoa Santa, MG, 33400-000
Urease: Armazenar entre 2- 8°C. Contém tampao fosfato 10 mmol/L, EDTA 6 mmol/L
e urease 268 KU/L.

Tampao (Estoque): Armazenar entre 2- 8°C. Contém tampao fosfato 100 mmol/L pH
6,9, salicilato de s6dio 312 mmol/L, nitroprussiato de sddio 16,8 mmol/L.

Oxidante (Estoque): Armazenar entre 2- 8°C. Contém hidréxido de soédio 2,8 mol/L e
hipoclorito de s6dio 121 mmol/L.

Padrao - 70 mg/dl: Armazenar entre 2- 8°C bem vedado para evitar evaporacdo. Contém
azida soédica 7,7 mmol/L.

Preparo do Tampao de Uso: Adicionar o contetido do frasco de tampao (100 mL) a 400
mL de 4gua destilada ou deionizada e misturar. Estavel 12 meses em frasco ambar,
entre 2 — 8°C.

Preparo do Oxidante de Uso: Adicionar o contetido do frasco de oxidante (25 mL) a 475
mL de agua destilada ou deionizada e misturar. Estavel 12 meses em frasco plastico,
entre 2 e 8°C.

Preparo da Urease Tamponada: Adicionar 1,0 mL de urease a 20 mL do Tampao de
Uso. Estavel 21 dias em frasco de vidro ambar, entre 2 — 8°C.

Equipamentos

1. Fotdmetro capaz de medir com exatiddo a absorbancia em 600 nm (580 a 610 nm).
2. Banho-maria mantido a temperatura constante (37 °C).

3. Pipetas para medir amostras e reagentes.

4. Crondometro

Procedimento
Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao

Amostra | @ -—--- 00lmL |  -----
Padrao (n°2) | @ - | - 0,01 mL
Urease tamponada 1,0 mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e incubar a 37 °C durante 5 minutos e adicionar 1,0mL de oxidante de uso em
todos os tubos. Misturar e¢ incubar a 37 °C durante 5 minutos. Determinar as
absorbancias do teste e padrdo em 600 nm (580 a 610 nm), acertando o zero com o
branco. A cor ¢ estavel por 2 horas.

Calculos

. dbsorbrincia de Teste
Uréia (mg/dL) =

Absorbincie do padric
Conversdo de mg/dL para Unidade SI: mmol/L = mg/ dL x 0,166

X 200




SILVA,L.S.

Anexos

Anexo Il — Resumo tabelado dos resultados dos experimentos 1, 2 e 3.
EXPERIMENTO 1 (MACHOS-AOAC) X EXPERIMENTO 2 (FEMEAS-AOAC)
MACHDS | FEMEAS
AOAC DIETA AOAC
Dieta H1 H1
Colesterol total Bixina E.O.B| E.O.B|
Interacéo p <0,05 p <0,05
Dieta H] H|
Colesterol HDL Bixina E.O.B1 E.0.B1
Interacéo p <0,05 p <0,05
x Dieta H H
Colesterol ndo- Bixina E.O.TBl E.O.TBi
HDL ~
Interacdo p <0,05 p <0,05
. P Dieta H? H1
L?Sl’giltlzo atelrrg)glécr?ico Bixina E0.B| E0.B|
Interacéo p <0,05 p <0,05
Dieta NS NS
Triacilglicerdis Bixina E.O.B| E.0.B1
Interacéo NS NS
Dieta H1 H?
% ﬁgpgéotf;ra Bixina E.0.B| E.0.B|
Interacdo p <0,05 p <0,05
Dieta H1 H?
% def gorld“ra Bixina E.O.B| E.O.B]
eca Interacéo p <0,05 p <0,05
Peso relativo do Dieta H1 H?
figado Bixina NS NS
Interacédo NS NS
ALT Dieta H| NS
Bixina E.O.B| NS
Perfil Interacéo p <0,05 p <0,05
Hepatico AST Dieta H1 NS
Bixina E.O.B| NS
Interacgdo p <0,05 NS
ALP Dieta H1 H?
Bixina E.0.B? NS
Interacéo NS p <0,05
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Peso relativo dos Dieta NS NS
rins Bixina NS E.0.B?
Interacéo NS p <0,05
Uréia Dieta NS H|
Perfil Renal Bixina E.O.B| E.O.B1
Interacéo NS p <0,05
Creatinina Dieta * H?T
Bixina * E.O.B|
Interacéo * p <0,05
Sulfidrilas totais Dieta H| H|
Bixina E.O.B?1 NS
Interacéo NS NS
Status Sulfidrilas livres D_ie_ta NS NS
antioxidante Bixina E.0.B1 E.0.B1
Interacdo NS p <0,05
Sulfidrilas Dieta H| NS
ligadas a Bixina NS E.O.B?
proteinas Interacéo NS NS
Glicose Dieta H| NS
Bixina E.O.B| NS
Interacao p <0,05 NS
Demais Proteinas totais Dieta NS H1
parametros Bixina E.O.B| NS
bioquimicos Interaco p <0,05 NS
Albumina Dieta H] H?
Bixina E.O.B| E.O.B|
Interacdo p <0,05 NS

H: Dietas hipercolesterolemiantes

E.O.B: Extrato oleoso de bixina P.A.Lipo 8%

NS: estatisticamente ndo significativo; p>0,05: estatisticamente significativo
Setas para cima (1) indicando elevagdo e setas para baixo (|) indicando redugdo
* Dosagem ndo realizada
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EXPERIMENTO 2 (FEMEAS - AOAC) X EXPERIMENTO 3 (FEMEAS — AIN-

93)
FEMEAS | FEMEAS AIN-
AOAC 93
Dieta H? H?
Colesterol total Bixina E.O.B| E.0.B1
Interacéo p <0,05 p <0,05
Dieta H| H|
Colesterol HDL Bixina E.0.B? E.0.B?
Interacéo p <0,05 p <0,05
~ Dieta H1 H1
Co'esﬁe[r)‘l’_' nao- Bixina E.OB| E.0.B]
Interacéo p <0,05 p <0,05
c Dieta H1 H1
ate'rr(‘)d'écr?ico Bixina E.O.B| E.0.B]
g Interacéo p <0,05 p <0,05
Dieta NS H|
Triacilglicerois Bixina E.0.B? E.O.B]
Interacdo NS NS
: Dieta H1 H?
(0]
B T 1T —
P P Interacéo p <0,05 NS
Dieta H? H?
%‘;'e;tt‘fgg' Bixina F.0.B] NS
P Interacdo p <0,05 NS
P Dieta H1 H1
T”ﬁg"égt'i'gg;o's Bixina E.O.B| E.O.B]
P Interacéo p <0,05 p <0,05
Dieta H? H?
()
% digc‘;rld“ra Bixina F.0.B] F.0.B]
Interacdo p <0,05 p <0,05
Dieta H1 H?
Colesterol fecal Bixina E.O.B] E.0.B?
Interacéo p <0,05 NS
T Dieta H? H?
T”acf'é%!fem's Bixina E.OB| E.OB]
Interacdo p <0,05 p <0,05
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Peso relativo do Dieta H1 NS
figado Bixina NS NS
Interacdo NS NS
ALT Dieta NS H?
Bixina NS NS
Perfil Interacgdo p <0,05 NS
Hepatico AST Dieta NS H1
Bixina NS NS
Interacdo NS NS
ALP Dieta H? H?
Bixina NS E.0.B?
Interacéo p <0,05 p <0,05
Peso relativo dos Dieta NS NS
rins Bixina E.0.B? NS
Interacgdo p <0,05 NS
Uréia Dieta H]| NS
Perfil Renal Bixina E.0.B? NS
Interacdo p <0,05 NS
Creatinina Dieta H? H?
Bixina E.O.B| E.O.B|
Interacéo p <0,05 p <0,05
Sulfidrilas totais Dieta H]| NS
Bixina NS E.0.B?
Interacdo NS NS
Sulfidrilas livres Dieta NS NS
Bixina E.0.B1 E.0.B1
Interacéo p <0,05 p <0,05
Status Sl_JIfidrilgs D_ie_ta NS NS
antioxidante Ilgad{jls a lemei E.0.B1 E.0.B1
proteinas Interacao NS NS
Atividade Dieta H]| H]|
arielesterase da Bixina NS E.O0.B?
PON Interacdo p <0,05 p <0,05
Atividade Dieta NS H|
paraoxonase da Bixina NS E.O.B|
PON Interacéo p <0,05 p <0,05
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Glicose Dieta NS H1
Bixina NS NS
Interacdo NS NS
Demais Proteinas totais Dieta H1 H1

parametros Bixina NS E.O.B|
bioquimicos Interacio NS NS
Albumina Dieta H? NS

Bixina E.O.B| E.O.B1
Interacéo NS NS

H: Dietas hipercolesterolemiantes

E.O.B: Extrato oleoso de bixina P.A.Lipo 8%

NS: estatisticamente ndo significativo; p>0,05: estatisticamente significativo

Setas para cima (1) indicando elevagdo e setas para baixo () indicando redugdo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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