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RESUMO

LUFT, Nair, M.S., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2003. Efeitos dos
flavondides naringina e rutina no metabolismo lipidico em cobaias e aves.
Orientadora: Tania Toledo de Oliveira. Conselheiros: Adelson Luis Araujo Tinoco,
Neuza Maria Brunoro Costa e Tanus Jorge Nagem.

O crescente aumento na prevaléncia das doencas cardiovasculares tem sido
considerado um grave problema de salde publica no Brasil e no mundo. A
aterosclerose é a patologia basica desencadeante dessas doencas. Numerosos
estudos tém mostrado uma variedade de atividades biolégicas dos flavonodides como
antioxidantes, hipolipemiantes, antiinflamatorias, antibacterianas, anticancerigenas
entre outras. A relacdo inversa entre o consumo de flavondides da dieta e as
doencas cardiovasculares pode estar associada a sua capacidade em reduzir as
concentracdes plasmaticas de colesterol e inibir a oxidacéo da LDL, evitando assim,
0 acumulo de células espumosas nas artérias e formacao de lesbes ateroscleroticas.
Tendo em vista estes aspectos, os efeitos hipolipemiantes dos flavondides naringina
e rutina foram avaliados isoladamente e de forma associada em cobaias e galinhas
poedeiras, além da histopatologia dos tecidos hepaticos e arteriais. As substancias
foram testadas em trés grupos experimentais foram fornecidas 30mg de naringina ou
30mg de rutina ou 15mg de naringina + 15mg de rutina em uma dose diaria por meio
de capsulas, durante um periodo de seis semanas, nas duas espécies. Em cobaias,
a hiperlipemia foi induzida com 0,4% de colesterol + 0,1% de &cido cdlico, enquanto
que em galinhas a inducdo foi realizada com 1% de colesterol. As dosagens
sanguineas em cobaias foram efetuadas apds 42 dias de tratamento, em galinhas
elas foram efetuadas em 3 tempos: no inicio do experimento, apds 21 e 42 dias de
tratamento. De acordo com os resultados obtidos no estudo realizado com cobaias,
conclui-se que o tratamento com naringina (38,36%; 50,56%) demonstrou uma
reducdo superior a rutina (30,56%; 42,22%) ou a associacao naringina + rutina
(33,37%; 41,88%) para as concentracbes de colesterol total e colesterol-LDL,
respectivamente. Porém, naringina (15,15%) e naringina + rutina (14,30%)
mostraram uma leve reducédo nos niveis de colesterol-HDL. No estudo realizado com

galinhas poedeiras, apos 21 dias de tratamento a naringina (43,63%) apresentou



uma eficiéncia maior na reducédo das concentracfes de colesterol total e colesterol-
nao-HDL, e aos 42 dias rutina (48,10%) demonstrou uma reducdo superior para
estes dois parametros. Além disso, apés 42 dias de tratamento observou-se reducao
nas concentracdes de colesterol-HDL em todos os grupos, sendo superior para 0s
grupos que receberam rutina (34,84%) e rutina + naringina (34,62%). A atorvastatina
utilizada como referéncia padrdo demonstrou reducdo do colesterol e suas fracbes
em todos os tempos, inclusive colesterol-HDL. Nas investigacGes histopatoldgicas,
nenhuma alteracdo foi detectada nas artérias. Porém, observou-se deposicdo de
gordura hepatica, principalmente no estudo realizado em cobaias. Os resultados
indicamque os flavonodides apresentam propriedades hipolipemiantes e sua

utilizacd@o sugere efeitos benéficos na prevencédo das doencas cardiovasculares.



ABSTRACT

LUFT, Nair,M.S., Universidade Federal de Vigosa, july, 2003. Effects of the
flavonoids narigin and rutin in the lipid metabolism on birds and guinea pig.
Adviser: Tania Toledo de Oliveira.Committee Members: Adelson Luis de Araujo
Tinoco, Neuza Maria Brunoro Costa and Tanus Jorge Nagem.

The growing increase in the cardiovascular diseases prevalence has been
considered a serious public health problem in Brazil and in the world. The
arteriosclerosis is the basic unlinking pathology of these deseases. Numerous
studies has been showing a variety of biological activities of the flavonoids as
antioxidants, hipolipemiants, antiphlogistics, antibacterial, anticancerous among
others. The inverse relation between the consumption of the diet flavonoids and the
cardiovascular deseases can be associated to its capacity of reducing the plasmatic
concentrations of cholesterol and inhibit the LDL oxidation, avoiding the foamy cells
build-up in the arteries and formation of arteriosclerotical lesions. Aiming these
aspects, the lipopemiant effects of the narigin flavonoids and rutine were evaluated
separately and in an associated way in animals for experimentation animals and
laying hens, besides the histopathology of the hepatic and arterial tissues. The
substances were tested in three experimental groups. 30 mg of narigin or 30 mg of
rutin or 15 mg of narigin + 15 mg of rutin were supplied in a daily dose by means of
capsule, during a period of six months in the two species. In the animals for
experimentation, the hiperlipidemy was induced with 0,4 % of cholesterol + 0,1 % of
colic acid, while in chickens the induction was accomplished with 1% of cholesterol.
The sanguine dosages in animals for experimentation were made after 42 days of
tratment, in chickens, they were made in three times: in the beginning of the
experiment, after 21 and 42 days of treatment. According to the results obtained in
the study accomplished with the animals for experimentation, it was concluded that
the treatment with narigin (38,36%; 50,56%) it demonstrated a superior decrease to
rutin (30,56%; 42,22%) or the association narigin + rutin (33,37%; 41,88%) for the
concentrations of total LDL-cholesterol, respectively. Yet, narigin (15,15%) and

narigin + rutin (14,30 %) showed a light reduction in the levels of HDL- cholesterol. In

Xi



the study accomplished with the laying hens, after 21 days of treatment, the narigin
(43,63%; 49,57%) showed a larger efficiency in the reduction of the concentrations of
the total cholesterol and no HDL- cholesterol and at 42 days, rutin (48,10%; 49,73%),
it demonstrated a larger efficiency in the decrease of the total cholesterol
concentrations and no HDL-cholesterol, and to the 42 days, rutin (48,10%; 49,73%)
showed a superior decrease for these two parameters. Morover, after 42 days of
treatment, a decrease in the concentrations of HDL-cholesterol was observed in all
the groups, being superior to the groups that received rutin (34,84%) and rutin +
narigin (34,62%). The athorvastin used as a standard reference, demonstrated a
decrease of the cholesterol and its fractions in all the times, including the HDL-
cholesterol. In the histopatologic investigations, no alteration was detected in the
arteries. Yet, deposition of hepatic fat was observed, mainly in the study
accomplished wit the animals for experimentation. The results suggest that the
flavonoids present hipolipidemiant properties, and its use indicates beneficial effects

in the prevention of the cardiovascular diseases.
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INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas, a prevaléncia das doencas cardiovasculares tem
aumentado progressivamente, tornando-se um grave problema de saude publica no
Brasil e no mundo. Entre as patologias pertencentes ao grupo de doencas do
aparelho cardiovascular, a aterosclerose € responsavel por aproximadamente 50%
do total das mortalidades nos Estados Unidos, Europa e Japao (WANG, 2001). No
Brasil, 32% das mortalidades tem sido representadas por estas causas (Ministério da
Saude, 2001).

A aterosclerose € uma doenca progressiva caracterizada pelo espessamento
e acumulo de lipidios na tunica intima, principalmente nas artérias elasticas de
grosso calibre (SCHWENKE, 1998; LUSIS, 2000). As células espumosas formadas
pelo acumulo de particulas de lipoproteinas captadas pelos macréfagos no
conjuntivo subendotelial da camada intima, representam a alteracdo morfologica
mais precoce desta doenca (SCHARTZ et al., 1991).

Estudos epidemiolégicos, desde “Framingham” tém abordado os fatores de
risco envolvidos na etiologia das doencas cardiovasculares (DAWBER, 1980). As
concentracfes plasmaticas de colesterol, distribuicdo do colesterol entre as
lipoproteinas, pressdo sanguinea e fumo sdo o0s principais fatores para o
desenvolvimento prematuro da aterosclerose (CERVATO et al., 1997; SCHWENKE,
1998; LUSIS, 2000). Assim sendo, as concentracdes elevadas de triacilglicerdis e
colesterol-LDL e a reducé&o das concentracbes de colesterol-HDL s&o fatores de
risco independentes na prevaléncia das doencas cardiovasculares em humanos
(GENEST et al., 1992).

O aumento de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e suas modificacfes
aterogénicas, como retencdo, oxidacdo e agregacdo sao consideradas o0s
responsaveis pelos processos ateroscleréticos iniciais, através do acumulo de
colesterol nos macréfagos e a formacdo de células espumosas. Em contraste, as
lipoproteinas de alta densidade (HDL) estdo associadas com a atividade anti-
aterogénica, pois removem o excesso de colesterol dos tecidos periféricos. Por esta
razdo, os niveis de HDL estdo inversamente relacionados com o risco do
desenvolvimento da aterosclerose (FUHRMAN et al., 2002; RADER, 2002).



Os flavonéides, que foram reconhecidos primitivamente como “vitamina P”
(KUO, 1997), tiveram sua primeira publicacdo referente as atividades biolégicas em
1936 por RUSZNYAK e SZENT-GYORGYI. Eles pertencem a um imenso grupo de
compostos fendlicos, que sado largamente distribuidos em alimentos de origem
vegetal, e conferem sabores e pigmentacbes as plantas (BRAVO, 1998).
Recentemente, o interesse pelos beneficios dos polifendis, principalmente os
flavonoides, tém aumentado pela observacdo de sua capacidade antioxidante e
“scavenger” de radicais livres (ROSS e KASUM, 2002). Em 1993, HERTOG et al.
relataram uma associacdo inversa entre o0 consumo de flavonoides e a incidéncia de
infarto do miocardio bem como a reducdo da mortalidade por doencas coronarianas
em uma ampla populacdo humana. Subsequentemente, varios investigadores tém
avaliado os efeitos de flavonoides da dieta e flavondides de extratos de plantas nos
processos ateroscleréticos, utilizando animais como modelos experimentais. Muitos
desses estudos demonstraram protecdo significante dos flavondides aos danos
vasculares (ANILA e VIJAYALAKSHMI, 2002; LEE et al., 2001; KIRK et al., 1998).

Segundo estudos epidemioldgicos, experimentais e in vitro, os flavonoides
previnem o desenvolvimento das doencas cardiovasculares reduzindo o colesterol
no plasma, inibindo a oxidacdo do LDL pela acdo antioxidante e alterando a
producdo de eicosandides nas células endoteliais, pela acdo antiinflamatéria. Além
disso, outros mecanismos que influenciam o desenvolvimento dessas doengas em
humanos, como expressao dos receptores de adesao, replicacdo bacteriana, efeitos
estrogénicos, enzimas proteoliticas e a replicacdo viral poderdo ser inibidas ou
minimizadas pelos flavonéides (FUHRMAN, 2001; SCHRAMM et al., 1998).

A hipercolesterolemia geralmente é acompanhada de concentragfes elevadas
de colesterol-LDL, e diversas formas de intervencfes tanto preventivas quanto
curativas para reduzi-las tém sido utilizadas. Intervencdes medicamentosas mostram
efeitos positivos, porém o custo elevado e os efeitos colaterais de diversas drogas
tém despertado o interesse de pesquisadores em conhecer os efeitos de
substancias naturais na reducdo dos niveis de colesterol. Entre elas, os flavondides
tem demonstrado efeitos benéficos na protecdo da doenca aterosclerética.

Este trabalho visa conhecer os efeitos dos flavondides naringina e rutina no
metabolismo lipidico em cobaias e aves. Ressalta-se a importancia do conhecimento

dos efeitos hipolipemiantes bem como estudos toxicolégicos dessas substancias em



diversas espécies antes de utiliza-las como farmacos na reducdo do risco das
alteracdes do metabolismo relacionado as doencas cardiovasculares, principalmente

as lesdes ateroscleradticas.
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ARTIGO | - LIPOPROTEINAS, FLAVONOIDES E DOENCAS
CARDIOVASCULARES

RESUMO

LUFT, Nair!, OLIVEIRA, Tania Toledo®. 'Departamento de Nutricdo e Saude?,

Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular. Universidade Federal de Vicosa.

O crescente aumento na prevaléncia das doencas cardiovasculares tem sido
considerado um grave problema de salde publica no Brasil e no mundo. A patologia
basica que leva ao desenvolvimento destas doencas € a aterosclerose,
caracterizada pelo acumulo de lipidios na camada subendotelial com a formacao
subsequiente da placa ateromatosa. Numerosos estudos vém mostrando uma
variedade de atividades bioldgicas dos flavonéides como antioxidantes,
hipolipemiantes, antiinflamatorias, antibacterianas, anticancerigenas entre outras. A
relacdo inversa entre o consumo de flavondides da dieta e as doencas
cardiovasculares pode estar associada a sua capacidade em reduzir os niveis
plasméaticos de colesterol e inibir a oxidacéo da LDL, evitando assim, o acumulo de
células espumosas nas artérias e formacao de lesGes ateroscleroticas. Tendo em
vista estes aspectos, esta revisdo tem o objetivo de discutir estudos relacionados
aos determinantes alimentares e metabodlicos envolvidos com eventos que
desencadeiam as doencas cardiovasculares, principalmente a aterosclerose, além
dos mecanismos de acdo que conferem efeitos benéficos aos flavonoides nestas

patologias.
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The growing increase in the prevalence of the cardiovascular diseases has
been a serious problem of public health in Brazil and in the world. The basic
pathology that takes to the development of these diseases is the arterosclerosis,
characterized by the lipids accumulation in the subendothelial layer with the
subsequent formation of the artheromatosal plague. Numerous studies have been
showing a variety of biological activities of the flavonoids as antioxidants,
hipolipidemiants, antiphlogistics, antibacterial, anticancerous among others. The
inverse relation between the consumption of the diet flavonoids and the
cardiovascular diseases can be associated to its capacity in reducing the plasmatic
levels of cholesterol and to inhibit the oxidation of LDL, avoiding this way these
aspects, this revisions has the objective of debating studies related to the dietary and
metabolic determinants involved with the events that unchain the cardiovascular
diseases, mainly the arterosclerosis, besides the action mechanism that check

beneficial effects to the flavonoids in these pathologies.



INTRODUCAO

As doencas do aparelho cardiovascular tém acometido grande proporcéo
mundial do total das morbi-mortalidades em humanos adultos. A patologia basica
gue leva ao desenvolvimento dessas doencas € a aterosclerose, caracterizada pelo
acumulo de lipidios na camada subendotelial com a formacéo subsequente da placa
ateromatosa (LUSIS, 2000). Ela € responséavel por aproximadamente 50% do total
das mortalidades nos Estados Unidos, Europa e Japao (WANG, 2001). No Brasil,
32% das mortalidades tem sido representadas pelas doencas cardiovasculares
(Ministério da Saude, 2001).

Existem evidéncias de que o inicio do processo de formacao da placa ocorre
na infancia, progredindo lentamente até a vida adulta, quando ocorrerdo as
manifestacdes clinicas da doenca (FRANCOSO et al., 2002).

Diversas células e lipidios estdo envolvidos na patogénese da placa
aterosclerotica e trombos arteriais, incluindo lipoproteinas, colesterol, triacilglicerdis,
plaquetas, mondcitos, células endoteliais, fibroblastos e células musculares lisas.
Além de apoproteinas e varias enzimas, que participam do metabolismo lipidico
como apo B100, apo A-l, apo C-l, proteina de transferéncia de ésteres de colesterol
(CETP), lecitina colesterol acil transferase (LCAT), proteina microssomal de
transferéncia de triacilgliceréis (MTP), lipase lipoprotéica (LPL), entre outras.

Entre os fatores de risco para aterosclerose, identificados através de estudos
epidemioldgicos, niveis elevados de lipoproteinas contendo apo B como as LDL,
VLDL e apo(A) sao considerados promotores desta doenga independentes da
presenca de outros fatores (KWITEROVICH, 2000; SKALEN et al., 2002).

Os flavonoides, que compreendem a maior parte do grupo dos polifenois
encontrados em plantas, proporcionam grande parte dos sabores e cores em frutas
e vegetais. Eles demonstram um crescimento evidente nos estudos, devido a vérias
atividades observadas com possiveis beneficios a salude (ROSS e KASUM, 2002).
BRAVO (1998) observou diversos efeitos em estudos in vitro, como; “scavenger” de
radicais livres, modulacéo de atividades enzimaticas, inibicdo de proliferacéo celular,
bem como seu potencial como antibidtico, antialérgico, antitlcera, antidiarréico e

antiinflamatoério. Os efeitos que incluem suas atividades antioxidantes,



antiestrogénicas e antiproliferativas relacionam-se principalmente com os beneficios
na reducdo de doencas cardiovasculares e cancer.

Em face ao crescente aumento das doencas que acometem o aparelho
cardiovascular na atualidade, varios estudos vém sendo realizados com o intuito de
melhor entender os fatores que afetam estas patologias. Esta revisdo tem o objetivo
de discutir estudos relacionados aos determinantes dietéticos e metabdlicos
envolvidos com eventos que desencadeiam as doencas cardiovasculares,

principalmente a aterosclerose.

A DESCOBERTA DAS LIPOPROTEINAS

A primeira suspeita da existéncia de um sistema de transporte de gorduras no
sangue foi observada por BOYLE em 1665 (citado por OLSON, 1998), pela
presenca de um fluido leitoso na circulacdo de animais apés uma refeicdo com
gordura.

A presenca de colesterol foi observada primariamente na bile e em calculos
biliares por POULLTIER DE LA SALLE em 1769 (citado por DAM, 1958) e por
CHEVREUL em 1815, denominando-o de “colesterina”. Porém, sua presenca no
sangue somente foi detectada bem mais adiante (BOUDET, 1833). Em 1901,
através de estudos realizados com plasma de cavalos, NERKING observou
liberacdo de gordura através da digestdo de proteinas com acido cloridrico e
pepsina e concluiu que os lipidios plasmaticos estariam ligados a proteinas.

No sangue de humanos, GAGE e FISH constataram em 1924, pequenas
particulas de aproximadamente 1um de didametro apés uma refeicdo com gorduras,
as quais foram nomeadas de quilomicrons.

MACHEBOEUF (1929), isolou uma lipoproteina sérica, estavel e solivel em
agua, por precipitacdo, a qual era composta por 59% de proteina e 41% de lipidios,
com 18% de colesterol e 23% de fosfolipidios. Mais adiante, esta lipoproteina foi
identificada como a-globulina que tinha a mesma composicéo da a-lipoproteina, hoje
reconhecida como HDL. Em 1950, ONCLEY et al. isolaram uma b-globulina,

composta por 23% de proteina, 30% de fosfolipidios, 8% de colesterol livre e 39% de



ésteres de colesterol, a qual é atualmente reconhecida como LDL. Ainda em 1950,

GOFMAN et al. associaram certas fracdes de lipoproteinas com aterosclerose.

METABOLISMO DAS LIPOPROTEINAS

As lipoproteinas sdo macromoléculas complexas com estruturas e
composicdes heterogéneas, responsaveis pelo transporte das gorduras exoégenas e
enddgenas (Figura 1). Sdo classificadas de acordo com seu contetdo lipidico,
protéico, tamanho e densidade em quilomicrons (Qm), lipoproteinas de muito baixa
densidade (VLDL), lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL) (YE, 2000).
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Figura 1 — Vis&o geral do metabolismo das lipoproteinas.

A porcéo protéica das lipoproteinas é composta por apolipoproteinas, que

desempenham funcdes no metabolismo lipoprotéico ativando ou inibindo as enzimas



envolvidas no metabolismo lipidico ou por ligar-se aos receptores da superficie

celular das lipoproteinas (YE, 2000). A classificacdo e as caracteristicas das

lipoproteinas estdo resumidas no Quadro 1.

Quadro 1 — Caracteristicas das lipoproteinas plasmaticas

Quilomicron VLDL LDL HDL
Mobilidade eletroforética Origem Pré-b b a
Densidade (mg/dL) < 0,950 0,950-1,006  1,006-1,063 1,063-1,021
Composicao dos lipidios (%)
Colesterol livre 1,3 4,0 9,0 2,8
Colesterol esterificado 6,7 8,3 36,2 17,5
Fosfolipideos 7,3 24,7 24,1 18,5
Triacilglicerois 84,7 52,5 9,0 4,6
Proteina 1,7 10,5 19,5 55,7
% do total da proteina
APO B 5,20 40 95 Trago
APO A - traco traco 65
APO A, 11,6 traco traco 25
APO C, 15 10 traco 2
APO C, 15 10 traco 2
APO Cy, 40 30 traco 6

Fonte: Adaptado de CISTERNAS (2002).
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Transporte de gordura exégena

As gorduras provenientes da dieta (triacilglicerois, ésteres de colesterol e
fosfolipidios), apds sofrerem emulsificacdo pelos sais biliares e hidrélise pela lipase
pancreatica resultam em moléculas (acidos graxos, monoacilgliceréis e colesterol)
gue sdo captadas pelas células intestinais. Os lipidios absorvidos no interior das
células séo reconvertidos em triacilgicerois e junto com o colesterol sdo acrescidos
de proteinas, sintetizadas pelas células intestinais (apo B-48), formando os
quilomicrons (grandes particulas). Estes, ricos em triacilglicedis e colesterol, entram
na circulacao linfatica e atingem a corrente sanguinea através do ducto toracico,
onde recebem apo A, C e E de outras lipoproteinas. A apo Cll ativa a enzima lipase
lipoprotéica, hidrolisando os triacilglicerdis presentes nos quilomicrons e liberando
acidos graxos livres, formando assim os quilomicrons remanescentes (particulas
menores), 0s quais serdo removidos pelo figado através de receptores especificos
onde serdo metabolizados (YE, 2000; KWITEROVICH, 2000; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 1996).

Acredita-se que niveis elevados de triacilglicerdis, devido a remocao lenta dos
quilomicrons remanescentes da circulacdo, poderdo ser promotores da aterogénese.
PATSCH et al. (1992) observaram que pacientes normais conseguiram atingir os
niveis basicos de triacilgliceréis, apds ingestdo de gordura, mais rapidamente que

pacientes que apresentavam doencas coronarianas.

Transporte de gordura endégena

As gorduras captadas pelo figado, provenientes dos quilomicrons
remanescentes e de tecidos extra-hepaticos sao sintetizadas e secretadas pelos
hepatécitos, formando as VLDL que contém triacilglicerois e ésteres de colesterol no
centro e sao envolvidas por apo B-100, E, C-I, C-Il e C-lll na sua camada externa.
Estas sdo lancadas na circulacdo, onde séo hidrolisadas pela lipase lipoprotéica,
gue é ativada pela apo C Il, liberando acidos graxos livres e glicerol. Isto resulta na
producdo de VLDL remanescentes, também conhecidas como IDL. As particulas de
IDL podem ser removidas pelo figado através da interacdo de apo E com o receptor

LDL ou convertidas em LDL, ricas em ésteres de colesterol, pela hidrélise de lipase
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hepatica. Estas LDL sdo normalmente removidas pela interacdo da apo B-100 com
receptores LDL nas membranas celulares periféricas (KWITEROVICH, 2000; YE,
2000).

Transporte reverso do colesterol

O colesterol livre é removido de tecidos extra-hepaticos pela transferéncia do
colesterol através das membranas celulares pelo transportador ABC1 para a HDL
nascente (REMALEY et al., 1999).

A HDL nascente é primariamente produzida no figado e intestino e consiste
basicamente de fosfolipidios, apo A-lI e muito pouco colesterol ndo esterificado. Um
acido graxo livre da lecitina é transferido para o colesterol ndo esterificado da HDL
nascente pela acdo da lecitina colesterol acil transferase (LCAT) e seu cofator apo
A-l, resultando na formacdo de uma particula esférica de HDL (HDL madura). O
colesterol ndo esterificado € removido de tecidos extra-hepaticos e esterificado pela
LCAT e apo A-l produzindo uma particula de HDL mais madura. Aproximadamente
50% do colesterol esterificado da HDL é captado pelo figado através do receptor
SRB-I (receptor “scavenger”, classe B, tipo 1), onde ser4 metabolizado (ACTON et
al., 1996). Os outros 50% séo transferidos pela proteina de transferéncia de éster de
colesterol (CETP) da HDL para lipoproteinas contendo apo B como VLDL, IDL e LDL
(YE, 2000 et al.; KWITEROVICH, 2000).

ATEROSCLEROSE

Aterosclerose é uma doenca lenta e progressiva, que comeca na infancia e
leva décadas para avancar. Sua patogénese é multifatorial, pois as lesdes que se
desenvolvem sdao resultantes do acumulo de lipidios e colesterol, proliferacdo de
células musculares lisas, macrofagos e linfécitos e, formacao de células musculares
lisas em uma matriz de tecido conjuntivo (ROSS, 1993). As principais artérias
afetadas sdo a aorta, as artérias coronarianas e cerebrais.

Estudos em modelos animais tém esclarecido os eventos das lesdes
aterosclerdticas. A primeira alteragdo observada nas paredes arteriais,

acompanhadas por ingestdo elevada de gordura e colesterol na dieta é o acumulo
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de particulas de lipoproteinas e sua agregacao na tunica intima. Subseqtientemente,
a aderéncia de mondcitos na superficie do endotélio pode ser observada. Os
mondcitos migram através da camada endotelial para o conjuntivo subendotelial da
tunica intima, onde eles proliferam, se diferenciam em macroéfagos, captando as
lipoproteinas e formando as células espumosas. Com o0 passar do tempo, a morte
das células espumosas contribui para o conteudo necrético no centro das lesdes.
Algumas estrias gordurosas acumulam células musculares lisas, que migram para a
camada média, e com o acréscimo da secrecao de elementos fibrosos desenvolvem
placas fibrosas oclusivas. Inicialmente as lesbes crescem em direcdo a camada
adventicia, depois se expandem para o interior e invadem o limem da artéria
(LUSIS, 2000).

Em humanos, as células espumosas e estrias gordurosas podem ser
usualmente encontradas na aorta na primeira década de vida, as lesbes
intermediarias e o ateroma nas coronarias, surgem a partir da segunda ou terceira
década, o fibroateroma e as lesdes complicadas, nas artérias cerebrais, a partir da
quarta década de vida (STARY et al., 1995; LUSIS, 2000).

A aterosclerose resulta em varias complicacdes patolégicas podendo levar a
morte. Quando ocorre nas artérias coronarianas, poderd resultar em cardiopatia
isquémica, que em sua forma mais grave, apresentando lesdes arteriais complicadas
por trombose podera causar infarto do miocéardio, responsavel por 20 a 25% das
mortes nos Estados Unidos. Ao afetar os vasos cerebrais, ela se torna a principal
responsavel pelos acidentes vasculares cerebrais. Além disso, podera causar
isquemia do intestino, dos membros inferiores e aneurismas na aorta abdominal, que
podera resultar em hemorragia macica fatal em conseqtiéncia do seu rompimento
(KUMAR et al., 1994).

Alguns fatores de risco para aterosclerose podem ter influéncia genética,
como: niveis sanguineos elevados de lipoproteina de baixa densidade/lipoproteina
de muito baixa densidade (LDL/VLDL) por deficiéncia em seus receptores, reducao
dos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL), niveis elevados de lipoproteina
(A), pressdo sanguinea elevada, niveis elevados de homocisteina, histéria familiar,
diabetes, sindrome metabdlica e género. Entre os fatores de influéncia ambiental se
destacam, ingestdo elevada de gordura na dieta, tabagismo, baixos niveis de

antioxidantes, falta de exercicio fisico e agentes infecciosos (LUSIS, 2000).
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Niveis elevados de colesterol plasméatico estdo associados com o aumento da
incidéncia da aterosclerose, principalmente quando a maioria deste colesterol se
encontra na fracdo de LDL. Estudos indicam que lipidios da dieta sdo determinantes
das concentracdes de colesterol LDL no plasma em animais e humanos. A ingestao
de acidos graxos saturados tem causado efeito hipercolesterolemiante, enquanto
gue os acidos graxos polinsaturados tém apresentado efeito inverso (MCcNAMARA,
1992). Da mesma forma, doses elevadas de colesterol na dieta, em estudos com
modelos animais, tém demonstrado aumento de colesterol plasmatico, ao contrario
da ingestéo de doses baixas ou moderadas (LIN et al., 1992).

Evidéncias sugerem que a proteina de transferéncia de ésters de colesterol
(CETP) podera ter efeitos anti-aterogénicos ou aterogénicos, dependendo de sua
atividade. A CETP é uma glicoproteina hidrofébica que media a transferéncia ou
troca de ésteres de colesterol e triacilgliceréis entre as lipoproteinas do plasma, ou
seja, troca ésteres de colesterol da HDL por triacilgliceréis da VLDL (TALL, 1993).

A relacdo da CETP com aterosclerose foi estudada por QUINET et al. (1991),
em macacos que receberam dietas elevadas em gordura e colesterol. Houve uma
correlacao positiva da CETP com aterosclerose, pois o aumento de sua atividade foi
relacionado com o0 aumento das concentracbes de LDL e a reducdo das
concentragbes da HDL. Em dislipidemias humanas associadas com aterosclerose,
observou-se um aumento nas concentragdes de CETP, bem como um aumento nas
taxas de transferéncia de ésteres de colesterol da HDL para lipoproteinas contendo
apo B (TALL, 1993). Em condicBes de exercicio, 0 aumento de HDL e a reducao de
LDL colesterol, foram associados com a diminuicdo das concentracdes da CETP
(SEIP et al., 1993). Devido a isso, espécies animais, com excec¢ao de cobaias, com
baixos niveis de CETP plasméticas apresentam resisténcia ao desenvolvimento da
aterosclerose (TALL, 1993).
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FLAVONOIDES

Os flavondides sao substancias naturais que pertencem a um grande grupo
de compostos fendlicos, largamente distribuidos em frutas, gréos, sementes, flores,
cascas, raizes, chas e vinho (MIDDLETON et al., 1998), que foram reconhecidos
primitivamente como “vitamina P”. A primeira observacdo em relacdo a suas
atividades biolégicas foi publicada em 1936 por RUSZNYAK e SZENT-GYORGY!I.
Atualmente mais de 5.000 variedades tém sido identificadas, muitas das quais sé&o
responsdaveis pelo sabor e cor atrativa das flores, frutas e folhas (ROSS e KASUM,
2002; GROOT et al., 1998).

O nucleo comum dos flavonéides de fenilpropanéides (C6-C3-C6), consiste
de dois anéis aromaticos ligados através de trés carbonos (Figura 2). Podem ocorrer
na forma aglicona ou glicosilada e diferem consideravelmente entre as classificacdes
e substituicbes, incluindo glicosilacdo, hidrogenacao, hidroxilacdo, metilacdo e
sulfonacdo. Sua natureza quimica depende da classe estrutural, grau de
hidroxilacdo e grau de polimerizagdo (AHERNE et al.,, 2002). As atividades
bioldgicas dos flavondides e seus metabolitos dependem da estrutura quimica e de

sua orientacao na molécula.
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Figura 2 — Estrutura basica dos flavondides.
Fonte: ROSS e KASUM, 2002.

Os flavonoides sdo subdivididos em seis grandes classes, baseados na
variacdo heterociclica do anel C. Entre as principais temos (Quadro 2) as
antocianinas, flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavanas ou catequinas e flavondis
(ROSS e KASUM, 2002; PETERSON e DWYER, 1998).
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Quadro 2 - Principais classes e caracteristicas dos flavondides.

Classes Substancias Fontes

Flavanonas Hesperidina Alcaguz, anis, horteld, grao de bico e
Naringenina principalmente frutas citricas.
Naringina

Flavonas Apigenina Salsa, alecrim, tomilho, gréos de
Luteolina cereais e ervas.

Flavonois Quercetina Folhas de vegetais, cebola, péra,

Rutina milho, cha, cascas de frutas.

Kaempferol

Isoflavonas Daidzeina Soja, feijdes preto e verde, ervilha
Genisteina verde, brotos de trevo, brotos de

Formonometina

Biochanina A

alfafa, sementes de girassol, gréo de
bico.

Antocianinas Cianidina Ameixa, berinjela, repolho roxo,
Petunidina cereja, rabanete, extratos de uva.
Peonidina
Malvidina

Flavanas Catequinas Frutas e cereais: macd, amora

Epicatechinas

silvestre, groselha preta, wuva,
péssego, morango, graos de cevada,

sorgo.

Fonte: adaptada, PETERSON e DWYER, 1998.

Propriedades dos flavondéides

Os flavondides exercem diversos efeitos biolégicos, incluindo acfes
antibacterianas, antivirais, antiinflamatorias, antialérgicas e vasodilatadoras. Sao
capazes de inibir a peroxidacdo lipidica, agregacao plaquetaria, permeabilidade e

fragilidade capilar, bem como a atividade das ciclooxigenases e lipoxigenases.
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Possuem propriedades antioxidantes, “scavengers” de radicais livres e quelantes de
cations divalentes (COOK et al., 1996).

A melhor propriedade descrita de quase todos os grupos de flavondides é a
sua acao antioxidante. Espécies reativas de oxigénio sdo formadas in vivo durante o
metabolismo aerdbico normal e podem causar dano no DNA, em proteinas e lipidios,
apesar de haver um sistema de defesa antioxidante natural. O acumulo irreparavel
de produtos danosos podera estimular o desenvolvimento de cancer, aterosclerose,
diabetes e doencas inflamatoérias cronicas (HALLIWELL, 1994). A maioria das
classes de flavonoides tem apresentado atividades antioxidantes in vitro, porém as
flavonas e as catequinas parecem ser 0S mais poderosos, por protegerem o
organismo contra espécies reativas de oxigénio (NIJVELDT, 2001).

Pelo seu potencial antioxidante, os flavondides poderao inibir a oxidacdo do
LDL através de diversos mecanismos, como: “scavengers” de radicais livres atuando
como agentes redutores, extinguindo a doacdo de moléculas como atomos de
hidrogénio e oxigénio singlet; quelando ions metais de transcricdo, reduzindo assim
a capacidade de formacéo de radicais livres pelos metais; poupando a vitamina E e
os carotendides nas particulas de LDL, impedindo sua oxidacdo e preservando ou
aumentando a atividade da paraoxanase sérica, promovendo assim a hidrdlise de
células arteriais e peroxidos associados a LDL (FUHRMAN e AVIRAM, 2001).
Segundo HANASAKI et al. (1994), epicatequina e rutina demonstraram efeito
benéfico como “scavengers” de radicais livres. Assim com, experimentos que
utilizaram os flavondides quercetina e ganhuangenina, inibiram a oxidag&o do LDL in
vitro e in vivo (LIM et al., 1998). Além disso o consumo de nutrientes ricos em
flavonoides, como extrato de gengibre e seus flavonéides gingerol e shagaol; extrato
de soja e suas isoflavonas daidzeina e genisteina; polpa e suco de uva e suas
catequinas, inibiram a oxidac¢do do LDL in vitro e in vivo (FUHRMAN et al., 2000;
STEIN et al., 1999; TIKKANEN et al., 1998).

Os flavonoides também exercem efeitos sobre a oxidacao do LDL mediado
pelos macréfagos. A capacidade dos macréfagos sobre a oxidacdo do LDL depende
do estado oxidativo da célula, que é determinado pelo balanco entre pré-oxidantes e
antioxidantes celulares. Desta forma, os flavondides poderdo inibir as oxigenases
celulares ou ativar antioxidantes celulares. Isto foi demonstrado através do consumo

de flavonoides purificados como glabirdina, catequina ou quercetina, por
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camundongos deficientes de Apo E, resultando na reducdo da capacidade dos
macrofagos captarem o LDL e oxida-lo (AVIRAM e FUHRMAN,1998).

Vérios flavondides, incluindo quercetina, reduziram o dano em isquemia por
reperfusdo, pelo aumento da atividade da 6xido nitrico sintase. A liberacao inicial de
oxido nitrico € importante para manter a dilatacdo dos vasos, porém, a inducédo da
producdo excessiva da 6xido nitrico sintase, nos macréfagos, podera resultar em
dano oxidativo. Nestas circunstancias, a ativacdo dos macréfagos aumenta a
producdo de éxido nitrico e anions superoéxido, resultando no aumento da producéo
de peroxidonitrito, que podera oxidar o LDL causando dano irreversivel na
membrana celular (NIJVELDT, 2001).

A via da xantina oxidase tem sido considerada uma rota importante no dano
oxidativo de tecidos, especialmente apds isquemia por reperfusdo. A xantina oxidase
e xantina desidrogenase sao enzimas envolvidas no metabolismo da xantina para
acido dudrico. Em condicbes fisiolégicas, a enzima presente é a xantina
desidrogenase, mas sua configuracdo € alterada para xantina oxidase. Em
condi¢des isquémicas, tornando-se uma fonte de oxigénio para radicais livres, ou
seja, na fase de reperfusdo, ela reage com moléculas de oxigénio, liberando
superoéxidos de radicais livres. CHANG et al. (1993) observaram que os flavondides
quercetina e silibina apresentaram reducdo do dano oxidativo, pela reducdo da
atividade da xantina oxidase.

A imobilizacdo e adesado solida de leucdcitos nas paredes endoteliais séo
outro grande mecanismo responsavel pela formacéo de radicais livres derivados de
oxigénio, mas também sao liberadores de antioxidantes citotoxicos e mediadores
inflamatérios, além disso, realizam a ativacdo do sistema de complemento. Em
condicbes normais, os leucocitos se movem livremente ao longo das paredes
endoteliais. Entretanto, em condicfes de isquemia e inflamacao, varios mediadores
endoteliais e fatores de complemento podem causar adesdo de leucécitos nas
paredes endoteliais, resultando em imobilizacdo dos mesmos, bem como estimulo e
degranulacdo dos neutrofilos. Assim sendo, os oxidantes e mediadores inflamatérios
sao liberados causando danos aos tecidos. Segundo FRIESENEKER (1995, citado
por NIJVELDT, 2001), a administracdo oral de flavonoides resultou na reducédo do
namero de leucdcitos durante a fase de reperfusdo. Ainda, quercetina e catequina
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demonstraram inibicao da agregacao plaquetaria em um estudo in vitro realizado por
PIGNATELLI et al. (2000).

Outro possivel mecanismo pelo qual os flavondides podem atuar é através da
interacdo com varios sistemas de enzimas. O ferro, na presenca de espécies
reativas de oxigénio podera causar peroxidacao lipidica. Porém, alguns flavonoides
poderdo quelar o ferro, removendo assim o fator causal do desenvolvimento de
radicais livres. Conforme FERRALI et al. (1997), quercetina apresentou propriedades
guelantes e estabilizantes do ferro.

Um efeito interessante dos flavondides sobre a inibicdo das enzimas da rota
do &cido araquidénico também tém sido observado. Esta caracteristica Ihes confere
propriedades antiinflamatodrias e anti-aterogénicas (FERRANDIZ, 1991).

Os flavondides citricos naringina e naringenina demonstraram efeito anti-
aterogénico em coelhos com ingestao elevada de colesterol na dieta. Houve reducéo
na atividade da enzima hepatica acil CoA colesterol aciltranferase, reducédo na area
de estrias gordurosas da aorta e reducdo dos niveis de expressdo das moléculas de
adesdo das células vasculares (VCAM-1) e proteina quimiostatica de mondcitos
(MCP-1) (LEE et al., 2001).

O efeito hipocolesterolemiante de flavondides citricos foi testado em ratos,
onde se observou reducdo do colesterol hepatico e do plasma bem como do
triacilglicerol hepatico, também houve reducdo na atividade das enzimas 3-hidroxi-3-
metil-glutaril-CoA redutase (HMG-CoA redutase) e acil CoA colesterol aciltranferase
(ACAT) (BOK et al., 1999).

Sucos citricos, que contém quantidades consideraveis de flavondides
hesperidina e naringina, também podem desempenhar propriedades
hipocolesterolemiantes. KUROWSKA et al. (1997) mostraram que 0 suco de laranja
reduziu o colesterol total no plasma e o suco de uva tendeu a reduzir o colesterol
VLDL e LDL em ratos hipercolesterolémicos. Ainda, KUROWSKA et al. (2000)
realizaram um estudo com individuos hipercolesterolémicos e observaram que o
suco de laranja melhorou o perfil lipidico destes individuos através do aumento das
concentracdes do colesterol-HDL e reducédo do colesterol LDL.

Segundo SILVA (2001), frangos de corte apresentaram inducdo efetiva de
hiperlipidemia através da suplementacdo do colesterol na dieta e os flavondides

rutina e naringina demonstraram reducdo significante dos niveis plasmaticos de
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colesterol total, colesterol-LDL, colesterol-VLDL e triacilglicerdis, sem causar
alteracdes nos niveis de colesterol-HDL. BOK et al (1999) observaram reducdes
significantes dos niveis de colesterol plasmético, colesterol hepatico e triacilglicerdis
hepéticos em ratos, através da utilizacdo de uma mistura de flavonéides citricos. Em
estudo realizado por LEE et al (2001), coelhos com ingestdo elevada de colesterol
que receberam suplementacdo com flavondides naringina e naringenina
demonstraram que as estrias gordurosas na aorta foram significantemente menores
em relacdo ao grupo controle.

As catequinas sdo o0 maior componente do cha, constituindo
aproximadamente 30% do peso seco do cha verde e 9% do cha preto (HARBOWY e
BALENTINI, 1997). Quercetina, kaempherol e miricetina sdo os flavonoides
encontrados em concentracdes consideraveis no chid. GELEIINSE et al. (2002)
realizaram um estudo de coorte prospectivo durante trés anos para avaliar a
ocorréncia de doencas crbnicas em uma populacdo do distrito de Rotterdam,
conhecido como “the Rotterdam Study”, e observaram uma associagéo inversa em
relacdo ao consumo de cha e a incidéncia de infarto agudo do miocéardio na
populacdo estudada. Comparavel a este estudo, a investigacdo dos fatores de risco
para doencas cronicas por meio de um estudo longitudinal com uma populacédo de
homens idosos, envolvendo sete paises durante cinco anos, denominado de
“Zutphen Elderly Study”, a ingestdo de cha demonstrou que a mortalidade por
doenca cardiaca insquémica foi 50% menor do que nos individuos que nao
ingeriram cha (HERTOG et al., 1993).

Conforme resultados, GELEIINSE et al. (2002) sugerem que a severidade
das doencas cardiovasculares béasicas pode ser modificada pela relacdo dos
flavonbéides com os eventos coronarianos. Também existe a possibilidade dos
flavondides juntamente com outros antioxidantes, reduzirem o stress oxidativo e
prevenirem o dano excessivo apds isquemia, aumentando assim a recuperacao de

um infarto do miocardio, evitando eventos fatais.
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CONCLUSOES

Estudos epidemioldgicos evidenciando o consumo de alimentos e bebidas
ricos em flavondides, como frutas, vegetais chas e vinho, assim como pesquisas
com modelos animais ou in vitro ttm demonstrado diversos efeitos dos flavondides
na protecdo das enfermidades que acometem o aparelho cardiovascular. Porém,
muitas pesquisas ainda se fazem necessarias, para elucidar a absor¢do, o
metabolismo, 0os mecanismos de acao e as interacdes dos flavonéides com outros
nutrientes a longo prazo, para utilizacdo dessas substancias como compostos

promissores na saude humana.
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ARTIGO 2 - EFEITOS DOS FLAVONOIDES NARINGINA E RUTINA NO
METABOLISMO LIPIDICO EM COBAIAS (Cavia porcellus)

RESUMO

LUFT, Nair, M.S., OLIVEIRA, Téania Toledo. Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2003. Efeitos dos flavonéides naringina e rutina no metabolismo lipidico em
cobaias (Cavia porcellus)

Este estudo foi realizado para testar os efeitos dos flavondides, rutina e
naringina, na reducdo das concentracfes de lipidios plasmaticos e investigar a
histopatologia dos tecidos hepaticos e arteriais em cobaias. A hiperlipidemia foi
induzida com 0,4% de colesterol + 0,1% de &cido cdlico. Foram utilizados 35 animais
divididos em cinco grupos. O grupo testemunha recebeu somente racédo, 0 grupo
controle recebeu ragéo e colesterol + acido coélico. Os outros trés grupos receberam
racao e colesterol + acido colico, além de flavondides: 30mg de naringina ou 30 mg
de rutina ou 15mg de naringina + 15 mg de rutina. As dosagens sanguineas foram
efetuadas apdés 42 dias de tratamento. De acordo com os resultados obtidos,
concluiu-se que o tratamento com naringina apresentou uma reducdo superior
(38,36%; 50,56%) a rutina (30,56%; 42,22%) ou a associacdo de naringina + rutina
(33,77%; 41,88%) para o0s niveis de colesterol total e colesterol-LDL
respectivamente. Porém, naringina (15,15%) e naringina + rutina (14,30%)
apresentaram uma leve reducdo nos niveis de colesterol-HDL. Nas investigacdes
histopatoldgicas, nenhuma alteracdo foi detectada nas artérias. No entanto,
observou-se deposicdo de gordura hepatica em todos 0s grupos que receberam
colesterol. Os resultados indicam que essas substancias apresentam propriedades
hipolipemiantes e sua utilizagdo proporciona efeitos benéficos na prevencao das

doencas cardiovasculares.
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ABSTRACT

LUFT, Nair, M.S. OLIVEIRA, Tania Toledo. Universidade Federal de Vigosa, july,
2003. Effects of the flavonoids narigin and rutin in the lipid metabolism on
guinea pig (Cavia porcellus)

This study was accomplished to test the effects of the flavonoids, rutin and
narigin, in the decrease of the plasmatic lipids concentrations and to investigate the
histopathology of the hepatic and arterial tissues in animals for experimentation. The
hiperlipidemy was induced with 0,4 % of cholesterol + 0,1 % of colic acid. Thirty-five
animals devided in five groups were used. The witness group received only ration,
the control group received ration and cholesterol + colic acid. The other three groups
received ration and cholesterol + colic acid, besides the flavonoids, 30 mg of narigin
or 30 mg of rutin or 15 mg of narigin + 15 mg of rutin. The sanguine dosages were
made after 42 days of treatment. According to the obtained results, it is concluded
that the treatment with narigin demonstrated most decrease (38,36%; 50,56%), the
rutin (30,56%; 42,22%) or the association narigin + rutin (33,77%; 41,88%) for the
levels of total cholesterol and LDL-cholesterol respectively. Yet, narigin (15,15%) and
narigin + rutin (14,30%) they showed a light reduction in the levels of HDL-
cholesterol. In the Histopathologic investigations, no alteration suggest that those
substances present hipolipemiant properties and its use indicates beneficial effects in

the prevention of the cardiovascular diseases.
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1 - INTRODUCAO

Pesquisas realizadas ao longo dos ultimos anos relacionadas com a
prevencao primaria e secundaria da doenca arterial coronariana (DAC) e, em
particular, da aterosclerose, confirmaram por meio de resultados consistentes, que
alteracdes do perfil lipidico constituem um fator de risco indiscutivel para
complicacBes cardiovasculares de natureza aterosclerotica (PENA et al., 1999;
VERHAMME et al., 2002).

Estudos revelam que a ingestao elevada de colesterol e gordura saturada na
dieta elevam os indices sanguineos de colesterol (FERNANDEZ et al., 1999; PENA
et al., 1999; FERNANDEZ, 2001; VERHAMME et al., 2002). A associacao entre as
concentracdes séricas de colesterol e aterosclerose é reforcada quando as fracdes
de lipoproteinas sdo avaliadas. As concentracdes de lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) apresentam uma correlacéo positiva, ao passo que lipoproteinas de
alta densidade (HDL) estdo inversamente correlacionadas com o desenvolvimento
das doencas cardiovasculares (GRUNDY et al.,, 1990; XU et al.,, 1998). Ainda,
segundo HEGSTED et al. (1993), a ingestdo de colesterol e gordura saturada na
dieta exercem influéncia sobre os niveis de LDL, porém néo alteram a concentragcao
de HDL.

Os flavondides sao substancias naturais freqlentemente encontradas em
alimentos como frutas, legumes, verduras, graos, raizes, chas e vinho (COOK e
SAMMAN, 1996; MIDDLETON, 1998; MERKEN e BEECHER, 2000). Frutas citricas
contém varios flavondides entre eles a naringina, que pertence a classe das
flavononas. A rutina, da classe dos flavondis é encontrada em frutas e vegetais
como cebola, péra, milho, cha entre outros, principalmente na casca e nas folhas
(PETERSON et al., 1998).

Pesquisas tém avaliado os mecanismos de acdo de flavondides no
metabolismo lipidico. A relacdo inversa entre o consumo de flavonoides e doengas
cardiovasculares (HERTOG et al., 1993) pode estar associada a capacidade destas
substancias em reduzir a oxidacdo do LDL, que consequentemente reduzira a

formacao de células espumosas e da aterosclerose (FUHRMAN, 2001).
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Modelos animais apropriados para estudar o efeito de drogas e dietas sobre

as concentracdes dos lipidios plasmaticos e da sua influéncia na aterosclerose, tém
sido uma busca constante entre os pesquisadores. Porém, a falta de similaridade do
perfil de lipoproteinas plasmaticas ou da atividade de enzimas regulatérias do
colesterol hepéatico e do metabolismo de lipoproteinas tém mostrado desvantagens
na utilizagdo de alguns modelos animais. Ainda, os estudos para avaliar estes
efeitos, requerem animais pequenos e que respondam rapidamente aos tratamentos
(FERNANDEZ et al., 1999).

Cobaias sdo um modelo bem aceito para o estudo da hipercolesterolemia e
aterosclerose, devido a semelhanca ao metabolismo lipidico humano em diversos
fatores (VAN et al., 1991). Esses animais respondem bem a intervencdes dietéticas
e medicamentosas reduzindo os niveis sanguineos de colesterol LDL; atingem a
maioria do colesterol sanguineo na forma de LDL; apresentam maiores
concentracbes de colesterol livre do que esterificado no figado; apresentam
atividade da proteina de transferéncia de éster de colesterol (CETP), lecitina
colesterol acil-transferase (LCAT), e lipase lipoprotéica (LPL); sintetizam e
catabolizam taxas moderadas de colesterol hepatico; ndo sintetizam vitamina C;
fémeas apresentam maiores concentracées de HDL do que machos; reduzem os
niveis de triacilglicerol e aumentam os niveis de HDL através de exercicio fisico
(FERNANDEZ, 2001).

Este trabalho teve o objetivo de avaliar os efeitos dos flavondides naringina e
rutina nas concentracdes sanguineas do colesterol total e fracdes, glicose e
triacilglicerdis, bem como as alteracbes das células hepaticas e arteriais

ocasionadas em cobaias com hipercolesterolemia induzida via oral.

2 - MATERIAL E METODOS

O ensaio biolégico e a analise dos parametros sanguineos dos animais foram
realizados no Laboratorio de Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular. A analise histopatolégica foi realizada no Laboratério de
Histopatologia do Departamento de Veterinaria, da Universidade Federal de Vigosa
(UFV).
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2.1 - Ensaio bioldgico

Neste estudo experimental foram utilizados 42 cobaias (Cavia porcellus), 29
machos e 13 fémeas com idade média de 3 meses e peso médio 311g. Os animais
foram adquiridos no Mercado Central de Belo Horizonte, Minas Gerais. Os mesmos
foram mantidos em uma sala com gaiolas individuais, ciclo claro/escuro de 12 horas
e alimentacdo e agua ad libitum. Durante o periodo de adaptacédo de 10 dias, todos
receberam dieta comercial da marca Purina. Apés este periodo, foram constituidos 6
grupos experimentais, com 7 animais em cada, distribuidos ao acaso e submetidos
aos tratamentos descritos a seguir. O grupo testemunha foi composto por 3 fémeas
e 4 machos e os demais por 2 fmeas e 5 machos.

O grupo 1 (testemunha) recebeu somente racdo basica; o grupo 2 (controle)
recebeu racdo basica + 0,4% de colesterol + 0,1% de &cido cdlico; o grupo 3
recebeu ragdo basica + 0,4% de colesterol+ 0,1% de acido cdélico e 30mg de
naringina em forma de capsulas; o grupo 4 recebeu ragcdo basica + 0,4% de
colesterol + 0,1% de &cido cdlico e 30mg de rutina em forma de capsulas; o grupo 5
recebeu racao basica + 0,4% de colesterol + 0,1% de acido coélico + 15mg de rutina
e 15mg da naringina em forma de cépsulas; o grupo 6 recebeu racao basica + 0,4%
de colesterol + 0,1% de acido cdlico + 10mg de atorvastatina em forma de
comprimidos. O Quadro 1 resume 0s grupos e 0s tratamentos aos quais 0s animais
foram submetidos, recebendo uma dosagem diaria de cada substancia durante 42
dias.

Segundo LIN et al. (1995), a utilizacdo de 0,33% colesterol na dieta
corresponde a uma quantidade trés vezes superir a sintese endégena em cobaias.
Baseado nessas informacgdes utilizamos 0,4% de colesterol, além de 0,1% de &cido
coélico conforme COSTA (1992) para inducédo de hiperlipemia. HERTOG et al. (1930)
observou uma ingestao de 25mg de flavonéides por meio de histéria da dieta. Tendo
em vista esses resultados, utilizamos 30mg de flavondides para testar o efeito
destas substancias em nosso estudo.

O peso e o consumo alimentar foram monitorados semanalmente, com o

objetivo de avaliar o ganho de peso e o coeficiente de eficiéncia alimentar.
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Quadro 1 — Tratamentos das cobaias conforme distribuicdo nos grupos.

GRUPO TRATAMENTO
Gl Racao basica
G2 Racao basica + colesterol +acido colico
G3 Racéo bésica +colesterol + &cido colico + naringina
G4 Racdao bésica + colesterol + acido cdlico + rutina
G5 Racao basica +colesterol + &cido cdlico + naringina + rutina
G6 Racdao basica + colesterol + acido célico + atorvastatina

2.2 - Substancias Utilizadas

Para inducao da hiperlipemia foi efetuada uma associacdo de &cido cdlico e
colesterol cristalino da marca VETEC, pois o acido cdlico atua na emulsificacdo das
gorduras facilitando assim absorcao do colesterol.

Para testar a reducdo da hiperlipemia foram utilizados os flavondides
Naringina (N 1376) e Rutina (R 5143) da marca Sigma, isolados e de forma

associada.

2.3 - Dosagens sangliineas

No final do experimento, ap6s 12 horas de jejum, os animais foram
anestesiados com éter etilico e as amostras de sangue foram coletadas por punc¢ao
cardiaca, para dosagens de colesterol total, colesterol-HDL, triacilglicerol e glicose.
As mesmas foram centrifugadas em equipamento Excelsa 2 205 N a 7.100 X g,
durante 15 minutos, para obtencdo do soro. As dosagens sorologicas foram
efetuadas em equipamento multiparamétrico de Bioquimica Alizé, Mod Lisabio B.652
e kits da marca BioMérieux e os resultados expressos em mg/dL. O colesterol-LDL e
VLDL foram estimados segundo férmula de Friedewald (QUINTAO, 1992).
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2.3.1 — Determinacdo dos niveis sangiineos de colesterol total, glicose e

triacilglicerol

Para analise do colesterol total foi utilizado o método enzimético com o kit
61224 da BioMérieux, conforme ALLAIN et al (1974) em um comprimento de onda
de 500nm. A glicose foi analisada com o kit 61273 da BioMérieux, conforme
BONDAR et al. (1974). A dosagem dos triacligliceréis séricos foi efetuada por via
enzimatica, utilizando o kit 61236 da BioMérieux, conforme FOSSATI e PRENCIPE
(1982) e as leituras de absorbéancia foram feitas a um comprimento de onda de
505nm.

2.3.2 - Determinacé&o do colesterol-HDL

A dosagem do colesterol-HDL foi realizada pelo método enzimatico com o Kit
6153, conforme ALLAIN et al (1974). Esse método baseia-se na precipitacdo das
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) contidas na amostra. Esta precipitacdo é
obtida pela adicdo de acido fosfotlingstico em presenca de ion magnésio. Antes que
0 equipamento possa efetuar a leitura do colesterol-HDL, em cada amostra,
adiciona-se 50 ni do reativo precipitante (acido fosfotingstico e MgCl,CH,0 pH 6,2)
em 500m de soro. O sobrenadante obtido por centrifugacdo contém as lipoproteinas
de alta densidade (HDL), cujo colesterol € determinado pelo mesmo processo ja

descrito para a determinacgéo do colesterol total (ASSMAN et al., 1983).

2.3.3 - Estimativa de colesterol-VLDL

Os valores de VLDL foram estimados em funcéo do teor de triacilglicerdis, de
acordo com a férmula de Friedwald (QUINTAOQ, 1992).

VLDL = triacilglicerol / 5
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2.3.4 - Estimativa de colestero-LDL

Os valores de LDL foram estimados, de acordo com a férmula de Friedwald
(QUINTAO, 1992), por meio da equacao:
LDL = Colesterol total - HDL — (TG/5)

Onde os valores de HDL, VLDL, colesterol total e triglicerideos foram previamente

obtidos, como mencionado anteriormente.

2.4 - Andlise histopatoldgica do figado e arco adrtico dos animais

Aposs o término dos experimentos, foram coletadas amostras de figado e arco
aortico dos animais, numa repeticdo de quatro amostras para cada grupo, escolhidos
ao acaso, a fim de proceder a analise histopatoldgica, verificando-se deste modo o
acumulo de gordura hepatica, caracterizada patologicamente como esteatose
hepatica e alteracdo nas camadas da tunica intima do arco aértico. Estes cortes de
tecido foram fixados em formol tamponado 10% por 24-48 horas, passando para o
alcool 70%. Apos foram incluidos em parafina, seccionados a 5 mm de espessura em
micrétomo rotativo American Optical Company, e corados em hematoxilina e eosina
a 1%. As laminas foram analisadas qualitativamente de acordo com a quantidade de
goticulas de gordura depositadas nos tecidos para cada grupo, tendo sido

comparadas umas as outras e aos grupos controle.

2.4.1 - Confecgao das laminas

Fragmentos foram coletados e desidratados em alcoois, do 70 ao 95%,
passando apés pelo alcool absoluto trés vezes. Passaram por uma mistura de alcool
+ xilol e por xilol trés vezes. O tempo de permanéncia em cada solu¢do alcodlica foi
de 30 min para os alcoois 70 a 95%, 1 h para cada banho de alcool absoluto, 30 min
para a mistura de alcool + xilol e 50 min para cada banho de xilol. Foram imersos em
parafina trés vezes e incluidos na terceira solucdo de parafina de um dia para o
outro. O tempo de permanéncia para cada banho de parafina foi de 1h. No dia

seguinte, foram adaptados em suportes de madeira e levados desta forma para o
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micrétomo rotativo manual (American Optical Company), onde foram cortados e
colocados nas laminas. Procedeu-se o processo de desparafinizacdo e hidratacao
destes cortes pelo xilol (2 banhos de 10 minutos), alcoois absoluto | Il, 95%, 80% e
70% (3 minutos em cada) e agua (5 minutos). As laminas foram coradas com
hematoxilina durante 1min e eosina durante 30 segundos, deixados em &agua

corrente e apds, montagem, secagem, analisadas ao microscopio Olympus BX 40.

2.5 - Andlise Estatistica

O experimento foi realizado segundo o delineamento inteiramente
casualizado.

Os dados foram analisados por meio de Analise de Variancia (ANOVA), e as
médias dos grupos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p
< 0,05) e pelo percentual de variacdo em relacéo ao grupo controle.

As andlises foram efetuadas através do programa SAEG (Sistema de
Analises Estatisticas e Genéticas) (RIBEIRO, 2001).
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3 - RESULTADOS

3.1 — Dosagens sanguineas, ganho de peso, ingestdo alimentar e coeficiente

de eficiéncia alimentar

De acordo com os resultados obtidos, ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos apos 42 dias de tratamento, quanto aos valores médios de glicose do soro
sanguineo das cobaias (Tabela 1). Porém, o grupo 4, que recebeu rutina,
apresentou uma leve reducdo de nas concentracdes de glicose (12,85%), em

relacdo ao grupo controle

Tabela 1 — Médias de glicose em mg/dL e percentual de variacdo em relacdo ao
grupo padréo (G1) e grupo controle (G2) de cobaias submetidas aos

tratamentos durante 42 dias.

% de Variacéo

Tratamento Glicose Gl G2
Gl-R 142,27 + 41,86 2 - -

G2 - R+C+AC 148,23 + 34,452 +4,19 -

G3 - R+C+AC+N 144,35 + 75,52 2 +1,46 -2,62
G4 — R+C+AC+R 129,18 + 33,21 2 -9,20 -12,85
G5 - R+C+AC+NR 147,83 + 13,252 +3,90 -0,27

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

R = racao basica

C = colesterol

AC = &cido cdlico

N = naringina

R = rutina

NR = naringina + rutina

Apesar das concentracdes de triacilglicerdis, registrados na Tabela 2, nao

apresentarem diferencas estatisticamente significativas, houve uma reducdo em
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relacdo ao grupo controle, de 16,00% e 24,29% para 0s animais tratados com o
flavondide rutina (grupo 4) e a associacdo rutina + naringina (grupo b5),

respectivamente.

Tabela 2 — Médias de triacilglicerol em mg/dL e percentual de variacdo em
relacdo ao grupo padrao (G1) e grupo controle (G2) de cobaias

submetidas aos tratamentos durante 42 dias.

% de Variacéo

Tratamento Triacilglicerol Gl G2
Gl-R 74,66 + 14,50 @ - -

G2 - R+C+AC 81,03 +50,32 ¢ +8,53 -

G3 — R+C+AC+N 72,91 +18,03% -2,34 -10,02
G4 — R+C+AC+R 68,06 + 17,63 ¢ -8,84 -16,00
G5 - R+C+AC+NR 61,35+17,49°¢ -17,83 -24,29

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

R = racao basica

C = colesterol

AC = &cido codlico

N = naringina

R = rutina

NR = naringina + rutina

Os resultados representados na Tabela 3 mostram variagcbes nos valores
médios de colesterol total. Observou-se que a suplementacao de colesterol induziu a
hiperlipemia em cobaias, elevando significativamente o teor sanguineo de colesterol
do grupo controle (grupo 2), apresentando um aumento superior a 3 vezes em
comparacao ao grupo testemunha (grupo 1), que recebeu apenas racdo;. Obteve-se
um resultado com maior relevancia para o grupo tratado com o flavonéide naringina
(grupo 3), pois demonstrou uma reducdo de 38,36% do colesterol total em
comparacado com o grupo controle (grupo 2). Os grupos tratados com rutina (grupo
4) e a associacdo de rutina + naringina (grupo 5), também apresentaram reducdes
consideraveis, 30,53% e 33,77%, respectivamente.
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Tabela 3 — Médias de colesterol total em mg/dL e percentual de variacdo em

relacdo ao grupo padrao (G1) e grupo controle (G2) de cobaias

submetidas aos tratamentos durante 42 dias.

% de Variacéo

Tratamento Colesterol Total G1 G2
G1-R 45,53 + 12,40 ° - -

G2 — R+C+AC 162,97 + 69,29 2 +257,94 -

G3 — R+C+AC+N 100,46 + 23,25 2° +120,64 -38,36
G4 — R+C+AC+R 113,22 + 47,54 2 +148,67 -30,53
G5 — R+C+AC+NR 107,94 + 27,96 2P +137,07 -33,77

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p >0,05).

R = racao basica

C = colesterol

AC = &cido cdlico

N = naringina

R = rutina

NR = naringina + rutina

O grupo controle (Grupo 2), que recebeu suplementacdo de colesterol,

demonstrou um aumento significativo dos niveis de colesterol-LDL, em comparacao

com o grupo 1 (testemunha), conforme resultados apresentados na Tabela 4 . Em

relacdo aos tratamentos, a melhor eficiéncia foi do flavondide naringina (grupo 3),

que atingiu uma reducéo de 50,56%. A rutina (grupo 4) e a associacao rutina +

naringina (grupo 5) também demonstraram efeitos consideraveis na reducdo da

LDL, 42,22% e 41,88%, respectivamente, quando comparados ao grupo controle

(grupo 2) .
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Tabela 4 — Médias de colesterol-LDL em mg/dL e percentual de variacdo em
relacdo ao grupo padrao (G1) e grupo controle (G2) de cobaias

submetidas aos tratamentos durante 42 dias.

% de Variacéo

Tratamento Colesterol-LDL Gl G2
G1-R 18,58 + 11,74 ° - -
G2 - R+C+AC 109,03 + 60,70 @ +486,81 -
G3 — R+C+AC+N 53,90 + 30,04 2" +190,10 -50,56
G4 — R+C+AC+R 63,00 + 39,38 2" +239,07 -42,22
G5 — R+C+AC+NR 63,37 +31,602° +241,06 -41,88
?/Iédias s)eguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

p >0,05).

R = racao basica

C = colesterol

AC = &cido cdlico

N = naringina

R = rutina

NR = naringina + rutina

Conforme resultados demonstrados nas Tabelas 5 e 6, ndo houve diferenca
entre os grupos referente aos valores de colesterol-HDL e colesterol-VLDL. Porém,
observou-se uma reducdo consideravel de 24,26% para o VLDL, no grupo tratado

com rutina + naringina.
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Tabela 5 — Médias de colesterol-HDL em mg/dL e percentual de variacdo em

relacdo ao grupo padrao (G1) e grupo controle (G2) de cobaias

submetidas aos tratamentos durante 42 dias.

% de Variacéo

Tratamento Colesterol-HDL Gl G2
Gl-R 12,01+ 6,012 - -

G2 - R+C+AC 37,69+31,73% +214,08 -

G3 — R+C+AC+N 31,98 +20,51 ¢ +166,50 -15,15
G4 — R+C+AC+R 36,60 + 22,19 ¢ +105,00 -2,89
G5 - R+C+AC+NR 32,30 +£ 20,66 +169,16 -14,30

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p >0,05).

R = racao basica

C = colesterol

AC = &cido cdlico

N = naringina

R = rutina

NR = naringina + rutina
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Tabela 6 — Médias de colesterol-VLDL em mg/dL e percentual de variacdo em

relacdo ao grupo padrao (G1) e grupo controle (G2) de cobaias

submetidas aos tratamentos durante 42 dias.

% de Variacéo

Tratamento Colesterol-VLDL Gl G2
Gl-R 14,93+ 2,902 - -
G2 - R+C+AC 16,20 + 10,06 ? +8,50 -
G3 - R+C+AC+N 1458+ 3,602 -2,34 -10,00
G4 — R+C+AC+R 13,61+ 3,522 -8,84 -15,99
G5 - R+C+AC+NR 12,27+ 3,502 -17,82 -24,26

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p >0,05).

R = racao basica

C = colesterol

AC = &cido cdlico

N = naringina

R = rutina

NR = naringina/rutina

A ingestao alimentar, a média de ganho de peso e o coeficiente de eficiéncia

alimentar foram semelhantes em todos os grupos, durante os 42 dias de tratamento

(Tabela 7).
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Tabela 7 — Médias de ganho de peso (GP), coeficiente de eficiéncia alimentar

(CEA) e ingestéo alimentar (IA) de cobaias submetidas aos

tratamentos durante 42 dias.

Tratamento GP IA CEA
Gl1-R 119,28 £ 44,012  1010,27 + 128,242 0,12 + 0.04 2
G2 — R+C+AC 80,71 +30,19% 94500+ 194,41% 0,08 + 0,032
G3 — R+C+AC+N 9428 +61,87% 976,36 +254,40% 0,08 + 0,06
G4 — R+C+AC+R 109,28 +36,22% 966,85+ 176,43% 0,11 + 0,04 2
G5 - R+C+AC+NR 100,00 + 50,17 %  1007,17 + 258,80% 0,09 % 0,03

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p >0,05).

R = racao basica

C = colesterol

AC = &cido codlico

N = naringina

R = rutina

NR = naringina/rutina
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3.2 — Anélises histopatolégicas

Na Figura 1, sdo apresentados cortes de tecido hepético de cobaias
pertencentes ao grupo testemunha, que recebeu somente racao e agua (1 A) e do
grupo controle, que recebeu suplementacdo de colesterol e &cido célico (1 B).
Observam-se vacuolos de forma acentuada, no citoplasma dos hepatdcitos
(degeneracdo gordurosa), com distribuicAo centrolobular, para o0 grupo
suplementado com colesterol, que pode ser caracterizada como esteatose hepéatica

(Figura 1 B). No grupo testemunha, ndo foram observadas estas alteracbes

histopatolégicas (Figura 1 A).

Figura 1 — Histologia do figado de cobaias ap0s seis semanas de experimentagao.
A, grupo testemunha (grupo 1) sem alteracdes histolégicas. B, grupo
controle (grupo 2), com distribuicdo centroglobular da degeneracéo
gordurosa acentuada dos hepatdcitos. VCL: veia centro lobular. HE.
(70X)

Na andlise dos grupos tratados com flavondides ndo foram observadas
diferencas histopatolégicas significativas em relacdo ao grupo controle, ou seja,
todos os grupos que receberam flavondides também apresentaram vacuolos, de
forma acentuada, nos hepatécitos. Porém, os vacuolos do grupo controle
apresentaram uma distribuicdo centrolobular, enquanto que os grupos tratados
apresentaram uma distribuicdo centrolobular e em direcdo a periferia do lobulo
(Figura 2).



Figura 2. Histologia do figado de cobaias ap0s seis semanas de experimentacado. A,
grupo 2 (0,4% de colesterol e 1% de acido cdlico). B, grupo 3 (0,4% de
colesterol + 1 % de &cido célico + 30mg de naringina). C, grupo 4 (0,4% de
colesterol + 1 % de acido cdlico + 30mg de rutina). D, grupo 5 (0,4% de
colesterol + 1 % de acido colico + 15mg de naringina e 15mg de rutina).
(70X). HE.

Os cortes da parede do arco aortico dos animais tratados ndo apresentaram

alteracédo histolégica, quando comparados com o grupo testemunha.



4 - DISCUSSAO

A homeostase do colesterol € muito importante para a prevencéo de doencas
cardiovasculares. Geralmente, as concentragfes plasmaticas sdo reguladas pela
biossintese de colesterol, remoc¢édo do colesterol circulante, absorcdo do colesterol
da dieta e de sua excrecéao pela bile e fezes (LEE et al., 2003).

As duas enzimas que estdo diretamente envolvidas na regulacdo do
metabolismo do colesterol sdo: a 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A redutase
(HMG-CoA redutase), enzima limitante na via da biossintese do colesterol, e a acil
coenzima A colesterol aciltransferase (ACAT), uma enzima que esterifica o colesterol
nos tecidos incluindo o figado e o intestino delgado, contribuindo com a secrecéo
hepética de VLDL. Assim sendo, a reducdo da sintese de colesterol pela inibicdo da
HMG-CoA redutase reduzira o colesterol plasmatico e uma reduc¢éo na atividade da
ACAT podera diminuir a secrecdo de VLDL no figado (CARR et al., 1992), isto
podera contribuir com uma menor incidéncia de doencas cardiovasculares devido a
presenca reduzida do colesterol esterificado nas lesBes ateroscleréticas
(HELGERUD et al., 1981; BROWN e GOLDSTEIN, 1986; ENDO, 1992).

Flavondides derivados de frutas citricas exercem diversas funcdes biologicas,
incluindo efeitos preventivos e terapéuticos para varias doencas. Entre eles,
hesperidina, hesperetina, naringenina e naringina melhoraram o metabolismo do
colesterol em animais com hipercolesterolemia induzida através da dieta
(MONFORTE et al., 1995; BOK et al., 1999).

Os resultados obtidos neste experimento, demonstraram uma reducao
consideravel nas concentracdes sanguineas de colesterol total e LDL-colesterol
(Tabelas 3 e 4), tanto pelo efeito dos flavondide rutina e naringina, como da sua
associacao, naringina + rutina. Além disso, também houve uma pequena reducao de
VLDL-colesterol, triacilgliceréis e glicose (Tabelas 1, 2 e 6). Durante o experimento
houve perda total dos animais do grupo 6, que foi tratado com uma dose diaria de
10mg de atorvastatina, devido a isso sugere-se que a dose utilizada nesse modelo
seja melhor investigada para estudos futuros.

As concentracdes de colesterol total no plasma demonstraram uma reducéo
para todos 0s grupos que receberam flavonoides, quando comparados com 0 grupo

controle (Tabela 3). Porém, a naringina reduziu os valores de colesterol em 38,38%,
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ao passo que rutina e a associacdo naringina + rutina reduziram em 30,53% e
33,77%, respectivamente. Os mecanismos de acdo dos flavondides sobre a
homeostase do colesterol foram evidenciados por WILCOX et al (2001). Esses
autores atribuiram aos flavondides citricos naringenina e hesperetina efeito na
reducdo do colesterol plasmatico, através da inibicdo da atividade da ACAT,
reduzindo a secrecdo de apoB e sintese de novo de colesterol esterificado. Outros
autores também observaram que flavondides inibiram a enzima limitante da
biossintese de colesterol HMG-CoA redutase, resultando em reduges significativas
dos niveis plasmaticos de colesterol (BOK et al., 1999; BOK et al., 2000; ANILA e
VIJAYALAKSHMI, 2002; LEE et al., 2003). No entanto, ainda ndo esta claro se
todos os flavondides derivados naturais exercem estas propriedades.

Neste estudo verificou-se reducdo para o colesterol-LDL em todos os
tratamentos, principalmente por meio da naringina, que atingiu 50,56% (Tabela 4).
Este resultado é importante, uma vez que as concentracdes elevadas de LDL podem
sofrer modificagdes oxidativas e contribuir com a formacédo das células espumosas,
ricas em colesterol, que caracterizam as lesGes aterosclerdticas (NATAN et al.,
1997). KIRK et al. (1998) registraram um mecanismo de acdo onde os flavonoides
sdo capazes de ativar os receptores de LDL hepaticos, contribuindo com a reducéo
de LDL no plasma. Outra hip6tese sobre este efeito pode ser atribuida a inibicdo da
ACAT, que consequientemente poderd reduzir o colesterol esterificado no figado, a
secrecdo de apoB e VLDL, possibilitando reducdo das concentracfes plasmaticas
de LDL. Segundo BURNETT et al. (1999), a inibicdo da ACAT diminui a producéo de
apoB, VLDL e LDL. Considerando esta afirmacédo, os valores de VLDL em nosso
estudo também encontram-se reduzidos, principalmente para o grupo tratado com
naringina + rutina (Tabela 6). Em adicdo, WILCOX et al. (2001) relataram uma
diminuicdo na disponibilidade de lipidios para a reconstituicdo de lipoproteinas
contendo apoB pela redugéo da atividade da ACAT juntamente com o aumento da
expressdo dos receptores de LDL e uma inibicdo da atividade da proteina
microssomal de transferéncia de triacilglicerois (MTP), através dos flavonoides
naringenina e hesperetina. A MTP é considerada essencial para a reconstituicdo e
secrecao hepéatica de lipoproteinas contendo apoB, como VLDL e LDL (WETTERAU
et al., 1998; JAMIL et al., 1995).
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Além das propriedades redutoras da LDL no plasma, diversos estudos com
animais, humanos e in vitro mostram que os flavonéides previnem as modificacdes
desta lipoproteina, diminuindo assim suas propriedade aterogénicas (FUHRMAN et
al., 2002; AVIRAM et al., 2000; Silva et al., 2000; AVIRAM e FUHRMAN, 1998; LIM,
et al., 1998; SILVA et al., 1997).

A reducdo do colesterol-HDL em 15,15% e 14,30% para naringina e a
associacdo naringina + rutina encontrada neste estudo foi um resultado
desfavoravel, pois esta lipoproteina é responsavel pelo transporte reverso do
colesterol, o que lhe confere propriedades anti-aterogénicas. Pesquisas anteriores
que utilizaram mistura de flavondides citricos e extratos de casca citricos, bem como
éter 7-O-cetilico da naringenina, em ratos alimentados com doses elevadas de
colesterol, observaram um ligeiro aumento nas concentracdes de HDL, comparados
ao grupo controle (BOK et al., 1999; LEE et al., 2003). Em outros estudos com
flavonéides em coelhos e ratos os niveis de HDL permaneceram inalterados (KIRK
et al., 1998; ANILA e VIJAYALAKSHMI, 2001; LEE et al., 2001). Esses estudos
utilizaram modelos que apresentam diferencas metabdlicas em relacdo ao perfil
lipidico de cobaias, as quais possuem maiores concentracdes plasmaticas da LDL e
menores concentragdes da HDL, enquanto ratos atingem a maioria do colesterol na
fracdo da HDL e coelhos da VLDL (FERNANDEZ, 2001; MOHAMED et al., 2001;
FERNANDEZ et al., 1999).

Observou-se uma reducédo de apenas 12,85% nos niveis de glicose do grupo
tratado com rutina (Tabela 1). Ainda que n&o seja estatisticamente significativa, uma
possivel explicacdo relatada pela literatura seria que os flavondides séo capazes de
se ligar a receptores de insulina. Conforme a hipétese descrita por ALBERTS et al.
(1997) sobre os efeitos dos flavondides, a regulacédo da secrec¢éo de insulina seria a
ativacdo da proteina quinase e por meio do acumulo do AMPc no citosol, esta
enzima ativaria uma cascata de fosforilacbes culminando com a transcricdo de
genes especificos para a insulina. Outro mecanismo de regulagdo da secrecdo de
insulina envolvendo tirosinas quinases também foi observado. O flavondide
genisteina, um potente inibidor de tirosina quinase aumentou a liberacéo de insulina.
SORENSON et al., (1994), DRAKE e POSNER (1998), sugerem que as proteinas
tirosinas fosfatases, mais que as proteinas tirosinas quinases mostram acédo

ativadora daquelas proteinas, estimulando a secrec¢ao de insulina.
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Pesquisas tém demonstrado acBes de flavondides sobre carboidratos. A
ligacdo de proteinas, lipidios e DNA a carboidratos podera resultar em alteracfes
estruturais chamadas de produtos finais de glicacdo avancada (AGE). Os danos por
AGE podem contribuir para a patologia da catarata, desordens renais, aterosclerose,
desordens cardiacas e doenca de Alzheimer. Os receptores de AGE (RAGE) estdo
presentes em células endoteliais do sistema vascular e em fagdcitos mononucleares
e mediam a remocdo do AGE. Em muitas reacdes imunes, a remocao de AGE
mediada pelos receptores podera resultar em danos. Nas células endoteliais a
oxidacdo e expressao de moléculas de adesdo VCAM-1 poderdo aumentar como um
resultado da ligacdo dos RAGE (MONIER et al., 1992, WELLS-KNECHT et al., 1995)

A autooxidacdo de carboidratos, a ligacdo covalente de um carboidrato a um
grupo amino livre (glicacéo) e a oxidacéo de glicatos (glicooxidagdo) sédo os passos
na rota de formacdo da AGE sujeitos a inibicdo. A autooxidacao produz espécies
reativas de oxigénio como H,O, assim como, a glicooxidacdo, que € um rearranjo
oxidativo de glicatos, podera resultar na formacdo de AGE e espécies reativas de
oxigénio. Diversas classes de flavondides inibem a autooxidacdo de glicose.
Flavondéides com grupo hidroxila no anel B como quercetina, séo eficientes inibidores
da glicacdo de colageno, ao passo que flavonéides sem esse grupo hidroxila como
naringina ndo apresentam o mesmo efeito, pois compostos com grupo hidroxila
podem formar quinonas e a inibicdo da glicacdo podera resultar na ligacdo de
grupos amina pelos flavondides. Alguns flavondides inibem a autooxidacdo e a
glicooxidacao de glicose (SCHRAMM et al., 1998).

Uma reducdo fisiologicamente consideravel nos valores de triacilgliceréis
obtidos pelos flavondides rutina (16,00%) e rutina + naringina (24,29%), conforme
Tabela 2, podem ser justificados por seus mecanismos de acédo investigados através
de estudos. Pesquisas indicam que a acdo estrogénica dos flavondides é um
mecanismo importante para explicar seus efeitos sobre o metabolismo lipidico e
prevencao da aterosclerose. Em coelhos, ratos e aves, verificou-se que flavonoides
como quercetina, genisteina, isoliquirritigenina e apigenina, podem se ligar a
receptores de estrogénio do tipo Il (MIKSICEK, 1993). Além disso, observou-se que
eles sdo capazes de aumentar a atividade da lipase pancreética, enzima que
hidrolisa os triacilgliceréis (LIMA et al., 1999).
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Neste estudo, 0s animais ndo apresentaram alteracbes nas artérias
analisadas, provavelmente devido ao periodo de duracdo do experimento. Segundo
COS et al. (2000), cobaias apresentaram acumulo de fibras gordurosas e
desenvolvimento aterosclerético inicial nas artérias apos 12 semanas de dieta
hipercolesterolémica, sendo que este teve a duracéo de seis semanas.

O figado € o principal érgéo responsavel pelo metabolismo de triacilglicerois e
colesterol, assim como pela sintese de lipoproteinas. Um desequilibrio permanente
entre o influxo de &cidos graxos, utilizacdo e secrecdo de VLDL geram um acumulo
de triacilglicerbis e ésteres de colesterol nos hepatécitos que podem levar a
esteatose hepatica (STUDENIK, 2000). Isto foi constatado em nosso estudo, ao
avaliarmos o tecido hepatico do grupo controle, que recebeu suplementacdo de
colesterol bem como dos grupos que além da suplementacdo do colesterol foram
tratados com flavonodides.

A fisiopatologia da esteatose hepética ainda ndo € bem compreendida.
Porém, a reducdo da formacao de VLDL, principal rota de exportacdo de lipidios
hepéticos, que €é determinada pela sintese de apoB-100 pode ser um fator
importante no desenvolvimento da esteatose (CHARLTON et al., 2002). Segundo
LONARDO (1999), esta alteracédo hepatica geralmente é manifestada por alteracdes
do metabolismo da glicose, hiperlipemia e hipertenséo.

Recentemente, BJORKGREN et al. (2002) desenvolveram um estudo com
camundongos com auséncia da MTP no figado. Eles observaram que a secrec¢éo de
VLDL foi quase completamente bloqueada e esteve acompanhada de uma
esteatose hepatica moderada, mas com os camundongos aparentemente saudaveis.

Pesquisas atuais também tém demonstrado um forte envolvimento da apoE
na regulacdo da secrecdo de VLDL em nivel hepético (KUIPERS et al., 1997,
MENSENKAMP et al., 1999; HUANG et al., 1999; MAUGEAIS et al., 2000). Segundo
estudo realizado por MENSENKAMP et al. (2001), camundongos deficientes em
apoE desenvolveram esteatose hepatica e mostraram reducdo na secrecdo de
VLDL.

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

moderadas de colesterol hepatico. Além do mais, os flavondides atuam em alguns
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fatores essenciais para a secrecdo hepatica da VLDL, como inibicdo da ACAT,
reducao da producéo de apoB e inibicdo da MTP (WILCOX et al., 2001; BURNETT
et al., 1999). Outra investigacao futura devera ser efetuada em relagcédo a utilizacao
do &cido cdlico na inducdo da hiperlipemia, que podera inibir a atividade da enzima
7-a-hidroxilase, responsavel pela eliminacdo do excesso de colesterol por meio da
conversdo do colesterol em acidos biliares (FERNANDEZ, 2001). Em vista disso,

poderd aumentar a deposicao de gordura nas células hepaticas.

5 - CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, conclui-se que o0s
flavondides naringina e rutina apresentaram propriedades hipolipemiantes no
metabolismo lipidico em cobaias. Apesar dos resultados ndo demonstrarem
diferencas estatisticamente significantes as reducdes de colesterol foram
fisiologicamente importantes, apresentando um significado clinico, principalmente
por serem baseadas na fracdo de colesterol-LDL, pois concentracdes plasmaticas
elevadas dessa lipoproteina demonstram um grande fator de risco para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Das substancias estudadas, naringina apresentou melhores resultados na
reducdo das concentracbes de colesterol total e colesterol-LDL. A associagao
naringina + rutina apresentou melhores resultados na reducéo das concentracdes de
colesterol-VLDL e triacilglicerdis. Rutina demonstrou-se eficiente na reducdo de
glicose e na manutencao de colesterol-HDL.

Os resultados sugerem que a utilizacao destas substancias pode ser benéfica
na prevencdo das doencas que acometem o aparelho cardiovascular. No entanto,
outros estudos sdo necessarios para avaliar os mecanismos de acdo bem como o0s
efeitos toxicolégicos destas substancias nesta espécie, a longo prazo, devido as
similaridades deste modelo animal no metabolismo do colesterol e das lipoproteinas

em humanos.
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ARTIGO 3 - EFEITOS DOS FLAVONOIDES NARINGINA E RUTINA NO
METABOLISMO LIPIDICO EM GALINHAS POEDEIRAS (Lohmann branca)

RESUMO

LUFT, Nair, M.Sc. OLIVEIRA, Tania Toledo. Universidade Federal de Vicosa, julho
de 2003. Efeitos dos flavondides naringina e rutina no metabolismo lipidico em
galinhas poedeiras (Lohmann branca)

Este estudo foi realizado para testar os efeitos dos flavondides, rutina e
naringina, na reducdo das concentracfes de lipidios plasmaticos e investigar a
histopatologia dos tecidos hepéticos e arteriais em galinhas poedeiras. A
hiperlipidemia foi induzida com 1% de colesterol na racédo. Foram utilizadas 36 aves
divididas em 6 grupos (n=6). O grupo 1 (testemunha) recebeu somente racéo, o
grupo 2 (controle) recebeu racdo com colesterol. Trés grupos receberam ragcdo com
colesterol + flavonéide: 30mg de naringina ou 30 mg de rutina ou 15mg de naringina
+ 15 mg de rutina. O sexto grupo recebeu racdo com colesterol + 10 mg de
atorvastatina. As dosagens sanguineas foram efetuadas em 3 tempos: no inicio do
experimento, apds 21 e 42 dias de tratamento. De acordo com os resultados obtidos,
apos 21 dias de tratamento a naringina (46,63%; 43,63%) apresentou uma eficiéncia
maior na reducdo dos niveis de colesterol total e colesterol-ndo-HDL,
respectivamente. Aos 42 dias rutina (41,37%; 48,10%) demonstrou uma reducéo
superior para estes dois parametros, respectivamente. Apés 42 dias de tratamento,
observou-se uma grande reducao das concentragcdes de colesterol-HDL em todos os
grupos, e essa reducédo foi maior para os grupos que receberam rutina (34,84%) e
rutina + naringina (34,62%). A atorvastatina utilizada como referéncia padrao
demonstrou eficiéncia na reducdo do colesterol em todos os tempos, inclusive na
reducdo do colesterol-HDL. Nas investigacdes histopatologicas, nenhuma alteracéo
foi detectada nas artérias. Porém, observou-se deposicdo de gordura hepética no
grupo controle e no grupo tratado com a associacdo dos flavondides naringina +
rutina. Os resultados indicam que os flavondides apresentam propriedades
hipolipemiantes e sua utilizagdo proporciona efeitos benéficos na prevencao das

doencas cardiovasculares.
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ABSTRACT

LUFT, Nair, M.Sc. OLIVEIRA, Tania Toledo. Universidade Federal de Vicosa, july,
2003. Effects of the narigin and rutin flavonoids in the lipid metabolism of the
laying hens (White Lohmann)

This study was accomplished to test the effects of the flavonoids, rutin and
narigin in the reduction of the concentrations of plasmatic lipids and to investigate the
histopathology of the hepatic and arterial tissues in laying hens. The hiperlipidemy
was induced with 1 % of cholesterol in the ration. Thirty -six birds divided in six
groups were used (n = 6). The group 1 (witness) received only ration, the group 2
(control) received ration with cholesterol. Three groups received ration with
cholesterol, besides the flavonoid, 30 mg of narigin or 30 mg of rutin or 15 mg of
narigin + 15 mg of rutin. The sixth group received ration with cholesterol + 10 mg of
athorvastatin. The sanguine dosages were made in three times: in the beginning of
the experiment, after 21 and 42 days of tratment. According to the obtained results
after 21 days of treatment the narigin (43,63%; 49,57%) presented a larger efficiency
in the reduction of the levels of total cholesterol and no HDL-cholesterol, and to the
42 days, rutin (48,10%; 49,73%) demonstrated a superior reduction for these two
parameters. After 42 days of treatment, a great reduction of concentrations of
cholesterol was observed in all the groups, and that reduction was larger for the
groups that received rutin (34,84%) and rutin + narigin (34,62%). The athorvastatin
used as a standard reference, demonstrated efficiency in the reduction of the
cholesterol in all the times, including in the reduction of the cholesterol-HDL. In the
histopathologica investigations, no alteration was detected in the arteries. Even so,
deposition of hepatic fat was observed in the control group and in the group treated
with the association of the flavonoids narigin + rutin. The results suggest that the
flavonoids present hipolipemiant properties, and their use indicates beneficial effects

in the prevention of the cardiovascular diseases.
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1 - INTRODUCAO

Dados epidemioldgicos indicam que as doencas do aparelho cardiovascular
sdo consideradas a primeira causa de morte entre individuos maiores de 20 anos,
representando importante problema de salude publica no Brasil e na maior parte dos
paises desenvolvidos. As doencas cardiovasculares incluem as doencas
coronarianas, cérebro-vasculares e vasculares periféricas, consideradas a
expressao clinica da aterosclerose avancgada.

Estudos tém demonstrado uma relacdo direta entre as desordens do
metabolismo lipidico e o surgimento das doencas cardiovasculares (VOYIAZIAKIS et
al., 1998; PAN et al., 1995). As hipercolesterolemias constituem importante fator de
risco para o aparecimento precoce destas doencgas, assim como hipertensao,
tabagismo, e diabetes mellitus (SHAEFER, 2002)

As concentracbes elevadas de LDL e suas modificacbes como retencéo,
oxidacdo e agregacdo sao consideradas um dos maiores fatores de risco para a
aterosclerose. Uma das modificagbes mais significantes para a formagao inicial da
lesdo € a oxidacdo lipidica do LDL, que passa a ser facilmente reconhecido pelos
receptores “scavengers” dos macréfagos, levando a formacéo de células espumosas
(WILLIAMS e TABAS, 1995; BERLINER et al, 1995).

A associacdo da aterosclerose com eventos oxidativos tem suportado a
hipétese da capacidade dos antioxidantes da dieta em inibirem o desenvolvimento
da aterosclerose e reduzirem a incidéncia das doencas cardiovasculares (XU et al,
1998). Estudos clinicos e epidemiolégicos atribuem propriedades cardioprotetoras
aos flavonoides, e revelam uma relacdo inversa entre 0 seu consumo e estas
doencas (HERTOG et al, 1993). Isto pode estar relacionado a diversos fatores como,
a capacidade em reduzir a oxidacdo do LDL, através da peroxidacdo lipidica,
quelacdo da transicdo de ions metais e remocédo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (FUHRMAN e AVIRAM, 2001). Desta forma, poderé haver a prevencao do
estagio precoce da aterogénese, que é caracterizado pelo acumulo de macréfagos
envolvendo residuos de LDL e colesterol no espaco subendotelial do vaso
(SCHARTZ et al., 1991). Entre estas e outras propriedades como a capacidade de
reduzir os niveis de colesterol no plasma (FUHRMAN et al., 2002), os flavonoides
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sdo considerados protetores das células arteriais, atenuando significantemente o
desenvolvimento da aterosclerose (FUHRMAN et al., 2001).

Tendo em vista estes aspectos, diversos estudos experimentais tém sido
desenvolvidos em espécies animais para avaliar os efeitos dos flavonéides sobre
esta patologia. Porém, poucos estudos, avaliando estes efeitos, séo realizados com
aves. Segundo SILVA (2001), frangos de corte apresentaram inducdo efetiva de
hiperlipemia através da suplementacédo de colesterol na dieta e os flavondides rutina
e naringina demonstraram reducao significativa das concentracdes plasmaticss de
colesterol total, colesterol-LDL, colesterol-VLDL e triacilglicerdis, sem causar
alteracdes nos niveis de colesterol-HDL.

O metabolismo lipidico de galinhas poedeiras apresenta muitas diferencas em
relacdo a outras espécies. A maioria do colesterol plasmatico desta espécie esta na
forma de VLDL, ao passo que, em humanos normolipidémicos, hamsters, coelhos,
ratos, cobaias e caes, LDL e HDL séao os principais transportadores do colesterol
(ELKIN et al., 1999). Além disso, a maior rota de excre¢do do colesterol em galinhas
ocorre atraves da gema do ovo (NABER, 1983).

A regulacdo da sintese e secrecdo hepéatica de lipoproteinas em aves néo
estd bem definida. Segundo TARLOW et al. (1977), as condicdes hormonais
exercem um efeito muito importante nesta regulagéo, pois hepatocitos em galinhas
demonstraram que a insulina intensifica ambos a lipogénese de novo e sintese de
VLDL, enquanto tiroxina e glucagon exercem um efeito oposto.

O presente trabalho propde esclarecimento dos efeitos dos flavonoides

naringina e rutina no metabolismo lipidico em galinhas poedeiras.

2 - MATERIAL E METODOS

O ensaio biolégico foi realizado no aviario do Departamento de Zootecnia, a
analise dos parametros sanguineos foi realizada no Laborat6rio de Biofarmacos do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular e, a andlise histologica foi
realizada no Laboratério de Histopatologia do Departamento de Veterinaria, da
Universidade Federal de Vigosa (UFV).
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2.1 - Ensaio bioldgico

Neste estudo experimental foram utilizadas 36 aves (Lohmann branca),
procedentes do aviario da Universidade Federal de Vigcosa, com idade média de 72
semanas e peso meédio de 1574g. As aves foram distribuidas ao acaso em seis
grupos com seis unidades em cada, mantidos em gaiolas individuais com
alimentacdo e agua ad libitum e submetidas aos tratamentos descritos a seguir.
Anteriormente ao periodo do experimento, todas estavam recebendo apenas agua e
racao.

O grupo 1 (testemunha) recebeu somente racdo basica; o grupo 2 (controle)
recebeu racdo com 1,0% de colesterol; o grupo 3 recebeu racdo com 1,0% de
colesterol + 30mg de naringina em forma de capsulas; o grupo 4 recebeu racdo com
1,0% de colesterol + 30mg de rutina em forma de cépsulas; o grupo 5 recebeu ragao
com 1,0% de colesterol + 15mg de rutina e 15mg da naringina em forma de
capsulas; o grupo 6 recebeu racdo com 1,0% de colesterol + 10mg de atorvastatina
em forma de comprimidos. O Quadro 1 resume 0S grupos e 0s tratamentos aos
quais os animais foram submetidos, recebendo uma dose diaria das substancias
durante 42 dias.

O peso foi monitorado no tempo zero, 21 e 42 dias.

Quadro 1 — Tratamentos das aves conforme distribuicdo nos grupos.

GRUPO TRATAMENTO
G1 Racdao basica
G2 Racao com colesterol
G3 Racao com colesterol + naringina
G4 Ragéao com colesterol + rutina
G5 Racao com coleterol + naringina + rutina
G6 Racéo com colesterol + Atorvastatina
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2.2 - Substancias Utilizadas

Para inducdo da hiperlipemia foi utilizado colesterol cristalino da marca
VETEC a 1,0%.

Para testar a reducdo da hiperlipemia foram utilizados os flavondides
Naringina (N 1376) e Rutina (R 5143) da marca Sigma, isolados e de forma

associada.

2.3 - Dosagens sangliineas

As amostras de sangue foram coletadas por puncédo cardiaca nos tempos 0,
21dias e 42 dias de tratamento, apoés jejum de 12 horas, para efetuar dosagens de
colesterol total, colesterol-HDL, e triacilglicerol. As mesmas foram centrifugadas em
centrifuga Excelsa 2 205 N a 7100 x g, durante 15minutos para obtencédo do soro.
As dosagens soroldgicas foram efetuadas com equipamento multiparamétrico de
Bioquimica (Alizé, Mod Lisabio B.652) e kits da marca BioMérieux, e os resultados
expressos em mg/dL. O colesterol ndo-HDL foi calculado pela subtragéo dos valores

do HDL do colesterol total.

2.3.1 - Determinagao do colesterol total e triacilglicerol

Para analise do colesterol total foi utilizado o método enziméatico com o kit
61224 da BioMérieux em um comprimento de onda de 500nm, conforme ALLAIN et
al. (1974). A dosagem dos niveis de triacliglicerdis séricos foi efetuada por via
enzimatica, utilizando o kit 61236 da BioMérieux e as leituras de absorbancia foram
feitas a um comprimento de onda de 505nm, conforme FOSSATI e PRENCIPE
(1982).

2.3.2 - Determinacéao do colesterol-HDL

A dosagem do colesterol-HDL foi realizada pelo método enzimatico com o Kit

6153 da BioMérieux, conforme Allain et al. (1974). Esse método baseia-se na
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precipitacdo das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) contidas na amostra. Esta
precipitacdo € obtida pela adicdo de &acido fosfotingstico em presenca de ion
magnésio. Antes que o equipamento possa efetuar a leitura do colesterol-HDL, em
cada amostra, adiciona-se 50 m do reativo precipitante (acido fosfotingstico e
MgCI,CH,O pH 6,2) em 500m de soro.O sobrenadante obtido por centrifugacéo
contém as lipoproteinas de alta densidade (HDL), cujo colesterol é determinado pelo
mesmo processo ja descrito para a determinacgéo do colesterol total (ASSMAN et al.,

1983)
2.3.3 - Estimativa de colesterol ndo-HDL

Os valores de colesterol ndo-HDL foram calculados pela diferenca entre
Colesterol Total e HDL. Onde os valores do HDL foram obtidos previamente

conforme mencionado anteriormente.

2.4 - Anadlise histopatoldgica do figado e do arco adrtico dos animais

Apbs o término dos experimentos, foram coletadas amostras de figado e arco
aortico das aves, obtendo uma amostra de cada grupo, escolhida ao acaso, a fim de
proceder a analise histopatolégica, para verificar o acimulo de gordura hepéatica,
caracterizada patologicamente como esteatose hepética e alteracdo nas camadas
internas da artéria aorta. Estes cortes de tecido foram fixados em formol tamponado
10% por 24-48 horas, passados por alcool 70%, incluidos em parafina e corados
pela hematoxilina e eosina. Estas laminas foram analisadas qualitativamente de
acordo com a quantidade de goticulas de gordura depositadas nos tecidos para
cada grupo, tendo sido comparadas umas as outras e aos grupos controle.

2.4.1 - Confeccéo das laminas
Fragmentos foram coletados e desidratados em alcoois, do 70 ao 95%,
passando apoés pelo alcool absoluto trés vezes. Passaram por uma mistura de alcool

+ xilol e por xilol trés vezes. O tempo de permanéncia em cada solugao alcodlica foi

de 30 min para os alcoois 70 a 95%, 1 h para cada banho de alcool absoluto, 30 min
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para a mistura de alcool + xilol e 50 min para cada banho de xilol. Foram imersos em
parafina trés vezes e incluidos na terceira solucdo de parafina de um dia para o
outro. O tempo de permanéncia para cada banho de parafina foi de 1h. No dia
seguinte, foram adaptados em suportes de madeira e levados desta forma para o
micrétomo rotativo manual (American Optical Company), onde foram cortados e
colocados nas laminas. Procedeu-se o processo de desparafinizacdo e hidratacao
destes cortes pelo xilol (2 banhos de 10 minutos), alcoois absoluto | Il, 95%, 80% e
70% (3 minutos em cada) e agua (5 minutos). As laminas foram coradas com
hematoxilina durante 1min e eosina durante 30 segundos, deixados em agua

corrente e apds, montagem, secagem, analisadas ao microscopio Olympus BX 40.

2.5 - Andlise Estatistica

O experimento foi realizado segundo o delineamento inteiramente
casualizado.

Os dados foram analisados por meio de Analise de Variancia (ANOVA). As
médias dos grupos foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p
< 0,05) e pelo percentual de variacdo em relacéo ao grupo controle.

As analises foram efetuadas através do programa SAEG (Sistema de
Analises Estatisticas e Genéticas) (RIBEIRO, 2001).
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3 - RESULTADOS

3.1 — Dosagens sangiiineas e peso

Nao houve diferenca no peso entre os grupos das aves aos 21 e 42 dias de
tratamento (Tabela 1).

Tabela 1 — Médias de peso em gramas de aves submetidas aos tratamentos nos
tempos 0, 21 e 42 dias.

Tratamento 0 dia 21 dias 42 dias
Gl-R 1600,00% 1581,67% 1643,33%
G2-RC 1623,33° 1550,00% 1558,33°%
G3 - RCN 1565,00° 1541,67°2 1561,67°
G4 - RCR 1551,672 1533,33% 1565,00?
G5 - RCNR 1426,672 1480,00? 1545,00?
G6 — RCA 1650,00° 1575,00° 1585,00°

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey
(p > 0,05).

R =racéo basica

RC = racao basica com colesterol

RCN = racao basica com colesterol + naringina

RCR = racao basica com colesterol + rutina

RCNR = ragéo basica com colesterol + naringina + rutina

RCA = racédo béasica com colesterol + atorvastatina
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Os grupos tratados com rutina (Grupo 4) e atorvastatina (Grupo

6)

demonstraram uma reducdo estatisticamente significativa para as concentracdes

sanguineas de triacilgliceréis aos 42 dias, em relacdo ao grupo controle (Tabela 2).

Aos 21 dias contatou-se um percentual de reducao de 39,30% e 56,63% para 0s

grupos tratados com naringina e atorvastatina, e aos 42 dias os valores reduziram

32,41%, 47,93% e 58,42% para 0S grupos que receberam naringina, rutina e

atorvastatina, respectivamente. Estes percentuais, mesmo nao sendo significativos

do ponto de vista estatistico, apresentam um significado clinico importante.

Tabela 2 — Médias de triacilgliceréis (TG) em mg/dL e percentual de variagdo em
relacdo ao grupo controle (G2) de galinhas poedeiras submetidas aos

tratamentos nos tempos 0, 21 e 42 dias.

Tratamento 0 dia 21 dias 42 Dias
TG TG % variacao TG % variacao

Gl1-R 115,682 184,242 - 844,70 -
G2 -RC 235,912 211,812 - 1129,35¢% -

G3 - RCN 183,62% 128,572 -39,30 763,30 2° -32,41
G4 - RCR 89,752 170,362 -19,56 588,07 ¢ -47,93
G5 - RCNR 57,182 248,292 +17,22 1039,42 @ -7,96
G6 — RCA 55,012 91,882 -56,62 469,56 © -58,42

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey
(p > 0,05).

R =racéo basica

RC = racao basica com colesterol

RCN = racao basica com colesterol + naringina

RCR = racao basica com colesterol + rutina

RCNR = ragéo basica com colesterol + naringina + rutina

RCA = racédo béasica com colesterol + atorvastatina
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Em relacdo ao colesterol total (Tabela 3), observou-se uma diferenca
estatisticamente significante aos 42 dias de tratamento apenas para 0 grupo que
recebeu atorvastatina (Grupo 6), em comparagdo com o grupo controle (Grupo 2).
Aos 21 dias de tratamento, houve uma reducado de 53,09%, 43,63% e 32,49% nas
concentracOes de colesterol total no plasma para atorvastatina, naringina e rutina
respectivamente, demonstrando maior eficiéncia da atorvastatina. Aos 42 dias
observou-se que o grupo tratado com rutina (Grupo 4) apresentou resultado superior
aos demais, 48,10% de reducdo, enquanto que atorvastatina e naringina

apresentaram 41,37 e 39,59% de reducao respectivamente.

Tabela 3 — Médias de colesterol total (CT) em mg/dL e percentual de variacdo em
relacdo ao grupo controle (G2) de galinhas poedeiras submetidas aos

tratamentos nos tempos 0, 21 e 42 dias.

Tratamento 0 dia 21 dias 42 dias
CT CT % variacao CT % variacao

Gl1-R 111,202 158,07 2 - 114,98 ° -

G2 -RC 152,524 246,442 - 261,272 -

G3 - RCN 145,422 138,912 -43,63 157,83 -39,59
G4 - RCR 89,332 166,38% -32,49 135,59 ab -48,10
G5 - RCNR 67,972 228,502 -7,28 241,47 ab -7,58
G6 — RCA 72,642 115,602 -53,09 108,09 b -58,62

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey
(p > 0,05).

R =racéo basica

RC = racao basica com colesterol

RCN = racao basica com colesterol + naringina

RCR = racao basica com colesterol + rutina

RCNR = ragéo basica com colesterol + naringina + rutina

RCA = racédo béasica com colesterol + atorvastatina
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Os valores médios do colesterol-HDL ndo foram estatisticamente diferentes

tanto em relacdo aos tempos quanto aos tratamentos, conforme Tabela 4. Porém,

contatou-se uma reducdo nas concentracdes sangiineos de HDL de 15,14% e

21,99% para a associacdo dos flavondides rutina + naringina (Grupo 5) e

atorvastatina (Grupo 6) aos 21 dias de tratamento, respectivamente. Aos 42 dias, a

reducdo dos valores desta lipoproteina foram ainda maiores, 21%, 34,84%, 34,62%

e 34,65% para 0s grupos que receberam naringina, rutina, naringina + rutina e

atorvastatina, respectivamente.

Tabela 4 — Médias de colesterol-HDL em mg/dL e percentual de variacao em relacao

ao grupo controle (G2) de galinhas poedeiras submetidas aos tratamentos nos

tempos 0, 21 e 42 dias.

Tratamento 0 dia 21 Dias 42 Dias
HDL HDL % variacao HDL % variacao
Gl1-R 27,542 26,62 @ - 26,862 -
G2 -RC 26,04 2 33,15° - 45,432 -
G3-RCN 25062 31,34 ° -5,46 35,89 ° -21,00
G4 - RCR 19,36 @ 32,982 -0,51 29,602 -34,84
G5-RCNR 17,112 28,13° -15,14 29,70° -34,62
G6 — RCA 17,77 2 25,862 -21,99 29,692 -34,65

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tuckey
(p < 0,05).

R =racéo basica

RC = racao basica com colesterol

RCN = racao béasica com colesterol + naringina

RCR = racao basica com colesterol + rutina

RCNR = ragéo basica com colesterol + naringina + rutina

RCA = racédo béasica com colesterol + atorvastatina
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As médias de colesterol ndo-HDL demonstrados na Tabela 5 mostram uma
diferenca estatisticamente significativa para o grupo tratado com atorvastatina
somente aos 42 dias do experimento. Os valores dos percentuais de reducdo em
relacdo ao grupo controle foram consideraveis tanto aos 21 dias (43,63%, 32,49% e
53,09%), quanto aos 42 dias (39,59%, 48,1% e 41,37%) para 0S grupos tratados

com naringina, rutina e atorvastatina, respectivamente.

Tabela 5 — Médias de colesterol ndo-HDL (nHDL) em mg/dL e percentual de
variagdo em relacdo ao grupo controle (G2) de aves submetidas aos tratamentos

nos tempos 0, 21 e 42 dias.

0 dia 21 dias 42 dias

Tratamento

NHDL NHDL % variacao nHDL % variacao
Gl1-R 83,66% 131,44°% - 88,12 b
G2 -RC 121,333 213,292 - 210,832 -
G3-RCN 120,35% 107,572 -49,57 121,94 3¢ .42.16
G4-RCR 69972 133,39°% -37,46 105,98 ¢ .49,73
G5-RCNR 50,85% 200,352 -6,07 211,77 2 +0,44
G6—-RCA 54,872 89,722 -57,93 78,40 © -62,81

Médias seguidas pela mesma letra ndao diferem entre si pelo teste de Tuckey
(p <0,05).

R = racao basica

RC = racao basica com colesterol

RCN = racao basica com colesterol + naringina

RCR = racao bésica com colesterol + rutina

RCNR = ragéo béasica com colesterol + naringina + rutina

RCA = ragdo basica com colesterol + atorvastatina

3.2 — Analises histopatoldgicas

A Figura 1 apresenta cortes de tecido hepatico do grupo testemunha (a,b),
que recebeu somente racdo basica e do grupo controle (c,d), que recebeu
suplementacdo de 1% de colesterol na racé&o. O grupo controle demonstra presenca
de vacuolos no citoplasma dos hepatdcitos, que pode ser caracterizada como
esteatose hepatica. No grupo testemunha essas alteragBes histopatolégicas nao

foram observadas.
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Na andlise dos grupos tratados, observaram-se alteracdes histopatologicas,
em relacdo ao grupo controle (Figura 2 e 3). Os grupos que receberam 0s
flavonoides naringina (Grupo 3) e rutina (Grupo4) foram semelhantes ao grupo
testemunha, pois ndo demonstraram deposicdo de vacuolos nos hepatdcitos. O
grupo 6, tratado com atorvastatina, apresentou poucos vacuolos no citoplasma dos

hepatécitos. O grupo 5, que recebeu os flavondides associados naringina e rutina,

apresentou presenca acentuada de vacuolos no citoplasma dos hepatécitos.

Figura 1 — Histologia do figado de aves ap0s seis semanas de experimentacdo. a
(70X) e b (330X), grupo 1 (testemunha), sem alteracdes histolégicas. c
(70X) e d (330X), grupo 2 (controle, 1% de colesterol), com distribui¢cdo
centrolobular da degeneracao gordurosa dos hepatécitos (seta). HE.
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Figura 2 — Histologia do figado de aves apos seis semanas de experimentacdo. A
(70X) e a (330X), grupo 3 (1% de colesterol + 30mg de naringina). B
(70X) e b (330X), grupo 4 (1% de colesterol + 30mg de rutina). HE.

70



Figura 3 — Histologia do figado de aves ap0s seis semanas de experimentacdo. C
(70X) e ¢ (330X), grupo 5 (1% de colesterol + 15mg de naringina e 15mg
de rutina). D (70X) e d (330X), grupo 6 (1,0% de colesterol + 10mg de
atorvastatina). Degeneracao gordurosa dos hepatdcitos (seta).

71



4 — DISCUSSAO

Os dados obtidos neste estudo mostram reducdo nas concentracdes de
triacilglicerois, colesterol total e colesterol ndo-HDL ap6s 21 e 42 dias de tratamento
para os grupos tratados com os flavondides naringina e rutina, e com o farmaco
atorvastatina (Tabela 2, 3 e 5), quando comparados ao grupo controle. Estudos em
mamiferos tém demonstrado que os flavondides, assim como a atorvastatina,
exercem efeito hipocolesterolemiante.

PARK et al. (2002) observaram reducao na atividade da enzima HMG-CoA
redutase, principal reguladora da biossintese do colesterol, e das concentracfes
plasmaticas de colesterol, em ratos hipercolesterolémicos que foram tratados com
rutina. Assim como BOK et al. (1999) obtiveram reducao na atividade da HMG-CoA
redutase e nas concentracdes plasmaticas de colesterol em estudo realizado com
ratos que receberam uma dieta elevada em colesterol e foram tratados com
naringina + hesperidina.

ANILA e VIJAYALAKSHMI (2002) observaram que a administragdo de
flavondides em ratos mostrou uma inibicdo significante na atividade da HMG-CoA
redutase e um aumento na excrecao fecal de acidos biliares e esterdides neutros,
ocasionando reducdo nas concentracdes plasmaticas de colesterol. Segundo esses
autores, observou-se um aumento na atividade da LCAT plasmatica, que esta
envolvida no transporte do colesterol de tecidos extra-hepaticos para o figado, o que
pode contribuir com a degradacdo do colesterol pela formacdo de acidos biliares.
Também foi detectada uma reducao significante nas concentracfes de LDL e VLDL
colesterol, enquanto que HDL se manteve inalterada, ao contrario do nosso estudo,
onde HDL foi reduzida nos grupos tratados com rutina, naringina e atorvastatina,
ocasionando um efeito negativo pelas propriedades anti-aterogénicas desta
lipoproteina. A reducdo nas concentracdes de triacilgliceréis no plasma e nos
tecidos, observada por estes autores, pode ser justificada pelo aumento da atividade
da lipase lipoprotéica causada pelos flavonoides.

Outros efeitos, envolvendo propriedades hipocolesterolemiantes dos
flavonoides tém sido evidenciados. Naringenina e esperidina diminuiram a sintese
do colesterol pela inibicdo da ACAT, que esta envolvida na formacao de ésteres de

colesterol para a secrecdo hepatica da VLDL; reduziram a atividade da MTP, que é
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essencial para a secrecao hepatica de lipoproteinas contendo apoB, pois media a
transferéncia de triacilglicerdis, colesterol esterificado e fosfolipidios para a apoB
nascente, e aumentaram a expressao dos receptores da LDL, reduzindo o acumulo
de colesterol nas artérias (BORRADAILE et al., 1999; WILCOX et al., 2001; LEE et
al., 2003).

As estatinas, inibidores da HMG-CoA redutase, tém sido desenvolvidas para
utilizacdo na reducdo nas concentracdes plasmaticos do colesterol em pacientes
hiperlipémicos. Seus efeitos farmacologicos ja sdo comprovados em modelos
animais e humanos. Estudos mostram que a atorvastatina reduz a atividade da
HMG-CoA redutase, resultando na inibicdo da biossintese do colesterol hepatico;
aumenta os receptores hepaticos de LDL, reduzindo assim os niveis plasmaticos
desta lipoproteina; diminui a atividade da ACAT e da CETP, as quais desempenham
uma importante funcdo na quantidade de éster de colesterol incorporados nas
lipoproteinas. Além disso, uma baixa atividade da CETP é correlacionada com o
aumento nas concentracdes da HDL, lipoproteina antiaterogénica (MARAIS et al.,
1997; NESS et al., 1998; CONDE et al., 1999).

Galinhas poedeiras geralmente suprem sua necessidade de colesterol
somente pela via da sintese de novo e sua homeostase é dificilmente regulada pela
inibicdo da biossintese hepatica através de agentes farmacolégicos. ELKIN et al.
(1999) realizaram o primeiro estudo para examinar os efeitos fisiolégicos dos
inibidores da HMG CoA redutase como atorvastatina, lovastatina e simvastatina
nesta espécie. Nao houve efeito, conforme esperado, na reducdo hepatica da
atividade HMG CoA redutase. Apesar da reducdo nas concentracdes plasmaticas e
hepaticas do colesterol, houve um aumento de duas vezes na atividade desta
enzima nos grupos tratados em relacdo ao controle. Acredita-se que este efeito
compensatério ocorra somente em aves, pois outras espécies tém demonstrado o
contrario, conforme discutido anteriormente.

Baseado em estudos anteriores em mamiferos, este estudo mostrou
resultados semelhantes. Porém, a relacdo destes resultados pode nao ser
estabelecida ao avaliarmos as diferencas existentes no metabolismo lipidico de
galinhas poedeiras. A maioria do colesterol plasmético nesta espécie esta na forma
de VLDL, ao passo que, em humanos normolipémicos, hamsters, coelhos, ratos,

cobaias e cées, LDL e HDL séo os principais transportadores do colesterol (ELKIN et
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al., 1999). Além disso, a maior rota de excre¢do do colesterol em galinhas ocorre
através da gema do ovo (NABER, 1983). Enquanto que em outras espécies ocorre
através de excrecao de sais biliares e esterdéis neutros.

Em aves, as lipoproteinas estdo no ovicito em crescimento (futura gema do
ovo) e a liberacdo de lipidios para tecidos especificos ocorre em resposta a uma
necessidade fisioldgica ou nutricional. O metabolismo de galos ou galinhas imaturas
é similar ao dos mamiferos. Em contrapartida, o metabolismo de galinhas poedeiras
€ muito diferente, devido ao sistema de liberacdo de grandes quantidades de
lipoproteinas hepaticamente sintetizadas para o crescimento dos ovécitos (ELKIN,
1997). Em galinhas, vitelogenina e VLDL sdo as maiores lipoproteinas precursoras
da gema, sintetizadas pelo figado sob controle do estrogénio, secretadas na
corrente sanguinea e transportadas para o ovario, onde serdo captadas pelo ovocito
em crescimento, via receptor, por endocitose (SCHNEIDER, 1996).

O figado e o ovério séo os locais primarios da biossintese do colesterol em
galinhas poedeiras. No entanto, a maioria do colesterol a ser transferido através da
membrana do ovario para a formacdo da gema do ovo, é originado do figado
(NABER, 1983). VLDL e HDL sdo as duas principais classes de lipoproteinas
sintetizadas no figado. A apolipoproteina B-100 e Apo A-l sdo as maiores
apolipoproteinas de VLDL e HDL em galinhas, respectivamente (HERMIER, 1997).

Seguindo a biossintese no figado, o colesterol € primariamente incorporado
em particulas de VLDL e secretado na corrente sanguinea (GRIFFIN, 1992). Ao
contrario da VLDL em mamiferos, a VLDL em galinhas poedeiras néo sofre lipdlise
na circulacéo, devido a presenca de grandes quantidades de apolipoproteina VLDL-
I, uma apolipoproteina inibidora da lipase lipoproteica, que € sintetizada pela
influéncia de estrégeno (MACLACHLAN et al., 1996; SCHNEIDER et al., 1990).
Assim, em vez de aumentar primariamente para lipoproteina de densidade
intermediaria (IDL) e sua conversdo subsequiente em LDL, VLDL chega ao ovdcito
virtualmente intacta, onde serd internalizada por um receptor e transformada
intracelularmente em gema (BUJO et al., 1994, SCHNEIDER, 1996). Além disso, a
maioria do colesterol na VLDL em galinhas poedeiras encontra-se na forma néao
esterificada (GRIFFIN, 1992).

Uma hipétese estudada por WALZEM et al. (1999) revela que galinhas

poedeiras secretam lipoproteina VLDL concomitante, no figado e no rim, porém com
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caracteristicas diferentes. A VLDL secretada nos hepatdcitos apresenta um diametro
menor (~30nm) e é revestida com apolipoproteina VLDL-II, que blogueia a acdo da
hidrélise pela lipase lipoprotéica, a qual atravessa os capilares ovarianos e chega
intacta no ovécito para formagdo da gema do ovo. A VLDL secretada nas células
dos tubulos proximais do rim apresenta um didametro maior (~60nm) e contém apo C-
II, que ativa a lipase lipoprotéica, hidrolisa a lipoproteina que fornecera acidos
graxos livres aos tecidos como musculo cardiaco, esquelético e adiposo. A
expressdo do gen para apoVLDL-lIl e apoB no figado é estrogeno responsiva,
enguanto que a expressao do gen apoB no rim ndo é estrégeno responsiva (LAZIER
et al., 1994).

A sintese de acidos graxos em aves e mamiferos depende da disponibilidade
de carboidratos dietéticos. Em animais alimentados, a insulina estimula a atividade
de enzimas envolvidas na lipogénese, principalmente a malato desidrogenase (MD)
e acido graxo sintase (FAS). Em galinhas poedeiras, a lipogénese hepética é
dramaticamente acentuada pelo estrégeno, conforme demanda ordenada pela
vitelogénese (HERMIER, 1997).

Neste estudo, a analise histopatologica das artérias ndo apresentou
alteracdes. Considerando o metabolismo lipidico nesta espécie, acredita-se que
lesdes ateroscleréticas sejam dificilmente desenvolvidas, pois SUTTON et al. (1984),
indicam que o aumento de colesterol dietético gera um aumento em sua excrecao
através da gema do ovo. No entanto, lesbes nas artérias coronarianas com a
presenca de células espumosas e focos necroticos foram encontradas em galos e
galinhas ndo poedeiras, sendo que apenas pequenas quantidades de lipidios e
células espumosas foram observadas na tunica intima em galinhas poedeiras
(TODA et al., 1980).

O aumento de gordura no figado de aves ocorre quando a lipogénese excede
a capacidade da sintese e secrec¢do de lipoproteinas (HERMIER, 1997). Em nosso
estudo observou-se a presenca de uma grande quantidade de vacuolos no figado,
caracterizando uma esteatose hepatica, no grupo controle (Figura 1c) e no grupo
que recebeu flavonodides associados, naringina + rutina (Figura 3C). O grupo
suplementado com atorvastatina (Figura 3D) apresentou alteracbes menos

pronunciadas.
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A esteatose hepética ocorre devido a um acumulo especifico de triacilgliceroéis
entre as células do parénquima, porém, seu mecanismo € pouco conhecido. Um
defeito na incorporacao de triacilglicer6is na VLDL nascente pode ser responsavel
pelo acumulo de lipidios hepéticos nesta espécie, assim como uma possivel
regulacdo hormonal que ndo tenha acompanhado a secrecdo excessiva de
triacilglicerois no figado (HERMIER et al., 1994).

As alteracbes hepéticas ocorridas neste estudo necessitam investigacdes

futuras para melhor entendimento dos mecanismos que desencadearam esse efeito.

5 — CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram melhores efeitos da
atorvastatina na reducao das concentracdes plasmaticas de triacilglicerois, colesterol
total e colesterol ndo-HDL aos 21 e 42 dias de tratamento. Nos tratamentos com
flavondides, aos 21 dias obteve-se melhores resultados dos valores de
triacilglicerois, colesterol total e colesterol ndo-HDL para o grupo tratado com
naringina, enquanto que, aos 42 dias esses resultados foram mais efetivos para o
grupo tratado com rutina. Referente aos valores de HDL, observou-se que
atorvastatina teve um efeito negativo, devido a reducéo desta lipoproteina.

De acordo com esses resultados, conclui-se que os grupos suplementados
com os flavondides naringina, rutina, naringina+rutina e atorvastatina demonstraram
propriedades hipolipemiantes em galinhas poedeiras. Apesar da semelhanca dos
resultados obtidos em outros estudos discutidos anteriormente, a relagéo dos efeitos
e mecanismos de acdo destas substancias na espécie utilizada, com outras
espécies animais, necessitam investigacées mais detalhadas.

Galinhas poedeiras apresentam muitas diferencas no metabolismo lipidico em
comparacao com outros modelos experimentais, devido a interferéncias hormonais e
diferentes rotas metabdlicas voltadas a producdo de ovos. A extrapolacdo dos
resultados torna-se dificil, pois estudos anteriores nesta espécie sao praticamente
inexistentes. Segere-se pesquisas envolvendo a investigacdo dos mecanismos de
acdo das enzimas, bem como a avaliacdo concomitante do metabolismo lipidico na

producao de ovos, para melhor entendimento dos resultados.
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Quadho 1 - Resumo da Andiise das Varidveis coeficiente de eficéncia alimentar (CEA), ingestiio alimentar total (IAT), ganho de peso
(GP), dicose (G), triadilgiicerdl (TG), colesterol total (CT), HDL-colesterol, LDL-colesterol, VLDL-colesterol em aobeias:

Quedtados Médios
v a CEA IAT GP G TG cT HDL LDL WLDL
G 4 017 524146 150636 42438 33048 1223096 76218 728861 1522
Residio 30 020 4341328 210119 198424 73688 170767 47671 145490 2047
oY% 4536 6194 4551 3131 3791 3898 7249 6% 3791

NS- F ndo significante ao nivel de 5% de probabiidade
* - F significante ao nivel de 5% de probabiidade
*_ - ggnificante ao nivel de 1% de probabiidade



Quadro 2 - Resumo da Andlise de Varidncia das variaveis, peso (P), colesterol

total (CT), triacilglicerol (TG), HDL-colesterol (HDL) e colesterol ndo-

HDL (n-HDL) em galinhas poedeiras.

QUADRADOS MEDIOS

FV GL P CT TG HDL n-HDL
Grupos (G) 5  37292,59"° 33672,54" 234957,307  280,04"° 2958571
Residuo (a) 30  16620,40 11006,26 60621,84 212,33  10184,20
Dias (D) 2 10739,81"°  52438,33"  5218423,00° 1089,94" 39420,76"
GxD 10 7688,7° 8095,05"° 101789,70°  94,52"° 7261,74°
Residuo (b) 60 3712,77 4091,67 43833,17 205,30 3249,97
CV (%) parcela 26,08 69,57 67,08 51,61 82,34
CV (%) subparcela 3,89 42,42 57,04 50,75 46,51

NS - F nao significante ao nivel de 5% de probabilidade

* - F significante ao nivel de 5% de probabilidade
** . F significante ao nivel de 1% de probabilidade

GL - graus de liberdade

CV —coeficiente de variagdo
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse estudo mostram propriedades hipolipemiantes
dos flavondides nas duas espécies de vertebrados estudadas. Todavia, mais
pesquisas Sa0 necessarios para comprovar os mecanismos de acao, as interacdes e
a biodisponibilidade, bem como os efeitos toxicologicos destas substancias a longo
prazo.

Cobaias representam um bom modelo para o estudo das hiperlipemias,
devido a semelhanca nas caracteristicas do metabolismo lipidico em relacdo aos
humanos, j& demonstradas em estudos anteriores. Ressalta-se a importancia de
outros estudos com esse modelo para avaliar, além do perfil lipidico, 0s mecanismos
de acdo dos flavondides, envolvendo dosagens de enzimas integrantes desse
metabolismo.

As galinhas poedeiras, por sua vez, apresentam muitas diferencas em
comparacdo ao metabolismo lipidico de outros modelos animais e humanos, pela
interferéncia hormonal nas rotas metabdlicas envolvidas na producdo de ovos,
dificultando o entendimento dos reais efeitos desempenhados pelas substancias
testadas. Em vista disso, ao testar efeitos de farmacos em aves, é recomendavel a

utilizagéo de galos e galinhas imaturas.
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