EFEITOS DE CHITOSAN E NARINGENINA SOBRE LIPiDEOS NO
SORO DE COELHOS COM HIPERLIPIDEMIA INDUZIDA POR
TRITON.

Effects of chistosan and naringenin on lipids serum in hyperlipidemic rabbits
induced by Triton
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RESUMO: Chitosan, uma substancia natural derivada da quitina, juntamente
com naringenina, uma flavanona, foram testadas em coelhos hiperlipidemicos
induzidos por Triton WR 1339. Para tanto elas foram administradas, via
intraperitoneal, na dose de 30mg/Kg de peso corporal, vinte horas apds a
administracao do Triton. Decorridos vinte e quatro horas da administragcao das
drogas, foram coletadas amostras de sangue, centrifugadas e dosados
colesterol, HDL-colesterol e ftriacilglicerois. Os resultados mostraram que
chitosan associado a naringenina mostrou maior percentagem de reducao para
colesterol e triacilglicerois enquanto que para HDL-colesterol chitosan foi mais
efetivo.

SUMMARY: Chitosan, a derived natural coumpound from quitin together with
naringenin, a flavanone, were tested in hyperpipidemics rabbits induced by
Triton WR 1339. They were administered by intraperitoneal route in the dosis
of 30mg/Kg of corporal weight, twenty hours after the administration of Triton.
Elapsed twenty-four hours after drug’s administration, the blood were analyzed.
Results evidence that chitosan + naringenin present the largest percentual of
reduction of cholesterol and triacilglicerols while the best results for cholesterol-

HDL have been obtained with chitosan.
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INTRODUCAO

Triton WR 1339 conhecido como tyloxapol, um detergente ndo anionico
de estrutura polimérica da SIGMA, tem sido utilizado por diversos
pesquisadores para induzir hiperlipidemia em animais experimentais (Mathur
et al., 1964; Siddiqui et al., 1996; Sharma, 1979; Choi et al., 1991).

Dados recentes mostram que mistura de flavondides kaempferitrina,
isoladamente, mostraram acao hipotensiva em sistema cardiovascular de
coelhos e ratos com hipertensédo induzida. A kaempferitrina na dose de 290
ug/Kg diminuiu a pressao sanguinea em 32% e a frequéncia cardiaca em 29%
em coelhos, ja a mistura de flavonoides diminuiu a pressédo em 41% e a
frequéncia cardiaca em 33% na dose de 20 ug/Kg. A alta atividade da mistura
de flavondides pode ser atribuida a seu efeito sinérgico (Gohar et al., 1997).

Agullo et al., 1997, relatam a agao de flavondides nas etapas iniciais da
acgao insulinica no figado e musculo de ratas in vivo. A insulina tem um papel
central na regulagcdo da glicemia e atua de maneira coordenada no
metabolismo lipidico e protéico. Atua a nivel celular através de seu receptor
transmembrana que tem uma atividade de tirosina quinase. Levando-se em
conta que a dieta fornecida a coelhos tem em torno de 80% de carboidratos,
esta acdo torna-se muito importante.

Em coelhos, a fermentacdo de carboidratos no ceco produz &acidos
volateis, tais como acido acético, acido propidnico, que sao fontes de energia
para o metabolismo dos constituintes do intestino grosso (Cheeke , 1995).

Sfakianos et al., 1997, relatam que genisteina, quando administrada na
dieta de ratas ovariotectomizados, um modelo experimental utilizado para
estudos de osteoporose pdés-menopausa, previne a perda de constituintes do
tecido 6sseo.

A acédo antiinflamatéria de flavondides foi demonstrada por Lee et al.,
1982, e Lanni e Backer , 1985, que mostraram os efeitos de diversos
flavondides, dentre eles a naringenina, como inbidores da fosfolipase A, na
concentragdo de 10* M, alterando o metabolismo do acido araquidénico e

inibindo a ciclooxigenase e a lipoxigenase.



Le Houx et al., 1993, relatam que chitosan, um produto natural derivado
de quitina (2-amino-2-deoxy-B-D-glicose), funciona como uma resina trocadora
de anions e pode se ligar a anions hidrofébicos de acidos biliares em um pH
similar aquele encontrado no trato intestinal. Esta substancia mostrou
propriedades hipocolesterolémicas em ratos alimentados com uma dieta rica
em colesterol. Possuindo glicose em sua estrutura, se assemelha a outros
carboidratos do tipo "goma guar", que é formada por polimeros de B-D-
manopiranosila e cadeias laterais simples de a-D-(1-4) galactopiranosila (Leite,
1993). A capacidade de "goma guar" em reduzir os lipideos séricos tem sido
relatada por Ide et al., 1991 e Evans et al., 1992 em animais, e, em humanos
por Turner et al., 1996, Tuomilehto et al., 1989, Spiller et al., 1991. A maioria
dos estudos em humanos apresenta redugédo de 10 a 15% em colesterol-LDL
nos tratamentos de até trés meses (Smith e Holm, 1982, Todo et al., 1990).

Levando-se em conta os diversos mecanismos e efeitos atribuidos aos
flavondides, particularmente aqueles relacionados com os niveis de glicose e
de lipideos, foi proposto o presente trabalho para verificar a influéncia da
naringenina isolada e associada ao chitosan, sobre os niveis de lipideos em

coelhos hiperlipidémicos.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho, foram utilizados coelhos albinos, adultos, machos, da
raca Nova Zelandia, com peso médio (2500 + 200 g), que receberam racao
comercial SOCIL, fornecida na propor¢do de 170g/dia, e agua a vontade
durante todo o experimento. Estes animais foram provenientes do Setor de
Cunicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade Federal de Vigosa.
Os animais permaneceram 5 dias para adaptagcdo em gaiolas apropriadas, em
area especial, com ventilagdo adequada. Para a realizacdo do experimento,
foram constituidos 5 grupos, contendo cada um 6 animais, que receberam os

seguintes tratamentos:

Grupo 1 Racao

Grupo 2 Racado + Triton

Grupo 3 Racgao + Triton + Chitosan

Grupo 4 Racao + Triton + Naringenina

Grupo 5 Racao + Triton + Chitosan + Naringenina




Para a indugao da hiperlipidemia, foi administrado Triton WR 1339, via
intraperitoneal, na dose de 300 mg/Kg de peso corporal, utilizando como
veiculo NaCl 0,9%. Ap6s 20 horas da administracao do Triton, foram fornecidos
aos coelhos, via intraperitoneal, naringenina, na dose de 5 mg/Kg de peso
corporal e chitosan, na dose de 30 mg/Kg de peso corporal Para estes
compostos, também foi utilizado como veiculo o NaCl 0,9%. Decorridos 24
horas destas administracbes, procedeu-se a coleta de amostras de sangue,
que foram centrifugadas a 7100 x G por 15 minutos para obtengao do soro. As
dosagens sorologicas utilizando-se Kits Laborlab foram feitas para colesterol e
triacilglicerois seguindo o método de Henry, 1982, e para colesterol HDL o
método de Lima et al, 1985. Para as quantificagbes utilizou-se

espectrofotbmetro da marca Hitachi.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores médios dos lipideos em soro de coelhos encontram-se
registrados nos Quadros I, Il e lll, expressos em mg/dL, com suas respectivas
percentagens de variagao.

Quadro 1 — Valores médios de colesterol (+erro-padréo) de soro de coelhos
com hiperlipidemia induzida por Triton, e suas percentagens de variagao.

Grupos Colesterol %de
Variacao

1-Racgao 39,42 + 1,94

2-Ragao + Triton 248,50 + 3,56 A

3-Racao + Triton + Chitosan 117,62 £ 2,41 Ba | -52,67

4-Racéo + Triton + Naringenina 85,47 + 2,28 Bb | -65,61

5-Ragéo + Triton + Chitosan +  Naringenina 66,51 + 2,19 Bc | -73,24

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)
A difere de B pelo teste de Dunnett (P<0,05).

De acordo com os resultados obtidos no Quadro |, pode-se observar que
o Triton induziu a hiperlipidemia em coelhos, elevando os niveis de colesterol
em cerca de 6,3 vezes (Grupos 1 e 2). Os resultados indicam claramente que
em relacdo aos niveis de colesterol, todos os tratamentos provocaram uma
reducao significativa, mas chitosan associado a naringenina apresentou a
maior percentagem de reducdo, mostrando um efeito sinérgico entre estes
compostos.




Quadro Il — Valores médios de colesterol- HDL (terro-padrédo) de soro de

coelhos com hiperlipidemia
percentagens de variagao.

induzida por

Triton e suas

respectivas

Grupos Colesterol-HDL % de
Variagao

1-Racéo 30,60 £1,73

2-Ragao + Triton 98,51+ 1,66 A

3-Ragéao + Triton + Chitosan 95,49 +2,46 Aa | - 3,07

4-Racéo + Triton + Naringenina 68,67 + 1,59 B¢ | -30,29

5-Racgao + Triton + Chitosan + Naringenina 84,69 +242Bb |-14,03

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)
A difere de B pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Os resultados do Quadro Il, mostram que o Triton elevou acima de 3
vezes, os niveis de colesterol-HDL ( Grupos 1 e 2). Sua analise indica que o
Grupo 3 ( chitosan) apresentou o melhor nivel de colesterol-HDL pelo Teste de
Tukey, apesar da redugdo nao ser significativa em relagdo ao Grupo 2, mas
representa valores mais de duas vezes superiores ao Grupo 1. Isto € uma
vantagem pois esta lipoproteina é a responsavel pelo transporte do colesterol
dos tecidos periféricos para o figado onde é metabolizado.

Quadro Il — Valores médios de triacilglicerois (+erro-padrédo) de soro de
coelhos com hiperlipidemia induzida por Triton, e suas respectivas
percentagens de variagao.

Grupos Triacilglicerois % de
Variagao

1-Racgao 100,54 + 0,92

2-Ragao + Triton 581,96 £ 9,52 A

3-Ragéo + Triton + Chitosan 262,52 + 4,26 Ba | -54,89

4-Racao + Triton + Naringenina 206,64 + 3,38 Bb | -64,49

5-Ragéo + Triton + Chitosan + Naringenina 166,32 + 2,27 Bc | -71,42

Médias seguidas de mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05)
A difere de B pelo teste de Dunnett (P<0,05).

Os resultados do Quadro Ill, mostram que todos os tratamentos foram
significativos em relagéo aos niveis de triacilglicerdis. Dentre eles, destaca-se o
chitosan + naringenina que apresentou maior percentagem de redugao
(71,42%), observando seu efeito de sinérgico .

Trabalhos realizados com catequina, prunina e 5-O-glicosil hesperetina,
administrados via intraperitoneal, apresentaram para triacilglicerdis na dose de
20 mg/Kg de peso corporal, reducédo de 20% para a catequina, prunina e a 5-
O-glicosil hesperetina. Na dose de 10 mg/Kg de peso corporal, ndo houve




efeito para triacilgliceréis, embora para colesterol total tenha ocorrido uma
reducéo significativa (Choi et al., 1991).

Quercetina e Taxifolina administrados via oral (misturados a ragéo) em
ratos também apresentaram efeitos hipolipidémicos, inclusive com efeito de
excregao observado devido ao aumento de colesterol e acidos biliares nas
fezes (Itaya et al., 1992). Ja a pulicarina reduziu significativamente os niveis de
colesterol de soro sanguineo (Sagitinoya et al., 1992).

Le Houx et al., 1993, mostraram o efeito de chitosan sobre a redugao da
atividade enzimatica da HMG-CoA redutase em figado de ratos, como um
possivel mecanismo de acdo destas substancias e Koehrle et al., 1986,
mostraram que flavondides inibem a enzima deiodinase iodotironina que
converte T4 em T3, 0 metabdlito mais ativo dos horménios da tiredide. Este
horménio na lipdlise do tecido adiposo inibe a fosfodiesterase, que assim
aumenta os niveis intracelulares de AMPc . Este por sua vez, ativa a proteina
quinase C, que atua sobre a lipase, ativando-a, e desta forma, aumenta a
atividade hidrolitica dos triacilglicerdis.

Em conclusdo, pode-se afirmar que naringenina, chitosan e sua
associagao, foram eficazes no controle do metabolismo lipidico. Estes efeitos
hipolipidémicos podem estar associados a inibicdo, pelo chitosan, da HMG-
CoA redutase, com consequente reducao da biosssintese de colesterol e pela
acdes dos flavondides, como a naringenina, que aumenta a excrecao de
colesterol e acidos biliares pelas fezes de animais experimentais. O chitosan é
também capaz de exercer uma acgao sequestradora de sais biliares ao nivel do
tubo gastrointestinal, levando, consequentemente, a uma redugdo desses
acidos e de outros lipideos.
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