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< RESUMO - Induziu-se hipercolesterolemia em coelhos da raca Nova Zelandia e compararam-se os efeitos hipolipidémicos, por via oraD
dos flavondides baicaleina, morina, naringenina, naringina, quercetina, rutina, crisina, luteolina e apigenina, os corantes naturais
extraidos do urucum norbixina e bixina e o medicamento comercial hipolipidémico colestiramina. Todos os flavonéides estudados e o
corante bixina foram significantemente mais hipocolesterolémicos que o medicamento colestiramina, sendo que as melhores redugoes
foram observadas com naringenina (54,04%), naringina (49,26%), quercetina (49,78%), rutina (48,89%), crisina (55,56%), luteolina
(52,58%) e apigenina (49,88). As substancias que mais aumentaram o HDL foram os flavonéides baicaleina (122,21%), apigenina
(281,63%), morina (10,79%) e luteolina (21,14%) e o medicamento colestiramina (37,26%). A maior parte dos flavondides estudados
reduziu mais o triacilglicerol do que o medicamento colestiramina, sendo a baicaleina (-56,91% do que o controle sadio) e a rutina os
mais eficientes. Verificou-se também, in vitro, que bixina, norbixina, apigenina e luteolina aumentaram a atividade da lipase. Tais
resultados indicam que os compostos estudados poderiam ser utilizados como medicamento se devidamente testados no homem. Os
cortes histologicos do arco aértico e da artéria aorta ndo mostraram diferencas entre os grupos tratados e os controles, enquanto que
algumas diferencas histolégicas foram observadas nos hepatécitos dos grupos tratados em relagao aos coelhos hiperlipidémicos.
PALAVRAS-CHAVE - flavonoéides, bixina, norbixina, colestiramina, colesterol, HDL-colesterol. /

/SUMMARY - The effects of some flavonoids (quercetin, rutin, morin, naringin, naringenin, baicalein, cricin, Iuteonin and apigenin) and
the natural urucum dyes bixin and norbixin, besides the commercial drug colestiramin were tested on lipid metabolism of hiperlipi-
demic New Zealand rabbits. All flavonoids and bixin significantly decreased serum cholesterol levels, being more efficient than cole-
stiramin. Baicalein, apigenin, morin, luteolin and colestiramin were the most efficient drugs in increasing HDL-cholesterol levels. Most
of the flavonoids studied were more efficient in decreasing triacylglycerols than colestiramin. By using in vitro assays, it was possible
to show that bixin, norbixin, apigenin and luteolin increased lipase activity, thus providing a possible explanation to their action on in
vivo lipid metabolism. Histological studies did not show any differences concerning aortic structures, although they did show some

differences between treated and hyperlipidemic hepatocytes.
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INTRODUCAO

Aahmentagéo de coelhos, suplementada com colesterol,
produz severas lesdes aterosclerdticas vasculares,
hipercolesterolemia e um aumento no estresse oxidativo de
vdrios tecidos (3;7;8;21;28). Entretanto, alguns trabalhos
sugerem que esses efeitos podem ser neutralizados ou ate-
nuados com o uso de flavonodides e também de corantes
extraidos do urucum (Bixa orellana L.).

Flavonoéides sao grupos de compostos naturais que ocorrem
nos vegetais e possuem em sua estrutura trés anéis aroma-
ticos, constituindo unidades de um esqueleto de carbono
Cs-Cs-Cs. HA alimentos ricos em flavonédides, como soja,
maca, uva, cebola, repolho, brécolis, chicéria, aipo, cha e
vinho tinto. Os flavonoéides inibem as enzimas da rota do
acido araquidoénico, o que lhes confere propriedades antiin-
flamatérias e anti-aterogénicas (10). Inibem também a oxi-
dacao de LDL sendo, portanto, cardioprotetores (14;22).
Demonstrou-se que dietas ricas em flavonéides podem
reduzir os danos miocardiais pés-isquémicos em ratos (9).
O efeito vasodilatador do endotélio foi descrito para alguns
tipos de flavonoéides. A diocleina, um flavonéide isolado da
leguminosa Dioclea grandiflora, foi investigada em aorta
de ratos, apresentando efeito vaso relaxante sobre o endo-
télio e inducéo de formacéao de 6xido nitrico, com elevacao
de GMP ciclico. Tal conjunto de efeitos pode resultar na
inibicao do processo de trombose (17).

Um estudo com ratos hiperlipidémicos, utilizando os flavo-
noéides baicaleina, morina, naringenina, naringina, querce-
tina e rutina, mostrou que estes compostos reduzem consi-
deravelmente a quantidade de colesterol sanguineo (12).
A naringina foi avaliada como anticancerigeno potente (1)
e agente hipolipidémico (26), exibindo também atividade
antioxidativa (16) e nenhuma atividade mutagénica (11).
Alguns autores mostraram ainda os efeitos da naringina no
LDL-colesterol, pela inibicao da HMG-CoA redutase em
ratos hipercolesterolémicos (25;26).

KIM et al. (13) mostraram que a naringina reduz as concen-
tracoes de colesterol plasmatico pela inibicao da atividade
da HMG-CoA redutase hepatica, pelo aumento da ativida-
de de enzimas antioxidantes hepaticas contra stress oxida-
tivo e pelo aumento da excrecdo fecal de esterdis em
modelos animais hipercolesterolémicos.

O urucuzeiro (Bixa orellana L.) é cultivado em quase todos
os estados brasileiros. A partir das suas sementes obtém-se
vdrios tipos de corantes, diferentes entre si na solubilidade
e pigmentacao. As industrias de corantes os exportam ou
comercializam no mercado interno para as industrias ali-
menticias (principalmente laticinios, salsicharias, massas,
etc.), cosméticas e farmacéuticas.

A bixina é o pigmento natural da semente de urucum,
representando 80% de todos os carotendides presentes. A
partir dele, sao obtidos os demais pigmentos, como a nor-
bixina (lipossolivel), o sal da norbixina (hidrossolivel) e
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produtos de degradacao térmica, que tém como caracteris-
ticas a lipossolubilidade e uma coloracao amarela mais
estavel, ideal para o uso em massa.

LUDUVING (20) relata que, ap6s testes com caes, ratos e
coelhos, comprovou-se a eficiéncia da dagua do urucum,
obtida por maceracao das sementes (composto por mais de
80% de bixina como pigmento), na reducao significativa
dos indices de colesterol e triacilglicerol, possivelmente
acelerando o metabolismo das gorduras, sem agir sobre o
HDL colesterol.

O presente trabalho tem por objetivo avaliar a acao de
alguns flavonéides e corantes do urucum no tratamento da
hiperlipidemia em coelhos, além de fornecer algumas indi-
cacoes sobre seus possiveis mecanismos de acao in vitro.

MATERIAIS E METODOS

COMPARACAO ENTRE OS EFEITOS DA APLICACAO
DE 10 MG DE FLAVONOIDES E CORANTES NO META-
BOLISMO LIPIDICO DE COELHOS HIPERLIPIDEMI-
COS

Para a comparacdo dos efeitos de alguns flavonoéides e
corantes sobre o metabolismo lipidico, foram utilizados
coelhos albinos, machos, da raca Nova Zelandia, com peso
médio 2.264 + 120g e idade média de 56 dias, acondiciona-
dos em gaiolas individuais, com temperatura controlada
(26 °C £ 3 °C) e ciclo claro/escuro de 12 horas. Todos os ani-
mais receberam a racado comercial e dgua ad libitum. Os
coelhos foram distribuidos ao acaso em 14 grupos experi-
mentais, contendo seis animais cada, que receberam os
seguintes tratamentos:

Grupo 1 — Racao (controle normal)

Grupo 2 - Racao + Colesterol (1%) + Acido célico (0,1%)
(controle hiperlipidémico)

Grupo 3 —idem grupo 2+ baicaleina (10 mg)

Grupo 4 - idem grupo 2 + morina (10 mg)

Grupo 5 —idem grupo 2 + naringenina (10 mg)

Grupo 6 —idem grupo 2 + naringina (10 mg)

Grupo 7 —idem grupo 2 + quercetina (10 mgq)

Grupo 8 — idem grupo 2 + rutina (10 mg)

Grupo 9 - idem grupo 2 + crisina (10 mg)

Grupo 10 - idem grupo 2 + luteolina (10 mg)

Grupo 11 - idem grupo 2 + apigenina (10 mg)

Grupo 12 - idem grupo 2 + norbixina (10 mg)

Grupo 13 - idem grupo 2 + bixina (10 mg)

Grupo 14 - idem grupo 2 + colestiramina (10 mg)

Para induzir a hiperlipidemia, foi administrado diariamen-
te, juntamente com a racdo, 1% de colesterol + 0,1% de
dcido célico em relacao ao peso da racao didria, num perio-
do de 30 dias.

As doses de medicamentos foram fornecidas em cépsulas,
diariamente, por via oral, durante 30 dias.

No trigésimo dia foram coletadas amostras de sangue pelo
plexo venoso retro orbital, utilizando-se tubo capilar, com
os animais sob jejum de doze horas. Em seguida, as amos-
tras foram centrifugadas a 7100 x g, durante 15 minutos,
para a obtencao do soro. As dosagens sorolégicas foram
efetuadas no equipamento de dosagens multiparamétrico
Bioquimica (Alizé), utilizando-se os "kits" Biolab. Os resul-
tados foram expressos em mg/dL de colesterol, colesterol-
HDL e triacilgliceréis.

EFEITO DE MODIFICADORES QUIMICOS SOBRE A
ATIVIDADE DA LIPASE

Os flavonoéides luteolina e apigenina e os corantes bixina e
norbixina foram testados em presenca de lipase.
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A atividade enzimédtica foi determinada in vitro através do
método de CHERRY (6), utilizando-se o "kit" enzimatico
da Biobras, em presenca de éster de glicerol (balbi 6,7 g/L;
lauril sulfato de sédio 5,8 g/L) como substrato a 25°C, em
tampao tris-HCl1 12,1 g/L, pH 8,55; azida sédica 0,5 g/L. As
velocidades iniciais foram determinadas pela liberacao de
um cromoforo visivel a 412 nm. Os estudos do efeito dos
modificadores quimicos foram realizados em presenca e
auséncia dos compostos citados, variando-se a concentra-
cao destes modificadores para concentracoes fixas do subs-
trato. A acao enzimética foi acompanhada pela medida da
absorvancia a 412 nm.

Foi feita uma solugao estoque de concentracao 5 x 10°
mol/L. das substancias a serem analisadas, sendo que a
luteolina, a apigenina e a bixina foram solubilizadas com
propileno glicol, enquanto a norbixina foi solubilizada com
dgua destilada.

O estudo cinético foi realizado com o branco, o controle e
os modificadores. A ordem de entrada dos reagentes na
reacao de cor foi criteriosamente seguida, de acordo com o
esquema da tabela 1.

Apé6s homogeneizacdo e incubacdo por 2 minutos em
banho-maria a 37 °C, adicionou-se o substrato apenas aos
tubos controle e modificadores. Segui-se nova homogenei-
zacao e incubacao por exatamente 30 minutos, a uma tem-
peratura de 37 °C. Em seguida, 1000 pL de lauril sulfato de
sodio a 8 g/L foram adicionados a todos os tubos, para
interromper a reacdo. As leituras fotométricas foram reali-
zadas a 412 nm, aferindo-se o aparelho com o branco.
Este experimento foi realizado com cada amostra, em trés
repeticdes. Assim, ndo foi possivel proceder a andlise de
varidncia dos dados de atividade enzimética, procedendo-
se, ao invés, ao estudo da dispersao dos mesmos.

ANALISE HISTOPATOLOGICA

Ap6s o término dos experimentos, foram coletadas amos-
tras de figado e arco aértico dos animais, numa repeticao
de quatro amostras para os grupos naringina, rutina e bai-
caleina, escolhidos ao acaso, a fim de proceder a andlise
histopatolégica, para se verificar se houve o acimulo de
gordura hepatica e alteracoes nas camadas da intima do
arco aortico.

Para a confeccao das laminas, os fragmentos foram coleta-
dos e desidratados em dlcoois de 70 a 95%, passando ap6s
por alcool absoluto por trés vezes e, a seguir, por uma mis-
tura de dlcool + xilol e por xilol trés vezes. O tempo de per-
manéncia em cada solucao alcoodlica foi de 30 minutos para
os alcoois 70 a 95%, 1 hora para cada banho de alcool
absoluto, 30 minutos para a mistura de dlcool + xilol e 50
minutos para cada banho de xilol. Apés desidratacao, os
fragmentos foram imersos em parafina duas vezes, por 1 h,
e depois novamente em parafina, por aproximadamente
12h. Os cortes foram realizados com micrétomo rotativo
manual (American Optical Company), com espessura de 5
Im, e colocados nas laminas. Procedeu-se a desparafiniza-
cao e hidratacao com xilol (2 banhos de 10 minutos),
alcoois absoluto 95%, 80% e 70% (3 minutos em cada) e
dgua (5 minutos). As laminas foram coradas com hemato-
xilina durante um minuto e eosina durante 30 segundos. O
excesso de corante foi removido em dgua corrente. Apés
montagem e secagem, as laminas foram analisadas ao
microscépio Olympus BX 40, qualitativamente, de acordo
com a quantidade de goticulas de gordura depositadas nos
tecidos, comparando-se os grupos tratados com medica-
mentos entre si e com os grupos controle.
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ANALISE ESTATISTICA

Realizou-se experimentos casualizados e os dados foram
submetidos ao teste de Tukey para comparacao entre as
médias dos grupos que receberam medicamento (P>0,05),
teste de Dunnett para comparacao de cada grupo com os
grupos controles (P<0,05) e teste F para comparacao entre
os grupos controles (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

COMPARACAO ENTRE OS EFEITOS DA APLICACAO
DE 10 MG DE FLAVONOIDES E CORANTES NO META-
BOLISMO LIPIDICO DE COELHOS HIPERLIPIDEMICOS
Efeitos sobre os niveis de colesterol total

De acordo com a tabela 2, houve um aumento de 722,77 %
de colesterol do grupo hipercolesterolémico em relacao ao
grupo controle normal, sendo este valor estatisticamente
significativo pelo teste F. Todos os grupos tratados mostra-
ram niveis significativamente elevados de colesterol em
relacao ao grupo normal pelo teste de Dunnett.
Entretanto, todos os tratamentos reduziram significativa-
mente as concentracoes de colesterol em relacao ao grupo
controle hipercolesterolémico pelo teste de Dunnett. As
melhores reducoes foram observadas nos tratamentos que
receberam as substancias naringenina, 54,04 %, naringina,
49,26%, quercetina, 49,78%, rutina, 48,89%, crisina,
55,56%, luteolina, 52,58% e apigenina, 49,88%.

Todos os flavonodides estudados e o corante bixina reduzi-
ram significativamente as concentracoes de colesterol a
valores inferiores ao do medicamento colestiramina, pelo
teste de Tukey.

Os flavonéides promovem uma reducgao no colesterol san-
guineo através de uma reducao na atividade da HMGCoA-
redutase, acarretando um incremento na degradacao e no
consumo do colesterol e uma inibicdo na colesterogénese
(2). Alguns estudos citam ainda a propriedade dos flavonéi-
des de promoverem um decréscimo na atividade da hidro-
ximetilglutaril-CoA redutase e do esterol o-aciltransferase,
duas enzimas chaves para o metabolismo do colesterol (15).
De acordo com BEST & JENKINS (4), a énfase futura para
a correcao de anormalidades lipidicas, com decréscimo de
desordens cardiovasculares, serao preferencialmente foca-
das na reducao do LDL-colesterol, por meio de substancias
naturais, como os flavonéides e seus derivados.

O mecanismo de ag¢édo dos flavondides na reducao do LDL-
colesterol foi postulado por WILCOX et al. (29). Segundo
estes autores, os flavonéides promovem um decréscimo na
secrecao de apo B devido a uma reducao da atividade e
expressao da enzima acil-CoA colesterol acil transferase.
Adicionalmente, os flavonéides reduziriam a atividade e a
expressao da proteina de transferéncia de triacilgliceréis
microssomais, promovendo um aumento na expressao dos
receptores para LDL, o que resulta em um acréscimo na
recaptacao e degradacao do LDL-colesterol. Tais eventos
proporcionam uma reducdo na biodisponibilidade de lipi-
deos que contém a proteina apo B em sua estrutura.

Efeitos sobre os niveis de HDL-colesterol

O grupo controle hipercolesterolémico apresentou niveis
significativamente elevados de HDL-colesterol em relacao
ao grupo controle normal, de 486,81%, de acordo com a
tabela 3. Tais resultados refletem o aumento ja relatado nas
concentracoes de colesterol total, acompanhado de suas
fracoes lipidicas.

Das drogas testadas, a apigenina, a baicaleina, o medica-
mento colestiramina, a luteolina e a morina aumentaram os
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niveis de HDL-colesterol acima dos niveis dos controles
hiper-HDL de 281,63%, 122,21%, 37,26%, 21,14% e
10,79%, respectivamente, sendo os efeitos dos dois primei-
ros e da colestiramina estatisticamente significativos pelo
teste de Dunnett.

Os flavonédides naringina e naringenina e os corantes natu-
rais bixina e norbixina tiveram efeitos hipo-HDL nao signi-
ficativos, sendo que os niveis de reducao em comparacao
com o grupo controle hiper-HDL foram de 5,67%, 16,84%,
15,22% e 11,43%, respectivamente. Ja os efeitos hipo-HDL
apresentados pelos flavonoéides quercetina (-58,44 %), crisi-
na (-57,49%) e rutina (-22,72%) foram mais acentuados e
estatisticamente significativos em relacao ao grupo contro-
le hiper-HDL pelo teste de Dunnett.

O efeito hipo-HDL destes compostos evidencia seus efeitos
nas reducgoes das taxas de colesterol total. Tais compostos,
ao reduzirem as concentracoes de colesterol total sangui-
neo, reduzem também, conseqiientemente, os niveis de
HDL-colesterol.

Estudos epidemiolégicos estabeleceram que uma baixa
concentracao de HDL-colesterol no plasma sanguineo é
um fator de risco independente para desordens coronarias.
Uma baixa concentracao nas taxas de HDL é uma anorma-
lidade lipidica comum em pacientes com desordens coro-
narias. O “Veterans Affairs High-Density Lipoprotein
Trial" apresentou fortes evidéncias em favor de que uma
alta concentracao de HDL-colesterol poderia reduzir o
risco de desordens corondrias e a mortalidade em pacien-
tes com anormalidades lipidicas (5).

Efeitos sobre os niveis de triglicérides

O grupo controle hipertrigliceridémico apresentou niveis
estatisticamente elevados de triacilgliceréis quando com-
parado ao grupo controle normal (tabela 4). Os grupos tra-
tados com baicaleina, quercetina, crisina, naringenina e
rutina obtiveram uma reducao significativa na concentra-
cao de triacilglicerol quando comparados com o grupo
hipertrigliceridémico, pelo teste de Dunnett, sendo estes
valores de -84,85%, -77,51%, -59,93%, -24,26%, e -
19,48%, respectivamente.

Os melhores efeitos observados na redugao dos triacilglice-
r6is plasmaticos foram conseguidos pelos flavonéides baica-
leina, quercetina e crisina. A baicaleina e a quercetina dimi-
nuiram os niveis de triacilglicerol a valores inferiores ao do
grupo controle normal, sendo que os valores conseguidos
pela baicaleina (-56,91%) foram estatisticamente significati-
vos em relacao a este controle pelo teste de Dunnett.

Cerca de metade dos flavondides estudados tiveram um
melhor efeito hipotrigliceridémico do que o medicamento
colestiramina e ndo produziram efeitos téxicos aparentes
nas concentracoes estudadas.

Diversos experimentos com a utilizacao de flavonédides tém
mostrado um efeito hipotrigliceridémico. Uma das possiveis
explicagoes para este fato seria a de causarem um aumento
na atividade da lipase. Esta enzima hidrolisa os triacilglice-
réis, ocasionando uma maior mobilizacao dos acidos graxos
sanguineos para o figado, tecido muscular e adiposo (19).

ANALISE HISTOPATOLOGICA

Nao se observaram diferencas marcantes na analise histo-
patolégica entre os grupos tratados com os flavondides
naringina, rutina e baicaleina em relacao ao grupo hiperli-
pidémico, ou seja, todos os grupos que receberam flavonoi-
des também apresentaram vacuolos, de forma acentuada,
nos hepatoécitos. Porém, os vacuolos do grupo controle
apresentaram uma distribuicao centro lobular, enquanto
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que os grupos tratados apresentaram uma distribuicao
centro lobular e em direcao a periferia do 16bulo (Figura 1).
Os cortes da artéria aorta dos animais ndo apresentaram
nenhuma alteracéao histolégica, quando comparados com o
grupo sadio. Os cortes da parede do arco aértico dos ani-
mais tratados ndo apresentaram alteracoes histolégicas
quando comparados com o grupo sadio (figura 1).

EFEITO DE MODIFICADORES QUIMICOS SOBRE A
ATIVIDADE DE LIPASE

Apbs andlise da dispersao dos dados, nao foi possivel ajus-
tar equacgoes de regressao, tendo como varidvel dependen-
te a atividade enzimédtica e independente a concentracao
do modificador.

Os resultados obtidos na determinacao da atividade de
lipase em presenca dos corantes (bixina e norbixina)
extraidos do urucum e dos flavonoéides (apigenina e luteo-
lina) sdao apresentados na tabela 5 e na figura 2.

De acordo com a tabela 5 e a figura 2, observou-se que o
melhor resultado apresentado pela apigenina foi obtido
com uma concentracao de 5,4 x 10° mol/L, sendo esta ati-
vidade de 39,36 Ul, o que proporciona um aumento de
43,13% em relacao ao controle.

A melhor ativacao para a bixina foi de 67,40 UI, na concen-
tracao de 5,4 x 10° mol/L, obtendo-se uma porcentagem de
ativacao de 145% em relacao ao experimento controle.

J& para a luteolina, a concentracdo na qual o melhor resultado
foi obtido foi a de 4,8 x 10° mol/L, sendo esta ativacao de 67,37
UI, ou seja, um aumento de 145% em relacao ao controle.

A norbixina, por sua vez, apresentou uma atividade de 47,05
UI, na concentracao de 5,4 x 10° mol/L, o que proporciona
uma ativacao de 71% em comparagao com o controle.
Notou-se que, em todos os graficos, a variacao na ativida-
de da lipase permanece praticamente inalterada em con-
centracoes abaixo de 4,8 x 10®° mol/L. A partir desta con-
centracao, a atividade comec¢a a aumentar, atingindo o
dpice em torno de 5,4 x 10° mol/L, com excecao da luteoli-
na. A seguir, ocorre um decréscimo de atividade com o
aumento da concentracao.

Os melhores resultados, indubitavelmente, foram os da
bixina e da luteolina, que alcancaram um aumento de
145% na atividade da lipase em relacao aos testes feitos
sem a adicao dos modificadores. Isto poderia ser explicado
pelo fato das estruturas quimicas da bixina e norbixina
serem muito semelhantes as dos acidos graxos (que sao
substrato da lipase) que, portanto, poderiam ocupar
regioes do centro ativo da enzima, modificando sua confor-
macao e otimizando a catdlise.

A bixina, composto lipossoltvel, apresentou maior ativida-
de do que a norbixina. Esses resultados mostram que um
corante lipossoltivel tem maior efeito no aumento da ativi-
dade da lipase do que um hidrossolavel.

Flavondides podem estar apenas associados a molécula da
enzima, modificando sua conformacao. Eles podem intera-
gir em regioes hidrofébicas da enzima e, portanto, serem ai
estabilizados por pontes de hidrogénio.

Estes resultados mostram que os flavonéides e corantes
testados modificam a atividade da lipase, uma enzima que,
no organismo, degrada os triacilglicerdis, liberando acido
graxo e glicerol. Para explicar este mecanismo de acgao,
sugeriu-se que poderia haver a formacao de quelatos entre
a enzima e esses compostos. Esses quelatos induziriam a
mudanca conformacional da enzima, modificando seu cen-
tro ativo (23). LIMA et al. (19) observaram uma estreita cor-
relacao entre a reducao dos niveis de triacilgliceréis no
soro e figado de ratos hiperlipidémicos e a ativacdo da
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enzima lipase pelos flavonoéides, mostrando uma inter-rela-
cdo entre o aumento da atividade da lipase e maior hidr6-
lise dos triacilglicerdis.

TABELA |
Esquema da ordem de entrada dos reagentes
no meio reacional.

REAGENTES | BRANCO | CONTROLE | BRANCOS DOS | MODIFICADORES
(B) (C) MODIFICADORES (M)
(BM)
Tampéo 500 L 500 pL 500 pL 500 pL
Solugéo de 25 L 25 L 25 pL 25 pL
lipase
(1 pg/mL)*
Inibidor 10 L 10 L 10 uL 10 L
(PMSF 3,4
giL)
Reagente de 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
cor**
Substancias - - Variou-se o volume | Variou-se o volume
a serem de de
testadas 2-20 pL 2-20 pL

* A solucao de lipase foi preparada dissolvendo-se 1 mg de lipase pancreatica em 10 mL da solugdo tampéao.
Depois de misturados, retirou-se 1 mL desta solucao e diluiu-se para 100ml com o tampéo.

** O reagente de cor: solugdo de acetato de sodio 2,0 g/L; DTNB 1,2 g/L e azida sédica 0,5 g/L.

** O reagente de cor: solugéo de acetato de sédio 2,0 g/L; DTNB 1,2 g/L e azida sédica 0,5 g/L.

TABELA 1l
Valores médios do colesterol total no soro sangiiineo

de coelhos, avaliados aos 30 dias, e seus
respectivos percentuais de variacao.

% de variagdo em

Tratamentos Colesterol (mg/d = relacéo ao grupo:
(grupos) erro-padrao)L )
controle  hipercoleste

rolémico
1 - controle normal 115,47 + 15,07 -
2 - controle hiperlipidémico 950,05 = 382,43 +722,77 #
3 — baicaleina 518,54 + 58,04 b  +349,07 * -4542 *
4 —morina 551,98 + 14,72b  +378,03 * -41,90 *
5 — naringenina 436,64 £ 3593¢c  +278,14* -54,04 *
6 — naringina 482,05 +59,84c  +317,47* -49,26 *
7 — quercetina 494,22 + 4495 ¢ +328,01 * -47,98 *
8 — rutina 485,57 + 50,98 ¢ +320,52 * -48,89 *
9 — crisina 422,20 + 78,86 ¢  +265,64 * -55,56 *
10 — luteolina 450,42 +41,29¢c  +290,07 * -52,59 *
11 — apigenina 476,16 £ 21,67c  +31237* -49,88 *
12 — norbixina 709,21 £ 195,54 a +514,20 * -25,35*
13 — bixina 531,74 + 144,83 b  +460,50 * -44,03 *
14 — colestiramina 760,99 + 320,47 a  +559,04 * -19,90 *

Médias seguidas de mesma letra minuscula n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Teste de Dunnett (P<0,05). # Teste F (P<0,05)

TABELA Il

Valores médios do colesterol-HDL no soro sangiiineo
de coelhos, avaliados aos 30 dias, e seus

respectivos percentuais de variacao.

% de variagdo em

Tratamentos Colesterol-HDL relagdo aos grupos:

(mg/dL =+ erro-

padréo)

normal Hiper-HDL
1 — controle normal 30,75+ 11,74
2 — controle hiper-HDL 180,44 + 60,70 +486,81#
3 — baicaleina 400,96 £13,34b  +1203,92* +122,21*
4 —morina 199,91 +55,79d  +550,11 * +10,79
5 — naringenina 170,21 45,67 e +453,52 * -5,67
6 — naringina 150,05 + 8,64 e +387,98 * -16,84
7 — quercetina 7499 +49,45¢g +143,87 * -58,44 *
8 —rutina 139,44 +37,88f  +353,48* -22,72*
9 — crisina 76,70 +3,96 g +149,45 * -57,49 *
10 — luteolina 218,58 £+13,80cd +610,85* +21,14
11 — apigenina 688,61 +1,82a +2139,39* +281,63*
12 — norbixina 152,98 +21,84e  +397,49* -15,22
13 — bixina 159,82 +8,71e +419,73 * -11,43
14 — colestiramina 247,67 £5745¢c +705,44 * +37,26 *

Médias seguidas de mesma letra mintiscula nao diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).

* Teste de Dunnett (P<0,05). # Teste F (P<0,05)
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TABELA IV
Valores médios do triacilglicerol no soro sangiiineo
de coelhos, avaliados aos 30 dias e seus
respectivos percentuais de variacao.

% de variagdo em

Tratamentos Triacilglicerol relagéo ao grupo:
(mg/dL =+ erro-
padrao)
normal hipertriglicer
idémico
1 — controle normal 64,70 + 12,68
2 — controle hipertriglicérido 184,01 + 0,69 +184,40 #
3 — baicaleina 27,88 £ 22,11 f -56,91 * -84,85*
4 — morina 172,05 + 6,50 b +165,92 * -6,50
5 — naringenina 138,82 + 4,56 d +114,55 * -24,56 *
6 — naringina 176,91 +27,37b  +173,43* -3,86
7 — quercetina 41,38 +2,65e -36,04 -77,51*
8 — rutina 148,16 + 5,56 ¢ +129,00 * -19,48 *
9 — crisina 73,73+ 1564 e +13,96 -59,93 *
10 — luteolina 187,51 +51,83a  +189,81* +1,90

11 — apigenina 194,33 + 10,93 a +200,36 * +5,61

12 — norbixina 201,67 £2522a  +211,71* +9,60
13 — bixina 157,84 +29,21¢c  +143,96 * -14,22
14 — colestiramina 152,21 + 35,66 ¢ +135,26 * -17,28

Médias seguidas de mesma letra mintiscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05).
* Teste de Dunnett (P<0,05). # Teste F (P<0,05)

TABELA V
Atividade de lipase em presenca dos modificadores api-
genina, bixina, luteolina e norbixina.

Concentragao Apigenina Luteolina Bixina a 95% Norbixina
do modificador (ur) (ur (ur) (urny
M]
0 2750+0,96 27,50+0,96 27,50+0,96 27,50 = 0,96
0,6 x10° 23,09+238 2338+027 28,76+170 24,81=+276
1,2x10° 26,98 £2,79 2836221 2482055 27,97 +1,20
1,8x10° 29,54 £8,69 2519+507 29,08+6,67 2811 +4,26
2,4x10° 26,60 2,27 29,99=+1,02 3883+134 33,37=+1,39
3,0x10° 29,85+3,48 34,56+6,32 31,12+1,63 29,02 +2,53
3,6 x10° 20,77 £0,35 27,93+0,72 2569=+1,86 30,81 +6,71
42x10° 30,81+523 3086=+025 26,34+095 23,46=+0,29
4,8x10° 32,97 +527 67,37+6,06 4146+x299 38,809,113
54 x10° 39,36 + 3,46 4554 +278 67,40+10,24 47,05=3,65
6,0x10° 25,56 + 1,06 50,73 +12,18 57,23 + 18,03 23,15+4,45

Média + erro-padrao.

Figura 1 - Histologia do figado de coelhos apés trinta dias de exper-
imentacao. A, grupo 2 (racao, colesterol e acido célico). B, grupo 6
(naringina). C, grupo 8 (rutina). D, grupo 3 (baicaleina). (70X). HE.
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Determinagédo da atividade da lipase em relagédo a
diferentes concentragées de flavondides e conrantes
naturais
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Figura 2 - Determinacao da atividade da lipase na presenca de
varias concentracoes de modificadores.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram uma eficaz
acao dos flavonoéides e corantes naturais sob o metabolismo
lipidico de coelhos e sua acao ativadora sobre a lipase in vitro.
Em trabalho prospectivo anterior (18), observamos que os
coelhos, Oryctolagus cuniculus, da variedade Nova
Zelandia, respondem rapidamente a um uma dieta conten-
do 0,1% de &cido célico e 1% de colesterol do peso médio
da ragao consumido diariamente, tornando-se hiperlipidé-
micos. No presente estudo, optou-se entao por utilizar coe-
Ihos da raca Nova Zelandia na determinacao dos efeitos far-
macolégicos de alguns flavonéides e corantes naturais, que
sdo utilizados atualmente como agentes hipolipidémicos.
Foram comparados os efeitos dos flavonéides baicaleina,
morina, naringenina, naringina, quercetina, rutina, crisina,
luteolina e apigenina, os corantes naturais extraidos do
urucum norbixina e bixina e o medicamento comercial
hipolipidémico colestiramina na dosagem de 10 mg/kg de
peso corporal, por via oral.

Todas as substancias reduziram as concentracées de coles-
terol no soro sanguineo dos coelhos. As melhores reducoes
foram observadas com as substdncias naringenina, 54,04 %,
naringina, 49,26 %, quercetina, 49,78%, rutina, 48,89%, cri-
sina, 55,56%, luteolina, 52,58% e apigenina, 49,88.

Todos os flavondides estudados e o corante bixina reduzi-
ram as concentracoes de colesterol a valores inferiores ao
do medicamento colestiramina e suas médias foram esta-
tisticamente significantes em relacdo a média deste medi-
camento, pelo teste de Tukey. Isto é um resultado promis-
sor, dado que a colestiramina vém sendo substituida por
apresentar vdrios efeitos colaterais.

Os melhores efeitos observados na reducao do triacilglice-
rol plasmatico foram conseguidos pelos flavonéides baica-
leina, quercetina e crisina. A baicaleina e a crisina diminui-
ram os niveis de triacilglicerol a valores inferiores ao do
grupo controle normal, sendo que os valores conseguidos
pela baicaleina (-56,91%) diferiram significativamente dos
desse grupo pelo teste de Dunnett. Cerca da metade dos
flavonoéides estudados reduziu mais o triacilglicerol do que
o medicamento colestiramina.

As substancias que promoveram aumento no nivel de
colesterol-HDL, em relacdo ao grupo ja hiper-HDL, foram
os flavonoéides baicaleina, apigenina, morina e luteolina e
o medicamento colestiramina (122,21%, 281,63%, 10,79%,
21,14% e 37,26%, respectivamente). Por outro lado, as sig-
nificativamente hipo-HDL foram quercetina, crisina e ruti-
na (58%, 57% e 22%, respectivamente).

O figado é o principal 6érgao responsavel pelo metabolismo
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de triacilglicerdis e colesterol, assim como pela sintese de
lipoproteinas. Um desequilibrio permanente entre o influ-
xo0 de 4cidos graxos e a utilizacao e secrecao de VLDL gera
um acumulo de triacilglicer6is e ésteres de colesterol nos
hepatdcitos, que pode levar a esteatose hepatica (27). Isto
ocorreu também no presente estudo e nao foi revertido
pela adicao dos compostos medicamentosos. Portanto, os
fatores envolvidos no desenvolvimento da esteatose deve-
rao ser mais bem investigados.

De uma maneira geral, foi possivel observar que as substan-
cias estudadas apresentaram uma acao farmacologica bas-
tante acentuada no metabolismo lipidico de coelhos hiperli-
pidémicos, sem, contudo, causar efeitos téxicos aparentes.
No ensaio in vitro, procurou-se caracterizar o efeito dos fla-
vonoéides luteolina e apigenina e dos corantes bixina e nor-
bixina sobre a atividade da lipase, variando-se as concen-
tracoes das substancias em estudo.

Todos os compostos testados apresentaram acao ativadora
sobre a lipase nas concentracoes de 4,8 a 5,4 x 10° mol/L,
sendo os melhores resultados apresentados pela bixina e
luteolina.

O aumento da atividade da lipase por essas substancias pode-
ria explicar, em parte, os niveis reduzidos de triacilglicerdis
encontrados nos ensaios bioldgicos. Entretanto, ndo se podem
comparar as concentragoes utilizadas no ensaio in vitro com
as utilizadas in vivo, uma vez que a forma de expressar as
concentracoes é diferente e que as concentragoes ideais em
ambos os experimentos podem diferir acentuadamente.

Este trabalho demonstrou os efeitos benéficos de alguns
flavonoéides e corantes naturais sob o metabolismo lipidico
de coelhos. Porém, novas pesquisas devem ser realizadas
para que estes compostos possam ser utilizados como
medicamentos humanos, principalmente quanto a bioqui-
mica e a toxicologia destas substancias.
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