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RESUMO

O repolho roxo (Brassica oleracea L. var. capitata f. rubra) € bem conhecido por sua
riqueza nutricional e € considerado a hortalica mais importante da familia
Brassicaceae. Destaca-se pela sua alta taxa de crescimento e valor nutritivo
diretamente relacionado ao numero de substancias bioativas presentes em sua
composi¢do, em particular, compostos fendlicos, tais como antocianinas, flavonois e
polifendis. Compostos fendlicos com atividade antioxidante sdo capazes de reduzir o
dano oxidativo e contribuir na prevencdo de doencas cardiovasculares. Este estudo
teve como objetivo realizar uma investigacdo fitoquimica e estudar um possivel
efeito hipolipidémico em animais tratados com extratos de repolho roxo submetidos
a inducao de hiperlipidemia aguda. A analise fitoquimica quantitativa realizada com o
extrato de repolho roxo comprovou principalmente a presenca de compostos
fendlicos (116,2 mg/g), flavonoides (161,3 mg/g) e carotenoides (0,89 mg/g). Em
relacdo a capacidade antioxidante (DPPH), o potencial antioxidante apresentado
pelo extrato aquoso foi superior ao obtido com o controle positivo, acido ferulico. A
analise por CLAE indicou um melhor potencial do extrato aquoso em relacdo ao
metandlico, considerando o numero superior de acidos fendlicos identificados e
guantificados. Apds receberem o extrato aquoso de repolho roxo, 0s animais
apresentaram diminuicdo significativa (p<0,01) do colesterol total (CT) e dos
triglicerideos (TG) quando comparados ao grupo hiperlipidémico e reducéo do indice
aterogénico (p<0,05), importantes indicadores de risco para doencas
cardiovasculares. Neste estudo, portanto, foi possivel observar os beneficios do
repolho roxo através da reducéo de parametros lipidicos séricos que demonstraram

potencial terapéutico no que se refere a hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia.

Palavras-chave: Brassica. Produtos Naturais. Compostos Fendlicos. Efeito

Antioxidante. Triton WR. Agentes Hipercolesterémicos.



ABSTRACT

The red cabbage (Brassica oleracea L. var. capitata f. rubra) is well known for its
nutritional value, is considered the most important vegetable of the Brassicaceae
family. It stands out for its high growth rate and nutritional value, directly related to
the number of bioactive substances in its composition, especially phenolic
compounds such as anthocyanins, flavonols, and polyphenols. Phenolic compounds
with antioxidant activity are effective in reducing oxidative damage, thus contributing
to the prevention of cardiovascular disorders. This study aim to perform a
phytochemical analyse and to identifying potential hypolipidemic effects in animals
treated with extracts of red cabbage, undergoing induction of acute hyperlipidemia.
The quantitative phytochemical analysis carried out with the extract of red cabbage,
has demonstrated the presence of phenolic compounds (116.2 mg/g), flavonoids
(161.3 mg/g) and carotenoids (0.89 mg/g). Regarding the antioxidant activity (DPPH),
the antioxidant potential presented by the aqueous extract was higher than the
obtained with the positive control, ferulic acid. Also, HPLC analysis has pointed to a
better potential of aqueous extract in relation to the methanolic, one considering the
greater number of phenolic acids identified and quantified. After receiving the
agueous extract of red cabbage, animals have showed a significant decrease (p
<0.01) of total cholesterol (TC) and triglycerides (TG) contents compared to the
hyperlipidemic group, and also have the atherogenic index (p <0.05) reduced, both
important risk factors for cardiovascular disorders. Summing up, this study could
demonstrated the benefits of red cabbage by reducing the serum lipid parameters,
this way demonstrating its therapeutic potential in relation to hypercholesterolemia

and hypertriglyceridemia.

Key-words: Brassica; Natural products; Phenolic compounds, Antioxidant activity;
Triton WR; hypercholesterolemic agents.
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1 INTRODUCAO

As dislipidemias séao fatores de risco que aceleram o desenvolvimento de
doenca coronaria e a progressao da aterosclerose, que se trata de uma doenca
inflamatoria crénica que ocorre em resposta a injuria endotelial. Inicia-se com a
agressao ao endotélio vascular devida a elevacdo de lipoproteinas aterogénicas,
dessa maneira, ocorrendo aumento da permeabilidade da camada intima as
lipoproteinas plasmaticas, assim as particulas de LDL retidas sofrem oxidagéo e
produzem um acumulo maci¢co de colesterol responsavel pela lesdo endotelial e
comprometimento da estrutura anatomica (YU et al., 2000; LUSIS, 2000).

Recentemente, tem-se verificado que substancias antioxidantes sdo capazes
de reduzir a oxidacdo do colesterol LDL (SALAN, 2000; DUCHNOWICZ, 2012) e de
reverter a disfuncdo endotelial provocada pela hipercolesterolemia, bem como
reduzir o nimero de eventos coronarios (TSELEPIS, 2002). Medicamentos ou
substancias hipolipidémicas, como os fibratos e as estatinas, reduzem o nimero de
eventos e de mortalidade ou doencga coronaria. Porém, por causa do valor comercial
elevado, efeitos adversos e uma perspectiva de uso continuo, os pacientes tém
recorrido a tratamentos alternativos para o controle da hipercolesterolemia (JAIN et
al., 2010).

Alguns  estudos epidemioldégicos tém relacionado o0 consumo
de uma dieta rica em frutas e legumes com um risco reduzido de incidéncia de
doencas crbnicas como o cancer e a doenga cardiovascular (HEIMLER, 2006).
Fontes alimenticias podem auxiliar no combate de radicais livres através do
fornecimento de substancias antioxidantes que evitam a oxidacdo do colesterol LDL
e da peroxidacéo lipidica (THURNHAM, 1994).

O repolho roxo (Brassica oleracea L. var. capitata f. rubra) é valorizado pelos
consumidores pela sua versatilidade culinaria, principalmente, devido as suas
caracteristicas como sabor agradavel e cor avermelhada, a qual acentua o valor
estético do vegetal, além de ser um alimento de facil conservagéao (WICZKOWSKI et
al., 2013). E bem conhecido por sua riqueza nutricional, diretamente relacionada ao
namero de substancias bioativas presentes em sua composi¢do, em particular,

compostos fendlicos, tais como antocianinas, flavonois e polifendis (SINGH et al.,
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2006). Recentemente, um estudo indicou que o repolho roxo € uma fonte rica de
antocianinas aciladas, o que prové ao vegetal uma atividade antioxidante em
potencial, fato este muito importante no que se refere a prevencdo de doencas
associadas ao estresse oxidativo (WICZKOWSKI et.,, 2013), como as
cardiovasculares e também neurodegenerativas (HEO et al., 2006; TAROZZI et al.,
2013). Em um estudo realizado in vitro, os polifendis presentes no repolho roxo
reduziram a concentracdo do colesterol em eritrocitos de individuos
hipercolesterolémicos (DUCHNOWICZ et al., 2012).

Os flavonoides e outros compostos fendlicos apresentam atividades
antioxidantes potentes, in vitro, sendo essas substancias capazes de sequestrar
uma vasta gama de espécies de oxigénio reativas e espécies de cloro, tais como o
superoxido, radicais hidroxila, radicais peroxila, acido hipocloroso e &cido
peroxinitroso. Também, podem quelar ions metalicos, geralmente, diminuindo a
atividade pré-oxidantes desses ions. Ha evidéncias consideraveis que indicam que o
aumento do dano oxidativo estd associado e pode contribuir para o desenvolvimento
de todas as principais doencgas relacionadas com a idade (HALLIWELL; RAFTER,;
JENNER, 2005).

Diante desses fatos, atribui-se o interesse na pesquisa por agentes
antioxidantes, em beneficio da salude humana, com énfase no que se refere as
pesquisas relacionadas a horticultura e ciéncias dos alimentos. Esse estudo teve
como objetivo investigar caracteristicas quimicas e a atividade hipolipidémica de
extratos de repolho roxo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DESCRICAO BOTANICA DA FAMILIA BRASSICACEAE

Brassicaceae constitui uma familia botanica composta por 338 géneros e
3.709 espécies. Sao plantas de grande importancia para a alimentagdo humana,
cultivadas praticamente em todo o mundo, entre elas, destaca-se o género Brassica
(FRANZKE et al.,, 2011), caracterizado por desenvolver um ciclo curto e ampla
adaptabilidade, por essas razfes, adequado para o cultivo em diferentes épocas e
ambientes (HAMLER et al., 2006).

Os efeitos benéficos das Brassicaceas sobre a saude tém sido, em parte,
atribuidos a sua complexa mistura de compostos fitoquimicos que possuem
atividade antioxidante. Nos ultimos anos, grande atencao tem sido direcionada para
a identificacdo de antioxidantes naturais que podem ser utilizados para consumo
humano. Entre os fitoquimicos que possuem capacidade antioxidante, os compostos
fendlicos sdo um dos grupos mais importantes. Estes compostos sdo amplamente
dispersos por todo o reino vegetal e caracterizados por ter, pelo menos, um anel
aromatico com um ou mais grupo hidroxilo ligado. Compostos fendlicos séo
produzidos em plantas como metabolitos secundarios por meio da via do acido
chiquimico (CARTEA, 2011).

Essas moléculas podem ser classificadas com base no nimero e arranjo de
seus atomos de carbono em flavonoides (flavondis, flavonas, flavan-3-ols,
antocianidinas, flavanonas, isoflavonas e outros) e nao flavonoides (acidos fendélicos,
hidroxinamico e outros) e sdo comumente encontrados conjugados com agucares e
acidos organicos. O grupo mais amplo e diversificado de polifendis em espécies de
Brassica sdo os flavonoides, principalmente flavondis e antocianinas e os acidos
hidroxicinamicos (CROZIER, 2006; CARTEA, 2011).

O repolho (Brassica oleracea L. var. capitata) é considerada a hortalica mais
importante da familia Brassicaceae, destacando-se pela sua alta taxa de

crescimento e valor nutritivo (LEDO et al., 2000).
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Quadro 1 - Espécies e grupos de Brassica oleraceae

Espécie Grupo Nome comum
Acephala Couve
capitata Repolho
capitata
capitata Couve-lombarda
Brassica oleracea sabauda
Costata Couve-tronchuda
Gemmifera Couve de
bruxelas
botrytis botrytis Couve-flor
botrytis italica Brocolis
Gongylodes Nabo
Albogabra Couve chinesa

Fonte: Adaptado de CARTEA et al. (2011).

2.2 REPOLHO ROXO (BRASSICA OLERACEA L. VAR. CAPITATA F. RUBRA
DC.)

A planta de repolho é herbacea, formada por inimeras folhas arredondadas,
dispostas em imbricacdo, dando origem a uma cabeca compacta (parte comestivel
do vegetal) (LEDO et al., 2000).

O repolho é uma hortalica folhosa, com grande versatilidade, ndo somente
pelo seu valor nutritivo (LEDO et al., 2000). Existem duas espécies de repolho, o
repolho liso (B. oleracea L. var. capitata L.), de maior expressao comercial no Brasil,
e o repolho crespo (B. oleracea L var. sabauda Martens). Podem ser classificados
segundo a forma (achatada e pontuda) e a cor da cabeca verde, branca ou roxa
(Brassica oleracea L. var. capitata f. rubra DC.) (Figura 1) (SILVA, 2009).

O repolho roxo (Brassica oleraceae L. var capitata) tem como regido de
origem a costa mediterranica e a costa ocidental europeia (ARAPITSAS, 2008).
Entre as variedades da espécie Brassica oleracea, o repolho é a hortalica de maior
expressao econdmica em ambito mundial, tanto pela sua ampla distribuigéo e cultivo
como também pelo seu vasto consumo (NUNES, 2004). No Brasil, a producéo esta
localizada predominantemente em pequenas areas do sul e sudeste (STOFFELLA,
1990).
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Atribui-se aos celtas a introducdo do repolho na Europa, no século IX, e, na
Ameérica, pelos conquistadores europeus por volta do século XV (LEDO et al., 2000).

Figura 1 - Brassica oleracea L. var. capitata f. rubra DC.

Fonte: A autora.

2.3 ESTUDO FITOQUIMICO E ATIVIDADE BIOLOGICA DO REPOLHO ROXO

Antes de ser utilizado como um alimento, o repolho foi avaliado para fins
medicinais no tratamento de dores de cabeca, gota, diarreia e Ulceras pépticas
(CHENEY, 1950).

Estudos epidemiolégicos e com animais revelaram que o consumo desse
vegetal esta relacionado a um impacto positivo na saude humana (DUCHNOWICZ,
2012) e na prevencgao de doengas cardiovasculares, bem como de alguns tipos de
cancer (ARAPITSAS, 2008). Recentemente, um estudo indicou que o repolho roxo é
uma fonte rica de antocianinas aciladas, o que prové ao vegetal uma atividade
antioxidante em potencial, fato este muito importante no que se refere a prevencgao
de doencas associadas ao estresse oxidativo (WICZOWSKI, 2013), como as
cardiovasculares e também neurodegenerativas (HEO; LEE, 2006; TAROZZI et al.,
2013).



17

Em um estudo realizado in vitro, os polifendis presentes no repolho roxo
reduziram a concentracdo do colesterol em membrana de eritrocitos de pacientes
diagnosticados com hipercolesterolemia. Estes compostos foram responsaveis
também pela inibicdo da atividade da ATP-ase, o que pode causar um disturbio no
transporte de ions através das membranas, atividade que provavelmente esta
relacionada aos flavonoides (DUCHNOWICZ, 2012).

A capacidade antioxidante dos compostos fenolicos do repolho roxo €
superior em comparacao a do repolho branco, essa diferenca pode ser em razao do
conteado de compostos fendlicos, incluindo antocianinas. Segundo Heo e Lee
(2006), o repolho roxo possui efeito quimioprotetor, que pode ser responsavel por
beneficios em doencgas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer.

Mais de 30 compostos de antocianinas ja foram identificados no repolho roxo.
Aproximadamente, 322mg de antocianinas por 100 g de peso fresco de repolho roxo
pode ser obtida (WU et al., 2006). A principal dificuldade, descrita em literatura, em
determinar o beneficio para a salde humana que o consumo de alimentos ricos em
antocianinas pode ofertar, é devido as antocianinas formarem misturas
heterogéneas, ao invés de compostos isolados. Diante disso, alguns autores
sugerem que devem ser levados em consideracdo o potencial de acao pré-oxidante
destes compostos e seus extratos (CAO et al., 1997; KOLODZIEJCZYK et al., 2011).

Outro aspecto evidenciado nos ultimos anos é o crescente interesse por
corantes naturais em substituicdo aos sintéticos, e o repolho roxo € uma fonte rica
para esse tipo de pesquisa (LOPES et al., 2007), porém é escassa a literatura

quando se deseja conhecer mais quanto a composicao fendlica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a composi¢do fitoquimica do repolho roxo e a atividade
hipolipidémica do tratamento com o extrato aquoso do repolho roxo em animais

submetidos a hiperlipidemia experimental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliacao do extrato aquoso e metandlico da amostra de repolho roxo.

- Quantificacdo de compostos fendlicos totais, flavanoides totais, vitamina C,

carotenoides e antocianinas totais.

- Identificacdo quimica e quantificagcdo dos compostos fenélicos presentes nos

extratos de repolho roxo.
- Avaliar a capacidade antioxidante dos extratos de repolho roxo.

- Determinar a atividade hipolipidémica, empregando protocolo experimental

in vivo, através de ensaios bioquimicos e analise de contetdo lipidico em 6rgéaos.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 MATERIAIS UTILIZADOS

4.1.1 Material Vegetal

A amostra de repolho roxo (Brassica oleraceae L. var capitata f. rubra DC.)
utilizada neste estudo foi adquirida no comércio local (Blumenau/SC), em janeiro de
2013. O repolho roxo utilizado foi produzido no municipio de Urubici/SC, localizado
no Planalto Serrano Catarinense (Latitude 28° 0'5"S Longitude: 49° 35' 30" W), em
uma area de 1.071km?, principal produtor no estado, de hortalicas diversificadas,
produzindo-as nos meses do verdo (ALBUQUERQUE, 2012).

O material vegetal foi submetido a secagem em estufa a 45°C, com
ventilagdo forcada e, em seguida, macerado com nitrogénio liquido para
preservacdo dos antioxidantes da amostra (armazenamento: -10°C) - figura 2
(DUCHNOWICZ, 2012).

Figura 2 - Repolho roxo in natura (esq.) e material vegetal obtido apds secagem (dir.)

Fonte: A autora.

4.1.2 Animais

Todos os ensaios bioldgicos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de


http://www.ibge.gov.br/cidadesat/xtras/perfil.php?codmun=421890&r=1
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Animais da Fundacdo Universidade Regional de Blumenau (FURB), Protocolo de
n°009/2013. Foram utilizados ratos Wistar da espécie Rattus norvegicus, adultos (8
— 10 semanas de idade), de ambos os sexos, fornecidos pelo Biotério Central da
FURB. Os animais foram mantidos em condi¢cdes de temperatura (25+3°C), ciclo

claro-escuro de 12/12h, fornecendo-lhes agua e racéo ad libitum.

4.1.3 Solventes e reagentes

Os solventes e reagentes utilizados eram de grau analitico procedentes das
marcas: Vetec, Laborclin e Synth, e a agua utilizada nos experimentos foi
previamente destilada.

Para avaliacdo bioquimica foram utilizados kits reagentes, Labtest e Bioclin.

4.1.4 Equipamentos

Os cromatogramas foram obtidos em cromatografo liquido (Shimadzu LC-
10A), equipado com uma coluna C18 de fase reversa (Shim-pack C18, 250min x 4,6
milimetros @ particula de 5 um, 30°C), protegido por uma pré-coluna, e um detector
de UV-visivel (280nm), sendo as condi¢des de andlise descritas no item métodos.

As determinac¢@es bioguimicas foram realizadas através de fotocolorimetro da
marca BIOPLUS, modelo BIO 2000.

Para as analises fitoquimicas, foi utilizado espectrofotbmetro de Ultravioleta
UV-VIS Spectrum meter (SP-2000 UV).

4.2 METODOS

4.2.1 Obtencao do extrato aquoso de repolho roxo

O material vegetal foi submetido a extragdo em meio aguoso com 15 minutos
de decoccdo em auséncia de luz, na proporcdo de 2 g de material vegetal para
100mL de agua destilada (DUCHNOWICZ, 2012).



21

Para obtencédo do rendimento, foi realizada a evaporacao do extrato e, para
calculo do rendimento (%) a partir de extracdes em triplicata, foi utilizado o peso total
da amostra e 0 peso seco obtido apds evaporacgao.

4.2.2 Obtencdo do extrato metandlico de repolho roxo

O material vegetal foi submetido a extracdo em metanol 70% (v/v) por 15
minutos, sobre agitacdo, em auséncia de luz incidente, na propor¢cdo de 2g de
material vegetal para 100mL (DUCHNOWICZ, 2012).

Para obtencédo do rendimento, o extrato foi realizado por evaporagéo, para
calculo do rendimento (%) a partir de extracdes em triplicata, foi utilizado o peso total
da amostra e 0 peso seco obtido apds a evaporacao.

O extrato metandlico foi submetido a rota-evaporacdo por 02 horas, em

diferentes temperaturas (50° e 90°), para posterior analise.

4.2.3 Determinacado de compostos fendlicos totais

Os compostos fendlicos totais dos extratos (item 4.2.2) foram determinados
por espectrofotometria utilizando o reagente Folin Ciocalteau, pelo método descrito
por Singleton e Rossi (1965). Os extratos permaneceram em repouso por 60 minutos
(em temperatura ambiente na auséncia de luz), a absorbancia foi medida a 725nm.
A concentracao final foi estabelecida pela curva padrdo do acido galico e os

resultados expressos em equivalente de acido galico (EAG) em mg/g de peso seco.

4.2.4 Quantificacao de flavonoides totais

Para quantificacdo de flavonoides do extrato aquoso 2 g da amostra, foi
extraida com 10mL de etanol (em temperatura ambiente na auséncia de luz). As
analises foram realizadas pela mistura de AICI; (2%) e 2,5 ml de etanol e a leitura foi
realizada a 420 nm. Foi utilizada para quantificacdo uma curva padrdo de

quercetina; e o resultado foi expresso em equivalente de quercetina (EQ) em mg/g
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do material seco (WOISKY; SALATINO, 1998).

4.2.5 Quantificacdo de Antocianinas Totais (AT)

Os dois métodos utilizados (pH unico e pH diferencial) para a quantificagéo de
antocianinas foram adaptados a partir dos trabalhos de Fuleki & Francis (1968).

Para quantificacdo das antocianinas, foram utilizados 15 g do material vegetal
e adicionados 80 mL de Etanol:Agua (70:30) e HCI (0,2 N) suficiente para ajustar o
pH do meio para 2,0. O material permaneceu em repouso por 24 horas, a 5°C, ao
abrigo da luz. Ao final do periodo, foi realizada filtracdo para reter o residuo, e o
extrato foi transferido para baldo volumétrico de 100mL, com o volume completado
com Etanol:Agua (70:30). A solucdo do baldo foi entdo centrifugado a 2000rpm, por
10 minutos, e o sobrenadante foi filtrado. O sobrenadante foi purificado, com a
realizacdo de extragBes do conteudo de clorofila (Figura 3).

Para a determinacdo do pH unico foi transferida uma aliquota do extrato
concentrado (descrito acima) e o volume completado com solugéo Etanol 95%:HCI
1,5N (85:15). Para o método de pH diferencial, foram utilizadas solu¢cées tampéo pH
1,0 e 4,5. As aliquotas do extrato concentrado foram transferidas para balGes
volumétricos e os volumes completados com as solucfes tampdes pH 1,0 e pH 4,5,
respectivamente.

As absorbancias nos dois métodos foram avaliadas em espectrofotbmetro
UV/VIS (535nm). O conteudo total de antocianinas foi expresso em mg de

antocianinas/100g da fragdo da amostra analisada (TEIXEIRA et al., 2008).

Figura 3 - Extracdo de antocianinas (purificagdo do conteuddo de clorofila).
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TR -

Fonte: A autora.

4.2.6 Quantificacdo de carotenoides totais

Para analise de carotenoides, foi utilizado 300 mg do material vegetal e a
extracdo foi realizada com hexano/acetona (1:1), com a adicdo de 100mg de butil
hidroxitolueno (BHT). A leitura foi realizada em 450 nm. O calculo para quantificacao
teve como base o coeficiente de absorcéo, previamente descrito. O resultado foi
expresso em equivalente de B-caroteno (EB-caroteno) em mg/g do peso seco
(BRITTON, 1982).

4.2.7 Quantificacdo de acido ascorbico (vitamina C)

A extracdo da vitamina C foi realizada a partir de 20mL do extrato aquoso do
repolho roxo, a qual foi titulado com solucdo de iodato de potassio (KIO3 0,01N). A

titulacdo da quantidade de vitamina C (acido ascorbico) nas amostras foi feita
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utilizando o indicador solugao de amido 1%. A quantidade de vitamina C foi expressa
em mg/100 g do peso seco (REBOLLO et al., 2005; ALEXEIEV, 1983).

A reacdo € representada pela seguinte equacao quimica:

Figura 4 - Reagado quimica para quantificacdo de vitamina C
CHO, +1 - CHO, + 2H

acido iodo acido acido
ascorbico deidroascorbico iodidrico

Fonte: Adaptado de REBOLLO et al. (2005).

4.2.8 Caracterizacdo de compostos fendlicos por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE)

As amostras (10 uL) do extratos aquoso e metandlico (metodologia descrita
em 4.2.1 e 4.2.2, respectivamente) foram injetadas no cromatégrafo. As amostras
foram eluidas de modo isocratico a uma taxa de fluxo de 0,8ml min™, utilizando,
como fase moével, agua: acido acético: n-butanol (350:1:10, v/ v /v). A duracéo das
analises cromatogréficas foi de 50 minutos cada e a identificagdo de compostos
fendlicos foi realizada por comparacdo dos tempos de retencdo e por co-
cromatografia de compostos padrdes. A analise de quantificacéo de acidos fendlicos
foi construida com base na curva de calibragdo do acido galico (y = 35158x, r2 =
0,99) e, portanto, os valores foram expressos em mg/100g de equivalentes de &cido

galico.
4.2.9 Capacidade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada por espectrofotometria (517nm)
através da utilizacdo do radical DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil). Os resultados
foram expressos pela capacidade de reducdo (%) do radical DPPH. (BRAND-
WILLIAMS, 1995). A atividade antioxidante também foi expressa como equivalente
de capacidade antioxidante do Trolox (TEAC — ymol/g). O acido ferulico (0,389) foi
utilizado como composto padréo
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4.2.10Inducéo da hiperlipidemia e tratamento

Os animais foram divididos em um total de 07 grupos experimentais em

namero de 6 a 11 animais por grupo:

e Grupo 01- controle positivo (Tyloxapol);

e Grupo 02- controle negativo (salina);

e Grupo 03- (Tyloxapol+ repolho roxo 125 mg/Kg);

e Grupo 04- (Tyloxapol+ repolho roxo 250 mg/Kg);

e Grupo 05- (Tyloxapol+ repolho roxo 500 mg/Kg);

e Grupo 06- (Tyloxapol + Fenofibrato 65 mg/Kg);

e Grupo 07- controle (repolho roxo 500 mg/Kg).

Para inducdo da hiperlipidemia experimental, foi injetado, via intraperitoneal,

(i.p) Tyloxapol (ICN Biomedicals Inc.) na dose de 400mg/Kg (OLIVEIRA et al., 2002;
CASTRO et al., 2012). Apenas os Grupos 2 e 7 n&o receberam tratamento com o
Tyloxapol. Em seguida a administracdo do Tyloxapol, os animais receberam
tratamento por via oral, com salina (Grupol) ou extrato aquoso de repolho roxo
(Grupos 3,4 e 5). Os animais do Grupo 6 receberam tratamento com Fenofibrato
(65mg/Kg) (HARNAFI et al., 2007; KUMAR et al., 2011). E os Grupos 2 e 7
receberam apenas tratamento por via oral com salina e extrato de repolho roxo,
respectivamente. Em todos os grupos, o tratamento por via oral se manteve por 72
horas, em um total de seis doses (duas vezes ao dia por trés dias). Ao final do
terceiro dia (72h), os animais foram sacrificados e, imediatamente apos, foram
coletadas amostras de sangue e Orgdos para determinacdo dos parametros

lipidicos.

4.2.11 Quantificacdo dos parametros lipidicos séricos

Para obtencado do perfil lipidico plasmatico, as amostras de sangue coletadas
foram processadas em centrifuga, durante 05 minutos, e os soros foram separados
para determinacdo das concentracdes seéricas de colesterol total (CT), triglicerideos
(TG) e colesterol HDL (HDL) (FURTADO et al., 2011). Os resultados foram obtidos
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através de métodos colorimétricos, de acordo com as instru¢des dos kits (Labtest e
Bioclin). O resultado de VLDL e LDL foram obtidos através da equacao de
Friedewald, em que VLDL = TG/5 e LDL = CT — (HDL+VLDL) (SALAN et al., 2000).

4.2.12Indice aterogénico e risco cardiovascular

Para andlise do efeito do perfil lipidico sérico na progressdo da aterosclerose
e risco de doencas cardiovasculares, foram utilizados para o calculo o indice
aterogénico (CT-HDL/HDL) e o risco cardiovascular (CT/HDL) (WAN et al., 2013).

4.2.13 Quantificacdo de parametros bioquimicos: creatinina, ureia, alanina

aminotransferase (ALT) e aspartato transaminase (AST)

Para obtencdo dos parametros bioquimicos, as amostras de sangue
coletadas foram processadas em centrifuga durante 05 minutos, e os soros foram
separados (FURTADO et al., 2011) para determinacdo das concentracfes séricas
de creatinina, ureia, ALT e AST. Os resultados foram obtidos através de métodos

colorimétricos de acordo com as instrucdes dos kits comerciais (Labtest e Bioclin).

4.2.14 Quantificacao de lipidios em figado e rim

Para quantificacdo de lipidios nos érgdos dos animais, foi utilizado o método
descrito por Wan et al. (2013). Imediatamente apds o sacrificio e a coleta de sangue,
0s 6rgaos dos animais foram removidos (rins e figado) e conservados refrigerados.
Para analise dos lipidios, foram utilizadas amostras de 2 g de figado e 1 g de rim.
Foi realizado uma extracdo com cloroférmio:metanol (2:1), em uma concentracdo de
01 grama de 6rgdo para 20ml do solvente. Apos extracdo, a solugdo foi filtrada e
submetida a centrifugacdo. Em seguida, a uma aliquota de 10 ml do extrato foram
adicionada 2ml de agua destilada submetendo-se novamente a centrifugacdo. Ao
final, a fase superior foi seca em estufa e pesada (Figura 5). Os valores foram

expressos em peso de lipidio por grama de 6rgéao.
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Figura 5 - Etapas do processo de extracdo lipidica de 6rgéaos.

Etapa 1-Preparo da amostra Etapa 2-Extragao Etapa 3- Centrifugacédo Etapa 4- Separagao das fases

Fonte: A autora.

4.2.15 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram expressos como média + desvio padrao (DP) ou
erro padrdo da média (EPM) e avaliados através da analise de variancia de uma via
(ANOVA; Graph Pad verséo 3.09), com nivel de significancia para p<0,05, seguido
de teste post hoc (Tukey) quando necessario.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

Em relacdo ao rendimento dos extratos de repolho roxo, foi possivel obter
50,40+6,57% para o extrato aquoso e 44,44+0,56% para o extrato metandlico.
Observou-se, entdo, variacdo significativa no rendimento do extrato aquoso, o qual
pode estar relacionado as diferencas nos potenciais antioxidantes e a polaridade dos
compostos presentes nos extratos (ANDREO; JORGE, 2006).

5.2 ENSAIOS QUIMICOS

5.2.1 Compostos fendlicos

O resultado das analises dos compostos fendlicos totais, de acordo com o
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau, encontram-se dispostas no quadro
2.

Quadro 2 - Quantificacdo de compostos fendlicos totais nos extratos aquoso e metandlico de
repolho roxo.

Amostra Fendlicos
Totais (mg/g)
Extrato aquoso 116,02+0,03
Extrato metandlico a 50°C 22,05+0,002
Extrato metandlico a 90°C 19,64+0,002*

Fonte: Dados da pesquisa
Valores médios + DP de determinacdes em triplicata (resultados expressos em peso seco) *P<0,01.

Em relacdo aos extratos metandlicos (50° e 90°) e aquoso, foi possivel
observar uma concentracdo significativamente maior de compostos fendlicos no
extrato aquoso, o que pode ser atribuido a capacidade da agua em extrair com
eficiéncia os compostos fendlicos com atividade antioxidante. Tal fato é atribuido

devido a sua polaridade.

Em relacdo a diferenca de temperatura entre os extratos metandlicos, este
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parametro pode afetar a determinacdo dos compostos bioativos, desse modo, o
aumento da temperatura pode diminuir o conteudo total de compostos fendlicos
(CONDE et al., 1998).

A analise fitoquimica quantitativa realizada com o extrato aquoso de repolho
roxo comprovou a presenca de compostos fendlicos em quantidade superiores
(2320 mg/L) a identificada na literatura (1453 mg/L), pelo mesmo método de analise
(DUCHNOWIVZ, 2012).

5.2.2 Quantificagao de flavonoides totais

Segundo Dovichi e Lajolo (2009), o valor nutracéutico atribuido aos
flavonoides, além da capacidade antioxidante, tem sido altamente considerado nas
pesquisas em nutricionais, pois os seus alimentos ricos em flavonoides sdo de baixo
custo e comumente consumidos.

Em relacdo a atividade biolégica, esses compostos mostram uma variedade
de efeitos farmacologicos, entre seus efeitos, incluem-se: inibicdo da oxidacdo do
LDL (reducéo de placas ateroscleréticas), inibicdo da agregacao plaquetaria (efeito
antitrombdtico), promocédo da vasodilatacédo (efeito anti-hipertensivo e antiarritmia) e
também modificacdo da sintese de eicosanoides, portanto, propriedades anti-
inflamatorias (COSTA; MARTINEZ, 1997)

Foi possivel observar também uma quantidade importante de flavonoides na
amostra do vegetal, representando 16% do peso seco de material vegetal (161,32 £
0,01mg/g) (Quadro 3). Devido as diferentes metodologias utilizadas para a
quantificacdo de flavonoides, ndo foi possivel estabelecer uma comparacdo com

valores da literatura.

Quadro 3 - Quantificacdo de flavonoides totais dos extratos de repolho roxo.

Amostra Flavonoides
Totais (mg/g)
Extrato aquoso 161,32+0,014

Extrato metandlico a 50°C 117,54+0,001
Extrato metandlico a 90°C 123,33+0,004

Fonte: Dados da pesquisa.
Valores médios + DP de determinacg6es em triplicata (resultados expressos em peso seco) *P<0,01.
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5.2.3 Carotenoides totais

O B-caroteno é outro importante antioxidante encontrado nas fragcfes lipidicas
sollveis dos sistemas biolégicos, o qual atua protegendo as membranas celulares
contra radicais livres. Singh e colaboradores (2006) relatam a presenca significativa
de B-caroteno na composicdo do repolho roxo. Em relacdo a quantificacdo de
carotenoides, foi possivel identificar um valor duas vezes maior quando comparado
com os dados da literatura supracitada (0,44 mg/g para 0,89 mg/g, neste estudo).

Os carotenoides constituem uma familia de mais de 600 membros ja
identificados na natureza, desses, cerca de 50 podem funcionar como precursores
de vitamina A. O B-caroteno € o mais abundante na natureza, algumas das fontes
conhecidas séo: cenouras e abdboras, tomates e goiaba vermelha. O efeito protetor
do B-caroteno, demonstrado em diferentes modelos experimentais in vitro e in vivo,
tem sido atribuido mais a uma acéo do préprio pigmento, produzido a partir do seu
metabolismo enddgeno (SILVA; NAVES, 2001).

5.2.4 Vitamina C

A vitamina C (acido ascorbico) possui numerosas atividades bioldgicas,
inclusive, a de reduzir os niveis de proteina C-reativa (PCR), um marcador da
inflamagéo e um preditor de doenca cardiaca. Mais de 85% da vitamina C na dieta é
proveniente de frutas e hortalicas (SESSO, 2008; KONTUSH et al., 1996). O acido
ascorbico atua como um cofator enziméatico, com efeito protetor contra radicais
superéxido e radicais hidroxilo, e também como um dador de elétrons através da
membrana plasmatica (SINGH et al., 2006).

O resultado obtido na quantificacdo de vitamina C (4,45 + 0,74 mg/qg) foi
superior quando comparado com dados da literatura (0,24 mg/g) (SINGH et al.,
2006).

O teor de vitamina C entre as Brassicas pode variar significativamente entre

suas subespécies e de acordo com variacdes de cultivo (PODSEK, 2007).
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5.2.5 Quantificacado de antocianinas totais

As antocianinas sdo responsaveis pela coloracdo avermelhada do repolho
roxo (CARTEA, 2011). Elas comp&em o maior grupo de pigmentos sollveis em agua
do reino vegetal e sao fontes de pesquisa em todo 0 mundo como corantes naturais
em alimentos (LOPES, 2012).

Extratos ricos em antocianina tém revelado possuir uma variedade de funcoes
terapéuticas, incluindo antioxidantes, cardioprotetores e  propriedades
hepatoprotetoras (SANKHARI et al., 2011).

A estrutura quimica basica das antocianinas € baseada em uma estrutura

policiclica de quinze carbonos, conforme figura 6.

Figura 6 - Estrutura quimica das antocianinas.

OH

Fonte: Adaptado de Lopes et al. (2012).

Foi possivel observar que, segundo os resultados obtidos com este trabalho
(Quadro 4), o método pH unico apresentou uma concentracdo superior para
antocianinas quando comparado ao método pH diferencial, porém alguns autores

sugerem que ambos 0s métodos possam ser empregados com sucesso desde que
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nao existam interferentes no meio (presenca de taninos e compostos sulfurosos)
(TEIXEIRA et al., 2008).

O repolho roxo apresenta um teor relativamente baixo de antocianinas
(contém em média de 175 mg/100g) (LOPES et al., 2006) quando comparado com
outros alimentos, como a uva - que pode alcancar 750mg/100g, porém o repolho é
uma fonte de baixo valor comercial quando comparado a uva (TEIXEIRA et al.,
2008).

Quadro 4 - Quantificacdo de antocianinas totais e comparag¢&o com outros resultados
disponiveis na literatura.

Referéncia pH Unico pH diferencial

Este estudo 59,94 + 0,075 47,21 +£0,42
SANKHARI et al., 2012 50,21 + 3.45 —
TEIXEIRA et al., 2008 |24,36 £ 1,53 61,44 £ 3,71

LOPES et al., 2006 175 —

Fonte: Dados da pesquisa.
O resultado foi expresso em mg/100g do material seco (média + D.P).

5.2.6 Identificacdo de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos séo distribuidos em diversas categorias, como fendis
simples, acidos fenolicos (derivados de &cidos benzoico e cindmico), cumarinas,
flavonoides, estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas.
Esses compostos tém recebido muita atencdo nos ultimos anos, sobretudo por
inibirem a peroxidagéo lipidica e a lipooxigenase.

A atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras. As caracteristicas quimicas (Figuras 7, 8 e 9)
desempenham uma funcdo importante na neutralizacdo e sequestro de radicais
livres, agindo na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo
(SOUSA et al., 2007).

Os compostos fendlicos identificados e quantificados no extrato aquoso e no
extrato metanolico estdo descritos nos quadros 5 e 6, respectivamente. No total,

foram identificados e quantificados sete compostos, no extrato aquoso e trés
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compostos fendlicos no extrato metanolico. Nao houve diferenga significativa (p >
0,05) entre os compostos identificados em ambos os extratos, exceto para
epicatequina (p<0,01) que foi superior para o extrato metandlico. Foram identificadas
quatro moléculas no extrato aquoso, as quais nao foram identificadas no extrato
metandlico (acido galico, acido tanico, epigalocatequina e 4,5-dicafeoilquinico).

O maior numero de fendlicos identificados para o extrato aquoso comparado
ao metandlico pode ter ocorrido pelo fato dos compostos fendlicos do repolho roxo

serem mais sollveis em meio aquoso.

Quadro 5 - Compostos fenoélicos do extrato aquoso de repolho roxo em (mg/100g).

Compostos Tempo de Extrato Aquoso do
Fenolicos retencdo (min) RR

NI 4,17 668,79 + 59,46
NI 4,39 685,36 + 78,55
Acido galico 5,23 729,59 + 22,58
Epicatequina 4,93 541,88 + 16,93
Acido tanico 5,95 320,04 + 56,22
Galocatequina 6,80 1081,89 £ 177,55
Epigalocatequina 8,15 351,17 + 1,67
Acido cafeico 15,34 38,98 + 10,84
NI 30,52 1038,89 + 151,82
4,5-dicafeoilquinico 39,48 5742,07 + 3811.46

Fontes: Dados da pesquisa
Valores médios + DP de determinagbes em triplicata (resultados expressos em peso seco). NI: Nao
identificado.

Quadro 6 - Compostos fenolicos do repolho roxo em extrato metanélico (mg/100g).
Extrato
Compqstos Tempo de_ Metanolico do
Fendlicos retencao (min) RR

Epicatequina 4,68 728,92 £9,51

NI 5,08 464,50 + 18,50

Galocatequina 6,62 713,51 + 32,03*

Acido cafeico 15,76 40,78 + 3,97

NI 27,58 863,74 + 26,55

Fonte: Dados da pesquisa.
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Valores médios + DP de determinag@es em ftriplicata (resultados expressos em peso seco). NI: Nao
identificados *P < 0,01.

O acido galico tem importancia consideravel na dieta por inibir o processo de
peroxidacdo lipidica. A galocatequina, a epicatequina e a epigalocatequina sao
conhecidas por suas propriedades antioxidantes e por inibir o processo de
carcinogénese (PIRES, 1999).

O acido cafeico é o principal representante dos acidos hidroxicinamicos,
conhecido por sua atividade antioxidante e também por inibicdo da peroxidacao
lipidica, através da reducdo de radicais lipoperoxil (por meio da doacdo de um
hidrogénio). O acido tanico € um tanino hidrolisavel que pode ser encontrado em
diversos alimentos tais como, uva, vinho cerveja e lentilhas. Dentre as atividades
biolégicas atribuidas ao &cido tanico, inclui-se a capacidade em diminuir o perfil
lipidico sérico e niveis de lipoperoxidos em ratos hipertensos (MATTOS, 2009).

Figura 7 - Estrutura quimica dos derivados hidroxibenzoicos.
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Fonte: Adaptado de Souza et al. ( 2006); Lamaréo et al. (2009)

Figura 8 - Estrutura quimica dos derivados hidroxicindmicos.
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Figura 9 - Estrutura quimica do derivado tanino hidrolisavel
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Acido tanico

Fonte: Adaptado de Manetti et al. (2009)

5.2.7 Capacidade antioxidante

Entre os principais consituintes quimicos do repolho roxo, encontram-se 0s
compostos fendlicos (flavonoides, derivados do &cido hidroxibenzoico e
hidroxicinAmico e antocianinas), aos quais os estudos prévios tém atribuido acbes
antioxidante e hipolipidémicas (DUCHNOWICZ et al., 2012). Estudos
epidemioldgicos tém apontado que o consumo de alimentos ricos em compostos
fendlicos podem reduzir o risco de doencas cardiovasculares e a progressao da
aterosclerose. A atividade antioxidante desses compostos estad relacionada a
capacidade redox em razdo da sua habilidade de sequestrar radicais livres, desse
modo, atuando como doador de hidrogénio, e capacidade de quelar metais, assim,
reduzindo o estresse oxidativo celular (HALLIWELL et al., 2005).

Relativamente a capacidade antioxidante analisada pelo ensaio com o radical
DPPH (Figura 7), observou-se um potencial antioxidante apresentado pelo extrato
aquoso (72,82 umol/g) superior ao resultado obtido com o acido ferulico (2,14
pmol/g). Porém semelhante ao potencial de inibicdo (87,45%) de outro estudo que
utilizou a mesma metodologia para amostra de repolho roxo (BOO et al., 2012).

Alguns autores sugerem gue a atividade antioxidante superior do repolho roxo
em comparagdo com as outras cultivares verde e branca pode ser em virtude da
presenca de diferentes componentes antioxidantes, tais como compostos fendlicos
(CARTEA, 2011).

Neste estudo, o extrato aquoso de RR quando comparado aos extratos
metandlicos assinalou uma capacidade antioxidante significativamente superior

(p<0,01). Esse alto valor de inibicdo pode ser atribuido a quantidade alta de
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compostos fendlicos identificados no extrato aquoso por CLAE.

Figura 10 - Comparacdo do potencial antioxidantes dos extratos de repolho roxo.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Resultados expressos de acordo com a média +DP. *p < 0.01 quando comparados com o Ext. MeOH
50° e ¥p < 0.01, quando comparado com o Ext. MeOH 90°.

5.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

Diante da analise fitoquimica realizada, foi possivel selecionar o extrato
aquoso do repolho roxo para 0s ensaios in vivo por apresentar-se como 0 mais
promissor para a investigacao biolégica quando comparado com as amostras do
extrato metandlico. Além disso, descartou-se o uso de um solvente téxico somado a

semelhanca do extrato com a preparacéo de alimentos para humanos.

5.3.1 Colesterol total, triglicerideos e lipoproteinas

O Tyloxapol (Triton WR 1339) € um detergente ndo anionico de estrutura

polimérica, com capacidade de inibir a lipoproteina lipase (LPL) e induzir o aumento
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do colesterol e triacilglicer6is séricos. Tem sido amplamente utilizado como modelo
hiperlipidémico experimental com diversos objetivos, incluindo avaliagdo do efeito
hipolipidémico de substancias naturais (FURTADO et al., 2001; OLIVEIRA et al.,
2002; CASTRO et al., 2006; SUN et al., 2006; VIJAYARA et al., 2013).

A administracdo de Tyloxapol (400mg/Kg, i.p.) causou hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia dentro das 72 horas em que 0S animais permaneceram em
tratamento. O Tyloxapol aumentou em aproximadamente nove vezes a
concentracdo dos triglicerideos e em quatro vezes os niveis de colesterol sérico em
relacdo ao grupo tratado apenas com salina (Grupo 2).

Portanto, para o estudo, a dose de 400 mg/Kg foi considerada eficiente para
elevar o perfil lipidico dos animais tratados, resultado que reflete estudos anteriores
cujas doses de Tyloxapol descritas variaram de 100 a 600m/Kg de peso corporal
naturais (FURTADO et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2002; CASTRO et al., 2006; SUN
et al., 2006; VIJAYARA et al., 2013).

Apbs as 72 horas, foi possivel constatar que os tratamentos com 0s extratos
aguosos do repolho roxo de 125 mg/kg, 250 mg/Kg e 500 mg/Kg (Grupos 3, 4 e 5)
reduziram os niveis do colesterol total em 73%, 67% e 72% (p<0,01),
respectivamente, em relacdo ao grupo tratado apenas com o Tyloxapol + salina
(Grupo 1) (Figura 8). Os animais tratados com terapia padrdo com Fenofibrato
(Grupo 6) reduziram o CT em 41%.

Em relacdo aos niveis séricos de triglicerideos, os animais tratados com
repolho roxo reduziram em meédia 87% (p<0,01) quando comparados com 0sS
animais do Grupo 1. Os animais tratados com Fenofibrato reduziram os TG em 65%
em relacdo ao Grupo 1. Os animais tratados apenas com extrato de repolho roxo
(Grupo 7) ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparados com O0s
animais controle tratados com salina (Figura 8), 0 que demonstra que o extrato de

repolho roxo na maior dose nao alterou per se os parametros testados.

Figura 11 - Efeito do extrato aguoso de repolho roxo em ratos hiperlipidémicos induzidos com
Tyloxapol sobre os niveis de colesterol e triglicerideos sérico.
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Fonte: Dados da pesquisa
Grupo 1 - Ratos hiperlipidémicos induzidos com Tyloxapol e salina (Ty e Sal), Grupo 2 — Controle
tratado com salina (Sal), Grupos 3, 4 e 5 — Ratos hiperlipidémicos (Ty) e tratados com extratos de
repolho roxo (RR), Grupo 6 - Ratos hiperlipidémicos (Ty) e tratados com Fenofibrato (Feno) e Grupo 7
— Controle tratado com extrato de repolho roxo (RR). Resultados expressos de acordo com a média
+EPM. *p < 0.01 quando comparados com o Grupo 1, 2 p < 0.01 quando comparado com o Grupo 3
eGrupo 7e "L p < 0.01 quando comparado com o Grupo 7.

Esses resultados in vivo indicam, pela primeira vez, o efeito benéfico do
extrato aquoso de repolho roxo em relacdo a hiperlipidemia e reforcam os
resultados positivos de estudos utilizando extratos metandlicos. In vitro, com
membranas de eritrécitos de pacientes hipercolesterolémicos, que apresentaram
reducdo dos niveis de colesterol, esses resultado foram atribuidos aos polifendis
presentes no extrato metandlico e, in vivo, com ratos hiperlipidémicos

(DUCHNOWICZ et al., 2012; SANKHARI et al., 2012).

Em relagéo as liproteinas plasmaticas (HDL,VLDL e LDL), observou-se que a
concentracdo sérica de HDL reduziu significativamente para os animais tratados
com Fenofibrato quando comparados com o grupo controle tratado com Tyloxapol
(p<0,05).

O Fenofibrato é um farmaco de regulacédo lipidica, que esta estruturalmente
relacionado com outros derivados do acido fibrico, tais como clofibrato, produzindo
reducdes substanciais nos niveis de triglicerideos no plasma de pacientes
hipertrigliceridémicos, niveis totais de colesterol e nas concentracdes de
lipoproteinas ricas em triglicerideos. E responsavel por aumentar a expressio
génica da lipase lipoproteica (LPL) pela hidrélise de triglicerideos (BALFOUR et al.,
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1990).

A LPL é uma enzima localizada no endotélio vascular de tecidos extra-
hepaticos, como tecido adiposo, coracdo e musculo esquelético, a qual é
responsavel pela depuracéo das lipoproteinas circulantes. Sua atividade pode sofrer
alteracdo rapidamente em resposta ao estado nutricional (FERREIRA, 2007). E
responsavel pela hidrélise das lipoproteinas dos TG, a qual fornece os lipidios
necessarios para formacédo do colesterol HDL (ALMEIDA et al., 2007). Portanto a
captacdo e a deposicdo dos TG plasméticos no tecido adiposo requerem sua
conversao inicial para &cidos graxos ndo esterificados e glicerol, numa reacéo
catalisada pela LPL (FERREIRA, 2007).

N&o houve alteracdo nos resultados de HDL entre os grupos tratados com
RR em comparacgédo com o Grupo 1, demostrando assim que 0 RR néo foi capaz de
modificar o indice sérico do HDL. O HDL é responsavel pelo transporte do colesterol
até o figado, denominado transporte reverso do colesterol, assim o HDL tem funcdes
gue contribuem para a protecdo vascular contra a aterosclerose, tais como protecao
da oxidacdo do LDL (TSELEPIS; CHAPMAN, 2002), inibicdo da fixacdo de
moléculas de adesdo e mondcitos ao endotélio e estimulacéo da liberacdo de éxido
nitrico (SPOSITO, 2007).

O resultado para o VLDL foi significativo para todos os grupos (p<0,01)
guando comparados com o Grupo 1, evidenciando o RR como um potencial redutor
dessa liproteina plasmatica. A maior parte de VLDL plasmatica é de origem hepatica
e transporta os triglicerideos do figado para os tecidos extra-hepaticos. Os
triglicerideos das VLDL séao hidrolisados pela LPL (SPOSITO, 2007), o que justifica o
aumento do VLDL em animais tratados com Tyloxapol, onde a LPL esta inibida. Ja
nos grupos tratados (3, 4, 5 e 6), houve a reducdo dos niveis de VLDL devido a
reducédo significativa dos triglicerideos séricos. Ndo houve diferenga entre 0s grupos
tratados com RR e com o Fenofibrato. Essa reducdo dos niveis séricos de VLDL
pode sugerir uma ativacao da LPL pelo RR semelhante ao efeito do Fenofibrato.

Em relacdo aos valores de LDL, nao foi identificada diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos tratados e o Grupo 1.
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Quadro 7 - Efeito do extrato aquoso de repolho roxo sobre as lipoproteinas plasmaticas, HDL,

VLDL e LDL.

Grupos tratados HDL (mg/dl) VLDL (mg/dl) LDL (mg/dl)
Ty+Salina 43,08 * 8,26 173,63 + 21,87 53,45 £ 9,82
Salina 30,3+4,79 18,52 + 3,55** 15,26 + 2,58
Ty+RR 125mg 27,28 + 5,38 22,36 + 3,48** 25,55 + 5,89
Ty+RR 250mg 23,18 + 3,95 23,87 £ 5,90** 42,2 +10,71
Ty+RR 500mg 24,65 £ 5,21 23,40 £ 5,08** 26,45+ 7,61
Ty+ Feno 65mg 14,66 + 3,83* 56,73 £ 13,79** 58,72 + 25,96
RR 500mg 21,51 + 3,63 16,1 + 2,36** 19,6 + 4,52

Fonte: Dados da pesquisa.
Os valores de HDL VLDL e LDL foram expressos de acordo com a média tEPM. *p<0,05 e **p<0,01
quando comparados com o Grupol.

Muitos estudos relacionam a atividade hipocolesterolémica de determinados
vegetais a atividade antioxidante de seus constituintes, como € o caso dos
flavonoides por estarem relacionados com o aumento da atividade das enzimas
antioxidantes e reduzir, assim, a oxidacao das lipoproteinas de baixa densidade ou
através da diminuicdo da agregacéao plaquetéaria (WICZKOWSKI et al., 2013).

Desta maneira, as alteracdes induzidas pelo RR, no perfil lipidico dos animais
tratados com Tyloxapol, foi benéfica e importante para a reducdo dos fatores de
riscos associados a doencas cardiovasculares. Em vista que disfungbes lipidicas
como a hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia sé&o fatores de risco conhecidos
por acelerarem o desenvolvimento de doenca coronaria e a progressdo da
aterosclerose (STEIN et al., 2005)

Em um estudo crénico (08 semanas) que avaliou o potencial hipolipidémico e
hipocolesterolémico deum extrato de repolho roxo rico em antocianinas foi sugerido
gque as antocianinas sao compostos que tém um papel importante como
cardioprotetores e contra 0 estresse oxidativo induzido por uma dieta caldrica
(SANKHARI et al., 2012).

A terapia padrdo utilizada para comparacdo nesse estudo, o fenofibrato

(Figura 9), atua como agonista dos Receptores nucleares ativados pelos
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proliferadores de peroxissomos (PPAR). Os PPARs séo fatores de transcricao que
regulam a homeostase da glicose, metabolismo de lipideos e inflamacdo. Sé&o
responsaveis por controlar a expressdao de enzimas chave do metabolismo de
lipidios, incluindo a LPL. Exercem efeitos benéficos no tratamento de dislipidemias,
0s quais estéo relacionados ao aumento do catabolismo das lipoproteinas ricas em
triacilglicerdis a reducdo da secrecdo de VLDL pelo figado e ao aumento da
producéo das apolipoproteinas que compdem a HDL (FERREIRA, 2007).

Figura 12 - Estrutura quimica do Fenofibrato.
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Fonte: Ferreira, 2007.

Diante dos resultados obtidos, pode ser realizada uma comparacao entre 0s
efeitos biolégicos do RR e do Fenofibrato, dessa forma, seriam necessarios estudos
que avaliassem a possibilidade do RR em promover a ativagao transcricional
mediada pelos PPARs.

5.3.2 Indice Aterogénico e Risco cardiovascular

A inducao de hiperlipidemia a partir da utilizagdo de Tyloxapol resultou em
elevacao no perfil lipidos séricos, porém o Fenofibrato ou RR n&o foram capazes de
melhorar o indice sérico do HDL durante o tempo de estudo (72h). Por isso nao foi
possivel observar alteracdes significativas no indice aterogéncio e no fator de risco
cariovascular quando comparados animais tratados com Fenofibrato e RR em
relacdo ao Grupo 1 (hiperlipidémico), porque ambos os marcadores de doenca
cardiovascular dependem do resultado do HDL (Figura 13).

Na avaliacdo do indice aterogénico, houve uma diferenca significativa

(p<0,05) dos grupos tratados com Salina, Ty+ RR 125mg/kg e RR 500mg/Kg
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respectivamente, em relagcdo ao grupo de animais tratados com Ty+ Fenofibrato.
Portanto foi possivel observar que o extrato de RR melhorou este indice até mesmo
em relacdo ao tratamento padrdo com Fenofibrato, porém foram similares quando
comparados com o Grupo 2, o qual recebeu apenas salina.

Em estudo cronico realizado com o extrato de RR rico em antocianinas cujos
niveis de HDL foram elevados de forma significativa para os animais induzidos a
hiperlipidemia e tratados com RR, quando comparados com o controle positivo
(hiperlipidémico), porém néo foi possivel observar alteragdo significativa no Indice
Aterogénico (SANKHARI et al., 2012), diferente do resultados obtidos nesse estudo.

Na analise do risco cardiovascular, ndo foi possivel observar nenhuma

diferenca significativa em relacdes aos grupos tratados (Figura 13).

Figura 13 - Marcadores de doenca cardiaca: indice aterogénico e risco cardiovascular.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Grupo 1 - Ratos hiperlipidémicos induzidos com Tyloxapol e salina Grupo 2 — Controle tratado com
salina Grupos 3, 4 e 5 — Ratos hiperlipidémicos (Ty) tratados com extratos de repolho roxo, Grupo 6 -
Ratos hiperlipidémicos (Ty) e tratados com Fenofibrato (Feno) e Grupo 7 — Controle tratado com
extrato de repolho roxo (RR). Resultados expressos de acordo com a média tEPM. *p < 0.05
quando comparados com o Grupo 6.

5.3.3 Parametros bioquimicos: marcadores de funcao renal e hepética

A avaliacdo da funcéo renal dos grupos tratados no estudo foi realizada
através dos marcadores bioquimicos de ureia e creatinina (Quadro 8). Os
parametros normais de creatinina podem variar de 0,2 a 0,8 mg/dl (ratos), diante

desse fato, foi possivel verificar que os valores, em todos 0s grupos, mantiveram-se
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dentro da faixa considerada normal (padréo), porém, neste estudo, observou-se uma
diminuicdo significativa (p<0,05) dos valores nos grupos de animais que foram
tratados com Tyloxapol. Pelo excessivo aumento de lipidios nestes grupos, pode ter
havido uma diminuicdo de locomoc&o e menor atividade muscular, o que explicaria a
diminuicdo desses valores. Assim, serdo necessarias observa¢des comportamentais
para confirmar este efeito do Tyloxapol.

Portanto, nas condicbes experimentais deste estudo, ndo foi possivel
observar niveis elevados de creatinina, os quais poderiam indicar uma alteracdo na
taxa de filtracdo glomerular e, consequentemente, alteracéo na funcao renal.

Na andlise da ureia, foi possivel detectar alteracdes dos limites considerados
normais (32 a 54 mg/dl), porém né&o foi observada diferenga significativa entre os
resultados obtidos. Portanto, no periodo do estudo, ndo foi possivel detectar

indicativos de alteracdo nos parametros da ureia compativeis com lesao renal.

Quadro 8 - Marcadores de funcéo renal: ureia e creatinina.

Grupos Creagin_ina mg/dl Ur?ig mg/dl
(Média = DP) (Média £+ DP)

Ty+Salina 0,38 + 0,22 75,75 £59,3
Salina 0,63 +0,1* 50,66 + 14,4
Ty+RR 125mg 0,47+0,1 44,69 + 5,53
Ty+RR 250mg 0,5+0,03 47,01 + 15,27
Ty+RR 500mg 0,53+ 0,08 44,76 + 13,47
Ty+ Feno 65mg 0,59 +0,2 58,14 +£ 10,54

RR 500mg 0,69 + 0,12* 63,58 £ 11

Fonte: Dados da pesquisa.
Grupo 1 - Ratos hiperlipidémicos induzidos com Tyloxapol e salina (Ty e Sal), Grupo 2 — Controle
tratado com salina (Sal), Grupos 3, 4 e 5 — Ratos hiperlipidémicos (Ty) e tratados com extratos de
repolho roxo (RR), Grupo 6 - Ratos hiperlipidémicos (Ty) e tratados com Fenofibrato (Feno) e Grupo 7
— Controle tratado com extrato de repolho roxo (RR). Resultados expressos de acordo com a média
+EPM. *p < 0.05 quando comparados com o Grupo 1.

Em relacdo aos marcadores de funcdo hepatica (Figura 11), para AST, foi
possivel identificar uma reducdo significativa (p<0,05) para o Grupo 7 (RR 500
mg/Kg) quando comparado com o grupo controle Tyloxapol + salina. Esse resultado

sugere que o tratamento apenas com extrato de RR per se resultou em uma
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melhoria nesse parametro. Contudo n&o houve diferenga significativa entre o0s
grupos TY e controle.

Os resultados do presente trabalho comparados com dados da literatura
permitiram observar que o tratamento agudo com Tyloxapol proporcionou resultados
bastante elevados para AST (180,18 UI/L), superiores ao tratamento crénico com
dieta hipercaldrica identificado na literatura (70,17 Ul/L) (SANKHARI et al., 2012).

Os indices de ALT avaliados foram significativos apenas para o Grupo 2
(Tyloxapol + RR 125mg/Kg), esse grupo apresentou uma reducdo de quase 44% em
relacdo ao grupo hiperlipidémico (Grupo 1), assinalando um efeito benéfico neste

parametro em relagcé&o aos controles.

Figura 14 - Marcadores de funcao hepatica: ALT e AST.
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Fonte: Dados da pesquisa.
Grupo 1 - Ratos hiperlipidémicos induzidos com Tyloxapol e salina Grupo 2 — Controle tratado com
salina Grupos 3, 4 e 5 — Ratos hiperlipidémicos (Ty) tratados com extratos de repolho roxo, Grupo 6 -
Ratos hiperlipidémicos (Ty) e tratados com Fenofibrato (Feno) e Grupo 7 — Controle tratado com
extrato de repolho roxo (RR). Resultados expressos de acordo com a média +EPM. *p < 0.01 quando
comparados com o Grupo 1.

Em casos de lesdo hepatica (esteatose), podem ser detectados niveis até
cinco vezes os limites superiores dos valores de referéncia, dependendo das
condi¢cBes do progresso da destruicdo celular. Nestes casos, a atividade da AST é

maior que a ALT, e a relacdo AST/ALT frequentemente € maior que 1 (MOTTA,
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2014).

De acordo com a avaliacdo da funcé&o hepatica, foi possivel identificar que a
relacdo AST/ALT (Quadro 9), apresentada neste trabalho, superior a 1 em todos os
grupos e ndo mostrou significancia. Diante desse resultado, ndo foi possivel
identificar que, no tempo de tratamento e nas doses utilizadas, o Tyloxapol provocou
lesBes hepaticas nos animais tratados, porém fica claro que os parametros de ALT e

AST estavam aumentados no Grupo 1.

Quadro 9 - Marcadores de funcéo hepética: relacdo das aminotransferases AST/ALT.

Grupos Relacdo AST/ALT
Ty+Salina 3,11+0,78
Salina 1,32 +0,16
Ty+RR 125mg 3,64 + 0,38
Ty+RR 250mg 2,87 £ 0,40
Ty+RR 500mg 5,66 + 2,43
Ty+ Feno 65mg 2,12 +0,42
RR 500mg 1,45+ 0,22

Fonte: Dados da pesquisa.
Resultados expressos de acordo com a média +tEPM

5.3.4 Quantificagao de lipidios em orgéos (figados e rins)

A doenca hepatica gordurosa néo alcodlica (DHGNA) € uma condig&o clinico-
patolégica caracterizada por acumulo de lipideos no interior dos hepatocitos, €
causa principal de morbidade e mortalidade ligadas a doencas do figado. Os
portadores podem ser assintomaticos, e apresentar elevagbes discretas das
enzimas hepaticas (SOLER et al.,, 2008). A prevaléncia mundial ainda nédo foi
determinada, porém é a doenca hepética mais comum no mundo ocidental e esté
aumentando de maneira consideravel principalmente nos individuos obesos
(CARVALHEIRA et al., 2006).
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Em virtude da importancia em se avaliar a eficiéncia do extrato do RR em
beneficiar a reducdo do acumulo de lipidios nos érgaos (figado e rim), foram
realizados os ensaios para quantificacdo desses lipidios. A metodologia utilizada foi
descrita por Wan et al. (2012).

De acordo com os resultados do quadro 10, ndo foi possivel estabelecer, no
periodo do estudo, um padréo de acumulo lipidico significativo nos érgdos entre os
grupos tratados, pois ndo houve diferenca estatistica significativa entre esses

grupos.

Quadro 10 - Quantificacdo de Lipidios em érgaos (figado e rim).
Gropos | “Qlssiane) | (média P

Ty+Salina 0,02+0,01 0,03+ 0,01
Salina 0,04 + 0,03 0,03+0,01
Ty+RR 125mg 0,04 + 0,02 0,04 +0,01
Ty+RR 250mg 0,04 +0,01 0,03+0,01
Ty+RR 500mg 0,04 +£0,01 0,03 + 0,00
Ty+ Feno 65mg 0,03+0 0,02 £ 0,01
RR 500mg 0,04+0 0,02+0,01

Fonte: Dados da pesquisa.
Resultados expressos em grama de lipidio por grama de 6rgdo, de acordo com a média +DP.
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6 CONCLUSAO

Os resultados experimentais permitiram concluir que o extrato aquoso em
relacdo ao extrato metandlico do repolho roxo é uma fonte superior de compostos
fendlicos, flavonoides e carotenoides, também, com um potencial antioxidante mais
elevado.

A andlise fitoquimica contribuiu para indicar um melhor potencial do extrato
aguoso em relacdo ao metandlico, considerando o numero superior de compostos
fendlicos identificados e quantificados, o que revelou ser a escolha mais adequada
para os ensaios biologicos.

Apos 72 horas de experimento, foi possivel constatar que o tratamento com
extratos aquosos do repolho roxo de 125 mg/kg, 250 mg/Kg e 500 mg/Kg foram
responsaveis por uma reducao significativa nos niveis de colesterol total em até 73%
e, em média 87%, nos niveis de triglicerideos quando comparados com 0s animais
hiperlipidémicos.

Na avaliacdo do indice aterogénico, houve uma diferenca significativa
(p<0,05) dos grupos tratados com salina, RR 125 mg e RR 500 mg, em relacdo ao
grupo de animais tratados com Fenofibrato. Foi possivel observar que o RR dado
isoladamente nédo ofereceu alteragbes nesse parametros quando comparados com o
grupo controle.

Em relagcdo aos marcadores de funcdo renal e hepética, ndo foi possivel
estabelecer uma relacdo de leséo entre os niveis de lipidios séricos e deposi¢cdo em
orgdos, na inducédo pelo Tyloxapol, apesar de alguns pardmetros com tendéncia a
alteracdo (ALT, AST) e alterados como a creatinina. Entretanto, foi possivel observar
alguns efeitos benéficos do RR per se.

Em virtude dos resultados positivos obtidos com o extrato do repolho roxo, os
seus possiveis efeitos e mecanismos de acdo podem ser atribuidos a capacidade de
estimular a expressao génica da lipase lipoproteica, a qual pode proporcionar um
efeito antagonista a atividade do Tyloxapol, semelhante aos efeitos do fenofibrato
utilizado neste estudo.

Neste estudo foi possivel observar que, através do modelo agudo

hiperlipidémico, os beneficios do repolho roxo, quando relacionados a reducao de
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hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, representaram um potencial terapéutico
para as doencgas cardiovasculares, aliado a uma fonte alimenticia de facil acesso e
vasto consumo.

Estudos complementares se fazem necesséarios para ampliar a identificacao
de compostos fendlicos e avaliagdo do exato mecanismo de acao do extrato aquoso
de repolho roxo em relacdo a hiperlipidemia. Além de uma avaliacdo prolongada
(estudo crénico) a fim de comparar resultados obtidos, com o presente trabalho,

principalmente para avaliacdo de parametros aterogénicos.
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It is now established that hyperlipidemia represents a major risk factor for the premature
development of atherosclerosis and its cardiovascular complications. It has been found that the
antioxidants are capable of reversing the endothelial dysfunction caused by hypercholesterolemia
and also reduce the number of coronary events. The red cabbage is known for its nutritional value,
which is directly related to the number of bicactive substances present in its composition
particularly phenolic compounds such as anthocyanins, flavonols and polyphenols. Epidemiologic
and animal studies have shown that the consumption of this vegetable is related to a positive impact
on human health in the prevention of cardiovascular disease and some types of cancers. This study
aimed to observe a possible hypolipidemic effect in rats treated with red cabbage aqueous extract
subjected to hypercholesterolemia conditions induced by Triton WR1339. The animals were divided
(n=6-7) into control, hyperlipidemic, hyperlipidemic and red cabbage extract treated groups
(125mg/kg, 250mg/kg or 500mg/kg). The hyperlipidemic group showed increase of plasma
cholesterol (TC), triacylglycerol (TAG) and very low-density lipoprotein (VLDL). Intragastric
administration of red cabbage extract (kwo times a day for three days) caused a significant decrease
(p=0,01), in their plasma lipid levels (TC, TAG and VLDL) whereas the HDL-cholesterol level was not
significant. There are no significant differences in TC, TAG and VLDL assays between red cabbage
treated groups and the control group. The results suggest that red cabbage would be effective in
preventing an increase plasma lipid levels, which might be useful as a therapeutic agent in
hyperlipidemias.
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