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RESUMO

O estresse oxidativo estd freqiientemente associado com alteracdes nas concentragdes séricas de glicose e
lipidios. O objetivo deste trabalho foi verificar se as altera¢6es bioquimicas séricas, induzidas pela suplementacao
nutricional com o flavondide rutina, estdo associadas a propriedades antioxidantes. A administragdo de rutina
(120mg/kg/semana), durante 15 dias, ndo induziu variagdo na glicemia de jejum e no teste de tolerancia &
glicose. Embora ndo tenham sido observadas mudangas significativas nas concentracdes séricas de lipoperoxidos,
triacilglicerois, colesterol-LDL e proteinas totais, a suplementacéo nutricional com rutina demonstrou importante
papel na prevengdo da aterosclerose, pois induziu elevacao significativa da lipoproteina de alta densidade
(colesterol-HDL de 35,82 + 2,31mg/dL para 44,40 + 3,11mg/dL). Como ndo foram observadas altera¢fes na
glutationa peroxidase, enquanto as atividades da superéxido dismutase foram elevadas pela ingestdo de
rutina. Pode-se concluir que os efeitos antioxidantes deste flavonoide, aumentando a concentracédo de
colesterol-HDL, estdo relacionados a elevagao nas atividades da superéxido dismutase. A acdo antioxidante da
rutina pode estar relacionada a destrui¢do do radical superoxido (O,).

Termos de indexacdo: rutina, colesterol-HDL, antioxidantes, suplementagdo nutricional.
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ABSTRACT

The oxidative stress is frequently related to alterations in serum glucose and lipids concentrations. The aim of
this study was to verify if antioxidant properties are associated with the serum biochemical alterations, induced
by dietary supplementation with the flavonoid rutin (60 mg/kg/week) during 15 days. No changes were
observed in fasting blood glucose and glucose tolerance test and in triacylglycerols, LDL cholesterol, total
proteins and lipoperoxides concentrations, through dietary supplementation with rutin. However, rutin showed
an important effect on atherosclerosis prevention, since it increased significantly the HDL cholesterol
concentrations (from 44.40 + 3.11mg/dL to 35.82 + 2.31mg/dL). As no alterations were observed in glutathione
peroxidase, while superoxide dismutase activities were significantly increased by rutin intake, it was concluded
that the antioxidant effects of this flavonoid, increasing HDL cholesterol concentrations, are associated with
an increased superoxide dismutase activity. The antioxidant properties of rutin may be associated with superoxide

radical (O,’) destruction.

Index terms: rutin, HDL-cholesterol, antioxidant, nutritional supplementany.

INTRODUCAO

Revista de Nutrigédo

Evidéncias recentes tém demonstrado que
dietas com elevado conteldo de vegetais, frutas
e grdos podem reduzir o risco de inameras
doencas. Varios autores tém associado os efeitos
benéficos desses alimentos a presenca de
substancias antioxidantes. A importancia do estudo
de agentes antioxidantes esta relacionada a
freqliente associacdo entre danos teciduais e
liberac@o de radicais livres®.

Radicais livres sdo atomos ou moléculas
com um ou mais elétrons ndo pareados em seu
orbital mais externo, o que os torna extremamente
reativos?. Os organismos aerdbicos derivam o ATP
(trifosfato de adenosina) da reducdo completa do
O, por quatro elétrons, através do transporte
mitocondrial de elétrons. Aproximadamente 98%
de todo o oxigénio consumido pelas células entram
nas mitocdndrias, onde sdo reduzidos pela
citocromo oxidase. Entretanto, o oxigénio pode
receber menos de quatro elétrons e formar
espécies reativas de oxigénio (ERO), ou radicais
livres. A producdo de radicais livres pelos
organismos representa, portanto, um processo
fisioldgico. Porém, em determinadas condigdes,
pode ocorrer elevacdo na producdo de ERO,
levando ao estresse oxidativo, durante o qual
algumas destas espécies reativas de oxigénio, tais

como radical superdxido (O,), radical hidroxil (OH")
e peroxido de hidrogénio (H,0,), podem produzir
danos, como a lipoperoxidacdo de lipidios
insaturados das membranas celulares.

Antioxidantes sdo substancias capazes de
prevenir os efeitos deletérios da oxidagéo, inibindo
0 inicio da lipoperoxidacéo, sequestrando radicais
livres e/ou quelando ions metalicos. Eles protegem
organismos aerdbicos do estresse oxidativo,
definido como elevacéo na formacao de espécies
reativas de oxigénio®. Entre os antioxidantes que
tém recebido maior atengéo, por sua possivel acdo
benéfica na glicemia e prevencdo da doencga
aterosclerética, estdo as vitaminas C (acido
ascoérbico) e E (tocoferol), os carotendides e os
flavondides.

Os flavonoides sdo antioxidantes
polifendlicos encontrados nos alimentos,
principalmente nas verduras e frutas. Sao
derivados do grupo benzo-y-pirano e possuem um
esqueleto de 15 4tomos de carbono. Por possuirem
largo espectro de atividades biologica e
farmacoldgica, tém recebido ampla atencéo dos
pesquisadores desde a década de 90 Tém sido
utilizados no tratamento de varios tipos de
doencas, tais como diabetes mellitus, alergias e
Ulceras pépticas®. SAo denominados fitoquimicos,
devido a origem vegetal, sendo considerados
principios ativos em muitas plantas®.
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Os flavondides podem ser sintéticos ou
naturais. Estudos toxicoldgicos tém demonstrado
gue os antioxidantes sintéticos podem provocar
efeitos indesejaveis nos organismos humano e
animal’, indicando a necessidade de pesquisas
sobre a utilizagdo de antioxidantes naturais. Por
outro lado, inUmeros antioxidantes naturais tém
sido consumidos sem o devido conhecimento de
suas propriedades benéficas, bem como de
eventuais efeitos colaterais.

Neste trabalho foram estudados os efeitos
do flavonéide rutina (quercetina-3-ramnosilgli-
cosideo) sobre parametros bioquimicos séricos e
sobre lipoperéxidos e enzimas antioxidantes.
Tendo em vista a importancia da peroxidagdo e
do estresse oxidativo, em altera¢fes na glicemia
e nas dislipidemias, foi verificado se a propriedade
antioxidante da rutina est4 associada a seu efeito
sobre parametros bioquimicos séricos.

MATERIAL E METODOS

O delineamento experimental foi aprovado
pelo Comité de Etica na Experimentag&o Animal,
do Instituto de Biociéncias da Universidade
Estadual Paulista (UNESP) de Botucatu. Foram
utilizados 12 ratos Wistar, machos, adultos, com
peso inicial médio de 200g. Os animais foram
provenientes do Biotério Central da UNESP,
Campus de Botucatu, sendo transferidos para a
Sala de Manutencao de Animais de Laboratério,
do Departamento de Quimica e Bioquimica,
UNESP, Botucatu, onde permaneceram durante
todo o periodo experimental, a temperatura de
23°C, com periodo claro-escuro de 12 horas,
recebendo dieta basal (Purina Labina, Campinas,
Brasil) e d4gua ad libitum. Os ratos foram
distribuidos em gaiolas de plastico, seis animais
por gaiola e marcados individualmente. Os animais
foram pesados semanalmente e a ingestéo
alimentar foi determinada diariamente no mesmo
horario (9 — 10h).

Os animais foram divididos em dois grupos.
O grupo (A) foi considerado controle, enquanto
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os ratos do grupo (B) foram tratados, duas vezes
por semana, com solug¢do aquosa de rutina (Sigma)
(60mg/kg, 0,9mL/rato), durante 15 dias.

Ap06s duas semanas de tratamento e ap6s
12 horas de jejum, foi realizado o teste de
tolerancia a glicose, com administracéo (gavage)
de solucdo aquosa de glicose (20%). A glicemia
foi determinada através do sangue coletado pela
veia da cauda ap6s 15, 30, 60 e 120 minutos da
administracdo de glicose. A seguir 0s animais
foram sacrificados por fratura cervical e deca-
pitagdo. O sangue foi coletado em tubos de
centrifuga, com auxilio de funil. O soro foi separado
por centrifugacdo a 3000rpm e utilizado para as
determinacfes de proteinas totais, glicose,
colesterol, colesterol-HDL, triacilgliceréis®®. As
concentracdes de colesterol-LDL foram obtidas a
partir das determinag¢8es de colesterol total,
colesterol-HDL e triacilglicerdis, segundo
Friedewald et al. (1972)°

As atividades da superéxido dismutase
(SOD - E.C.1.15.1.1) foram determinadas pela
técnica de Crouch et al. (1981)!, tendo como
base a capacidade de a enzima inibir a reducédo
do NBT (Nitroblue-tetrazdlio — Sigma) por radicais
superoxido, que foram gerados pela hidroxilamina,
em meio alcalino. A glutationa peroxidase
(GSHPx-E.C. 1.11.1.9.) foi determinada em
presenga de cumene hidroperéxido (Sigma)2. A
concentracdo de lipoperéxido foi determinada
pela técnica do acido tiobarbitarico (TBA)®:.
Como padréo foi utilizado o malondialdeido
(1,1,3,3-tetraepoxipropano - Sigma).

Os resultados foram expressos como mé-
dia + desvio-padrao. Foram calculados a estatistica
“F” e o teste “t”, para contrastes entre pares de
médias, considerando-se o = 0,05%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho vem contribuir para o estudo
de antioxidantes naturais. Ndo ha duavidas de que
a alimentacdo exerce papel fundamental no
equilibrio metabdlico e na manutenc¢do da saude
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e que dietas contendo compostos antioxidantes
podem inibir o aparecimento de inUmeras
doencgas.

Nesta pesquisa, animais tratados com
rutina apresentaram ganho de peso
(113,28 + 3,12g/dia) e ingestdo alimentar
(26,41 + 1,419g/dia) semelhantes aos observa-
dos no grupo controle (115,16 = 5,22 e
25,99 + 1,31g/dia, respectivamente para ganho
de peso e ingestdo alimentar), indicando que os
efeitos do flavonoide sobre os parametros bioqui-
micos séricos ndo estdo relacionados a mudancas
na eficiéncia alimentar (ganho de peso/consumo
alimentar). N&o foram observadas alteragfes
significativas na glicemia de jejum e no teste de
tolerancia a glicose, pela administracao de rutina
durante 15 dias (Tabela 1). Conforme constataram
Shimizu et al. (1997)%, entre as propriedades
benéficas da rutina estava a diminuicdo da
glicemia. Por outro lado, segundo demonstraram
Brown et al. (1998)'¢, alguns efeitos da rutina eram

dependentes de sua interagdo com o ion cobre.
Neste trabalho, os animais ndo receberam
suplementagdo nutricional com cobre, 0 que
poderia explicar a manutencéo na glicemia e no
teste de tolerancia a glicose (Tabela 1).

N&o houve varia¢@es significativas nas
concentracBes séricas de proteinas totais,
colesterol, triacilgliceréis, na lipoproteina do
colesterol-LDL e no lipoperoxido. A administragdo
de rutina apresentou importante efeito na
diminuicdo dos fatores de risco para doencas
cardiovasculares (DCV), pois induziu elevacao
significativa da lipoproteina do colesterol-HDL
sérico (Tabela 2).

As DCV representam uma relevante causa
de mortalidade nas populacfes. As alteracdes
causadoras de DCV ocorrem lentamente nos
organismos e o estudo de compostos que
diminuem o aparecimento de fatores de risco
classicos sdo de grande interesse. Os indicadores
de risco para as DCV mais importantes sdo a

Tabela 1. Glicemia e tolerancia a glicose em ratos controle (A) e tratados com rutina (B).

Grupos

Glicemia (mg/dL)

B

Jejum 58,17 + 4,07
110,50 + 14,32
115,00 + 10,49

15 minutos apds ingestdo de glicose
30 minutos ap6s ingestdo de glicose

58,50 + 5,47
111,83 + 15,09
115,00 + 10,75

60 minutos apos ingestdo de glicose 76,83 + 15,02 77,17 + 19,40
120 minutos ap6s ingestdo de glicose 54,17 + 15,85 55,83 + 6,49
Tabela 2. Parametros bioquimicos séricos em ratos controle (A) e tratados com rutina (B).

. . . Grupos
Determinagdes bioquimicas B
Proteina total (g/dL) 4,26 + 0,22 4,35 + 0,23
Colesterol total (mg/dL) 93,73 + 4,12 99,30 + 4,50
Colesterol HDL (mg/dL) 35,82 + 2,31 44,40 + 3,11*
Colesterol LDL (mg/dL) 32,73 + 6,30 30,32 + 7,18
Triacilglicerol (mg/dL) 50,70 + 8,70 58,63 + 8,14
Colesterol-LDL/colesterol total 0,39 + 0,003 0,30 + 0,001*
Lipoperéxido (nmol/mL) 5,24 + 0,04 5,19 + 0,30
SOD (U/mg PT) 17,11 + 0,84 19,48 + 0,23*
GSH-Px (U/mL) 4,20 + 0,57 5,66 + 1,24

* As médias encontradas diferem significativamente, pelo teste F, por ANOVA, p<0,05.
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elevagdo de colesterol-LDL e a diminuicdo de
colesterol-HDL?. De acordo com diversas
pesquisas, a oxidacdo da LDL desempenha um
papel essencial na patogénese da aterosclerose.
Neste trabalho, ndo foram observadas alteracGes
no colesterol-LDL e na concentracdo de lipopero-
xidos na presenca de rutina. A lipoperoxidagdo
estd aumentada na presenca de aterosclerose e
a lipoproteina HDL é intensamente degradada
devido a processos oxidativos'®. Além disso, o
indice aterogénico, obtido pela relagéo colesterol-
LDL/colesterol total*®, foi diminuido e o colesterol-
HDL foi significativamente mais elevado nos
animais tratados com rutina (Tabela 2).

Haenen et al. (1997)° verificaram que 0s
flavondides inibiam a acdo do perdxido de nitrito.
Segundo esses autores, estas atividades
antioxidantes eram responsaveis pelos efeitos
benéficos sobre o dano cardiaco coronariano. O
peroxido de nitrito causa oxidagdo das lipoproteinas
de baixa densidade, o que tem sido considerado
a chave do processo na etiologia da aterosclerose.
Radicais livres podem iniciar danos celulares
através da lipoperoxidacgéo, a qual € uma reagédo
em cascata, pois propaga-se continuamente. A
inibicdo da lipoperoxidacdo depende da presenca
de antioxidantes e das atividades de enzimas,
como a SOD e a GSH-Px.

Embora ndo tenham sido observadas
alteracdes nas atividades da glutationa peroxidase
(GSH-Px), na presenca de rutina foi evidenciada
elevacdo significativa na atividade da superéxido
dismutase (SOD) (Tabela 2). A SOD catalisa a
destruicdo do radical superédxido pela formagao
de H,0,. A GSH-Px catalisa a conversdo de H,O,
em agua?. Nao foram constatadas altera¢cdes na
GSH-Px, enquanto as atividades da SOD foram
elevadas pelo tratamento com rutina, poden-
do-se afirmar que as atividades antioxidantes da
rutina estdo associadas a elevacgéo nas atividades
da SOD.

A rutina tem sido considerada um
antilipoperoxidante, pois pode neutralizar radicais
hidroxil e superoxido*. Segundo relataram
Cotelle et al. (1992)%, comparando o efeito do
a-tocoferol, do &cido ascérbico e da rutina no
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processo de peroxidagdo, a rutina era 0 mais
potente inibidor de radicais livres.

Neste estudo, foi possivel demonstrar que
os efeitos benéficos da rutina, com elevagéo do
colesterol-HDL e diminui¢éo dos fatores de risco
para a aterosclerose e DCV, estdo associados a
elevacdo na atividade da enzima antioxidante
superoxido dismutase. E evidente a atuagdo da
rutina como ativadora desta importante enzima
antioxidante.

O efeito antioxidante da rutina e o
aumento da concentracdo de colesterol-HDL sérico
foram relacionados a elevacao nas atividades da
SOD. Foi possivel concluir que a atividade
antioxidante da rutina esta relacionada a
destruigdo do radical superéxido.
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