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RESUMO

EFEITO DA SUPLEMENTACAO DE CAROTENOIDES DO URUCUM SOBRE A
RESISTENCIA DA LDL-COLESTEROL A OXIDACAO E O STATUS OXIDATIVO
EM INDIVIDUOS SAUDAVEIS

AUTORA: Lisiane Conte
ORIENTADORA: Profd. Dr Tatiana Emanuelli
COORIENTADORA: Dr2. Sabrina Somacal

As doencas cardiovasculares sdo um grupo de doengas variadas, que incluem doencas de natureza
obstrutiva, como a doenca arterial coronariana e o acidente vascular cerebral, que constituem as
principais causas de morte no mundo. A ocorréncia desses eventos obstrutivos é consequéncia de uma
processo conhecido como aterosclerose, que caracteriza-se pelo acimulo de material lipidico e fibroso
na parede arterial de vasos de grande e médio calibre. O desenvolvimento da aterosclerose envolve
diversos processos, dentre eles o0 acumulo vascular de lipidios, a disfuncéo endotelial, a inflamacéo e,
especialmente, o estresse oxidativo, que € responsavel pela oxidagdo da lipoproteina de baixa densidade
(LDL). Dessa forma, pesquisadores tém buscado alternativas para evitar o desenvolvimento e a
progressdo da aterosclerose, como o consumo de alimentos ricos em compostos antioxidantes. Estudos
epidemiol6gicos mostram gue maiores niveis séricos de alguns carotenoides, como o licopeno, estdo
relacionados a um menor risco de sofrer um evento cardiovascular. Apesar disso, alguns estudos tém
questionado os beneficios associados & suplementagdo com o licopeno. Sendo assim, outros
carotenoides tém sido foco de pesquisas nos ultimos anos. Dentre eles, 0s carotenoides presentes nas
sementes do urucum (Bixa orellana), bixina e norbixina, cujo potencial antioxidante e antiaterogénico
ja foi demonstrado por estudos in vitro e em modelos animais. No entanto, ndo ha relatos na literatura
sobre os efeitos do seu consumo a curto e longo prazo por humanos. Logo, o objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos do consumo de bixina, norbixina e licopeno durante 7 dias sobre biomarcadores
bioguimicos e de estresse oxidativo, além da susceptibilidade da LDL a oxidagao induzida por cobre em
individuos saudaveis. Para tal, foi realizado um ensaio clinico randomizado, duplo cego, controlado por
placebo e com delineamento cruzado com retorno. Participaram do estudo 16 voluntarios saudaveis (8
homens e 8 mulheres), que receberam por via oral cada um dos quatro tratamentos propostos (bixina,
norbixina, licopeno ou placebo) na dose de 0,05 mg/kg de peso corporal. Os marcadores bioquimicos e
de estresse oxidativo avaliados, ndo foram afetados por nenhum dos tratamentos analisados. No entanto,
em comparacdo ao placebo, a suplementacdo com bixina reduziu a taxa de oxidacdo da fracdo lipidica
da LDL e os niveis séricos dos metabolitos do éxido nitrico (NOXx). Além disso, houve uma correlagdo
positiva entre os niveis de NOXx e a suscetibilidade da LDL a oxidag&o ex-vivo, sugerindo que a redugdo
dos niveis de NOXx parece ser 0 mecanismo responsavel pela acdo protetora da bixina. Estes resultados
sugerem que a bixina possui uma acao biolégica que pode auxiliar na prevencédo da aterosclerose.

Palavras-chave: Aterosclerose. Oxidacao da LDL. NOx. Carotenoide. Urucum.



ABSTRACT

EFFECT OF ANNATTO CAROTENOIDS SUPPLEMENTATION ON LDL-
CHOLESTEROL RESISTANCE TO OXIDATION AND OXIDATIVE STATUS IN
HEALTHY SUBJECTS

AUTHOR: Lisiane Conte
ADVISOR: Prof2. Dr2. Tatiana Emanuelli
CO-ADVISOR: Dr2. Sabrina Somacal

Cardiovascular diseases are a group of varied diseases, including obstructive diseases, such coronary
artery disease and stroke, which are the leading causes of death in the world. These obstructive events
are consequence of a process, known as atherosclerosis, characterized by the accumulation of fibrous
and lipid material in the arterial wall of large and medium-sized vessels. Atherosclerosis development
involves several processes, among them lipids accumulation, endothelial dysfunction, inflammation
and, especially, oxidative stress, which is responsible of low-density lipoprotein (LDL) oxidation. Thus,
researchers have found alternatives to prevent atherosclerosis development and progression, such the
consumption of antioxidant-rich food. Epidemiological studies have shown that higher serum levels of
some carotenoids, such lycopene, are related to a lower cardiovascular risk. Despite this, some studies
have questioned lycopene supplementation benefits. Therefore, researches have highlighted other
carotenoids in the last few years. Among them, the carotenoids present in annatto seeds (Bixa orellana),
bixin and norbixin, whose antioxidant and antiatherogenic potential has already been demonstrated by
in vitro and animal studies. However, there are no reports in literature about its short and long-term
consumption effects in humans. Therefore, the objective of this study was to evaluate the effects of
bixin, norbixin and lycopene consumption for 7 days on biochemical and oxidative stress biomarkers,
as well as the susceptibility of LDL to copper-induced oxidation in healthy individuals. A randomized,
double blind, placebo-controlled, cross-over study were made with 16 healthy volunteers (8 men and 8
women), who received each one of the four treatments (bixin, norbixin, lycopene or placebo), at dose of
0.05 mg / kg body weight orally. The biochemical and oxidative stress parameters analysed were not
affected by any treatment. However, in comparison to placebo, bixin supplementation reduced the
oxidation rate of the lipid moiety of LDL and serum levels of nitric oxide metabolites (NOX). Besides,
the positive correlation found between NOx levels and the susceptibility of LDL to ex-vivo oxidation,
suggesting that the reduction of NOXx levels could be the mechanism responsible for the protective action
of bixin. These results suggest that bixin has a biological action that may help in atherosclerosis
prevention.

Keywords: Atherosclerosis. LDL oxidation. NOx. Carotenoid. Annatto.
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APRESENTACAO

Esta dissertacdo estd apresentada no formato de manuscritos cientificos
integrados, seguindo as normas do Manual de Dissertagdes e Teses da UFSM (MDT),
versdo 2015.

O trabalho esta organizado da seguinte forma: primeiramente é apresentada a
INTRODUCAO, contendo o referencial tedrico, os objetivos e material e métodos
utilizados para a execugdo dessa dissertacdo. A seguir € apresentado o
DESENVOLVIMENTO, que traz os resultados que fazem parte deste documento e que
serdo apresentados sob a forma de um manuscrito. As secGes Material e Métodos,
Resultados, Discussao e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no proprio manuscrito
e representam na integra este estudo.

O item CONCLUSAO, esta disposto ap6s o item DESENVOLVIMENTO e
contém o resumo dos principais resultados da dissertacdo. A secio REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS apresenta a bibliografia citada na secdo INTRODUCAO desta

dissertacdo.
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1 INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) compreendem um grupo amplo e
diversificado de doengas que acometem o coracao, vasos sanguineos e o cérebro (WHO,
2011). Essas doencas podem apresentar causas genéticas e ambientais, e compreendem
arritmias e insuficiéncias cardiacas, cardiopatia congénita, doenca reumatica cardiaca
(OPAS/OMS, 2017), além da doenca arterial coronariana (DAC) e do acidente vascular
cerebral (AVC), que s@o as mais frequentes e resultam de eventos agudos de obstrugéo
de vasos sanguineos do coracéo e cérebro, respectivamente (WHO, 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Sadde (OMS), somente no ano de 2016
as DCV foram responséveis por 31% dos 56,9 milhdes 6bitos no mundo, mantendo-se no
topo das causas de morte mundiais (WHO, 2018). Dentre elas, os eventos obstrutivos
agudos AVC e a DAC possuem a maior prevaléncia e taxa de mortalidade (WHO, 2011).
Estimativas indicam que apenas no ano de 2016 o numero de mortes por ambas as doengas
foi de 15,6 milhdes, o que corresponde a mais de 26% do total de mortes do mundo
(WHO, 2018). Além disso, as DCV geram custos elevadissimos tanto para os pacientes
guanto para 0 governo. Estima-se que, apenas nos Estados Unidos, os custos com DCV
(tratamento, procedimentos cirdrgicos, etc.) entre 2010 e 2030 poderdo chegar a mais de
800 bilhdes de dolares (HEIDERSON, 2011).

A presenga de doengas cronicas como hipertensdo, diabetes, obesidade e,
principalmente, a dislipidemia, estdo associadas a ocorréncia de eventos cardiovasculares
e, portanto, a um risco de morte elevado (HIRAYAMA; MIIDA, 2012). No ultimo século,
a humanidade passou por um processo de urbanizacdo e modernizacdo que resultou na
mudanca nos habitos de vida da populacédo e, consequentemente, no aumento do nimero
de portadores de doencas crbnicas e DCV (WHO, 2011). Dentre estes novos
comportamentos adotados pela populacdo, os principais sdo 0 aumento no consumo de
alimentos ricos em gorduras, carboidratos e sodio, e o sedentarismo (BURTON-
FREEMAN, 2010). Recentemente foi realizado o Estudo Global de Carga de Doencas
(Global Burden of Disease Study), publicado em 2016, onde se avaliou a contribuicdo de
fatores de risco cardiovascular sobre um indicador que avalia 0 nimero de anos perdidos
devido a doenca (incapacidade) e a morte prematura (avaliado em DALY - Disability-
Adjusted Life Year) em pacientes que sofreram AVC. Este estudo revelou que cerca de
90,5% dos DALYSs estava relacionada a fatores de risco modificaveis (indice de massa

corporal, pressdo arterial sistdlica, glicemia, colesterolemia, dentre outros). Destes,
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74,2% estavam relacionados a fatores comportamentais (tabagismo, dieta inadequada e
sedentarismo) (FEIGIN et al., 2016)

Ao mesmo tempo, a terapia medicamentosa da aterosclerose se baseia no uso de
medicamentos hipolipidémicos (KLOP et al., 2012), cujos efeitos colaterais afetam as
funcGes muscular, hepéatica e cognitiva, reduzindo a aderéncia dos pacientes ao
tratamento (GAZZOLA; VIGNA, 2016). A baixa aderéncia ao tratamento se reflete na
perda da eficacia terapéutica, e aumento do risco de morte desses pacientes (KIORTIS et
al., 2000). Dessa forma, atualmente o foco das organizacgdes e entidades de satde, como
a OMS, tém sido na prevencéo dessas doencas.

Diversas campanhas tém sido realizadas para implementar estratégias de
prevencéo dos fatores de risco de DCV, principalmente em relagdo a manutencdo de uma
dieta saudavel e equilibrada e a prética regular de exercicios fisicos (WHO, 2011). O
consumo de alimentos e suplementos que contém substancias com propriedades
bioldgicas que auxiliam no controle da dislipidemia, estresse oxidativo e inflamacéo
(SCICCHITANO et al., 2014), como os carotenoides (KAULMANN; BOHN, 2014)
poderia contribuir na reducdo do risco. Diversos carotenoides como a astaxantina, a
luteina e o licopeno, apresentaram propriedades cardioprotetoras em estudos in vitro e in
vivo, que foram posteriormente avaliadas e, em alguns casos, confirmadas, em ensaios
clinicos (EGGERSDORFER; WYSS, 2018). Os carotenoides presentes no urucum, que
sdo autorizados como corantes alimenticios, também apresentaram acdo antioxidante
(CHISTE; BENASSI; MERCADANTE, 2011; OBOH et al., 2011; SABRINA
SOMACAL, 2016), anti-inflamatéria (SOMACAL et al., 2015, ROEHRS 2017) e
hipolipemiante (PINZON-GARCIA et al., 2018) em estudos in vitro e em modelos
animais. Entretanto, o efeito nutracéutico destes carotenoides em seres humanos ainda é

pouco conhecido.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Aterosclerose

Tanto a DAC e como 0 AVC sdo eventos cardiovasculares agudos que ocorrem
devido a obstrugdo de vasos sanguineos coronarianos e cerebrais por um trombo, que
interrompe 0 suprimento de oxigénio e nutrientes para o tecido muscular cardiaco e
cerebral (VAN DAM et al., 2017). Apesar da DAC e do AVC ocorrerem em tecidos
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diferentes, existe um processo patoldgico complexo comum entre ambos: a aterosclerose,
cujo desenvolvimento e progressdo estdo relacionados a eventos oxidativos e
inflamatorios (GREGERSEN et al., 2012).

A aterosclerose se caracteriza basicamente pela presenca de placas
ateroscleroticas compostas por lipidios, células imunes e musculares e material fibroso
na tunica intima de artérias de grande e médio calibre (VAN DAM et al., 2017). Apesar
do mecanismo de formacdo das lesbes aterosclerdticas ndo ter sido completamente
elucidado, sabe-se que a exposicdo do endotélio a fatores de risco cardiovascular, como
a hipertensdo, a dislipidemia e mediadores pro-inflamatdrios altera a fungdo endotelial,
permitindo a passagem de lipidios e mondcitos para a camada intima dos vasos, iniciando
0 processo de formacdo das placas ateroscleréticas (LIBBY; RIDKER; HANSSON,
2011). Evidéncias indicam que a formacéo destas les6es pode se dar ainda na infancia,
mas a sua progressao ocorre ao longo da vida devido a exposicdo a fatores de risco
cardiovascular (SALVAYRE; NEGRE-SALVAYRE; CAMARE, 2016).

1.1.1.1 Dislipidemia

Dentre os fatores de risco cardiovascular, a dislipidemia possui um papel chave
no desenvolvimento das lesdes ateroscleroticas (LACY et al.,, 2018). O termo
dislipidemia refere-se a uma doenca cronica metabolica caracterizada pela alteracdo nos
niveis séricos de lipidios, seja na reducdo dos niveis de colesterol sob a forma de
lipoproteina de alta densidade (HDL) ou no acumulo de triglicerideos (TG) e colesterol
ndo-HDL no organismo, que podem ocorrer individualmente ou estar associados entre si
(ZHAO et al., 2017). A HDL possui um papel cardioprotetor, ndo somente por promover
o transporte reverso do colesterol (dos tecidos para o figado), mas também por remover
hidroperdxidos presentes em outras lipoproteinas (KRESANOV, 2016). A presenca de
baixos niveis de HDL acomete ao menos 1 a cada 5 adultos, sendo a forma mais comum
de dislipidemia (NOUBIAP et al., 2018), porém ndo a mais aterogénica.

Nos Ultimos anos, o colesterol sob as formas ndo-HDL e LDL tém sido
consideradas as lipoproteinas mais aterogénicas e, portanto, os principais alvos
terapéuticos em pacientes com aterosclerose (GRUNDY et al., 2014). Evidéncias também
tém demonstrado a importancia dos niveis elevados da lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) no processo aterosclerdtico, que esta relacionado a uma maior

guantidade de TG circulantes (GRUNDY et al., 2014), que além de ativarem vias
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inflamatdrias (WHEELER-JONES, 2007), promovem a producdo de subclasses de LDL
pequenas e densas (sdLDL) (HIRAYAMA; MIIDA, 2012). As particulas de LDL séo
formadas durante o metabolismo das lipoproteinas, que pode gerar subclasses de
diferentes densidades e tamanhos. Sabe-se que a producédo de VLDL ricas em TG pelo
figado esta associada a uma maior geracao de sdLDL, do que outras lipoproteinas com
baixo conteudo de TG (HIRAYAMA; MIIDA, 2012). As sdLDL possuem algumas
particularidades que as tornam mais aterogénicas que as demais subclasses de LDL,
como: o tamanho reduzido, que facilita a sua entrada no espaco subendotelial; a alta
afinidade com proteoglicanos da parede arterial, retendo-as nesse espaco; a sua baixa
afinidade com receptores de LDL, aumentando o seu tempo de meia-vida; e a auséncia
de vitamina E nessas particulas, deixando-as mais suscetiveis a oxidagdo (R1ZZO et al.,
2009).

Apesar da relagdo da HDL, TG e do colesterol ndo-HDL na patogenia da
aterosclerose, 0 acimulo da LDL na circulacdo € o evento inicial e essencial para o seu
desenvolvimento (LIBBY; RIDKER; HANSSON, 2011). Possibilitando a entrada dessas
lipoproteinas da parede arterial, dando sequéncia a processos oxidativos e inflamatorios

que levam a formacdo das placas ateroscleréticas (VAN DAM et al., 2017).

1.1.1.2 Disfungéo endotelial

O endotélio vascular é constituido de um epitélio simples pavimentoso, cujas
funcBes vao além do revestimento da parede dos vasos sanguineos. Este epitélio é
considerado um 6rgao enddcrino, que secreta uma série de fatores de regulagdo autocrinos
e paracrinos que regulam o tdnus vascular, a coagulacdo sanguinea, a trombose, a
passagem de nutrientes, adesdo de células, proliferacdo de células musculares lisas e a
inflamacdo dos vasos sanguineos, mantendo a homeostase vascular (SUMBRIA,
FISHER, 2017). Estudos mostram que a manutencao do equilibrio entre a vasodilatacdo
e vasoconstri¢cdo tem um papel importante na prevencao da aterosclerose (PARK; PARK,
2015). Diversos fatores com fungdo vasoconstritora ou vasodilatadora, como a
endotelina-1, angiotensina-Il, prostaciclina, etc., sdo secretados pelas células endoteliais
no limen dos vasos, no entanto, a principal delas é o dxido nitrico (\NO) (PARK; PARK,
2015)

O *NO, conhecido anteriormente como fator relaxante derivado do endotélio, é

um radical livre (RL) e gés sollvel que regula diversas funcgdes bioldgicas (HOYTE;
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GROSS; KATIAL, 2018). Sua sintese ocorre pela acdo de enzimas éxido nitrico sintases
(NOS) (ROCHETTE etal., 2013). O organismo possui trés isoformas da NOS: a neuronal
(n-NOS), a endotelial (e-NOS) e a induzivel (i-NOS), que utilizam (6R-) 5,6,7,8-tetra-
hidrobiopterina (BHa4), dinucleotideo de flavina e adenina (FAD) e mononucleotideo de
flavina (FMN) (FORSTERMANN; SESSA, 2011). A sintese do *NO se da basicamente
pela hidroxilagdo da L-arginina, havendo a formacéo de um composto intermediario que
se oxida formando L-citrulina e *NO, na presenca de NADPH e O, conforme
representado na figura 1 (FORSTERMANN; SESSA, 2011). Apesar de todas as NOS
sintetizarem *NO por esta via, existem algumas particularidades entre elas, como a
necessidade da presenca de Ca?* pelas isoformas neuronal e endotelial, que resultam em
diferentes atividades entre as isoformas (FORSTERMANN; SESSA, 2011).

Figura 1: Reacdo de formacao do *NO pelas isoformas da NOS.
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Fonte: Dusse, et al. 2003.

Tanto a n-NOS, que é expressa nas fibras nervosas perivasculares e na parede dos
vasos, como a e-NOS, que esta presente no endotélio dos vasos periféricos; apresentam
atividade cardioprotetora, por produzirem <NO necessdrio para a manutencdo do
equilibrio  vascular (entre vasodilatacdo e vasoconstricdo) (LI; HORKE;
FORSTERMANN, 2014). Diferentemente das demais isoformas, a i-NOS pode ser
expressa em diversos tipos celulares (macrofagos, células epiteliais, entre outras) através
da exposicéo a certos estimulos como lipopolissacarideos bacterianos, citocinas e fatores
de crescimento, principalmente pela ativacdo do fator nuclear kappa-B (NFxB) (DU;
GELLER, 2010). Outra peculiaridade da i-NOS, é a sua capacidade de produzir grandes
quantidades de «NO por um longo periodo de tempo (LI; HORKE; FORSTERMANN,

2014). Apesar da superproducdo de *NO desempenhar um papel importante na defesa do
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organismo contra infeccOes, a ativacdo da i-NOS também esté relacionada a efeitos
deletérios como a citotoxicidade, formacgéo de peroxinitrito (ONOO"), inibigdo da e-NOS
e reducdo da resposta (relaxamento) das células musculares lisas ao *NO
FORSTERMANN; SESSA, 2011). Estas aces comprometem a vasoconstricio e
vasodilatacdo dependente do endotélio, alterando a sua funcdo (LI; HORKE;
FORSTERMANN, 2014).

A disfuncdo endotelial é uma condi¢do onde ha baixa disponibilidade de *NO, o
endotélio perde a capacidade de vasodilatacdo e apresenta caracteristicas pro-
inflamatdrias, pré-trombdticas, alem de perder a sua funcdo de barreira (TABAS;
GARCIA-CARDENA; OWENS, 2015). A perda da funcéo endotelial pode ser provocada
por dois mecanismos: inativacdo do *NO e desacoplamento da e-NOS, nos quais 0
envolvimento do estresse oxidativo (EO) tem grande importancia FORSTERMANN;
SESSA, 2011). A inativagdo do *NO ocorre principalmente pela sua reagdo com o anion
radical superdxido (O2¢"), que, conforme o pH, pode levar a formagdo de ONOO™ ou &cido
peroxinitroso (ONOOH), que sdo potentes agentes oxidantes (BACHSCHMID et al.,
2013). Ja o desacoplamento da eNOS, fenbmeno no qual essa enzima deixa de sintetizar
*NO e passa a produzir Oz*", pode ocorrer devido a oxidagdo de seu cofator BHs pelo
ONOO™ (LI 2014), pela deplecdo do substrato L-arginina ou pelo acimulo de metil-
argininas endogenas, que inibem a sintese do *NO FORSTERMANN; SESSA, 2011).

A disfuncéo endotelial esta associada ao estresse oxidativo e também a condi¢bes
em que ele se faz presente, como diabetes, hipercolesterolemia e tabagismo
(BACHSCHMID et al., 2013). Assim como a dislipidemia, a disfungdo endotelial
também desempenha um papel importante no desenvolvimento e progressdo da
aterosclerose. A perda das funcBes protetoras do *NO, principalmente da funcdo de
barreira, possibilita a entrada da LDL no espaco subendotelial, onde ela sofre oxidacao
dando origem as lesdes aterosclerdticas, que se desenvolvem principalmente nas
ramificacBes das artérias, que sdo areas expostas a um fluxo sanguineo turbulento, fator
que também auxilia no desenvolvimento da disfuncio endotelial (TABAS; GARCIA-
CARDENA; OWENS, 2015).

1.1.1.3 Oxidagéo da LDL

A LDL é uma lipoproteina composta principalmente por colesterol (esterificado e

livre), TG, fosfolipidios e apolipoproteina B-100 (ApoB100), cuja proporgdo varia
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conforme a subclasse de LDL (STEINBERG, 2009; YOSHIDA; KISUGI, 2010), e que
se distribuem entre superficie e core lipidico das particulas (TEERLINK et al., 2004).
Devido & sua composicao, as particulas de LDL sdo altamente suscetiveis a oxidacao, que
ocorre no endotélio dos vasos pela acdo de espécies reativas (ERs) produzidas por
macrofagos, células endoteliais e musculares lisas (YOSHIDA; KISUGI, 2010). Apesar
de inumeros trabalhos estudarem este fenémeno, os mecanismos pelos quais a LDL sofre
modificagOes oxidativas in vivo ainda ndo estdo completamente elucidados. No entanto,
diversos modelos de oxidagdo in vitro, simulam esse fenémeno utilizando metais de
transicdo, como cobre e ferro, como indutores da oxidacdo e fornecem informacdes
importantes sobre os mecanismos de oxidacao dessa lipoproteina (YOSHIDA; KISUGI,
2010).

A oxidacdo da LDL in vitro depende de varios fatores como a presenca de
hidroperdxidos pré-formados, patologias associadas (diabetes, obesidade, etc.) e de
antioxidantes (SALVAYRE; NEGRE-SALVAYRE; CAMARE, 2016). Naturalmente, as
particulas de LDL possuem antioxidantes na sua estrutura, como a vitamina E e alguns
carotenoides, que as protegem de agentes oxidantes (LEVITAN; VOLKOV;
SUBBAIAH, 2010). Quando expostas a metais de transicdo e, ERs, (SALVAYRE;
NEGRE-SALVAYRE; CAMARE, 2016), os antioxidantes presentes nessas particulas
sdo esgotados, permitindo a oxidacdo dos acidos graxos poli-insaturados (PUFAS)
(LEVITAN; VOLKOV; SUBBAIAH, 2010). A oxidacdo dos PUFAs se inicia com a
remocao de um elétron do carbono contiguo a ligacdo dupla pela acdo de ERs, formando
dienos conjugados, que, em seguida sdo transformados em hidroperéxidos lipidicos pela
acdo de outras ERs. Os peroxidos lipidicos sdo capazes de atacar outros acidos graxos, de
forma que a reacdo se amplifica, caracterizando a etapa conhecida como propagacéo. Por
fim, diversos produtos finais de peroxidacéo lipidica sdo formados, através da interacédo
com proteinas e outras moléculas, como o aldeidos e cetonas, incluindo o malondialdeido
(MDA) e 4-hidroxinonenal (4-HNE) (SALVAYRE; NEGRE-SALVAYRE; CAMARE,
2016). O processo de peroxidacdo da LDL pode levar a formagéo de particulas de LDL
minimamente oxidadas (LDLmmox), que apesar de possuirem baixo teor de produtos de
oxidacdo lipidica, presentes principalmente na sua superficie, ainda podem ser
reconhecidas pelos receptores nativos de LDL (receptores B/E), devido a manutencdo da
estrutura da ApoB100 (YOSHIDA,; KISUGI, 2010).

No entanto, a exposi¢do continua da LDLmmox a agentes oxidantes, leva a uma

modificacdo mais extensa dessas particulas, comprometendo lipidios presentes no core
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da LDL (YOSHIDA; KISUGI, 2010) e também levando a oxidacdo e fragmentacdo da
ApoB100, formando particulas de LDL completamente oxidadas (LDLox). A
modificacdo oxidativa da ApoB100 pode ocorrer por varias vias, dentre elas a reacao de
produtos da peroxidacao lipidica, como o MDA e o HNE com residuos de lisina
presentes na ApoB100, que sofre fragmentacdo (SALVAYRE; NEGRE-SALVAYRE;
CAMARE, 2016). A modificacdo oxidativa da ApoB100 também pode ser observada em
pacientes diabéticos, onde a apolipoproteina sofre glicacao, também nos residuos de lisina
(YOSHIDA; KISUGI, 2010).

Além de alteracbes na sua composicdo, as particulas LDLox apresentam
alteracdes fisicas, como a reducdo de seu tamanho e aumento da carga negativa na sua
superficie, que reduz sua afinidade pelos receptores de LDL (receptores B/E) e aumenta
0 seu reconhecimento e captacao pelos receptores scavenger dos macrofagos (KIDO et
al., 2015). De acordo com a hipdtese elaborada por Steinberg et al. em 1989, esse evento,
representado na Figura 2, é essencial para o desenvolvimento da aterosclerose, por
provocar uma série de reagdes, transformando os macréfagos em células espumosas,
amplificando o processo oxidativo e inflamatério, levando a progressdo das lesbes
ateroscleroticas (STEINBERG; WITZTUM, 2010).

Figura 2: Processo de formacdo das células espumosas.
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1.1.1.4 Inflamacé&o, formacao e progressao das lesbes aterosclerdticas

Apesar do envolvimento da disfuncdo endotelial e do estresse oxidativo (EO), a

aterosclerose é considerada um processo inflamatorio crénico, resultante de uma resposta
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inflamatdria exacerbada de células endoteliais e imunes (VIOLA; SOEHNLEIN, 2015),
provocadas em resposta aos estimulos exercidos pela presenca da LDLox na parede
vascular. A modificacdo oxidativa da LDL libera substancias que agem na ativacdo da
inflamacdo, que se inicia pelo recrutamento de macréfagos para a tdnica intima dos vasos
(MITEVA et al., 2018).

A presenga de LDLox na parede vascular ativa as células endoteliais, fazendo com
gque as mesmas expressem proteinas quimiotdxicas (como a MCP-1, proteina
quimiotaxica para mondcitos), moléculas de adesdo vascular (VCAM-1) e intracelular
(ICAM-1), selectina e outras citocinas pro-inflamatorias permitindo a entrada de
mondcitos para o subendotélio dos vasos (LIBBY, 2002). Essas células também
promovem a diferenciacdo de mondcitos em macréfagos, através do M-CSF (fator
estimulador das colénias de mondcitos), permitindo o contato entre LDLox e macréfagos,
a fagocitose da LDLox pelos receptores scavenger e a formacdo das células espumosas,
que sofrem apoptose (MORIYA, 2018).

Antes de sofrerem apoptose, em resposta ao estimulo da LDLox, as células
espumosas produzem mais ERS, que oxidam outras particulas de LDL,; e de citocinas pro-
inflamatdrias, que atuam no recrutamento de células imunes e musculares lisas e
promovem a angiogénese (SALVAYRE; NEGRE-SALVAYRE; CAMARE, 2016).
Dessa forma, a captacdo de LDLox pelos macréfagos provoca a hiperplasia da lesdo
aterosclerotica, promovendo o aumento do nimero dos vasos e a producdo de colageno
pelas células musculares lisas, formando uma capa fibrosa, cuja presenca exibe um papel
protetor nas lesdes ateroscleréticas estaveis (TABAS; GARCIA-CARDENA; OWENS,
2015). Onde a remocéo das células espumosas mortas por macréfagos viaveis, conhecida
como esferocitose, mantém a estabilidade dessas lesdes (THORP; TABAS, 2009). No
entanto, a amplificacdo do processo inflamatério estd associada ao aumento da
instabilidade das les6es ateroscleréticas (MITEVA et al., 2018), onde hd uma reducgédo na
remocdo das células espumosas (esferocitose ineficiente) e um aumento na secrecdo de
metaloproteinases (MMP), gerando um nucleo necrético com calcificagdes e degradagao
da matriz extracelular, reduzindo a espessura da capa fibrosa (TABAS; GARCIA-
CARDENA; OWENS, 2015). A figura 3 representa a ruptura dessa placa, onde o
conteido da lesdo aterosclerética € exposto a fatores de coagulacdo sanguineos, que
interagem entre si formando um trombo que € responsavel pela oclusdo do fluxo
sanguineo, promovendo eventos cardiovasculares agudos como o AVC e aDAC (LIBBY,
P.; RIDKER, P. M.; HANSSON, 2011).
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Figura 3: Ruptura da lesdo aterosclerotica e formacao do trombo.
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Fonte: adaptado de Libby et al. 2011.

1.1.2 Estresse oxidativo

As reacOes de oxido-reducgdo ocorrem constantemente nos organismos, seja na
geracdo de energia ou na ativacdo de vias de sinalizacdo, e sdo essenciais para a
manutencdo da vida. Essas reacdes envolvem, basicamente, a transferéncia de elétrons de
um agente redutor para um agente oxidante, que é estabilizada. No entanto, o
desequilibrio na sintese ou no catabolismo de ERs, que agem como agentes oxidantes,
provoca o seu acumulo no organismo, levando a perda de seu papel fisiologico e
promovendo danos em diversas moléculas, afetando sua estrutura e funcao. Essa condicédo
é conhecida como EO, onde as ERs estdo presentes em alta concentracdo, excedendo a
capacidade antioxidante do organismo (SALVAYRE; NEGRE-SALVAYRE;
CAMARE, 2016).

O EO esta envolvido na fisiopatologia de diversas doencas cronicas, dentre elas a
aterosclerose (TABAS; GARCIA-CARDERNA; OWENS, 2015). ER é um termo utilizado
para denominar substancias capazes de reagir com agentes redutores, as ER podem conter
atomos de oxigénio ou nitrogénio, sendo conhecidas como especies reativas de oxigénio
(EROs), e de nitrogénio (ERNS), respectivamente; ou até possuirem elétron(s)
desemparelhado(s) no orbital externo, sendo chamadas de RL (PISOSCHI; POP, 2015).
Vérias vias metabolicas conduzem a formagéo de ERs, devido a acdo de enzimas como:
NADPH-oxidase (NOX) (INOGUCHI, 2000), xantina oxidase, NOS, lipo-oxigenases
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(HARRISON, 2003) ou até pela superproducéo de superdxido pela cadeia de transporte
de elétrons mitocondrial (BROWNLEE et al., 2001). As principais ERs produzidas sdo:
as espécies ndo radicalares peréxido de hidrogénio (H20>), &cido hipocloroso (HOCI),
ONOO e 6xido nitroso (HNOy); e alguns radicais livres como 0 Oz, hidroxila (OH¢),
peroxila (RO2¢), hidroperoxila (HRO?) e NO+ (KARASU et al., 2010).

O excesso dessas ERs prejudica a funcéo fisioldgica de diversos tipos celulares,
ao modificar macromoléculas essenciais, como DNA, proteinas e lipidios
(BLACKHURST; MARAIS, 2006). No caso da aterosclerose, alguns de seus fatores de
risco (hipertensao, dislipidemia, diabetes mellitus e tabagismo) estdo relacionados ao
aumento na geracdo de ERs na parede vascular (LI 2014), permitindo a oxidacéo da LDL
(STEINBERG; WITZTUM, 2010). A principal via de formagdo de ERs nos vasos € a
partir da NOX presente nas células endoteliais, que também é a principal fonte de O2e",
seguida da xantina oxidase e da cadeia respiratoria de elétrons mitocondrial (LI 2014).
Apesar da sua baixa reatividade (PISOSCHI; POP, 2015), 0 Oz possui um papel muito
importante no dano oxidativo, por reagir rpida e instantaneamente com o *NO, formando
ONOO", que além de ser muito mais reativo que o Oz¢", também apresenta propriedades
pro-inflamatorias (RICCIONI et al., 2012).

Além do seu papel no desacoplamento da eNOS e perda dos efeitos bioldgicos do
*NO, 0 ONOO™ apresenta outros efeitos negativos na patologia da aterosclerose, por
promover a oxidacdo e nitracdo de diversas moléculas do organismo de forma direta (ele
mesmo) e indireta (atraves de seus metabolitos radicais OHe e dioxido de nitrogénio -
*NO>), que também pode modificar lipidios, proteinas, carboidratos e bases nitrogenadas
(BARTESAGHI; RADI, 2018). A acdo direta do ONOOQO", seja na forma acida (acido
peroxitroso ONOOH) ou livre, estd relacionada a deplecdo de grupos sulfidrila e a
oxidacdo de metaloproteinas (PISOSCHI; POP, 2015). Por outro lado, a acdo indireta
dessa ER esta relacionada a peroxidagdo lipidica, tanto nas fases de iniciacdo como de
propagacao: os seus metabdlitos, produtos da homélise do ONOOH (OH- e *NOz) agem
removendo rapidamente elétrons de ligacdes duplas insaturadas de lipidios
(BARTESAGHI; RADI, 2018).

Apesar da importdncia da oxidagdo lipidica e proteica da LDL para o
desenvolvimento da aterosclerose, 0 excesso de ERs também pode afetar lipidios,
proteinas e DNA presentes em outras estruturas do organismo; apresentando um
importante papel como biomarcadores de EO, fornecendo uma estimativa da extensdo do

dano oxidativo no organismo (PIRINCCIOGLU et al., 2010). Diversos biomarcadores
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tem sido utilizados para essa finalidade, como: os niveis de MDA, que indicam a
peroxidacao lipidica (PIRINCCIOGLU et al., 2010); e de produtos proteicos de oxidacdo
avancada (AOPP) (BOCHlI, 2016). Os AOPP sdo produtos da oxidagdo de proteinas como
a albumina, colageno e fibrinogénio, principalmente pela acdo do HOCI, que é produzido
pela enzima mieloperoxidase presente nos neutrofilos (BOCHI, 2016).

No entanto, o dano as macromoléculas do organismo s6 ocorre quando had um
desequilibrio entre as ERs e os antioxidantes. Os sistemas de defesa antioxidante sdo
responsaveis por eliminar as ERSs, protegendo o organismo do dano oxidativo (TEBAY
et al., 2015); e se dividem em dois grupos principais: enzimaticos e ndo enzimaticos
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). O sistema de defesa antioxidante enzimatico inclui
enzimas como a catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e
superéxido dismutase (SOD) que detoxificam diferentes ERs (SCHNEIDER;
OLIVEIRA, 2004), conforme demonstrado pela figura 4. A SOD dismuta o radical Oze-
em H202 e O2 (VAZATTA et al. 2009). J4 a CAT (Km= 1,1 mM) e a GPx (Km=1 puM)
sdo responsaveis pela decomposigdo do H>0, agindo em situacdes diferentes, conforme
a sua afinidade pelo H.O, (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2000). A GR auxilia na
atividade da GPx, por regenerar a glutationa reduzida (GSH) (SCHNEIDER; OLIVEIRA,
2004). Ja o sistema de defesa antioxidante ndo enzimatico é composto por pequenas
moléculas enddgenas, como a glutationa, coenzimaQ, &cido Urico, etc. (PISOSCHI; POP,
2015); ou exdgenas, como vitaminas, polifenois e carotenoides, provenientes da dieta
(ARAUJO; MELLO, 2009). Estes antioxidantes podem agir de forma direta, removendo
e estabilizando ERs; ou atuar indiretamente, induzindo a expressédo de genes envolvidos

na sintese e regeneracgdo de antioxidantes endogenos, como a GSH (TEBAY et al., 2015).

Figura 4: Reacdes de remocdo de EROs pelas enzimas antioxidantes.
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H,O+ O,

Fonte: autoria pessoal. CAT — catalase; GPx — glutationa peroxidase; GR — glutationa redutase; GSH —
glutationa reduzida; GSSG — glutationa oxidada; H,O, — Perédxido de hidrogénio; NADP* — Nicotinamida
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eldenina dinucleotideo fosfato; NADPH — Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida; O,* —
Anion radical superoxido; SOD — superoxido dismutase.

1.1.3 Tratamento e prevencéo da aterosclerose

O tratamento da aterosclerose se baseia na reducdo de fatores de risco como a
obesidade, diabetes, hipertensao e, principalmente, a dislipidemia. Conforme a V Diretriz
Brasileira de Dislipidemias, o tratamento da aterosclerose e de suas complicagdes se
baseia em duas metas principais: a meta priméaria é a reducdo dos niveis de colesterol
LDL e a meta secundaria 0 aumento dos niveis de colesterol HDL (XAVIER et al., 2013).
Em ambos os casos, o tratamento pode ser medicamentoso ou nao, dependendo do nivel
de risco ao qual o paciente esta exposto.

No caso da terapia medicamentosa, a droga de escolha depende do tipo de
lipoproteina que se encontra alterada (XAVIER et al., 2013). Quando ha um aumento nos
niveis de LDL, a classe terapéutica mais utilizada sdo as estatinas (sinvastatina,
atorvastatina, etc.), que sdo inibidores competitivos da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
redutase (HMG-CoA redutase), impedindo a sintese de colesterol no figado, o que induz
a expressdo de receptores de LDL nos hepat6citos, aumentando a captacdo de LDL da
corrente circulatdria, reduzindo ainda mais os niveis de LDL e também de outras
lipoproteinas que contém ApoB, como a VLDL (CATAPANO et al., 2016). As estatinas
também apresentam alguns efeitos pleiotrépicos no controle da inflamacdo, estresse
oxidativo e trombose, que, em conjunto a sua acdo hipolipemiante, conseguem prevenir
a ocorréncia de eventos cardiovasculares (JOHNSTON et al., 2017). Um estudo mostrou
que a terapia com estatinas por pacientes com historico de infarto agudo do miocardio e
LDL > 125 mg/dL reduziu em cerca de 50% a reincidéncia de infarto e a morte
relacionada a esse evento nestes pacientes (GAZZOLA; VIGNA, 2016).

Outras drogas que sdo utilizadas como monoterapia, mas também em conjunto
com as estatinas, sdo os inibidores da absor¢do do colesterol e acidos biliares no intestino
(ezetimiba), devido a sua interacdo com o transportador Niemann-Pick Cl-like 1,
reduzindo a quantidade de colesterol que chega ao figado, que também aumenta a
expressao de receptores de LDL nas células hepaticas, reduzindo os niveis sanguineos
dessa lipoproteina (CATAPANO et al., 2016). J& em relacdo aos triglicerideos, a classe
de drogas mais utilizada sdo os fibratos, que atuam como agonistas dos receptores
ativados por proliferadores de peroxissoma alfa (PPAR-a). Esses receptores regulam a

expressao de genes que atuam sobre o metabolismo de lipidios e lipoproteinas, como o
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gene da enzima lipase lipoproteica, provocando a hidrélise dos TG e sintese de HDL
(XAVIER et al., 2013). O uso de uma ou mais drogas para o tratamento da dislipidemia
vai depender do nivel de risco ao qual o paciente esta exposto. Em alguns casos a terapia
medicamentosa sO € adotada apds a terapia nutricional ter sido falha, ou entdo é utilizada
concomitante & mudangas nos habitos alimentares e exercicios fisicos (XAVIER et al.,
2013).

Diversos estudos demonstram que mudangas no estilo de vida, como a ado¢éo de
habitos alimentares saudaveis, pratica de exercicios fisicos regularmente e a interrupcao
do tabagismo s@o extremamente Uteis ndo apenas no tratamento da aterosclerose e de
outras DCV, mas também na prevencédo dessas doencas (WHO, 2011). A adogao de uma
dieta equilibrada combinada & pratica de exercicios fisicos regulares (30 min/dia) reduz
os niveis de lipidios circulantes, e auxilia na perda de peso e de massa gorda, melhorando
ndo apenas a dislipidemia, mas também outros fatores de risco como o diabetes, obesidade
e hipertensdo, o que pode evitar cerca de 80% dos casos de DCV (CATAPANO et al.,
2016). De acordo com o estudo CARDIA, a adogdo de um estilo de vida saudavel no
inicio da idade adulta se reflete em menor risco de desenvolver DCV na meia idade,
ressaltando a importancia da prevencdo (LIU et al., 2012). A V Diretriz Brasileira de
Dislipidemias traz algumas recomendacdes nutricionais que auxiliam nesse processo,
como o0 aumento no consumo de vegetais, frutas, alimentos ricos em fibras; a reducédo da
ingesta de alimentos ricos em carboidratos, agucares simples, gorduras saturada e trans e
a troca de gorduras saturadas por gorduras mono e poli insaturadas (XAVIER et al.,
2013).

Alguns alimentos desempenham um papel que vai além de suas propriedades
nutricionais, cujo consumo proporciona beneficios adicionais a saude (CATAPANO et
al., 2016). Nesse sentido surgiram 0s nutracéuticos, que sao alimentos, suplementos,
produtos planejados ou compostos isolados, que desempenham ag¢fes medicinais sobre a
prevencdo e tratamento de doencas (SCICCHITANO et al.,, 2014). No caso da
aterosclerose e das DCV, diversos compostos com propriedades antioxidantes, anti-
inflamatdrias e hipolipemiantes foram descobertos nos Gltimos anos (KAULMANN;
BOHN, 2014; KRZYSZTOF N WALISZEWSKI; GABRIELA BLASCO, 2010). Sua
inser¢do na dieta pode ndo apenas prevenir o desenvolvimento dessas doengas, mas
tambem agir em conjunto com as terapias medicamentosas tradicionais na redugdo dos
fatores de risco cardiovasculares (SCICCHITANO et al., 2014).
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1.1.4 Carotenoides

Os carotenoides sdo pigmentos naturais lipofilicos cuja estrutura é formada por
um sistema de ligacdes duplas conjugadas, constituidos geralmente de 40 carbonos, que
podem se apresentar de forma ciclica ou aciclica. Essa estrutura é responsavel pela sua
funcdo, solubilidade e cor, que varia do amarelo ao vermelho, presente em diversos
vegetais (abdbora, milho, cenoura), frutas (tomate, laranja) e alimentos processados
(adicdo industrial). (KULCZYNSKI et al., 2017). Atualmente, s&o conhecidos mais de
600 carotenoides, que se dividem em dois grupos: os carotenos e as xantofilas. Os
carotenos, como o [P-caroteno e licopeno sdo compostos apenas pela cadeia de
hidrocarbonetos. J& as xantofilas, como a B-criptoxantina, luteina e zeaxantina, possuem
um diferencial, a presenca de um ou mais atomos de oxigénio em sua estrutura, o que
confere uma maior polaridade quando comparado aos carotenos (YAHIA et al., 2017).

Evidéncias demonstram que os carotenoides podem reduzir o risco de doencas
cronicas, como o céancer e as DCV (EMANUELLI; AUGUSTI; ROEHRS, 2017). Essa
atividade é atribuida a sua estrutura quimica, que além de fornecer a cor aos alimentos,
possui a capacidade de agir como antioxidante in vitro e in vivo (HAEGELE et al., 2000;
KULCZYNSKI et al., 2017). Os carotenoides podem desativar ERs através da
transferéncia elétrons, formando carotenoides radicalares (carotenoide tripleto); da
formacdo de adutos e da transferéncia de atomos de hidrogénio para o radical livre
(KULCZYNSKI et al., 2017). Dessa forma, esses pigmentos podem reduzir o dano
oxidativo, mesmo quando ha formacdo de espécies carotenoides radicalares, que sdo
menos reativas e nocivas as células que os radicais livres e ERs (MUELLER; BOEHM,
2011). Além disso, a capacidade antioxidante in vitro dos carotenoides pode variar
conforme o numero de ligacdes duplas, tipo de grupo terminal (cadeia ciclica ou aciclica)
e presenca de atomos de oxigénio, bem como da ER avaliada (RODRIGUES;
MARIUTTI; MERCADANTE, 2012).

Cerca de 40 carotenoides podem ser encontrados na corrente sanguinea, porém os
mais abundantes sdo o licopeno, B-caroteno, luteina, zeaxantina e a B-criptoxantina;
provenientes do consumo de frutas, vegetais ou alimentos preocessados nos quais esses
pigmentos sdo adicionados (EGGERSDORFER; WYSS, 2018). Dados epidemioldgicos
demonstram que a presenca de carotenoides na circulacdo sanguinea esta relacionada a
prevencdo de doencas cronicas (BURROWS et al., 2015; KAULMANN; BOHN, 2014),
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especialmente as DCV, pois, devido a sua lipossolubilidade, os carotenoides s&o
transportados no organismo pelas lipoproteinas (AGARWAR; RAO, 2000).

Um dos carotenoides mais estudados nos ultimos anos é o licopeno, devido a sua
grande capacidade antioxidante e por modular vias de sinalizacdo relacionadas a
inflamacéo e a comunicacdo celular, podendo trazer beneficios a saude cardiovascular
(COSTA-RODRIGUES; PINHO; MONTEIRO, 2018). Diversos estudos clinicos
avaliaram o efeito do consumo de carotenoides sobre a satde cardiovascular, conforme
apresentado na Tabela 1. Apesar de alguns estudos in vitro e ensaios clinicos
demonstrarem a acdo antioxidante e hipolipidémica do licopeno, alguns estudos nédo
observaram esses efeitos (EGGERSDORFER; WYSS, 2018). Um estudo de metanélise
recente mostrou que a suplementagdo com licopeno pode reduzir apenas a pressao arterial
sistdlica, enquanto que outros efeitos cardioprotetores como a reducdo nos niveis de LDL
e a melhora da funcdo endotelial estdo relacionados ao consumo do tomate e seus
subprodutos, logo, ndo ocorrem apenas devido a presenca de licopeno, mas também
devido a presenca de outros compostos bioativos, que podem agir em conjunto com o

licopeno resultando nos efeitos observados (CHENG et al., 2017).
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Tabela 1 — Estudos avaliando o efeito do consumo de licopeno ou alimentos a base de

tomate, sobre fatores de risco cardiovascular

Populagdo  Duragdo  Tratamento/ Efeitos observados Referéncia

suplementacéo
Adultos 3 Dieta rica em Reducdo dos niveis de  Silaste et al.,
saudaveis semanas produtos abase CT e LDL, reducdoda 2007
(n=22) de tomate suscetibilidade da LDL

(aproximadamen a oxidacgédo

te 37 mg/d de

licopeno)
Idosos 12 Cépsulas de Sem modifiagdes na Carroll et al.,
saudaveis semanas licopeno (13,3 resisténcia da LDL 2000
(n=51) mQ) frente a oxidacao

induzida ex-vivo
Homens 2 Suco (330 Nenhuma alteracdo nos  Briviba et
saudaveis semanas mL/d) de tomate niveis de MDA ou na al., 2004
(n=22) susceptibilidade da
LDL a oxidacao

Portadores 4 Suco de tomate  Aumento da lag time Uprotchard,
de diabetes  semanas (500 mL/d) etal., 2000
tipo 2
(n=57)
Adultos 2 Pasta de tomate  Melhora da fungéo Xaplanteris
saudaveis semanas  (33,3mg de endotelial e reducdo do  etal., 2012
(n=19) licopeno) estresse oxidativo
Mulheres 7 dias Pao Sem alteracdo na Stangl et al.,
saudaveis amanteigado dilatacdo fluxo-mediada 2011
na pos- acrescido de da artéria braquial
menopausa puré de tomate
(n=19) (70 9)
Portadores 8 Consumo de Reducéo da inflamacdo, Tsitsimpikou
de sindrome semanas 100g de suco de da resisténcia a insulina et al., 2014
metabolica tomate (2,5mg e niveis de LDL,;
(n=27) de licopeno) 4 aumento da HDL e

dias por semana

melhora na funcéo
endotelial

Legenda: CT: colesterol total, LDL: lipoprotteina de baixa densidade, HDL.: liporoteina de alta densidade.

1.1.4.1 Carotenoides do urucum

O urucuzeiro (Bixa orellana) é uma espécie arbdrea perene, nativa da floresta

tropical da América Central e do Sul, cujo fruto, conhecido como urucum, possui

sementes cobertas de uma resina vermelha, representados na Figura 5 (TOCCHNI, L;

MERCADANTE, 2001). As sementes do urucum possuem diversos compostos como

flavonoides, terpenoides, tocotrienois, mas principalmente carotenoides, que séo
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responsaveis pela coloracdo vermelha do arilo dessas sementes. Devido a sua grande
capacidade corante e por ser um produto natural, as industrias alimenticia e cosmética
tém explorado o uso de corantes a base de urucum em seus produtos (RODRIGUES et
al., 2007). O urucum €é a fonte mais importante de corantes naturais empregada na
industria alimenticia, correspondendo a cerca de 90% do total de corantes naturais
empregados no Brasil e em torno de 70% dos corantes naturais utilizados no mundo pela
indUstria de alimentos (PEDROSA, 1999). Os corantes a base de urucum sdo adicionados
a diversos tipos de alimentos, tais como margarinas, manteiga, molhos, queijos,
embutidos e massas (VILAR et al., 2014).

Figura 5: Frutos e sementes do urucuzeiro (Bixa orellana).

U

Fonte: Www.rondonia.ro.gov.br.'

Devido as sua ampla aplicacdo, existem diversos tipos de extratos a base de
urucum, que vdo desde extratos lipossollveis a pds microencapsulados. O método
tradicional para obtengédo de corante a base de urucum é pela agitagdo das sementes em
agua fria, onde as sementes sdo decantadas e a suspensdo agua-arilo é seca, obtendo-se
uma pasta que geralmente é utilizada como base para a producao de outras formulacGes
(OLIVEIRA, 2005). Além deste, os pigmentos do urucum também podem ser extraidos
das sementes atraves da extracdo com 6leo de soja ou milho, ou com solventes organicos,
tais como acetona e etanol, ou ainda através de solucGes alcalinas (NaOH ou KOH)
(VILAR et al., 2014).

Os principais carotenoides presentes nessas formulagdes sdo a bixina e norbixina
(FELICISSIMO et al., 2004). A bixina (C2sH3004) corresponde a 80% dos carotenoides
presentes naturalmente nas sementes do urucum. Assim como outras xantofilas, a bixina
apresenta uma polaridade maior que carotenos como licopeno e p-caroteno (YAHIA et

al., 2017); devido a sua estrutura quimica (figura 6), composta por 2 grupos carboxilicos,
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sendo um éster monometilico e um acido carboxilico (DE-OLIVEIRA et al., 2003).
Apesar da sua afinidade por solventes de média polaridade, como a acetona e o
cloroférmio, a bixina é o carotenoide majoritario nas preparacfes oleosas e na pasta de
urucum (CHISTE, 2011).

A norbixina (CasH2704) é a forma desmetilada da bixina (figura 6), que
corresponde & uma pequena parcela dos compostos naturalmente presentes nas sementes
do urucum; sendo obtida principalmente através de hidrdlise alcalina (extracéo alcalina)
da bixina (TOCHINI; MERCADANTE, 2001). Essa alteracdo na molécula torna a
norbixina mais polar que a bixina, sendo o carotenoide mais abundante nas preparacoes
hidrossoluveis (CHISTE, 2011). A norbixina n&o é encontrada na sua forma livre nestas
preparacdes, mas sim na forma de sais de norbixato de sédio ou de potéssio que séo
sollveis em agua. A conversdo do norbixato (forma salina) presente nos extratos
hidrossoltveis em norbixina pode ser realizada atraves da adi¢cdo de acido sulfurico ou
cloridrico, que reduz o pH da solucdo para 2-4, formando um precipitado de norbixina.
Esta etapa além de possibilitar a obtencdo de um corante na forma de po, é considerado

também um processo de purifica¢do das formulacdes hidrossoltveis (OLIVEIRA, 2005).

Figura 6: Estrutura quimica dos carotenoides do urucum bixina e norbixina.

HOMW
—

COOCH,
bixina

HOOC = o = =™ ™2 SR R ST S
==

COOH
norbixina

Fonte: Tochini e Mercadante, 2001.

O uso de corantes contendo bixina e norbixina se justifica ndo apenas devido a
sua capacidade corante e baixo custo, mas também pela sua baixa toxicidade. A maioria
dos estudos avaliando a exposicdo a extratos de urucum em modelos animais néo
observaram efeitos toxicos e mutagénicos (VILAR et al., 2014). No entanto, Hagiwara et

al. verificaram que a administracdo de doses altas de um extrato contendo norbixina (0,3
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e 0,9%) provocou alteracdes nos niveis de proteinas totais, fosfatase alcalina, etc., além
de aumentar o peso do figado em ratos (HAGIWARA et al., 2003). Dessa forma, a
ingestdo diéria aceitavel (IDA) da bixina (6 mg/kg) e norbixina (0,3 mg/kg) foi
estabelecida pala Autoridade Europeia de Seguranca de Alimentos, a fim de garantir a
seguranca da populacdo (ESFA, 2016).

Relatos indicam que o urucum foi muito utilizado pela medicina tradicional
indigena e por outras civilizacbes da América do Sul e Central (peruana, paraguaia,
jamaicana, cubana, etc.) como antipirético, laxante, antimalarico, hipoglicemiante,
hipotensivo, expectorante, antimicrobiano (VILAR et al., 2014) e cicatrizante (SILVA,;
STRINGHETA,; 2008). Dessa forma, visando explorar as a¢fes bioldgicas do urucum e
de seus compostos, diversos estudos in vitro e em modelos animais foram desenvolvidos
nos ultimos anos, principalmente em relacédo a sua atividade antioxidante. Ensaios in vitro
mostram que a bixina é eficaz na remoc¢édo de ERs como o OHe, H.02, HOCIl e ONOO™
em ensaios de atividade “scavenger” (CHISTE; BENASSI; MERCADANTE, 2011),
além de proteger a LDL isolada do sangue humano contra a oxidagdo induzida por Cu?*
invitro (SOMACAL, 2016); enquanto que a norbixina protegeu o DNA plasmidial contra
0 dano provocado por H.O2(KOVARY et al., 2007). J&4 em estudos in vivo com ratos, a
bixina reduziu a peroxidag&o lipidica induzida por ciclofosfamida no cérebro (OBOH et
al., 2011) e por cisplatina nos rins (SILVA; ANTUNES; BIANCHI, 2001), além de
proteger a pele contra o dano oxidativo provocado pela luz UV (TAO et al., 2015) e
prevenir a deplecdo de GSH no tecido renal ap6s exposicdo a cisplatina (SILVA;
ANTUNES; BIANCHI, 2001). Além disso, observou-se um aumento na atividade de
enzimas antioxidantes em ratos diabéticos tratados com bixina e norbixina (ROEHRS et
al., 2014), bem como em coelhos hipercolesterolémicos suplementados com bixina
(SOMACAL et al., 2015). Neste ultimo estudo, também foi observada uma reducéo na
peroxidacao lipidica, resposta inflamatoria, indice aterogénico e lesGes ateroscleréticas
dos coelhos promovidas pelo modelo de aterosclerose (SOMACAL et al., 2015). Em
outro trabalho relacionado a funcdo cardiovascular, a bixina reduziu a producdo de EROs,
a resposta inflamatoria e a fibrose do tecido cardiaco, em um modelo de cardiomiopatia
induzida por um dieta rica em gordura em camundongos (XU; KONG, 2017).

QOutros estudos em modelos animais revelaram que a bixina e a norbixina
modulam o metabolismo de carboidratos e lipidios; reduzindo os niveis de LDL e
triglicerideos (LIMA, 2001, 2008; PINZON-GARCIA et al., 2018), colesterol total
(LIMA, 2010; PINZON-GARCIA et al., 2018) e glicose (PINZON-GARCIA et al., 2018;
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ROEHRS et al., 2014; RUSSELL et al., 2008). Além de reduzir a glicemia e melhorar o
perfil lipidico sérico em ratos obesos com doenga hepética gordurosa ndo-alcéolica, a
bixina também reduziu a resisténcia a insulina, o peso corporal e hepéatico dos animais
(PINZON-GARCIA et al., 2018). Estes efeitos dos carotenoides do urucum podem estar
relacionados a atividade agonista dos PPAR (GOTO et al., 2012; TAKAHASHI et al.,
2009), que regulam ndo s6 a expressao de genes relacionados com o metabolismo de
lipidios e carboidratos, mas também reduzem a resposta inflamatéria (LOVISCACH et
al., 2000), a dislipidemia e a resisténcia a insulina (GOTO et al., 2012).

Apesar dos estudos in vitro e em modelos animais demonstrarem o efeito
antioxidante, anti-inflamatorio e hipolipidémico dos carotenoides do urucum, o seu efeito
cardioprotetor em seres humanos ainda é pouco conhecido. Apenas dois trabalhos sobre
0 consumo humano desses compostos foram publicados, o mais antigo avaliando a sua
absorcéo e metaboliza¢do no organismo e outro mais recente publicado pelo nosso grupo
de pesquisa, que demonstra o efeito da ingestdo de bixina e norbixina (separadamente)
sobre marcadores bioquimicos, inflamatérios e de estresse oxidativo apds uma refei¢do
hipercalérica (ROEHRS et al., 2017). Em relacdo a sua cinética no organismo humano,
foi demonstrado que apds consumo de corante a base de urucum (16 mg de bixina) é
possivel detectar bixina (pico maximo 2 h apds a ingestdo) que é convertida em norbixina
(pico maximo 4 h apds a ingestdo), que sdo rapidamente eliminadas do organismo
(clearance bixina= 8 h, clearance norbixina = 24 h) (LEVY et al., 1997). O outro trabalho
verificou que a adicdo de norbixina a uma refeicdo hipercaldrica atenuou o aumento pos
prandial nos niveis de TBARS, LDLox e citocinas pré-inflamat6rias e aumentou a
atividade da GPx em individuos saudaveis; enquanto que a bixina preveniu parcialmente
a peroxidacdo lipidica induzida pela ingestao da refeicdo hipercalérica (ROEHRS et al.,
2017). No entanto, o efeito de multiplas doses de bixina e norbixina em humanos ainda

ndo foi avaliado.
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral
Avaliar o potencial antioxidante do tratamento de curta duracdo (7 dias) por via

oral com carotenoides do urucum, bixina e norbixina, em individuos saudaveis,

comparando-os aos efeitos do carotenoide licopeno.
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1.2.2 Objetivos especificos

Investigar o efeito da suplementacdo com os carotenoides sobre:
- o perfil lipidico, glicose e marcadores de funcao renal e hepatica no soro de individuos
saudaveis;
- marcadores de estresse oxidativo e a suscetibilidade da LDL frente a oxidacao induzida
por cobre ex-vivo;

- as defesas antioxidantes enzimaticas e a razdo GSH/GSSG em hemacias.

1.3 MATERIAL E METODOS

1.3.1 Local de desenvolvimento da pesquisa

Este trabalho foi desenvolvido nas dependéncias do Nucleo Integrado de Analises
Laboratoriais (NIDAL), lotado no Departamento de Tecnologia e Ciéncia de Alimentos
da UFSM.

1.3.2 Obtencdo e composi¢do dos corantes de grau alimenticio

1.3.2.1 Formulacdes de bixina, norbixina, licopeno e placebo

Os corantes de grau alimenticio contendo os carotenoides bixina e licopeno foram
fornecidos na forma de pé, pela empresa Christian Hansen (Dinamarca) e Galena Quimica
e Farmacéutica Ltda. (Brasil), respectivamente. O corante norbixina na forma de p6 foi
obtido ap6s uma etapa de precipitacdo acida de uma formulacdo liquida alcalina com
cerca de 1% de sais de norbixato (grau alimenticio), fornecida pela empresa Christian
Hansen (Dinamarca). Esta etapa consistiu na adigdo de HCI 5% ao extrato alcalino
contendo sais de norbixato, até atingir pH entre 2 e 4, havendo a precipitagdo do pigmento
na sua forma livre (SANTQOS, 2007). Essa suspensdo foi filtrada, lavada com &agua
deionizada e liofilizada, para obtencdo de um po6 fino contendo norbixina. O tratamento
placebo foi composto por amido de milho.

As formulagbes na forma de pé foram utilizadas para a confeccédo de capsulas,

contendo 0,05 mg de carotenoide/kg de peso corporal. Cada capsula (tamanho 1) foi
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preparada manualmente, conforme o peso corporal de cada voluntario, através de uma

balanca semi microanalitica.

1.3.2.2 Identificacéo e quantificacdo de bixina, norbixina e licopeno nas formulacdes

O teor de cada carotenoide foi avaliado nas formulacdes utilizadas por
espectrofotometria, utilizando seus solventes, coeficientes de extingdo molar e

comprimentos de onda respectivos, conforme a tabela abaixo:

Tabela 2 — Metodologias e parametros utilizados para determinacdo espectrofotométrica
de bixina, norbixina e licopeno nas formulac@es estudadas

Carotenoide Solvente € A (nm) Fonte

Bixina Cloroférmio 2826 470 Tochini e Mercadante, 2001

Norbixina Solugdo aquosa de 3473 453 Tochini & Mercadante, 2001
KOH 0,5%

Licopeno Eter de petroleo 3450 472 Nunes & Mercadante, 2004

Legenda: € = coeficiente de extin¢do molar, A = comprimento de onda, KOH = hidroxido de potassio.

As formulagdes contendo os carotenoides do urucum também foram analisados
por cromatografia de alta eficiéncia (CLAE) acoplado a detector de arranjo de diodos
(DAD) (CHISTE et al., 2011). Estas analises foram desenvolvidas em CLAE-DAD
(CBM-20A Prominence, Shimadzu LC), utilizando uma coluna Synergi 4 um Hydro RP
80A (250 x 4.6 mm, Phenomenex, Torrance, USA). As fases mdveis utilizadas foram
acetonitrila: &cido férmico 2% (fase mével A) e agua ultrapura (Milli-Q Gradient System,
Millipore Corporation, Massachusetts, EUA): &cido férmico 2% (fase mével B). Para
uma melhor separacéo e resolucéo dos picos, foi escolhida a elui¢do por gradiente de 30%
de B e 70% de A por 10 min, 5% de B e 95% de A por 10 min, retornando para 30% de
B e 70% de A por 10 min; totalizando 30 min de corrida. O fluxo utilizado foi de 0,9
mL/min. com volume de inje¢do de 20 pL e temperatura de 38°C. As amostras de bixina
e norbixina foram diluidas em cloroférmio e metanol, respectivamente, para a confecgédo
de solucBes-mae, que foram diluidas na fase modvel inicial (70% de A e 30% de B) e
filtradas (filtros 0,22 um PTFE hidrofilico) para injecdo no equipamento (loop 20 pL).
Os compostos foram identificados pela comparacdo de seus espectros de absorcéo e
tempos de retencao dos picos com padrdes e dados da literatura. Os padrfes de bixina e
norbixina foram produzidos em laboratorio (RIOS; MERCADANTE, 2004; TOCCHNI,
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L; MERCADANTE, 2001) e utilizados na confec¢éo da curva de calibracéo e dos limites
de deteccédo e quantificagdo, bem como nos testes de recuperacdo. A quantificacdo dos
compostos foi realizada em 460 nm.

1.3.3 Ensaio clinico

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos
(CEP) da UFSM (CAAE number: 68801917.0.0000.5346) (ANEXO A). Este protocolo
de pesquisa obedece as normas da resolucdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude
para pesquisas envolvendo seres humanos, e possui registro no endereco eletrénico:
ClinicalTrials.gov 68801917.0.0000.5346.

1.3.3.1 Populacéo-alvo

A populagéo alvo do estudo foi composta por 16 adultos saudaveis (8 mulheres e
8 homens), que foram recrutados no Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos
Alimentos (DTCA) do campus da UFSM, na cidade de Santa Maria, Rio Grande do Sul.

1.3.3.2 Critérios de inclusdo e exclusao

Os 16 individuos selecionados como participantes da pesquisa tinham idade entre
18 e 35 anos, indice de massa corporal (IMC) entre 18,5 — 24,9 kg/m?2 e valores normais
para glicemia, perfil lipidico e marcadores das funcdes hepética e renal (XAVIER et al.,
2013). Sendo excluidos do estudo individuos que faziam uso de medicamentos alopaticos,
fitoterapicos ou suplementos (minerais, vitaminicos, etc.); bem como tabagistas e
portadores de cancer, doencas cronicas (diabetes, hipertensdo), inflamatérias (lGpus,

artrite, asma, entre outras.) ou infecciosas (virais, bacterianas ou fangicas) no ultimo més.

1.3.3.3 Delineamento experimental

Foi realizado um ensaio clinico randomizado, duplo cego, controlado com placebo
e com delineamento cruzado com retorno. Para a realizacéo deste estudo fez-se necessaria
a adesdo voluntaria de 16 adultos saudaveis, recrutados nas dependéncias do

DTCA/UFSM, entre estudantes da universidade. No primeiro encontro, 0s possiveis
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participantes da pesquisa receberam informacGes sobre 0s objetivos e riscos da pesquisa,
tendo liberdade de optar ou ndo em participar do estudo, através do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A realizacdo de uma triagem inicial dos
participantes que aderiram voluntariamente a pesquisa foi feita através da analise de
questionario, aplicado pelos pesquisadores. Os individuos selecionados receberam a
orientacdo de permanecer em jejum de 12 horas e comparecer no NIDAL para coleta de
sangue (30 mL), por flebotomia do membro superior para realizacdo de exames
laboratoriais (glicose, perfil lipidico, ureia, creatinina e transaminases), avaliacdo de
parametros antropométricos (peso, altura e circunferéncia da cintura) e afericdo da
pressdo sanguinea. Os participantes que apresentaram niveis normais desses marcadores
foram convidados a continuar na pesquisa.

Nos encontros seguintes, realizados no NIDAL, cada voluntario recebeu os 4
tratamentos propostos (bixina, norbixina, licopeno ou placebo) em 4 momentos distintos
com washout de, no minimo, 7 dias entre os tratamentos, a fim de eliminar qualquer
influéncia do tratamento anterior. As sequéncias de tratamento foram distribuidas de
acordo com um delineamento experimental conhecido como quadrado latino, onde cada
tratamento precede os demais tratamentos apenas uma vez. Cada tratamento foi
codificado e as quatro sequéncias possiveis foram entdo sorteadas, sendo que, nem 0s
voluntarios ou analistas tinham conhecimento das sequéncias distribuidas entre o0s
participantes.

Cada periodo de tratamento (1 semana) foi precedido de uma semana de preparo,
resultando em duas semanas de intervencdo por tratamento. Durante o periodo de
intervencdo, os sujeitos foram instruidos a evitar o consumo excessivo e anormal de
bebidas alcodlicas, alimentos gordurosos ou que possuam urucum ou outros carotenoides
(tomate, cenoura, molhos, embutidos, salgadinhos, biscoitos, condimentos, entre outros).
No primeiro dia de cada tratamento, os participantes tinham de se apresentar no NIDAL
pela manh&em jejum de 12 horas para coleta de sangue (30 mL) para o Dia 0. Em seguida,
cada voluntario recebeu 7 céapsulas do tratamento correspondente (bixina 0,05 mg/kg,
norbixina 0,05 mg/1kg, licopeno 0,05 mg/kg ou placebo), sendo a primeira delas
consumida logo ap06s a coleta de sangue, juntamente ao café da manha, nas dependéncias
do NIDAL; e as demais capsulas deviam ser consumidas nos 6 dias seguintes (1
capsula/dia), preferencialmente no mesmo horario. No oitavo dia de cada tratamento, 0s
participantes tinham de se apresentar novamente no NIDAL pela manhd em jejum de 12

horas para coleta de sangue (30 mL) para o Dia 7.
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A fim de garantir a seguranca dos voluntarios, a dose escolhida para este estudo
corresponde a 10% do valor da IDA do licopeno, que possui 0 menor valor entre 0s
carotenoides estudados (ESFA, 2010, 2016). Apesar disso, os voluntarios foram
instruidos a relatar qualquer reacdo diferente que aparecesse em decorréncia da
suplementacdo com o0s carotenoides, como intolerancias, desconforto gastrointestinal

(nduseas, vomito, diarreia), dores de qualquer natureza, dentre outras.

1.3.3.4 Coleta de material bioldgico

Todas as coletas de sangue foram realizadas por punc¢do da veia basilica ou veia
mediana cubital com sistema a vacuo em tubos com EDTA para obtencdo de plasma,
leucdcitos e papa de hemacias, e tubo sem anticoagulante para obtencéo de soro. O sangue
coletado foi centrifugado a 3000 x g por 10 min, para separacdo das fragdes plasma, soro
e papas de hemécias. As amostras para avaliacdo dos parametros bioquimicos e de
estresse oxidativo (enzimas antioxidantes, 6xido nitrico, AOPP, GSH, GSSG e ORAC)
foram congeladas em -20°C até a realizacdo das analises. Ja as amostras de plasma
utilizadas para o isolamento da LDL e quantificacdo dos niveis de MDA, foram
processadas no dia da coleta e armazenadas posteriormente conforme a exigéncia de cada

metodologia.

1.3.4 Analises

1.3.4.1 Parametros antropométricos

Para melhor avaliar o estado de salde dos voluntarios, parametros
antropométricos como: peso corporal, altura e circunferéncia da cintura (CC) foram
avaliados durante o processo de triagem. O peso corporal foi avaliado através de balanca
portétil digital, com o individuo descalgo, em posicéo ereta e indicado em quilograma
(kg). A altura (metros) foi aferida no individuo ereto, com os calcanhares unidos e com a
cabeca e gluteos em contato com um estadidmetro portatil. A CC foi determinada
manualmente conforme a Anthropometric Standardization Reference, logo abaixo da
ultima costela (LOHMAN, ROCHE, MARTORELL, 1988).

1.3.4.2 Marcadores bioguimicos
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Os niveis séricos de TG, CT, HDL, glicose, ureia, creatinina, AST e ALT foram
dosados por Kkits colorimétricos (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil) no analisador
semiautomatico Labmax 100 (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil). A LDL foi calculada
usando a equacéo de Friedewald: LDL = CT — HDL — TG/5; e a VLDL foi estimada pela
formula: VLDL = CT — TG/5. J& a hemoglobina foi determinada na papa de hemacias
utilizando um kit colorimétrico (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brasil)em um
espectrofotdmetro manual, no dia da coleta das amostras.

1.3.4.3 Isolamento e oxidagdo da LDL ex-vivo

A fracdo enriquecida em LDL foi isolada a partir do plasma fresco por
ultracentrifugacao (191.000 x g por 2 horas a 4°C), utilizando um gradiente de densidade
descontinuo. Para formar este gradiente, o plasma foi acrescido de KBr (0,326 g/mL),
além de EDTA (1 mg/mL) e sacarose (0,5%), para evitar a sua agregacgdo. Posteriormente,
uma solucdo salina de cloreto de sodio (1,006 g/mL) foi adicionada sobre a mistura de
plasma e deu-se sequéncia a ultracentrifugacdo (ultracentrifuga Hitachi CP80WX — rotor
P80AT). Finalizado o processo, uma banda amarelo/laranja, correspondente a LDL, foi
coletada e dialisada durante 16 h a 4°C em tampéo fosfato 148 mM pH 7,4 (Na,HPOs 8
mM, KH2PO4 1,4 mM, KCI 2,6 mM, NaCl 136 mM) (LUIZ DA SILVA; TSUSHIDA,
TERAO, 1998). Para a realizacdo dos ensaios de susceptibilidade da LDL frente a
oxidacdo induzida por cobre, fez-se necessaria a determinacdo da concentracdo de
proteina nessas amostras, feita pelo método de Lowry et al. (1951). A determinacédo de
proteinas foi realizada na amostras de LDL frescas, refrigeradas e protegidas da luz, bem
como os testes de oxidacdo da LDL.

A oxidacdo lipidica das LDL isoladas induzida por CuSO4 foi avaliada atraves da
formacédo dos dienos conjugados. As LDL isoladas (50 pg de proteina/mL) foram pré-
incubadas em tampao fosfato 10 mM pH 7,4 a 37°C, durante 10 minutos. A oxidacao foi
iniciada pela adi¢do de CuSO4 (5 uM) ao meio e a formagéo dos dienos conjugados foi
monitorada a cada 5 min, durante 6,5 h, através do aumento da absorbancia em 234 nm
(GIESEG; ESTERBAUER, 1994). A partir destes dados foram determinados dois
parametros: a fase lag e a taxa de oxidagdo maxima. A fase lag foi estimada pelo
intercepto entre o0 eixo do tempo e a tangente da inclina¢do da curva de absorbancia dos

dienos conjugados durante a fase de propagagédo (aumento dos niveis de dienos). Ja a taxa
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de oxidacdo méaxima foi calculada a partir da derivada da curva de formacdo dos dienos
conjugados em funcdo do tempo.

O triptofano é um amino&cido presente na ApoB-100, fazendo parte da estrutura
da LDL. A perda da fluorescéncia deste aminoacido é um indicador da oxidacéo da fracdo
proteica dessa lipoproteina. A cinética dessa reacao foi avaliada pelo decaimento da
fluorescéncia da triptofano ( nas LDL isoladas) em comprimentos de onda de excitagéo e
emissdo especificos (282 nm e 331 nm, respectivamente), durante 6,5 h, com intervalos
de 5 minutos entre cada leitura. A oxidacao foi iniciada pela adi¢do de CuSQOs (3,3 uM)
a LDL isolada (50 pg proteina/mL) (GIESSAUF; STEINER; ESTERBAUER, 1995). Os
resultados foram expressos como 0 tempo necessario para que ocorra o decaimento de

metade da fluorescéncia méxima do triptofano (Tmax/2).

1.3.4.4 Determinacdo da oxidacao lipidica no plasma

A peroxidacdo lipidica foi avaliada a partir da determinacdo dos niveis de MDA
no plasma por HPLC/UV-vis. No dia da coleta de sangue, as amostras de plasma foram
submetidas a hidroélise alcalina com hidréxido de sédio 3N e incubadas a 60°C por 30
min. Em seguida, o meio de reagdo foi acidificado com acido fosforico 6% e as amostras
foram derivatizadas com TBA 0,8%, em banho-maria a 90°C por 45 min. As amostras
foram resfriadas e congeladas a — 20 °C até a analise cromatogréafica. A extracdo do MDA
das amostras foi feita minutos antes da injecdo no cromatdgrafo, pela adicdo de 50 pL de
SDS 10% e de 300 pL de n-butanol, seguida de agitacdo (1 min) e de uma etapa de
centrifugacdo a 3000 x g por 10 min. A fase butandlica, contendo o0 MDA, foi aspirada e
filtrada em membrana PTFE 0,22 um e injetada manualmente no equipamento (GROTTO
etal., 2007).

A andlise cromatografica foi conduzida em cromatédgrafo liquido Shimadzu
acoplado a detector UV/visivel (SPD-20AV), utilizando uma coluna C-18 Zorbax 5 um,
250 x 4,6mm, (Agilent). Foi utilizada uma eluicdo isocratica com as fases moveis metanol
e agua ultrapura (Milli-Q Gradient System, Millipore Corporation, Massachusetts, EUA),
na propor¢do 50:50. O volume de injecéo utilizado foi de 20 pL e o tempo de corrida foi
de 10 min. A quantificacdo foi realizada em 540 nm, utilizando uma curva de calibragéo
de 1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP). Os niveis de MDA no plasma foram corrigidos pelo

teor de proteina (LOWRY et al., 1951) e expressos em pmol/mg de proteina.
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1.3.4.5 Determinacdo da oxidacgao proteica no plasma

O oxidag&o proteica do plasma dos voluntarios foi avaliada através dos niveis de
AOPP. As amostras de plasma foram descongeladas e diluidas em acido citrico 0,2 M. A
leitura da absorbancia foi realizada em um leitor de microplacas em 340 nm, ap6s 2 min
de agitacdo (HANASAND et al., 2012). Os niveis plasméaticos de AOPP foram
quantificados a partir de uma curva padrdo feita com cloramina-T e expressos em

nmol/mg de proteina.

1.3.4.6 Determinagéo de NOXx no soro

O O6xido nitrico estd envolvido em diversos processos envolvendo a salde
cardiovascular. Como a sua concentracdo e tempo de vida sdo baixos, a determinacéo dos
niveis de NO em amostras bioldgicas se da através da quantificagdo dos seus metabdlitos,
nitrato e nitrito (NOX). A técnica baseia-se na conversdo do nitrato em nitrito na presenga
de cloreto de vanéadio, que sofre uma reacdo de Griess formando um azo-corante roxo,
quantificado em 540 nm (MIRANDA; ESPEY; WINK, 2001). Os niveis de NOx foram

determinados no soro e expressos em pmol/mg de proteina.

1.3.4.7 Determinacdo da capacidade antioxidante do plasma

A capacidade antioxidante do plasma foi avaliada pelo método da capacidade de
absorcdo do radical peroxila (ORAC). Primeiramente, foi necessario fazer um extrato
etanolico das amostras de plasma para utiliza-las no ensaio. A andlise foi realizada em
tampao fosfato pH 7,4 utilizando o diidrocloreto de 2,2’-azobis (2-amidino-propano)
(AAPH) como fonte de radicais peroxila e a fluoresceina como substrato. Para a
determinacdo da capacidade antioxidante das amostras de plasma, expressa em mM
equivalentes de Trolox, foi confeccionada uma curva padrdo com o antioxidante Trolox
(LEITE et al., 2011).

1.3.4.8 Determinacdo de GSH, GSSG e razdo GSH/GSSG nas hemacias

Os niveis de GSH e GSSG foram determinados nas hemacias através da reacéo

com o orto-phtalaldeido (OPT), gerando um produto fluorescente, analisado em
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comprimentos de onda de excitacdo em 350 nm e de emissdo em 420 nm (HISSIN; HILF,
1976). A diferenca entre a determinacdo da GSH e GSSG, foi a adi¢do do NEM 310 mm
as amostras de GSSG, onde o NEM forma um aduto com a GSH, impedindo que esta
reaja com o OPT, evitando uma superestimacdo dos niveis da GSH. A quantificacdo de
glutationa nas hema@cias foi feita a partir de curvas de padrdo de GSH e GSSG e expressa
em nmol/mg de Hb. Os valores de GSH e GSSG foram utilizados no céalculo da razéo
GSH/GSSG.

1.3.4.9 Determinacéo da atividade de enzimas antioxidantes nas heméacias

A atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GR foram avaliadas na
papa de hemécias, obtida pela centrifugacdo do sangue total. A atividade da SOD foi
avaliada através da inibicdo da auto oxidagdo da epinefrina, determinada em 480 nm
(MISRA; FRIDOVICH, 1972). A CAT teve sua atividade avaliada apos a adi¢do de
peroxido de hidrogénio ao meio, pela queda da absorbancia em 240 nm (AEBI, 1984). A
oxidacdo do NADPH na presenca de peroxido de hidrogénio e GSH, verificada através
da queda da absorbancia em 340 nm, foi utilizada na determinacdo da atividade da GPx
(PAGLIA; VALENTINE, 1967). A atividade da GR foi determinada de maneira
semelhante & GPx, utilizando a GSSG como substrato (CARLBERG; MANNERVIK,
1975). A atividade das enzimas antioxidantes foi corrigida pela quantidade de

hemoglobina das amostras.

1.3.5 Analise estatistica

A determinacdo do numero de participantes para este estudo (16 individuos), foi
feito a partir de um calculo de tamanho amostral necessério para se observar uma
diferenca de 25% entre as médias dos 4 tratamentos propostos, considerando um desvio
padrdo de 20% das médias da maior parte das analises realizadas (ARCARI et al., 2011;
JIN et al., 2014; WAN et al., 2001), um nivel de significancia de 0,05 (5%) e poder de
prova de 80%.

Os resultados obtidos foram expressos como delta, ou seja, pela diferenca entre os
valores observados no final (Dia 7) e inicio (Dia 0) de cada tratamento * erro padrao.
Esses valores foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk e Levene, para a verificagdo

da normalidade e homogeneidade dos dados; e a analise de variancia (ANOVA) de uma
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via, seguida de teste post-hoc de Duncan, para comparacao entre os deltas de cada grupo.
Também foi realizada uma analise de correlacdo entre alguns marcadores, através da
analise de correlacdo de Pearson. Os resultados foram considerados estatisticamente
significativos quando p<0,1, devido a grande variabilidade existente inter e intraindividuo
em estudos com humanos. Todos os testes estatisticos foram realizados no programa
Statistica® versdo 9.0 (StatSoft Inc., 2004).
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Abstract

Lycopene-based medications and supplements have been developed to prevent
atherosclerosis, primarily because of their ability to decrease low-density lipoprotein
(LDL) oxidation. Bixin and norbixin are carotenoids found in the seeds of annatto (Bixa
orellana) and are colorants widely used by the food industry. Some studies have already
demonstrated that these compounds have antioxidant and antiatherogenic potential in
vitro and in animal models, but there is no evidence supporting their effects in a long or
short-term consumption by humans. The aim of this study was to evaluate the effects of
short-term intake of annatto carotenoids on biochemical and oxidative stress biomarkers
as well as on the LDL susceptibility to oxidation in healthy individuals, using lycopene
as a positive control. The effect of daily supplementation (0.05 mg/kg b.w.) with bixin,
norbixin, lycopene or placebo during 7 days was evaluated in a randomised, controlled
crossover study in 16 healthy volunteers (8 men and 8 women). The susceptibility of LDL
to Cu?*-induced oxidation ex-vivo, biochemical parameters and oxidative stress
biomarkers were evaluated. No treatment affected biochemical parameters or most
oxidative stress biomarkers. However, bixin reduced the oxidation rate of LDL lipid
moiety (-275%, p<0.1) and nitric oxide metabolites (NOx) (-460%, p<0.1), compared to
the placebo group. Moreover, we observed that the changes in these parameters were
positively associated, supporting the hypothesis that bixin decreases the susceptibility of
LDL to Cu?*-induced oxidation by decreasing NOx levels, probably by down-regulating
the inducible nitric oxide synthase. This trial was registered in ClinicalTrials.gov
68801917.0.0000.5346.

Keywords: bixin, norbixin, nitric oxide, LDL oxidation, antioxidant
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Introduction

The oxidation of LDL (oxLDL) is a key event in the progression of atherosclerosis, which
plays a major role in the most prevalent types of cardiovascular diseases [1].
Hypercholesterolemia, hypertension-triggered shear stress and endothelial dysfunction
favour the entrance of LDL particles in the tunica intima of blood vessels, where they are
oxidized and taken up by macrophage cells leading to foam cell formation [1]. The
parallel release of pro-inflammatory cytokines, growing factors and metalloproteinases
by macrophages promotes cell recruitment, angiogenesis, apoptosis and degradation of
extracellular matrix [2].

NO synthesized by endothelial nitric oxide synthase (e-NOS) plays an important role in
vascular homeostasis promoting vasodilatation, besides inhibiting inflammation, platelet
aggregation, oxidative stress and the migration and proliferation of vascular smooth
muscle cells (SMC) [3]. In contrast to e-NOS, the inducible isoform of NOS (iNOS)
exhibits pro-atherosclerotic effects [4]. The overproduction of NO by iNOS inhibits
eNOS activity, impairs the activation of endothelial receptors, reduces SMC response to
NO and leads to peroxynitrite (ONOO-) formation after reaction with superoxide anion
radical (O2) [4].

Due to its huge reactivity, ONOO- triggers lipid and LDL oxidation [5] beyond promoting
oxidative changes in proteins and nucleic acids [6]. Above their role in oxidative stress
damaging mechanisms, some oxidative biomarkers, such advanced oxidation protein
products (AOPP) are markers of protein oxidative damage, which can be produced after
the modification of plasma albumin and has been shown to be implicated in the
pathogenesis of atherosclerosis [7] by the amplification of proinflammatory pathways [8].
Endogenous antioxidant enzymes play a key role to control the production of reactive
species as peroxides and O™, but we have no enzyme to remove ONOO" [9]. Non-
enzymatic defences comprising endogenous small molecules as uric acid, glutathione and
coenzymeQ, as well dietary antioxidants (vitamins, polyphenols and carotenoids) also
helps to keep the homeostasis between the synthesis and removal of reactive species (RS)

[6].

Dietary antioxidants play an important role in the prevention of CVD, where carotenoids
have a distinguished place [10-12]. Lycopene, which is found at large amount in tomato,
has high antioxidant capacity and is among the most studied carotenoids. Despite several
studies showing that lycopene consumption presents positive effects in cardiovascular
function, its protective effect against LDL oxidation or oxLDL levels remains
controversial [13,14]. Thus, other carotenoids have been studied in last years. Bixin and
norbixin are apocarotenoids found in food colorants extracted from annatto seeds (Bixa
orellana), where they are synthetized from a lycopene molecule [15]. Despite their safety
as food colorants [16], the beneficial biological effects of bixin and norbixin have been
studied just in the last few years. Bixin has been shown to increase antioxidant enzymes
activity in diabetic rats [17], reduce inflammatory response and atherosclerotic plaques
in hypercholesterolemic rabbits [18]. Despite these promising data obtained in animal
studies, there is only one human study investigating the effects of annatto carotenoids in
humans [19]. In this study a single dose of norbixin reduced the postprandial levels of
oxLDL, TBARS and proinflammatory cytokines levels after the consumption of a
hypercaloric meal by healthy volunteers [19]. However, the biological effects of multiple
doses of bixin and norbixin have not been investigated in humans.
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In the present study, we investigated the effect of short-term bixin and norbixin
supplementation on biochemical parameters, oxidative stress biomarkers and LDL
susceptibility to oxidation ex-vivo in healthy subjects. The effects were compared to
lycopene supplementation as a positive standard as this carotenoid is considered to have
cardiovascular benefits.

Material and methods
Subjects

Sixteen healthy subjects (eight men and eight women; 25.4 + 0.8 years, 66.5 + 2.2 kg
body weight, 1.71 + 0.03 m body height and 22.6 + 0.7 kg/m? body mass index)
participated of this randomised, double blind, placebo-controlled crossover clinical trial.
Undergraduate and graduate students aged between 18 and 35 years, with blood pressure,
anthropometric (weight and BMI) and biochemical (glucose, lipid profile, transaminases,
urea and creatinine) parameters within normal values were recruited in Federal University
of Santa Maria, who gave their written consent to participate in the study (Fig..1). The
study was conducted according to Declaration of Helsinki and the protocol of study was
approved by the local ethics committee (CAAE number: 68801917.0.0000.5346).
Volunteers with alcohol/cigarette/drug addiction, dyslipidaemia, diabetes, hypertension,
cancer, as well as recent inflammatory and infectious diseases, were excluded from the
study. Participants that were using medications, excepting oral contraceptives, were also
excluded.

Study protocol

The health status was assessed at participant’s entry, by applying a questionnaire (initial
screening) and making anthropometric measurements and blood biochemical analysis
(glucose, lipid profile, ALT, AST, urea and creatinine). Healthy subjects were included
in the study and instructed to follow their usual diet, avoiding excessive/unusual
consumption of alcoholic beverages, fatty foods, annatto/carotenoid-containing food or
another unusual food during the study. The intervention period comprised one to three
weeks of washout period, followed by one week of treatment. All subjects received the
four treatments during the study in different periods, resulting in 2 months of participation
leastwise. Each treatment was composed by a daily capsule of placebo or 0.05 mg/kg b.w.
BIX, NBIX or LYC. Participants received seven capsules per treatment, corresponding
to one week of treatment; and were instructed to take a capsule per day at the breakfast,
preferably. A latin square crossover design was used. Four treatment sequences were
chosen to yield a balanced design that was uniform both within periods and within
sequences, and each treatment preceded every other treatment only once (Fig. 2).
Treatments were coded (A,B,C,D) and sequences were randomly distributed among
volunteers (Fig. 2). Both volunteers and analysts had no knowledge of drawn sequences.

The dose of carotenoids chosen for this clinical trial (0.05 mg/kg b.w.) is 10 times lower
than the ADI of lycopene (0.5 mg/kg b.w.), which was the carotenoid that had the lowest
ADI value comparing to bixin and norbixin (ADI: 6 and 0.3 mg/kg b.w., respectively)
[20,21]. This dose is lower than recently used by our group for a single dose study with
annatto carotenoids in humans (0.06 and 1.2 mg/kg b.w. for norbixin and bixin,
respectively) [19] because we would assess the effect of multiple doses.
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Two 12-h fasting blood collections (30 mL) were done for each treatment: at baseline
(Day 0) and one day after the last capsule consumption (Day 7). Blood was collected from
basilic or median cubital vein puncture using vacuum tubes containing EDTA for plasma
and red blood cells (RBC) obtainment and without anticoagulant for serum obtainment.
LDL isolation, ORAC, AOPP and MDA measurements were done using plasma samples,
whereas antioxidant enzymes activities and GSH/GSSG ratio were evaluated in RBC
samples. Serum samples were used to evaluate biochemical parameters and NOx levels.
At Days 0 and 7, blood collections were made between 7 and 9 a.m., after 12 h fasting.

Carotenoid preparation and quantification

Christian Hansen of Brazil (Valinhos, SP) provided food grade annatto pasta and bixin
alkaline extract, which were used in this study. Annatto pasta had high content of bixin
(30%) and was used for the bixin treatment. NBIX was obtained from the bixin alkaline
extract, through acid precipitation [22] and lyophilisation, to obtain a powder formulation
containing 42% norbixin. Lycopene (10%) was obtained from Galena Chemistry and
Pharmaceutical Ltda (Campinas/SP). Placebo was composed by crude maize starch.
Powders were manually encapsulated using an analytical balance and capsules size 1,
once the capsule content varied according to individual weight (dose = 0.5 mg
carotenoid/kg b.w.).

The concentrations of bixin, norbixin and lycopene powder were checked by
spectrophotometry using the respective molar extinction coefficients for bixin (e47onm=
2826), norbixin (esssnmn= 3473), and lycopene (es72nm= 3450) [23,24]. Thereafter,
carotenoids of BIX and NBIX powders were identified by high performance liquid
chromatography (HPLC) coupled to a photodiode array detector (PDA). BIX and NBIX
were diluted in mobile phase, filtered in 0.22 um pore membrane and injected (20 puL) in
HPLC-PDA (CBM-20A Prominence, Shimadzu LC) coupled to a Synergi 4 um Hydro
RP 80A column (250 x 4.6 mm, Phenomenex, Torrance, USA). Samples were run at 0.9
mL/min using the following gradient: 70% A:30% B for 10 min, 95% A:5% B for 10
min, 70% A:30% B for 10 min, being mobile phase A acetonitrile containing 2% acid
formic, mobile phase B water containing 2% acid formic. Compounds were identified by
PDA spectra and peak retention time by comparison with authentic standards and
literature data. Annatto carotenoids were quantified at 460 nm using standard curves of
bixin and norbixin.

Anthropometric parameters

Body weight, body height and waist circumference (WC) were determined during
volunteers screening. Body weight (kg) was measured using a portable digital balance.
Body height (meters) was verified in the erect individual, with heels united and head and
gluteus in contact with a portable stadiometer. WC was determined below the last rib,
according to the Anthropometric Standardization Reference Manual [25]. These
parameters were accompanied during study intervention, but did not show any changes
(data not shown).

Biochemical parameters

Colorimetric kits (Labtest, Lagoa Santa, MG, Brazil) were used to determine serum levels
of glucose, total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol, VLDL-cholesterol,
triglycerides, AST, ALT, urea and creatinine in a Labmax 100 semiautomatic analyser,
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and haemoglobin levels in a spectrophotometer. Serum VLDL-C was estimated through
TG levels and the Friedewald formula was used to calculate serum LDL-C. The
atherogenic index was determined by the ratio between non-HDL cholesterol and HDL-
cholesterol.

LDL isolation and ex-vivo oxidation induced by copper

LDL was isolated from the fresh plasma samples by discontinuous density-gradient
ultracentrifugation [26]. EDTA, sucrose and KBr were added to avoid LDL aggregation
and to form density-gradient. LDL particles (yellow/orange band) were collected and
dialysed for 16 h at 4°C in PBS. The protein content of LDL particles was determined
[27] and oxidation susceptibility assays of LDL were done in sequence, using Cu?* to
induce oxidation.

Isolated LDL particles (50 pg protein/mL) were incubated with 10 pM CuSQO4in 10 mM
phosphate buffer, pH=7.4 at 37°C by 10 min, then the oxidation of LDL lipid moiety was
monitored by assessing conjugated dienes formation at 234 nm during 6.5 h at 37°C, in a
micro plate reader [28]. Data obtained was used to calculate the lag phase and conjugated
dienes (CD) oxidation rate. Lag phase was estimated by the intercept between the time
axis and the tangent of the slope of the CD absorbance curve during the propagation
phase. The slope of the CD absorbance curve was used to calculate CD oxidation rate.

The oxidation of LDL protein moiety was analysed by the loss of tryptophan (Trp)
fluorescence, which decreases due to the oxidation of amino acid residues in ApoB-100.
Isolated LDL particles (50 ug protein/mL) were incubated with 3.3 uM CuSQOg4 in 10 mM
phosphate buffer, pH=7.4 at 37°C by 10 min and thereafter the loss of Trp fluorescence
was monitored (excitation at 282 nm and emission at 331 nm) during 6.5 h at 37°C [29],
in a microplate reader. Fluorescence measurements were used to calculate the time
necessary to loss 50% of Trp fluorescence (Twmaxz2).

Biomarkers of oxidative stress

Lipid peroxidation product, malondialdehyde, was evaluated in plasma samples that were
derivatized with TBA and then analysed by HPLC-UV/vis, using a Zorbax ODS C18 5
pm (250 x 4.6 mm, Agilent, Santa Clara, USA) [30]. Plasma, serum and RBC end-
point/kinetic UV/VIS and fluorescence spectrophotometry assays were done in a
microplate reader. Plasma AOPP levels were measured at 340 nm [31]. Griess reaction
was performed to evaluated NOXx levels in serum, at 540 nm [32]. Plasma antioxidant
capacity was analysed by the oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay that uses
AAPH as the source of peroxyl radicals and fluorescence spectrophotometry (excitation
at 485 nm and emission at 528 nm) [33]. GSH and GSSG were determined in the RBC
fraction through reaction with ortho-phthalaldehyde by fluorescence spectrophotometry
(emission at 350 nm and excitation at 420 nm) using N-ethylmaleimide complexation to
prevent interference of GSH with measurement of GSSG [34]. Data were expressed as
the GSH/GSSG ratio. Antioxidant enzymes activities were assessed in RBC samples and
results were normalized by the Hb content. SOD activity was assessed by the inhibition
of epinephrine autoxidation at 480 nm [35], whereas CAT activity was quantified by the
decomposition of hydrogen peroxide at 240 nm [36]. GPx and GR were determined at
340 nm, through NADPH oxidation, using specific substrates [37,38].

Statistical analysis



53

The number of participants required for this study (16 subjects) was calculated using a
power analysis to detect 25% difference among means, considering a standard deviation
of 20% [39-41], alpha error of 0.05 and power of 0.8 (80%), using an one-way ANOVA
hypothesis test.

Data were expressed as delta values between final and baseline values (Day 7 value —
Day 0 value) * standard error. To verify normality and homogeneity, data were submitted
to Shapiro-Wilk and Levene tests. The one-way ANOVA and Duncan post hoc test were
performed to compare deltas values. The associations between variables were assessed
by Pearson’s correlation analysis. Differences were considered significant when p<0.1.
All statistical analysis were made using Statistica® version 9.0 software system (StatSoft
Inc., 2004).

Results

Twenty-one volunteers meet the inclusion criteria for the study but three were excluded
because of health problems (exclusion criteria) or other motivations (Fig. 1). Eighteen
participants are included in the study but 2 participants abandoned the study due to
infections disease or other motivation. Thus, 16 participants completed this randomised
placebo-controlled crossover trial. The volunteers’ baseline characteristics are shown in
Table 1. Serum glucose levels, lipid profile, markers of renal and hepatic function,
anthropometric measurements and blood pressure was within normal values.

Baseline and final serum biochemical parameters are summarized in Table 2. Daily
supplementation with lycopene or annatto carotenoids for one week did not change serum
glucose or lipid profile, neither the markers of hepatic (AST and ALT) or renal (urea and
creatinine) function. Glucose, total cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol,
VLDL-cholesterol, triglycerides, AST, ALT, creatinine and urea levels remained within
normal levels after the treatment. Likewise, the atherogenic index of plasma, which is a
strong predictor of the risk of atherosclerosis and coronary heart disease, did not show
alterations during the study.

The oxidation of LDL induced by copper ex vivo was assessed to determine LDL
susceptibility to oxidative insults, which may play a key role in the first steps of
atherosclerosis (Fig. 3). The oxidation of LDL protein moiety was assessed as the loss of
Trp fluorescence and was expressed as Tmaxiz. CD formation, which characterize the
oxidation of the lipid moiety of LDL, were evaluated as the initial lag phase time (Lag
phase) and the maximal formation rate of CD (oxidation rate). Greater susceptibility to
oxidation is indicated by lower values of Tmax2 and lag phase time and higher values of
oxidation rate. Dietary supplementation with carotenoids did not affect Tmax,2 (Fig. 3a)
or lag phase time (Fig. 3b) values. However, bixin supplementation reduced the CD
oxidation rate compared to placebo (Fig. 3c, p < 0.1), whereas lycopene or norbixin
supplementation had no effect.

The oxidative stress status was analysed by AOPP, MDA and NOx levels, besides
GSH/GSSG ratio and ORAC values (Fig. 4). Plasma protein oxidation, assessed by AOPP
levels (Fig. 4a) had a slight decrease in all groups, including placebo along the treatment,
but no differences were detected among treatments. Carotenoid treatments also did not
cause significant changes in plasma lipid oxidation (MDA levels) (Fig. 4b). Nitric oxide
was indirectly assessed by the levels of their metabolites nitrite and nitrate (NOXx assay)
because it has a short half-life. Bixin supplementation significantly reduced NOx levels
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compared to the placebo treatment (Fig 4c, p = 0.073). As well as MDA, serum
antioxidant capacity assessed by ORAC values (Fig. 4d) and GSH/GSSG ratio (Fig. 4e)
was not changed by any carotenoid-treatment compared to the placebo group.

The activity of antioxidant enzymes from RBC was assessed as a marker of enzymatic
antioxidant defences (Fig. 5). RBC SOD activity decreased during the intervention
period, but no difference was observed among treatments. RBC CAT and GPx activities
also did not differ among treatments. Interestingly, lycopene supplementation reduced
RBC GR activity compared to the placebo treatment, whereas bixin and norbixin had no
effect.

There was a significant positive relationship between the changes in NOx levels and CD
oxidation rate of LDL particles after treatment (r=0.391, p=0.007; Figure 6).

Discussion

In this study, the effect of short-term 1-week supplementation with bixin or norbixin was
investigated for the first time, regarding the resistance of LDL-cholesterol to Cu®*-
induced oxidative modifications, biochemical and oxidative stress biomarkers in a young
healthy population, using lycopene supplementation as a positive control. The short-term
supplementation with carotenoids did not modify biochemical biomarkers or most
oxidative stress markers evaluated. The highlight of our study was the ability of bixin to
decrease the oxidation rate of LDL lipid moiety induced by Cu*? ex-vivo, which was
parallel to the decrease in NOx levels.

Several studies demonstrated the positive association between dietary intake of lycopene-
rich foods and decreased risk of CVD [42]. A recent meta-analysis have confirmed that
the short-term (1 — 6 months) intake of tomato products (70 — 400 g/day) can reduce LDL-
cholesterol levels, blood pressure and inflammatory factors [14]. The effect of annatto
carotenoids on lipid metabolism has been studied in various animal models. Long-term
treatment with bixin has been demonstrated to improve HDL levels and decrease
atherogenic index in hypercholesterolemic rabbits [18], besides reducing LDL and TG
levels in diabetic rats [17]. In our study, the short-term supplementation with low doses
of lycopene or annatto carotenoids was not able to change serum lipid profile or
glycaemia. These findings are in accordance with a single-dose study in humans, where
bixin and norbixin intake with a high calorie meal did not change post prandial serum
lipid profile or glycaemia [19]. In the same way, lycopene-enriched tomato sauce
consumption during 4 weeks by healthy young subjects also did not improve TC, TG,
HDL and glucose levels [43]. In fact, the lipid-lowering effect of tomato products appears
to depend on the supplementation time, as at least 4 week-period appears to be required
to observe effects in metabolic-syndrome patients, marathon-runners, overweight and
healthy subjects. Moreover, various studies found lipid-lowering effects for lycopene-
containing food products that also contain other bioactive compounds, but not for
lycopene alone [14].

Although we have used short-term supplementation with carotenoid at lower than their
ADI values, we have monitored potential changes in hepatic and renal function during
supplementation. As expected, no carotenoid treatment altered aminotransferases
activities or creatinine and urea levels confirming the safety of this dose.
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Hypercholesterolemia, mainly LDL accumulation, has an important role in
atherosclerosis development [44]. LDL particles can infiltrate arterial wall and suffer
oxidative modifications in lipids and ApoB100 (ox-LDL), which enables the uptake of
ox-LDL particles by macrophages [45]. RS generated by enzymes such as NADPH
oxidase, xanthine oxidase and lipooxygenases can promoted LDL oxidation in vascular
wall [4,46]. Transition metals, such as copper, may also be involved in LDL oxidation in
vivo, thus in vitro methodologies simulates this condition using Cu?* to induce LDL
oxidation [47,48]. Cu?*-induced LDL oxidation comprises an initial phase characterized
by antioxidant consumption and minimal lipid peroxidation, which is followed by a
propagation phase characterized by extensive PUFA peroxidation and ApoB100
fragmentation [9].

Carotenoids, such as lycopene, astaxanthin and lutein have been shown to decrease ox-
LDL formation due to its antioxidant action [10]. Tomato juice and ketchup consumption
has been demonstrated to increase the resistance of LDL against Cu?*-induced oxidation
in healthy subjects [49]. However, other studies found no effect of lycopene,
demonstrating that lycopene benefits are still unclear [50]. In the present study, lycopene
or norbixin supplementation did not improve LDL resistance to Cu?*-induced oxidation.
However, bixin intake reduced CD oxidation rate of LDL, although it was not able to
attenuate the oxidation of the protein moiety or increase the lag phase for the oxidation
of the lipid moiety of LDL.

The resistance of LDL to oxidation in ex vivo assays, may be influenced by LDL
composition [51]. The lag phase for the ex-vivo oxidation of the lipid moiety is enhanced
by LDL-antioxidant content, while the propagation phase can be modified by the content
of preformed lipid hydroperoxides (LOOH) [51]. LDL Cu?*-induced oxidation is
dependent on the presence of LOOH, which has an important role in the propagation
phase [52]. Therefore, in vitro LOOH removal prevents LDL from oxidation induced by
Cu?* and other agents [53]. Thus, we believe that bixin effect on CD oxidation rate may
be related to reduction of LOOH formation in LDL particles during the supplementation
period.

LDL peroxidation and, consequently, LOOH formation, is promoted by reactive species
generated by macrophages, endothelial and smooth muscle cells [54]. Hydrogen
peroxide, superoxide anion radical, hydroxyl radical and peroxynitrite, are RS involved
in this process [46]. ONOO" is a potent oxidant that can be formed by the reaction between
NO*® and Oy* ~ at physiological pH, while in the presence of H* peroxynitrous acid
(ONOOH) is generated and can be decomposed yielding products that also have a role in
lipid peroxidation [5]. Different mechanisms are involved in O2* “production [4], whereas
NO is generated by three NO synthase isoforms that use L-arginine as substrate [55].
eNOS and iNOS have a relationship with cardiovascular pathophysiology, but only i-
NOS activity is associated to ONOO™ generation, oxidative damage and pro-
atherosclerotic effects [55].

In vitro studies have shown that lutein [56], p-carotene [57] and astaxanthin [58] inhibit
INOS expression in macrophage cells via down-regulation of NFkB pathway. Reduced
expression of INOS leads to the decrease of NO levels [58]). Previous data from our
research group, have shown that bixin inhibits the protein expression of iNOS in
macrophages exposed to oxLDL (Somacal et al. unpublished data) and reduces the
increased protein oxidation and NOXx levels in diabetic rats [17]. In the present study,
dietary supplementation with bixin reduced serum NOx levels compared to placebo,
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whereas norbixin and lycopene had no effect. We also observed a positive correlation
between NOx levels and the CD oxidation rate of LDL. Thus, we propose that the
increased resistance of LDL to oxidation triggered by bixin supplementation is underlined
by the reduction of NOXx levels, possibly mediated by the inhibition of INOS expression.
Lower NOXx levels are expected to decrease ONOO™ and LOOH level in LDL particles.

The control of oxidative stress, either by reduction in RS generation or by its
detoxification, is an important event to prevent atherosclerosis development. Beyond
LDL “challenge test” and NOx levels, other oxidative stress biomarkers as AOPP, MDA,
GSH/GSSG ratio and ORAC levels can also estimate oxidative stress in vivo. Despite the
antioxidant capacity of carotenoids, lutein supplementation in new born infants did not
change AOPP levels [59], which besides being a protein oxidation biomarker also plays
a proinflammatory action [8]. MDA levels reveal the extension of oxidative damage to
lipids. Despite evidence that carotenoids can protect lipids from RS, some clinical trials,
especially with lycopene, demonstrated that lycopene supplementation is not related to
the reduction of MDA levels [60]. While AOPP and MDA levels indicates protein and
lipid oxidation, GSH/GSSG ratio estimates the redox status [61], whose imbalance is
associated with early atherosclerosis development [62]. Some carotenoids such as f-
carotene, astaxanthin and lutein have been shown to improve cell redox status by
increasing GSH levels [63], however the effect of lycopene consumption have conflicting
results in antioxidant capacity assessments, such as plasma ORAC assay [64]. In the
present study, no carotenoid treatment affected AOPP, MDA or ORAC values, neither
the GSH/GSSG ratio. Although a previous study has demonstrated that a single dose of
norbixin reduces the postprandial lipid oxidation triggered by a high calorie meal in
humans [19], whereas bixin and norbixin have been shown to attenuate lipid and protein
oxidation in animal models [17, 18, 65], this is the first study on the effect of annatto
carotenoids on the GSH/GSSG ratio and plasma ORAC in literature.

Antioxidant enzymes such as SOD, CAT, GPx and GR help endogenous and exogenous
non-enzymatic antioxidants to protect against oxidative damage, by converting ROS into
less reactive species and water or by regenerating endogenous antioxidants, namely GSH
[6]. Animal and human studies have shown that lycopene consumption increases
antioxidant enzymes activities [63]. In addition, bixin and norbixin increased antioxidant
enzymes activities in animal models of diabetes and atherosclerosis [17, 18], while bixin
up-regulated gene expression of SOD and CAT in a mice model of diabetic
cardiomyopathy [66]. However, only norbixin has increased the postprandial activity of
GPx in humans after the concomitant intake with a high calorie meal [19]. The short-term
dietary supplementation with lycopene, bixin or norbixin did not change in SOD, CAT or
GPx activities. The interspecies differences and differences in the intervention-time, dose
and absence of challenge may explain the absence of effect. However, there was a
reduction in GR activity after lycopene supplementation, which may be an adaptive
response to a lower requirement of antioxidant enzymatic defences due to the increase in
non-enzymatic defences.

Conclusion

Short-term oral supplementation of lycopene or norbixin did not affect biochemical
parameters or oxidative stress biomarkers in healthy subjects. However, bixin
supplementation reduced the oxidation rate of the lipid moiety of LDL particles in a Cu?*-
induced ex vivo assay, probably due to the reduction of NOx levels. Thus, we propose
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that bixin supplementation could prevent early oxidative modifications in LDL, which is
a key event in the development of atherosclerosis.
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Table 1: Baseline characteristics of 16 volunteers enrolled in the randomised controlled clinical trial.

Parameters Population (n = 16) Reference values
Age (years) 25.4+0.8 -
Weight (kg) 66.5+2.2 -
Height (m) 1.71 +£0.03 -
Sex 8 male/8 female -
Waist circumference (cm) 809 £21 Men < 94.0
Women < 80.0
Systolic blood pressure 110+ 0.5 <120
(mmHg)
Diastolic blood pressure 80+04 <80
(mmHg)
Body mass index (kg/cm?) 22.6 £0.7 18.5-24.9
ALT (U/L) 19.0 £2.0 <45.0
AST (U/L) 18.7 £1.6 <35.0
TC (mg/dL) 179.6 £6.9 <190.0
HDL-C (mg/dL) 52.0 £4.3 >40.0
LDL-C (mg/dL) 110.1 £4.9 <130.0
TG (mg/dL) 874 £12.4 <150.0
Glucose (mg/dL) 925 +24 60.0 - 100.0
Creatinine (mg/dL) 1.15 +£0.06 04-14
Urea (mg/dL) 28.7 +1.7 10 -50.0

Values are expressed as mean £ SEM. ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase,
TC, total cholesterol; HDL, high density lipoprotein; LDL, low density lipoprotein; TG, triglycerides.



Table 2: Serum biochemical parameters before (Day 0) and after (Day 7) oral supplementation of carotenoids.
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Placebo Bixin Norbixin Lycopene
Parameters
Day 0 Day 7 Change Day 0 Day 7 Change Day 0 Day 7 Change Day 0 Day 7 Change
ﬁmﬁﬁj 83.7+£2.2 819+ 1.8 -1.8+21 845+29 84.4+£35 -0.1+1.3 82.7+24 85.6+24 29+2.1 84.6 +3.0 845+24 -0.1+1.7
WQ%U 176.4+£8.7 177.3+6.7 0.9+5.2 180.8+8.8 181.1+10.1 0.3+4.6 1748 +11.7 179.3+£1.0 45+59 176.7£8.2 185.6+8.8 89+4.1
giii; 51.5+39 49.6 £4.2 -1.9+1.9 49.7+3.1 50.9+3.6 1.2+181 52.1+4.6 53.1+55 1.0+x27 53.6 +3.0 54.1 +3.3 05+£25
(;%';(;E) 1107+71 1093+64 -14+48 1136+68 1184496 48+72  1016+66 1064+64 48+58  1097+65 1148+6.8 51+56
WL%U 88.1+12.3 995+124 11.4+5.6 93.4+125 1026115 9.2+7.1 93.4+£11.6 99.2+12.8 58+45 81.5+10.6 86.7 £ 9.2 52+55
VLDL-C
(mg/dL) 17.8+2.6 194+26 16+1.1 18.7+25 205+2.3 18+14 18.7+23 19.8+25 1.1+09 16.3+2.1 17.3+1.8 1.0+1.1
éﬁg 15.2+1.0 154+1.1 0.2+0.8 16.3+0.9 155+1.1 -0.8+0.7 13.7+0.9 146 £ 0.7 0.9+0.6 15.4+0.9 16.5+0.8 1.1+0.8
(ﬁli) 154 +2.1 15.0+1.7 -04+1.0 18.7+1.8 17.5+22 -1.1+15 13916 12.7+1.2 -1.2+1.2 16415 17315 0.9.£09
Creatinine + + + + + 0.02 +0.03 + + + + + +
(mg/dL) 1.17+0.06 1.14+0.07 -0.03+0.05 1.09%£0.06 1.11+0.05 .02 +0. 1.09 + 0.05 1.05 +0.04 -0.04 £ 0.04 1.1+0.1 1.14+0.09 0.04 £0.05
(nLljg;/ec?L) 23.4+15 26.1+1.7 2.7+09 26.9+1.6 26.0+1.7 -09+14 27.1+1.6 27.4+1.8 0.3+x14 282+1.3 262+ 1.7 2011
Atherogenic
275+024 291+037 0.16+0.18 2.72+0.2 2.72+0.21 0.0+0.2 2.67+0.3 252+0.3 -0.14 £ 0.23 25+0.2 256 £0.21 0.06 £ 0.2

index

Data are expressed as means + SEM of 16 volunteers.TC: total cholesterol, HDL-C: high density lipoprotein cholesterol, LDL-C: low density lipoprotein cholesterol, TG:

triglycerides, VLDL-C: very low density lipoprotein cholesterol, AST: aspartate amino transferase, ALT: alanine amino transferase. Change = Day 7 — Day 0.
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Excluded (n= 3)

2 Not meeting inclusion criteria (n= 1)
Declined to participate (n= 1)

Other reasons (n=1)

A 4

[ -

Randomized (n=18)

!

Allocated to intervention (n= 18)
r Received allocated intervention (n= 18)
L Did not receive allocated intervention (n= 0)

Exclusion (n=2)
 Excluded due to infectious disease
development (n=1) D —

 Quit for reason not specified (n= 1)

v

Total number enrolled in treatments (bixin,
norbixin, lycopene and placebo) = 16

Figure 1: Consort flow diagram of recruitment, allocation, randomization and retention of volunteers.




Treatment
period 4

(1 week)

Washout
(1 week)

Washout
(1 week)

Washout
(1 week)

Treatment sequence Number of volunteers
LYC - BIX — NBIX - Placebo 4
BIX — Placebo — LYC - NBIX 5
NBIX — LYC — Placebo - BIX 3
Placebo — NBIX - BIX - LYC 4

Figure 2: Representative figure of treatment sequence followed by volunteers.
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Figure 3: Effect of carotenoid supplementation on the susceptibility of LDL to Cu?*-induced oxidation ex-vivo.
The oxidation of the protein moiety was assessed as the time required to lose half-maximal tryptophan
fluorescence (a), whereas the oxidation of the lipid moiety assessed as the lag time for the formation of

conjugated dienes (b) and the oxidation rate (c). Results (means + SEM) are presented as the delta values
between final and baseline values. Different letters indicate significant difference among treatments (p<0.1).
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Figure 4: Effect of carotenoid supplementation on plasma protein (a) and lipid (b) oxidation, serum NOXx levels
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presented as the delta values between final and baseline values. Different letters indicate significant difference
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Figure 6: Relationship between serum NOX levels and the oxidation rate of the lipid moiety of LDL particles ex
vivo. NOXx: nitric oxide metabolites (nitrite and nitrate), LDL: low density lipoprotein.
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3 CONCLUSAO

Neste estudo, os efeitos da suplementacdo a curto prazo com a bixina e norbixina por
via oral (0,05 mg/kg de peso corporal) sobre parametros bioquimicos, de estresse oxidativo e a
suscetibilidade da LDL a oxidagdo induzida por cobre em individuos saudaveis foram
demonstrados pela primeira vez. Analisando os resultados obtidos com a suplementacdo dos
carotenoides do urucum e comparando-as aos efeitos observados com o licopeno, podemos
concluir que:
- Nenhum dos carotenoides modificou significativamente o perfil lipidico sérico, a glicemia, a
funcdo renal ou hepatica na dose avaliada
- A maioria dos marcadores de estresse oxidativo avaliados ndo foi modificada pelo tratamento
com nenhum dos carotenoides
- A suplementacéo com bixina reduziu a taxa de oxidacdo maxima da LDL frente a oxidacéo
induzida pelo cobre ex-vivo, indicando uma reducdo da sua suscetibilidade a oxidaco;
- A suplementacdo com bixina também diminuiu os niveis séricos de NOXx, e a correlacéo
positiva entre os niveis de NOx e a taxa de oxidacdo maxima da porcédo lipidica da LDL,
sugerem que este seja 0 mecanismo responsavel pela acdo protetora da bixina.
- A bixina e a norbixina ndo modificaram a atividade de nenhuma enzima antioxidante avaliada.
No entanto, o licopeno reduziu a atividade da GR, possivelmente devido a menor necessidade
de atuacdo dessa enzima, provocada pela maior disponibilidade de defesas antioxidantes néo-

enzimaticas.
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Estudos epidemiologicos mostraram que a presenga de alguns carotenoides no sangue, como o licopeno
(LIC), esta relacionada a um menor risco de sofrer um evento cardiovascular. Diversos medicamentos e
suplementos & base de licopeno foram desenvolvidos a fim de prevenir e tratar a aterosclerose,
principalmente devido a sua capacidade de diminuir a cxidagSo da LDL. A bixina (BIX) & a norbixina (MBIX)
sd0 carotencides presentes nas sementes do wrucum (Bixa orellana) e 530 amplamente utilizados pela
indistria de alimentos como corantes. Alguns estudos ja demonstraram que esses composios apresentam
um potencial antioxidante e antiaterogé&nico in vitro & em modelos animais, no entanto, ndo ha relatos na
literatura sobre esses efeitos em humanos. Sendo assim, o objetive desse projeto € avaliar o potencial
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por T dias sobre a suscetibilidade da LDL & oxidagdo induzida por cobre, capacidade antioxidante do
plasma, atividade e expressio de enzimas antioxidantes, razdo GSH/IGSSG e niveis de MDA em eritrécitos
isolados. Sera realizado um ensaio clinico randomizado, duplo cego, controlade com placebo & com

delineamento cruzado com retorno, com washout de 21 dias. Os resultados desta

Endersgo:  Av. Rovaima, 1000 - prédio da Refiona - 2° andar

Balrra: Camobl CEP: g7.105-4970
UF: RS Municipio:  SANTA MARIA
Telefone: [55)3220-9362 E-mall: cepufsmi@igmall.com

Pilagirea 01 S 54



i.,-l.'ll'f..l,"

e UNIVERSIDADE FEDERAL DE
A - Plataforma
SANTA MARIA/ PRO-REITORIA "% aril

DE POS-GRADUACAO E

S ri
_ﬂ:..ﬂ.l. :-:r.r"q-
""I-'p l.‘!n'-"‘:h

e

)

Confimesgio do Farecer: 2121710

pesquisa contribuirdo para determinar se o consumo de carotenoides do urucum possui efeito
antiatercgénico em individuos saudaveis de forma comparavel ao licopeno, além de elucidar os mecanismos
emvolvidos no efeito antioxidante destes compostos em humanos.

Objetivo da Pesquisa:

- Avaliar o potencial anfiaterogénico e antioxidante do fratamento de curta duragSo (7 dias) por via oral com
carotenoides do urucum (BLX, NBIX) em individuos saudaveis, comparando-se aos efeitos do licopeno.

- Investigar o efeito do ratamento com carotenoides sobre a suscefibilidade da LOL a oxidacSo induzida por
cobre ex-vivo;

- Verificar se o tratamento com carotenoides modula a expressao e a atividade das enzimas antioxidantes
S0D, CAT e GPx em leucocitos;

- Awaliar se o tratamento com carotenoides modula o estatus antioxidante do plasma e entrocitos, atraves da
avaliagdo da capacidade antioxidante total pelo método de ORAC, dos niveis de MDA e a razdo
GSHIGS5G;

- Analisar a formagso dos ADPP ex-vivo no plasma;

- Determinar a concentragSo plasmatica dos carotencides apos o tratamento.
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podendo se retirar da pesquisa a qualquer momento.

As doses diarias de carctenoides escolhidas para este estudo comespondem aos seus valores de IDA
esiabelecidos pela Autoridade Europeia de Seguranga de Alimenios (ESFA, 2018 e ESFA, 2010) e porianto
sdo consideradas seguras para ingestdo humana. Salienta-se ainda, gque segundo a OMS os valores de IDA
para a BIX e NBIX sdo o dobro dos valores estabelecidos pela EFSA, o que reforga a grande margem de
seguranga adotada neste estude (JECFA, 2006). Mo entanto, vale ressaltar que caso algum voluntario
apresente gualguer intolerdncia ou desconforto gastrointestinal (nauseas, vomito, diarreia, etc.) decorrente
da suplementagio com os carotenoides, o mesmo serd excluide do estude imediatamente.
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O procedimento de coleta de sangue apresenta baixo risco e desconforto para os individuos, no entanto,
pode levar a formagdo de hematomas locais, que serdo tratados pela aplicagdo de gel ou pomada que
auxiliam na absorgdo do hematoma e de massagem local, sem nenhum custo para os participantes da
pesquisa.

Os resultados dos exames realizados pelos voluntarios serdo entregues aos mesmos por e-mail ou
comespondéncia via Comeio, de acordo com a preferéncia de cada um. Assim, a pesquisa permitira aos
woluntarios a verificacio do estado de salde atual, stravés da avaliagio da glicemia, hemoglobina glicada,
perfil lipidico & marcadores de fungdo hepatica e renal. Em caso de anormalidades no resultados dos
exames, os participantes serdo orientados a procurar um médico para melhor avaliagio do seu estado de
salde.

Esta pesquisa tera beneficios por investigar se o consumo de carotenoides pode auxiliar na prevencio da
atercsclercse, por proteger a LOL de modificagies oxidativas e melhorar as defesas antioxidantes do
organismo; auxiliando na prevengio e controle das DGV,

Comentarios & Consideragtes sobre a Pesquisa:

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

S30 apresentados de forma adequada.

Recomendagies:

Veja no site do CEP - http2/fw3.ufsm_brinuclecdecomitesfindex.php/cep - na aba “orientagies gerais”,

modelos e orientagies para apresentagdo dos documentos. ACOMPANHE AS DRIENTAQEJES
DISPONIVEIS, EVITE PENDENCIAS E AGILIZE A TRAMITAGAC DO SEU PROJETO.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagtes:

Consideragtes Finais a critério do CEP:
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arguivo Postagem Aurtor Situagao
Informagdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | Z3D52M7 Aceito
do Projeto ROJETO 810887 pdf 20:24:08
TCLE ! Termos de | TCLE pdf Z3ME2T | Tatiana Emanuell Aceito
Assentimento / 2002334
Justificativa de
Auséncia
Outros projetogap. pdf 03052017 |Tatiana Emanuell Aceito
17:28:18

Projeto Detalhado /| Projetointegra. pdf 030527 | Tatiana Emanuell Aceito

Brochura 17:26:32

Investigador

Outros Financiamemnto.pdf 03052017 |Tatiana Emanuell Aceito
16:51:35

Outros Confidencialidade. pdf 03ME2MT |Tatiana Emanuell Aceito
16:48:58

Outros autorizacaoins. pdf 0352017 |Tatiana Emanuell Aceifo
16:48:08

Folha de Rosto folharostofinal pdf 0352017 |Tatiana Emanuell Aceito
16:47:28

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

Enderego;  Av. Roraima, 1000 - prédio da Rediora - 2* andar
CEP: 97105970

Balrro: Camobl

SANTA MARIA, 14 de Junho de 2017

Assinado por:

CLAUDEMIR DE QUADRDS

[Coordenador)

UF: RS Municipio: SANTA MARLA

Talefone: (5532200362

E-mall: capusm@gmall.com
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