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ABREVIATURA

OMS - Organizagdo mundial de saude
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DAC- Doencga arterial coronariana
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SUS- Sistema Unico de Saude

ACAT- Acil-CoA aciltransferase

HPLC- Cromatografia liquida de alta eficiéncia
NO — Oxido nitrico

AST- Aspartato aminotransferase
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RESUMO

CASTRO, Adriano Simdes Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
julho de 2012. Atividade farmacolégica de extrato de abacate (Percea
americana MILLER), acerola (Malpighia emarginata D.C.) e do flavonoéide
naringina no tratamento da dislipidemia. Orientadora: Tania Toledo de
Oliveira. Coorientadores: Carla de Oliveira Barbosa Rosa, Marcia Regina
Pereira Monteiro, Tanus Jorge Nagem e Virginia Ramos Pizziolo.

Os fitoterapicos sdo medicamentos derivados dos vegetais, usados com
0 objetivo de prevenir, curar ou minimizar os sintomas das doengas com um
custo mais baixo. Bons exemplos desses fitoterapicos que tem sido estudado
atualmente buscando por tratamentos alternativos para redugéo do colesterol e
triacilglicerois, sdo o abacate, a acerola e naringina. Esses alimentos e o
flavondide apresentam grande quantidade de substancias bioativas das quais
tem mostrado resultados positivos na prevencéo e tratamento da dislipidemia
ligada ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares e coronarianas. O
objetivo do presente trabalho foi verificar a capacidade dos extratos de
abacate, acerola e do flavondide naringina em sobre o perfil sanguineo e
verificar se 0s mesmos nao alteram os perfis glicémicos e de acido urico de
ratos Wistar. Os ratos foram alimentados com racdes hipercolesterolémica ou
nao hipercolesterolémica (controle) e os extratos de acerola, abacate e o
fitoterapico naringina foram oferecidos aos animais via gavagem. Foram
utilizados cinquenta e quatro animais divididos em nove grupos com seis
animais cada, sendo um deles ndo doente, outro doente n&o tratado, e os
restantes grupos testes. Apds a eutanasia, o sangue foi coletado por pungao
cardiaca e centrifugado para a obtencdo do soro, que foram utilizados para
realizar dosagens de colesterol total, colesterol-HDL, triacilglicerdéis, glicose,
alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase
alcalina (FA) e acido urico. De acordo com os resultados, foi possivel observar
uma reducao significativa nos teores de colesterol total e n&o houve alteragcéo
nos valores de AST, ALT e FA em todos os tratamentos, com excecido do

grupo que recebeu 50mg/Kg de extrato de acerola, que também foi a Unica
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dose a promover aumento significativo nos teores de HDL. Quanto aos
triacilglicerois, somente os extratos de abacate e a menor dose do extrato de
acerola promoveram aumento significativo. E importante ressaltar que estudos
posteriores sao necessarios para garantir a eficacia e seguranga dos

fitoterapicos.
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ABSTRACT

CASTRO, Adriano Simdes Barbosa, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
july of 2012. Pharmacological activity of extracts of avocado (Percea
americana MILLER), acerola (Malpighia emarginata DC) and the flavonoid
naringin in the treatment of dyslipidemia. Adviser: Tania Toledo de Oliveira.
Co-Advisers: Carla de Oliveira Barbosa Rosa, Marcia Regina Pereira Monteiro,
Tanus Jorge Nagem e Virginia Ramos Pizziolo.

The herbal medicines are derived from vegetable, used in order to
prevent, cure or mitigate the symptoms of the disease with a lower cost. Good
examples of these that has been studied herbal currently looking for alternative
treatments for lowering cholesterol and triacylglycerols, are the acerola, the
avocado and naringin. These compounds have a large amount of bioactive
substances of which has shown positive results in the prevention and treatment
of dyslipidemia linked to the development of cardiovascular disease and
coronary. The objectives of this study were to verify the ability of the extracts of
avocado, acerola and flavonoid naringin in improving blood profile and check if
they do not alter the profiles of glucose and uric acid in Wistar rats. The animals
were fed with hypercholesterolemic or not hypercholesterolemic (control) and
extracts of acerola, avocado and herbal naringin were offered to the animals by
gavage. We used fifty-four animals divided into nine groups, one being not sick,
another patient untreated, and the other test groups. After euthanasia, blood
was collected by cardiac puncture and centrifuged to obtain serum, which were
used to perform measurements of total cholesterol, HDL cholesterol,
triacylglycerols, glucose, alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), alkaline phosphatase acid uric. According to the
results, we observed a significant reduction in levels of total cholesterol and no
change in AST, ALT and ALP in all treatments, except for the group that
received 50mg/Kg of acerola extract, which also was a single dose to promote
significant increase in the levels of HDL. As for triacliglicerdis, only extracts of
avocado and the lowest dose of acerola extract promoted a significant increase.

xiil



Importantly, further studies are needed to ensure quality control as well as the

efficacy and safety of herbal medicines.
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INTRODUGAO

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), ha uma tendéncia no
aumento de doencgas cardiovasculares nos paises em desenvolvimento, tendo
como consequéncia a elevagao dos indices de morbi-mortalidade da populagéo
(SBC, 2007). Alternativas tém sido amplamente investigadas com o intuito de
minimizar o impacto dessas doengas na qualidade de vida das pessoas assim
como diminuir gastos governamentais com a saude publica (PINHEIRO et al.;
2010). Dentre as doengas cardiovasculares, destaca-se a aterosclerose,
doenca multifatorial de carater progressivo, que tem como causa principal o
acumulo de lipidios e componentes fibrosos nas grandes artérias. Esta
enfermidade ocasiona, entre outras, o aumento do numero de casos de
doencas arteriais coronarianas (DAC) e acidente vascular cerebral (AVC)
(FILHO et al. 2003). Dentre os lipidios mais importantes, tem-se o colesterol e
triacilglicerdis (TG). O aumento de triacilglicerdis (hipertrigliceridemia) devido
ao acumulo de quilomicrons e VLDL no plasma e a elevagao de colesterol
(hipercolesterolemia) na corrente sanguinea devido ao aumento de LDL sao
conhecidos como dislipidemia e sao considerados fatores de risco para
diversas doencas, dentre elas a aterosclerose (SBC, 2007).

A reducao dos niveis de colesterol plasmatico e consequentemente o
combate a aterosclerose tem sido realizada por meio da intervengao
farmacolégica, mostrando-se bastante benéfica. No entanto, o alto custo destes
medicamentos e seus inumeros efeitos colaterais tem estimulado o
desenvolvimento de pesquisas com produtos naturais na tentativa de diminuir o
colesterol (MOLL, 2006).



Buscando desenvolver tratamentos alternativos para redugdo do
colesterol e triacilglicerois, estudos com fitoterapicos em modelos animais e em
humanos estdo sendo realizados com resultados satisfatérios (JEON et al.,
2004; KONG at al., 2004).

Os fitoterdpicos sao medicamentos obtidos empregando-se
exclusivamente derivados de drogas vegetais como principio ativo. Esses
medicamentos sao caracterizados pelo conhecimento da eficacia e dos riscos
de seu uso, como também pela constancia de sua qualidade (ANVISA, 2004).

A utilizagao da fitoterapias € comum desde épocas remotas, sendo que
no Brasil o surgimento de uma medicina popular por meio do uso de plantas
medicinais deve-se principalmente aos indios (ARAUJO, 1979).

O uso desses fitoterapicos tem como objetivo prevenir, curar ou
minimizar os sintomas das doengas, porém com um menor custo (TOLEDO et
al., 2003). A organizacao Mundial da Saude (OMS) considera a fitoterapia uma
alternativa importante e viavel, principalmente para populagdes de paises em
desenvolvimento (FRANCA et al., 2008).

Muitas plantas medicinais sao utilizadas, baseando-se somente em
conhecimentos populares aliados a crenga de que, por ser um produto natural,
nao causara reagdes adversas, sem a eficacia e seguranga comprovada por
estudos clinicos e pré-clinicos (MACHADO, 2007).

As principais caracteristicas dos medicamentos obtidos por meio de
plantas medicinais € o fato de apresentar uma grande variedade de principios
ativos e outras substancias em uma mesma planta (YUNES et al., 2001), além
dos seus beneficios ndo apresentam efeitos adversos (SCHROEDER;
SANTOS, 2009).

Entre a diversa gama de fitoterapicos existentes, existem hoje estudos
que mostram a importéncia da acerola, do fitoterapico naringina e abacate na
modificagcdo do perfil lipidico (OLIVEIRA et al., 2002; PEREIRA, 2010;
KARWOWSKI, 2012).

Entre os fitoterapicos avaliados, tem-se o abacate (rico em &acidos
graxos monoinsaturados) e a acerola com grande quantidade de compostos
bioativos (vitamina C, carotendides e polifendis), que tem mostrado resultados
positivos na prevengao e tratamento da dislipidemia ligada ao desenvolvimento
de doencas cardiovasculares e coronarianas (SOARES, 2000; SILVA, 2008).



Mediante ao exposto, essa pesquisa pretendeu alcangar os seguintes
objetivos: verificar o efeito da administragcado dos extratos de abacate, acerola e
do flavondide naringina em ratos dislipidémicos, verificar a capacidade de
alteracao glicémica e de acido urico em fungao dessa dieta, bem como avaliar

o grau de hepatoxicidade desses compostos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Lipidios

Os lipidios sdo muito importantes para o perfeito funcionamento do
organismo humano, dentre eles destacam-se os fosfolipidios, o colesterol e os
triacilglicerois.

Os fosfolipidios contribuem para formagcdo da membrana celular de
todas as células. Os triacilgliceréis sao formados por acidos graxos e glicerol,
sendo importantes fontes energéticas para o organismo, enquanto que o
colesterol possui uma participagao direta na formacdo da membrana celular,
contribuindo para a sua fluidez e ativagao de enzimas que a constituem. Neste
contexto, destacam-se as lipoproteinas: quilomicrons, lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL); lipoproteinas de densidade baixa (LDL) e
lipoproteinas de densidade alta (HDL). Tais proteinas sao responsaveis pela
solubilizagc&o e transporte dos lipidios no plasma (SBC, 2007).

Niveis elevados de LDL e triacilglicerdis e niveis baixos de HDL-c na
corrente sanguinea podem ocasionar diversas complicagdes cardiovasculares
das quais podemos citar as doengas cardiovasculares e a aterosclerose, que
acometem milhares de pessoas no mundo inteiro, sendo que nos EUA atingem
mais de 80 milhdes de adultos, e sdo responsaveis por, aproximadamente,
uma em cada trés mortes. Diversos estudos focam uma redugdo no TG e
aumento do HDL, na tentativa de reduzir complicagdes cardiovasculares, ao
contrario do que se pensava anteriormente, onde o foco era a reducédo do LDL
(CHARLAND et al., 2008).

A maior parte do colesterol apresenta-se sob a forma livre e esta
presente no organismo animal contribuindo para a constituigdo da membrana
plasmatica de todas as células, atuando também como precursor para acidos

biliares, diversos horménios (tireoidianos e sexuais, principalmente) e vitamina



D (SBC, 2007). Além disso, o colesterol é importante em células
comprometidas com a proliferagao celular, sendo que colesterogénese precede
a sintese de DNA. Os intermediarios nao isoprendides de esterdis como o
farnesil pirofosfato e geranilgeranil pirofosfato, sdo essenciais na sinalizagédo
celular por modificarem substratos protéicos envolvidos na diferenciagcéo e

proliferagédo celular, como apresentado na figura 1 (GUTIERREZ et al., 2008).
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Figura 1- Vias envolvidas no metabolismo intracelular do colesterol.
Fonte: Adaptado de Gutierrez (2008).

O grupo acetil da acetil-CoA é o precursor direto do colesterol, sendo
responsavel por todos os atomos de carbonos que o constituem, sendo
necessarias varias etapas para esta sintese. Por meio da juncao de trés grupos
acetila, obtemos o0 mevalonato com seis atomos de carbono, que
posteriormente sofre descarboxilagcdo, formando o isopreno com cinco

carbonos. Seis isoprenos condensam-se, formando o esqualeno com trinta



atomos de carbono. Este, por sua vez, sofre uma ciclizagdo, formando o
lanosterol que ira perder trés atomos de carbono, formando assim a unidade de
colesterol. A etapa chave para formagcdo do colesterol é a acdo da enzima
hidroximetilglutaril-CoA redutase, que ¢ catalisadora na conversao de
hidroximetilglutaril- CoA em mevalonato. Esta etapa final é regulado por altos
niveis de colesterol (feedback negativo), sendo alvo para diversas drogas que
reduzem o colesterol no organismo (CAMPBELL, 2003).

Uma vez formado, o colesterol é transportado para todas as partes do
organismo pela corrente sanguinea através da ajuda das lipoproteinas, pois ele
nao esta no estado livre no plasma e é insoluvel em agua. As lipoproteinas sao
formadas por lipidios e proteinas. A sua parte protéica denomina-se
apolipoproteina que possui diversos papéis como ser ligante a receptores de
membrana, cofatores enzimaticos, entre outros. As classes de lipoproteinas de
grande importancia humana s&o: HDL, VLDL, LDL, IDL e quilomicrons (BABIN,
2009).

O colesterol pode ser sintetizado pelo organismo no figado e intestino
(entero-hepatico) ou ser proveniente da dieta. Os lipidios provenientes da
alimentacgao e da circulacao entero-hepatica sdo absorvidos e incorporados nos
quilomicrons, ricos em triacilglicerdis e apo B-48 em sua superficie, produzidos
pelas células intestinais e sao levados ao figado que sera responsavel pela
sintese intracelular do colesterol, armazenamento apds esterificacdo e
eliminacdo pela bile na forma de metabdlitos e acidos biliares, sendo grande
parte destes reabsorvidos e retornado ao figado (SBC, 2007).

Os lipidios provenientes do figado sao transportados pelo organismo na
forma de VLDL, IDL e LDL. TG e VLDL s&o hidrolisados pela lipase
lipoprotéica, liberando os acidos graxos para os tecidos, sendo metabolizado.
Uma vez destituidos de TG, os quilomicrons e VLDL serdao chamados
remanescentes e retirados pelo figado. Parte da VLDL se transforma em IDL e
LDL. Grande parte do IDL sera captada pelo figado e degradada, a parte
restante da lipoproteina de densidade intermediaria formara o LDL por agao da
lipase hepatica. A LDL em sua maioria é composto de colesterol e apo B 100 e
permanece por longo periodo de tempo na circulagdo, sendo removidas pelo

figado por receptores B\E. A sintese destes receptores é inversamente



proporcional a concentragao de colesterol no interior da célula e da atividade
da hidroxi-metil-glutaril-CoA.

As particulas de HDL sao sintetizadas no figado, sendo originadas da
troca dos TGs por éster de colesterol pelas VLDLs, tendo como principal
conteudo protéico as Apos A-l e A-ll. O colesterol livre do HDL é, por sua vez,
esterificado, sendo de fundamental importancia para sua estabilizacdo e
transporte na circulagdo sanguinea para o figado onde sera captado (SBC,
2007).

2.2 — Dislipidemia

Dislipidemias sao caracterizadas como mudangas no metabolismo dos
lipideos provenientes de desequilibrios nas concentragdes das lipoproteinas
sanguineas, proporcionando o desenvolvimento de doencgas crdnicas tais como
hipertensdo arterial sistémica (HAS) e aterosclerose (NETO, 2010). A
aterosclerose é uma doenga inflamatoéria crénica, multifatorial, ocasionada por
diversos fatores decorrentes de uma resposta a agressdo endotelial que
acomete principalmente a camada intima de artérias de médio e grande calibre
(SBC, 2007).

As doencgas cardiovasculares representam um importante problema de
saude publica em todo o mundo. A doenca arterial coronariana (DAC) é a maior
causa de mortalidade em paises industrializados da Europa e América do Norte
devido a uma mudanga de habitos de vida dessa populacédo, dentre os quais
esta inserido o aumento exagerado de lipidios na alimentagdo. No Brasil, as
doencgas cardiovasculares sao responsaveis por um considerado indice de
Obitos, sendo que a DAC é a causa de mortalidade mais prevalente
(BONORINO, 2010).

Evidéncias sugerem que o aumento progressivo de LDL-c é um fator
de risco para doengas cardiovasculares, como por exemplo, a aterosclerose e
doenca arterial (FAZIO et al., 1997).

Na aterosclerose, verifica-se a ocorréncia de hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, reducdo nas concentragcdes da lipoproteina de alta
densidade (HDL) e aumento das concentragdes da lipoproteina de baixa
densidade (LDL). O aumento dos niveis de LDL e colesterol total estédo

relacionados ao maior risco de doengas cardiovasculares, enquanto as
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concentragdes de HDL atuam como um fator de protecéo para estas doencgas
(LESSA etal., 1997).

A LDL é capaz de atravessar a parede endotelial, penetrar na parede
da artéria e sofrer oxidagdo na camada intima da mesma. Como consequéncia,
tem-se a formacgao de placas de ateroma e o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares (FILHO et al ., 2004).

A formagdo da placa aterosclerdtica inicia-se com a agressdo ao
endotélio vascular devida a diversos fatores de risco como elevagao de
lipoproteinas aterogénicas (LDL, IDL, VLDL, remanescentes de Qms),
hipertensao arterial ou tabagismo. Como consequéncia, a disfungdo endotelial
aumenta a permeabilidade da camada intima das artérias as lipoproteinas
plasmaticas favorecendo a retencdo das mesmas no espago subendotelial.
Retidas, as particulas de LDL sofrem oxidagdo, causando a exposi¢cao de
diversos neo- epitopos, tornando — se imunogénicas. O deposito de
lipoproteinas na parede arterial, processo chave no inicio da aterogénese,
ocorre de maneira proporcional a concentragao dessas lipoproteinas no plasma
(SBC, 2007).

Além do aumento da permeabilidade as lipoproteinas, outra
manifestagdo da disfungdo endotelial € o surgimento de moléculas de adesao
leucocitaria na superficie endotelial, processo estimulado pela presenca de LDL
oxidada. As moléculas de adesao sao responsaveis pela atragdo de mondcitos
e linfocitos para a parede arterial. Induzidos por proteinas quimiotaticas, os
monocitos migram para o espago subendotelial onde se diferenciam em
macrofagos, que por sua vez captam as LDL oxidadas. Os macréfagos repletos
de lipideos sdao chamados células espumosas e sao o principal componente
das estrias gordurosas, lesbes macroscopicas iniciais da aterosclerose. Alguns
mediadores da inflamagdo como as interleucinas estimulam a migragéo e
proliferagdo das células musculares lisas da camada média arterial. Estas, ao
migrarem para a intima, passam a produzir ndo s citocinas e fatores de
crescimento, como também matriz extracelular que formara parte da capa
fibrosa da placa aterosclerética (SBC, 2007).

A placa aterosclerética plenamente desenvolvida € constituida por
elementos celulares, componentes da matriz extracelular e nucleo lipidico.

Estes elementos formam na placa aterosclerética, o nucleo lipidico, rico em
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colesterol e a capa fibrosa, rica em colageno. As placas estaveis caracterizam-
se por predominio de colageno, organizado em capa fibrosa espessa, escassas
de células inflamatdrias e nucleo lipidico de propor¢cdes menores. As placas
instaveis apresentam atividade inflamatéria intensa, especialmente nas suas
bordas laterais, com grande atividade proteolitica, nucleo lipidico proeminente e
capa fibrosa ténue. A ruptura desta capa expde o material lipidico altamente
trombogénico, levando a formagao de um trombo sobrejacente. Este processo,
também conhecido por aterotrombose, € um dos principais determinantes das

manifestagdes clinicas da aterosclerose (SBC, 2007).

2.3 — Fatores de risco para dislipidemia

As dislipidemias sao caracterizadas pela presenca de alguns fatores
variados que podem apresentar-se isolados ou combinados sendo: colesterol
total, triglicérides, LDL, VLDL e HDL que associados a inflamagéo, oxidagao e
eventos pré tromboéticos podem acelerar o processo de aterosclerose
(RAGHUVEER, 2008).

Um dos principais fatores que levam ao aumento do risco de uma
dislipidemia é o aumento de peso, podendo levar a um quadro de co-
morbidade quando a obesidade esta diretamente relacionada com a disfungao
ventricular sistdlica e diastdlica, infarto do miocardio e acidente vascular
cerebral. Além disso, esta patologia provoca alteragdes metabdlicas, como a
resisténcia a insulina, e a Hipertenséo Arterial Sistémica (HAS) que s&o fatores
de risco. Portanto, a avaliacédo inicial do paciente obeso é necessaria para
estimar o risco de uma doenca cardiovascular (SBC, 2007).

A idade constitui um importante fator de risco para doencgas
cardiovasculares devido as alteragbes morfofuncionais na parede vascular que
se agrava com o envelhecimento. Como alteragdes temos variagdo no tamanho
e na forma de células endoteliais, baixa atividade lipdlise, aumento excessivo
do colageno que depositam no endotélio e culminam com a calcificagdo
aumentando a rigidez destas células. E aumento da adesdo e agregacéao
plaquetaria culminando com a formagéao de trombos.

Existe uma forte associagcdo entre as doencgas cardiovasculares e a
hereditariedade. E tal associagdo pode ser agravada por diversos outros

fatores como obesidade, fumo e sedentarismo.



A nicotina presente no cigarro se inalado esta diretamente relacionada
com a diminuigdo dos niveis de HDL- colesterol e aumento da viscosidade
sanguinea e agregacao plaquetaria. Ela provoca aumento dos acidos graxos
circulantes e aumento do fibrinogénio.

A pratica de atividade fisica combate a obesidade, controla os niveis

pressoricos além de adequar os perfis lipidicos.

2.4- Aterosclerose e doengas cardiovasculares

A aterosclerose € uma doenga cardiovascular responsavel por grande
numero de casos de morbi-mortalidade que acomete mundialmente a
populacdo adulta. Caracteriza-se por ser uma doenca inflamatéria cronica
podendo permanecer “silenciosa” durante varios anos. Alguns fatores de risco
como as dislipidemias, a obesidade, a hipertensédo arterial sisttmica podem
atuar como agravantes. Dentre os fatores citados acima a dislipidemia € o que
possui maior destaque podendo aumentar em até trés vezes o risco de
doencgas coronarianas em individuos que possuem colesterol e triglicérides
aumentados (Rover et al.,2008).

Segundo Raghuveer (2008), obesidade, sindrome de resisténcia a
insulina, hipertensao, sedentarismo e tabagismo s&o fatores que podem levar
ao desenvolvimento da aterosclerose, e a modificacdo no estilo de vida é de
fundamental importancia para prevencgao desta doenca. Gotto (2003) relata que
a modificacdo da LDL poderia explicar o acumulo de lipidios dentro dos
macrofagos, sendo este um passo critico no inicio da formagdo da placa
aterosclerética. A LDL nativa pode se acumular no espacgo subendotelial arterial
e ser minimamente oxidada por células vasculares residentes pela agdo de
lipoxigenases.

As afecgbes das artérias iniciam-se com a lesdo do endotélio e
subsequente adesdo de mondcitos a este que atravessa a parede vascular
indo para camada intima onde se transforma em macréfagos. Este, por sua
vez, possuem receptores para LDL. Por meio destes, a LDL rica em colesterol
€ endocitada, tendo como consequéncia o acumulo do colesterol no
citoplasma, formando células espumosas, ja que os macréfagos ndo possuem
enzimas de degradacdo para este. Tais células constituem os primeiros

elementos para formagao da placa ateroscleroética.
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Grande énfase se da ao LDL oxidado permitindo grande acumulo de colesterol
dentro das células formando mais células espumosas. Estes depdsitos lipidicos
comegam a aparecer em criangas, tendo os fatores alimentares grande
influéncia na génese desta doenca. O colesterol esta presente na superficie da
LDL e no interior do HDL, deste modo o colesterol LDL deposita-se no ateroma
mais facilmente. E esta molécula que faz a distribuicdo do colesterol pelo corpo
enquanto que o HDL leva o colesterol para ser destruido no figado, sendo
considerado um fator protetor. Além disso, o LDL possui uma variante
importantissima que € a Lipoproteina (a) associando-se a um maior risco de
aterosclerose por aderir a parede arterial danificada e ligar-se com a fibrina,
impedindo que a plasmina destrua este coagulo e restitua a circulagdo no vaso
( FILHO, 2004).

2.5 — Prevencao e tratamento das doencgas cardiovasculares

O uso de medicamentos para reducdo do risco de doencgas
cardiovasculares tem se mostrado efetivo em pacientes com niveis baixos de
HDL-c e/ou elevados niveis de triglicerideos em adigdo ao aumento do LDL-c.
Atualmente sao encontradas uma variedade de drogas para tratamento da
dislipidemia como: estatinas, sequestradores de acidos biliares, inibidores da
absorcéo de colesterol, fibratos, niacinas (CHARLAND et al., 2008).

Fazio et al., (2008) relatam que a combinag¢ao do fibrato ou niacina com
uma estatina é recomendada para pacientes com dislipidemia mista, incluindo
os pacientes diabéticos ndo insulinodependentes ou com sindrome metabdlica.

Diversos estudos revelam que a utilizagdo de fibratos reduzem a
incidéncia de doencgas cardiovasculares, principalmente em pacientes que
apresentam dislipidemia aterogénica com HDL abaixo de 40 mg/dL e TG acima
de 200 mg/dL. Em estudo com 7389 individuos que apresentaram os niveis
triglicérides aumentados, a terapia com fibratos mostrou-se eficiente, em 5068
pacientes com TG alto e HDL baixo esta terapia se mostrou menos eficiente,
mostrando que o tratamento com fibratos para reduzir os triglicérides é eficaz
(LEE et al., 2011).

O tratamento das dislipidemias pode ser realizado de forma nao

medicamentosa ou medicamentosa. O tratamento ndo medicamentoso pode
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ser feito por meio de uma mudanga nos habitos alimentares, recomenda-se o
aumento da ingestdo de fibras soluveis para reduzir a absorgdo de gorduras,
diminuicdo da taxa calorica e também a pratica regular de atividade fisica. O
tratamento farmacoldgico é realizado através da administragdo de drogas de
escolha (ALVES et al.,2007).

Varios farmacos diminuem o LDL plasmatico. A terapia medicamentosa
€ usada complementarmente as medidas dietéticas e a correcdo de outros
fatores de risco cardiovasculares modificaveis (RANG et al., 2003).

Os antioxidantes, dentre eles os flavondides, inibem a oxidagao das
LDL, diminuindo sua aterogenicidade. Os flavondides s&o encontrados nos
alimentos, principalmente nas verduras, frutas (cereja, amora, uva, morango,
jabuticaba), gréos, sementes, castanhas, condimentos,ervas e também em
bebidas como vinho, suco de uva e cha (SBD, 2007).

O tratamento com fitoterapico pode ser direcionado para prevengao ou
cura da dislipidemia, alteracédo hepatica, diabetes e doencas cronicas. A terapia
com plantas medicinais e fitoterapicos € incentivado pela Organizagao Mundial
de Saude (OMS) e pelo Ministério da Saude. Esse publicou uma portaria que
aprovou o uso de plantas medicinais e fitoterapia com um carater de atuacao
multidisciplinar no Sistema Unico de Saude (SUS) (CFN, 2006).

O tratamento com farmacos ocorre quando a dieta e aquisigdo de
habitos saudaveis ndo sao suficientes para o controle da dislipidemia. Os
farmacos mais comuns s&o as estatinas.

As estatinas sao os agentes mais bem tolerados e mais efetivos para o
tratamento da dislipidemia. Estes farmacos séo inibidores competitivos da HMG
CoA redutase, que catalisa uma etapa mais precoce e limitante da taxa na
biossintese do colesterol (GOODMAN; GILMAN, 2003).

As estatinas sdo compostos analogos estruturais do HMGCoA . A
lovastatina, a atorvastatina, a fluvastatina, a pravastatina, a sinvastatina e a
rosuvastatina pertencem a esta classe. Esses farmacos sdo mais eficazes na
reducdo dos niveis de LDL. Outros efeitos observados incluem diminuicdo do
estresse oxidativo e da inflamagao vascular com aumento da estabilidade das
lesbes aterosclerdtica (KATZUNG, 2005).

A lovastatina e a sinvastatina séo pré-drogas lactnicas inativas, que

sao hidrolisadas no trato gastrintestinal aos derivados dos beta — hidroxila
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ativo, enquanto a pravastatina possui um anel de lactona aberto e ativo. A
atorvastatina, a fluvastatina e a rosuvastatina sdo congéneres que contém fluor
e s&o ativos quando administrados (GOODMAN; GILMAN, 2003).

Os inibidores da redutase (HMGCoA-redutase) mostram-se uteis,
isoladamente ou com resinas, niacina ou ezetimida, na reducido dos niveis de
LDL. Esses agentes ndo devem ser administrados em mulheres gravida, em
fase de lactagcdo ou passiveis a engravidar. Como a biossintese de colesterol
predominantemente a noite, os inibidores da redutase, a exceg¢dao da
atorvastatina e da rosuvastatina, devem ser administrados a noite, se for
utilizado uma dose unica ao dia, pois sao farmacos que apresentam tempo de
meia-vida curto. Em geral, a absorgéo (a excegdo da pravastatina) aumenta
quando se ingere a dose com alimentos (KATZUNG, 2005).

2.6 - Abacate e acerola no tratamento das dislipidemias

O abacate é encontrado na América Latina e em outras regides tropicais
e subtropicais do mundo, sendo o Brasil um grande produtor mundial . Além de
ser consumido na alimentacdo humana, este fruto possui alto potencial
econdmico devido ao amplo aproveitamentotanto na industria farmacéutica,
como na industria de cosmeéticos (SOARES;ITO, 2000).

Dentre suas caracteristicas nutricionais, a polpa possui um teor de
carboidratos de 7,5%, 2,54% de proteina e 4,85% de fibras, cinzas 0,60%,
lipidios 26,31% e umidade 58,35% (SALGADO et al., 2008). Em relagdo aos
acidos graxos, destaca-se o acido oléico que tem sido muito estudado,
demonstrando efeitos significativos na prevencao e tratamento de doencgas
cronicas nao transmissiveis (SOARES;ITO, 2000). Extratos de abacate tem
niveis muito baixo de esqualeno e polifendis (OLIVOS, 2003).

O abacate é rico em fitosterois e fitostanois que s&o ésteres de origem
vegetal com constituicdo quimica semelhante ao colesterol e possui atividade
anti-inflamatéria, bactericida, fungicida, anticarcinogénica e
hipocolesterolémica.

Na fracdo insaponificavel do oOleo estdo presentes esterdis, alcodis,
tocoferdis e carotenos. Em relagdo aos acidos graxos destaca-se o acido oléico
que tem sido muito estudado demonstrando efeitos significativos na prevencgéao

e tratamento de doencgas cronicas nao transmissiveis (SOARES;ITO, 2000).
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Extratos de abacate tem niveis muito baixo de esqualeno e polifendis (OLIVOS,
2003).

Sua agao hipocolesterolémica se deve ao seguinte mecanismo: por ser
mais lipofilicos que o colesterol, atuam como inibidores do mesmo a nivel
intestinal; inibem a reesterificacdo do colesterol pela enzima acil-CoA
aciltransferase (ACAT). Com isso, o colesterol ndo sera incorporado aos
quilomicrons e n&o sera transportado; dessa forma aceleram o fluxo de
colesterol esterificado para o lumem intestinal por aumentarem a expressao de
enzimas transportadoras (OLIVOS, 2003). Segundo Salgado et al., 2008, o
Oleo de abacate, variedade Margarida, apresenta 55,81% de acido oléico. Esta
variedade apresenta beta-sitosterol (71,8%) e campesterol (6,6%) e menor teor
de ergosterol (0,3%). Estudos cientificos tem demonstrado que a presenca
destes fitoquimicos auxiliam no controle dos niveis séricos de colesterol.

Nwaoguikpe e Braide (2011) testaram os efeitos do extrato aquoso da
semente de Persia americana (abacate) na tentativa de diminuir os niveis de
colesterol total, triglicérides e LDL no sangue de coelhos. Apds o tratamento
com 100 e 200 mg/Kg de peso corporal durante dois meses eles obtiveram os
seguintes resultados: o colesterol total foi de 1,54 mmol/L no controle e 1,30 e
0,93 mmol/L nos grupos tratados com as doses de 100 e 200 mg/Kg de peso
corporal respectivamente. Com relagcdo aos triacilgliceréis, o controle foi de
1,69, enquanto as outras duas dosagem foram de 0,96 e 0,65 mmol/L
respectivamente. E o LDL foi de 0,84 mmol/l no controle e 0,81 e 0,72 mmol/l,
respectivamente. As analises fitoquimicas revelaram a presencga de taninos
(21,6%), saponinas (51%), flavonoides (21%), alcaloides (9,43%) e glicosideos
cianogénicos de 4,86%. Tal pesquisa demonstrou eficacia do abacate no
controle da dislipidemia em coelhos, podendo ser a semente destes frutos uma
alternativa para o tratamento da aterosclerose, bem como outras doencgas
cardiovasculares.

Alvizouri et al. (1992) foram os pioneiros nos estudos dos efeitos da
dieta contendo abacate nos humanos. Eles testaram o poder do abacate como
fonte de acidos graxos monoinsaturados em individuos saudaveis e tiveram
como resultado a diminuicdo do colesterol total, LDL e TG em dietas com

pouca gordura saturada mais abacate (30% de gordura no total da energia da
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dieta, das quais 75% sao provenientes do abacate). O ponto negativo nas suas
pesquisas foi a diminuicdo do HDL em individuos que fizeram uso desta dieta.

Poucos estudos relatam os efeitos benéficos da utilizagado da polpa e do
Oleo de abacate na prevencéao e tratamento das dislipidemias. Mas devido aos
bons resultados destes estudos, mais pesquisas devem ser realizadas com
relacdo aos valores nutricionais do abacate com maior énfase ao tratamento da
aterosclerose (ROBERTO et al., 2008).

A aceroleira, arbusto proveniente das indias Ocidentais, adaptado a
regides de clima tropical como o Brasil, pertence a familia Malpiguiaceae, tendo
como nome especifico Malpighia glabra.

Esta planta possui um fruto pequeno e arredondado, possuindo uma
polpa doce e suculenta. Apresenta os seguintes componentes por Kg:
carboidratos (56, 8g), proteinas (5, 0 g), lipidios (5, 10 g), fésforo (171 mgq),
calcio (117 mg), ferro (2,4 mg), piridoxina (87 mg), riboflavina (0,7 mg) tiamina
(0,2 mg), agua (913 g), fibra ( 30 g) e vitamina C ( 46 g), (MEZADRI et al.,
2008).

Devido as suas propriedades antioxidantes, os carotendides e
bioflavondides tém sido muito estudados, e estes sdo encontrados na acerola.
Os carotenodides estdo presentes em niveis entre 3,2 e 406 mg/Kg, sendo que
o0 beta-caroteno € encontrado em maior quantidade. Em relagcdo aos
flavondides sdo encontrados principalmente antocianinas e flavonéis (LIMA et
al., 2003).

Mezadri et al. (2008) verificaram que a capacidade antioxidante de
extratos hidrofilicos da polpa e suco de acerola foram superiores aos relatados
em outros sucos de fruta ricos em polifendis, como morango, uva e maca.
Analise por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) detectou a
presengca de acido clorogénico, galacto epigallocatequina, epicatequina,
procianidina e rutina.

Estudos epidemioldgicos comprovaram que o consumo de frutas e
vegetais reduzem o risco de doengas cardiovasculares devido a presenga de
compostos antioxidantes de neutralizar os radicais livres e assim reduzir o dano
oxidativo nas ceélulas (WHO, 2003).

Na génese do processo aterosclerético, estd a acumulacéo de lipidios

dentro de macrofagos. Inicia-se com o acumulo de LDL no subendotélio arterial
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e, consequentemente, é oxidado por células vasculares residentes da enzima
12/15-lipooxigenase. A LDL oxidada gera a produgao de fatores quimiotaticos
de granulocitos e mecanismos que promovem a captura e transformagao dos
mondcitos circulantes e consequente diferenciagdo em macrofagos na parede
do vaso. Neste passo, hd uma estabilidade da placa devido a influéncia de
mediadores inflamatérios locais, que podem estimular inUmeras enzimas
proteoliticas, tornando a placa muito fragil, culminando com sua consequente
ruptura. Tais processos inflamatérios provocam maior oxidagdo do LDL,
agravando ainda mais este processo por formagdo de células espumosas. A
oxidagao do LDL é extremamente toxico para as células vasculares levando a
lesdo endotelial, efeitos antiplaquetarios e geragdo de Oxido nitrico que é
deletério sobre o ténus vascular (GOTTO, 2003)

Dietas vitaminicas antioxidantes contendo beta-caroteno, vitamina c e
vitamina E foram testadas em coelhos, demostrando diminuicdo do teor de
colesterol nas lesdes da aorta toracica induzida por dieta aterogénica (BOCAN
et al., 1992).

2.7- Flavonoides e dislipidemia

Estudos epidemioldgicos relatam que ha uma correlagao positiva entre
consumo de flavondides provenientes de frutas e vegetais e a diminuigao do
risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares, sendo maiores os
beneficios observados quanto maior a ingestao destes flavondides. Evidéncias
sugerem que tais substancias podem exercer efeitos através da melhoria dos
fatores de risco cardiovasculares melhorando a fungdo endotelial, inibindo a
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade, diminuindo a pressao arterial e
melhorando a dislipidemia.

Estudos relatam o impacto do consumo de alimentos ricos em
flavondides sobre biomarcadores de risco cardiovasculares em voluntarios
saudaveis ou em risco (MULVIHILL; HUFF, 2010).

Diversos estudos clinicos e com modelos animais tem focado o cacau,
soja, cha verde e preto na prevengdo e tratamento das doencgas
cardiovasculares. No entanto, alguns polifendis na forma purificada, dentre eles

resveratrol e naringenina tem sido avaliados apresentando efeitos benéficos na
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reducao da dislipidemia. (MULVIHILL; HUFF, 2010).Flavondides s&o polifendis
consumidos diariamente na dieta humana, podendo ser encontrado em
diversos alimentos e bebidas como soja, frutas, legumes, nozes, sementes,
cacau, café, vinho e cha. Eles s&o classificados de acordo com a estrutura
quimica e grau de oxidagdo em: flavondis, flavonas, isoflavonas, flavan-3-ols e
antocianinas (SCALBERT; WILLIAMSON, 2011).

Li-dJun Feng et al. 2011 verificaram que doses de 50 - 200mg de
apigenina e luteolina em ratos hiperlipidémicos promoveram uma redug¢ao dos
niveis de colesterol total, triglicérides e LDL-colesterol e aumento de HDL-
colesterol.

Os estudos sobre flavondides, suas propriedades antioxidantes e seus
efeitos na prevencao de doengas, iniciaram-se nos anos 90, sendo estas pouco
discutidas antes desta data devido a diversidade e complexidade de suas
propriedades quimicas e estruturais (SCALBERT; WILLIAMSON, 2011).

Os flavonoides s&o compostos aromaticos com 15 atomos de carbono (
C6-C3-C6), que tem como estrutura base o fenilpropano (C6-C3) e trés
unidades de acetato (C5) (LOPES, 2000). Possui grande diversidade estrutural
devido as modificagdes que podem sofrer, dentre elas podemos citar a
hidroxilagao, metilagéo, acilagédo e glicosilagcao (KOES et al, 1994).

Narender et al. (2006) tinham isolado trés furano-flavonas e um
glicosidio flavonol das partes aéreas da Indigofera tinctoria e descobriram que
a combinacdo destes diminuiram a taxa de triglicérides plasmaticos em 60%,
colesterol total 19%, acidos graxos livres em 25% e aumento do HDL-c de 8%
e razéo deste com o colesterol total de 36%,em dieta com alto teor de gordura
em hamster dislipidémicos alimentados com uma dose de 50 mg de peso
corporal/ Kg.

Os flavonoides podem evitar lesbes causadas por radicais livres de diversas
maneiras, sendo a retirada direta destes a melhor forma de combate. Deste
modo, os flavondides inibem a oxidacdo do LDL estabelecendo efeito
preventivo em relagdo a aterosclerose. A rutina e epicatequina sao exemplos
de flavondides que tem potencial de remover radicais livres, provavelmente
devido a inibicdo da enzima xantina oxidase. Diversas pesquisas relatam que
os flavondides interagem com varios sistemas enzimaticos. Nijveldt et al.(2001)

relataram que espécies reativas de oxigénio combinadas com o ferro podem
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ocasionar a peroxidagao lipidica e flavondides como a quercitina, quelam o

ferro e inibem a peroxidagéo lipidica.
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3. HIPOTESES EXPERIMENTAIS

A problematica anteriormente exposta precipitou a construgdo das

seguintes hipbéteses experimentais testadas no presente estudo:

) Os extratos de abacate, acerola e do flavonéide naringina possuem
capacidade de melhorar o perfil sanguineo de ratos Wistar

alimentados com dieta aterogénica.

Para teste da hipotese acima, perseguiram-se os seguintes objetivos:

- Avaliar o efeito do extrato de abacate (Percea americana) em diferentes
dosagens na dislipidemia de ratos Wistar.

- Avaliar o efeito do extrato de acerola (Malpighia emarginata) em diferentes
dosagens na dislipidemia de ratos Wistar.

- Avaliar o efeito do flavondide narigina em diferentes dosagens na dislipidemia
de ratos Wistar.

- Determinar os niveis sanguineos de colesterol total, colesterol HDL, e
triacilglicerois de ratos Wistar.

- Comparar os efeitos dos compostos estudados com a atorvastatina calcica

(farmaco de referéncia utilizado no tratamento de dislipidemia).

) Os extratos de abacate, acerola e do flavondéide naringina nao

alteram os perfis glicémicos e de acido urico em ratos Wistar.
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Para teste da hipotese acima, perseguiram-se os seguintes objetivos:

- Determinar os niveis glicémicos em ratos Wistar tratados com diferentes
doses de extrato de abacate, extrato de acerola e flavondide naringina e
comparar com o controle doente nao tratado;

- Determinar os niveis de acido urico em ratos Wistar tratados com diferentes
doses de extrato de abacate, extrato de acerola e flavondide naringina e

comparar com o controle doente nao tratado.

lll) Doses de extrato de abacate, acerola e do flavonéide naringina nao
capazes de causarem efeitos adversos ao organismo.

- Determinar os parédmetros sanguineos relacionados a hepatotoxidade aguda

(Fosfatase alcalina, AST, ALT).

- Comparar os efeitos dos compostos estudados com a atorvastatina calcica

(farmaco de referéncia utilizado no tratamento de dislipidemia).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Preparo da ragao e do veiculo para as substéancias testadas

Veiculo comercial (Botica Fontenelle®) utilizado para solubilizar todas
substancias testadas (atorvastatina, flavonoides, extratos).

Propilenoglicol 20%
Suspender 1,5%
Nipagim 0,1%
Nipasol 0,05%
Sacarina 0,03%
Agua destilada q.s.p.___ 100%

4.1.1 Processamento da ragao

As ragbes hipercolesterolémica e nao-hipercolesterolémica (controle)
foram processadas na Unidade Processadora de Racédo do Departamento de
Zootecnia da UFV.

Racado comercial para roedores da marca Presence® foi moida em
moinho tipo martelo, a 3200 RPM, peneira de 0,25 mm (Inbramaq®). Uma
porcdo da ragcdo comercial pulverizada foi reservada, para producédo da ragao
controle. Paralelamente, foram pesados o colesterol (Vetec®) e o acido célico
(Sigma Aldrich®), de forma que o produto contivesse 1,0 % de colesterol e
0,3% de acido codlico. Os ativos foram misturados manualmente a racao
pulverizada, por diluicdo geométrica.

Posteriormente, a mistura foi colocada em misturador por 15 minutos,
para completa homogeneizagcdo. A mistura foi entdo encaminhada a

extrusora/peletizadora MX-40 da Imbramaq®, para confeccdo dos pellets. Em
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seguida, os pellets foram secos em Secadora horizontal Imbramaq® a
temperatura de 50 °C. A racdo controle pulverizada foi processada pelos

mesmos procedimentos de peletizagdo e secagem ja descritos.

4.2 Preparo dos extratos das plantas

A coleta dos frutos de acerola para preparo dos extratos foi realizada
manualmente no municipio de Ponte Nova - MG, nos meses de abril e maio
de 2012. Apds a colheita os frutos foram acondicionados em sacos plasticos
e armazenados na geladeira entre 2 e 8 °C. Para o processamento foram
retiradas as sementes, e a polpa foi obtida utilizando-se centrifuga
domeéstica.

Os frutos do abacate, variedade Margarida, foram adquiridos no
comércio local do municipio de Vigosa - MG no més de maio de 2012. Estes
frutos foram acondicionados em sacos plasticos e foram levados para o
Biofarmacos. A polpa foi retrada com o auxilio de uma colher e
homogeneizada em centrifuga doméstica conforme figura 1.

A partir destas polpas foram preparados extratos para duas
administragdes diferentes: para acerola e abacate 50 mg/kg e 75 mg/kg do
peso corpéreo do animal, e para extrato de naringina 25 mg/kg e 50 mg/kg
do peso corporeo do animal. Os animais foram alimentados com racao
comercial da marca Purina® e os extratos foram administrados por gavagem
durante a fase de tratamento conforme figura 2.

Naringina em forma de p6 foi pesada em balanga analitica, Sigma
Aldrich® para obtencéo das concentragdes de 25 mg/kg e 50 mg/kg por peso

corporeo e foi introduzida ao veiculo listado no item 2.1.
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Acerola—— Colheita Abacate —— Comércio

Selecao Aquisicao
Transporte Acondicionamento
Armazenamento
Despolpa
Despolpa
Centrifuga
Centrifuga ¢
i Extrato
Extrato

FIGURA 1 — Fluxograma de producao de extratos de abacate e acerola.

4.3 Ensaio biolégico

Foi realizado um ensaio biolégico com ratos Wistar (Rattus norvegicus,
variedade albinus, classe Rodentia) com sete semanas de vida e
aproximadamente 137 g. Estes animais foram provenientes do biotério do
Departamento de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa
(DVT-UFV). Todo o experimento e as analises dos parametros bioquimicos no
soro foram realizados no Laboratério de Biofarmacos do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da UFV.

Os animais foram alojados em gaiolas individuais, tendo um periodo de
adaptacdo de cinco dias, e receberam 20 gramas/dia de ragdo comercial
especifica da marca Purina® e agua ad libitum. Apds este tempo, os animais
foram divididos em nove grupos de seis animais somando um total de 54 ratos.
Estes animais permaneceram 30 dias em ensaio biolégico conforme a figura 2.

Para induzir a hiperlipidemia foram fornecidos aos animais, adicionados
a racao, 1 % de colesterol cristalino + 0,3 % de acido cdlico, ambos da marca
Vetec®. Ao grupo controle foi administrado somente racdo comercial. A dieta
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hipercolesterolémica foi preparada na fabrica de ragdo do Departamento de
Zootecnia da UFV.

4.4 Analise bioquimica

No 30° foi realizado a eutanasia e a coleta de sangue por pungao
cardiaca. O material foi centrifugado em centrifuga da marca Excelsa® mod. 2
205 N a 7.100 x g, durante 15 min., para obteng¢ao do soro.

Foram realizadas dosagens sorologicas de colesterol total, colesterol-
HDL, triacilglicerdis e glicose em equipamento multiparamétrico de Bioquimica
marca Alizé®, mod. Lisabio B.652, utilizando-se kits especificos da marca
Bioclin® para cada analise.

Além destes parametros, foram analisados indicadores de
hepatotoxicidade aguda que sao: Alanina aminotransferase (ALT), Aspartato
aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FA) e acido urico. Todos os

animais, antes da coleta, estavam em jejum de doze horas.
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Ratos Wistar recém-desmamados (n=54)

Controle (n=6)

Grupo 1
N3o tratado (n=6)
Hipercolesterolémicos (n=48)
Grupo 2
Tratado com Tratado com extrato de Tratado com extrato de Tratado com extrato de

atorvastatina 1mg/Kg
(n=6)

abacate (n=12)

acerola (n=12)

naringina (n=12)

Grupo 3 /\

AN

/T

50 mg/Kg 75 mg/Kg 50 mg/Kg 75 mg/Kg 25 mg/Kg 50 mg/Kg
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6 Grupo 7 Grupo 8 Grupo 9

FIGURA 2 — Delineamento experimental
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4.5 Principios da analise do soro

O colesterol foi dosado por técnicas colorimétricas que baseiam-se na
transformacao do colesterol esterificado e acido graxo, mediado pela enzima
colesterol esterase. O colesterol-HDL foi determinado a partir da precipitagéo
dos quilomicrons, VLDL e LDL contidos na amostra utilizando também métodos
colorimétricos. As dosagens das concentragdes de triacilglicerdis séricos foram
feitas por via enzimatica-colorimétrica. Para dosagem da glicose utilizou-se o
método colorimétrico da glicose oxidase. Tanto para dosagem do AST e ALT
utilizou-se metodologia de determinacdo cinética e para determinagao da FA e
acido urico utilizou-se testes cinéticos. As metodologias foram direcionadas

conforme recomendacgdes do fabricante dos kits Bioclin®.

4.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de analises de variancia (ANOVA).
O programa utilizado para analise foi o SPSS 15.0. Os grupos tratados foram
comparados com os grupos controle (G1 e G2) utilizando o teste de Dunnett,
adotando 5% de significancia. Este ultimo teste faz uso de contrastes nao

ortogonais na comparagao de cada média com o grupo controle.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito dos tratamentos sobre os niveis séricos de colesterol total,

colesterol-HDL e triglicerideos.

Os resultados da analise do soro estdo apresentados na Tabela 1.
Todos os grupos tratados tanto com extrato de abacate, acerola e com o
fitoterapico naringina, apresentaram melhorias significativas no perfil de
colesterol total em relagao ao grupo doente n&o tratado, com exceg¢ao ao grupo
que recebeu dose de extrato de acerola 50 mg por kg de peso. Isso mostra a
importancia da utilizagdo desses compostos, uma vez que 0s mesmos sao de
baixo custo de aquisigdo e nao apresentam efeitos adversos como os farmacos
(TOLEDO et al., 2003).

A possivel razdo que justifica que o grupo que recebeu 50 mg de extrato
de acerola por kg de peso n&o apresentou diferenga significativa em relagao ao
grupo doente nao tratado significa que nessa concentragdo a quantidade de
compostos bioativos ndo foram suficientes na redugdo do colesterol total
embora, sendo necessario a concentracdo maior de extrato para redugéo.

De acordo com os resultados obtidos na tabela 1, os grupos que
receberam dose de 50 mg de extrato de acerola e os tratados com
atorvastatina apresentaram maiores niveis plasmaticos de HDL. Esse fato é

vantajoso, uma vez que HDL transporta colesterol da circulagao para o figado
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onde é metabolizado e, assim, é excretado, diminuindo os niveis plasmaticos
do mesmo (SBC, 2007).

Os efeitos benéficos ocorrem uma vez que os fitoesterois presentes em
todos os extratos e no fitoterapico Naringina competem com o colesterol no
momento da absorgao intestinal, assim sdo capazes de reduzir a absor¢ao de
colesterol e, consequentemente, a concentracdo plasmatica do mesmo.
Também esse efeito pode ser atribuido a um aumento da expressédo do
receptor da LDL no figado (MIETTINEN; GYLLING, 1999; WESTER, 2000).

A reducao provocada pelas doses do extrato de abacate pode ocorrer
em funcdo da presenga de acidos graxos monoinsaturados. Na fragéo
insaponificavel do O6leo estdo presentes esterois, alcoodis, tocoferdis e
carotenos. Em relagdo aos acidos graxos, destaca-se o acido oléico, que tem
sido muito estudado, demonstrando efeitos significativos na prevengao e
tratamento de doengas cronicas ndo transmissiveis (SOARES;ITO, 2000).
Extratos de abacate tem niveis muito baixo de esqualeno e polifendis (OLIVOS,
2003).

O abacate é rico em fitosterdis e fitostandis que sao ésteres de origem
vegetal com constituicdo quimica semelhante ao colesterol e possui atividade
anti-inflamatoria, bactericida, fungicida, anticarcinogénica e hipocolesterolémica
(LOTTENBERG et al.; 2002).

Em estudo realizados por Nwaoguikpe e Braide (2011) revelaram que o
extrato aquoso da semente de Persia americana (abacate) diminuiu os niveis
de colesteroal total, triglicérides e LDL no sangue de coelhos

Alvizouri et al. (1992) testaram o poder do abacate como fonte de acidos
graxos monoinsaturados em individuos saudaveis, e tiveram como resultado a
diminuicdo do colesterol total, LDL e TG em dietas com pouca gordura
saturada mais abacate (30% de gordura no total da energia da dieta das quais
75% sao provenientes do abacate). O ponto negativo nas suas pesquisas foi a
diminuicdo do HDL em individuos que fizeram uso desta dieta o que corrobora
com o resultado da presente pesquisa.

A naringina possui a capacidade de remover radicais livres e de quelar
cations divalentes. Também inibem a biossintese de eicosandides (resposta
antiprostandide e antiinflamatéria), possuem a capacidade de evitar oxidagao a

lipoproteina de baixa densidade (LDL) (previnem formagcdo de placa
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aterosclerdtica), retardam a agregacao plaquetaria (efeitos antitrombdéticos) e
promovem relaxamento de musculo liso (efeito anti-hipertensivo e anti-
arritmico) (COOK; SAMMANS, 1996; PELZER et al.; 1998).

A acerola, em fungdo da presencga da vitamina C, que € antioxidante,
promove a reducgao do colesterol total. Estudos mostram que a vitamina C tem
efeito anti-inflamatério e esta intimamente ligada a redugdo da disfungéo
endotelial nas doencgas cardiovasculares (WANNAMETHEE et al., 20006).

Mezadri et al. (2008) verificaram que a capacidade antioxidante de
extratos da polpa e suco de acerola foram superiores aos relatados em outros
sucos de fruta ricos em polifendis, como morango, uva e maga.

Entretanto, com relagao a triacilglicerol os resultados mostraram que os
principios ativos dos grupos testes nao apresentaram mecanismos de acgao
para atuarem na redugao deste parametro.

O presente resultado corrobora aos achados de Lotemberg et al. (2002)
que mostra que o consumo de fitoesterol diminuiu o colesterol total como visto
nesse estudo, entretanto observa-se na tabela 1 que ocorre um aumento nao
significativo de triacilglicerol em fungdo da ingestdo de alguns extratos de
acerola 75 mg, naringina 25 mg e 50 mg. Ocorreu um aumento significativo na
concentragéo de triacilglicerdis na administracdo dos extratos de abacate 50
mg e 75 mg e no extrato de acerola 50 mg, no entanto, esse aumento nao
ultrapassa o limite permitido pelo tratado de animais silvestres (2006), o qual
preconiza uma variagéo de 26 a 145 mg/dL.

De acordo com os resultados obtidos na tabela 2 o grupo que recebeu
dose de extrato referente a 50 mg/ Kg de peso apresentou aumento
significativo de AST, ALT e fosfatase alcalina. Devem ser realizados novos
estudos para verificar este aumento, mesmo que discreto, visto que estes
parametros sao eficientes marcadores de funcdo hepatica. O AST é uma
enzima presente em maior concentracdo no interior da mitocondria, o ALT é
uma enzima que possui maior concentragdo no citoplasma, enquanto a
fosfatase alcalina esta localizada na membrana celular que une a borda
sinusoidal das células parenquimais aos canaliculos biliares e a alteracao
dessas organelas podem promover alteragdes irreversiveis na célula (BUSH,
2004; TRALL, 2007).
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Na tabela Ill, no grupo tratado com acerola 50 mg/kg ocorre 0 aumento
significativo nos niveis de glicose, esse aumento pode ser em fungdo desse
extrato ser rico em frutose. Esse acgucar pode ser captado pelas células do
figado, onde é convertida em glicose e principalmente em glicogénio. Com isso,
a administragcdo de extrato na concentragdo de 50 mg/dL deve ser monitorada,
uma vez que a neoglicogenese pode ocorrer o0 processo de sintese de lipideo
(LEHNINGER, 2007).

Nos demais extratos ndo foram observados aumento significativo nos
niveis de glicose o que € um resultado importante ao levar em consideragéo o
relatado no paragrafo anterior.

De acordo com os resultados obtidos na tabela Ill, o grupo que recebeu
extrato de acerola 50 mg/Kg de peso apresentou aumento significativo de acido
urico, ao passo que os demais nao modificaram significativamente. O aumento
do acido urico pode ser em fungao da hipertrigliceridemia, resultado que pode
ser observado na tabela 1 referente a este grupo. De acordo com TIETZ
(1994), dentre outras, comorbidades a hipertrigliceridemia esta intimamente
ligada ao aumento de acido urico.

Deve-se ter maior estudo para indicagdo da dose de extrato referida
acima, uma vez que o aumento no nivel de acido urico pode acarretar entre
outras patologias insuficiéncia renal, insuficiéncia cardiaca congestiva e gota
TIETZ (1994).

Com relagdo aos outros resultados ndo foram observados aumentos
significativos, sendo de grande relevancia, visto que a administracdo dos

extratos ndo acarretam os efeitos citados acima.
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TABELA | — Médias de Colesterol (HDL) (mg/dL), Colesterol total (mg/dL), triacilgliceréis (mg/dL), em soro sanguineo de ratos
machos avaliados apds 30 dias em diferentes tratamentos, e seus respectivos percentuais de variagdo em relacdo ao
grupo 2 (Doente nao tratado). Vigosa, Minas Gerais, 2012.

Colesterol— % de Colesterol total % de Triacilgliceroéis % de
Grupos Tratamentos

HDL (mg/dL) Variacao (mg/dL) Variagao (mg/dL) Variagao
G1 Nao doente 4417 a 5,6 79,67 b -40,83 40,50 a -0,4
G3 D + atorvastatina (1 mg/Kg) 61,00 b 45,8 105,00 b 15,5 47,17 a 16
G4 D + ext. abacate (50 mg/Kg) 42,17 a 0,8 112,00 b -8,5 59,17 b 45,5
G5 D + ext. abacate (75 mg/Kg) 40,83 a -2,4 97,67b -22,83 68,00 b 67,2
G6 D + ext. acerola (50 mg/Kg) 62,00 b 48,2 198,17 a 77,67 89,17 b 119,3
G7 D + ext. acerola (75 mg/Kg) 39,83 a -4.8 114,33 b -6,17 47,83 a 17,6
G8 D + naringina (25 mg/Kg) 37,67 a -10 107,33 b -13,17 51,50 a 26,6
G9 D + naringina (50 mg/Kg) 41,50 a -0,8 198,33 b 77,83 40,50 a -0,4
G2 Doente néo tratado 41,83 a 0 120,50 a 0 40,67 a 0

D = Doente

Letras iguais equivalem a tratamentos n&o diferentes pelo teste de Dunnett a 5% de significancia.
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TABELA Il — Médias de Aspartato aminotransferase —AST (mg/dL) e Alanina aminotransferase - ALT(mg/dL), em soro sanguineo
de ratos machos avaliados apods 30 dias em diferentes tratamentos, e seus respectivos percentuais de variacdo em
relagdo ao grupo 2 (Doente nao tratado). Vigosa, Minas Gerais, 2012.

% de % de Fosfatase % de
Grupos Tratamentos AST (mg/dL) ALT (mg/dL)
Variagao Variagao Alcalina (mg/dL) Variagao

G1 N&o doente 183,33 a 40,1 46,17 a 13,5 175,00 a -31,3
G3 D + atorvastatina (1 mg/Kg) 139,33 a 6,5 43,00 a 5,7 245,83 a -3,5
G4 D + ext. abacate (50 mg/Kg) 113,33 a -13,4 48,00 a 18,0 244,67 a -4.0
G5 D + ext. abacate (75 mg/Kg) 183,83 a 40,5 54,67 a 34,4 198,00 a -22,3
G6 D + ext. acerola (50 mg/Kg) 218,33 b 66,9 71,33 b 75,4 378,50 b 48,5
G7 D + ext. acerola (75 mg/Kg) 113,50 a -13,2 42,67 a 4,9 227,00 a -10,9
G8 D + naringina (25 mg/Kg) 109,67 a -16,2 40,50 a -0,4 195,33 a -23,3
G9 D + naringina (50 mg/Kg) 151,17 a 15,5 42,17 a 3,7 229,50 a -9,9
G2 Doente néo tratado 130,83 a 0,0 40,67 a 0,0 254,83 a 0,0

D = Doente
Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes pelo teste de Dunnett a 5% de significancia.



TABELA Il — Médias de Aspartato aminotransferase — AST (mg/dL) e Alanina aminotransferase — ALT (mg/dL), em soro sanguineo
de ratos machos avaliados apds 30 dias em diferentes tratamentos, e seus respectivos percentuais de variagdo em
relagdo ao G2 (Doente ndo tratado). Vigosa, Minas Gerais, 2012.

Grupos Tratamentos Glicose (mg/dL) % de Variagdo Acido urico (mg/dL) % de Variagdo
G1 N&o doente 112,17 a -491 2,57 a -38,9
G3 D + atorvastatina (1 mg/Kg) 171,33 a -22,2 3,18 a -24,2
G4 D + ext. abacate (50 mg/Kg) 237,50 a 7,8 2,62 a -37,7
G5 D + ext. abacate (75 mg/Kg) 228,00 a 3,5 4,45 a 6,0
G6 D + ext. acerola (50 mg/Kg) 31450 b 42,7 587b 39,7
G7 D + ext. acerola (75 mg/Kg) 223,00 a 1,2 4,17 a -0,8
G8 D + naringina (25 mg/Kg) 216,17 a -1,9 3,72 a -11,5
G9 D + naringina (50 mg/Kg) 136,17 a -38,2 2,53 a -39,7
G2 Doente nao tratado 220,33 a 0,0 4,20 a 0,0

D = Doente

Letras iguais equivalem a tratamentos nao diferentes pelo teste de Dunnett
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6. CONCLUSAO

Em resumo, este estudo conclui que os extratos reduzem a
hipercolesterolemia, no entanto, o extrato de acerola (50 mg/Kg de peso)
promoveu um aumento significativo dos niveis de colesterol o que requer mais
estudos para verificagdo da reprodutividade desse fenbmeno e possiveis
mecanismos. Em contrapartida, somente o referido extrato de acerola
promoveu aumento significativo de HDL-colesterol em comparagdo ao grupo
controle.

De modo geral em relacédo a AST, ALT, Fosfatase alcalina e glicemia
somente o grupo que recebeu extrato de acerola na dose de 50 mg/ Kg de
peso apresentou alteragéo significativa. Deve-se ter cautela na administracao
dessas doses, uma vez que alguns desses parametros sdo indicadores de
toxicidade e a glicemia elevada pode induzir a o processo de aterogenese.

E importante ressaltar que estudos posteriores sdo necessarios para

garantir a eficacia e segurancga dos fitoterapicos.
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