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RESUMO

O termo dislipidemia é utilizado para caracterizar as desordens nos varios
componentes lipidicos e no metabolismo das lipoproteinas associadas & incidéncia
de doengas cardiovasculares (DCV), aterosclerdticas, obesidade, diabetes e
hipertensao. As projecées da Organizagdo Mundial da Satde (OMS) indicam que a
morbidade e mortalidade causadas por DCV, nas proximas décadas, se constituirio
como a primeira causa de morte tanto nos paises desenvolvidos como nos paises
emergentes. Recentemente foi isolado da cera da carnatiba um composto quimico
constituido por ésteres do acido cinamico encontrados no po cerifero de origem
(PCO-C) estruturalmente semelhante ao Gama-Orizanol cujo efeitos farmacologicos
incluem diminuigdo do colesterol plasmatico, redugdo da biossintese do colesterol
hepatico, diminui¢do da absorcéo intestinal e aumento da excrecgado fecal de acidos
biliares. Os objetivos deste trabalho foram avaliar o potencial terapéutico e a
toxicidade do PCO-C na prevencao e tratamento das dislipidemias no sentido de
contribuir para sua utilizacao com eficacia e Seguranca e avaliar seu emprego como
futuro agente fitoterapico na reducéo dos niveis de lipidios plasmaticos. O estudo do
efeito do PCO-C sobre o metabolismo lipidico foi desenvolvido em grupos de
camundongos com dislipidemia induzida por dieta hipercolesterolémica, Triton
WR1339 e Poloxamer-407 e tratados com Gama-Orizanol (50mg/kg), PCO-C (10, 50
e 100 mg/kg), utilizando Sinvastatina (20mg/kg) e Gemfibrozil (100mg/kg) como
drogas de referéncia. Ao final dos protocolos de indugdo e do tratamento, amostras
de sangue heparinizado foram coletadas para a determinagcdo dos testes
laboratoriais (colesterol total — CT, triglideridios — TG, glicose — GLI, uréia — URE,
creatinina — CRE, aspartato aminotransferase — AST e alanina aminotransferase -
ALT). Logo apds, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical para
remogao do figado e rins destinados a analise histopatolégica. Os dados foram
expressos como media + erro padrdao da média (EPM). Para analisar a significancia
das diferencas entre os grupos foi utilizado a ANOVA seguida do teste de Newman-
Keuls, sendo considerados significativos resultados que apresentavam p<0,05.
PCO-C, nas doses utilizadas, apresentou importantes efeitos hipolipemiante e
hipoglicemiante observados na redugéo significativa de CT, TG e GLI| nos protocolos
estudados apresentando resultados iguais ou por vezes superiores aos grupos
tratados com Gama-Orizanol ou com as drogas de referéncia. Estes dados
resultaram na obtencdo de um deposito de patente visto que a droga em questao foi
avaliada pela primeira vez com os objetivos acima referidos. O fitoconstituinte
estudado apresentou Seguranga com as doses utilizadas ndo demonstrando
aparente toxicidade avaliada pelos niveis plasmaticos de AST, ALT, URE e CRE e
pelos resultados da histopatologia hepatica e renal. Podemos afirmar entao que os
resultados obtidos em animais tratados com PCO-C sio promissores, sugerindo ser
este composto portador de potencialidades terapéuticas na prevencao e tratamento
de doengas associadas aos distlrbios do metabolismo de lipidios e carboidratos.
Entretanto, outros estudos pré-clinicos e clinicos sdo necessarios para assegurar e
validar sua real aplicabilidade terapéutica.

Palavras-chaves: Cera da carnatba, Esteres do acido, cinamico, Gama-Orizanol,
Dislipidemias.



ABSTRACT

Dyslipidemia is the term used to characterize the disorders in several lipids
components as well as in the lipoproteins metabolism associated to cardiovascular
diseases (CVD), atherosclerosis, diabetes and hypertension. Projections from the
World Health Organization indicate that CVD will the most important cause of death
both in developed countries and third world. Recently it was isolated from Carnatba’s
crude wax a chemical compound constituted by esters from cinamic acid found in the
wax powder (PCO-C). These compounds show structure similar to Gama-Orizanol
which pharmacological effects include cholesterol lowering activity, reduction on
cholesterol hepatic production, reduction on absorption of biliar acids and increase in
its excretion. The objectives of this study were to evaluate the therapeutic potencial
and toxicity of PCO-C in prevention and treatment of dyslipidemias in order to
contribute to its efficiency and safety and also evaluate the possible usage of this
compound as a phytomedicine. To evaluate PCO-C on lipids methabolism groups of
mice with induced dyslipidemia by Triton WR1339 and Poloxamer-407 were used.
Animals were treated with gama-oryzanol (50mg/kg), PCO-C (10, 50 e 100 mg/kg)
and sinvastatin (20mg/kg) and gemfibrozil (100mg/kg) as reference drugs. After
treatment blood samples were collected to perform biochemical analysis (total
cholesterol — CT; triglycerides — TG; glucose — GLI; urea — URE; creatinine — CRE:
aspartate aminotransferase — AST; alanine aminotransferase — ALT). Samples of
livers and kidneys were collected to histophatologycal analysis. The values are
expressed as mean + SEM. Significance, p < 0,05, was calculated by ANOVA and
Newman-Keuls test. PCO-C has reduced both glicemic and lipid levels (CT, TG and
GLI). These results were comparable to those observed after gama-oryzanol and
reference drugs treatment. The results lead to aquisition of a patent once this drug is
being analysed for the first time. The phytocompound is safe in the tested doses
once no toxicity was showed after AST, ALT, URE and CRE analysis as well as after
histophatological evaluation. Through the results it can be assumed that PCO-C is a
promissing compound to the treatment of diseases associated to lipids and
carbohydrates metabolism. Nevertheless, other pre-clinic and clinic studies need to
be undertaken to clarify its real therapeutic aplicability.

Key-words: Carnatba crude wax, cinnamic acids esters, gamma-oryzanol,
dyslipidemia.
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1 INTRODUCAO

1.1 Dislipidemias

As principais implicacées patolégicas das dislipidemias sdo a
aterosclerose, acidente vascular cerebral (AVC) e a doenga arterial coronariana
(DAC). Atualmente, nao existem mais dividas de que o principal fator de risco para a
DAC € a hipercolesterolemia, uma vez que aproximadamente 96% do material
lipidico do ateroma corresponde a colesterol (LEVI et al., 2002). Embora os
trigliceridios (TG) tenham uma minima contribuicdo para a composigio da placa
ateromatosa (3% a 4% do material lipidico), a tendéncia atual & considerar a
hipertrigliceridemia como um fator de risco para a DAC, principalmente se associada
a uma taxa de colesterol total (CT) aumentado, a histéria familiar da DAC prematura
e/ou reduzidas taxas de lipoproteina de alta densidade (HDL-C), sendo estas por si
sO consideradas um potente fator independente de risco (KANAAN et al., 2008).

Os termos hiperlipidemia ou dislipidemia sdo utilizados para caracterizar
as desordens ou defeitos nos varios componentes lipidicos e no metabolismo das
lipoproteinas associados a incidéncia de doengas cardiovasculares, ateroscleroéticas,
obesidade, diabetes, hipertensio e esteatose hepatica (BAYNES e DOMINICZAK,
2007).

1.1.1 Classificacao das Dislipidemias

Conforme as IV Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias e Diretriz de
Prevencdo da Aterosclerose do Departamento de Aterosclerose da Sociedade
Brasileira de Cardiologia, publicado em 2007, as dislipidemias podem ser
classificadas genotipicamente ou fenotipicamente através de analises bioquimicas.
Na classificagdo genotipica, as dislipidemias se dividem em monogénicas, causadas
por mutagbes em um s6 gene, e poligénicas, causadas por associa¢des de multiplas
alteragbes, que, isoladamente, nio seriam de grande repercussdo clinica. A

classificacéo fenotipica ou bioquimica considera os valores do CT, lipoproteina de
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baixa densidade (LDL-C), TG e HDL-C, compreendendo quatro tipos principais bem
definidos:

Tabela 1. Classificagido das dislipidemias

Tipo Caracteristica

Hipercolesterolemia  Elevacéo isolada do LDL-C com valores =160 mg/dL.

isolada

Elevagao isolada dos TG com taxas 2150 mg/dL, que reflete
0 aumento do volume de particulas ricas em TG como a
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteina
de densidade intermediaria (IDL) e quilomicrons. Como
citado, a estimativa do volume das lipoproteinas

Hipertrigliceridemia _ _

) aterogénicas pelo LDL-C, torna-se menos precisa a medida

S que aumentam os niveis plasmaticos de lipoproteinas com
altos niveis de TG. Portanto, conforme referido acima, o
valor da fragdo Nao-HDL-C pode ser usado como indicador

de diagndstico e meta terapéutica nestas situacodes.

Concentragdo aumentada de ambos: LDL-C =160 mg/dL e
TG 2150 mg/dL. Nestes individuos, pode-se também utilizar
a fragdo N&o-HDL-C como indicador e meta terapéutica.
Hiperlipidemia mista  Nos casos com TG = 400 mg/dL, quando o célculo do LDL-
C pela formula de Friedewald & inadequado, considerar-se-a

hiperlipidemia mista se o CT for maior ou igual a 200 mg/dL.

_ o Redugao do HDL-C: homens <40 mg/dL e mulheres <50
Baixos niveis de

HDL-C mg/dL isolada ou em associagdo com aumento de LDL-C ou

de TG.

Fonte: SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA. 2007.
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1.2 Lipidios Plasmaticos

O termo lipidio aplica-se a uma classe de compostos soluveis em
solventes organicos, e pouco soliveis em agua. Quimicamente, os lipidios contém
principalmente ligagbes carbono-hidrogénio n&o polares(C-H) e tipicamente
produzem acidos graxos e ou alcodis complexos ap6s hidrélise. Alguns lipidios
também contém grupos carregados eletricamente ou polares, como os grupos: (1)
sialico, (2) fosforil, (3) amino, (4) sulfuril ou (5) hidroxil. A presenca destes grupos
quimicos confere as moléculas lipidicas uma afinidade com a agua e com os
solventes organicos (anfipaticos). Isso os possibilita existir na interface aquosa das
membranas biologicas. Comumente, os lipidios sao amplamente subdivididos em
seis grupos, com base na sua estrutura quimica: (1) colesterol, (2) acidos graxos, (3)
acilglicerdis, (4) esfingolipidios, (5) prostaglandinas e (6) terpenos (BURTIS,
ASHWOOD e BRUNS, 2006).

1.2.1 Colesterol

O colesterol (Figura 1) & um alcool policiclico de cadeia longa, usualmente
consideardo um esterdéide com 27 carbonos que apresenta certa polaridade
conferida pela hidroxila do seu carbono 3. Sua estrutura se baseia, assim como
todos os esterdides, no nicleo do ciclopentanoperidrofenantreno, (KANAAN et al.,
2008). Dentre as numerosas fungdes bioldgicas desempenhadas pelo colesterol,
pode-se destacar a presenga como componente da maioria das membranas
celulares, como precursor para a sintese de horménios esteroides, vitaminas do
complexo D, oxisterois e acidos biliares, além de ser necessario para a ativacao de
moléculas que atuam na sinalizagdo neuronal (BROWN e GOLDSTEIN, 1986; REPA
e MANGELSDORF, 2000). Apenas uma pequena quantidade do colesterol
circulante € originada a partir da alimentacao; cerca de 80% ¢é derivada da sintese
enddgena que ocorre no figado (HENRY, 2008).
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Figura 1. Estrutura Quimica do Colesterol. Fonte: http:waw.minhavida.com.brfconteudolZQS—
Afinal44-o-que-e-colesterol.htm, acessado em 10/10/2010.

As concentracoes plasmaticas de colesterol sdo reguladas através da sua
absorcao pela dieta, excregao via esterdides fecais ou éacidos biliares, sintese
endogena de colesterol e remogao do colesterol presente na circulagdo sanglinea
(BYINGTON et al., 1995).

Em situagbes normais, esses mecanismos de biossintese, absorcao e
excrecdo funcionam de maneira coordenada para manter 0 funcionamento
adequado do metabolismo dos lipidios plasmaticos. Entretanto, problemas na
regulacdo desses mecanismos tém sido implicados na ocorréncia de dislipidemias
(REPA e MANGELSDOREF, 2000).

1.2.1.1 Fontes Endégenas de Colesterol

O figado & considerado o principal érgao encarregado da biossintese de
colesterol, sendo responsavel por produzir quase a sua totalidade que circula na
corrente sangilinea e aquele para ser estocado no tecido hepatico sob a forma de
ésteres de colesterol (REPA e MANGELSDOREF, 2000). A homeostase do colesterol
no organismo & mantida principalmente através da regulagdo da atividade da enzima
3-hidroxi 3-metilglutaril co-enzima A redutase (HMG-CoA redutase) (BROWN e
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GOLDSTEIN, 1986) que catalisa a fase inicial limitante na biossintese do colesterol
(NESS e CHAMBERS, 2000).

A maior parte do colesterol produzido no figado é exportada na forma de
colesterol biliar, acidos biliares e ésteres de colesterol. Os acidos biliares e seus sais
sao relativamente hidrofilicos e auxiliam no processo de digestdo de lipidios. Os
eésteres de colesterol sdo formados no proprio figado por meio da acdo da enzima
acil-CoA-colesterol aciltransferase (ACAT), a qual catalisa a transferéncia de um
acido graxo da coenzima-A para o grupo hidroxila do colesterol, tornando-o ainda
mais hidrofobico. Os ésteres de colesterol sdo armazenados no figado ou entéo
transportados inseridos em particulas lipoproteicas para os tecidos extra-hepaticos
(NELSON e COX, 20086).

Entretanto, a quantidade de colesterol sintetizada endogenamente varia
de espécie para espécie. Um homem adulto que pesa em torno de 70 kg produz 600
a 900 mg de colesterol por dia (GYLLING ef al., 1994) enquanto que um
camundongo sintetiza cerca de 3 mg/dia (SCHWARZ et al., 1998).

1.2.1.2 Fontes Ex6genas de Colesterol

Do ponto de vista nutricional, o colesterol nio pode ser considerado um
nutriente essencial, uma vez que o organismo possui meios para produzir as
quantidades necessarias para a manutengao de suas necessidades diarias. Apesar
disso, quantidades significativas de colesterol proveniente da dieta penetram no
limen intestinal todos os dias. A ingesta através da alimentagéo varia de 0,19 em
individuos que seguem uma dieta com quantidades minimas de colesterol, até cerca
de 1,0g naqueles com dietas sem qualquer tipo de restricdo (VUORISTO e
MIETTINEN, 1994).


PC-7031
Caixa de texto
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1.2.2 Trigliceridios

Os trigliceridios s&o moléculas que apresentam uma fung¢do chave no
fornecimento de energia aos organismos vivos. Sob o ponto de vista quimico, eles
sao constituidos pela ligacédo éster de trés acidos graxos livres a uma molécula de
glicerol (HEGELE, 2009).

As duas principais fontes de trigliceridios no plasma sdo a exdgena
(originada a partir dos acidos graxos ingeridos na dieta) e a endégena (resultante da
biossintese de trigliceridios no tecido hepatico) (YUAN et al., 2007). O processo de
sintese de trigliceridios no figado recebe o nome de lipogénese e é resultante da
conversao do excesso de carboidratos ingeridos através da alimentagdo (TOWLE,
KAYTOR e SHIH, 1997).

Logo apos as refeigées, em torno de 90% dos trigliceridios circulantes no
plasma s&o secretados sob a forma de quilomicrons sendo provenientes do intestino;
entretanto, durante periodos de jejum, observa-se o predominio dos trigliceridios de

origem endégena que sio secretados pelo figado (YUAN et al., 2007).

1.3 Lipoproteinas Plasmaticas

A insolubilidade do colesterol e dos ésteres de colesterol, como os
trigliceridios e os fosfolipidios, no plasma sanguineo, requer que eles sejam
transportados no interior de moléculas esferoidais denominadas de lipoproteinas
(Figura 2). As lipoproteinas s3@o constituidas por um nucleo hidrofébico contendo
fosfolipidios, ésteres de colesterol, antioxidantes e vitaminas lipossoluveis, e uma
camada externa hidrofilica, a qual contém colesterol livre, fosfolipidios e proteinas
(chamadas de apolipoproteinas ou “apo”) (HEGELE, 2009). As apolipoproteinas tém
diversas fungdes no metabolismo das lipoproteinas, dentre elas a estruturacdo da
particula (apo B100 e B48), sitio ligante a receptores de membrana que captam as
lipoproteinas para o interior da célula (apo B100 e E) ou co-fatores enzimaticos
(apoproteinas ClI, Clll e Al) (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2007).
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Apolipoproteinas

Colesterol Fosfolipidos

Triglicéridos y
ésteres de colesterol

Figura 2. Estrutura das lipoproteinas. Fonte: Nelson & Cox, 2006.

Diferentes combinacdes de lipidios e proteinas resultam em particulas
com caracteristicas diferentes. Por essa razdo, as lipoproteinas podem ser
distinguidas entre si pelo seu tamanho, densidade, composicao, funcao e mobilidade
eletroforética (SCHIAVO, LUNARDELLI e OLIVEIRA, 2003; GOMES e CARMO,
2006).

As principais lipoproteinas carreadoras de frigliceridios sao 0s
quilomicrons e as lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL, “very low-density
lipoprotein”). No entanto, as principais carreadoras de colesterol sdo as lipoproteinas
de baixa densidade (LDL, “low-density lipoprotein”™) e as lipoproteinas de alta
densidade (HDL,“high-density lipoprotein”) (HEGELE, 2009).

1.3.1 Metabolismo das Lipoproteinas Plasmaticas

O metabolismo das lipoproteinas plasmaticas (Figura 3) é um processo
bastante complexo, que envolve diversas etapas e orgéos diferentes (MOTTA, 2003;
BAYNES e DOMINICZAK, 2007).
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Figura 3. Metabolismo das lipoproteinas
www.fao.orgfdocrep!v4700slv4700507.htm, acessado em 10/10/2010.

plasmaticas. Fonte:

1.3.2 Apolipoproteinas

As apolipoproteinas sao uma familia complexa de polipeptidios que tém por
funcéo principal determinar o destino metabdlico dos lipidios no plasma, bem como
promover sua captagdo pelos tecidos. Essas moléculas atuam, ainda, como
ativadores e inibidores das enzimas envolvidas no metabolismo das lipoproteinas,

sendo divididas em varios grupos, cujos mais importantes sao (MOTA, 2003):

e Apo A (sintetizada no figado e intestino);
e Apo B (presente no plasma de duas formas, ApoB 100 (figado) e ApoB 48
(intestino); sendo que a primeira & parte integrante da LDL, quilomicrons e

VLDL, enquanto que a segunda é encontra-se somente nos quilomicrons);
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e Apo C (sintetizada no figado e incorporada a HDL);

¢ Apo D (também chamada de Apo Alll e peptideo de linha fina, foi isolada
a partir do HDL e parece mediar a transferéncia do colesterol esterificado
para a IDL e LDL pela LCAT.

* Apo E (incorporada ao HDL e transferida, na circulagdo, para os

quilomicrons e VLDL).

Tabela 2. Distribui¢ao de lipidios e apoproteinas nas lipoproteinas.

) Lipoproteinas
Apoproteinas

Quilomicrons VLDL IDL LDL HDL
Apo A 10% Tragos Tragos Tragos 90%
Apo B 20% 40% 50a70% 95% Tragos
Apo C 70% 50% 5a10% Tragos 5a10%
ApoD Ausente Ausente Ausente Ausente Presente
APOE Tracos 5a10% 10a20% Tracos Tracos

Fonte: Kanaan et al., 2008.

1.3.3 Quilomicrons

Os quilomicrons sd@o as maiores lipoproteinas e as menos densas,
contendo uma grande proporgdo de trigliceridios. Os quilomicrons s&o sintetizados
no reticulo endoplasmatico das células epiteliais que recobrem a superficie interna
do intestino delgado, transportados através do sistema linfatico e via portal
alcancando a corrente sanguinea pela veia subclavia. As apolipoproteinas (Tabela
2) presentes nos quilomicrons incluem a apoB-48, apoE e apoC-Il. A apoC-Il
presente nos quilomicrons ativa a lipase lipoproteica (LPL) presente nos capilares
dos tecidos adiposo, cardiaco, musculo-esquelético e glandula mamaria em
lactagao, de modo a permitir a liberagéo dos acidos graxos livres para tais tecidos.
Os remanescentes dos quilomicrons ainda contendo colesterol, apolipoproteinas e
alguns trigliceridios, movem-se via corrente sangiiinea até o figado, onde serdo

absorvidos por endocitose mediante a ligagdo da apoE a receptores presentes
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nesse 6rgéo. No figado, os quilomicrons liberam o colesterol e posteriormente séo
degradados nos lisossomos (CHARLTON-MENYS e DURRINGTON, 2007).

1.3.4 VLDL (Very Low-Density Lipoprotein)

Tanto os trigliceridios provenientes da alimentacédo quanto aqueles que
sao sintetizados endogenamente a partir do excesso de carboidratos ingeridos na
dieta sdo unidos no figado as apolipoproteinas especificas para formar as VLDL.
Essas lipoproteinas sdo compostas por trigliceridios, colesterol, ésteres de
colesterol, bem como apoB-100, apoC-I, apoC-Il, apoC-Ill e apoE. As VLDL sao
transportadas do figado para os musculos e para o tecido adiposo, locais nos quais
a ativagéo de lipase lipoproteica pela apoC-I| promove a liberagéo dos acidos graxos
livres contidos no interior das VLDL (NELSON e COX, 2006).

1.3.5 IDL (Intermediate Density Lipoprotein)

A perda de ftrigliceridios faz com que algumas particulas VLDL sejam
convertidas em VLDL remanescente (também chamadas de IDL). Nao é geralmente
considerada uma espécie separada das lipoproteinas, uma vez que nao é
identificada no plasma normal devido ao seu rapido furnover ou clearence,
aparecendo na ultracentrifugacéo ou eletroforese somente em situagdes patoldgicas.
E necessario uma centrifugacdo de 16 horas para separa-la (MOTTA, 2003:
KANNAN et al., 2008).

1.3.6 LDL (Low Density Lipoprotein)

Com a extragdo de mais lipidios das IDL, estas sdo gradualmente
convertidas em LDL. Extremamente ricas em colesterol e ésteres de colesterol e
contendo apoB-100 como principal apoproteina, as LDL transportam o colesterol
para os tecidos extra-hepaticos, os quais possuem em suas células receptores de

superficie especificos para a ligagdo da apoB-100 (LDLR, “receptores B/E"). Nesse
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processo, denominado “endocitose mediada por receptores”, a ligagéo da apoB-100
aos LDLR inicia a formagdo de um endossomo. Esse endossomo se funde aos
lisossomos contendo enzimas que hidrolisam os ésteres de colesterol, liberando o
colesterol e os acidos graxos no interior do citosol. O colesterol liberado pode ser
incorporado nas membranas ou pode ser reesterificado pela enzima ACAT para ser
armazenado no interior de goticulas lipidicas citosolicas (CHARLTON-MENYS e
DURRINGTON, 2007).

1.3.7 HDL (High Density Lipoprotein)

As HDL séo sintetizadas no figado e no intestino delgado como particulas
pequenas, ricas em proteina e contendo relativamente pouco colesterol e nenhum
éster de colesterol. As HDL contém principalmente apoA-1, apoC-l e apoC-Il. A
enzima lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) existente na superficie das HDL
recém-sintetizadas (HDL nascentes) catalisa a formacéo de ésteres de colesterol a
partir da lecitina (fosfatidilcolina) e do colesterol contidos nos quilomicrons
remanescentes e nas VLDL. Os ésteres de colesterol formados penetram no interior
da HDL nascente, convertendo-a na forma discoide a uma configuragédo esférica,
chamada HDL madura. Essa HDL madura retorna ao figado e liga-se a receptores
de membrana denominados SR-B1 (scavenger receptor class B, type 1). Os SR-
B1 facilitam a transferéncia parcial e seletiva do colesterol e outros lipidios da HDL
para o hepatécito, onde o colesterol liberado sera, em parte, convertido em sais
biliares. Apds esse processo, a HDL se dissocia para recircular na corrente
sanguinea e incorporar mais lipidios dos quilomicrons remanescentes e das VLDL
(ROCHA, 2009).

Além do papel ja mencionado, as HDL também podem captar o colesterol
armazenado nos tecidos extra-hepaticos e transporta-lo para o figado, em um
processo conhecido como transporte reverso do colesterol (FIELDING e FIELDING,
1995). Esse transporte reverso pode acontecer por meio de duas vias. Em uma
delas, a interagdo das HDL nascentes com os receptores SR-B1, presentes nas
células ricas em colesterol, aciona o movimento passivo do colesterol da superficie

celular para a HDL. Na outra via, a apoA-1 presente nas HDL interage com um
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transportador ativo, a proteina ABC1, presente nas células ricas em colesterol,
fazendo com que a HDL seja captada e em seguida secretada contendo uma carga
de colesterol para ser transportado ao figado (NELSON e COX, 2006).

No figado, o colesterol liberado pode ser reciclado na forma de
lipoproteinas para ser secretado novamente no plasma ou entdo ser convertido em
acidos biliares, embora parte dele aparega na bile sob a forma de colesterol livre
(FIELDING e FIELDING, 1995).

1.4 Doengas Cardiovasculares

WHO (World Health Organization, 2002a), define salde como uma
situagao de perfeito bem-estar fisico, mental e social, e ndo apenas como a auséncia
de doenca. Este conceito, bastante abrangente e complexo, da a nogéo do quanto &
dificil o individuo adquirir o status de plenamente saudavel. Conforme Pereira
(1995), os agravos a salde nao ocorrem ao acaso e sua distribuicdo desigual &
produto da agéo de fatores que se dividem desigualmente na populacdo, modelada
pela instabilidade econémica e pela diminuigdo das condicdes de vida das classes
menos favorecidas, como renda familiar, tempo de lazer e educacgao, entre outros

fatores.

O processo de industrializagéo, o crescimento das cidades, a urbanizacao
cada vez menos planejada, a diminuigédo da mortalidade por doengas infecciosas e
carenciais, o envelhecimento progressivo da populagdo e a mudanga no perfil de
morbi-mortalidade, levaram o campo de aplicacdo da Satde Publica a se ampliar,
tendo como objeto qualquer dano ou agravo a sadde referente as populacdes
assistidas, dirigindo-se para o estudo das condigdes presentes em fases anteriores
ao aparecimento de algumas alteragdes clinicas e anatomopatolégicas,
especialmente os fatores de risco relacionados a doengas cardiacas (BRASIL, 1998;
BRASIL, 2001).

As doengas cardiovasculares (DCV) séo patologias que afetam o coragao
€ os vasos sanguineos (EJTF, 2007). As projegcdes da Organizacdo Mundial da
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Satde (OMS) indicam que a morbidade e mortalidade causadas por DCV, nas
proximas décadas, se constituirdo como a primeira causa de morte tanto nos paises
desenvolvidos como nos paises em desenvolvimento (MAGALHAES et al., 2004). O
World Health Report 2002 estimou que 8% de todas as doengas, 60% das Doencas
Cardiocirculatérias (DCC) e 40% dos Acidente Vascular Cerebral (AVC) isquémicos
em paises desenvolvidos estéo relacionados com o aumento dos niveis de colesterol
sanguineo acima dos valores teodricos atualmente aceitos (PORTUGAL, 2002).
Conforme as projegdes para 2020, os dbitos por doenga arterial coronariana (DAC)
aumentardo em 100% entre homens e 80% entre mulheres. Estes dados
epidemiologicos reforcam a necessidade da implantacdo de medidas imediatas
voltadas a diminuig&o e controle dos fatores de risco (GATTI et al., 2008).

Cabe ressaltar ainda, a importancia das doencas cardiovasculares como
causa de aposentadoria no Brasil, representando, ja em 1983, mais de 30% do total,
0 que faz elevar o custo social dessas doengas. Entre 1991 e 2000, os custos
hospitalares atribuidos as doencgas cardiovasculares aumentaram 1 76%, tendo sido
em 2000, responséaveis pela principal alocacdo de recursos publicos em
hospitalizagdes no Brasil (aproximadamente 821 milhdes de reais) e a terceira maior

causa de permanéncia hospitalar prolongada (BRASIL, 2001).

Estudos epidemiolégicos demonstraram que as dislipidemias, juntamente
com a hipertenséo e o habito de fumar, sao consideradas fatores de risco primarios
para o desenvolvimento de DCVs (CAMBRI et al., 2006).

O papel dos lipidios como importante fator na patogénese da doenca
arterial coronariana esta solidamente estabelecido (FREITAS, 2004). Como citado
por Magalh&es et al. (2004), as dislipidemias desempenham um importante papel
neste cenario, uma vez que participam ativamente da fisiopatologia do processo
aterosclerético, sendo reconhecida, na atualidade, como um dos maiores fatores de

risco modificaveis relacionados com o desenvolvimento da DAC.

As elevadas concentragées de colesterol e sua relagdo com a doenca
coronaria aterosclerética ja foi demonstrada em muitos ensaios clinicos e esta bem

compreendida (JORGE et al., 1998). Por outro lado, a relagéo entre os trigliceridios e
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o risco de DCVs tem sido assunto de grande interesse, cuja atuagcdo no
desencadeamento fisiopatoldgico das doencas cardiacas ainda nao esta totalmente
elucidada (FREITAS, 2004).

A doenga coronariana é a mais comum das enfermidades
cardiovasculares e os fatores de risco para seu aparecimento sdo numerosos,
podendo-se citar os inalteraveis, como hereditariedade, sexo ou idade, e os que séo
suscetiveis aos tratamentos clinicos ou intervenges no estilo de vida e os ja
bastante conhecidos tais como hipertensao arterial, tabagismo, hipercolesterolemia,
inatividade fisica, obesidade e diabetes, assim como os que vém despertando a
atencao de pesquisadores e sendo alvo de novas pesquisas para seu melhor
conhecimento, como os niveis séricos de proteina C-reativa e homocisteina (TWISK
etal.,, 2001; WHO, 2002b; WILMORE e COSTILL, 1994).

A aterosclerose & uma doenga inflamatoria cronica de origem multifatorial
que ocorre em resposta a agressdo endotelial, acometendo principalmente a
camada intima de artérias de médio e grande calibres (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2007).

A formagé&o da placa aterosclerética inicia-se com a agress&o ao endotélio
vascular devido a diversos fatores de risco como elevacao de lipoproteinas
aterogénicas (LDL, IDL, VLDL, quilomicrons remanescentes), hipertensao arterial ou
tabagismo. Como consequéncia, a disfuncao endotelial aumenta a permeabilidade
da camada intima as lipoproteinas plasmaticas favorecendo a retengéo das mesmas
no espacgo subendotelial. Retidas, as particulas de LDL sofrem oxidacao, causando
a exposicéo de diversos neo-epitopos, tornando-as imunogénicas. O depésito de
lipoproteinas na parede arterial, processo-chave no inicio da aterogénese, ocorre de
maneira proporcional a concentracdo dessas lipoproteinas no plasma (PETROVAN
et al., 2007).

Além do aumento da permeabilidade as lipoproteinas, outra manifestacéo
da disfungéo endotelial é o surgimento de moléculas de adesdo leucocitaria na
superficie endotelial, processo estimulado pela presenca de LDL oxidada. As

moléculas de adeséo séo responsaveis pela atragdo de mondcitos e linfocitos para a
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parede arterial. Induzidos por proteinas quimiotaticas, os mondcitos migram para o
espago subendotelial onde se diferenciam em macrofagos, que por sua vez captam
as LDL oxidadas. Os macréfagos repletos de lipidios sdo chamados células
espumosas e sao o principal componente das estrias gordurosas, lesées
macroscopicas iniciais da aterosclerose (SANZ e FAYAD, 2008; SANTOS et al.,
2008).

Alguns mediadores da inflamacéao estimulam a migracao e proliferagédo
das células musculares lisas da camada média arterial. Estas, ao migrarem para a
intima, passam a produzir ndo soé citocinas e fatores de crescimento, como também
matriz extracelular que formara parte da capa fibrosa da placa aterosclerética (SANZ
e FAYAD, 2008).

A placa aterosclerética € constituida por elementos celulares,
componentes da matriz extracelular e nucleo lipidico. Estes elementos formam, na
placa aterosclerdtica, o nucleo lipidico rico em colesterol e a capa fibrosa rica em
colageno. As placas estaveis caracterizam-se por predominio de colageno,
organizado em capa fibrosa espessa, escassas células inflamatérias e nucleo
lipidico de proporgdes menores. As instaveis apresentam atividade inflamatéria
intensa, especialmente nas suas bordas laterais, com grande atividade proteolitica,
nucleo lipidico proeminente e capa fibrotica ténue. A ruptura desta capa expde
material lipidico altamente trombogénico, levando a formagdo de um trombo
sobrejacente. Este processo, também conhecido por aterotrombose, € um dos
principais determinantes das manifestagées clinicas da aterosclerose (KUSUMOTO,
2001; WOLBERG e MACKMAN, 2009).

1.5 Tratamento

Dentre os medicamentos utilizados para a reducéo dos niveis de lipidios,
as estatinas e os fibratos tém sido prescritos freqlientemente para a terapia da
hipercolesterolemia e hipertrigliceridemia, respectivamente. Porém, ha situagdes

relacionadas ao risco cardiovascular e 4 necessidade de maior efetividade no
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controle das dislipidemias mistas, sendo nesses casos, a combinagdo de estatina
com fibrato uma opgéo terapéutica, fato este que implica, diretamente, em uma
maior preocupagdo com a seguranca do tratamento. A situacdo & preocupante
porque as duas classes desses farmacos, por si s6, podem ocasionar miopatia e
rabdomiolise e, quando associadas podem desencadear além das manifestacoes
clinicas citadas, um quadro de hepatite (XAVIER, 2005).

Portanto, pode-se inferir que varios fatores contribuem para que as metas
de redugdo dos niveis de lipidios nao sejam alcancadas, desde aqueles
relacionados a nao aderéncia ao tratamento até as dificuldades inerentes aos
proprios médicos e pacientes, como problemas quanto a intolerancia, interagdo com
outras drogas, além dos efeitos adversos dos agentes hipolipemiantes disponiveis
no mercado (MAGALHAES et. al., 2004).

O elevado custo dos medicamentos redutores dos niveis séricos de
lipidios e a resisténcia por conta do uso prolongado, devido aos seus efeitos
colaterais, tém levado os pacientes a escolha de terapias alternativas, como solugéo
de seus problemas de saltide relacionados as alteragées no metabolismo dos lipidios
e das lipoproteinas (JORGE et al., 1998).

1.6 Produtos Naturais

O Brasil € um dos paises com maior diversidade, concorrendo com a
Indonésia pelo titulo de nagéo biologicamente mais rica do planeta (MITTERMEIER
et al., 2005). Estima-se que em nosso territorio exista mais de 56.000 espécies
vegetais catalogadas, o equivalente a 19% da flora mundial (GIULIETTI et al., 2005).
Entretanto, & preciso destacar, que a biodiversidade brasileira ndo é conhecida com
preciséo, tal a sua complexidade (SIMOES e SCHENKEL, 2002). Além desse acervo
genético, € importante ressaltar que a riqueza cultural e étnica resultou em um
acumulo consideravel de conhecimentos e tecnologias tradicionais. passados de
geracao a geragao, entre os quais se destaca o vasto conhecimento sobre manejo e
uso de plantas medicinais (BRASIL, 2006b).
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Nos paises em desenvolvimento, como o Brasil, o uso terapéutico de
plantas medicinais e seus manufaturados ajudam a reduzir a importacéo de drogas e
ainda incrementa o desenvolvimento econémico (FERREIRA, 1998). No Brasil,
apesar da rica flora, que representa mais de 20% das plantas conhecidas no mundo
(TOMLINSON e AKERELE, 1993), muito pouco tem sido feito para estudar o seu
potencial como fonte de novas bases medicamentosas ou mesmo como fitoterapicos
(FERREIRA, 1998).

As plantas contém inimeros constituintes e seus extratos, quando
testados, podem apresentar efeitos sinérgicos entre os principios ativos devido a
presenca de compostos de classes ou estruturas diferentes contribuindo para a
mesma atividade (MACIEL et al., 2002). Assim, merece ser revista a abordagem de
algumas industrias farmacéuticas ou grupos de pesquisas, que selecionam um ou
mais dos compostos ativos, geralmente os mais abundantes, e desprezam a mistura,
que na maioria das vezes parece ser mais efetiva que uma substancia ou molécula
isolada. Acredita-se que o sinergismo e a associagdo de mecanismos permitirdo, no
futuro, o desenvolvimento de recursos terapéuticos alternativos mais seguros e
menos agressivos ao organismo (YUNES, PEDROSA e FILHO, 2001).

Temas como biodiversidade, plantas medicinais e desenvolvimento de
novos medicamentos sdo amplamente discutidos nos meios cientificos e de
comunicagdo, em virtude de sua relevancia e do seu carater estratégico,
especialmente em paises considerados emergentes como o Brasil. A potencialidade
das plantas nativas para o desenvolvimento de farmacos e matérias-primas
farmacéuticas, fundamenta-se na biodiversidade, aceitabilidade e mercado
econémico (HEINZMANN e BARROS, 2007).

O interesse em plantas medicinais cresceu bastante nas duas ultimas
décadas, fazendo com que indUstrias farmacéuticas e institutos de pesquisa tenham
como alvo as plantas, na busca de novas drogas e compostos fitoterapicos (EVANS,
1996). Assim, o empenho e consequentemente os investimentos da industria
farmacéutica tém crescido de maneira expressiva nesta area (BORRIS, 1996;

TURNER, 1996). Isto é devido em parte ao reconhecimento do valor das
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farmacopéias tradicionais e indigenas e a incorporagdo de alguns derivados de

plantas nos procedimentos terapéuticos (ELVIN-LEWIS, 2001).

E fato que muitas plantas ainda ndo possuem sua eficacia terapéutica
comprovada, mas o conhecimento tradicional sobre as mesmas ja as tornou parte
integrante da pratica médica popular, sendo utilizadas por até 90% da populagdo
economicamente carente do Nordeste para a solugédo de problemas de salde
(MATOS, 2002; SILVA et al., 2006). Segundo Matos (2002), a planta medicinal,
quando usada corretamente sé difere do medicamento industrializado pela

embalagem e pelas substancias secundarias que acompanham o principio ativo.

As plantas medicinais sdao um dos poucos recursos terapéuticos
disponiveis para a maioria da populacgéo latino-americana, que as utiliza para tratar
as mais diferentes patologias. No Brasil, a abundancia de plantas medicinais oferece
acesso a diversos produtos utilizados, através da automedicagao, na prevencéao e
tratamento de doencas (COSTA et al, 1997; MATOS, VIANA e BANDEIRA 2001:
LORENZI e MATOS, 2002).

A utilizagao de terapias ndo convencionais parece ndo estar confinada a
uma unica classe social, contudo individuos doentes com patologias crénicas
representam claramente um grupo de pessoas que podem obter beneficios
relevantes com o uso desse tipo de tratamento farmacologico. No Brasil,
especialmente na regido Nordeste, o uso de plantas medicinais e preparacdes
caseiras assumem importancia fundamental no tratamento das doencas que afetam
as populagbes de baixa renda, tendo em vista a deficiéncia da assisténcia médica, a
influéncia da transmisséo oral dos habitos culturais e a disponibilidade da flora
(MATOS, 1989; SCHEFFER, MING e ARAUJO, 1999).

Segundo dados da OMS, 80% da populagdo mundial dependem da
medicina tradicional para atender as suas necessidades de cuidados primarios de
saude e grande parte desta medicina tradicional envolve o uso de plantas
medicinais, seus extratos vegetais ou seus principios ativos (INTERNATIONAL
UNION FOR CONSERVATION OF NATURE AND NATURAL RESOURCES - IUCN,

1993). Essa situagédo é mais evidente nos paises em desenvolvimento, onde a
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maioria da populagéo ndo tem acesso aos medicamentos e faz uso secular de
plantas para a prevengéo e cura dos seus males. Mesmo em paises industrializados
como os Estados Unidos, cerca de 25% de todos os medicamentos prescritos,
dispensados por farmacias comunitarias, entre 1959 e 1980, continham substancias
ativas naturais de plantas superiores (FARNSWORTH e SOEJARTO, 1985). Estima-
se ainda que o consumo de produtos fitoterapicos em todo o mundo ir& triplicar nos
proximos dez anos (GRUNWALD, 1997).

A descoberta de novos farmacos, ou de farmacos acessiveis, pode
determinar a melhoria da qualidade de vida em doengas crbnicas ou a propria
sobrevivéncia do paciente em estado de salde comprometida. Socialmente, a
descoberta de fontes naturais de compostos quimicos usualmente importados e/ou o
desenvolvimento de fitoterapicos de fabricag&o nacional, podem ter consequéncias
econdmicas significativas, além de possibilitar a autonomia de cada pais no
gerenciamento de suas politicas de satde (ELIZABETSKY, 2001).

Diante do exposto, paralelo a estudos de identificagcdo de novos
compostos detentores de efeito terapéutico & importante lembrar o valor da
investigacéo toxicolégica dos mesmos, para que possam vir a ser utilizados com

eficacia, seguranca e baixo custo.

1.6.1 Carnalba

Embora as palmeiras possuam uma aparéncia caracteristica que permita
que muitas pessoas as reconhegam com certa facilidade, varios grupos de plantas
nao relacionadas compartilham algumas semelhancas e sdo, muitas vezes,

erroneamente chamadas de palmeiras (JONES, 1995).

A palmeira possui cerca de 2500 a 3500 espécies, distribuidas em 210 a
236 géneros. A familia Palmae Juss. também é conhecida pelo nome alternativo de
Arecaceae Schultz- Schultzenst. e geralmente inclui as familias Borassaceae,

Chamaedoreaceae, Geonomaceae, Iriarteaceae, Malortieaceae, Manicariaceae,
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Nypaceae, Phoenicaceae, Phytelephantaceae, Phytelephasiaceae, Salabaceae,
Sagoaceae e Synechantaceae (WATSON e DALLWITZ, 1994: DALLWITZ, 1980).

No que se refere ao seu habitat, elas se desenvolvem melhor nos tropicos
e estdo amplamente distribuidas nas zonas temperadas de todo o mundo,
principalmente em regides onde é alto o indice pluviométrico. Nos locais onde
ocorrem, podem ser componentes dominantes da vegetacédo. Apesar da ampla
distribuicao da familia Palmae e da frequéncia das palmeiras nos trépicos, poucos
géneros possuem muitas espécies e/ou s&o espalhadas. De fato, muitos géneros de

palmeiras contém cinco ou menos espécies e géneros monotipicos sdo comuns
(ZOFEMLER, 1994).

Muitas das 2800 espécies conhecidas de palmeiras sio importantes
economicamente. As palmeiras fornecem alimento, fibras, matéria-prima para a
confecgéo de roupas, madeira, combustiveis, material de construgao, amido, dleos,
graxas, vinhos e um grupo de produtos de menor importancia utilizados pelas
populagdes indigenas nos tropicos (PRANCE et al., 1995).

A Copemicia cerifera Mart., conhecida popularmente como Carnatiba
(Figura 4), Carnaubeira ou Caranda, conhecida também como “arvore da vida®,
porque dela tudo €& aproveitado, € uma das palmeiras com maior importancia
econdmica para os estados do Nordeste. E abundante nas regides semi-aridas do
Nordeste do Brasil, presente nos Estados da Bahia, Rio Grande do Norte, Paraiba,
Pernambuco e, principalmente nos Estados do Ceara e Piaui, onde existem cerca de
90 milhdes de palmeiras em uma area de um milhdo de km? (RODRIGUES, 2004).



49

L A T A

Figura 4. Copermnicia cerifera Mart (Carnatba). Fonte: http:ﬂredecarnauba.blogspot.coml2008/081
instituto-carnauba—participa—da—cmara.html.

No Nordeste brasileiro, habitagdes inteiras sa0 construidas com materiais
retirados da carnatba, da mesma forma como se retiram materiais do babacu e do
buriti. Também com suas folhas constroem-se telhados e coberturas de casas e
abrigos; com suas fibras confeccionam-se cordas, sacos, esteiras, chapéus, balaios,
cestos, redes e mantas. Imponente, esbelta como a maioria das palmeiras
brasileiras, a carnauba é mais alta do que o babagu e economicamente mais
rentavel do que o buriti. Utilidades variadas sdo obtidas com os frutos, améndoas,
estipe, fibras e das folhas da carnatba obtém-se uma cera de grande importancia
industrial (RODRIGUES, 2004).

Na regigo de seu habitat, as carnaubeiras se multiplicam de forma facil e
espontanea. Preferem solos arenosos e alagadicos, varzeas e margens dos rios de
regides de clima quente (SILVA, 2001). Essa planta tem como caracteristicas estipe
reto e cilindrico, com cerca de 10 a 15 metros de altura atingindo no maximo 40
metros, formando saliéncias espiraladas em superficie, decorrentes dos restos das
folhas que cairam (P10 CORREA, 1931).
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A palmeira frutifica de novembro a margo. Os frutos da carnauba, inteiros,
s&o principalmente aproveitados pelos animais de criagdo: de sua polpa extrai-se
uma espécie de farinha e um leite que, a semelhanga do leite extraido do babacu,
pode substituir o leite do céco-da-baia. Em condigbes de subsisténcia, a améndoa
da carnauba, quando torrada e moida, costuma até mesmo ser aproveitada
localmente em substituicdo ao p6 do café (PIO CORREA, 1931).

As folhas sd@o pecioladas, verde-esbranquicadas e em forma de leque,
com até 1 metro de comprimento (PIO CORREA, 1931). As flores sdo amarelas com
cachos pendentes que surgem de julho a outubro. As espigas com centenas de
frutos ovoides a globosos, brilhantes, esverdeados quando jovens e roxos quando
maduros. As células epidérmicas das folhas da carnauba s&o recobertas por uma
camada cerifera. A presenca de cera nas folhas de algumas plantas, como ocorre
com a carnatba, & possivelmente conseqliéncia de sua adaptagéo as regides secas,
uma vez que essa camada cerifera dificulta a perda de agua por transpiragao e
protege a planta contra o ataque de fungos. As folhas, de cor verde-azulada, sao

amplas e dispostas no alto da palmeira compondo um elegante cocar (SILVA, 2001).

No Norte/Nordeste do Brasil, o povo distingue trés variedades, que
parecem corresponder a idade das plantas: branca, vermelha e preta. A primeira,
dentre outras coisas, é usada, na forma de decocto de suas raizes, como depurativo
especifico para sifilis. Introduzidas na Inglaterra em cerca de 1870, porem com
absoluto insucesso cientifico, o que nado impediu que o0s nossos ervanarios
continuassem vendendo-a como o melhor dos medicamentos notadamente contra a
sifilis. Além disso, apresenta propriedades diuréticas, anti-reumaticas e Uteis para
quaisquer afecgdes cutaneas (PIO CORREA, 1931).

A cera da carnatba (Figura 5) € uma das ceras naturais de maior dureza
e maior ponto de fusdo (PF. 80-86 °C), sendo esta compativel com quase todas as
ceras e resinas naturais ou sintéticas. Devido a estas caracteristicas, ela é
preferentemente utilizada para aumentar a consisténcia de outros excipientes,
utilizando-a na preparagéo de medicamentos para ser usada na pele ou mucosas. E
utilizada também nas industrias de cosméticos, farmacéutica, alimenticia, e na

fabricacdo de produtos para limpeza e conservagéo (pisos, moveis, carros, sapatos,
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etc.). Cerca de 15.000 toneladas/ano estio disponiveis no mercado internacional,
tendo o Brasil como unico produtor (RODRIGUES, 2004).

Figura 5. Ceras da carnauba. Fonte: http:waw.pvp.com.brlpvpportlcamauba_wax.htm, acessado em
25/07/2010).

Quimicamente, a parte da carnatba mais estudada é a cera que recobre
as folhas. Pouco é descrito na literatura sobre a composicdo quimica das outras
partes desta planta, uma vez que é grande a importancia econdmica e comercial da
cera. Sob o ponto de vista quimico, a cera de carnauba é composta de uma mistura
de muitas substancias, predominantemente ésteres: 84 a 85% de ésteres, 2 a 3% de
alcoois, 3 a 3,5% de acidos livres, 2 a 3% de lactonas, 1 a 3% de hidrocarbonetos €
4 a 6% de resinas (ELVERS e HAWKIN, 1996).

Os ésteres sdo 0s principais constituintes da cera de carnauba e entre
eles temos uma fragao contendo os ésteres do acido 4-hidréxido e 4-metoxicinamico
que estdo presentes principalmente na forma de ésteres (Figura 6). As unidades
monomeéricas destes sao diésteres do 4cido cindmico com alcodis mono €
polihidroxilados e acidos w-hidroxicarboxilicos (Figura 8). Além dos ésteres do acido
cinamico, triterpenos do tipo damarano tem sido isolado da cera de carnauba. Pela
literatura levantada nao se sabe se estes triterpenos podem estar esterificados com
o acido cinamico ou se eles se apresentam na forma livre (VANDERBURG e
WILDER,1970; ASPERGER, ENGEWALD e WAGNER, 1998).
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Figura 6. Estrutura quimica dos ésteres de acidos cinamicos (A) 3 - metoxi 4 - hidroxi cinamico, (B) 4 -
metoxicinamico e (C) 4 — hidroxicinamico.

Além das vantagens inerentes a cera de carnauba, ela é um produto
GRAS ("Generally Recognized as Safety’) aprovado pelo FDA (“Food Drug
Administration”), estando presente no FCC (“Food Chemical Codex”) e no “Codex
Alimentarius” (JECFA).

Os testes toxicoldgicos e ecotoxicologicos mostraram que a cera de
carnauba € um produto atéxico e que n&o agride o meio ambiente. Estudos de
toxicidade de curta duragdo, carcinogenicidade, teratogenicidade, reprodugéo,
mutagenicidade foram realizados com a cera de carnalba indicando ndo existir
efeitos dependentes da dose utilizada (RODRIGUES, 2004).

1.6.2 Gama-Orizanol

O arroz (Oryza sativa L.) surgiu no sudoeste Asiatico em 5.000 a.C., tendo
posteriormente se expandido para a India e para a Europa. Em meados do século Il
essa cultura foi introduzida pelos espanhdis nos paises das Américas do Sul e
Central e em 1685 chegou aos Estados Unidos da América (EUA). No Brasil, essa
cultura foi introduzida pelos portugueses nos primeiros anos apds o descobrimento
(LEMOS e SOARES, 1999). Segundo esses pesquisadores, 0 arroz ocupa posi¢do
de destaque no celeiro mundial como o cereal mais consumido por todos os povos,

sendo superado em producgdo apenas pelo trigo.

O Brasil, grande produtor de arroz, ocupa a sexta posicdo no mercado
mundial com producdo estimada de 8.100 milhées de toneladas de graos
beneficiados na safra 2005/2008, frente a produgédo mundial de 405.620 milhdes de
toneladas (KAISER et al., 2005). O farelo, um dos subprodutos resultantes do
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beneficiamento do arroz, representa de 8% a 11% do peso total do grédo, sendo
obtido a partir do seu polimento (PARRADO et al., 2006).

O farelo de arroz apresenta aspecto farinaceo, fibroso e suave ao tato. O
pericarpo, o tegumento, a camada de aleurona e o gérmen (embri&o) s&o eliminados
durante a operagdo de polimento na forma de farelo de arroz, restando o
endosperma (grdo de arroz polido) (HOSENEY, 1991; LAKKAKULA, LIMA e
WALKER, 2004).

O farelo de arroz representa excelente fonte de minerais, proteinas e éleo,
destacando-se pelo expressivo teor de vitaminas (CARVALHO e VIEIRA, 1999;
PARRADO et al., 2006). O elevado contetido de lipidios do farelo de arroz (entre
12,8-22,6%), aliado ao seu baixo valor comercial, justificam seu emprego majoritario
como materia-prima para industria de extragdo de o6leo comestivel (SILVA,
SANCHES e AMANTE, 2001).

Tanto o farelo quanto o éleo extraido do farelo contém ainda inimeros
componentes minoritarios, enquadrados na categoria de biofenois. Essas
substancias estao relacionadas com diversos beneficios a satide humana como, por
exemplo, a redugdo da hiperlipidemia (RODRIGUES, PESSOA FILHO e
MEIRELLES, 2004), cancer, hipercalcilria, calculos renais em criangas e doengas
cardiacas (JARIWALLA, 2001).

Investigagdes recentes tém demonstrado que a ingestao de dleo de farelo
de arroz causa uma reducéo do colesterol plasmatico e diminuicdo excessiva de
gordura nas artérias (NICOLOSI, AUSMAN e HEGSTED, 1991; SCARAVIELLO e
ARELLANO, 1998). Tem sido provado que esta reducdo se deve ndo somente a
composicdo de acidos graxos do 6leo, mas também a presenca de outros
componentes. Dois grupos de compostos, tocotrienos e Gama-Orizanol encontrados
na fragéo ndo saponificavel tem sido investigados como possiveis responsaveis por
estes efeitos (ROGERS, RICE e NICOLOSI, 1993).

O Gama-Orizanol (Figura 7), importante fitoquimico do farelo de arroz,

consiste numa complexa mistura de ésteres do acido fertlico com alcéois triterpenos
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e esterois. Mais de 23 ésteres dos &cidos ferulico e caféico ja foram identificados no
Gama-Orizanol, sendo os principais componentes (mais de 80% da fracdo do Gama-
Orizanol) o ferulato de 24-metileno cicloartenila, ferulato de cicloartenila ou
cicloartenol, ferulato de B-sistoterila e ferulato de campesterila ou campesterol (KIM
et al., 2001; FANG, YU e BADGER, 2003).

cm-ywqgf@/‘g A G,wj \

Ck
P HO @
CICLOARTENIL FERULATO HO 24METILENO CICLOARTENIL FERULATO

B Wt -

| M)Q))J
SNO

" CAMPESTERIL FERULATO

Figura 7. Estrutura quimica dos principais constituintes do Gama-Orizanol.

Em relacdo as propriedades fisico-quimicas o Gama-Orizanol se
apresenta na forma de um p6 branco ou ligeiramente amarelado, cristalino, insipido,
com pouco ou nenhum odor. Apresenta um ponto de fusdo em torno de 135° a 137°
C (SCARAVIELLO e ARELLANO, 1998).

Entre as multiplas agoes terapéuticas desse composto mencionam-se os
efeitos no crescimento, combate a doencas cefdlicas e cervicais, minimizagao dos
sintomas da menopausa, combate & anemia, tratamento de Ulceras do estresse e
como coadjuvante no tratamento de doengas circulatérias. As propriedades do
Gama-Orizanol justificam seu amplo uso, seja como medicamento, na composi¢ao
de cosméticos, como agente antienvelhecimento da pele e até como filtro solar. Esse
fitosterol apresenta efeito semelhante ao dos horménios esterdides quando usado
na alimentac&o de cavalos de corrida em que seu emprego é seguro e legalmente
permitido (XU, HUA e GODBER, 2001; AMATO, 2006; WILSON et al., 2007).

Diversos estudos tém atestado a alta atividade antioxidante do Gama-
Orizanol, que atua como agente cardioprotetor e na prevencdo da aterosclerose
(SILVA, SANCHES e AMANTE, 2001; WILSON et al., 2000).
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Os efeitos fisioldgicos que se consideram associados ao Gama-Orizanol
sé@o a diminuigao do colesterol plasmatico, a redugdo da biossintese do colesterol
hepatico, diminuigdo da absorgéo intestinal e um aumento da excrecgéo fecal de
acidos biliares (SEETHARAMAIAH e CHANDRASEKHARA, 1990; NAKAIAMA et al.,
1987).

A semelhanga entre as estruturas quimicas do colesterol e do Gama-
Orizanol sugere que este, por competicao dos sitios de ligagéo do colesterol pode
ser o responsavel pelo mecanismo de diminuigdo da absorcdo e sintese do
colesterol (ROGERS, RICE e NICOLOSI, 1993), dos niveis do colesterol hepatico e
aumento da secregéo fecal de acidos biliares (ROGERS, RICE e NICOLOSI, 1993:
ORTHOEFER, 1996).

A sintese do Gama-Orizanol, em plantas, tem etapas iniciais semelhantes
a do colesterol no corpo humano e deve funcionar reduzindo esse composto por
inibicéo da enzima HMG-CoA redutase. Este processo é conhecido como inibigdo do
produto final, ou seja, o organismo reconhece a estrutura do Gama-Orizanol como
se fosse a do colesterol, inibindo a enzima e consequentemente reduzindo a sintese
do colesterol (HEGSTED e KOUSIK, 1994).

Os niveis de lipidios de ratos alimentados com dietas ricas em colesterol
foram reduzidos quando se empregou concentrado de substancias bioativas do 6leo
do farelo de arroz como suplemento (HA et al., 2005). Considera-se que a presenca
abundante de ferulato de cicloartenila, um dos principais constituintes do Gama-
Orizanol, inibe a atividade da enzima colesterol esterase hepatica, a qual reduz as
taxas de colesterol circulante (JARIWALLA, 2001).

Um estudo com humanos mostrou que o Gama-Orizanol ofereceu
seguranca e promoveu significativos efeitos hipolipemiantes a longo prazo. Os
grupos de individuos foram tratados com 300 mg de Gama-Orizanol durante trés
meses e tiveram diminuigéo significativa dos niveis de trigliceridios e LDL-C até o
terceiro més, cuja explicagdo mais provavel poderia estar relacionada com a inibigéo
da absorgao intestinal do colesterol (p<0,05). Ocorreu também expressivo aumento

do HDL-C no mesmo periodo embora o mecanismo ndo estivesse completamente
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esclarecido. Os pesquisadores sugeriram que o Gama-Orizanol poderia oferecer
seguranca e eficacia terapéutica no controle da concentracdo plasmatica do

colesterol em pacientes portadores de hipercolesterolemia (YOSHINO et al., 1989).

Rong et al., (1997), relataram que o Gama-Orizanol € uma substancia
ativa na acdo hipocolesterolémica do 6leo do farelo de arroz. Eles relataram uma
diminuigdo de 57% dos ndo-HDL-C em hamster quando adicionado 0,5% de Gama-
Orizanol em uma dieta contendo 6leo de céco tratados durante 10 semanas. Com o
aumento da concentragdo de Gama-Orizanol para 1% por um periodo de 7 semanas
resultou em uma diminuicdo de 34% dos n&o-HDL-C. Além desses resultados,
houve reducé@o de 67% na formagdo das placas ateromatosas na aorta nos dois
protocolos acima descritos. Entretanto, em ambos os tratamentos nZo houve
alteragéo na sintese do colesterol pela determinacdo da atividade da HMG-CoA
redutase. Os mesmos autores também sugerem que a acdo do Gama-Orizanol no
metabolismo do colesterol ocorre pela diminuicdo da absorcdo do colesterol

dietético.

Estudos em ratos mostraram que a adicdo de Gama-Orizanol a dieta
hiperlipidémica promoveu um aumento da excrecdo de esterdides e acidos biliares
totais, embora o mecanismo de agédo ndo tenha sido ainda elucidado (SHARMA e
RUKMINI, 1987).
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2. JUSTIFICATIVA

Devido ao carater multifatorial e aos mecanismos implicados na
patogénese da aterosclerose ainda nao terem sido completamente esclarecidos, a
caracterizagao de farmacos que possam atuar na prevengéo da génese do processo
aterosclerdtico tornou-se alvo de inimeras pesquisas, tanto no meio académico,

como tambem pelas maiores indlstrias farmacéuticas.

Recentemente foi isolada do po6 cerifero da carnadba um composto
quimico estruturalmente semelhante ao Gama-Orizanol. Por esse motivo, levando-se
em consideragao os efeitos farmacologicos do fitocomposto acima referido, sobre o
qual algumas de suas propriedades farmacologicas foram descritas em diversos
trabalhos publicados em periédicos especializados, realizou-se protocolos
experimentais com Esteres do Acido Cinamico presentes no Pé Cerifero de Origem
(PCO-C), com o objetivo de obter dados, evidéncias e informacdes que permitam
melhorar o conhecimento do potencial terapéutico e descrever novas perspectivas
para a produgdo de drogas mais eficazes no tratamento das dislipidemias com

possibilidades de impedir a instalagéo do processo aterosclerético.

Diante do que foi exposto, verifica-se a importancia de se realizar uma
investigagdo cientifica das propriedades hipolipemiantes, bem como o potencial
toxico do PCO-C, uma vez que a estrutura quimica desses compostos possui
similaridade com a do Gama-Orizanol.

A realizagéo do projeto no que se refere a redugao do niveis plasmaticos
de lipidios trara novas perspectivas para que a molécula em estudo possa ser
utiizada com seguranca e os estudos da atividade hipolipidémica possam
proporcionar conhecimentos para a possivel elaboragdo de formas farmacéuticas
adequadas e eficazes, contribuindo para o desenvolvimento biotecnologico do

Nordeste brasileiro na area da salde.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial terapéutico e a toxicidade do PCO-C na prevengéo e
tratamento das dislipidemias .

3.2 Objetivos Especificos

e Verificar o efeito do PCO-C no metabolismo lipoproteico através de trés

diferentes modelos experimentais de dislipidemias.

e Avaliar a toxicidade do PCO-C através de analises bioquimicas e
histopatolégicas com o objetivo de investigar os possiveis efeitos nos tecidos
hepatico e renal.

e Determinar a eficacia do PCO-C como alternativa terapéutica no tratamento
das dislipidemias para possivel emprego como uma opg¢ao mercadoldgica e
uma melhor relagao custo/beneficio.
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4 Material e Métodos

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, adultos, machos, pesando entre
20-25g, provenientes do Biotério Central Campus do Pici da Universidade Federal do
Ceara (UFC). Os animais foram mantidos em caixas de prolipropileno, a temperatura

ambiente de 26+2°C, em ciclos de claro-escuro de 12/12 horas.

Os protocolos utilizados neste trabalho foram submetidos e aceitos pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC sob o nimero 90/10.

4.2 Drogas

4.2.1 Gama-Orizanol

Droga adquirida comercialmente através da empresa Sigma-Aldrich®.

4.2.2 Sinvastatina 20 mg

As estatinas sao inibidores da HMG-CoA redutase, uma das enzimas
chave na sintese intracelular do colesterol. Sua inibigdo reduz o contetido
intracelular de colesterol e, como consequéncia, ha aumento do nimero de
receptores de LDL nos hepatocitos que entdo removem mais VLDL, IDL e LDL da
circulagéo para repor o colesterol intracelular. Este farmaco foi utilizado como droga
de referéncia para o tratamento da hipercolesterolemia (IV Diretriz Brasileira Sobre
Dislipidemias e Prevengdo da Aterosclerose), nos protocolos estudados de
dislipidemia onde houvesse o predominio de hipercolesterolemia e foi adquirido

comercialmente através do laboratorio EMS®.
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4.2.3 Gemfibrozil 100 mg

Este medicamento, pertencente a classe dos fibratos, utilizado como
droga de referéncia nos protocolos onde houve o predominio de hipertrigliceridemia,
adquirida comercialmente através do laboratorio EMS®, age estimulando os
receptores nucleares denominados “receptores alfa ativados de proliferacdo dos
peroxissomos” (PPAR-a). Essa agdo leva ao aumento da producéo e atividade da
lipase lipoprotéica (LPL), responsavel pela hidrélise intravascular dos TG, e redugao
da Apo CIll, responsavel pela inibicdo da LPL. Os fibratos s3o indicados

clinicamente no tratamento da hipertrigliceridemia endégena.

4.2.4 PCO-C (Po6 Cerifero de Origem)
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Figura 8. Estrutura quimica dos eésteres aromaticos (ésteres do acido cinamico). Principais
constituintes do PCO-C.

4.2.4.1 Planta

Amostra comercial do p6 cerifero da carnatba foi fornecido pela empresa
Pontes Indastria de Ceras Ltda, extraida de Copernicia cerifera Mart.
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4.2.4.2 Procedimentos experimentais

4.2.4.2.1 Extracdo e isolamento

Foram utilizados 40g de p6 de cera de carnauba (p6 de olho), extraidos a
quente com 500mL de uma mistura de heptano e dicloreto de etileno (90:10). Apds
filtracdo, a mistura foi adicionada a uma coluna de Florisil (46cmx3,8cm; primeira
coluna), sendo esta eluida com 2,5 L de uma mistura de heptano e dicloreto de
etileno (90:10). Todo material eluido da primeira coluna foi reunido e adicionado a
uma segunda coluna de Silica Gel do mesmo tamanho que a anterior (46 cm x 3,8
cm; segunda coluna), apds percolagdo do eluato uma quantidade adicional de 500
mL de uma mistura de heptano e dicloreto de etileno (90:10) foi adicionado & coluna
de silica gel. O solvente eluido foi concentrado produzindo os ésteres alifaticos da
cera de carnaulba. Para a segunda coluna (Silica Gel) foram entao adicionados 2,0 L
de uma mistura de heptano e isopropanol (9:1), o solvente eluido da coluna foi
concentrado, produzindo 2,8 g (7,0%) de um produto sélido amarelado (PCO-C).
Através da analise por espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho,
hidrélise, ponto de fusdo do material hidrolisado, cromatografia em camada delgada
do produto da hidrolise e por comparagédo com padrées e com a literatura, chegamos
a concluséo que o produto obtido PCO-C era uma mistura metoxilada na posigcdo
para de ésteres aromaticos (ésteres do acido cinamico). As metodologias acima
descritas foram realizadas no Parque de Desenvolvimento Tecnolégico (PADETEC)
da Universidade Federal do Ceard, sob a responsabilidade e supervisdo do Prof. Dr.

icaro Gusmao Pinto Vieira.
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Figura 9. Espectro de absorgéo na regiao do infravermelho do PCO-C (ésteres do acido cindmico).

4.3 Reagentes

As drogas e reagentes utilizados ao longo da execucdo do presente

trabalho encontram-se listadas logo abaixo com seu respectivo fabricante/ marca.

Acido Colico - Inlab®

Colesterol - Vetec®

Dicloreto de etileno p.a - Vetec®

EDTA (Acido Etileno Diamino Tetracético Sédico) - Labtest®
Etanol p.a. - Vetec®

Formol - Vetec®

Gemfibrozil - EMS®

Heparina Sodica - Cristalia®

Heptano p.a - Vetec®

Isopropanol p.a - Vetec®

Y vV V V V V¥V V V ¥V Y VY

Kits de diagnéstico - Labtest®, Bioclin®
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Polissorbato 80 (Tween 80) - Sigma-Aldrich®
Poloxamer 407 (Pluronic® -127) - BASF®
Silica gel para a coluna - Vetec®

Sinvastatina - EMS®

Triton WR-1339 (tyloxapol®) - Sigma Aldrisch®

YV V. V V V¥V

4.4 Dietas

4.4.1 Dieta Padréo (DP)

A dieta normal Nuvilab® (padréo) consistiu de ragéo comercial para ratos
e camundongos, composta por milho integral moido, farelo de soja, farelo de trigo,
carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sodio, suplemento vitaminico-

mineral e aminoacidos.

Tabela 3. Composigéo Centesimal por Quilograma do Produto

Composigao Porcentagem
Umidade (max) 12.50%
Proteina Bruta (min) 22 00%
Extrato Etéreo (min) 4.50%
Matéria Mineral (max) 10,00%
Mateéria Fibrosa (max) 8.00%

Calcio (max) 1.40%
Fésforo (min) 0,80%

Fonte: http://www.nuvital.com.brlindex.php?opt=produto&m=s&id=38, acessado em 30/11/2010.

» Enriquecimento por Quilograma do Produto:
Vitaminas: Vitamina A 12.000,00 Ul: vitamina D3 1.800,00 UI; vitamina E 30,00 mg;
vitamina K3 3,00 mg; vitamina B1 5,00 mg; vitamina B2 6,00 mg; vitamina B6 7,00
mg; vitamina B12 20,00 mcg; niacina 60,00 mg; acido pantoténico 20,00 mg; 4cido
félico 1,00 mg, biotina 0,05 mg; colina 600,00 mg.
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e Microelementos Minerais: Ferro 50,00 mg; zinco 60,00 mg; cobre 10,00 mg;
iodo 2,00 mg; manganés 60,00 mg; selénio 0,05 mg; cobalto 1,50 mg.

e Aminoacidos: Lisina 100,00 mg; metionina 300,00 mg.

e Aditivos: Antioxidante 100,00 mg.

4.4.2 Dieta Hipercolesterolémica (DH)

A dieta hipercolesterolémica previamente padronizada por Wilson et al
(2007), foi preparada contendo uma mistura de alimentos na seguinte proporgéo:
10% de o6leo de Cocus nucifera, 1% de colesterol e 0,1% de acido célico (Figura 10)
e racéo padrdo. Estes ingredientes foram triturados, misturados e oferecidos aos
animais em forma de “pellets” (pequenos cilindros de 3-5cm cada). A dieta
hipercolesterolémica foi preparada no Laboratério de Farmacotécnica do Curso de
Farmacia/UFC, sob a responsabilidade e supervisao do Prof. Ms. Said Gongalves da

Cruz Fonseca.

Figura 10. Estrutura Quimica Acido Célico.

4.5 Protocolos Experimentais

4.5.1 Estudo do efeito do PCO-C nas doses de 10, 50 e 100mg/kg, Gama-
Orizanol na dose de 50mg/kg e Sinvastatina na dose 20mg/kg em

camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica por 2 meses

Os animais receberam dieta padrdo e agua “ad libitum” durante duas

semanas para aclimatizacdo. A verificacdo da indugdo da hipercolesterolemia foi
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realizada mediante coleta de sangue apos jejum alimentar prévio de 6 horas para a
determinacéo dos niveis de colesterol total. Apds a identificagido da indugéo da
dislipidemia (duas semanas), iniciou-se o tratamento dos animais. Os animais
continuaram a receber as dietas padrao e hipercolesterolémica e simultaneamente
tratados por gavagem com as drogas em estudo nas concentragées citadas acima
por um periodo de 8 semanas conforme o protocolo estabelecido para cada grupo.
Os animais foram distribuidos em 7 grupos (conforme a média de peso), compostos
por 8 camundongos cada, conforme descrito abaixo e receberam a denominacgéo e o
seguinte tratamento:
e Dieta Padrao (DP) — animais submetidos a dieta padrao + salina.
e Dieta Hipercolesterolémica (DH) - animais submetidos a dieta
hipercolesterolémica + salina.
e DH + Gama - animais submetidos a dieta hipercolesterolémica + Gama-
Orizanol na dose de 50mg/kg.
e DH + PCO-C10 — animais submetidos a dieta hipercolesterolémica + PCO-C
na dose de 10mg/kg.
e DH + PCO-C50 — animais submetidos a dieta hipercolesterolémica + PCO-C
na dose de 50mg/kg.
e DH + PCO-C100 — animais submetidos a dieta hipercolesterolémica + PCO-C
na dose de 100mg/kg.
e DH + SINV - animais submetidos a dieta hipercolesterolémica + Sinvastatina

na dose de 20mg/kg.

Uma vez por semana os animais foram pesados e o consumo de ragdo e
agua verificado. Ao final de cada més, amostras de sangue heparinizado foram
coletadas para a determinagdo das provas laboratoriais (GLI, CT, TG, uréia,
creatinina, AST, e ALT) e os animais sacrificados por deslocamento cervical para a

retirada do coracao, figado e rins destinados ao exame histopatoldgico (Figura 1).
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Figura 11. Protocolo de indugdo de dislipidemia em
hipercolesterolémica por 2 meses.

camundongos submetidos a dieta

4.5.2 Estudo do efeito do PCO-C nas doses de 10, 50 e 100mg/kg, Gama-
Orizanol na dose de 50mg/kg e Gemfibrozil na dose de 100mg/kg em protocolo

de inducio da dislipidemia induzida por Triton WR-1339.

Inicialmente os animais receberam dieta padrao e agua “ad libitum”
durante duas semanas para aclimatizagao. A dislipidemia foi induzida nos grupos por
uma unica administragdo intraperitoneal (i.p.) de Triton WR1339 na dose de
400mg/kg. Os grupos Normal (salina via oral - v.0.), Triton (salina via oral- v.0),
Gama- Orizanol (50mg/kg), PCO-C (10, 50 e 100mg/kg) e Gemfibrozil (droga
referéncia) na dose de 100mg/kg. Os animais foram tratados trés vezes, sendo 1h
antes, 21h

primeiro tratamento 0s animais foram anestesiados com éter etilico e

e 45h depois da administracao intraperitoneal de Triton. Nas 24 e 48h
apoés o uma
coleta foi realizada pelo plexo infra orbital para determinacao de parametros

bioquimicos.

« Normal (Controle Normal) — animais tratados com salina.

« Triton (Controle Positivo) — Triton + salina.

« Triton + Gama — Triton + Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg.
« Triton + PCO-C10 — Triton + PCO-C na dose de 10mg/kg.

e Triton + PCO-C50 — Triton + PCO-C na dose de 50mg/kg.

e Triton + PCO-C100 — Triton + PCO-C na dose de 100mg/kg.

e Triton + Gemfibrozil — Triton + Gemfibrozil na dose de 100mg/kg.
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Ao final desse periodo, amostras de sangue heparinizado foram coletadas

para a determinagé@o das provas laboratoriais (GLI, CT, TG, uréia, creatinina, AST, e
ALT).

. Zn .. 22h ki Zh n- 22h
“ £ —_— - = —_— L Ry ——P e -~ s 4
+Salina [10ullg, i.p.
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Figura 12. Protocolo de indugao da dislipidemia induzida por Triton WR-1339.

453 Estudo do efeito do PCO-C nas doses de 10, 50 e 100mg/kg, Gama-
Orizanol na dose de 50mg/kg e Gemfibrozil na dose de 100mg/kg em protocolo

de indugédo da dislipidemia por Poloxamer 407.

Inicialmente os animais receberam dieta padrdao e agua ‘ad libitum”
durante duas semanas para aclimatizagao e foram distribuidos igualmente segundo
a mesma média de peso em seis grupos. A hiperlipidemia foi induzida em todos os
grupos por uma Unica injecao intraperitoneal (i.p) de Poloxamer 407 (KIM et al.,
2008) na dose de 1000 mg/kg, exceto no grupo controle. Os grupos Poloxamer
(salina), Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg, PCO-C nas doses de 10, 50 e 100
mg/kg e Gemfibrozil (farmaco referéncia) na dose de 100mg/kg foram tratados (v.0)
quatro vezes, sendo 2h, 26h, 50h e 70h depois da administragéo i.p de poloxamer-
407 (Figura 7). Apos 24h, 48h e 72h da administragao i.p de P-407, realizou-se
coleta de sangue pelo plexo orbital de todos os animais com jejum alimentar prévio
de 6 horas. O sangue (1,0 —1,5mL) foi coletado em microtubos do tipo Eppendorf®

contendo anticoagulante (heparina sodica diluida 1:10 sendo utilizado 25uL/mL). O



68

sangue foi centrifugado a 3500rpm por 15min, obtendo ao final o plasma a ser
utilizado para as andlises dos parametros laboratoriais bioquimicos (GLI, CT, TG,
uréia, creatinina, AST, e ALT).

« Controle normal (CN) — animais tratados com salina.

o Poloxamer — Poloxamer + salina

« Poloxamer + Gama — Poloxamer + Gama orizanol na dose de 50mg/kg.
e Poloxamer + PCO-C10 — Poloxamer + PCO-C na dose de 10mg/kg.

e Poloxamer + PCO-C50 — Poloxamer + PCO-C na dose de 50mg/kg.

o Poloxamer + PCO-C100 — Poloxamer + PCO-C na dose de 100mg/kg.

« Poloxamer + Gemfibrozil — Poloxamer + Gemfibrozil na dose de 100mg/kg.
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Figura 13. Protocolo de indugao de dislipidemia por Poloxamer 407.

4.6 Determinacdes Laboratoriais

Todos os testes laboratoriais foram realizados em amostras de sangue
colhido com heparina diluida 1:10 (25 pL/mL de sangue) do sinus ocular de
camundongos mantidos em jejum de 6 horas. As amostras foram centrifugadas
imediatamente apos a coleta a 3.500 rpm durante 15 minutos e o plasma separado
para analise no Laboratério de Andlises Clinicas € Toxicologicas (LACT) da

Faculdade de Farmacia, Odontologia Enfermagem da UFC. Os resultados das
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provas laboratoriais foram obtidos obedecendo as recomendacdes técnicas contidas

nos kit's dos fabricantes.

4.6.1 Colesterol Total (Enzimatico — Trinder)
O colesterol total € determinado de acordo com as seguintes reacdes:

’ Colesterol k
Esteres do colesterol ———— Colesterol + Acidos graxos
Esterase

Colesterol
Colesterol + 0, ——— Colest-4-en-ona + H,0,
Oxidase

Peroxidase
2H,0; + Fenol + 4-Aminoantipiina — Antipirilquinonimina + 4 H.,0

Os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela colesterol esterase a
colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre é oxidado pela colesterol oxidase
(COD) formando o composto colest-4-en-ona e perdxido de hidrogénio. Na presenca
de peroxido de hidrogénio e peroxidase (POD) o fenol e a 4-aminoantipirina séo
oxidados formando o complexo antipirilquinonimina de cor vermelha na reacao final
cuja intensidade é diretamente proporcional a concentracdo de colesterol na amostra

analisada.

4.6.2 Trigliceridios (Enzimatico — Trinder)

A lipase da lipoproteina promove a hidrélise dos trigliceridios liberando
glicerol, que & convertido, pela agao da glicerolquinase, em glicerol-3-fosfato. Este é
oxidado a dihidroxiacetona e peréxido de hidrogénio na presenca de glicerolfosfato
oxidase. Em seguida, ocorre uma reagdo de acoplamento entre perdéxido de

hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela peroxidase, produzindo
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uma quinoneimina que tem maximo de absorbancia em 505 nm. A intensidade da

cor é diretamente proporcional & concentragzo dos triglicérides na amostra.

Lipase da .
Triglicérides P Gliceral + Acidos Graxos
Lipoproteina

Glicerolyuinaze
Glicersl + ATP = # Gliceral-3-Fosfato + ADP
Mg ™

Glicerol-3-Fosfato
Glicerol-3-Fosfato + Q, —p Dihidroxiacetona + H,C,
Oxidase

Peroxidase
2H,0, +4-Aminocanlipiring + 4-Clorofenol — e Quinoneimina+ 4 H,O

4.6.3 Glicose (Enzimatico — Trinder)

A enzima glicose-oxidase (GOD) catalisa a oxidacado da glicose de acordo

com a seguinte reagao:

GOD
Glicose + O, + H,0 p- Acido Gluctnico + H,0,

O peroxido de hidrogénio (H,O;) reage com os compostos 4-
aminoantipirina e fenol sob a agéo catalisadora da peroxidase (POD) através de uma
reacao oxidativa de acoplamento formando um complexo denominado
antipirilquinonimina de tonalidade vermelha cuja intensidade é proporcional a
concentragdo de glicose na amostra como visto na reacao abaixo:

2 H20; + 4-aminoantipirina + fenol  —F%2___, Antipirilquinonimina + 4 H,O
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4.6.4 Uréia (Enzimatico - Colorimétrico)

A uréia é hidrolisada pela urease a ions aménia e CO2. Os ions aménia
reagiram em pH alcalino com salicilato e hipoclorito de sodio, sob a agéo
catalisadora do nitroprussiato de sodio, para formar azul de indofenol. A formacéao de

cor € proporcional a quantidade de uréia na amostra.

4.6.5 Creatinina (Cinético)

A creatinina e outros componentes do soro reagem com a solugdo de
picrato em meio alcalino, formando um complexo de cor vermelha que foi medido
fotometricamente. A adigdo de um acidificante reduz o pH para 5,0, promovendo a
decomposigéo do picrato de creatinina, permanecendo inalterada a cor derivada dos
cromogenos, que também é medida fotometricamente. A diferenca entre as duas

leituras forneceu o valor da creatinina verdadeira.

4.6.6 ALT/TGP (Cinético)

A ALT catalisa a transferéncia do grupamento amina da Alanina para a -
Cetoglutarato, formando piruvato e glutamato. O piruvato em presenca de LDH,
reage com o NADH reduzindo-se a lactato e o NADH é oxidado a NAD+. A
velocidade de oxidagao € proporcional a atividade da ALT na amostra.

A reducéo da absorbancia em 340nm, consequente a oxidagao da NADH,
€ monitorada fotometricamente sendo diretamente proporcional a atividade da ALT

na amostra.

ALT
L-Alanina + Cetoglutarato ——— Firuvato + L-Glutamato

LOH
Piruvato + NADH ———p NAD + L-<Laclalo



72

4.6.7 ASTITGO (Cinético)

A AST (aspartato aminotransferase) catalisa a transferéncia de grupos
amina do aspartato para o a-cetoglutarato, levando a formacdo de glutamato e
oxalacetato. O oxalacetato em presenca do MDH reage com o NADH, reduzindo-se
a malato e o NADH é oxidado a NAD+. A velocidade de oxidagado é proporcional a
atividade da AST na amostra. A reducgéo da absorbancia em 340 nm, consequente a
oxidagdo da NADH, & monitorada fotometricamente sendo diretamente proporcional

a atividade da AST na amostra.

AST
L-Aspartato + Cetoglutarato ———# Oxalacetato + L-Glutamato

MDH
Oxalacetato + NADH ———F» Malato + NAD

4.7 Analise histologica

Apobs os protocolos experimentais nos quais foram propostas as analises
histologicas, os animais dos grupos em estudo foram sacrificados de acordo com as
normas estabelecidas pelas comunidades cientificas nacional e internacional, bem
como por técnicas (deslocamento cervical) aprovadas pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara.

Depois de sacrificados, foram retirados, para andlise histologica os

seguintes orgaos/tecidos:

a) Figado
b) Rim

Ap0s a retirada das amostras por técnicas cirtrgicas, o material foi fixado
em formol 10% por 24h e transferido para uma preparagao de alcool 70% para o

devido acondicionamento até a confec¢ao das laminas.
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Para preparacéo do material que foi analisado (laminas), realizou-se a
desidratacdo e a diafanizagdo das amostras. Posteriormente procedeu-se com um

corte de 5um dos tecidos a serem analisados, ap6s coloracdo com Hematoxilina-
Eosina (HE).

Terminado todo o processo descrito anteriormente, realizou-se a leitura
das laminas para a constatacao de possiveis alteragdes histologicas por microscopia
otica (NIKON YS2) e as microfotografias foram feitas através de camera fotografica
digital (NIKON COOLPIX L14 7.1 megapixels).

4.8 Analise Estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padréo da média (EPM).
Para analisar a significancia das diferengas entre os animais dos grupos foi utilizado
a ANOVA seguida do teste de Newman-Keuls, sendo considerado significativo um
p<0,05.
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5 RESULTADOS

Estes dados resultaram na obtencao de um depésito de pedido de patente, cujo
protocolo recebeu o N° 0000221006627299 com o titulo: “Processo de producio,
uso e composicdo farmacéutica compreendendo compostos obtidos a partir
da cera de carnatba”.

5.1 Estudo do efeito do PCO-C, Gama-Orizanol e Sinvastatina em
camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica por 2 meses.

5.1.1 Agéo do PCO-C, do Gama-Orizanol e da Sinvastatina nas concentragdes
plasmaticas de colesterol total de camundongos submetidos a dieta

hipercolesterolémica apés 1 més de tratamento.

A ragéo hipercolesterolémica foi efetiva em aumentar 0s niveis de CT
(p<0,001) em relagdo ao DP em todos os grupos. Os animais tratados com PCO-
C100 mostraram taxas semelhantes de CT aos que receberam SINV apresentando
uma reducéo eficaz deste analito em relaggo ao DH (p<0,01). O grupo GAMA
apresentou reducéo mais expressiva (p<0,001) quando comparado ao DH (Tabela 4,
Figura 13).
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Tabela 4. Efeito do PCO-C, do Gama-Orizanol e da Sinvastatina nas
concentracoes plasmaticas de colesterol total, trigliceridios e glicose de
camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica

DP DH GAMA PCO-C10 PCO-C50 PCO-C100 SINV

1° Més

2° Més

CT 127,9473  240,316,8° 193,0£4,5°°  220,0¢10,7°° 221,6+4,8%° 2039455 200,4+7,4*"
TG 188,6+15 134,6+10° 119,5+10% 138,9+19° 134,1£20% 105,3+10° 105,4+7°

GLI 1343462  181,4+92° 127,0£2,5° 145,9+3,6° 147,8+9,7° 137 44,9 162,174

CT 1437466 252,695 177.0¢6,5*°  203,1£11%° 194 5+7,2*° 158,0+11*° 190,3% 5,3*°
TG 149,9417 93,0+7° 100,3+10° 95,3+9° 101,345 70,66° 90,9+7°

GLI 127,464 196,7+10° 138,9+4,0° 168,1+4,9%°  156,9+4,8%" 135,446,5" 164,9+9,5°°

Os resultados estdo expressos como media + erro padrdo da média (E.P.M). DP, dieta padréo; DH,
dieta hipercolesterolémica; GAMA, Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg; PCO-C10, PCO-C na dose
de 10mg/kg; PCO-C50, PCO-C na dose de 50mg/kg; PCO-C100, PCO-C na dose de 100mg/kg;
SINV, sinvastatina na dose de 20mg/kg; CT, colesterol total (mg/dL); TG, trigliceridios (mg/dL); GLI,
glicose (mg/dL), onde a= p<0,05 vs DP; b = p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de Newman-Keuls).
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Figura 14. Efeito do PCO-C, Gama-Orizanol e Sinvastatina na concentragao plasmatica de colesterol
total em camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica apos 1 més de tratamento. Os
resultados estdo expressos como media + erro padrao da média (E.P.M). DP, dieta padrao; DH, dieta
hipercolesterolémica; GAMA, Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg; PCO-C10, PCO-C na dose de
10mg/kg; PCO-C50, PCO-C na dose de 50mg/kg; PCO-C100, PCO-C na dose de 100mg/kg; SINV,
sinvastatina na dose de 20mg/kg; onde a= p<0,05 vs DP; b = p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de
Newman-Keuls).
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5.1.2 Acdo do PCO-C, do Gama-Orizanol e da Sinvastatina nas concentracoes
plasmaticas de colesterol total de camundongos submetidos a dieta

hipercolesterolémica apos 2 meses de tratamento.

Semelhante ao ocorrido no primeiro més, 0s valores de CT do grupo DH
permaneceram expressivamente alterados (p<0,001) em relagdo ao DP. Os grupos
tratados com GAMA, PCO-C10, PCO-C50, PCO-C100 e SINV apresentaram 0O
mesmo nivel de significancia (p<0,001) na redugao deste parametro quando
comparados ao DH. Houve diferenca significativa entre a dose de 100mg/kg em
relagdo aos grupos PCO-C10 (p<0,01), PCO-C50 (p<0,05) e SINV (p<0,05) (Tabela
4, Figura 14).
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Figura 15. Efeito do PCO-C, Gama-Orizanol e Sinvastatina na concentracao plasmatica de colesterol
total em camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica apés 2 meses de tratamento. Os
resultados estio expressos Como média % erro padrdo da media (E.P.M). DP, dieta padrzo; DH, dieta
hipercolesterolémica; GAMA, Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg; PCO-C10, PCO-C na dose de
10mag/kg; PCO-C50, PCO-C na dose de 50mg/kg; PCO-C100, PCO-C na dose de 100mg/kg; SINV,
sinvastatina na dose de 20mg/kg; onde a= p<0,05 vs DP; b = p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de
Newman-Keuls).
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5.1.3 Efeito do PCO-C, do Gama-Orizanol e da Sinvastatina nas taxas de
trigliceridios de camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica apos 1

més de tratamento.

O grupo DH apresentou reducéo significativa (p<0,01) frente aos niveis de
TG dos animais do grupo DP. Os demais grupos que receberam a ragao
hipercolesterolémica também apresentaram redugao significante dos niveis de TG
em relacdo ao grupo que recebeu ragao padrdo. Embora sem significancia em
relagdo aos demais, 0S grupos PCO-C100 e SINV apresentaram as menores taxas
de TG (Tabela 4, Figura 15).
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Figura 16. Agao do PCO-C, Gama-Orizanol e Sinvastatina nas taxas plasmaticas de trigliceridios em
camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica ap6s 1 més de tratamento. Os resultados
estdo expressos como media * erro padrdo da média (E.P.M). DP, dieta padrao; DH, dieta
hipercolesterolémica; GAMA, Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg; PCO-C10, PCO-C na dose de
10mg/kg; PCO-C50, PCO-C na dose de 50mg/kg; PCO-C100, PCO-C na dose de 100mg/kg; SINV,
sinvastatina na dose de 20mg/kg; onde a= p<0,05 vs DP; b = p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de

Newman-Keuls).
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5.1.4 Efeito do PCO-C, Gama-Orizanol e Sinvastatina nas taxas de trigliceridios
de camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica apos 2 meses de

tratamento.

Todos oOs grupos que receberam racao hipercolesterolémica
apresentaram valores de TG menores do que os demonstrados pelo DP, do mesmo
modo aos resultados encontrados no primeiro més (p<0,05). Os animais que
receberam a dose de 100mg/kg apresentaram oS menores niveis de TG (Tabela 4,
Figura 16).
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Figura 17. Agéo do PCO-C, Gama-Orizanol e Sinvastatina nas taxas plasmaticas de trigliceridios em
camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica apts 2 meses de tratamento. Os resuitados
estdo expressos como meédia + €rro padrdo da media (E.P.M). DP, dieta padrao; DH, dieta
hipercolesterolémica; GAMA, Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg; PCO-C10, PCO-C na dose de
10mg/kg; PCO-C50, PCO-C na dose de 50mg/kg; PCO-C100, PCO-C na dose de 100mg/kg; SINV,

sinvastatina na dose de 20mg/kg; onde a= p<0,05 vs DP (ANOVA e teste de Newman-Keuls).
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5.1.5 Avaliagdo do efeito do PCO-C, do Gama-Orizanol e da Sinvastatina nos
niveis plasmaticos de glicose em camundongos submetidos a dieta

hipercolesterolémica apos 1 més de tratamento.

No primeiro més de tratamento apés a indugao com a racao
hipercolesterolémica, o grupo DH apresentou taxas de glicose (GLI) acima dos
valores (p<0,001) dos animais que receberam dieta padrdo. Nao houve diferenca
significativa entre as doses do PCO-C testadas, embora todas elas tenham
apresentado reducao significativa da glicemia, PCO-C10 (p<0,01), PCO-C50
(p<0,01) e PCO-C100 (p<0,001) em relagao ao grupo DH. O grupo tratado com
GAMA também exibiu diminuicdo expressiva (p<0,001) em relagao aos animais que
receberam somente racao hipercolesterolémica. Os camundongos que receberam
SINV como alternativa de tratamento apresentaram reducdo significativa da glicose
plasmatica (p<0,05) quando comparada aos animais do grupo DH (Tabela 4, Figura
17).
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Figura 18. Ag&o do PCO-C, Gama-Orizanol e Sinvastatina nos niveis plasmaticos de glicose em
camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica ap6s 1 més de tratamento. Os resultados
estdo expressos como media + €rro padrio da média (E.P.M). DP, dieta padrao; DH, dieta
hipercolesterolémica; GAMA, Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg; PCO-C10, PCO-C na dose de
10mg/kg; PCO-C50, PCO-C na dose de 50mg/kg; PCO-C100, PCO-C na dose de 100mg/kg; SINV,
sinvastatina na dose de 20mg/kg; onde a= p<0,05 vs DP; b = p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de
Newman-Keuls).
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5.1.6 Avaliacdo do efeito do PCO-C, do Gama-Orizanol e da Sinvastatina nos
niveis plasmaticos de glicose em camundongos submetidos a dieta

hipercolesterolémica ap6s 2 meses de tratamento.

A concentragdo plasmatica de glicose do grupo DH manteve-se
significantemente diferente (p<0,001) em relagdo ao DP. De maneira similar ao
primeiro més, 0s grupos tratados com GAMA, PCO-C e SINV apresentaram reducao
dos niveis glicemicos da seguinte forma: GAMA (p<0,001), PCO-C10 (p<0,05),
PCO-C50 (p<0,01), PCO-C100 (p<0,001) e SINV (p< 0,01) apresentaram reducao
significativa das taxas de glicose em relagéo ao DH (Tabela 4, Figura 18).

2° Més
250
a
— e —I"
= a,b a,b
o a,b o
2 150 b b
E s
@ 1004 P
Q l_ R
O 504 e
L
c _ ] =
DP DM GAMA PCO-C10 PCO-C50 PCO-C100 SINV

Figura 19. Acé&o do PCO-C , Gama-Orizanol Sinvastatina nos niveis plasmaticos de glicose em
camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica apés 2 meses de tratamento. Os resultados
estdo expressos cOmo média + erro padrdo da média (E.P.M). DP, dieta padrao; DH, dieta
hipercolesterolémica; GAMA, Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg; PCO-C10, PCO-C na dose de
10mg/kg; PCO-C50, PCO-C na dose de 50mg/kg; PCO-C100, PCO-C na dose de 100mg/kg; SINV,
sinvastatina na dose de 20mg/kg; onde a= p<0,05 vs DP; b = p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de

Newman-Keuls).
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5.1.7 Acao do PCO-C, do Gama-Orizanol e da Sinvastatina na atividade
catalitica da ALT de camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica

apos 2 meses de tratamento.

N&o houve diferenca significativa dos niveis de ALT entre as drogas
testadas e os grupos controle. Do mesmo modo que a AST (Tabela 5, Figura 20), as
doses utilizadas do PCO-C para a avaliagdo da ALT (Tabela 5, Figura 19) exibiram
as menores atividades enquanto o grupo SINV apresentou uma maior acgdo

enzimatica.

Tabela 5. Efeito do PCO-C, do Gama-Orizanol e da Sinvastatina na atividade
enzimatica de AST e ALT e nas concentragées plasmaticas de Uréia e
Creatinina de camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica

DP DH GAMA PCO-C10 PCO-C50 PCO-C100 SINV
ALT  36,4+0,7 39,842, 1 36,8436 28,3431 30,0+2,1 34,2437 51,0405
AST 85243 88,5442 83,2+7,1 83,0+4,9 77,7468 85,7416 94,2469
UR 45,2+1,6 58,0+5,6° 42 0+2,8° 51,0£3,5 42,242 8° 40,2+1,3° 45,343 ,0°
CRE 0,34+0,03  0,35+0,02 0,37+0,03 0,35+0,02 0,37+0,03 0,35+0,02 0,40+0,02

Os resultados estéo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M). DP, dieta padrdo; DH,
dieta hipercolesterolémica; GAMA, Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg; PCO-C10, PCO-C na dose
de 10mg/kg;, PCO-C50, PCO-C na dose de 50mg/kg; PCO-C100, PCO-C na dose de 100mg/kg;
SINV, sinvastatina na dose de 20mg/kg; ALT, alanina aminotransferase (U/L); AST, aspartato
aminotransferase (U/L); UR, uréia (mg/dL); CRE, creatinina (mg/dL), onde a= p<0,05 vs DP; b =
p<0,05vs DH (ANOVA e teste de Newman-Keuls).
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Figura 20. Efeito do PCO-C, Gama-Orizanol e Sinvastatina na atividade catalitica da ALT de
camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica apos 2 meses de tratamento. Os resultados
estdo expressos como meédia + erro padréo da meédia (E.P.M). DP, dieta padrdo; DH, dieta
hipercolesterolémica; GAMA, Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg; PCO-C10, PCO-C na dose de
10mg/kg; PCO-C50, PCO-C na dose de 50mg/kg; PCO-C100, PCO-C na dose de 100mg/kg; SINV,
sinvastatina na dose de 20mg/kg; onde a= p<0,05 vs DP; b = p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de
Newman-Keuls).
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5.1.8 Acao do PCO-C, do Gama-Orizanol e da Sinvastatina na atividade
catalitica da AST de camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica

ap6s 2 meses de tratamento.

Nzo houve diferenca expressiva na avaliagao da atividade catalitica da
AST entre todos os grupos avaliados. As doses utilizadas do PCO-C exibiram as
menores atividades, enquanto o grupo SINV apresentou uma maior agao enzimatica
(Tabela 5, Figura 20).
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Figura 21. Efeito do PCO-C, Gama-Orizanol e Sinvastatina na atividade catalitica da AST de
camundongos submetidos a dieta hipercolesterolémica ap6s 2 meses de tratamento. Os resultados
estdo expressos como média + erro padrao da media (E.P.M). DP, dieta padrdo; DH, dieta
hipercolesterolémica; GAMA, Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg; PCO-C10, PCO-C na dose de
10mg/kg; PCO-C50, PCO-C na dose de 50mg/kg; PCO-C100, PCO-C na dose de 100mg/kg; SINV,
sinvastatina na dose de 20mg/kg; onde a= p<0,05 vs DP; b = p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de
Newman-Keuls).
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51.9 Acao do PCO-C, do Gama-Orizanol e da Sinvastatina nas taxas
plasmaticas de uréia de camundongos submetidos a dieta

hipercolesterolémica ap6s 2 meses de tratamento.

O grupo DH apresentou niveis de uréia significativamente (p<0,05)
superiores aos apresentados pelo DP. Os grupos SINV, GAMA e PCO-C50
apresentaram 0 mesmo grau de significancia (p<0,05) quando comparados ao
controle positivo, enquanto a dose de 100mg/kg apresentou as menores (p<0,01)

taxas de uréia plasmatica (Tabela 5, Figura 21).
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Figura 22. Efeito do PCO-C, Gama-Orizanol e Sinvastatina nas taxas plasmaticas de uréia de
camundongos submetidos & dieta hipercolesterolémica apos 2 meses de tratamento. Os resultados
estdo expressos como média + erro padrdo da media (E.P.M). DP, dieta padrdo; DH, dieta
hipercolesterolémica; GAMA, Gama-Orizanol na dose de 50mg/kg; PCO-C10, PCO-C na dose de
10mg/kg; PCO-C50, PCO-C na dose de 50mg/kg; PCO-C100, PCO-C na dose de 100mg/kg; SINV,
sinvastatina na dose de 20mg/kg; onde a= p<0,05 vs DP; b = p<0,05 vs DH (ANOVA e teste de
Newman-Keuls).
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5.1.10 Acido do PCO-C, Gama-Orizanol e Sinvastatina nas concentragoes
plasmaticas de creatinina em camundongos submetidos a dieta

hipercolesterolémica ap6s 2 meses de tratamento.

A racéo hipercolesterolémica e as drogas testadas nao modificaram 0s
niveis de creatinina em relagéo ao DP. Nzo houve diferenca significativa entre 0s
grupos avaliados (Tabela 5, Figura 22).
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