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LIMA, G. M. Efeitos da manteiga da semente do bacuri (Platonia insignis Mart.) em
hamsters com hipercolesterolemia induzida por dieta hiperlipidica. 2017. 72 f. Dissertacéo
(Mestrado em Farmacologia) - Programa de Pds-graduacdo em Farmacologia, Nucleo de
Pesquisas em Plantas Medicinais, Universidade Federal do Piaui, 2017.

RESUMO

O bacuri (Platonia insignis Mart.) tem sido utilizado na medicina popular por suas atividades
anti-inflamatdrias e cicatrizante, mas ndo ha relatos de efeito hipocolesterolemiante e, por
isso, foi avaliado os efeitos da manteiga da semente do bacuri (MB) sobre o perfil lipidico,
estado antioxidante, funcdo hepatica, peso dos 6rgdos e parametros metabdlicos em
hamsters. Além disso, foi avaliada a toxicidade aguda em ratos e a atividade antioxidante in
vitro. Hamsters machos, recém-desmamados, receberam racdo contendo caseina (20%),
gordura de coco (13,5%) e colesterol (0,1%) durante 21 dias para indugdo da dislipidemia. O
grupo controle normal (CN, n=8) recebeu racdo padrdo. Apos inducdo, os animais com
dislipidemia foram aleatoriamente separados em trés grupos, todos mantidos com ragéo
hiperlipidica durante os 28 dias de tratamento: controle dislipidemia (CD, n=8); MB 25
mg/kg/dia (MB-25, n=10); MB 50 mg/kg/dia (MB-50, n=10). Ao final do tratamento foram
determinadas as concentracdes seéricas de triglicérides (TG), colesterol total (CT), LDL
colesterol (LDL-c), HDL-c, malondialdeido (MDA), alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (FAL), superéxido dismutase (SOD) em
eritrocitos, peso do figado, coracdo e gordura retroperitoneal. Durante todo o periodo
experimental, acompanhou-se a ingestao alimentar, ganho de peso e crescimento nasoanal
dos grupos tratados e ndo tratados, e, ao final do periodo experimental, calculou-se o0s
indices de massa corporea e de Lee dos grupos. Para a toxicidade aguda, ratos foram
divididos em dois grupos: grupo controle (tween 80 em agua destilada) e grupo MB 2.000
mg/kg. Atividade antioxidante avaliada pelo método do radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH). A comparagéo entre grupos foi realizada por andlise de variancia e teste de Tukey.
A pesquisa foi aprovada por Comissdo de Etica em Uso de Animais (CEUA/UFPI 197/16).
N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos MB-25 e MB-50 com
CN e CD em relacdo a TG e CT. Contudo, MB-25 apresentou HDL-C significativamente
maior (51,40 £+ 1,69) (p<0,05) e LDL-c menor (103,80 * 6,87) (p<0,05), bem como MB-50
apresentou nivel maior (p<0,05) de HDL-c (51,00 + 2,34) e menor (p<0,05) de LDLc (100,50
+ 3,95) comparados a CD (LDLc=132,70 + 9,41; HLDc= 41,00 = 2,94). Além disso, CD
apresentou niveis de TG (88,00 + 4,30), COL (183,00 + 9,00), HDL-c (41,00 + 2,94) e LDL-c
(132,70 = 9,41) maiores (p<0,05) que CN (TG= 35,00 + 5,00; CT= 95,00 + 3,50; HDLc=
26,88 + 2,15; LDLc= 60,60 + 2,26). Ndo foram observadas diferencas (p>0,05) em relagéo a:
MDA, ALT, AST, FAL, peso do coracdo e da gordura retroperitoneal, ingestdo alimentar,
ganho de peso, crescimento nasoanal e massa corpérea. Entretanto, observou-se um
aumento isolado no peso do figado dos animais dos grupos MB-25 (5,32 £+ 0,30) e MB-50
(5,23 = 0,32), em relacdo aos do controle normal (4,07 £ 0,17). A MB apresentou baixa
toxicidade aguda e demonstrou potencial antioxidante in vitro (EC50=493,10 pg/mL). Quanto
aos niveis de SOD, ndo foram observadas diferencas entre MB-25 (1.557 + 53,93), CN
(1.437 £ 71,70) e CD (1.430 = 128,90), entretanto, MB-50 (1.868 + 131,80) apresentou
niveis significativamente maiores (p<0,05) que CN e CD. Em conclusdo, o estudo
demonstrou que a MB, nas doses e tempo de tratamento empregados, apresenta
repercussdes positivas sobre o perfil lipidico em hamsters hipercolesterolémicos. A maior
dose de 50 mg/kg produziu aumento isolado nos niveis de SOD, indicando atividade
antioxidante e ndo apresentou toxicidade sistémica. A MB ndo demonstrou toxicidade aguda
e possui potencial antioxidante in vitro.

Palavras-chave: Bacuri; Platonia insignis Mart.; Perfil lipidico; Atividade antioxidante.



LIMA, G. M. Effects of bacuri seed butter (Platonia insignis Mart.) in hamsters with diet-
induced hypercholesterolemia. 2017. Master's thesis (Pharmacology) — Postgraduate
Program in Pharmacology, Medicinal Plants Research Center, Federal University of Piaui,
2017.

ABSTRACT

Bacuri (Platonia insignis Mart.) has been used in folk medicine for its anti-
inflammatory and healing effects, but there are no reports of hypocholesterolemic
effect and for this reason, we evaluated the effects of bacuri seed butter (MB) on
blood lipid profile, antioxidant status, hepatic function and metabolic parameters in
hamsters with diet-induced hypercholesterolemia. In addition, acute toxicity in rats
and in vitro antioxidant activity were evaluated. Freshly weaned male hamsters were
given chow containing casein (20%), coconut oil (13.5%) and cholesterol (0.1%) for
21 days to induce dyslipidemia. The normal control group (CN, n=8) received
standard chow. After induction, the animals with dyslipidemia were randomly
separated into three groups, all of them maintained with hyperlipidic chow during 28
days of treatment: Dyslipidemia control (CD, n=8); MB 25 mg/kg/d (MB-25, n=9) and
50 mg/kg/d (MB-50, n=9). At the end, the serum levels of triglycerides (TG), total
cholesterol (TC), LDL-cholesterol (LDLc), HDL-cholesterol (HDLc), malondialdehyde
(MDA), alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST) and
alkaline phosphatase (FA), the erythrocytes levels of superoxide dismutase activity
(SOD), and liver, heart and retroperitoneal adipose tissue weights were measured.
Statistical analysis was performed using one-way ANOVA, followed by Tukey’s
multiple comparisons test. The research was approved by the Committee on Ethics in
Animal Use (CEUA/UFPI 197/16). There were no statistically significant differences
between the groups MB-25 and MB-50 with CN and CD in relation to TG, COL.
However MB-25 presented higher (p<0.05) HDLc (51.4 + 1.69) and lower (p<0.05)
LDLc (103.8 + 6.87) levels, as well as MB-50 presented higher (p<0.05) HDLc (51.00
+ 2.34) and lower LDLc (100.5 + 3.95) levels, compared to CD (LDLc=132.7 + 9.41;
HLDc= 41.00 + 2.94). Furthermore, CD has shown TG (88.0 + 4.3), COL (183.00 +
9.0), HDLc (41.00 + 2.94) and LDLc (132.7 = 9.41) levels higher (p<0.001) than CN
(TG= 35.00 £ 5,0; CT=95.00 * 3.5; HDLc= 26.88 £ 2.15; LDLc= 60.60 + 2.26). No
differences were found (p>0.05) in relation to MDA, ALT, AST, FA, food intake,
weight gain, nasoanal growth, body mass index, and heart and adipose tissue
weights. However, MB (25 and 50 mg/kg/day) produced a significant (p<0,05)
increase in liver weight (5,32 = 0,30; 5,23 £ 0,32, respectively), when compared to
the normal control group. MB has shown antioxidant activity in vitro (EC50=493.10
pg/mL) and no signs of acute toxicity in vivo. There was no difference between MB-
25 (1.557.24 + 132.10), CN (1.436.6 £ 175.6) and CD (1.430.0 + 257.8) in relation to
SOD, but it was increased (p<0.05) in MB-50 (1.868 + 131.80) compared to CN and
CD. Thus, the present study demonstrated that MB had a positive impact on the
serum lipid profiles in hypercholesterolemic hamsters. The higher dose of 50 mg/kg
produced isolated increase in SOD levels, indicating antioxidant activity, and showed
no systemic toxicity. Moreover, MB presented antioxidant activity in vitro and no
acute toxicity in vivo.

Keywords: Bacuri; Platonia insignis Mart.; Lipid profile; Antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas de morte
em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Apenas em 2013, as doencas
cardiovasculares foram responsaveis pelo 6bito de cerca de 17 milhdes de pessoas,
no mundo (ROTH et al., 2015). No ano de 2010, no Brasil, as doencas
cardiovasculares foram as principais causas de morte (DUNCAN; STEVENS;
SCHMIDT, 2012).

A doenca cardiovascular aterosclerotica responde por metade dos casos
de morbimortalidade no mundo inteiro. A aterosclerose é caracterizada pela
formacdo de placas de ateromas no interior do endotélio, com consequente
comprometimento da capacidade elastica da musculatura lisa endotelial. Neste
contexto, a dislipidemia, na qual é observada a presenca de hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia, com elevacdo dos niveis de lipoproteina de baixa densidade
(LDL-c) e reducdo dos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL-c), representa
um fator-chave no seu desenvolvimento (XAVIER et al., 2013).

A dislipidemia, como consequéncia da ingestdo de dietas hipercaldricas,
encontra-se associada a deplecdo de enzimas antioxidantes e ao aumento do
estresse oxidativo. Estudos demonstraram que a ingestdo de dieta hiperlipidica
aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (MATSUZAWA-
NAGATA et al., 2008; VIJAYAKUMAR; SURYA; NALINI, 2004), além de reduzir a
atividade de enzimas antioxidantes e aumentar os niveis de malondialdeido (MDA) e
proteinas carboniladas (PCO) (NOEMAN; HAMOODA; BAALASH, 2011). E, que a
elevacdo dos niveis de LDL-c, quando acompanhada de excesso de ROS, produz
aumento da oxidagao do LDL-c e, assim, aumento do risco de aterosclerose (AZUMI
et al., 2002).

1.1 Metabolismo lipidico, dislipidemias e aterosclerose

As gorduras obtidas através da dieta sdo absorvidas no intestino, apos as
etapas de emulsificacdo e digestdo, e captadas através da formacédo de micelas
mistas, até que, por ultimo, atinjam a linfa e a circulacdo (Figura 01). Durante a

ingestdo, os lipidios sdo submetidos & acdo de lipases linguais e gastricas e
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misturados através da peristalse antral, gerando globulos de gordura e fosfolipidios.
Ao atingir o limen do duodeno, a emulsédo € misturada ao suco pancreatico, o que
produz hidrolise da gordura, principalmente por acdo da lipase pancredtica, e,
simultaneamente, ocorre solubilizacdo promovida por sais biliares (SB), formando
micelas de gordura, compostas por monoacilglicerol (MAG), diacilglicerol (DAG),
acidos graxos (AG), colesterol (CL) e &cido lisofosfatidico (LPA) (ROS, 2000; SHI,
BURN, 2004). Para que sejam captados, os lipidios dissociam-se das micelas, o que
permite a sua difusdo passiva através da membrana microvilosa, na qual, o MAG e
os AG sofrem resterificacdo, dentro do reticulo endoplasmatico, para formar
triacilglicerol, e o colesterol é convertido em éster de colesterol (SHI; BURN, 2004).
Em seguida, sdo transportados para a linfa por meio de quilomicrons, cuja formacéo
é facilitada pela proteina de transferéncia de triglicerideo microssomal (MTP), na
presenca da Apolipoproteina B48 (ApoB48). Posteriormente, os quilomicrons

alcancam a circulacao através do ducto toracico (HUI; HOWLES, 2005).

Figura 01: Representacdo esquematica do processo de digestdo e absorcao de

gorduras.
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Fonte: Adaptado de Shi e Burn, 2004.
Legenda: TAG, triacilglicerol; CL, colesterol; BS, sais biliares; FA, acidos graxos livres; PL,

fosfolipidios; DAG, diacilglicerol; LPA, acido lisofosfatidico; MAG, monoacilglicerol; CE, éster
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de colesterol; MTP, proteina de transferéncia de triglicerideo microssomal; ApoB,

Apolipoproteina B; CM, quilomicrons.

Os quilomicrons sao lipoproteinas grandes que transportam lipidios
hidrofébicos, como os triglicerideos e ésteres de colesterol, em seu interior,
enquanto apresentam apoliproteinas e fosfolipidios na membrana externa,
conferindo transporte adequado a esses lipidios em meio aquoso (ROS, 2000). ApGs
distribuicdo pelos tecidos periféricos, parte dos quilomicrons é hidrolisada por acao
da lipoproteina lipase (LPL), liberando o colesterol e os triglicerideos para
metabolizacdo e/ou armazenamento nos tecidos-alvo, e o0s quilomicrons
remanescentes ligam-se a receptores, no figado, sendo captados, com posterior
liberacdo do seu conteudo de lipidios, e, em seguida, submetidos a degradacéo
(FRANSSEN et al., 2011).

No figado, o colesterol e os triglicerideos, apos serem liberados dos
quilomicrons remanescentes, sdo transportados através da Apolipoproteina B100
(apoB) presente na lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL-c), que pode sofrer
hidrolise pela lipoproteina lipase, produzindo LDL-c que, ao atingir tecidos
periféricos, liga-se as células, como, por exemplo, aos macréfagos, através do
receptor de LDL-c (LDLR), liberando o seu conteudo de colesterol e triglicerideos
(Figura 02) (OLOFSSON; STILLEMARK-BILLTON; ASP, 2000).

A HDL, por sua vez, é produzida no intestino delgado e no figado, e
promove o efluxo de colesterol das células de tecidos periféricos através da proteina
Al de ligacdo ao cassete de ATP (ABCA1) e da proteina G1 de ligacdo ao cassete
de ATP (ABCG1) para a HDL nascente e HDL-c madura, respectivamente, que
apresentam Apolipoproteina Al (apo-Al) no seu interior. A HDL madura pode realizar
o transporte reverso do colesterol de duas maneiras: transferindo o seu contetdo de
colesterol esterificado para a LDL, por meio da proteina de transferéncia de éster de
colesterol (CETP), permitindo assim que a LDL sofra recaptacdo pelo LDL-R
hepatico e posterior degradacao; ou, ainda, retornar ao figado e ser captada pelo
receptor scavenger classe B tipo 1 (SR-B1), levando, ao final, ao catabolismo do
colesterol transferido e a liberacdo do HDL-c de volta para a circulagdo
(CHARLTON-MENYS; DURRINGTON, 2008; RADER; DAUGHERTY, 2008).
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Figura 02: Representacdo esquematica do metabolismo das lipoproteinas plasmaticas.
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O nivel de colesterol sérico é regulado pela quantidade de colesterol
ingerida e pelo processo de sintese de novo, através de complexos mecanismos de
retroalimentacdo. Assim, a ingestdo excessiva de colesterol desencadeia,
principalmente, uma reducdo da atividade da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A redutase (HMG-CoA redutase) - enzima limitante na biossintese de
colesterol —, enquanto a sua baixa ingestao regula positivamente a quantidade e a
atividade desta enzima, resultando, por ultimo, em elevacdo dos niveis de colesterol
e, com isso, do seu transporte por meio de lipoproteinas de densidades mais baixas
(BERG; TYMOCZKO; STRYER, 2002).

Na hipercolesterolemia, como resultado da ingestdo de alimentos ricos
em gordura e acucares simples, observa-se elevacdo dos niveis plasmaticos de
colesterol total e de LDL-c, reducdo dos niveis de HDL-c e, em alguns casos, €
acompanhada de hipertrigliceridemia, que contribui com um aumento marginal no
risco de aterosclerose (CHANG; ROBIDOUX, 2017). Além disso, baixos niveis de
HDL-c, por si sO, representam elevado risco de aterosclerose, mesmo quando
houver reducéo dos niveis de LDL-c em pacientes hipercolesterolémicos, em razao
do papel do HDL-c-c no transporte reverso do colesterol (CASTELLI et al., 1998).

A formacéo da placa aterosclerética ocorre pelo acumulo de lipoproteinas
de densidade mais baixa, que se encontram elevadas na circulagdo, na camada
intima das artérias (Figura 03). Durante a aterosclerose, as particulas de LDL que se
depositam nas artérias séo retidas e sofrem modificagcdes provocadas por espécies
reativas de oxigénio (ROS), bem como pela mieloperoxidase e pela
esfingomielinase, produzindo uma LDL modificada (RADER; DAUGHERTY, 2008).
Por sua vez, a LDL modificada ativa células endoteliais, promovendo o aumento da
expressao da proteina quimiotatica de monécitos 1 (MCH-1) e de moléculas que
facilitam a adesdo de mondcitos, entre elas, as selectinas e a molécula de adeséo
celular vascular 1 (VCAM-1) (LINTON et al., 2015). Esses mondcitos sofrem
posterior diferenciagdo, gerando macrofagos que, posteriormente, transformam-se
em células espumosas. Com a progressao das lesdes, ocorre infiltracdo de células
imunes, como os linfécitos T e mastécitos que em conjunto com macrofagos
produzem citocinas inflamatorias, levando a apoptose e formando nucleo necroético
(WANG et al.,, 2012). Por ultimo, as placas causam estreitamento arterial e sua

progressao pode levar a ataques cardiacos e morte (BERG et al., 2002).
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Figura 03: Representacdo esquematica da formacao de placas ateroscleréticas.
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Fonte: Adaptado de Linton et al., 2015.
Legenda: LDL, lipoproteina de baixa densidade; VLDL, lipoproteina de muito baixa densidade; ROS, espécies reativas de oxigénio; ApoE, Apolipoproteina E;
CCRS5, receptor C-C de quimiocina tipo 5; CCR2, receptor C-C de quimiocina tipo 2; MCH-1, proteina quimiotatica de monécitos 1; CCL2, ligante de

quimiocinas 2; CCLS5, ligante de quimiocinas 5; VCAM-1, molécula de adeséao celular vascular 1; ICAM-1, molécula de adeséo intercelular 1.
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1.2 A importancia do estresse oxidativo e o tratamento da dislipidemia

O estresse oxidativo esta envolvido na patogénese de diversas doencas
cronicas e 0s principais sistemas oxidantes enddgeno, responsaveis pela producéo
de espécies reativas incluem a oOxido nitrico sintase, a xantina oxidase e a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase) (HARRISON
et al.,, 2003). A 6xido nitrico sintase medeia a producdo de espécies reativas de
nitrogénio a partir do oxido nitrico, cujo produto terminal de oxidacdo € o nitrito,
induzindo modificacées em proteinas e lipidios, como a observada na aterosclerose,
em que ocorre nitracado da tirosina, gerando o radical 3-nitrotirosina (LEOPOLD;
LOSCALZO, 2009). O anion superéxido (O,-) € produzido principalmente pela
xantina oxidase, na converséo de xantina em acido Urico, ao utilizar o oxigénio como
aceptor de elétrons, e sua atividade aumentada esta relacionada a aterosclerose
(RI1ZZO et al., 2009; PATETSIOS et al., 2001). O sistema NADPH oxidase também é
responsavel pela producéo de O,- na aterosclerose e sua ativacdo, assim
como do sistema xantina oxidase, pode ser mediada via receptores ATl de
angiotensina Il (WARNHOLTZ et al., 1999; LANDMESSER, 2007). Espécies reativas
de oxigénio, como o superéxido, e reativas de nitrogénio, como 0 peroxinitrito,
também podem ser produzidas durante a respiracdo mitocondrial, no metabolismo
do acido araquidbénico e pelo citocromo P450 (LEOPOLD; LOSCALZO, 2009;
TAYLOR; DAVIDGE; ROBERTS, 2009).

O aumento da producdo de espécies reativas e a reducdo de
antioxidantes levam ao estresse oxidativo. No organismo, o sistema antioxidante é
regulado pela quantidade desses compostos obtidos de maneira exdgena, a partir
da dieta, e através da producdo enddégena (IRSHAD, M.; CHAUDHURI, 2002;
RODRIGO; MIRANDA; VERGARA, 2011). E as principais enzimas enddégenas com
atividade antioxidante descritas sdo a superoxido dismutase (SOD), a glutationa
peroxidase (GPx) e a catalase (CAT). A SOD apresenta especificidade para a
dismutacdo de O,-, gerando peroxido de hidrogénio (H202), enquanto a GPx reduz
hidroperoxidos organicos e H202, e a CAT decompde H202 (MIAO; CLAIR, 2009;
WEYDERT,; CULLEN, 2010; BUETTNER, 2011).

O desequilibrio do sistema antioxidante, que por sua vez desencadeia
aumento da producdo de espécies reativas, desempenha papel crucial na
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aterosclerose, promovendo a oxidacdo da LDL, que se encontra elevada na
hiperlipidemia (HARRISON et al., 2003). A LDL, apés penetrar no endotélio vascular,
estd sujeita a oxidacédo, levando a formacdo da LDL-oxidada ou modificada que,
juntamente a outras moléculas pro-oxidantes, como o peroxinitrito, pode inibir a
atividade do o6xido nitrico (NO) sobre a musculatura lisa vascular, inibindo a
vasodilatacdo mediada pelo endotélio e, com isso, aumentando o risco de eventos
aterotromboticos (NAKAJIMA; NAKANO; TANAKA, 2006; STEFFEN et al., 2007).

O acumulo de LDL-oxidada no endotélio € acompanhado pela captacao
dessas particulas pelos macrofagos, bem como pelo recrutamento e diferenciacéo
de mondcitos, seguido da formacao de células espumosas, as quais dardo inicio a
geracdo de placas de ateroma (RADER; DAUGHERTY, 2008). E a ativacdo da
proteina quinase C (PKC) parece estar relacionada com 0s mecanismos
intracelulares envolvendo a captacdo da LDL-oxidada por macréfagos, e a sua
inibicdo resulta em menor desenvolvimento de aterosclerose mediada pela LDL-
oxidada (FENG et al., 2000; OSTO et al., 2008a). Outras proteinas envolvidas na
resposta ao estresse sdo as quinases c-Jun N-terminal, que sdo encontradas em
placas ateroscleréticas avangadas e estdo envolvidas no estresse oxidativo induzido
por hipercolesterolemia, bem como na disfung¢ao vascular (OSTO et al., 2008b).

Desta forma, o avanco da placa aterosclerética, através do acumulo e da
oxidacdo da LDL-c no endotélio vascular, promovido pelo aumento de fatores pré-
oxidantes, levam a formacéo do ndcleo apoptético e aumentam o risco de morte por
doenca cardiovascular. Portanto, a prevencéo e o tratamento da dislipidemia sao a
chave para a reducéo da morbimortalidade por aterosclerose (JELLINGER, 2017).

O tratamento da dislipidemia envolve a terapia farmacolégica e néao-
farmacoldgica. A mudanca de habitos alimentares, com restricdo da ingestdo de
gordura saturada e de colesterol, e a pratica de exercicios fisicos reduzem o risco de
desenvolvimento de aterosclerose e representam a terapia nao-farmacologica
(XAVIER et al.,, 2013). A terapia farmacoldgica se da a partir do emprego de
estatinas, resinas e ezetimiba, entre outros, que auxiliam na regulacdo dos niveis
séricos de colesterol, reduzindo a sintese de colesterol no figado, a sua absorcao
intestinal ou inibindo o seu transporte (XAVIER et al., 2013; MAGALHAES et al.,
2004). Por outro lado, sabe-se que o uso desses medicamentos é limitado em

virtude dos seus efeitos adversos, entre eles, a mialgia, o0 aumento de
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transaminases hepaticas, e alteragbes da motilidade intestinal, tais como
constipacao ou diarreia (GRUNDY et al., 2014; BADER et al., 2010).

O emprego de plantas medicinais e de seus produtos na terapéutica das
dislipidemias tem sido crescente em virtude de produtos naturais apresentarem um
menor custo e maior facilidade de obtenc&o, quando comparados a medicamentos
sintéticos. Além disso, a riqgueza de espécies de plantas com atividade farmacolégica
ja investigada aumenta o interesse popular por esses produtos e tem impulsionado a
busca por terapias alternativas (SIMOES et al., 1998). As plantas medicinais s&o
frequentemente utilizadas no tratamento da dislipidemia e obesidade pela
populacdo, que consideram 0 seu uso como sendo mais seguro que o tratamento
com medicamentos sintéticos (SILVA; FREIRE 2010; MONTELES; PINHEIRO, 2007,
BORBA; MACEDO, 2006).

1.3 Bacuri (Platonia insignis Mart.)

O bacurizeiro (Platonia insignis Mart.), espécie frutifera pertencente a
familia Clusiaceae, € uma planta arbérea, tipicamente tropical, e apresenta um caule
ereto, medindo de 15 a 25 m de altura, cujas areas de ocorréncia abrangem os
Estados do Para, Maranh&o e Piaui (SINIMBU-NETO; MARTINS; BARBOSA, 2001;
SOUZA et al.,, 2001). O bacuri, fruto do bacurizeiro, € um dos mais importantes
entre os frutos da floresta amazbnica e tem se destacado por sua fineza e nobreza,
sendo bastante disputado entre coletores e consumidores. Sua polpa, de cor branca
e odor pungente, utilizada na producdo de sucos, doces e outras sobremesas
(Figura 04) (CLEMENT; VENTURIERI, 1990; FERREIRA et al., 1987; CAVALCANTE
et al., 1996; SHANLEY; MEDINA, 2005).
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Figura 04: Fruto do bacurizeiro (Platonia insignis Mart.).

Fonte: Perrone, 2017.

O bacuri apresenta forma oblata e oblonga; possui resinas em seu
pericarpo e apresenta espessura grossa, com peso total do fruto variando de 200 a
1.000 g. Além disso, a sua casca apresenta cor amarelada, enquanto sua polpa é
esbranquicada e suculenta (SILVA et al.,2010). Em virtude de suas caracteristicas
sensorias, tem impulsionado o agronego6cio, aumentando o seu consumo pela
populacdo do Norte e Meio-Norte do Brasil (MOURAOQO; BELTRATI, 1995; ALVES:
JENNINGS, 1979; VILLACHICA et al., 1996). Outrossim, compostos volateis
presentes no bacuri apresentam importancia na producdo de novos sabores e
aromas de interesse para a industria de alimentos (UEKANE et al., 2017). Além
disso, estudos in vitro tém demonstrado que o bacuri se apresenta como uma
importante fonte de compostos antioxidantes, o que amplia ainda mais o seu
potencial econdémico na regidao (RUFINO et al., 2010; VIEIRA et al., 2011; COSTA
JUNIOR et al., 2011).

Na medicina popular, o fruto da Platonia insignis Mart. tem sido utilizado
como anti-inflamatdério e cicatrizante, e também no tratamento de diarreias, eczemas
e queimaduras (SHANLEY; MEDINA, 2005; AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO,
2007; OLIVEIRA-JUNIOR; CONCEICAO, 2010; BRAGA, 1976). Atividade anti-
inflamatdria (COSTA JUNIOR et al., 2013a), neuroprotetora (COSTA JUNIOR et al.,
2010), cicatrizante (SANTOS-JUNIOR et al., 2010), antiplasmodial (MARTI et al.,
2010) e leishmanicida (COSTA JUNIOR et al., 2013b) também foram identificadas
na polpa e subprodutos do bacuri, como a casca e as sementes. Além disso,

composto isolado do fruto do bacuri demonstrou potencial como anti-hipertensivo
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(ARCANJO et al., 2014) e foi demonstrada atividade antioxidante e anticonvulsivante
na sua fracdo acetato de etila (COSTA-JUNIOR et al., 2011a). Nenhum estudo até o
momento identificou os efeitos da manteiga da semente do bacuri (Platonia insignis
Mart.) em modelo de dislipidemia experimental, e, em virtude da existéncia de
trabalhos indicando importante atividade antioxidante do bacuri e de seus
subprodutos (VIEIRA et al., 2011; COSTA JUNIOR et al., 2011a; RUFINO et al.,
2010), o presente trabalho objetivou investigar os seus efeitos sobre a dislipidemia

em hamsters submetidos a dieta hiperlipidica.



26

2 OBJETIVOS

2.1.1 Geral

Avaliar o efeito da manteiga da semente do bacuri (Platonia insignis Matrt.)

no metabolismo lipidico, estresse oxidativo e funcdo hepatica em modelo

experimental de dislipidemia.

2.1.2 Especificos

Avaliar a toxicidade aguda in vivo da manteiga da semente de bacuri (Platonia
insignis Mart.);

Determinar o potencial antioxidante in vitro da manteiga do bacuri (Platonia
insignis Mart.) através do ensaio com difenil-picril-hidrazil (DPPH);

Analisar o efeito do tratamento com a manteiga da semente de bacuri
(Platonia insignis Mart.) sobre o0s niveis plasmaticos de triglicerideos,
colesterol total e fragdes em hamsters hipercolesterolémicos;

Determinar o efeito do tratamento com a manteiga da semente de bacuri
(Platonia insignis Mart.) sobre a ingestdo alimentar, ganho de peso,
crescimento nasoanal e massa corporea (indice de massa corporal e indice
de Lee);

Identificar o efeito do tratamento com a manteiga da semente de bacuri
(Platonia insignis Mart.) sobre a atividade das enzimas superoxido dismutase
eritrocitaria e mieloperoxidase plasmatica, e sobre o0s niveis de
malondialdeido plasmatico em hamsters hipercolesterolémicos;

Verificar o efeito do tratamento com a manteiga da semente de bacuri
(Platonia insignis Mart.) sobre o peso do figado, coracdo e gordura
retroperitoneal, bem como na atividade de enzimas hepaticas (aspartato
aminotransferase, alanina aminotransferase e fosfatase alcalina) em hamsters
hipercolesterolémicos;

Analisar o efeito do tratamento com a manteiga da semente do bacuri
(Platonia insignis Mart.) sobre a morfologia do figado em hamsters

hipercolesterolémicos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencdo da manteiga do bacuri

A manteiga da semente de bacuri (Platonia insignis Mart) utilizada nos
protocolos animais e estudo in vitro foi fornecida pela empresa Amazon Velas
Industrias e Comércio Ltda, intitulada “Manteiga da semente de bacuri virgem /

Manteiga do bacuri”.

3.2 Determinacao da atividade antioxidante in vitro pela atividade sequestrante
do radical livre DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método de
captura de radicais 2,2-diphenyl-1-picrylnydrazyl (DPPH) segundo Sousa et al.
(2007). As determinacdes foram realizadas em triplicata em concentracdes
crescentes (30, 60, 120, 240, 480, 720, 960 e 1000 mg/mL) da solucéo etandlica da
manteiga do bacuri. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro a 517 nm,

apos 30 minutos do inicio da reacao.

3.3 Animais

Para os protocolos de toxicidade aguda em dose fixa foram utilizados 12
Rattus norvegicus machos, adultos, provenientes do biotério do Centro de Ciéncias
Agrarias da UFPI. Para os demais experimentos, foram utilizados 36 hamsters
(Mesocricetus auratus), machos, recém-desmamados, com 16 dias de idade, com
padrdo sanitario convencional, provenientes do biotério da Empresa ANILAB
Animais de Laboratorio, Criagcdo e Comeércio LTDA - EPP registrada no CONCEA
sob o CIAEP N° 01.0264.2014. O transporte destes animais até a Universidade
Federal do Piaui foi realizado em avido por uma empresa especializada (Biotécnicas
Comércio e Instalagbes Ltda).

Os animais foram mantidos por um periodo de aclimatacdo de 20 dias.
Durante todo o periodo de aclimatagdo e do protocolo experimental, ficaram

dispostos em gaiolas individuais, em local arejado, com temperatura em torno de 20
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a 25 °C, umidade relativa de 55 %, sendo expostos ao ciclo claro-escuro de 12 horas
e com acesso a agua e racdo ad libitum. As racBes destinadas aos animais (de
acordo com grupo experimental) foram pesadas e trocadas a cada dois dias para
verificar a quantidade ingerida por cada animal, desprezando-se qualquer
remanescente da dieta. Os animais foram avaliados a cada trés dias quanto ao peso
corporal, enquanto o comprimento nasoanal foi determinado no primeiro dia de
inducao de hipercolesterolemia, no primeiro dia de tratamento e no dia da eutanasia.
A partir desses dados, foi obtido o indice de Lee, um indice de massa corporal
utilizado para roedores calculada pela razdo entre a raiz cubica do peso e o
comprimento nasoanal, e o produto dessa operacdo multiplicado por 103; enquanto o
indice de massa corporal foi calculado pela razdo entre 0 peso e a comprimento

nasoanal elevado ao quadrado.

3.4. Avaliagédo de toxicidade aguda com dose fixa em ratos

Rattus norvegicus machos (250-350 g), adultos, foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos contendo seis animais cada um, sendo o controle
tratado com veiculo (tween 80 em agua destilada) e o grupo manteiga de bacuri
tratado com 2.000 mg/kg da manteiga da semente do bacuri. O tratamento foi
realizado em dose Unica e os animais foram observados por 8 horas no primeiro dia
do tratamento, e a partir dai diariamente por 14 dias. Os parametros avaliados
foram: estado de alerta, sedacdo, ptose palpebral, dispneia, mic¢ao, diarreia,
convulsado, atividade motora espontanea, reflexo postural, piloerecdo, resposta ao
tato e morte, dentre outros. A toxicidade aguda foi avaliada com base no nimero de
mortes, de acordo com o protocolo 420 (método da dose fixa) da Organization for
Economic Cooperation and Development (OECD) (VAN DEN HEUVEL et al., 1990;
WHITEHEAD; CURNOW, 1992).

3.5 Ensaio bioldgico
O protocolo experimental foi conduzido no Biotério de Experimentacao do

Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Piaui. Utilizou-se hamsters,

no modelo experimental, em virtude da semelhanc¢a do seu metabolismo lipidico ao
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de seres humanos, transportando uma parcela significativa do seu colesterol
plasmético por meio da lipoproteina LDL. Além disso, sdo mais sensiveis a dietas
suplementadas com alto teor de gordura do que outros roedores (FROTA et al,
2008).

O numero de animais escolhido para compor cada grupo experimental foi
baseado em artigos publicados recentemente, em que testaram hipoteses
semelhantes a do presente estudo (UM et al., 2013; YAO et al., 2014, THOMAZ et.
al 2014).

3.6 Dietas experimentais

A alimentacao dos animais durante os primeiros 20 dias de adaptacéo foi
realizada com racdo comercial AIN-93. Apés esse periodo, foram distribuidos para
compor diferentes grupos, que receberam: ragdo comercial para hamsters em
crescimento AIN-93 (controle normal), durante 49 dias; racdo hipercolesterolémica,
contendo 20 % de caseina, 13,5 % de gordura de coco e 0,1 % de colesterol,
durante 49 dias (21 dias para inducao de hipercolesterolemia + 28 dias de periodo
experimental), para grupos controle dislipidemia e tratados com manteiga da
semente do bacuri (25 mg/kg/dia ou 50 mg/kg/dia).

A racdo hipercolesterolémica foi formulada seguindo as recomendacfes
nutricionais para hamsters em fase de crescimento (animal com 35 a 130g),
segundo o National Research Council (1995) (Tabela 01), com adicdo de uma
mistura de minerais e vitaminas adequadas ao crescimento de roedores, de acordo
com recomendagdes da AIN-93 (REEVES et al., 1993).
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Tabela 01: Necessidades nutricionais de hamsters (Mesocricetus auratus)

alimentados ad libitum.

Componentes da dieta/energia % / Kg de Racgéo
Fibra alimentar 5als
Carboidratos 65

Lipidios 4a20

Proteinas 18 a 24

Fonte: National Research Council (1995).

3.7 Delineamento experimental

Os hamsters receberam racdo comercial padrédo durante os 20 dias de
adaptacdo. ApOs esse periodo, os animais foram aleatoriamente separados em 4
grupos: 1. Controle normal (n=8) — mantido com racdo padrdo para hamsters em
crescimento durante todo o periodo experimental; 2. Controle dislipidemia (n=8) —
mantido com a racgdo hiperlipidica, durante todo o periodo experimental, contendo
caseina (20%), gordura de coco (13,5%) e colesterol (0,1%), obtida da empresa
Pragsolucdes Biociéncias (Jau, SP); 3. Manteiga de bacuri 25 mg/kg/dia (v.0.)
(n=10); e 4. Manteiga de bacuri 50 mg/kg/dia (n=10). Os grupos 3 e 4, tratados com
a manteiga de bacuri, também foram mantidos com rac¢éo hiperlipidica durante todo
o periodo experimental, sendo o tratamento iniciado apds 21 dias recebendo dieta
hiperlipidica para inducéo de hipercolesterolemia.

A manteiga de bacuri, nas doses de 25 e 50 mg/kg/dia, respectivamente
foi administrada uma vez ao dia, por via oral, dissolvida em Tween 80 em agua
destilada, com volume de 5 mL/kg. Os grupos controle normal e
hipercolesterolémico recebiam diariamente volume correspondente de veiculo
(Tween 80 em agua destilada). Apos 28 dias de tratamento, os animais foram
eutanasiados por aplicacéo inicial de lidocaina (10 mg/mL) e posteriormente de
tiopental s6dico na dose de 100 mg/kg de peso corporal por via intraperitoneal. Foi
realizada coleta de sangue venoso e de material bioldgico (figado, coracado, aorta e

gordura retroperitoneal) para analises posteriores (Figura 05).



Figura 05: Delineamento das etapas do protocolo experimental.
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Legenda: CN, controle normal; CD, controle dislipidemia; MB-25, manteiga da semente do bacuri na dose de 25 mg/kg/dia; MB-50, manteiga da semente do

bacuri na dose

de

50

mg/kg/dia.
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3.8 Andlise de marcadores do metabolismo lipidico

Os testes para determinacdo do perfil lipidico no plasma seguiram o
padrdo analitico recomendado pelo National Cholesterol Education Program
(WARNICK; WOOD, 1995). As analises foram realizadas no Nucleo de Pesquisas
em Plantas Medicinais da Universidade Federal do Piaui. Foram utilizados kits da
marca Labtest (Minas Gerais, Brasil) e as amostras foram analisadas em duplicata.

O teor de triglicerideos no plasma foi determinado através de Kit
enzimatico contendo as enzimas lipase lipoprotéica, glicerolquinase e glicerol-3-
fosfato peroxidase (SOLONI et al., 1971). O colesterol total foi determinado baseado
no método enzimatico-colorimétrico com colesterol esterase, colesterol oxidase e 4-
aminoantipirina. O colesterol presente na lipoproteina de alta densidade (HDL) foi
quantificado apds precipitacdo das lipoproteinas que contém apolipoproteina B
(VLDL e LDL), seguida da quantificagéo do colesterol presente no sobrenadante. O
agente precipitante é o acido fosfotungstico/cloreto de magnésio (PTA/MgC) (ABELL
et al., 1952). O nivel de lipoproteina de baixa densidade (LDL) foi obtido mediante
uso da férmula de Friedewald (FRIEDEWALD; LEVY; FREDRICKSON, 1972).

3.8.1 indices de aterosclerose

O indice de risco arterial coronério (CRI) foi calculado pela raz&o entre os
niveis plasmaticos de LDL-c e o HDL-c, de acordo com Draper et al. (1996). O indice
aterogénico (IA) foi calculado segundo Dobiasova e Frohlich (2001), pela razédo entre
0s niveis plasmaticos de triglicerideos e o HDL-c.

A razdo HDL/CT foi calculada pela razéo entre os niveis plasmaticos de
HDL-c e colesterol total, enquanto a razdo LDL/CT foi calculada pela razdo entre os
niveis de LDL-c e colesterol total, segundo metodologia proposta por Lee et al.
(2014).

3.9 Avaliagéo de marcadores de hepatotoxicidade

Para investigacdo de possivel toxicidade sistémica, o figado dos animais
foi removido e pesado em balanca analitica. Os niveis séricos de Aspartato
aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT) e Fosfatase alcalina (FAL)
foram obtidos através de método colorimétrico enzimético utilizando kits comerciais e

analisador automaético.
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3.10 Marcadores de estresse oxidativo e atividade antioxidante in vivo
3.10.1 Determinacédo do malondialdeido (MDA) plasmatico

As concentracbes de MDA foram determinadas pela producdo de
substancia reativas do acido tiobarbitarico (TBARS), de acordo com o método
descrito por Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979). Para isso, 200 uL do plasma ou agua
destilada (branco) foram adicionados a 350 pL de acido acético a 20% (pH 3,5) e
600 pL de acido tiobarbiturico 0,5%. Em seguida, a mistura foi incubada em banho-
maria por 45 minutos a 100°C e posteriormente resfriada em banho de gelo durante
15 minutos. Apo6s isso, foram adicionados 50 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS)
8,1%. A mistura foi entdo agitada, e depois centrifugada por 15 minutos a 12000 rpm
a 25°C. O sobrenadante foi coletado para leitura de absorbancia nos comprimentos
de onda de 532, 510 e 560 nm no espectrofotdmetro, para posterior célculo da
absorbéancia corrigida, proposta para minimizar a interferéncia dos pigmentos heme
e da hemoglobina (PYLES; STEJSKAL; EINZIG, 1993).

ABS =1,22 x [A532 — (0,56 x A510) + (0,44 x A560)]

Antes do processamento das amostras, uma curva analitica de calibragcéo
foi preparada utilizando MDA como padrdo, em concentragdes de 1, 5, 10, 25 e 50
nmol/mL. Os resultados foram expressos em nmol de MDA por mL de plasma.

3.10.2 Determinacéo da atividade da enzima superdxido dismutase eritrocitaria
(SOD)

A atividade da enzima foi determinada de acordo com o método descrito
por Das et al. (2000), em que foi analisada a quantidade de SOD capaz de inibir em
50% a formacéo de nitrito em reagao de ponto final.

Para a mistura da reacdo, em tubos de ensaio foram adicionados 1.110 pL
de tampéao fosfato, 75 pL L-metionina, 40 pL de Triton X-100, 75 pL de cloreto de
hidroxilamina, 100 uL de EDTA e 100 uL da amostra tampéo fosfato (branco). Apos
essa etapa, a mistura foi incubada em banho-maria a 37°C por 5 minutos. Apés esse
periodo, foram adicionados 80 pL de riboflavina a todos os tubos, os quais foram
expostos a luz durante 10 minutos. E entdo, 1 mL do reagente de Griess foi
adicionado ao sistema e a leitura de absorbéancia foi realizada em comprimento de
onda de 543 nm.
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Uma curva analitica de calibracao foi construida utilizando nitrito de sédio
em concentrag@es variando entre 5 e 50 uM. O calculo da atividade da SOD foi feito
com base na absorbancia do controle (vO) e absorbancia do teste (v), conforme a
férmula: SOD = v0 / v - 1. Por fim, foi determinada a quantidade de superéxido
dismutase capaz de inibir em 50 % a formag&o de nitrito.

Os resultados da SOD foram expressos em U/g de hemoglobina (Hb).
Para isso, paralelamente a preparacdo das amostras para analise desta enzima
foram preparadas amostras para determinacdo da concentracdo de hemoglobina
nos eritrécitos. Os resultados obtidos foram utilizados para célculo da atividade
enzimatica, segundo as seguintes férmulas:

SOD (U/mL) = Absorbancia x diluicdo
SOD (U/g Hb) = SOD (U/mL) / [Hg] (g/mL)

A determinacdo da hemoglobina foi realizada colocando-se 5 mL de
solugéo de drabkin em tubo de ensaio, em tripliclata, seguida da adicdo de 20 ul de
lisado de eritrécitos. ApOs isso, as amostras foram homogeneizadas e, em seguida,
lidas em espectrofotbmetro a 540 nm. Para preparo da amostra padréo,
adicionaram-se 20 pL de padrdo de hemoglobina a 5 mL de solucéo de drabkin, em
um tubo de ensaio, previamente preparado e identificado, seguido da leitura em
espectrofotometro a 540 nm.

3.10.3 Determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A medida de atividade da MPO baseia-se na velocidade de oxidagdo do
substrato o-dianisidina na presenca de H20: e evidenciada pela mudanca de
absorbancia medida a 450 nm (BRADLEY et al., 1982). A leitura foi realizada em
microplaca ELISA com 10 pL de material e 200 pL da solucédo de leitura, preparada
pela mistura de 27 mL de H20 destilada com 3 mL de tampéo fosfato pH 6,0, 15 mL
de H202a 1% e 5 mg de o-dianisidina.

A monitorizagdo da velocidade de formacao do produto de oxidacdo da o-
dianisidina foi realizada pela observacdo do aumento da absorbancia da mistura a
450 nm. As leituras foram obtidas em intervalos de 1 minuto. A atividade da MPO foi
calculada a partir da velocidade maxima da reacéo, e o resultado foi expresso em U
MPO/uL de amostra. Uma unidade de MPO é definida como a quantidade de H20:2
(umol) degradada por minuto.
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3.11 Andlise histolégica do figado

Apoés a eutanasia, o figado dos animais foi removido e preservado em
formol tamponado 10 % por 48 horas. Em seguida, foram feitas seccdes transversais
e escolhidos trés cortes do figado de cada animal. Estes cortes foram submetidos as
técnicas histologicas habituais com inclusdo em parafina para obtencéo de cortes de
5 um de espessura que, posteriormente, foram corados com hematoxilina-eosina
(HE) pela equipe do Laboratério de Histologia da UFPI.

Para estudo morfométrico foi utilizado um microscépio éptico comum
(Nikon Eclipse E200) acoplado a uma camera fotogréafica (Digital color SCC-131,

Samsung).

3.12 Critérios éticos

Todos os procedimentos relacionados ao uso de animais foram realizados
segundo as normas preconizadas no “Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals” (Institute of Laboratory Animals Resoruces, National Academy of Science,
Washington, D.C., 1996), pelos principios éticos estabelecidos para Experimentacéo
Animal pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo Animal - CONCEA e
pela legislacdo nacional em vigor - Lei 11.794, de 08.10.2008 e Lei 9.605, de
12.02.98 (BRASIL, 2008; BRASIL, 1998). A pesquisa foi aprovada na Comissao de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (parecer
197/2016 e 00) (Anexos A e B).

3.13 Analise estatistica

Os valores foram representados como média + erro padrédo da média. A
analise estatistica foi realizada por meio de analise de variancia (ANOVA/one-way)
seguida de pos-teste de Tukey para comparacdo multipla. O nivel de significancia foi

estabelecido em p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacao da atividade antioxidante in vitro da manteiga da semente do
bacuri

Na avaliacdo da atividade antioxidante in vitro, em todas as
concentracOes testadas, a manteiga da semente do bacuri foi capaz de reduzir
parcialmente os niveis do radical DPPH, tendo a maior capacidade antioxidante com
as maiores concentracdes testadas, de 960, 1.440 e 1.920 ug/mL, apresentando
71,1, 829 e 87,6 % de inibicao do radical, respectivamente (Figura 06). A
concentracdo que induz metade do efeito maximo (EC50) da manteiga de bacuri foi

de 493,1 yg/mL, com intervalo de confian¢a de 460,2-531,1.

Figura 06: Atividade antioxidante in vitro da manteiga da semente do bacuri pelo
método DPPH.
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Legenda: AA% = percentual de atividade antioxidante; Conc = concentragdo da manteiga de

bacuri (pg/ml).
4.2 Toxicidade aguda da manteiga da semente do bacuri em Rattus norvegicus

Apés a administracdo da manteiga da semente de bacuri, em dose Unica

de 2,0 g/kg, v.0.,, ndo foram observadas mortes ou mudancas em parametros
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comportamentais que fossem indicativas de toxicidade sistémica aguda. E em
virtude da auséncia de mortes nao foi possivel determinar a dose letal média (DL50).

4.3 Efeitos da administracdo da manteiga da semente do bacuri sobre a

ingestéo alimentar em hamsters hipercolesterolémicos

No que se refere ao consumo medio de racdo, identificou-se que os
grupos hipercolesterolémicos apresentaram reducdo significativa do consumo
(p<0,05), quando comparados ao grupo controle normal (Figura 07). Por outro lado,
0 consumo de rag¢ao nao diferiu entre os grupos tratados com a manteiga do bacuri

(p>0,05) em relagéo ao controle dislipidemia.

Figura 07: Consumo de racdo de hamsters (Mesocricetus auratus) durante 28 dias

de tratamento com manteiga da semente de bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia).
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Legenda: CN, controle normal; CD, controle dislipidemia; MB-25, manteiga da semente do
bacuri na dose de 25 mg/kg/dia; MB-50, manteiga da semente do bacuri na dose de 50
mg/kg/dia; ? p<0,05 em relacdo ao grupo Controle normal, testes de one-way ANOVA e

Tukey.
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4.4 Efeitos da administracdo da manteiga da semente do bacuri sobre a
evolucdo ponderal, o crescimento e o peso do figado, coracdo e gordura

retroperitoneal de hamsters hipercolesterolémicos

Na avaliacdo do ganho de peso, verificou-se que a ingestdo de dieta
hipercolesterolémica ndo promoveu alteracdo significativa (p>0,05) do ganho de
peso dos animais com hipercolesterolemia induzida por dieta, quando comparados
aos animais do grupo controle normal. Da mesma maneira, o tratamento com a
manteiga do bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia) nédo interferiu neste parametro em relacao
ao grupo hipercolesterolémico nédo tratado ou ao grupo controle normal (Figura 08).

Figura 08: Ganho de peso de hamsters (Mesocricetus auratus) durante 28 dias de

tratamento com manteiga da semente de bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia).
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Legenda: CN, controle normal; CD, controle dislipidemia; MB-25, manteiga da semente do
bacuri na dose de 25 mg/kg/dia; MB-50, manteiga da semente do bacuri na dose de 50

mg/kg/dia. Testes de one-way ANOVA e Tukey.

No que se refere a evolugcdo ponderal antes, durante e ao final dos
tratamentos, observou-se que 0s grupos hipercolesterolémicos, tratados ou ndo com
a manteiga do bacuri, ndo diferiram estatisticamente (p>0,05) quando comparados

ao grupo controle normal. Além disso, n&do foram observadas diferencas
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significativas (p>0,05) dentro dos grupos entre o peso medido antes, durante e ao

final dos tratamentos (Tabela 02).

Tabela 02: Efeito do tratamento com a manteiga da semente de bacuri (25 ou 50

mg/kg/dia) sobre o peso de hamsters (Mesocricetus auratus).

Peso corporal em gramas (Média £ EPM)

Grupos Antes do 7 dias 14 dias 21 dias Final
tratamento
Controle normal 114,37 123,00 = 128,00 = 133,5 + 4,47 132,12
(CN, n=8) +4,08 4,33 4,46 4,52
Controle 113,25 122,25 + 131,25+ 135,75+ 134,87 £
dislipidemia (CD, +6,43 7,37 5,28 5,43 4,41
n=8)
Manteiga de bacuri 112,44 + 125,62 + 129,25 + 134,25 + 132 + 5,36
25 mg/kg/dia (MB- 5,24 4,69 5,30 5,16
25, n=10)
Manteiga de bacuri 112,87 121,75+ 125,87 £ 127,87 £ 129,25 +
50 mg/kg/dia (MB- 4,14 3,94 5,03 15,66 5,60

50, n=10)

Legenda: Testes de one-way ANOVA e Tukey.

No que concerne ao crescimento dos animais, ndao foram identificadas

diferencas significativas (p>0,05) entre os grupos nas medidas de comprimento

nasoanal aferidas no momento anterior a inducédo da hipercolesterolemia, no inicio

ou no final dos tratamentos (Tabela 03). Dentro dos grupos também nado foram

encontradas diferencas estatisticas no comprimento dos animais medido em

gualguer um dos momentos avaliados.
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Tabela 03: Efeito do tratamento com a manteiga da semente de bacuri (25 ou 50

mg/kg/dia) sobre o comprimento nasoanal de hamsters (Mesocricetus auratus).

Média + EPM
Grupos Inducéo Inicio do tratamento Final
Controle normal (CN, 15,24 £ 0,26 16,55 £ 0,20 16,75+ 0,43
n=8)
Controle dislipidemia 15,00 £ 0,35 16,67 £ 0,57 17,12 +0,41
(CD, n=8)
Manteiga de bacuri 14,66 + 0,88 16,17 £ 0,21 17,2 +£0,33
25 mg/kg/dia (MB-25,
n=10)
Manteiga de bacuri 15,70 £ 0,25 16,10 £ 0,33 17,35+0,14
50 mg/kg/dia (MB-50,
n=10)

Legenda: Testes de one-way ANOVA e Tukey.

Conforme observado na Tabela 04, os hamsters tratados com a manteiga
do bacuri ndo apresentaram diferencas (p>0,05) no indice de Lee e no indice de
massa corporal (IMC), quando comparados entre si ou em relacdo ao grupo controle
dislipidemia e ao grupo controle normal (Tabela 04). Da mesma maneira, 0s animais
hipercolesterolémicos nao tratados ndo diferiram significativamente (p>0,05), no

indice de Lee e no IMC em relagcédo ao grupo controle normal.

Tabela 04: indices de Lee e de massa corporal (IMC) de hamsters (Mesocricetus
auratus) apoés 28 dias de tratamento com manteiga da semente de bacuri (25 ou 50

mg/kg/dia).
Média + EPM
Grupos indice de Lee IMC (g/cm?)
Controle normal (CN, n=8) 307,30 + 3,33 0,48 £ 0,01
Controle dislipidemia (CD, n=8) 301,98 + 10,27 0,46 + 0,02

Manteiga de bacuri 25 mg/kg/dia (MB-25, n=10) 301,56 + 3,21 0,46 £ 0,01
Manteiga de bacuri 50 mg/kg/dia (MB-50, n=10) 296,95 + 3,78 0,43 +0,01

Legenda: Testes de one-way ANOVA e Tukey.
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A ingestdo de dieta hiperlipidica ndo promoveu alteragcbes no peso do
figado, do coracdo ou da gordura retroperitoneal no grupo controle dislipidemia,
qguando confrontado com o grupo controle normal (Tabela 05). Do mesmo modo, o
tratamento com a manteiga de bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia) ndo provocou alteracéo
significativa (p>0,05) no peso dos 6érgaos (figado e coragdo) ou da gordura
retroperitoneal em relagdo ao grupo controle dislipidemia. Entretanto, observou-se
um aumento isolado (p<0,05) do peso do figado de animais tratados com a MB, em

guando comparados ao grupo controle normal.

Tabela 05: Peso do figado, coracdo e gordura retroperitoneal de hamsters
(Mesocricetus auratus) apds 28 dias de tratamento com manteiga da semente de
bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia).

Média + EPM
Grupos Figado (g) Coragdo (9) Gordura
Retroperitoneal
(@)

Controle normal (CN, n=8) 4,07 £ 0,17 0,56 =+ 0,03 1,43+0,12

Controle dislipidemia (CD, n=8) 4,96 + 0,25 0,59 £ 0,03 1,64 +0,13

Manteiga de bacuri 25 mg/kg/dia (MB-25, 5,32 £ 0,302 0,59+ 0,03 1,77 £ 0,22
n=10)

Manteiga de bacuri 50 mg/kg/dia (MB-50, 5,23 +£0,322 0,54 £ 0,02 1,40+ 0,18
n=10)

Legenda: @ p < 0,05 em relagdo ao grupo controle normal, testes de one-way ANOVA e

Tukey.

4.5 Efeitos da administracdo da manteiga da semente do bacuri sobre o perfil
lipidico de hamsters hipercolesterolémicos

Na avaliacdo do perfil lipidico, verificou-se que 0s grupos
hipercolesterolémicos apresentaram niveis de triglicerideos (Figura 09A) e colesterol
total (Figura 09B) significativamente maiores (p<0,0001) que o grupo controle
normal. Quando confrontados ao grupo controle dislipidemia, os grupos tratados
com a manteiga do bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia) ndo apresentaram diferenca

significativa (p>0,05) nos niveis de triglicerideos e colesterol total.
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No que se refere aos niveis de HDL-c, 0os grupos que receberam dieta
hipercolesterolémica apresentaram niveis significativamente maiores (p<0,05) dessa
lipoproteina plasmatica quando comparados ao grupo controle normal (Figura 09C).
Por sua vez, também houve diferenca significativa, com elevacdo dos niveis de
HDL-c, dos grupos tratados com a manteiga de bacuri nas doses de 25 mg/kg/dia
(p<0,01) e 50 mg/kg/dia (p<0,0001), em relacdo ao grupo controle dislipidemia. Nao
foi encontrada diferenca estatistica (p>0,05) quando confrontados os tratamentos
entre si.

Na andlise dos niveis de LDL-c, identificou-se que 0s grupos
hipercolesterolémicos apresentaram valores significativamente maiores (p<0,0001),
do que o grupo controle normal (Figura 09D). Por outro lado, ao comparar-se 0s
niveis de LDL-c dos grupos tratados, observou-se reducdo significativa desse
parametro nos grupos tratados com a manteiga na dose de 25 mg/kg (p<0,05) e 50
mg/kg (p<0,01), em relagdo ao grupo hipercolesterolémico n&o tratado. Quando
comparados entre si, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os dois

tratamentos.
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Figura 09: Concentracbes séricas de triglicerideos, colesterol total, HDL-c e LDL-c
de hamsters (Mesocricetus auratus) ao final de 28 dias de tratamento com manteiga

da semente de bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia).
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Legenda: CN, controle normal; CD, controle dislipidemia; MB-25, manteiga da semente do
bacuri na dose de 25 mg/kg/dia; MB-50, manteiga da semente do bacuri na dose de 50
mg/kg/dia; 2 p < 0,001 em relacdo ao grupo controle normal; ® p < 0,05 em relagé&o ao grupo
controle dislipidemia; ¢ p < 0,01 em relacdo ao controle dislipidemia, testes de one-way
ANOVA e Tukey.

Ao avaliar-se o indice Aterogénico (IA), observou-se que o tratamento
com a manteiga do bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia) promoveu reducéo significativa
(p<0,05) do IA guando confrontado com o grupo controle dislipidemia, mas ndo em
relacdo ao grupo controle normal (Tabela 06). No que se refere ao indice de Risco
Arterial Coronario (CRI), o tratamento dos animais com hipercolesterolemia induzida

por dieta com a manteiga de bacuri promoveu reducao significativa (p<0,05) no CRI,
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em comparagdo ao grupo controle dislipidemia. Adicionalmente, o tratamento com a
dose maior de manteiga de bacuri (50 mg/kg/dia) produziu diminuicdo significativa
(p<0,05) do CRI em relacéo ao grupo controle normal. No que diz respeito as razbes
HDL/CT e LDL/CT, identificou-se que animais hipercolesterolémicos néao-tratados
apresentaram valores significativamente menores (p<0,05) de razdo HDL/CT, em
comparacao aos grupos tratados com a manteiga do bacuri, mas sem diferenca
estatistica (p>0,05) em relacdo aos animais do grupo controle normal, e, além disso,
apresentaram valores maiores (p<0,05) de razdo LDL/CT, quando confrontados aos

grupos controle normal e manteiga de bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia).

Tabela 06: Efeito do tratamento com manteiga da semente de bacuri (25 ou 50
mg/kg/dia) no indice aterogénico (lIA), indice de risco arterial coronario (CRI), razdo
HDL/CT e razédo LDL/CT em modelo experimental de dislipidemia induzida por dieta

em hamsters (Mesocricetus auratus).

Parametros (Média + EPM)

indice indice de Risco HDL/CT LDL/CT
Grupos Aterogénico (IA) Arterial Coronario
(CRI)

Controle normal 1,47 £ 0,16 2,42 +0,19 0,238 + 0,01 0,578 £ 0,04

(CN, n=8)

Controle 2,14 + 0,162 3,14 £ 0,192 0,219 + 0,02 0,691 £ 0,072
dislipidemia (CD,

n=8)

Manteiga de bacuri 1,4+0,16° 2,01 +0,11° 0,285 + 0,01ab 0,576 = 0,03°
25 mg/kg/dia (MB-

25, n=10)
Manteiga de bacuri 1,4 +0,15° 1,88 + 0,092b 0,300 + 0,012 0,568 + 0,01°
50 mg/kg/dia (MB-

50, n=10)

Legenda: @ p < 0,05 em relagdo ao controle normal; ® p < 0,05 em relagdo ao controle

dislipidemia, testes de one-way ANOVA e Tukey.

4.6 Efeitos da administracdo da manteiga da semente do bacuri sobre

marcadores de peroxidacdo em hamsters hipercolesterolémicos
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4.6.1 Concentracdes de Malondialdeido (MDA)

Verificou-se que o0s grupos hipercolesterolémicos nédo apresentaram
alteracbes significativas (p>0,05) nos niveis de malondialdeido plasmatico, quando
comparados ao grupo que recebeu ragdo padrao (controle normal) (Figura 10). Além
disso, os grupos tratados com a manteiga do bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia), embora
tenham demonstrado menores niveis de MDA, nado apresentaram alteracdes
significativas (p>0,05), em relagcdo aos animais hipercolesterolémicos nao tratados
(grupo controle dislipidemia).

Figura 10: Concentracdes plasmaticas de malondialdeido de hamsters
(Mesocricetus auratus) ao final de 28 dias de tratamento com a manteiga da

semente de bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia).
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Legenda: CN, controle normal; CD, controle dislipidemia; MB-25, manteiga da semente do bacuri na
dose de 25 mg/kg/dia; MB-50, manteiga da semente do bacuri na dose de 50 mg/kg/dia. Testes de
one-way ANOVA e Tukey.

4.6.2 Atividade da mieloperoxidase (MPO)

Na avaliacdo da atividade da MPO, identificou-se que os animais que

receberam apenas a dieta hiperlipidica (grupo dislipidemia) apresentaram niveis
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significativamente maiores (p<0,05) desta enzima, quando comparados ao grupo
normal. Em contrapartida, a manteiga do bacuri (25 e 50 mg/kg) preveniu que
houvesse aumento significativo (p>0,05) da atividade da mieloperoxidase em
animais tratados, em relacdo ao grupo controle normal (Figura 11). Entretanto, n&o
foram observadas diferengas significativas entre os grupos com hipercolesterolemia

induzida por dieta.

FIGURA 11: Atividade da enzima mieloperoxidase de hamsters (Mesocricetus
auratus) ao final de 28 dias de tratamento com manteiga da semente de bacuri (25

ou 50 mg/kg/dia).
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Legenda: CN, controle normal; CD, controle dislipidemia; MB-25, manteiga da semente do
bacuri na dose de 25 mg/kg/dia; MB-50, manteiga da semente do bacuri na dose de 50

mg/kg/dia; @ p < 0,05 em relacéo ao controle normal, testes de one-way ANOVA e Tukey.

4.7 Efeitos da administracdo da manteiga da semente do bacuri sobre a
atividade antioxidante de hamsters hipercolesterolémicos

No que se refere a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD), os
animais hipercolesterolémicos néo tratados nao diferiram estatisticamente (p>0,05),
gquando comparados ao grupo controle normal. Por outro lado, embora ndo tenha
sido notada mudancas nos niveis de SOD do grupo manteiga de bacuri na dose de
25 mg/kg/dia em relacdo aos controles normal e dislipidemia, o tratamento com a

maior dose da manteiga (50 mg/kg/dia) promoveu aumento significativo (p<0,05)
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deste parametro, em relacdo aos dois grupos controles (normal e dislipidemia). N&o
foram identificadas diferengas significativas (p>0,05) quando comparados os valores
de SOD dos animais tratados com a dose de 25 e 50 mg/kg/dia (Figura 12).

Figura 12: Atividade da enzima superoxido dismustase eritrocitaria de hamsters
(Mesocricetus auratus) ao final de 28 dias de tratamento com manteiga da semente
de bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia).
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Legenda: CN, controle normal; CD, controle dislipidemia; MB-25, manteiga da semente do
bacuri na dose de 25 mg/kg/dia; MB-50, manteiga da semente do bacuri na dose de 50
mg/kg/dia; @ p < 0,05 em relacdo ao controle normal; ® p < 0,05 em relacdo ao controle
dislipidemia, testes de one-way ANOVA e Tukey.

4.8 Efeitos da administracdo da manteiga da semente do bacuri sobre a funcéao
hepética de hamsters hipercolesterolémicos

Na avaliagdo das concentracbes séricas de aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FAL) ndo foi encontrada
diferenca estatistica (p>0,05) entre os animais do grupo controle dislipidemia e
controle normal (Tabela 07). De maneira semelhante, os animais tratados com a
manteiga da semente de bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia) nao diferiram (p>0,05) nos
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niveis de AST, ALT e FAL quando comparados aos grupos controles (normal e

dislipidemia) ou entre si.

Tabela 07: Concentracbes séricas de AST, ALT e FAL (U/L) de hamsters
(Mesocricetus auratus) ao final de 28 dias de tratamento com manteiga da semente
de bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia).

Parametros (Média + EPM)

Grupos AST (U/L) ALT (U/L) FAL (U/L)
Controle normal (CN, 61,42 + 5,69 73,66 + 6,95 267,66 + 41,97
n=8)
Controle dislipidemia 69,85 + 14,36 65,50 £ 7,93 363,6 £ 78,83
(CD, n=8)
Manteiga de bacuri 25 71,87 £5,11 68,16 + 4,94 353,66 + 53,53
mg/kg/dia (MB-25,
n=10)
Manteiga de bacuri 50 80,28 + 6,28 83,28 +4,8 320,62 + 13,25
mg/kg/dia (MB-50
(n=10)

Legenda: AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase; FAL, fosfatase

alcalina. Testes de one-way ANOVA e Tukey.

4.9 Efeitos da administracdo da manteiga da semente do bacuri sobre a
morfologia do figado de hamsters hipercolesterolémicos

Na avaliacdo das micrografias dos cortes do figado de hamsters normais,
observou-se a auséncia de alteracBes estruturais, através da preservacdo do
parénquima hepatico (Figura 13A). Por outro lado, os animais do grupo dislipidemia
(Figura 13B) apresentaram sinusoides dilatados e prejuizo da arquitetura tecidual -
caracteristicas condizentes com a esteatose hepatica. Embora o nacleo celular dos
animais tratados com a manteiga do bacuri (Figuras 13C e 13D) tenha apresentado-
se integro, a morfologia do citoplasma ndo se encontra compativel com a de

hepatocitos normais, possivelmente por conta do processamento tecidual.
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FIGURA 13: Micrografias de figado de hamsters (Mesocricetus auratus) ao final de

28 dias de tratamento com manteiga da semente de bacuri (25 ou 50 mg/kg/dia).

Legenda: A, controle normal (ampliacdo de 400X); B, controle dislipidemia (ampliacdo de
400X); C, manteiga de bacuri 25 mg/kg/dia (ampliagdo de 1000X); D, manteiga de bacuri 50
mg/kg/dia (ampliacdo de 1000X).
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5 DISCUSSAO

O uso de farmacos no tratamento das dislipidemias esta associado ao
desenvolvimento de efeitos adversos que afetam a musculatura esquelética e o trato
gastroinstestinal (GRUNDY et al., 2014; XAVIER et al., 2013). Plantas medicinais
tém sido empregadas no tratamento de diversas doencas metabdlicas,
apresentando, com isso, potencial uso no tratamento da dislipidemia, tendo em vista
a reducdo de efeitos adversos comumente observados com uso de farmacos
sintéticos. Neste trabalho, mostramos que o uso da manteiga da semente de P.
insignis Mart. promoveu melhorar os niveis de lipoproteinas plasmaticas em modelo
de hipercolesterolemia induzida por dieta. Adicionalmente, verificamos reducdo do
risco de doencas cardiovasculares e aumento da atividade antioxidante de enzima
superoxido dismutase, sem alterar o crescimento, 0 consumo de ra¢édo ou a funcao
hepética de hamsters hipercolesterolemizados.

Inicialmente, realizou-se a avaliacdo da toxicidade aguda, tendo em vista
a auséncia de estudos investigando a toxicidade aguda associada ao uso da
manteiga do bacuri e, consequentemente, o desconhecimento dos seus efeitos
adversos. Para isso, utilizou-se o teste de dose fixa em que se avalia a manifestacao
de sinais de toxicidade mediante a exposicao a dose fixa de substancias (VAN DEN
HEUVEL et al., 1990). A administracdo da dose de 2.000 mg/kg da manteiga do
bacuri ndo promoveu morte ou quaisquer sinais de toxicidade aguda, ndo sendo
possivel determinar a DL50 (dose letal 50) da manteiga, o que indica seguranca
guanto a sua utilizacdo em regime de tratamento utilizado no modelo de dislipidemia
induzida por dieta.

A hipercolesterolemia induzida por dieta rica em lipidios € um modelo
amplamente utilizado na avaliagdo de compostos com alegacdo de efeito
hipolipidémico, uma vez que o aumento da ingestdo de gordura dietética promove
alteracbes nos niveis de lipoproteinas plasméticas em roedores de modo
semelhante ao observado em seres humanos (BUETTNER et al., 2007). Neste
sentido, o presente trabalho utilizou a suplementacéo da ragédo com 0leo de coco e
colesterol para inducdo de dislipidemia, por meio de ragcdo previamente testada
através de protocolo piloto. O 6leo de coco é rico em acidos graxos saturados, como
0 &cido laurico (C12:0) e o &cido miristico (C14:0), e produz elevacao dos niveis de
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triglicerideos, colesterol total e LDL-colesterol (EYRES et al., 2016; TAISHI et al.,
1994). E do mesmo modo, o acréscimo de colesterol a dieta sabidamente promove
elevacdo dos niveis plasmaticos de colesterol total, contribuindo para a inducao de
dislipidemia (STAMLER; SHEKELLE, 1988; KLEEMANN et al., 2007).

O metabolismo lipidico de Mesocricetus auratus torna esta espécie um
dos melhores modelos para o estudo de dislipidemia, uma vez que apresenta
semelhanca ao de humanos, no qual o transporte de colesterol no sangue ocorre
principalmente na forma de LDL-colesterol; e com aumento da ingestdo de lipidios
da dieta, de maneira diferente de outros roedores, apresentam elevagéo nao apenas
dos niveis plasmaticos de LDL-colesterol, mas também de triglicerideos (NISTOR et
al., 1987; SPADY; DIETSCHY, 1988; ZHANG et al., 2009; GAO et al., 2010). Assim,
avaliou-se os efeitos da manteiga do bacuri sobre o perfil lipidico de hamsters com
hipercolesterolemia induzidos por dieta e observou-se que embora nao tenha havido
reducdo dos niveis de triglicerideos e colesterol total, a manteiga produziu reducao
dos niveis plasmaticos de LDL-colesterol concomitante a elevacdo dos niveis de
HDL-colesterol.

A HDL-colesterol € inicialmente sintetizada no figado, na forma de
apoliproteina Al, e transferida para a circulacdo sanguinea, onde se liga a
fosfolipidios e ao colesterol, além de promover o efluxo do colesterol armazenado
em células, incluindo macrofagos subendoteliais, e, posteriormente, transporta o
colesterol para o figado para que seja excretado nas fezes, reduzindo com isso o
risco de doenca aterosclerdtica (ALI et al., 2012). A reducdo da LDL-colesterol, por
sua vez, também se associa a reducao do risco cardiovascular em virtude de que,
quando em excesso na circulacdo, a LDL pode atravessar o endotélio vascular e
acumular-se, sofrendo oxidacdo e sendo fagocitada por macréfagos, dando inicio a
formacao de lesdes ateroscleréticas (LIBBY et al., 2000). Neste sentido, prosseguiu-
se para avaliacédo do risco de aterogenicidade por meio de utilizacdo de indices de
risco cardiovascular dos animais tratados com a manteiga da semente do bacuri.

O indice aterogénico (IA) é considerado melhor preditor do risco de
doenca aterosclerdtica do que os niveis de LDL-c ou de colesterol total isolados
(KINOSIAN et al., 1995); e o indice de risco coronario (CRI), por sua vez, apresenta
capacidade de predicdo semelhante aquela observada para o IA (MILLAN et al.,
2009). A observagao de que o tratamento com a manteiga de bacuri promoveu
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reducédo do IA e do CRI quando comparado com o grupo controle dislipidemia. Esse
achado merece destague, uma vez que elevados valores de IA correlacionam-se
com elevacao da pressdo sanguinea e com disfuncdes e doencas metabdlicas, tais
como a hiperinsulinemia (JEPPESEN et al., 1998). Portanto, a reducédo dos valores
de IA, bem como do CRI, nos animais tratados com a manteiga do bacuri,
representam um menor risco de desenvolvimento de aterosclerose.

As razbes HDL/CT e LDL/CT permitem relacionar de maneira confiavel os
niveis do colesterol total e suas fracbes a severidade da aterosclerose coronaria
(NAITO et al., 1979). Observou-se que animais hipercolesterolémicos néo-tratados
apresentaram valores menores de razdo HDL/CT e maiores de razdo LDL/CT. Esses
resultados indicam maior risco de severidade da aterosclerose no grupo controle
dislipidemia quando comparado aos grupos tratados com a manteiga de bacuri. De
maneira semelhante, porém utilizando diferente espécie animal, Basu et al. (2007)
observaram que o 6leo da semente de Hippophaea rhamnoides promoveu aumento
na razdo HDL-c/CT e reducdo do risco de aterosclerose em coelhos
hipercolesterolémicos, apds trinta dias de suplementacdo com 1% de colesterol.

O o6leo da semente do bacuri apresenta, predominantemente, em sua
composi¢cdo acidos graxos saturados, como o &cido palmitico, e monoinsaturados,
como o oleico e o palmitoleico (BENTES et al., 1986). A ingestdo de acidos graxos
saturados promove aumento do colesterol total e da LDL-colesterol por aumentar a
sintese de colesterol hepatica e por reduzir a atividade dos receptores de LDL,
enquanto acidos insaturados (poli ou monoinsaturados) promovem aumento da
atividade e da quantidade de receptores de LDL, bem como do seu mRNA,
aumentando, assim, a sua velocidade de renovacdo (FERNANDEZ; WEST, 2005).
Neste sentido, sugere-se que os efeitos da manteiga do bacuri sobre o perfil lipidico
deram-se, a0 menos em parte, ao seu conteudo de &cidos graxos insaturados.
Entretanto, sabe-se que compostos secundarios provenientes do metabolismo de
plantas também podem influenciar positivamente no perfil lipidico de animais
hipercolesterolémicos (BOUDJEKO et al., 2013).

A familia Clusiaceae, a qual pertence o bacuri, € rica em metabolitos
secundarios com atividade antioxidante ja descrita na literatura. Entre 0s compostos
descritos destacam-se as xantonas e o floroglucinol, que pertencem ao grupo dos

compostos fendlicos. O bacuri, por sua vez, apresenta as xantonas como compostos
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majoritarios, conforme determinado em fracdes diclorometano e etil acetato da
semente do bacuri (COSTA JUNIOR et al., 2012). Miura et al. (2001), ao investigar
os efeitos da mangiferina, uma xantona, em camundongos com hipercolesterolemia
induzida por dieta rica em colesterol, observaram que a mesma promoveu reducao
dos niveis de colesterol total nos animais tratados. Em outro estudo, Bao et al.
(2016) demonstraram que a dimetoxixantona e a trimetoxixantona melhoraram o
metabolismo lipidico em ratos obesos induzidos por dieta rica em frutose, ao reduzir
0s niveis de colesterol total, triglicerideos e LDL-colesterol, e ao elevar os niveis de
HDL-colesterol. Neste contexto, levantou-se a hiptese de que os efeitos da
manteiga do bacuri observados sobre o perfil lipidico podem ter ocorrido também por
contribuicdo do seu conteudo de compostos antioxidantes do grupo das xantonas.
Avaliou-se o potencial antioxidante da manteiga da semente de P. insignis
Mart. in vitro, através do método de sequestro de radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH), e observamos que a manteiga apresentou elevada capacidade
de eliminacédo de radical DPPH. O ensaio do DPPH é baseado na doacdo de atomos
de hidrogénio da substancia com atividade antioxidante para o radical estavel de
DPPH, resultando em reducdo de DPPH para DPPH2, sendo assim neutralizado
(MISHRA et al.,, 2012). Em seguida, verificamos o potencial antioxidante da
manteiga em protocolo in vivo, e identificamos que embora ndo tenha havido
elevacdo da concentracdo plasmatica de malondialdeido (MDA) nos animais néo
tratados, em relacdo aos animais normais, houve aumento da atividade da enzima
superoxido dismutase (SOD) nos eritrécitos, bem como uma tendéncia a reducao do
MDA no plasma de hamsters tratados com a manteiga do bacuri, acompanhada de
reducdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) dos grupos tratados. O MDA é um
produto da peroxidacdo lipidica e o aumento dos seus niveis ocorre quando ha
aumento de espécies reativas no organismo, 0 que é observado em situacdes de
estresse oxidativo (DEL RIO et al., 2005). A SOD, por sua vez, é uma enzima
integrante do sistema antioxidante enddgeno, que tem capacidade de dismutar o
radical superéxido (Oz2’) em oxigénio molecular (O2) e peréxido de hidrogénio (H202).
Este ultimo é capaz de atravessar as membranas celulares para entdo ser
convertido em H20 por outras enzimas do sistema antioxidante, e dessa forma reduz
0 risco de estresse oxidativo (MRUK et al., 2002). A MPO é uma enzima que produz

espécies reativas oxidantes e esta intimamente relacionada com a peroxidagédo
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lipidica na doenca cardiovascular, contribuindo para o dano tecidual e para o
desenvolvimento de placas ateromatosas (NICHOLLS; HAZEN, 2005). Neste
estudo, demonstrou-se que a manteiga do bacuri promoveu aumento significativo na
atividade da SOD nos animais tratados, além de promover reducdo dos niveis de
MPO, sugerindo importante atividade antioxidante in vivo, mesmo na presenca de
baixo grau de estresse oxidativo, conforme observado pelos niveis de MDA
plasmaticos.

Além disso, verificou-se que a ingestdo de dieta hiperlipidica néo
promoveu aumento do ganho de peso dos animais dislipidémicos ou alteracédo da
ingestdo alimentar e do crescimento em relagdo ao grupo controle normal.
Acreditamos que esses resultados possam ser atribuidos em parte ao periodo de
tratamento utilizado, visto que o tempo total de dieta hiperlipidémica foi de apenas 7
semanas, e outros trabalhos utilizaram protocolos de maior duragdo, com 12 a 16
semanas, para inducdo de obesidade em hamsters (DECORDE et al., 2008; SUH et
al., 2011; VIDE et al., 2015; COSTA et al., 2011). Estudos semelhantes ao nosso,
com protocolos mais curtos, ndo demonstraram diferencas no ganho de peso, na
ingestdo alimentar ou no crescimento de hamsters mantidos com dieta
hipercolesterolémica por 3 a 8 semanas (CHAN et al., 1999; CHANG et al, 2003;
TZANG et al.,, 2009). Também verificamos que o tratamento com a manteiga do
bacuri ndo promoveu alteracfes relacionadas a esses mesmos parametros, desse
modo demonstrando que a manteiga ndo produziu efeitos deletérios no metabolismo
animal.

Por dltimo, avaliou-se marcadores de funcdo hepética (alanina
aminotransferase, aspartato aminotransferase e fosfatase alcalina), bem como peso
do figado, coracdo e gordura retroperitoneal, além da andlise histopatologica de
seccOes do figado, e foi observado que a inducdo de dislipidemia nos grupos
hipercolesterolémicos ou o tratamento com a manteiga da semente do bacuri ndo
produziram hepatotoxicidade ou alteragbes no peso do coragcdo ou da gordura
retroperitoneal, embora tenha sido verificado um aumento isolado no peso do figado
desses animais. Além disso, observou-se também que a ingestdo de dieta
hiperlipidica produziu esteatose hepatica, que tem como caracteristica principal o
acumulo de triglicerideos nos hepatdcitos (CHOI; DIEHL, 2008). De maneira

semelhante, porém utilizando dieta hipercolesterolémica composta de racdo padréo
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acrescida de 1% de colesterol, Martinello et al. (2006) observaram que a ingestéo de
dieta hipercolesterolémica por hamsters, durante 10 semanas, nao promoveu
aumento dos niveis das enzimas AST e ALT hepaticas. Por outro lado, Lai et al.
(2016), utilizando dieta hipercolesterolémica composta de racdo padrao
suplementada com 11,5% de 6leo de coco, 11,5% de 6leo de milho e 1% de
colesterol, observaram que hamsters hipercolesterolémicos, com dislipidemia
induzida por 12 semanas, apresentaram aumento significativo dos niveis de AST e
ALT, em relacdo ao grupo controle normal. Também de maneira diferente, Yang et
al. (2017) verificaram que hamsters alimentados, ao longo de 8 semanas, com dieta
hiperlipidica composta de 94,9% de racao padrdo, 5% de 6leo de Ching-Shan e
0,1% de colesterol, apresentaram aumento significativo dos niveis séricos de AST e
ALT.
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6 CONCLUSAO

A andlise dos resultados obtidos indica que a manteiga da semente do
bacuri, nas doses e no tempo de tratamento aqui utilizados, produz repercussdes
favoraveis no perfil lipidico dos animais, mais precisamente nas fragfes de colesterol
HDL e LDL, e, adicionalmente, promove redu¢do no risco de aterosclerose. Além
disso, demonstrou importante agéo antioxidante in vitro e a sua administracdo in vivo
promoveu aumento da atividade da superéxido dismutase, e reducdo da
peroxidacao lipidica. A manteiga apresentou baixo ou nenhum efeito téxico agudo in
vivo, nem alterou o peso do coracdo e da gordura retroperitoneal, a atividade de
enzimas hepaticas, o ganho de peso, o crescimento, a massa corporal ou a ingestao

alimentar de hamsters hipercolesterolémicos
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7 PERSPECTIVAS

o Avaliar a toxicidade cronica da manteiga da semente de P. insignis Mart.;
o Identificar o mecanismo pelo qual a manteiga da semente de P. insignis
Mart. promove aumento dos niveis de HDL-colesterol,

o Investigar os efeitos da manteiga da semente de P. insignis Mart. sobre
as concentracfes de enzimas antioxidantes (catalase e glutationa peroxidase), de
marcador de peroxidacdo de proteinas (proteinas carbonilas);

o Verificar o efeito da manteiga da semente de P. insignis Mart. sobre os

niveis de LDL-oxidada.
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ANEXO A: Parecer de aprovacdo dos protocolos com Mesocricetus auratus
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA/UFPI).

MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piauf, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Avaliacdo dos efeitos de alimentos ou de seus
derivados sobre o metabolismo lipidico, estresse oxidativo, estado inflamatério e
reatividade vascular em modelo experimental de dislipidemia”, protocolo n® 197/16,
sob a responsabilidade da Profa. Dra. MARIA DO CARMO DE CARVALHO E
MARTINS- Biofisica e Fisiologia/l CCS/ UFPI que envolve a produgao, manuten¢do e/ou
utilizagéo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem),
para fins de Pesquisa Cientifica- enconira-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal
(CONCEA), e foi Aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFPI) da
Universidade Federal do Piaui, em Reunido na presente data 17/06/2016.

Vigéncia do Projeto | Julho/ 2016 2 Dezembro/ 2018
Espécie/Linhagem | Hamster

N° de Animais 50

Peso/ Idade 16 dias

Sexo Machos

Origem Biotério da empresa ANILAB (Animais de Laboratorio,

Criac@o e Comércio LTDA- EPP) registrada no CONCEA
sob CIEP N°01.0264.2014

Teresina, 17 de Junho de 2016.
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MINISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
_ PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL

Campus Universitario Ministro Petrdnio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64048-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br
1

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Avaliagdo dos efeitos de alimentos ou de seus derivados
sobre o metabolismo lipidico, estresse oxidativo, estado inflamatorio e reatividade vascular
em modelo experimental de dislipidemia”, sob a responsabilidade da Profa. Dra. MARIA DO
CARMO DE CARVALHO E MARTINS, com Carta de Aprovagao deste Comité sob o n° 197/16, teve
a solicitagdo de Acréscimo de Animais (76 Hamsters) e mais 27 Camundongos que serao utilizados
nos “testes de avaliagdo de toxicidade aguda e toxicidade aguda in vitro), Aprovada por este
Comité.

Teresina, 04 de Novembro de 2016.
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Ivete L. de Menconge
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Coordesadora

71



72

ANEXO B: Parecer de aprovacao do protocolo com Rattus norvegicus pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal (CEEA/UFPI).

MINISTERIO DA EDUCACAO
.  UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUf
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

A

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO COM ANIMAIS
Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 32155734 — e-mail: ceeapi@ufpi.br

Teresina, 16 de maio de 2012.

Ao (A)

Prof (a): Dra. Rita de Cassia Meneses Oliveira e Francisco de Assis
Oliveira
Departamento: UFPI/CCS/NPPM

Sr. (a) Pesquisador (a),

Declaro para os devidos fins que o projeto intitulado: “Estudo quimico-
farmacolégico de plantas medicinais do cerrado e da caatinga do
nordeste brasileiro e de produtos sintéticos e seus derivados bioativos.”,
foi avaliado pelo Comité de Etica em Experimentacido com Animais —
CEEA/UFPI teve parecer APROVADO sob o n°. 008/12. Esclarecemos que o
mesmo se encontra de acordo com os requisitos exigidos para apreciagao de

projetos de pesquisa.
W\QWM’
te L. de Mendonga’

Comité de Eticafem Experimentago Animal-UFP!
Coordenadora

Atenciosamente,




