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RESUMO 

 

A aterosclerose é responsável pelo maior índice de morbidade e mortalidade que 
ocorre no mundo. Esta doença ocorre inicialmente através do acúmulo de colesterol 
e proliferação de células musculares lisas no endotélio, que leva a sua inflamação, 
endurecimento e espessamento da parede das artérias. No Brasil, o Ministério da 
Saúde regulamentou a proposta de Política Nacional de Práticas Integrativas e 
Complementares no Sistema Único de Saúde, que incentiva a pesquisa e o 
desenvolvimento de medicamentos fitoterápicos a partir de plantas medicinais. A 
Himatanthus bracteatus pesquisas mostraram ação no ácido araquidônico em ratos 
e uma potente atividade analgésica e antiinflamatória e antitumoral, já a Ocotea 
longifolia foram encontradas evidências de atividade antimibacteriana com eficácia 
na inibição COX-1, COX-2. Sendo assim é relevante verificar a eficácia dos extratos 
etanólicos da Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia na espessura da túnica 
média e nas fibras elásticas na parte descendente da aorta de camundongos 
C57BL6J. Os objetivos foram verificar a espessura da túnica média e percentual de 
fibras elásticas da parte descendente da artéria aorta de camundongos induzidos a 
aterosclerose experimental. Foi um estudo experimental em animais por 42 dias. Os 
animais foram camundongos C57BL6J, submetidos a dieta aterosclerótica (1,25% 
de colesterol, 0,5% de ácido cólico e gordura de 15%).Os animais foram divididos 
em 7 grupos: grupo C (controle 1mL de soro fisiológico 0,9%, n=7), grupo H 
(hiperlipidêmico 1,25% de colesterol, 0,5% de ácido cólico e gordura de 15%, n=7), 
grupo HT25 (Himatanthus bracteatus 25mg/mL, n=7), grupo HT12,5 (Himatanthus 
bracteatus 12,5mg/mL, n=7), grupo OT25 (Ocotea longifolia 25mg/mL, n=7), grupo 
OT12,5 (Ocotea longifolia 12,5mg/mL, n=7) e grupo R (rosuvastatina 0,27mg/mL, 
n=7) total de 49 animais. As variáveis primárias foram a média da espessura da 
tunica média e percentual de fibras elásticas da parte descendente da aorta. 
Variáveis secundárias foram: colesterol total, HDL, LDL, triglicerídeos, massa 
corpórea, peso do coração, glicemia, expressão dos marcadores TNF-α, CD-68 e 
isoprostano. A análise estatística foi realizada usando como ferramenta software 
GraphPad Prism (versão 5.0), os dados desta análise foram expressos em média, 
desvio padrão e erro padrão. Para os resultados que não seguiram a distribuição 
normal foi utilizado o teste de KRUSKAL-WALLIS e o pós-teste DUNNS. Para 
comparações entre os grupos será utilizado o ANOVA one-way e o pós-teste de 
TUKEY para os dados que seguem a distribuição normal. Foi calculado o intervalo 
de confiança de 95% para cada ponto estimado. Os extratos etanólicos da 
Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia reduziram de forma significante a 
espessura da túnica média da parte descendente da aorta, contudo não houve 
diferença significante no percentual de fibras elásticas. Os extratos obtiveram 
redução significante dos parâmetros sanguíneos: colesterol total, LDL, triglicerídeos 
e através da análise imunohistoquímica do TNF-α, CD-68 e isoprostano. 

 

Palavras-Chave: Ateroslcerose. Camundongos. Himatanthus bracteatus. Ocotea 
longifolia.  Fibras elásticas. 



 

ABSTRACT 

 

Atherosclerosis accounts for the highest illness and mortality rates throughout the 
world. This disease begins with the accumulation of cholesterol and the proliferation 
of smooth muscle cells in the endothelium, which leads to its inflammation as well as 
the hardening and thickening of arterial walls. The Brazilian Health Ministry issued 
the National Policy of Integrative and Complementary Practices in the public 
healthcare system, which encourages phytotherapeutic research and development 
based on the use of medicinal plants. Studies involving Himatanthus bracteatus have 
demonstrated action on arachidonic acid in rats as well as analgesic, anti-
inflammatory and antimicrobial/antibacterial properties. Evidence of 
antimicrobial/antibacterial activity has also been found in Ocotea longifolia, with 
effective COX-1 and COX-2 inhibition. It is therefore important to determine the effect 
of alcoholic extracts of Himatanthus bracteatus and Ocotea longifolia on the 
thickness of the tunica media and elastic fibers in the descending portion of the aorta 
in C57BL6J mice. The aim of the present study was to determine the thickness of the 
tunica media and percentage of elastic fibers in the descending portion of the aorta of 
mice in which experimental atherosclerosis was induced. A 42-day experimental 
animal study was conducted in which C57BL6J mice were submitted to an 
atherosclerotic diet (1.25% cholesterol, 0.5% cholic acid and 15% fat). Forty-nine 
mice were divided into seven groups: C group (control – one mL of 0.9% saline 
solution; n = 7), H group (hyperlipidemic - 1.25% cholesterol, 0.5% cholic acid and 
15% fat; n = 7), HT25 group (Himatanthus bracteatus [25 mg/mL]; n = 7), HT12.5 
group (Himatanthus bracteatus [12.5 mg/mL]; n = 7), OT25 group (Ocotea longifolia 
[25 mg/mL]; n = 7), OT12.5 (Ocotea longifolia [12.5 mg/mL]; n = 7) and R group 
(rosuvastatin [0.27 mg/mL]; n = 7). The primary variables were mean thickness of the 
tunica media and percentage of elastic fibers in the descending portion of the aorta. 
The secondary variables were total cholesterol, HDL, LDL, triglycerides, body mass, 
heart mass, blood sugar concentration and expression of the markers TNF-α, CD-68 
and isoprostan. Statistical analysis was performed with the aid of the GraphPad 
Prism program (version 5.0). The data were expressed as mean, standard deviation 
and standard error. The Kruskal-Wallis test and Dunn’s post hoc test were used for 
data with non-normal distribution. One-way analysis of variance and Tukey’s post 
hoc test were used for data with normal distribution. A 95% confidence interval was 
calculated for each estimated point. The alcoholic extracts of Himatanthus bracteatus 
and Ocotea longifolia led to a significant reduction in the thickness of the tunica 
media of the descending portion of the aorta. However, no significant change 
occurred in the percentage of elastic fibers. The extracts also led to significant 
reductions in total cholesterol, LDL and triglycerides. Moreover, the 
immunohistochemical analysis revealed significant changes in the expression of 
TNF-α, CD-68 and isoprostane. 

Keywords: Atherosclerosis. Mice. Himatanthus bracteatus. Ocotea longifolia.  Elastic 
fibers. 
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1 INTRODUÇÃO 

Cada cultura apresenta um conjunto de conhecimentos e práticas para o 

reconhecimento e o diagnóstico de doenças, meios para o tratamento e para 

manuteção da saúde, formando o que se conhece como “sistemas médicos”, os 

quais são passados entre gerações e muitos pesquisadores tem utilizado dos 

conhecimentos etnobotânicos para por a prova a eficácia do uso de plantas 

medicinais usando pesquisas experimentais. Os efeitos de várias substânicas têm 

sido difundidas para o tratamento das doenças como diabetes, hipertensão, 

problemas hepáticos, obesidade e redução do colesterol (ALBUQUERQUE; 

HANAZAKI, 2006). 

O excesso de peso e as dislipidemias já estão estabelecidos na literatura 

científica como fatores determinantes para o desenvolvimento de doenças 

cardiovasculares. No Brasil, estas doenças constituem a principal causa de 

morbimortalidade e a hiperlipidemia é uma das principais causas da aterosclerose 

(CARVALHO et al., 2007). 

A aterosclerose ocorre inicialmente através do acúmulo de colesterol e 

proliferação de células musculares lisas no endotélio, que leva a sua inflamação, 

endurecimento e espessamento da parede das artérias sendo a principal causa para 

o espessamento da túnica média arterial e hiperplasia miointimal (CORREA-

CAMACHO; DIAS-MELICIO; SOARES, 2007; ENGELHORN et al., 2006). 

O aumento do complexo médio-intimal (túnica média e hiperplasia miointimal) 

da artérial está relacionado com a maioria dos fatores de risco cardiovasculares: 

sexo masculino, história familiar de acidente vascular cerebral ou infarto agudo do 

miocárdio, tabagismo, diabete melito, dislipidemia, hipertrofia do ventrículo 

esquerdo, hiper-homocisteinemia e idade. O espessamento médio-intimal arterial 

ajuda a estabelecer com mais precisão o risco cardiovascular. (ENGELHORN et al., 

2006). 

No Brasil, o Ministério da Saúde regulamentou a proposta de Política Nacional 

de Práticas Integrativas e Complementares no SUS, que incentiva a pesquisa e o 

desenvolvimento de medicamentos fitoterápicos a partir de plantas medicinais. O 

objetivo desta política é garantir à população brasileira o acesso seguro e o uso 

racional de plantas medicinais e fitoterápicos, promovendo a utilização sustentável 
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da biodiversidade e o desenvolvimento da cadeia produtiva e da indústria nacional 

(BARROS; SIEGEL; SIMONI, 2007). 

Realizamos uma pesquisa em várias bases de dados sobre artigos publicados 

com as plantas Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia e a maioria dos trabalhos 

publicados verificavam a atividade antinociceptiva, estudos taxonômicos, capacidade 

antifúngica e antitumoral, encontrou-se poucos artigos verificando o efeito dos 

extratos etanólicos das plantas Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia na 

aterosclerose, o que fez indagar seu efeito nas fibras elásticas, túnica médica arterial 

e perfil lipídico em camundongos. Assim, é relevante responder à pergunta de 

pesquisa: qual o efeito da Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia nas fibras 

elásticas e túnica média de camundongos C57BL6J sobmetidos um modelo de 

arteriosclerose experimental? 

1.1 Hipótese 

A hipótese é que o extrato etanólico da Himatanthus bracteatus e da Ocotea 

longifolia são eficazes na redução do espessamento da túnica média, aumento do 

percentual de fibras elásticas da parte descendente da aorta de camundongos 

C57BL6J submentidos a um modelo de aterosclerose experimental. 

1.2 Objetivos 

1.2.1 Objetivo geral 

Verificar a eficácia dos extratos etanólicos da Himatanthus bracteatus e 

Ocotea longifolia na redução do espessamento da túnica média e no aumento do 

percentual de fibras elásticas da aorta torácica de camundongos C57BL6J 

submetidos a um modelo de arteriosclerose experimental. 

1.2.2 Objetivos específicos 

Determinar: 

 espessura da túnica média; 

 percentual de fibras elásticas; 

 colesterol total, HDL, LDL, triglicerídeos, massa corpórea, peso do 

coração e glicemia dos camundongos; 
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 expressão de marcadores inflamatórios TNF- alfa e CD-68; 

 - a expressão do marcador de estresse oxidativo isoprostano. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 Aterosclerose e elastina 

A aterosclerose e suas complicações constituem o predominante causa de 

morte em todo o mundo. Até hoje, a regressão das lesões ateroscleróticas continua 

sendo o padrão ouro para a maior parte da indústria farmacêutica ou estratégias 

terapêuticas. Alternativamente, um crescente corpo de evidências descreve a 

importância clínica da composição das lesões ateroscleróticas. A composição da 

placa está intimamente associada com a tradicional (por exemplo, dislipidemia, 

hipertensão) e não-tradicionais (por exemplo, marcadores inflamatórios, 

metaloproteinases de matriz) fatores de risco cardiovascular. A modificação dos 

fatores de risco tem sido cada vez mais apontado como o alvo de todas as 

intervenções terapêuticas (MOUSTARDAS et al., 2014). 

A aterosclerose é uma doença inflamatória crônica multifatorial, complexa 

doença que afeta artérias de grande porte. Descobertas recentes têm estabelecido 

um papel fundamental para a inflamação na mediação de diferentes estágios desta 

doença, revelando uma diversidade de atrativos do potenciais alvos que podem ser 

explorados no tratamento dessa patologia. Durante as etapas iniciais da doença 

inflamatória associada à idade, encontramos infiltração de monócitos-macrófagos, 

produzindo citocinas que mantem um ambiente pró-inflamatório no espaço 

subendotelial, o que resulta na progressão da estria gordurosa. Nos últimos anos, 

em particular a atenção tem sido dada ao papel de elastina degradação em 

processos fisiopatológicos associados com a aterosclerose (GAVRAL et al., 2014). 

Doenças proliferativas vasculares fazem parte de um grupo heterogêneo de 

desordens que incluem aterosclerose, restenose coronária, falha de enxerto e 

arteriopatia transplante que levam a estreitamento arterial, a restrição do fluxo de 

sangue e de tecidos isquemicos. Estas doenças surgem a partir de uma complexa 

resposta fisiopatológica à injúria por múltiplos fatores, incluindo hipercolesterolemia, 

diabetes, tabagismo, hipertensão e lesão mecânica (força de cisalhamento). Embora 

suas etiologias são diversas, esses transtornos todos compartilham uma 

característica patológica comum: a acumulação de células de músculo liso vascular 

e tecido conjuntivo fibroso na íntima entre o endotélio e a túnica média da parede 

arterial. Esta patologia fibrocelular, conhecida como a formação da neointima, 
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resulta da ativação, proliferação e migração de células de músculo liso arterial 

(KARNIK et al., 2003). 

A elastina é a proteína da matriz extracelular dominante depositada na parede 

arterial e pode contribuir com até 50% de o seu peso seco. O produto protéico do 

gene da elastina é sintetizado pelas células musculares lisas vasculares e secretada 

como um ÿonômero, tropoelastina. Depois de pós-tradução modificação, 

tropoelastina é reticulada e organizadas em polímeros elastina que formam anéis 

concêntricos de lamelas elásticas ao redor do lúmen arterial. Cada lamela elástica 

alterna com um anel de músculo liso, e fornece a cumprimento que as artérias 

precisam absorver e transmitir força hemodinâmica (KARNIK et al., 2003). 

A parte descendente da aorta é uma grande artéria com função de regulação 

da pressão arterial sistólica, recebendo o quantitativo de sangue de ejeção através 

da expansão e manutenção pressão arterial diastólica. Consequentemente, 

funcionamento normal da aorta requer consistentes propriedades mecânicas que 

incluem conformidade e contractilidade, comprimento, colágeno e elastina, sendo as 

duas últimas responsáveis por fornecer a parede da aorta resistência à tração e 

recolhimento elástico e contribuir para manter a conformidade propriedades da 

aorta. Contractilidade é referida pela a força contrátil gerada principalmente pelas 

células musculares lisas e fornece o componente de tensão ativa dentro da aorta. 

Juntos, o meio extracelular e celular componentes regulam as propriedades 

mecânicas no interior da aorta e participam intimamente da fisiopatologia vascular 

na aterosclerose. Com o avançar da idade o envelhecimento promove mudanças na 

geometria da aorta humana e dependente do aumento do diâmetro e espessura da 

aorta. Além disso, o envelhecimento foi associado com fibrose numa número de 

órgãos incluindo o aorta. Tem sido relatado a quantidade de elastina possui uma 

semelhança em indivíduos jovens, no entanto, há uma redução em indivíduos mais 

velhos. Os papéis precisos destas mudanças relacionadas à idade em alterar a 

função mecânica da aorta não são bem compreendidos (WHEELER, 2015). 

Usando modelos transgênicos Wang et al. (2013) verificaram a correlação 

entre e placa aterosclerótica e composição num modelo de camundongo induzidos a 

aterosclerose experimental usando dieta. Verificaram defeitos genéticos que 

modificam a elastina podem levar a modificações na adesão da placa. A 

metaloelastase de macrófagos é conhecida por ser importante na degradação da 
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elastina, promovendo a expansão da lesão e desestabilização da placa 

aterosclerótica 

2.2 Himatanthus bracteatus 

A utilização de plantas medicinais como alternativa terapêutica vem atingindo 

um público cada vez maior, este crescimento requer dos pesquisadores um maior 

empenho no sentido de fornecer informações relativas à correta identificação, do 

sistema produtivo destas plantas e preparo adequado de medicamentos. A família 

Apocynaceae (família da Himatanthus bracteatus) pode ser considerada uma das 

maiores fontes vegetais de constituintes químicos de utilidade na medicina moderna. 

Várias substâncias têm sido isoladas a partir de espécies desta familília.  Muitas 

delas representam protótipos de classes farmacológicas distintas de fármacos e 

fazem parte da história da farmacologia e da terapêutica. O isolamento de alcalóides 

de plantas pertencentes aos gêneros Rauvolfia, Vinca, Catharanthus e Alstonia são 

exemplos. Na literatura não há relatos para a presença deste composto para H. 

sucuuba. Entretanto, são comprovadas as atividades gastroprotetivas para os 

alcalóides indólicos de H. lancifolius (LUZ et al., 2014). 

Himatanthus bracteatus é uma espécie nativa do bioma Mata Atlântica, 

ocorrendo freqüentemente no Nordeste e Sudeste brasileiro, apresentando grande 

potencial paisagístico e para o reflorestamento de áreas degradadas. Popularmente 

conhecida como “Janaúba”, é habitualmente encontrada em margens de matas, 

exposta à luminosidade e ao vento (PUGAS; PIGOZZO; NEVES, 2009). Seguem as 

plantas do gênero Himatanthus: 

Quadro 1 – Família: Apocynaceae Gênero: Himatanthus 
Sub-gênero: Obovatae Sub-gênero: Lanceolatae 

H. obovatus H. stenophyllus 

H. drasticus H. lancifolius 

H. fallax H. phagedaenicus 

H. articulatus H. speciosus 

H. sucuuba H. bracteatus 

H. tarapotensis H. semilunatus 

 H. attenuatus 

Fonte: Plumel (1990) 
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O homem tem utilizado diferentes formas de terapia para o alívio da dor, e 

inflamação, entre elas, o uso de plantas. A planta denominada papoula (Papaver 

somniferum L.) é um exemplo disto; dela foi isolada em 1806 a morfina, utilizada até 

hoje nos tratamentos da dor, e tem papel importante para os pacientes terminais 

diagnosticados com vários tipos de câncer, por amenizar as dores intensas 

peculiares a estas enfermidades (RODRIGUES; DUARTE-ALMEIDA; PIRES, 2010). 

Segundo França (2011) a janauba é uma planta do gênero Himatanthus, da 

família das Apocináceas. Esse gênero encontra-se distribuído nos trópicos e 

subtrópicos da América do Sul, possui 13 espécies, compreendendo 8 variedades. 

Estudos químicos revelaram a presença de depsídeos, iridóides e triterpênos em 

Himatanthus sucuuba. Atualmente, estudos farmacológicos evidenciaram as 

atividades anti-inflamatória e analgésica dos iridóides presentes na casca de seu 

caule e no látex, o efeito cicatrizante e uma baixa toxicidade reprodutiva e 

teratogênica em ratas, indicando que seu consumo é seguro na espécie humana no 

tratamento de gastrites e hemorróidas. 

Segundo Baratto (2010) existem poucas citações na literatura sobre a 

constituição química e as propriedades biológicas das espécies de Himatanthus, o 

gênero destaca-se principalmente pela presença de alcalóides, iridoides e esteres 

triterpênicos, isolados principalmente na casca e caule, mas também presentes em 

menor quantidade nas folhas e raízes. Com relação a atividades farmacológicas as 

espécies do gênero Himatanthus possuem diversas indicações populares para o 

tratamento de várias doenças, porém foram pouco estudadas cientificamente a fim 

de comprovar seus efeitos terapêuticos. Segue um quadro com as atividades 

farmacológicas: 
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Quadro 2 – Atividades Farmacológica. 
           Continua 

Espécie Parte utilizada Ação farmacológica 

ou indicação 

popular 

Referência 

H. attenuatus folhas Citotoxidade contra 

células tumorais de 

leucemia 

promielocítica aguda; 

inibição da glucose-

6-fosfatase em 

microssomos; 

diminuição da 

pressão arterial sem 

alteração da 

freqüência cardíaca; 

letalidade 

significativa contra 

larvas Artemia salina. 

Suffredini et al. 

(2002) 

 

 

Jiménez et al. (2001) 

H. bracteatus Folhas 

 

 

Indicação indígena 

como antipirético;  

Castillo et al. (2007) 

 

H. drasticus Látex Indicação popular 

para tratamento de 

casos inoperáveis de 

câncer de pulmão e 

linfático, vermes 

intestinais, febre, 

menstruação 

irregular, infertilidade 

feminina e úlceras 

gástricas. 

Lorenzi e Matos 

(2008) 

H. obovatus Raízes 

Folhas e caules 

Leishmanicida contra 

promastigotas de 

Leishhmania 

donovani; Inibição da 

replicação de células 

sanguíneas 

mononucleares 

periféricas. 

Mesquita et al. (2005) 

 

Souza-Fagundes et 

al. (2002) 
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Quadro 2 – Atividades Farmacológica. 
           Conclusão 

Espécie Parte utilizada Ação farmacológica 

ou indicação 

popular 

Referência 

H. sucuuba Cascas do caule 

Látex 

Cascas da raiz 

Indicação popular 

para tratamento de 

gastrites, 

hemorróidas e 

anemia; tratamento 

de feridas externas; 

antibacteriana contra 

cepas de Clostridium 

histolyticum e 

Bacterioides fragilis; 

aumento da 

permeabilidade 

capilar; citotóxica 

contra linhagens de 

células tumorais; 

inibição da MAO; 

anti-inflamatória 

(redução da 

formação do edema); 

inibição da produção 

de óxido nítrico (NO) 

macrófagos e de INF. 

Endo et al. (1994) 

 

Neto et al. (2002) 

 

Villegas et al. (1997) 

 

Wood et al (2001) 

 

Miranda et al.  (2000) 

 

Souza et al (2006) 

Fonte: Baratto (2010) 

2.3 Ocotea longifolia 

 A família Lauraceae (família da planta Ocotea longifolia) pertence à ordem 

Laurales, possui distribuição pantropical sendo bem representada na América, Ásia 

tropical, Austrália e Madagascar pouco expressiva no sul da África. No Brasil, a 

família é reconhecida por 23 gêneros e 434 espécies, dos quais 18 gêneros e 125 

espécies foram citados para aregião Nordeste do Brasil (SANTOS; ALVES, 2012). 

Possui nome científico Ocotea longifolia, família Lauraceae, nomes vulgares 

caneleira-de-cheiro, louro-de-cheiro, preciosa-de-caxiuanã (Pará); canela-de-

cheiro,louro, louro-abacate, louro-alcatrão, louro-de-capoeira.  Árvore grande de 

raminhos sulcados, obtuso-angulosos. Possui folhas pecioladas de até 30cm de 

comprimento. Flores branco-amareladas ou esverdeadas, fruto ovóide, amarelado. 

Planta nativa da Amazônia, sendo mais comumente encontrada nos estados do 

Amazonas e Pará (CORRÊA, 1984). 
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É utilizada para várias finalidades dentre elas: cosmético, usado na fabricação 

de sabonetes, dentifrícios, artigos de perfumaria. Também usada como fungicita, 

inseticida e uso medicinal para reumatismo, artritismo (FERRARI, 1979). Segue um 

quadro a parte da planta e seu uso, bem como imagem de suas folhas: 

Quadro 3 – Quadro resumo de uso de ocotea longifólia Kunth. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Fonte: Corrêa (1984); Ferrari (1979). 
 

 
Ocotea longifólia 

 
Fonte: CHICAGO (USA). Field Museum.  
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Ocotea é constituída por cerca de 350 espécies distribuídas na América 

tropical e subtropical, desde o México até a Argentina, ocorrendo também em 

Madagascar, na África e nas Ilhas Canárias. Algumas das espécies que ocorrem no 

Estado do Rio de Janeiro foram agrupadas, em complexos, que muitas vezes 

reúnem um grande número táxons, sendo que alguns destes, necessitam de 

estudos mais aprofundados com análise de exemplares tipo, bem como, o maior 

número possível de material botânico, para melhor delimitação da amplitude 

morfológica e da distribuição geográfica dessas espécies. São reconhecidas para o 

Estado do Rio de Janeiro até o momento 52 espécies com base na literatura 

(QUINET, 2005) 

Costa et al. (2015) verificaram a eficacia de algumas espécies deste gênero 

(Lauraceae) onde foram observadas atividades anti-bacteriana, anti-inflamatória com 

inibição da COX-1, inibidores de COX-2.  O objetivo deste estudo foi investigar 

compostos fitoquímicos da planta espécies Ocotea notata usando extrato bruto, 

sendo avaliada para a atividade antimicobacteriana. O extrato foi analisado 

quimicamente por HPLC e revelou maior presença de flavonóides (afzelina e 

isoquercitrina), estes foram isolados e se mostraram capazes de inibir a produção de 

oxido nítrico pelos macrófagos. 

Yamaguchi, Alcantara e Veiga Junior (2012) avaliaram os extratos obtidos em 

etanol de galhos e folhas de 20 espécies de Lauraceae (rico em alcalóides) foram 

coletados em uma Reserva Florestal e avaliados quanto as atividades antioxidante 

frente ao radical livre 2,2-difenil-1-picrilhidrazila e inibidora da enzima 

acetilcolinesterase. O extrato da Ocotea minor foram os mais ativos na inibicao da 

enzima acetilcolinesterase, apresentando também pronunciada atividade 

antioxidante. 

Brotto, Cervi e Santos (2013) descrevem que apesar da grande importância a 

família Lauraceae é insuficientemente conhecida no Paraná. Os primeiros estudos 

taxonômicos referidos para o estado são relativos aos gêneros Ocotea. Desde então 

uma lacuna de 30 anos separou-os dos estudos mais recentes. Na lista de espécies 

da flora do Brasil, reconhecem para o estado do Paraná 66 espécies de Lauraceae, 

distribuídas em 12 gêneros. Ocotea está representada por 30 espécies, das quais 29 

ocorrem no bioma Mata Atlântica e dez no Cerrado. A falta de um trabalho 

taxonômico atualizado sobre o gênero Ocotea no Paraná, a escassez de coletas e 

as determinações equivocadas dos espécimes, têm dificultado a identificação. 
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3 MATERIAL E MÉTODO 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da 

Universidade Estadual de Ciências da Saúde de Alagoas - UNCISAL, Maceió, sob o 

número 60-A (anexo). 

3.1 Tipo de estudo 

Estudo experimental por 42 dias 

3.2 Local 

Biotério da Universidade Estadual de Ciências da Saúde de Alagoas - 

UNCISAL, Maceió. 

3.3 Amostra 

Foram usados 49 camundongos C57BL6J machos idade de 3 meses, 

oriundos do biotério da Universidade Estadual de Ciências da Saúde de Alagoas – 

UNCISAL e foram distribuídos em 7 grupos, os animais pesavam entree 30,90g e 

24,82g. Respeitaram-se as leis: 

 Lei 6638, de 8 de maio de 1979 - Normas para a Prática Didático-Científica da 

Vivissecção de Animais; 

 Declaração Universal dos Direitos do Animal, UNESCO, 15 de Outubro de 

1978; 

 Lei de crimes ambientais (Lei nº 9.605/1998); 

 As normas do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal - COBEA, em 

1991, sobre os Princípios Éticos na Experimentação Animal. 

3.4 Procedimentos 

Os animais foram randomizados, enumerados (de 1 a 49) e depois 

distribuídos em cada grupo como demonstra a tabela a seguir: 
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O camundongo é marcado pela cauda, então para melhor identificação foi realizado 
esse processo de marcação com caneta permanente de cores azul ou preta, onde são 
pintados em formas de listras finas e grossas, então as listras , que são finas, 
equivale a 1, e as listras mais grossas, equivale a 3, sendo assim faz o somatório para 

identificar os animais.   

 

 

Tabela 1 – Animais randomizados, enumerados (de 1 a 49) 
N° Grupo 

Controle 
(n=7) 
Peso (g) 

Grupo 
Hiperlipidêmico 
(n=7) Peso (g)  

Grupo 
Ocotea 
longifolia 
12,5mg/mL 
(n=7) Peso(g) 

Grupo 
Ocotea 
longifolia 
25mg/mL 
(n=7) 
Peso(g)   

Grupo 
Himatanthus 
bracteatus 
12,5mg/mL 
(n=7) Peso(g) 

Grupo 
Himatanthus 
bracteatus 
25mg/mL 
(n=7) 
Peso(g)  

Grupo 

Rosuvastatina 

0,27mg/mL 

(n=7) Peso (g)   

1 30,90 30,81 30,15 30,18 29,79 29,81 30,45 

2 29,68 28,96 28,88 28,88 28,71 28,85 28,89 

3 28,48 28,41 28,21 28,24 28,08 28,16 28,33 

4 28,02 27,87 27,56 27,49 27,43 27,55 27,68 

5 27,17 27,12 26,92 26,96 26,77 26,86 26,97 

6 26,75 26,56 26,33 26,36 25,98 26,25 26,48 

7 25,52 25,40 25,06 25,29 24,82 24,85 25,36 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

Os animais foram distribuídos em gaiolas individuais e a identificação do 

animal foi feita por meio de escrita à tinta azul indelével na cauda, com caneta tipo 

piloto permanente (permanent mark®), seguindo as marcações do quadro abaixo 

visando melhor identificação da numeração do animal: 

 

 

 

 

 

 

 Manejo dos animais 

Optou-se pelo manejo fechado dos animais e a experimentação foi realizada 

no próprio biotério da UNCISAL, onde se dispunha de ambiente propício para os 

mesmos, com sistema de ventilação exaustão forçado, períodos de luminescência 

controlada, temperatura média de 20˚C, ruído mínimo e umidade em torno de 50%. 

Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas e individualizadas. A dieta foi 

constituída de água e ração comercial granulada para o grupo controle (Presence ® 

ratos e camundongos) ad libitum, durante os 42 dias do experimento. 

Os camundongos foram pesados no início e término do experimento. para 

avalição de seu estado nutricional, em balança digital de precisão. A calibragem foi 

feita antes da pesagem de cada um dos animais. Iniciou-se e concluiu-se a pesquisa 

com 49 animais. Segue o quadro abaixo onde demonstra o período de quarentena, 

período experimental e eutanásia: 
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 Identificação: 

 T0 -  tempo inicial; 

 T1 - início da dieta hiperlipidêmica e o tratamento com os extratos; 

 T2 - término da dieta hiperlipidêmica e o tratamento com os extratos; 

 T2 a T3 é o início e término da eutanásia. 

 Preparo e administração da dieta aterogênica 

A ração ofertada ad libitum ao grupo controle foi a de marca PRESENCE® 

(ratos e camundongos) e para os outros 6 grupos foi confeccionada na 

PRAGSOLUÇÕES® (biociências), a dieta aterosclerótica (1,25% de colesterol, 0,5% 

de ácido cólico e gordura de 15%) conforme descrito no laboratório Jackson 

(https://www.jax.org/) seguem os outros componentes da dieta: 

Produto 

Amido de milho 

Caseína 

Amido dextrinizado 

Sacarose 

Banha 

Óleo de soja 

Celulose 

Minerais 

L cistina 

Bitartarato de colina 

Colesterol 

Ácido cólico 

  

https://www.jax.org/
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 Substâncias e grupos: 

O grupo controle (C) recebeu a ração PRESENCE® (ratos e camundongos) 

ad libitum e diariamente 1mL de soro fisiológico a 0,9% com o auxílio de uma 

seringa acoplada a uma agulha de gavagem por via oral. 

O grupo hiperlipidêmico (H) recebeu a ração confeccionada na 

PRAGSOLUÇÕES® (biociências), a dieta aterosclerótica (1,25% de colesterol, 0,5% 

de ácido cólico e gordura de 15%) ofertada ad libitum durante 42 dias (SHIMIZU et 

al., 2014). 

Foi realizado um procedimento piloto (antes do experimento) para encontrar a 

DL-50 (dose letal), assim separamos alguns camundongos C57BL6J e dividimos em 

grupos de 5 animais (cada grupo com uma concentração diferente) a administramos 

1mL de cada extrato (Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia) nas 

concentrações: 1,25µg/mL, 2,5µg/mL, 5µg/mL, 10µg/mL, 20µg/mL, 12,5mg/mL, 

25mg/mL e 50mg/mL, sendo a de 50mg/mL a concentração onde todos os animais 

entraram em óbito em até 24h. Assim, optamos por realizar o experimento com as 

concentrações de 12,5mg/mL e 25mg/mL em ambos os extratos, diariamente antes 

da administração o foi e ofertado pela manhã 1mL da solução por gavagem durante 

os 42 dias de experimento, sendo assim os grupos dos extratos foram Himatanthus 

bracteatus (HT 25mg/mL e HT 12,5mg/mL) e Ocotea longifolia (OT 25mg/mL e OT 

12,5mg/mL). 

O grupo rosuvastatina foi utilizado como grupo controle positivo e esta foi 

confecionada pela farmácia de manipulação A Fórmula® em forma de suspensção 

na concentração de 0,27mg/mL, calculada levando em concidaderação a média do 

peso dos camundongos no início do experiemento (27, 73g) e administrados 1mL 

por dia por gavagem. 

 

 Preparação do Extrato 

As espécies Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia foram identificadas 

pela botânica Rosangela Pereira de Lira Lemos do Instituto do Meio Ambiente de 

Maceió – IMA e confeccionados pelo prof. Dr. Thiago Barros da UFAL (Campus de 

Viçosa) e coletados em maio de 2015 no município de Rio Largo-AL, o caule 3,5 Kg 

após seco a temperatura ambiente por 5 dias foi triturado e colocado em álcool 
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etílico para produção do extrato Hidroalicolico a 10%;Foi administrado a cada animal 

1mL da solução. 

 Eutanásia 

As substâncias foram administradas por um período de 6 semanas (42 dias), 

término no qual os animais foram anestesiados usando ketamina e Xilasina e 

coletado amostra de cerca de 1mL sangue através de punção cardíaca para 

dosagem do perfil lipídico. Foram coletados por via transabdominal, na seguinte 

ordem: artéria aorta e coração. 

 Análise histológica e morfométrica 

A aorta foi retirada desde o arco até a bifurcação das artérias ilíacas e 

juntamente com o coração foram fixados em formol a 10% (para microscopia óptica) 

por no mínimo 24h e a parte descendente da aorta foi clivada e foi fixada em formol 

a 10% (para análise imunohisquímica) e em seguida levados para o preparo rotineiro 

de lâminas histológicas para microscopia óptica: desidratação gradativa e crescente 

de álcool a 70% até o álcool absoluto – diafanização em xilol crescentes e 

embebição em parafina líquida a 60˚C, e preparação dos blocos de parafina. 

Os blocos de parafina foram cortados no micrótomo com espessura de 3 

(três) μm e os cortes montados em lâminas de vidro extra-finas (76 x 25 mm), em 

seguida, foram coradas com fucsina-resorcina e em seguida montadas com 

lamínulas e entelan para estudo das fibras elásticas e espessura da túnica média da 

aorta torácica, outras laminas (usando lâminas silanizadas) foram preparadas para 

imunohistoquímica. 

Nesta análise usaram‐se cortes não‐consecutivos perpendiculares ao eixo da 

parte descendente da aorta e corados com fucsina-resorcina (MANDARIM-DE-

LACERDA, 2003). Cinco imagens digitais aleatórias por animal foram adquiridas 

(formato TIFF, 36‐bit color, 1.280 x 1.024 pixels, com câmera LC Evolution e 

microscópio Olympus BX51) analisadas com o programa Image‐Pro Plus versão 5.0 

(Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Para estimar espessura da túnica média da 

parte descendente da artéria aorta, quatro medidas por imagem foram obtidas em 0, 

90, 180 e 270 graus. Como demonstra a imagem abaixo 
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Figura 1 – Imagem demonstrando a mensuração dos 4 pontos ortogonais da 

aorta descendente do animal 3 (IMAGE-PRO PLUS 4.5) grupo Himatanthus bracteatus 

25mg/mL. Coloração fucsina-resorcina. Corte transversal. Objetiva 10x 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 Fibras elásticas 

O estudo foi realizado em imagens digitais de cortes da parte descendente da 

artéria aorta e corados com fucsina-resorcina para fibras do sistema elástico, obtidas 

usando o mesmo equipamento descrito previamente. Inicialmente, selecionando as 

áreas da parede da aorta e usando a ferramenta de “threshold” segmentou‐se a 

imagem de modo a obter o percentual de fibras elásticas na área total da parede, 

como demonstra a imagem a seguir: 
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Figura 2 – Imagem demonstrando a mensuração de fibras elásticas de 53,99% da área 
da aorta descendente do animal 3 (IMAGE-PRO PLUS 4.5) grupo controle. 
Coloração fucsina-resorcina. Corte transversal. Objetiva 40x 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Fonte: Elaborada pelo autor.  

Estas medidas foram obtidas de cinco cortes não consecutivos da aorta por 

animal. A quantidade total de fibras elásticas nas secções da aorta foi calculada pelo 

IMAGE-PRO PLUS 4.5 em µm (micrometros). 

 Imunohistoquímica 

Amostras da parte descendente da aorta foram fixadas em formol e 

processadas de acordo com os procedimentos histológicos de rotina, embebidas em 

parafina e cortadas em espessura de 3μm. Os seguintes anticorpos primários foram 

utilizados durante o procedimento de imuno-histoquímica: CD68 (1:100, Abcam), 

TNF-ALFA (1:100, Santa Cruz Biotechnology) e Isoprostano (1:100, oxfordbiomed). 

A recuperação antigênica foi realizada com tampão citrato em banho maria à 60̊C 

(CD68 e TNF-ALFA) ou com tripsina 37ºC (Isoprostano). A inibição da peroxidase 

endógena tecidual foi realizada com peróxido de hidrogênio à 10% e, após os cortes 

serem lavados em tampão fosfato salino, os mesmos foram incubados com os 

respectivos anticorpos primários à 4 C overnight. A ração foi amplificada com um 

sistema de complexo biotina estreptavidina (K0679, Kit LSAB, Universal 

DakoCytomation, Glostrup,Dinamarca), e a imunorreatividade foi determinada após 

incubação com 3,3'-diaminobenzidina tetracloreto (K3466, Dako Cytomation 
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Universal, Glostrup, Dinamarca). As secções foram coradas com hematoxilina para 

identificar os núcleos das células e, em seguida, as lâminas foram montadas e 

analisadas. Os controles negativos foram obtidos através da não utilização do 

anticorpo primário no corte escolhido 

 Glicemia sanguínea 

A medida da glicemia de jejum foi realizada nos dias 1, 21 e 42 do 

experimento. Após 12h de jejum amostras de sangue foram coletadas a partir de 

uma pequena incisão da cauda dos animais. Ao término do experimento a medida 

da glicemia de jejum feita 1h antes da eutanásia. As amostras de sangue foram 

colhidas de acordo com as recomendações dos fabricantes usando um glucômetro 

(Roche, São Paulo, SP, Brasil). 

 Lipidograma 

Ao fim da coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas, a 5000 (cinco 

mil) rotações por minuto para separação do soro sanguíneo, e encaminhadas para o 

laboratório de análise do CPML/UNCISAL foi realizado o lipidograma. Para análise 

dos lipídeos plasmáticos foram determinadas as concentrações do colesterol total 

(CT), lipoproteína de alta densidade (HDL), triglicerídeos (TG), lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) a partir do soro isolado por centrifugação de cada animal. As 

determinações do lipidograma foram realizadas pelo método enzimático 

colorimétrico (FOSSATI; PRENCIPE, 1982), utilizando kit enzimático da Labtest® e 

analisador colorimétrico automático. 

3.5 Variáveis 

3.5.1 Variável primária 

A média da espessura da túnica média e percentual de fibras elásticas da 

parte descendente da aorta de cada grupo: está diretamente relacionada capacitade 

da artéria responder a dieta hiperlipidêmica ou ao tratamento com os extratos: 

Himatanthus bracteatus (nas concentrações 25mg/mL e 12,5mg/mL) e Ocotea 

longifolia (nas concentrações 25mg/mL e 12,5mg/mL). 
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3.5.2 Variáveis secundárias 

 Colesterol total: Foi medido por teste enzimático colorimétrico e medido 

em mg/dL. 

 HDL: Foi medido por teste enzimático colorimétrico e medido em mg/dL. 

 LDL: essa lipoproteina de baixa densidade e os valores representados 

em mg/dL. 

 Triglicerídeo: foi medido por teste enzimático colorimétrico e medido em 

mg/dL. 

 Massa corpórea do animal: Pesados no início e término do experimento. 

 Peso do coração: peso do órgão molhado. 

 Glicemia: jejum de 12h. 

 TNF – alfa : fator de necrose tumoral (marcador inflamatório 

imunohistoquímico) 

 CD – 68 (Conjunto de Diferenciação 68): é uma glicoproteína que se 

liga a lipoproteína de baixa densidade. É expresso em monócitos / 

macrófagos (marcador inflamatório imunohistoquímico). 

 ISOPROSTANO: produto específico da lipoperoxidação (marcador de 

estresse oxidativo). 

3.6 Método estatístico 

3.6.1 Cálculo do tamanho da amostra 

O tamanho da amostra foi arbitrado em 49 (trinta) camundongos C57BL6J, 

sendo 7 (sete) para cada grupo estudado; uma vez que na literatura, há trabalhos, 

que comprovem resultados estatísticos aceitáveis com número menor de animais no 

experimento com modelo animal semelhante, tais como Brasselet, 2008 e outros 

Cortelekoglu et al., 2006; Santos, 2008 (ALESSI et al., 2010;  BRASSELET et al., 

2008;  CORTELEKOGLU et al., 2006;  EFENDY et al., 1997;  GUZELOGLU et al., 

2012;  KWON et al., 2003;  LIDDELL et al., 2005;  NOGUEIRA, 2012;  PLATE et al., 

1989;  ROLIM, 2012;  SANTOS, 2008;  STADIUS et al., 1994;  WAKSMAN et al., 

2008;  YASUDA, S. et al., 2002). 

  



36 

3.6.2 Análise estatística 

Os dados foram analisados através da estatística descritiva usando como 

ferramenta software GraphPad Prism (versão 5.0). Os dados desta análise foram 

expressos em média, desvio padrão e erro padrão. Primeiramente foi feito o teste de 

normalidade em cada grupo para verificar se os dados seguem ou não a distribuição 

normal. Para comparações entre os grupos será utilizado o ANOVA one-way e o 

pós-teste de TUKEY para os dados que seguem a distribuição normal. Para os 

resultados que não seguirem a distribuição normal será utilizado o teste de 

KRUSKAL-WALLIS e o pós-teste DUNNS. Para saber se existem ou não diferença 

significante entre as médias foi adotada o nível significância de 0,05. 
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4 RESULTADOS 

Os resultados estão indicados pela média, desvio padrão e erro padrão. 

Foram utilizados tabelas e gráficos para a apresentação dos dados e os valores 

foram apresentados com até duas casas decimais 

4.1 Variáveis primárias 

 TÚNICA MÉDIA 

Animais tratados com os extratos da Himatanthus bracteatus e Ocotea 

longifolia nas duas concentrações obtiveram na redução da espessura da túnica 

média com redução de cerda de 13% para a Ocotea longifolia e 20% da 

Himatanthus bracteatus quando comparadas com a média do grupo hiperlipidêmico, 

como podemos verificar no gráfico abaixo: 

Gráfico 1 – A espessura da túnica médica da parte descendente da aorta durante a 
administração dos extratos da Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia 
(25mg/mL e 12,5mg/mL).  
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Fonte: Elaborado pelo autor.  

Nota: Após a administração dos extratos a espessura da túnica média diminui juntamente com o 
grupo Rosuvastatina de forma significante, observa-se que não houve diferença significante 
quando comparado com o grupo controle (não tratado). Todos os resultados seguiram a 
distribuição normal, assim foi feito o teste ANOVA e pós teste de Tukey comparando todos os 
grupos P<0.0001. 
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 PERCENTUAL DE FIBRAS ELÁSTICAS DA AORTA DESCENDENTE 

Animais tratados com os extratos da Ocotea longifolia e Himatanthus 

bracteatus nas concentraões de 12,5mg/mL e 25mg/mL não alteraram de forma 

significante no percentual de fibras elásticas quando comparadas com as médias 

dos grupos controle e hiperlipidêmico, contudo a média da espessura do grupo 

hiperlipidêmico foi maior (57,69µm) que a dos demais grupos onde podemos 

evidenciar no gráfico abaixo, bem como nas figuras 3 e 4 onde demosntram as fibras 

elásticas e o limite entre túnica externa e média arterial 

Gráfico 2 – Conforme demonstrado no gráfico abaixo não houve diferença significante 
entre todos os grupos comparados. Todos os resultados seguiram a 
distribuição normal, assim foi feito o ANOVA e pós teste de Tukey 
comparando todos os grupos p= 0,1134. 
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Fonte: Elaborado pelo autor.  
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Figura 3 – Imagem demonstrando as fibras elásticas da parte descendente da aorta do 
animal 3 (IMAGE-PRO PLUS 4.5) grupo Himatanthus bracteatus 25mg/mL. 
Coloração fucsina-resorcina. Corte transversal. Objetiva 40x. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 4 – Imagem demonstrando o limite entre as túnicas externa e média da parte 
descendente da aorta do animal 1(IMAGE-PRO PLUS 4.5) grupo 
hiperlipidêmico. Coloração picrosirius que é empregada na histologia 
como específica para colágeno. Corte transversal. Objetiva 40x. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fonte: Elaborada pelo autor.  

4.2 Variáveis secundárias  

 Colesterol total de todos os grupos do experimento medido em mg/dL. 
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Gráfico 3 – Conforme demonstrado no gráfico abaixo houve diferença significante 
entre o grupo H hiperlipidêmico comparado com todos os grupos 
testados p<0.0001.  
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Fonte: Elaborado pelo autor.  

Nota: Todos os resultados seguiram a distribuição normal, assim foi feito o ANOVA e pós teste de 
Tukey comparando todos os grupos. 

 HDL de todos os grupos do experimento medido em mg/dL 

Gráfico 4 – Conforme demonstrado no gráfico abaixo houve diferença significante 
entre o grupo H hiperlipidêmico comparado com todos os grupos O25 
Ocotea longifolia 25mg/mL e o grupo O12,5 Ocotea logifolia 12,5mg/mL 
testados p<0.0001. 
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Fonte: Elaborado pelo autor.  

Nota: Todos os resultados seguiram a distribuição normal, assim foi feito o ANOVA e pós teste de 

Tukey comparando todos os grupos.  
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 LDL: essa lipoproteina de baixa densidade e os valores representados 

em mg/dL. 

Gráfico 5 – Conforme demonstrado no gráfico abaixo houve diferença significante 
entre o grupo H hiperlipidêmico comparado com os grupos O12,5 
Ocotea logifolia 12,5mg/mL, H12,5 Himatanthus bracteatus 12,5mg/mL e 
rosuvastatina 0,27mg/mL testados p<0.0001.  
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Fonte: Elaborado pelo autor.  

Nota: Todos os resultados seguiram a distribuição normal, assim foi feito o ANOVA e pós teste de 
Tukey comparando todos os grupos 

 Triglicerídeo: foi medido por teste enzimático colorimétrico e medido em 

mg/dL. 
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Gráfico 6 – Conforme demonstrado no gráfico abaixo houve diferença significante 
entre o grupo H hiperlipidêmico comparado com os grupos: O25 Ocotea 
longifolia 25mg/mL, O12,5 Ocotea longifolia 12,5mg/mL, H12,5 
Himatanthus bracteatus 12,5mg/mL e rosuvastatina 0,27mg/mL testados 
p<0.0001, exceto comparado como grupo H25 Himatanthus bracteatus 
25mg/mL.  
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Fonte: Elaborado pelo autor.  

Nota: Os resultados não seguiram a distribuição normal, assim foi feito o teste KRUSKAL-WALLIS e 
pós teste de DUNNS comparando todos os grupos. 

 Massa corpórea do animal, animais pesados no início e término do 

experimento. 
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Gráfico 7 – Conforme demonstrado no gráfico abaixo não houve diferença significante 
no peso inicial dos grupos.  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

Nota: Todos os resultados seguiram a distribuição normal, assim foi feito o ANOVA e pós teste de 
Tukey comparando todos os grupos 
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Gráfico 8 – Conforme demonstrado no gráfico abaixo não houve diferença significante 
no peso dos animais ao término do experimento.  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

Nota: Todos os resultados seguiram a distribuição normal, assim foi feito o ANOVA e pós teste de 
Tukey comparando todos os grupos. 

 Peso do coração 

Gráfico 9 – Conforme demonstrado no gráfico abaixo não houve diferença significante 
no peso do coração comparado entre os grupos. 
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Fonte: Elaborado pelo autor. 
Nota: Todos os resultados seguiram a distribuição normal, assim foi feito o ANOVA e pós teste de 

Tukey comparando todos os grupos.  
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 Glicemia: 

Gráfico 10 – Conforme demonstrado no gráfico abaixo não houve diferença 
significante na glicemia dos animais no início do experimento.  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

Nota: Todos os resultados seguiram a distribuição normal, assim foi feito o ANOVA e pós teste de 
Tukey comparando todos os grupos. 

Gráfico 11 – Conforme demonstrado no gráfico abaixo não houve diferença 
significante na glicemia dos animais no dia 21 do experimento.  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

Nota: Todos os resultados seguiram a distribuição normal, assim foi feito o ANOVA e pós teste de 
Tukey comparando todos os grupos. 

 

  



47 

Gráfico 12 – Conforme demonstrado no gráfico acima houve diferença significante na 
glicemia dos animais do grupo Himatanhus bracteatus 25mg/mL ao 
término do experimento.  
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Fonte: Elaborado pelo autor. 

Nota: Todos os resultados seguiram a distribuição normal, assim foi feito o ANOVA e pós teste de 
Tukey comparando todos os grupos, p = 0,0029 
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 TNF – alfa : fator de necrose tumoral (marcador inflamatório 

imunohistoquímico). 

Figura 5 – O marcador TNF – ALFA foi positivamente expresso na parte descendente 
da aorta (musculatura lisa da túnica média e íntima): (A) grupo C, (B) grupo 
H, (C) grupo HT25, (D) grupo OT25. A intensidade de maior expressão foi 
para o (B) grupo H. Corte transversal. Objetiva de 40x. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor.  
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 CD – 68 (Conjunto de Diferenciação 68): é uma glicoproteína que se 

liga a lipoproteína de baixa densidade. É expresso em monócitos / 

macrófagos (marcador inflamatório imunohistoquímico). 

Figura 6 – O marcador CD-68 foi positivamente expresso na parte descendente da 
aorta (musculatura lisa da túnica média e íntima): (A) grupo C, (B) grupo 
H, (C) grupo HT25, (D) grupo OT25. A intensidade de maior expressão foi 
para o (B) grrupo H. Corte transversal. Objetiva de 40x. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor.  



50 

 ISOPROSTANO: produto específico da lipoperoxidação (marcador de 

estresse oxidativo). 

Figura 7 – O marcador isoprostano foi positivamente expresso na parte descendente 
da aorta (musculatura lisa da túnica média e íntima): (A) grupo C, (B) 
grupo H, (C) grupo HT25, (D) grupo OT25. A intensidade de maior 
expressão foi para o (B) grrupo H. Corte transversal.  Objetiva de 40x. 

 
Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 8 – Imagem demonstrando o limite entre as túnicas externa e média da parte 
descendente da aorta. Coloração picrosirius: (A) grupo C, (B) grupo H, (C) 
grupo HT25, (D) grupo OT25. Corte transversal. Objetiva de 40x 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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5 DISCUSSÃO 

Neste estudo, utilizou‐se um protocolo de indução de aterosclerose 

experimental descrito por SHIMIZU et al (2014) onde induziu hiperlipidemia e 

aterosclerose adiministrando dieta com 1,25% de colesterol, 0,5% de ácido cólico e 

15% de gordura durante 6 semanas (42 dias) em camundongos C57BL6J, modelo 

que está documentado na literatura. 

A Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia (em ambas as concentrações) 

reduziram de forma significante a espessura da túnica média dos animais tratados 

(gráfico 1), isto se deve pelo fato de ambos os extratos possuírem em sua 

composição alcalóides que podem inibir a inflamação provocada pelo aumento do 

colesterol total, triglicerídeos e LDL (lipoproteína de baixa densidade) na parede 

arterial, diminuindo assim a espessura da túnica média da parte descendente da 

aorta dos camundongos, isso concorda com o estudo onde descrevem que o 

espessamento da túnica média e íntima arterial são importantes parâmetros para 

caracterizar a doença ateroscletótica generalizada, principalmente da doença arterial 

coronariana precoce. O aumento da espessura da túnica média e íntima da artéria 

carótida por exemplo está relacionado com a maioria dos fatores de risco 

cardiovasculares em humanos. A espessura da artérial ajuda a estabelecer com 

mais precisão o risco cardiovascular em pacientes hipertensos sem lesão em órgão-

alvo evidenciada pelos exames de rotina, como o eletrocardiograma (ENGELHORN 

et al., 2006). 

Conforme demonstrado nos resultados do gráfico 2, onde observamos que 

ambas as plantas e concentrações (Ocotea longifolia e Himatanthus bracteatus) 

obtiveram resultados significantes na redução do espessamento da túnica média. 

Isso é corroborado pelo experimento realizado em ratos utilizando a Himatanthus 

sucuuba verificou-se a atividade anitiinflamatória e analgésica do látex, onde este 

obteve sucesso utilizando as fracções do látex contra o edema de pata de rato 

induzido por carragenina e nos testes de constrição do rato induzido por ácido 

acético. A fracção de hexano inibiu a formação do edema por 35,9%, numa dose de 

200 mg / kg. Os triterpenos presentes na fracção de hexano foram identificados 

como acetato de lupeol, alfa-amirina e lupeol cinamato. A fracção contendo somente 

cinamatos inibiu o edema e as constrições abdominais por 50-40% e 57,9%, 

respectivamente (DE MIRANDA et al., 2000). Em estudos químicos revelaram a 
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presença de depsídeos, terpênos e iridoides em Himatanthus sucuuba. Atualmente, 

estudos farmacológicos evidenciaram as atividades anti-inflamatória e analgésica 

dos iridoides presentes na casca de seu caule e no látex, o efeito cicatrizante e uma 

baixa toxicidade reprodutiva, indicando que seu consumo é seguro na espécie 

humana no tratamento de gastrites e hemorróidas (FRANÇA et al., 2011). 

A ação antinflamatória da Himatanthus bracteatus se deve pricipalmente por 

causa da presença de alcalóides (analgésicos opióides) sugerindo que estes 

participam da inibição da formação de citocinas pró-inflamatórias (LUCETTI et al., 

2010). 

Pesquisas feitas usando a Ocotea bullata (Lauraceae) a casca do caule que 

são usadas pela população para curar dores de cabeça, distúrbios urinários e 

problemas de estômago o extrato dessa planta foi capaz de inibir a ciclooxigenase-1 

e inibição da 5-lipoxigenase. O Extrato hexano da casca exibiram atividade 

moderada na inibição da inflamação. (ZSCHOCKE et al., 2000). 

A Himatanthus bracteatus e Himatanthus drasticus possuem em sua 

composição triterpenos que têm ação antiinflamatória e analgésica comprovada. 

Isso é sustentado pela pesquisa realizada para testar o extrato da casca da planta 

Himatanthus succuba que tem na sua composição triterpenos (acetato de lupeol, 

alfa-amirina e lupeol cinamatos) e iridóides, o presente extrato teve obteve redução 

do edema provocado em ratos (LUCETTI et al., 2010; DE MIRANDA et al., 2000). 

A Ocotea notata (analise química por HPLC revelou a apresença de 

importantes flavonóides: afzelina e isoquercitrina) foi testada na atividade 

antimicrobiana sendo capazes de inibir a produção de NO (óxido nítrico) por 

macrófagos e possuindo ação sobre inibição da COX-1, COX-2 e 5-LOX,  (COSTA 

et al., 2015). Assim no presente experimento a Ocotea longifolia (12,5mg/mL e 

25mg/mL) teve efeitos benéficos na redução da espessura da túnica média da parte 

descendente da aorta em camundongos. 

Observa-se que na quantificação das fibras elásticas no presente estudo não 

houve diferença significante entre os grupos de animais tratados com os extratos da 

Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia (nas concetrações de 25mg/mL e 

12,5mg/mL). Alguns pesquisadores verificaram a influência da elastina na 

modulação das células da musculatura lisa vascular, propuzeram que a elastina é 

um regulador autócrino potente do músculo liso vascular e da atividade das células 

músculares e que esta regulação é importante para prevenção de patologia 
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fibrocelular (aterosclerose). Achados indicam que a elastina estabiliza a estrutura 

arterial pela indução de um estado contrátil do músculo liso arterial (KARNIK et al., 

2003). Perturbação de elastina é suficiente para induzir a proliferação de músculo 

liso subendotelial e pode contribuir para doença obstrutiva arterial. Assim, elastina 

tem uma função reguladora inesperada durante o desenvolvimento arterial, o 

controlo da proliferação de músculo liso e estabilizar a estrutura arterial (LI et al., 

1998). 

Os níveis sanguíneos de péptidos de elastina são usualmente baixos, mas 

podem aumentar durante as doenças cardiovasculares, tais como aterosclerose, 

aneurisma da aorta e diabetes com complicações vasculares. Geralmente, os 

péptidos elastina são derivados da degradação dos polímeros elásticos insolúveis. 

As atividades biológicas dos peptídeos de elastina são: efeito pró-inflamatório sobre 

a indução de migração de monócitos e um efeito protector sobre a promoção da 

vasodilatação (QIN, 2015). 

No que diz respeito aos parâmetros sanguíneos colesterol total, LDL e 

triglicerídeos os extratos da Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia obtiveram 

resultados significantes na redução destes parâmetros sanguíneos, exceto a 

Himatanthus bracteatus 25mg/mL não reduziu de forma significante os triglicerídeos. 

O aumento do colesterol total, LDL e triglicerídeos provoca disfunção 

endotelial até a ruptura de lesões na parede vascular, pode-se observar a 

participação ativa da LDL (lipoproteína de baixa densidade) como um agente pró-

aterogênico. Inicialmente, os lipídios oxidados da partícula atuam como agressores 

ao endotélio e a resposta compensatória à injúria altera sua homeostase 

(SIQUEIRA; ABDALLA; FERREIRA, 2006), e isto pode ser evidenciado na figura 7 

(B) onde o marcador isoprostano que é um marcador de estresse oxidativo que 

expressou positivamente no grupo hiperlipidêmico e com menor intensidade nos 

grupos tratados com os extratos da Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia 

(ambas na concentração de 25mg/mL) e isso sugere que as substâncias existentes 

nos extratos (alcalóides e flavonóides) o estresse oxidativo e oxidação do LDL 

provocado pelo processo de aterosclerose e contribuindo assim para redução do 

colesterol total, LDL e triglicerídeos. 

Houve aumento significante do HDL no grupo Ocotea longifolia (25mg/mL e 

12,5mg/mL) o que sugere que os flavonóides presentes no extrato contribuíram para 

o aumento do HDL (conforme demonstrado no gráfico 5) e redução da glicemia ao 
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término do experimento (conforme demonstrado nográfico 13) e isso é sustentado 

por Rodrigues da Silva et al. (2015) onde relatam que os flavonóides são um grupo 

de substâncias naturais com estrutura fenólica variável, e portanto, de considerável 

interesse científico e terapêutico e possuem compostos tem o potencial de modificar 

a biossíntese de eicosanoides (resposta anti-prostanoide e antiinflamatoria); de 

proteger o colesterol-LDL da oxidacão (inibindo formação de placa aterosclerotica); 

de prevenir a agregacão plaquetária tendo efeitos anti-trombóticos. 

A escolha da rosuvastatina como controle positivo foi decorrente do seu efeito 

mais eficaz na redução do colesterol LDL do que outras estatinas em doses 

comparáveis, bem como pelo motivo de possuir um maior número de interações ao 

se ligar com a HMG – Co A redutase (AQUINO, 2011), isto pode ser comprovado 

pela redução significante do colesterol total, triglicerídeos e LDL no presente 

experimento. 

Lua et al. (2011) e Gronros et al (2008) em pesquisa realizada usando a 

rosuvastatina em um modelo de arteriosclerose em camundongos por 6 semanas 

(42 dias) obteve sucesso na redução no depósito de lipídeos e deposição e aumento 

de colágeno, a rosuvastatina também pode reduzir as respostas inflamatórias 

decorrentes da lesão aterosclerótica. 

Nicholls et al. (2008) estudou os avanços tecnológicos no processamento de 

imagens da parede arterial no indivíduo vivo utilizando ultrassonografia, verificou o 

impacto benéfico da rosuvastatina em todo espectro cardiovascular, níveis 

plasmáticos, HDL e marcadores inflamatórios na arterioslcerose, nesse estudo de 

Nicholls a rosuvastatina aumentou o HDL o que não aconteceu de forma significante 

no presente trabalho. 

Shimizu et al. (2014) verificaram a eficácia da rosuvastatina e atorvastatina 

em camundongos C57BL6J submetidos a dieta arteriosclerótica (0,5% de colesterol 

+ 10% de óleo de coco) durante 6 semanas, não houve alterações significantes nos 

níveis de colesterol de HDL no plasma entre os grupos, resultados não significantes 

foram encontrados no presente experimento relacionando o grupo rosuvastatina 

comparado com o grupo controle  em relação ao HDL lipoproteína de alta 

densidade, que desempenha um papel importante no transporte reverso do 

colesterol in vivo. 

A massa corpórea dos animais e o peso coração não sofreu alteração 

siginificante durante os 42 dias de experimento, isto é sustentado por Fernandes et 
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al. (2013) quando verificou o efeito da dieta hiperlipídica e do treinamento aeróbico 

na aterosclerose em camundongos apoE-/-, onde não houve alteração da massa 

corpórea dos animais, bem como do peso dos órgãos. 

O início e a progressão do processo aterosclerótico são regulados por 

mecanismos inflamatórios e está relacionada ao aumento na circulação sanguínea 

de marcadores inflamatórios, caracterizando um estado de inflamação crônica. A 

etapa inicial da aterosclerose é o recrutamento de monócitos e células T para a 

parede do vaso. As moléculas de adesão são proteínas de superfície celular que são 

expressas em pequenas quantidades pelas células endoteliais e sua expressão está 

muito aumentada na presença de citocinas inflamatórias. Assim, monócitos e 

linfócitos expressam moléculas de adesão em resposta à expressão endotelial,são 

ativados, sofrem rolamento seguido de adesão,transmigram para a camada íntima 

arterial perpetuando a resposta inflamatória. Os macrófagos expressam receptores 

para lipoproteínas modificadas, englobando partículas minimamente oxidadas 

(BAHIA et al., 2006). 

O marcador inflamatório TNF-α expressou positivamente no grupo 

hiperlipidêmico (conforme figura 5 B) e com menor intensidade para os grupos 

tratados com a Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia (25mg/mL) e isso é 

corroborado por Zhao et al. (2016) onde estes testaram o extrato da folhas da 

Alstonia sholaris da mesma família da Himatanthus bracteatus (Apocynaceae) no 

tratamento da inflamação das vias respiratórias e obteve sucesso na inibindo a 

produção de citocinas inflamatórias como TNF- α. 

O tecido adiposo secreta citocinas pró-inflamatórias tais como TNF-α e 

interleucina-6. A expressão de TNF-α está aumentada pode contribuir para a 

disfunção endotelial. O TNF-α causa dano à via de sinalização de insulina. O TNF-α 

também pode inibir a captação de glicose através de um aumento na expressão da 

forma induzida da óxido nítrico-sintase (iNOS) no músculo. Ao nível vascular, o TNF-

α reduz a biodisponibilidade do NO em cultura de células endoteliais e impede a 

vasodilatação endotélio-dependente. O TNF-α pode também contribuir para a 

apoptose da célula endotelial. (BAHIA et al., 2006; CARVALHO; COLACO; FORTES, 

2006). 

O CD-68 é uma glicoproteína que se liga a lipoproteína de baixa densidade e 

é expresso em macrófago e monócitos. O presente marcador expressou 

positivamente no presente experimento no grupo hiperlipidêmico (conforme figura 6 
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B) e expressou com menor intensidade nos grupos tratados com a Himatanthus 

bracteatus e Ocotea longifolia ambas na concentração de 25mg/mL. 

Durante o processo de expanção da resposta inflamatória estimulando a 

migração de monócitos para a túnica íntima e a diferenciação local dessas células 

em macrófagos, que têm como primeira função fagocitar a LDL oxidada, 

transformando-se em células espumosas. Vários receptores de LDL oxidada estão 

envolvidos na fagocitose dessa lipoproteína oxidada pelos macrófagos e na 

conseqüente transformação dessas células em células espumosas, como por 

exemplo o CD36, CD-68 e CD163 (CORRÊA-CAMACHO et al.,2007). 

Isoprostanos são um grupo recém-descoberto de isômeros de prostaglandina. 

Os resultados de estudos anteriores sugerem que eles podem ser utilizados como 

marcadores de estresse oxidativo, sendo assim, no presente experimento o 

isoprostano expressou positivamente no grupo hiperlipidêmico (conforme figura 7 B). 

Em virtude de doenças cardiovasculares, pulmonares e doenças neurológicas seus 

níveis em amostras biológicas aumentam consideravelmente. Verificou-se que as 

pessoas que sofrem de diabetes, obesidade, hipercolesterolemia familiar 

homozigótica, hipercolesterolemia moderada, e os fumantes têm níveis mais 

elevados de isoprostanos na urina (CZERSKA; ZIELIŃSKI; GROMADZIŃSKA, 

2016). 

No estresse oxidativo vascular tem-se uma superprodução de O2, que diminui 

a atividade do óxido nítrico (dilatador endógeno). De acordo com a hipótese de 

modificação oxidativa da aterogênese, metabólitos do oxigênio contribuem para a 

progressão do processo aterosclerótico, modificando oxidativamente a lipoproteína 

de baixa densidade (LDL). A ativação das células inflamatórias resulta no aumento 

dos leucócitos no sangue, o que favorece a aterogênese, promovendo a oxidação do 

LDL. Além disso, é razoável que o aumento da regulação dos sistemas antioxidantes 

desencadeie um contínuo processo inflamatório, o que conduz a uma diminuição na 

capacidade antioxidante. (SILVA; CERCHIARO; HONORIO, 2011). 

Os biomarcadores que podem ser utilizados para avaliar oxidativo estresse in 

vivo têm atraído interesse em recente anos, porque a medição exata de tais estresse 

é necessário investigar seu papel no estilo de vida doenças como a ateroclerose ou 

também para avaliar o sucesso do tratamento (CZERSKA; ZIELIŃSKI; 

GROMADZIŃSKA, 2016). 
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6 CONCLUSÕES 
Os extratos etanólicos da Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia 

reduziram de forma significante a espessura da túnica média da parte descendente 

da aorta. 

Os extratos obtiveram redução significante dos parâmetros sanguíneos: 

colesterol total, LDL, triglicerídeos e através da análise imunohistoquímica do TNF-α, 

CD-68 e isoprostano. 
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APÊNDICE A – Tabelas com valores de média, desvio padrão e erro padrão 

Espessura da túnica média: de todos os grupos do experimento medido em µm 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor. 

  

Grupos C H OT 

25mg/mL 

OT 

12,5mg/mL 

HT   25mg/mL HT 12,5mg/mL R 

0,27mg/mL 

Media 51,41 60,34 52,35 52,31 47,83 48,08 38,10 

Desvio 

Padrão 

2,92 4,49 5,38 2,93 3,39 3,85 2,04 

Erro 

Padrão 

1,10 1,70 2,03 1,10 1,28 1,45 0,77 
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Percentual de fibras elásticas 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Grupos C H OT 

25mg/mL 

OT 

12,5mg/mL 

HT   25mg/mL HT 12,5mg/mL R 

0,27mg/mL 

Media 51,05 57,69 53,43 56,91 55,28 57,11 54,73 

Desvio 

Padrão 

6,75 1,35 6,24 1,23 4,44 4,60 4,32 

Erro 

Padrão 

2,55 0,51 2,35 0,46 1,67 1,74 1,63 
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Colesterol total de todos os grupos do experimento medido em mg/dL 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

  

Grupos C H OT 

25mg/mL 

OT 

12,5mg/mL 

HT   25mg/mL HT 12,5mg/mL R 

0,27mg/mL 

Media 80,32 224,20 163,57 148,14 178,70 143,70 106,14 

Desvio 

Padrão 

11,05 29,27 48,92 27,92 18,96 24,39 17,47 

Erro 

Padrão 

4,17 11,06 18,49 10,55 7,74 9,21 6,60 
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HDL de todos os grupos do experimento medido em mg/dL. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Grupos C H OT 

25mg/mL 

OT 

12,5mg/mL 

HT 25mg/mL HT 12,5mg/mL R 

0,27mg/mL 

Media 53,19 43,71 73,25 55,19 49,26 53,24 45,85 

Desvio 

Padrão 

3,08 10,73 5,87 5,51 5,45 4,69 8,76 

Erro 

Padrão 

1,16 4,05 2,22 2,08 2,22 1,77 3,31 
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LDL: essa lipoproteina de baixa densidade e os valores representados em mg/dL. 

Grupos C H OT 

25mg/mL 

OT 

12,5mg/mL 

HT   25mg/mL HT 12,5mg/mL R 

0,27mg/mL 

Media  15,62 143,61 113,37 85,72 121,54 87,40 31,28 

Desvio 

Padrão  

10,80 24,31 42,82 23,68 21,07 22,36 10,22 

Erro 

Padrão 

4,08 9,18 16,18 8,95 8,60 8,45 3,86 
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Triglicerídeo: foi medido por teste enzimático colorimétrico e medido em mg/dL 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

  

Grupos C H OT 

25mg/mL 

OT 

12,5mg/mL 

HT 25mg/mL HT 12,5mg/mL R 

0,27mg/mL 

Media  32,42 63,71 36,75 36,08 39,05 28,31 35,42 

Desvio 

Padrão  

8,50 24,06 14,27 7,46 18,92 13,39 7,76 

Erro 

Padrão 

 

3,21 9,09 5,39 2,82 7,72 5,06 2,93 
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Peso do coração 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Grupos C H OT  

25mg/mL 

OT 

12,5mg/mL 

HT   25mg/mL HT 12,5mg/mL R 

0,27mg/mL 

Media  0,17 0,14 0,13 0,14 0,13 0,14 0,17 

Desvio 

Padrão  

0,03 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,03 

Erro 

Padrão 

0,01 0,008 0,005 0,01 0,007 0,008 0,01 
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Glicemia (início do experimento): 

 

 

 

 

 

Glicemia (21 dias de experimento): 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupos C H OT  

25mg/mL 

OT 

12,5mg/mL 

HT   25mg/mL HT 12,5mg/mL R 

0,27mg/mL 

Media  96,28 90,71 95,57 97,00 96,57 94,57 91,14 

Desvio 

Padrão  

3,90 13,82 3,59 3,55 3,50 3,82 6,14 

Erro 

Padrão 

1,47 5,22 1,36 1,34 1,32 1,44 2,32 

Grupos C H OT  

25mg/mL 

OT 

12,5mg/mL 

HT   25mg/mL HT 12,5mg/mL R 

0,27mg/mL 

Media  77,28 71,57 90,42 81,85 79,00 79,28 77,71 

Desvio 

Padrão  

5,40 10,87 20,32 15,79 16,08 11,04 3,54 

Erro 

Padrão 

2,04 4,11 7,68 5,96 6,07 4,17 1,34 
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Glicemia (término do experimento): 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupos C H OT  

25mg/mL 

OT 

12,5mg/mL 

HT   25mg/mL HT 12,5mg/mL R 

0,27mg/mL 

Media  77,28 75,85 60,85 63,57 53,57 56,85 76,28 

Desvio 

Padrão  

5,40 26,11 13,69 6,39 7,52 14,27 4,27 

Erro 

Padrão 

2,04 9,86 5,17 2,41 2,84 5,39 1,61 
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ANEXOS 
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ANEXO A – Comprovante Comitê de Ética UNCISAL 
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ANEXO B – Comprovante de compra da dieta (ração) 
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ANEXO C – Patente depositada no INPI 

Pedido de Patente sob nº BR 20 2015 003755-0. 
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ANEXO D – Protocolo Colesterol total. 
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ANEXO E – Protocolo HDL 
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ANEXO F – Protocolo triglicerídeos 
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