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RESUMO

A aterosclerose é responsavel pelo maior indice de morbidade e mortalidade que
ocorre no mundo. Esta doenca ocorre inicialmente através do acumulo de colesterol
e proliferacao de células musculares lisas no endotélio, que leva a sua inflamacao,
endurecimento e espessamento da parede das artérias. No Brasil, o Ministério da
Saude regulamentou a proposta de Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Salde, que incentiva a pesquisa e 0
desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos a partir de plantas medicinais. A
Himatanthus bracteatus pesquisas mostraram acao no acido araquidénico em ratos
e uma potente atividade analgésica e antiinflamatoéria e antitumoral, ja& a Ocotea
longifolia foram encontradas evidéncias de atividade antimibacteriana com eficacia
na inibicdo COX-1, COX-2. Sendo assim é relevante verificar a eficacia dos extratos
etandlicos da Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia na espessura da tunica
média e nas fibras elasticas na parte descendente da aorta de camundongos
C57BL6J. Os objetivos foram verificar a espessura da tunica média e percentual de
fibras elasticas 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 aterosclerotica (1,25%
de colesterol, 0,5% de acido célico e gordura de 15%).0s animais foram divididos
em 7 grupos: grupo C (controle 1mL de soro fisiolégico 0,9%, n=7), grupo H
(hiperlipidémico 1,25% de colesterol, 0,5% de &cido célico 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 variaveis primarias foram a média da espessura da
tunica média e percentual de fibras elasticas da parte descendente da aorta.
Variaveis secundéarias foram: colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos, massa
corpoOrea, peso do coracao, glicemia, expressdao dos marcadores TNF-a, CD-68 e
isoprostano. A analise estatistica foi realizada usando como ferramenta software
GraphPad Prism (versédo 5.0), os dados desta analise foram expressos em média,
desvio padrdo e erro padrdao. Para os resultados que ndo seguiram a distribuicéo
normal foi utilizado o teste de KRUSKAL-WALLIS e o poés-teste DUNNS. Para
comparagdes entre os grupos serd utilizado o ANOVA one-way e o poés-teste de
TUKEY para os dados que seguem a distribuicdo normal. Foi calculado o intervalo
de confianca de 95% para cada ponto estimado. Os extratos etandlicos da
Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia reduziram de forma significante a
espessura da tunica média da parte descendente da aorta, contudo ndo houve
diferenca significante no percentual de fibras elésticas. Os extratos obtiveram
reducao significante dos parametros sanguineos: colesterol total, LDL, triglicerideos
e através da andlise imunohistoquimica do TNF-a, CD-68 e isoprostano.

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



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-a, 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-a, CD-68 and isoprostane.

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

Cada cultura apresenta um conjunto de conhecimentos e praticas para o
reconhecimento e o diagnoéstico de doencas, meios para o0 tratamento e para
manutegdo da saude, formando o que se conhece como “sistemas médicos”, os
quais sdo passados entre geracdes e muitos pesquisadores tem utilizado dos
conhecimentos etnobotanicos para por a prova a eficacia do uso de plantas
medicinais usando pesquisas experimentais. Os efeitos de varias substanicas tém
sido difundidas para o tratamento das doengcas como diabetes, hipertensao,
problemas hepaticos, obesidade e reducdo do colesterol (ALBUQUERQUE;
HANAZAKI, 2006).

O excesso de peso e as dislipidemias ja estdo estabelecidos na literatura
cientifica como fatores determinantes para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. No Brasil, estas doencas 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 acumulo de colesterol e
proliferacdo de células musculares lisas no endotélio, que leva a sua inflamacéao,
endurecimento e espessamento da parede das artérias sendo a principal causa para
0 espessamento da tunica média arterial e hiperplasia miointimal (CORREA-
CAMACHO; DIAS-MELICIO; SOARES, 2007; ENGELHORN et al., 2006).

O aumento do complexo médio-intimal (tunica média e hiperplasia miointimal)
da artérial esta relacionado com a maioria dos fatores de risco cardiovasculares:
sexo masculino, historia familiar de acidente vascular cerebral ou infarto agudo do
miocardio, tabagismo, diabete melito, dislipidemia, hipertrofia do ventriculo
esquerdo, hiper-homocisteinemia e idade. O espessamento médio-intimal arterial
ajuda a estabelecer com mais precisao o risco cardiovascular. (ENGELHORN et al.,
2006).

No Brasil, o Ministério da Saude regulamentou a proposta de Politica Nacional
de Préticas Integrativas e Complementares no SUS, que incentiva a pesquisa € 0
desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos a partir de plantas medicinais. O
objetivo desta politica € garantir a populagédo brasileira 0 acesso seguro e 0 USO

racional de plantas medicinais e fitoterapicos, promovendo a utilizacdo sustentavel
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da biodiversidade e o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional
(BARROS; SIEGEL; SIMONI, 2007).

Realizamos uma pesquisa em varias 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 taxonémicos, capacidade
antifngica e antitumoral, encontrou-se poucos artigos verificando o efeito dos
extratos etandlicos das plantas Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia na
aterosclerose, o que fez indagar seu efeito nas fibras elasticas, tunica médica arterial
e perfil lipidico em camundongos. Assim, € relevante responder a pergunta de
pesquisa: qual o efeito da Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia nas fibras
elasticas e tunica média de camundongos C57BL6J sobmetidos um modelo de

arteriosclerose experimental?
1.1 Hipétese

A hipotese é que o extrato etandlico da Himatanthus bracteatus e da Ocotea
longifolia sdo eficazes na reducdo do espessamento da tunica média, aumento do
percentual de fibras eldsticas 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 eficacia dos extratos etandlicos da Himatanthus bracteatus e
Ocotea longifolia na reducdo do espessamento da tunica média e no aumento do
percentual de fibras elasticas da aorta tordcica de camundongos C57BL6J

submetidos a um modelo de arteriosclerose experimental.
1.2.2 Objetivos especificos

Determinar:
v/ espessura da tlnica média;
v' percentual de fibras elasticas;
v colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos, massa corpérea, peso do

coracao e glicemia dos camundongos;



v expressao de marcadores inflamatérios TNF- alfa e CD-68;
v - aexpressao do marcador de estresse oxidativo isoprostano.

18
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Aterosclerose e elastina

A aterosclerose e suas complicacdes constituem o predominante causa de
morte em todo o mundo. Até hoje, a regressao das lesbes ateroscleréticas continua
sendo o padrdo ouro para a maior parte da industria farmacéutica ou estratégias
terapéuticas. Alternativamente, um crescente corpo de evidéncias descreve a
importancia clinica da composi¢cdo das lesdes ateroscleréticas. A composicdo da
placa estad intimamente associada com a tradicional (por exemplo, dislipidemia,
hipertensdo) e nao-tradicionais (por exemplo, marcadores inflamatorios,
metaloproteinases de matriz) fatores de risco cardiovascular. A modificacdo dos
fatores de risco tem sido cada vez mais apontado como o alvo de todas as
intervencoes terapéuticas (MOUSTARDAS et al., 2014).

A aterosclerose € uma doenca inflamatoria crénica multifatorial, complexa
doenca que afeta artérias de grande porte. Descobertas recentes tém estabelecido
um papel fundamental para a inflamacéo na mediac@o de diferentes estagios desta
doenca, revelando uma diversidade de atrativos do potenciais alvos que podem ser
explorados no tratamento dessa patologia. Durante as etapas iniciais da doenca
inflamatoria associada a idade, encontramos infiltracdo de mondcitos-macréfagos,
produzindo citocinas que mantem um ambiente pré-inflamatério no espaco
subendotelial, 0 que resulta na progressao da estria gordurosa. Nos ultimos anos,
em particular a atencdo tem sido dada ao papel de elastina degradacdo em
processos fisiopatoldgicos associados com a aterosclerose (GAVRAL et al., 2014).

Doencas proliferativas vasculares fazem parte de um grupo heterogéneo de
desordens que incluem aterosclerose, restenose coronéria, falha de enxerto e
arteriopatia transplante que levam a estreitamento arterial, a restricdo do fluxo de
sangue e de tecidos isquemicos. Estas doencas surgem a partir de uma complexa
resposta fisiopatoldgica a injaria por multiplos fatores, incluindo hipercolesterolemia,
diabetes, tabagismo, hipertensao e lesdo mecanica (forca de cisalhamento). Embora
suas etiologias sao diversas, esses transtornos todos compartiham uma
caracteristica patoldégica comum: a acumulacdo de células de musculo liso vascular
e tecido conjuntivo fibroso na intima entre o endotélio e a tinica média da parede

arterial. Esta patologia fibrocelular, conhecida como a formacdo da neointima,
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resulta da ativacdo, proliferacdo e migracdo de células de musculo liso arterial
(KARNIK et al., 2003).

A elastina é a proteina da matriz extracelular dominante depositada na parede
arterial e pode contribuir com até 50% de o0 seu peso seco. O produto protéico do
gene da elastina € sintetizado pelas células musculares lisas vasculares e secretada
como um Yyonbmero, tropoelastina. Depois de péds-traducdo modificacéo,
tropoelastina é reticulada e organizadas em polimeros elastina que formam anéis
concéntricos de lamelas elasticas ao redor do lumen arterial. Cada lamela elastica
alterna com um anel de musculo liso, e fornece a cumprimento que as artérias
precisam absorver e transmitir forca hemodinamica (KARNIK et al., 2003).

A parte descendente da aorta € uma grande artéria com funcao de regulacao
da pressao arterial sistélica, recebendo o quantitativo de sangue de ejecao atraves
da expansdo e manutencdo pressdo arterial diastélica. Consequentemente,
funcionamento normal da aorta requer consistentes propriedades mecéanicas que
incluem conformidade e contractilidade, comprimento, colageno e elastina, sendo as
duas ultimas responsaveis por fornecer a parede da aorta resisténcia a tracdo e
recolhimento elastico e contribuir para manter a conformidade propriedades da
aorta. Contractilidade € referida pela a forca contrétil gerada principalmente pelas
células musculares lisas e fornece o componente de tensao ativa dentro da aorta.
Juntos, o0 meio extracelular e celular componentes regulam as propriedades
mecanicas no interior da aorta e participam intimamente da fisiopatologia vascular
na aterosclerose. Com o avancar da idade o envelhecimento promove mudangas na
geometria da aorta humana e dependente do aumento do didmetro e espessura da
aorta. Além disso, o envelhecimento foi associado com fibrose numa numero de
orgaos incluindo o aorta. Tem sido relatado a quantidade de elastina possui uma
semelhanca em individuos jovens, no entanto, ha uma reduc¢do em individuos mais
velhos. Os papéis precisos destas mudancas relacionadas a idade em alterar a
funcdo mecénica da aorta ndo sdo bem compreendidos (WHEELER, 2015).

Usando modelos transgénicos Wang et al. (2013) verificaram a correlacao
entre e placa aterosclerética e composicdo nhum modelo de camundongo induzidos a
aterosclerose experimental usando dieta. Verificaram defeitos genéticos que
modificam a elastina podem levar a modificagcbes na adesdo da placa. A

metaloelastase de macrofagos € conhecida por ser importante na degradacdo da
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elastina, promovendo a expansdo da lesdo e desestabilizacdo da placa
aterosclerotica

2.2 Himatanthus bracteatus

A utilizacdo de plantas medicinais como alternativa terapéutica vem atingindo
um publico cada vez maior, este crescimento requer dos pesquisadores um maior
empenho no sentido de fornecer informagdes relativas a correta identificacdo, do
sistema produtivo destas plantas e preparo adequado de medicamentos. A familia
Apocynaceae (familia da Himatanthus bracteatus) pode ser considerada uma das
maiores fontes vegetais de constituintes quimicos de utilidade na medicina moderna.
Vérias substancias tém sido isoladas a partir de espécies desta famililia. Muitas
delas representam protétipos de classes farmacoldgicas distintas de farmacos e
fazem parte da historia da farmacologia e da terapéutica. O isolamento de alcalbéides
de plantas pertencentes aos géneros Rauvolfia, Vinca, Catharanthus e Alstonia sé&o
exemplos. Na literatura ndo ha relatos para a presenca deste composto para H.
sucuuba. Entretanto, sdo comprovadas as atividades gastroprotetivas para os
alcaldides inddlicos de H. lancifolius (LUZ et al., 2014).

Himatanthus bracteatus é uma espécie nativa do bioma Mata Atlantica,
ocorrendo frequientemente no Nordeste e Sudeste brasileiro, apresentando grande
potencial paisagistico e para o reflorestamento de areas degradadas. Popularmente
conhecida como “Janauba”, é habitualmente encontrada em margens de matas,
exposta a luminosidade e ao vento (PUGAS; PIGOZZO; NEVES, 2009). Seguem as
plantas do género Himatanthus:

Quadro 1 — Familia: Apocynaceae Género: Himatanthus

Sub-género: Obovatae Sub-género: 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 alivio da dor, e
inflamacédo, entre elas, o uso de plantas. A planta denominada papoula (Papaver
somniferum L.) € 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 varios tipos de céancer, por amenizar as dores intensas
peculiares a estas enfermidades (RODRIGUES; DUARTE-ALMEIDA; PIRES, 2010).

Segundo Franca (2011) a janauba é uma planta do género Himatanthus, da
familia das Apocinaceas. Esse género encontra-se distribuido nos tropicos e
subtropicos da América do Sul, possui 13 espécies, compreendendo 8 variedades.
Estudos quimicos revelaram a presenca de depsideos, iridéides e triterpénos em
Himatanthus sucuuba. Atualmente, estudos farmacoldgicos evidenciaram as
atividades anti-inflamatéria e analgésica dos iridéides presentes na casca de seu
caule e no latex, o efeito cicatrizante e uma baixa toxicidade reprodutiva e
teratogénica em ratas, indicando que seu consumo é seguro na espécie humana no
tratamento de gastrites e hemorréidas.

Segundo Baratto (2010) existem poucas citacbes na literatura sobre a
constituicdo quimica e as propriedades biologicas das espécies de Himatanthus, o
género destaca-se principalmente pela presenca de alcaldides, iridoides e esteres
triterpénicos, isolados principalmente na casca e caule, mas também presentes em
menor quantidade nas folhas e raizes. Com relacdo a atividades farmacoldgicas as
espécies do género Himatanthus possuem diversas indicacdes populares para o
tratamento de varias doencas, porém foram pouco estudadas cientificamente a fim
de comprovar seus efeitos terapéuticos. Segue um quadro com as atividades

farmacoldgicas:



Quadro 2 — Atividades Farmacoldgica.

Continua
Espécie Parte utilizada Acao farmacolégica Referéncia
ou indicacéao
popular
H. attenuatus folhas Citotoxidade contra | Suffredini et al

células tumorais de
leucemia

promielocitica aguda;
inibicdo da glucose-

6-fosfatase em
Microssomaos;

diminuicéo da
pressdo arterial sem
alteracao da

frequéncia cardiaca;
letalidade

significativa  contra
larvas Artemia salina.

(2002)

Jiménez et al. (2001)

H. bracteatus

Folhas

Indicagdo indigena
como antipirético;

Castillo et al. (2007)

H. drasticus

Latex

Indicacdo popular
para tratamento de
casos inoperaveis de
cancer de pulméo e
linfatico, vermes
intestinais, febre,
menstruacao
irregular, infertilidade
feminina e JUlceras
gastricas.

Lorenzi e Matos

(2008)

H. obovatus

Raizes

Folhas e caules

Leishmanicida contra
promastigotas de
Leishhmania
donovani; Inibicdo da
replicacéo de células
sanguineas
mononucleares
periféricas.

Mesquita et al. (2005)

Souza-Fagundes et
al. (2002)
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Quadro 2 — Atividades Farmacoldgica.

Concluséo
Espécie Parte utilizada Acao farmacolégica Referéncia
ou indicacéao
popular

H. sucuuba Cascas do caule Indicacdo popular | Endo et al. (1994)

) para tratamento de

Latex gastrites,

. hemorroidas e

Cascas da raiz ! Neto et al. (2002)

anemia; tratamento
de feridas externas;
antibacteriana contra
cepas de Clostridium | Villegas et al. (1997)
histolyticum e
Bacterioides fragilis;
aumento da
permeabilidade

capilar; citotéxica
contra linhagens de
células tumorais; | Miranda et al. (2000)
inibichio da MAO;
anti-inflamatoria

(reducéo da
formacdo do edema);
inibicdo da producgédo
de oxido nitrico (NO)
macréfagos e de INF.

Wood et al (2001)

Souza et al (2006)

Fonte: Baratto (2010)

2.3 Ocotea longifolia

A familia Lauraceae (familia da planta Ocotea longifolia) pertence a ordem
Laurales, possui distribuicdo pantropical sendo bem representada na América, Asia
tropical, Australia e Madagascar pouco expressiva no sul da Africa. No Brasil, a
familia € reconhecida por 23 géneros e 434 espécies, dos quais 18 géneros e 125
espécies foram citados para aregidao Nordeste do Brasil (SANTOS; ALVES, 2012).

Possui nome cientifico Ocotea longifolia, familia Lauraceae, nomes vulgares
caneleira-de-cheiro, louro-de-cheiro, preciosa-de-caxiuand (Para); canela-de-
cheiro,louro, louro-abacate, louro-alcatrdo, louro-de-capoeira. Arvore grande de
raminhos sulcados, obtuso-angulosos. Possui folhas pecioladas de até 30cm de
comprimento. Flores branco-amareladas ou esverdeadas, fruto ovoide, amarelado.
Planta nativa da Amazbnia, sendo mais comumente encontrada nos estados do
Amazonas e Pard (CORREA, 1984).
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E utilizada para varias finalidades dentre elas: cosmético, usado na fabricac&o
de sabonetes, dentifricios, artigos de perfumaria. Também usada como fungicita,
inseticida e uso medicinal para reumatismo, artritismo (FERRARI, 1979). Segue um

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

Quadro 3 — Quadro resumo de uso de ocotea longifdlia Kunth.
Quadro resumo de uso de Ocofea longifolia Kunth. :

Parte da Forma Categoria do Uso
planta uso

- Oleo Cosmético Fabricacdo de sabonetes, dentifricios, artigos de perfimaria
€ COSMEticos.

- Extrato Fungicida Possui atividade contra alguns fungos.

Caule - Fungicida O composto isolado da casca, asaricina, possui atividade
fungicida.

Caule - Inseticida O composto isolado da casca, asaricina, possui atividade
inseticida.

Caule Oleo Medicinal Da casca perfurada escorre um 6leo tido como um poderoso
resolvente.

Fruto Oleo Medicinal Extraido via destilacao, substitui o éleo essencial de limao,
muito util para combater reumatismo. artritismo, paralisias e
0 beribéri.

Fruto Ungiiento Medicinal O oleo dos frutos pode ser utilizado em ungiientos contra o
reumatismo; os frutos amassados com banha de porco,
também na forma de ungiientos, possuem efeito contra o
beribéri

Fonte: Corréa (1984); Ferrari (1979).

Ocotea longifélia

BT 0 00 |

Fonte: CHICAGO (USA). Field Museum.
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Ocotea é constituida por cerca de 350 espécies distribuidas na América
tropical e subtropical, desde o México até a Argentina, ocorrendo também em
Madagascar, na Africa e nas llhas Canarias. Algumas das espécies que ocorrem no
Estado do Rio de Janeiro foram agrupadas, em complexos, que muitas vezes
retnem um grande numero téxons, sendo que alguns destes, necessitam de
estudos mais aprofundados com andlise de exemplares tipo, bem como, o maior
namero possivel de material botanico, para melhor delimitacdo da amplitude
morfologica e da distribuicdo geografica dessas espécies. S&o 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 género
(Lauraceae) onde foram observadas atividades anti-bacteriana, anti-inflamatéria com
inibicdo da COX-1, inibidores de COX-2. O objetivo deste estudo foi investigar
compostos fitoquimicos da planta espécies Ocotea notata usando extrato bruto,
sendo avaliada para a atividade antimicobacteriana. O extrato foi analisado
guimicamente por HPLC e revelou maior presenca de flavondides (afzelina e
isoquercitrina), estes foram isolados e se mostraram capazes de inibir a producéo de
oxido nitrico pelos macrofagos.

Yamaguchi, Alcantara e Veiga Junior (2012) avaliaram os extratos obtidos em
etanol de galhos e folhas de 20 espécies de Lauraceae (rico em alcal6ides) 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 0s mais ativos na inibicao da
enzima acetilcolinesterase, apresentando também pronunciada atividade
antioxidante.

Brotto, Cervi e Santos (2013) descrevem que apesar da grande importancia a
familia Lauraceae € insuficientemente conhecida no Parana. Os primeiros estudos
taxondémicos referidos para o estado sédo relativos aos géneros Ocotea. Desde entédo
uma lacuna de 30 anos separou-0s dos estudos mais recentes. Na lista de espécies
da flora do Brasil, reconhecem para o estado do Parana 66 espécies de Lauraceae,
distribuidas em 12 géneros. Ocotea esta representada por 30 espécies, das quais 29
ocorrem no bioma Mata Atlantica e dez no Cerrado. A falta de um trabalho
taxondmico atualizado sobre o género Ocotea no Parand, a escassez de coletas e

as determinacdes equivocadas dos espécimes, tém dificultado a identificacao.
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3 MATERIAL E METODO
Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas - UNCISAL, Maceid, sob o

namero 60-A (anexo).
3.1 Tipo de estudo

Estudo experimental por 42 dias
3.2 Local

Biotério da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas -
UNCISAL, Macei6.

3.3 Amostra

Foram usados 49 camundongos C57BL6J machos idade de 3 meses,
oriundos do biotério da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas —
UNCISAL e foram distribuidos em 7 grupos, os animais pesavam entree 30,909 e

24,829. Respeitaram-se as leis:

v' Lei 6638, de 8 de maio de 1979 - Normas para a Pratica Didatico-Cientifica da
Vivissecgao de Animais;

v Declaracdo Universal dos Direitos do Animal, UNESCO, 15 de Outubro de
1978;

v Lei de crimes ambientais (Lei n°® 9.605/1998);

v' As normas do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal - COBEA, em
1991, sobre os Principios Eticos na Experimentacdo Animal.

3.4 Procedimentos

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

distribuidos em cada grupo como demonstra a tabela a seguir:
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Tabela 1 — Animais randomizados, enumerados (de 1 a 49)

N° Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Controle | Hiperlipidémico | Ocotea Ocotea Himatanthus | Himatanthus | peosuvastatina
(n=7) (n=7) Peso (g) longifolia longifolia | bracteatus bracteatus 0,27mg/mL
Peso () 12,5mg/mL 25mg/mL 12,5mg/mL 25mg/mL »e/me/m

(n=7) Peso(g) | (n=7) (n=7) Peso(g) | (n=7) (n=7) Peso (g)
Peso(g) 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 distribuidos em gaiolas individuais e a identificacdo do
animal foi feita por meio de escrita a tinta azul indelével na cauda, com caneta tipo
piloto permanente (permanent mark®), seguindo as marcagbes do quadro abaixo

visando melhor identificacdo da numeracéo do animal:

O camundongo é marcado pela cauda, entdo para melhor identificacdo foi realizado
esse processo de marcagdo com caneta permanente de cores azul ou preta, onde sédo
pintados em formas de listras finas e grossas, entdo as listras L} gue sao finas,
equivale a 1, e as listras mais grossas, equivale a 3, sendo assim faz o somatério para

identificar os animais.

» Manejo dos animais

Optou-se pelo manejo fechado dos animais e a experimentacéo foi realizada
no préprio biotério da UNCISAL, onde se dispunha de ambiente propicio para os
mesmos, com sistema de ventilacdo exaustdo forcado, periodos de luminescéncia
controlada, temperatura média de 20°C, ruido minimo e umidade em torno de 50%.
Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas e individualizadas. A dieta foi
constituida de agua e racdo comercial granulada para o grupo controle (Presence ®
ratos e camundongos) ad libitum, durante os 42 dias do experimento.

Os camundongos foram pesados no inicio e término do experimento. para
avalicdo de seu estado nutricional, em balanca digital de precisdo. 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 periodo de quarentena,

periodo experimental e eutanasia:
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40 dias

Dieta Hiperlipidémica + Administragao dos extratos (Himatanthus
bracteatus 12,5mg/mL e 25 mg/mL, Ocotea longifolia 12,5mg/mL e

25mg/mL e Rosuvastatina 0,27 mg/mL)

42 dias de experimento

T2

P=0nnP>2DP>=-Cm

=~

T3

e I|dentificacao:

D N N NI N

TO - tempo inicial;

T2 a T3 é o inicio e término da eutanasia.

» Preparo e administracdo da dieta aterogénica

T1 - inicio da dieta hiperlipidémica e o tratamento com 0s extratos;
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T2 - término da dieta hiperlipidémica e o tratamento com os extratos;

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

(ratos e camundongos) e para o0s outros 6 grupos foi

confeccionada na

PRAGSOLUCOES® (biociéncias), a dieta aterosclerdtica (1,25% de colesterol, 0,5%
de &cido célico e gordura de 15%) conforme descrito no laboratério Jackson

(https://Iwww.jax.org/) seguem o0s outros componentes da dieta:

Produto

Amido de milho

Caseina

Amido dextrinizado

Sacarose

Banha

Oleo de soja

Celulose

Minerais

L cistina

Bitartarato de colina

Colesterol

Acido coélico



https://www.jax.org/
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e Substéncias e grupos:

O grupo controle (C) recebeu a ragdo PRESENCE® (ratos e camundongos)
ad libitum e diariamente 1mL de soro fisiolégico a 0,9% com o auxilio de uma
seringa acoplada a uma agulha de gavagem por via oral.

O grupo hiperlipidémico (H) recebeu a racdo confeccionada na
PRAGSOLUCOES® (biociéncias), a dieta aterosclerética (1,25% de colesterol, 0,5%
de acido cdlico 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 concentragéo diferente) a administramos
1lmL de cada extrato (Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia) nas
concentracfes: 1,25ug/mL, 2,5pug/mL, 5ug/mL, 10pg/mL, 20pg/mL, 12,5mg/mL,
25mg/mL e 50mg/mL, sendo a de 50mg/mL a concentracdo onde todos os animais
entraram em Obito em até 24h. Assim, optamos por realizar o experimento com as
concentragdes de 12,5mg/mL e 25mg/mL em ambos os extratos, diariamente antes
da administracdo o foi e ofertado pela manha 1mL da solug¢édo por gavagem durante
0s 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 farméacia de manipulacdo A Férmula® em forma de suspensc¢ao
na concentracao de 0,27mg/mL, calculada levando em concidaderacdo a média do
peso dos camundongos no inicio do experiemento (27, 73g) e administrados 1mL

por dia por gavagem.

» Preparacao do Extrato

As espécies Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia foram identificadas
pela boténica Rosangela Pereira de Lira Lemos do Instituto do Meio Ambiente de
Maceié — IMA e confeccionados pelo prof. Dr. Thiago Barros da UFAL (Campus de
Vicosa) e coletados em maio de 2015 no municipio de Rio Largo-AL, o caule 3,5 Kg

apos seco a temperatura ambiente por 5 dias foi triturado e colocado em alcool
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etilico para producéo do extrato Hidroalicolico a 10%;Foi administrado a cada animal
1mL da solugéo.

» Eutanasia

As substancias foram administradas por um periodo 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 puncdo cardiaca para
dosagem do perfil lipidico. Foram coletados por via transabdominal, na seguinte

ordem: artéria aorta e coracao.
» Analise histol6égica e morfométrica

A aorta foi retirada desde o arco até a bifurcacdo das artérias iliacas e
juntamente com o coracao foram fixados em formol a 10% (para microscopia optica)
por no minimo 24h e a parte descendente da aorta foi clivada e foi fixada em formol
a 10% (para analise imunohisquimica) e em seguida levados para o preparo rotineiro
de laminas histolégicas para microscopia optica: desidratacdo gradativa e crescente
de alcool a 70% até o alcool absoluto — diafanizacdo em xilol crescentes e
embebicdo em parafina liquida a 60°C, e preparacao dos blocos de parafina.

Os blocos de parafina foram cortados no microtomo com espessura de 3
(trés) um e os cortes montados em laminas de vidro extra-finas (76 x 25 mm), em
seguida, foram coradas com fucsina-resorcina e em seguida montadas com
laminulas e entelan para estudo das fibras elasticas e espessura da tlnica média da
aorta toracica, outras laminas (usando laminas silanizadas) foram preparadas para
imunohistoquimica.

Nesta analise usaram-se cortes ndo-consecutivos perpendiculares ao eixo da
parte descendente da aorta e corados com fucsina-resorcina (MANDARIM-DE-
LACERDA, 2003). Cinco imagens digitais aleatérias por animal foram adquiridas
(formato TIFF, 36-bit color, 1.280 x 1.024 pixels, com camera LC Evolution e
microscoépio Olympus BX51) analisadas com o programa Image-Pro Plus verséo 5.0
(Media Cybernetics, Silver Spring, EUA). Para estimar espessura da tunica média da
parte descendente da artéria aorta, quatro medidas por imagem foram obtidas em O,

90, 180 e 270 graus. Como demonstra a imagem abaixo
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Figura 1 — Imagem demonstrando a mensuracdo dos 4 pontos ortogonais da
aorta descendente do animal 3 (IMAGE-PRO PLUS 4.5) grupo Himatanthus bracteatus

25mg/mL. Coloracéao fucsina-resorcina. Corte transversal. Objetiva 10x
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Fonte: Elaborada pelo autor.
> Fibras eléasticas

O estudo foi realizado em imagens digitais de cortes da parte descendente da
artéria aorta e corados com fucsina-resorcina para fibras do sistema elastico, obtidas
usando o mesmo equipamento descrito previamente. Inicialmente, selecionando as
areas da parede da aorta e usando a ferramenta de “threshold” segmentou-se a

imagem de modo a obter o percentual de fibras elasticas na area total da parede,

como demonstra a imagem a seguir:
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Figura 2 — Imagem demonstrando a mensuracao de fibras elasticas de 53,99% da area
da aorta descendente do animal 3 (IMAGE-PRO PLUS 4.5) grupo controle.
Coloracéo fucsina-resorcina. Corte transversal. Objetiva 40x

" ANIMAL 3 40x 5.4if (1/1) o|[@][=
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Estas medidas foram obtidas de cinco cortes ndo consecutivos da aorta por
animal. A quantidade total de fibras elasticas nas seccfes da aorta foi calculada pelo
IMAGE-PRO PLUS 4.5 em pum (micrometros).

» Imunohistoquimica

Amostras da parte descendente da aorta foram fixadas em formol e
processadas de acordo com os procedimentos histologicos de rotina, embebidas em
parafina e cortadas em espessura de 3um. Os seguintes anticorpos primarios foram
utilizados durante o procedimento de imuno-histoquimica: CD68 (1:100, Abcam),
TNF-ALFA (1:100, Santa Cruz Biotechnology) e Isoprostano (1:100, oxfordbiomed).
A recuperagao antigénica foi realizada com tampao citrato em banho maria a 60C
(CD68 e TNF-ALFA) ou com tripsina 37°C (Isoprostano). A inibicdo da peroxidase
enddgena tecidual foi realizada com peréxido de hidrogénio a 10% e, apds os cortes
serem lavados em tampdao fosfato salino, os mesmos foram incubados com os
respectivos anticorpos primarios a 4 C overnight. A racédo foi amplificada com um
sistema de complexo biotina estreptavidina (K0679, Kit LSAB, Universal
DakoCytomation, Glostrup,Dinamarca), e a imunorreatividade foi determinada apos

incubacdo com 3,3-diaminobenzidina tetracloreto (K3466, Dako Cytomation
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Universal, Glostrup, Dinamarca). As sec¢Oes foram coradas com hematoxilina para
identificar os nucleos das células e, em seguida, as laminas foram montadas e
analisadas. Os controles negativos foram obtidos através da nao utilizacdo do

anticorpo primario no corte escolhido
» Glicemia sanguinea

A medida da glicemia de jejum foi realizada nos dias 1, 21 e 42 do
experimento. Apés 12h de jejum amostras de sangue foram coletadas a partir de
uma pequena incisdo da cauda dos animais. Ao término do experimento a medida
da glicemia de jejum feita 1h antes da eutanasia. As amostras de sangue foram
colhidas de acordo com as recomendacdes dos fabricantes usando um glucémetro
(Roche, Séo Paulo, SP, Brasil).

» Lipidograma

Ao fim da coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas, a 5000 (cinco
mil) rotacdes por minuto para separacdo do soro sanguineo, e encaminhadas para o
laboratorio de analise do CPML/UNCISAL foi realizado o lipidograma. Para analise
dos lipideos plasmaticos foram determinadas as concentracdes do colesterol total
(CT), lipoproteina de alta densidade (HDL), triglicerideos (TG), lipoproteina de baixa
densidade (LDL) a partir do soro isolado por centrifugacdo de cada animal. As
determinacdes do lipidograma foram realizadas pelo método enzimatico
colorimétrico (FOSSATI; PRENCIPE, 1982), utilizando kit enzimatico da Labtest® e

analisador colorimétrico automatico.
3.5 Variaveis
3.5.1 Variavel primaria

A média da espessura da tunica média e percentual de fibras elasticas da
parte descendente da aorta de cada grupo: esta diretamente relacionada capacitade
da artéria responder a dieta hiperlipidémica ou ao tratamento com 0s extratos:
Himatanthus bracteatus (nas concentragcdes 25mg/mL e 12,5mg/mL) e Ocotea

longifolia (nas concentragbes 25mg/mL e 12,5mg/mL).
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3.5.2 Variaveis secundarias

v

D N NI NN

Colesterol total: Foi medido por teste enzimatico colorimétrico e medido
em mg/dL.

HDL: Foi medido por teste enziméatico colorimétrico e medido em mg/dL.
LDL: essa lipoproteina de baixa densidade e os valores representados
em mg/dL.

Triglicerideo: foi medido por teste enzimatico colorimétrico e medido em
mg/dL.

Massa corpoérea do animal: Pesados no inicio e término do experimento.
Peso do coracao: peso do 6rgao molhado.

Glicemia: jejum de 12h.

TNF - alfa : fator de necrose tumoral (marcador inflamatério
imunohistoquimico)

CD - 68 (Conjunto de Diferenciacdo 68): é uma glicoproteina que se
liga a lipoproteina de baixa densidade. E expresso em mondcitos /
macrofagos (marcador inflamatério imunohistoquimico).

ISOPROSTANO: produto especifico da lipoperoxidacao (marcador de

estresse oxidativo).

3.6 Método estatistico

3.6.1 Calculo 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, ha trabalhos,

gue comprovem resultados estatisticos aceitaveis com nimero 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).
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3.6.2 Andélise estatistica

Os dados foram analisados através da estatistica descritiva usando como
ferramenta software GraphPad Prism (versdo 5.0). Os dados desta analise foram
expressos em média, desvio padrdo e erro padréo. Primeiramente foi feito o teste de
normalidade em cada grupo para verificar se os dados seguem ou nao a distribuicéo
normal. Para comparacdes entre 0s grupos sera utilizado o ANOVA one-way e 0
pos-teste de TUKEY para os dados que seguem a distribuicdo normal. Para os
resultados que ndo seguirem a distribuicdo normal serd utilizado o teste de
KRUSKAL-WALLIS e o pos-teste DUNNS. Para saber se existem ou ndo diferenca

significante entre as médias foi adotada o nivel significancia de 0,05.
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo indicados pela média, desvio padrdo e erro padrao.
Foram utilizados tabelas e graficos para a apresentacdo dos dados e os valores

foram apresentados com até duas casas decimais
4.1 Variaveis primarias
>  TUNICA MEDIA

Animais tratados com o0s extratos da Himatanthus bracteatus e Ocotea
longifolia nas duas concentracfes obtiveram na reducdo da espessura da tunica
média com reducdo de cerda de 13% para a Ocotea longifolia e 20% da
Himatanthus bracteatus quando comparadas com a média do grupo hiperlipidémico,

como podemos verificar no gréafico abaixo:

Gréfico 1 — A espessura da tinica médica da parte descendente da aorta durante a
administracdo dos extratos da Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia
(25mg/mL e 12,5mg/mL).

C-Grupo Contole
H- Grupo Hiperlipid émico
80- OT25- Grupo Ocotea longifolia 25mg/mL
OT12,5- Grupo Ocotea longifolia 12,5mg/mL
HT25- Grupo Himatanthus bracteatus 25mg/mL
HT12,5- Grupo Himatanthus bracteatus 12,5mg/mR-

** R-Grupo Rosuvastatina 0 2 7mg/mL

604 *%
e —— - FF*
E 404
5, 40
20+
0 T

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Ap6s a administracdo dos extratos a espessura da tunica média diminui juntamente com o
grupo Rosuvastatina de forma significante, observa-se que ndo houve diferenca significante
quando comparado com o grupo controle (ndo tratado). Todos os resultados seguiram a
distribuicdo normal, assim foi feito o teste ANOVA e pos teste de Tukey comparando todos os
grupos P<0.0001.
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> PERCENTUAL DE FIBRAS ELASTICAS DA AORTA DESCENDENTE

Animais tratados com o0s extratos da Ocotea longifolia e Himatanthus
bracteatus nas concentrades de 12,5mg/mL e 25mg/mL ndo alteraram de forma
significante no percentual de fibras elasticas quando comparadas com as médias
dos grupos controle e hiperlipidémico, contudo a média da espessura do grupo
hiperlipidémico foi maior (57,69um) que a dos demais grupos onde podemos
evidenciar no gréafico abaixo, bem como nas figuras 3 e 4 onde demosntram as fibras

elasticas e o limite entre tlnica externa e média arterial

Grafico 2 — Conforme demonstrado no grafico abaixo ndo houve diferenca significante
entre todos os grupos comparados. Todos o0s resultados seguiram a
distribuicdo normal, assim foi feito o ANOVA e poés teste de Tukey
comparando todos os grupos p=0,1134.

C-Grupo Contole

H- Grupo Hiperlipid émico

OT25- Grupo Ocotea longifolia 25mg/mL
0OT12,5- Grupo Ocotea longifolia 12,5mg/mL

80- HT25- Grupo Himatanthus bracteatus 25mg/mL
HT12,5- Grupo Himatanthus bracteatus 12,5mg/mR-
R-Grupo Rosuvastatina 0 2 7mg/mL
60+
e
= 401
20+
0 T
O

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 3 — Imagem demonstrando as fibras elasticas da parte descendente da aorta do
animal 3 (IMAGE-PRO PLUS 4.5) grupo Himatanthus bracteatus 25mg/mL.
Coloracéo fucsina-resorcina. Corte transversal. Objetiva 40x.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 4 — Imagem demonstrando o limite entre as tlnicas externa e média da parte
descendente da aorta do animal 1(IMAGE-PRO PLUS 4.5) grupo
hiperlipidémico. Coloragdo picrosirius que € empregada na histologia
como especifica para colageno. Corte transversal. Objetiva 40x.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 Variaveis secundarias

e Colesterol total de todos os grupos do experimento medido em mg/dL.
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Gréfico 3 — Conforme demonstrado no gréfico abaixo houve diferenca significante

entre o grupo H hiperlipidémico comparado com todos 0Ss grupos
testados p<0.0001.

C-Grupo Contole

H- Grupo Hiperlipid émico

OT25- Grupo Ocotea longifolia 25mg/mL
OT12,5- Grupo Ocotea longifolia 12,5mg/mL

250+ HT25- Grupo Himatanthus bracteatus 25 mg/mL
HT12,5- Grupo Himatanthus bracteatus 12,5mg/mR-
R- Grupo Rosuvastatina 0,2 7mg/mL
200+
- 150+
o
~~
(@)
S 1004
504
0 T
@

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Todos os resultados seguiram a distribuicdo normal, assim foi feito o ANOVA e pés teste de
Tukey comparando todos 0s grupos.

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

Grafico 4 — Conforme demonstrado no grafico abaixo houve diferenga significante
entre o grupo H hiperlipidémico comparado com todos os grupos 025

Ocotea longifolia 25mg/mL e o grupo O12,5 Ocotea logifolia 12,5mg/mL
testados p<0.0001.

C-Grupo Contole
H- Grupo Hiperlipid émico
OT25- Grupo Ocotea longifolia 25mg/mL

80_ e 0OT12,5- Grupo Ocotea longifolia 12,5mg/mL
HT25- Grupo Himatanthus bracteatus 25 mg/mL
X HT12,5- Grupo Himatanthus bracteatus 12,5mg/mR-
R-Grupo Rosuvastatina 0,2 7mg/mL
==

—

3

(@) 40 -

0 T

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Todos os resultados seguiram a distribuicdo normal, assim foi feito o ANOVA e poés teste de
Tukey comparando todos 0s grupos.
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e LDL: essa lipoproteina de baixa densidade e os valores representados

em mg/dL.

Gréfico 5 — Conforme demonstrado no gréfico abaixo houve diferenca significante
entre o grupo H hiperlipidémico comparado com o0s grupos 0125
Ocotea logifolia 12,5mg/mL, H12,5 Himatanthus bracteatus 12,5mg/mL e
rosuvastatina 0,27mg/mL testados p<0.0001.

200+

150+

100+

mg/dL

C-Grupo Controle

H- Grupo Hip erli pid émico

OT25- Grupo Ocotea longifolia 25mg/mL

OT12,5- Grupo Ocotea longifolia 12,5mg/mL

HT25- Grupo Himatanthus bracteatus 25mg/mL
HT12,5- Grupo Himatanthus bracteatus 12,5mg/mR-
R-Grupo Rosuvastatina 0,2 7mg/mL

**%

Fonte: Elaborado pelo autor.

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

Tukey comparando todos 0s grupos

e Triglicerideo: foi medido por teste enzimatico colorimétrico e medido em

mg/dL.
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Gréfico 6 — Conforme demonstrado no gréfico abaixo houve diferenca significante
entre o grupo H hiperlipidémico comparado com os grupos: 025 Ocotea
longifolia 25mg/mL, 012,5 Ocotea Ilongifolia 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.
C-Grupo Contole
80- H- Grupo Hiperlipid émico
OT25- Grupo Ocotea longifolia 25mg/mL
0OT12,5- Grupo Ocotea longifolia 12,5mg/mL
HT25- Grupo Himatanthus bracteatus 25mg/mL
HT12,5- Grupo Himatanthus bracteatus 12,5mg/mR-
60- R- Grupo Rosuvastatina 0,2 7mg/mL
-
9
=4 9 -
0 T

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Os resultados ndo seguiram a distribuicdo normal, assim foi feito o teste KRUSKAL-WALLIS e
po6s teste de DUNNS comparando todos 0s grupos.

e Massa corpoOrea do animal, animais pesados no inicio e término do

experimento.
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Gréfico 7 — Conforme demonstrado no grafico abaixo ndo houve diferenca significante

no peso inicial dos grupos.

HT12,5- Grupo Himatanthus bracteatus 12,5mg/mR-

0OT12,5- Grupo Ocotea longifolia 12,5mg/mL
HT25- Grupo Himatanthus bracteatus 25mg/mL
R-Grupo Rosuvastatina 0,2 7mg/mL

OT25- Grupo Ocotea longifolia 25mg/mL

H- Grupo Hiperlipid émico

C-Grupo Contole

40-

201

sewelb wa [el121ul 0Sad

Fonte: Elaborado pelo autor.

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

Tukey comparando todos 0s grupos
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Gréfico 8 — Conforme demonstrado no grafico abaixo ndo houve diferenca significante
no peso dos animais ao término do experimento.
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N
<

C-Grupo Controle

H- Grupo Hiperlipid émico

OT25- Grupo Ocotea longifolia 25mg/mL

OT12,5- Grupo Ocotea longifolia 12,5mg/mL

HT25- Grupo Himatanthus bracteatus 25mg/mL
HT12,5- Grupo Himatanthus bracteatus 12,5mg/mR-
R-Grupo Rosuvastatina 0,2 7mg/mL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

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

Tukey comparando todos 0s grupos.

e Peso do coracéo

Grafico 9 — Conforme demonstrado no grafico abaixo ndo houve diferenca significante
no peso do coragdo comparado entre 0s grupos.
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C-Grupo Contole

H-Grupo Hiperlipid émico

OT25- Grupo Ocotea longifolia 25mg/mL

OT12,5- Grupo Ocotea longifolia 12,5mg/mL

HT25- Grupo Himatanthus bracteatus 25mg/mL
HT12,5- Grupo Himatanthus bracteatus 12,5mg/mR-
R-Grupo Rosuvastatina 0,2 7mg/mL

Fonte: Elaborado pelo autor.

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

Tukey comparando todos 0s grupos.
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e Glicemia:

Gréfico 10 — Conforme demonstrado no grafico abaixo ndo houve diferenca
significante na glicemia dos animais no inicio do experimento.

C-Grupo Controle
150 H- Grupo Hip erlipid émico

OT25- Grupo Ocotea longifolia 25mg/mL
0OT12,5- Grupo Ocotea longifolia 12,5mg/mL
HT25- Grupo Himatanthus bracteatus 25 mg/mL
HT12,5- Grupo Himatanthus bracteatus 12,5mg/mR-
R-Grupo Rosuvastatina 0,2 7mg/mL
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Todos os resultados seguiram a distribuicdo normal, assim foi feito 0 ANOVA e pés teste de
Tukey comparando todos 0s grupos.

Grafico 11 - Conforme demonstrado no gréfico abaixo ndo houve diferenca
significante na glicemia dos animais no dia 21 do experimento.

150- C-Grupo Contole
H- Grupo Hiperlipid émico
OT25- Grupo Ocotea longifolia 25mg/mL
OT12,5- Grupo Ocotea longifolia 12,5mg/mL
HT25- Grupo Himatanthus bracteatus 25mg/mL
HT12,5- Grupo Himatanthus bracteatus 12,5mg/mR-
100 R-Grupo Rosuvastatina 0,2 7mg/mL
—
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EEEEEE
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Nota: Todos os resultados seguiram a distribuicdo normal, assim foi feito o ANOVA e p0s teste de
Tukey comparando todos 0s grupos.
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Gréfico 12 — Conforme demonstrado no gréfico acima houve diferenca 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 distribuicdo normal, assim foi feito o ANOVA e pds teste de
Tukey comparando todos os grupos, p = 0,0029
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e TNF - alfa : fator de necrose tumoral (marcador inflamatorio
imunohistoquimico).

Figura 5 — O marcador TNF — ALFA foi positivamente expresso na parte descendente
da aorta (musculatura lisa da tinica média e intima): (A) grupo C, (B) grupo
H, (C) grupo HT25, (D) grupo OT25. A intensidade de maior expressao foi
para o (B) grupo H. Corte transversal. Objetiva de 40x.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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e CD - 68 (Conjunto de Diferenciacdo 68): € uma glicoproteina que se
liga a lipoproteina de baixa densidade. E expresso em mondcitos /

macrofagos (marcador inflamatdrio imunohistoquimico).

Figura 6 — O marcador CD-68 foi positivamente expresso na parte descendente da
aorta (musculatura lisa da tunica média e intima): (A) grupo C, (B) grupo
H, (C) grupo HT25, (D) grupo OT25. A intensidade de maior expresséo foi
para o (B) grrupo H. Corte transversal. Objetiva de 40x.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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o ISOPROSTANO: produto especifico da lipoperoxidacdo (marcador de

estresse oxidativo).

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

A B

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

Neste estudo, utilizou-se um protocolo de indugcdo de aterosclerose
experimental descrito por SHIMIZU et al (2014) onde induziu hiperlipidemia e
aterosclerose adiministrando dieta com 1,25% de colesterol, 0,5% de acido colico e
15% de gordura durante 6 semanas (42 dias) em camundongos C57BL6J, modelo
que esta documentado na literatura.

A Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia (em ambas as concentracoes)
reduziram de forma significante a espessura da tunica média dos animais tratados
(gréfico 1), isto se deve pelo fato de ambos os extratos possuirem em sua
composi¢do alcaldides que podem inibir a inflamacéo provocada pelo aumento do
colesterol total, triglicerideos e LDL (lipoproteina de baixa densidade) na parede
arterial, diminuindo assim a espessura da tunica média da parte descendente da
aorta dos camundongos, isso concorda com o estudo onde descrevem que O
espessamento da tunica média e intima arterial sdo importantes parametros para
caracterizar a doenca ateroscletética generalizada, principalmente da doenca arterial
coronariana precoce. O aumento da espessura da tanica média e intima da artéria
carétida por exemplo esta relacionado com a maioria dos fatores de risco
cardiovasculares em humanos. A espessura da artérial ajuda a estabelecer com
mais precisdo o risco cardiovascular em pacientes hipertensos sem lesdo em 6rgao-
alvo evidenciada pelos exames de rotina, como o eletrocardiograma (ENGELHORN
et al., 2006).

Conforme demonstrado nos resultados do gréafico 2, onde observamos que
ambas as plantas e concentracdes (Ocotea longifolia e Himatanthus bracteatus)
obtiveram resultados significantes na reducdo do espessamento da tunica média.
Isso é corroborado pelo experimento realizado em ratos utilizando a Himatanthus
sucuuba verificou-se a atividade anitiinflamatoéria e analgésica do latex, onde este
obteve sucesso utilizando as frac¢bes do latex contra o edema de pata de rato
induzido por carragenina e nos testes de constrigdo do rato induzido por &cido
aceético. A fraccao de hexano inibiu a formagéo do edema por 35,9%, numa dose de
200 mg / kg. Os triterpenos presentes na fraccdo de hexano foram identificados
como acetato de lupeol, alfa-amirina e lupeol cinamato. A frac¢cdo contendo somente
cinamatos inibiu o edema e as constricoes abdominais por 50-40% e 57,9%,

respectivamente (DE MIRANDA et al.,, 2000). Em estudos quimicos revelaram a
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presenca de depsideos, terpénos e iridoides em Himatanthus sucuuba. Atualmente,
estudos farmacoldgicos evidenciaram as atividades anti-inflamatéria e analgésica
dos iridoides presentes na casca de seu caule e no latex, o efeito cicatrizante e uma
baixa toxicidade reprodutiva, indicando que seu consumo € sSeguro na espécie
humana no tratamento de gastrites e hemorréidas (FRANCA et al., 2011).

A acdo antinflamatoria da Himatanthus bracteatus se deve pricipalmente por
causa da presenca de alcaldides (analgésicos opidides) sugerindo que estes
participam da inibicdo da formacdo de citocinas pré-inflamatérias (LUCETTI et al.,
2010).

Pesquisas feitas usando a Ocotea bullata (Lauraceae) a casca do caule que
sdo usadas pela populacdo para curar dores de cabeca, distarbios urinarios e
problemas de estdbmago o extrato dessa planta foi capaz de inibir a ciclooxigenase-1
e inibicAo da 5-lipoxigenase. O Extrato hexano da casca exibiram atividade
moderada na inibig&do da inflamacgao. (ZSCHOCKE et al., 2000).

A Himatanthus bracteatus e Himatanthus drasticus possuem em sua
composicao triterpenos que tém acado antiinflamatoria e analgésica comprovada.
Isso é sustentado pela pesquisa realizada para testar o extrato da casca da planta
Himatanthus succuba que tem na sua composicao triterpenos (acetato de lupeol,
alfa-amirina e lupeol cinamatos) e iridoides, o presente extrato teve obteve reducéo
do edema provocado em ratos (LUCETTI et al., 2010; DE MIRANDA et al., 2000).

A Ocotea notata (analise quimica por HPLC revelou a apresenca de
importantes flavondides: afzelina e isoquercitrina) foi testada na atividade
antimicrobiana sendo capazes de inibir a producdo de NO (6xido nitrico) por
macrofagos e possuindo acao sobre inibicdo 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 reducdo da espessura da tinica média da parte
descendente da aorta em camundongos.

Observa-se que na quantificacdo das fibras elasticas no presente estudo néo
houve diferenca significante entre os grupos de animais tratados com os extratos da
Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia (nas concetracbes de 25mg/mL e
12,5mg/mL). Alguns pesquisadores verificaram a influéncia da elastina na
modulacdo das células da musculatura lisa vascular, propuzeram que a elastina é
um regulador autdcrino potente do muasculo liso vascular e da atividade das células

muasculares e que esta regulacdo é importante para prevencdo de patologia



54

fibrocelular (aterosclerose). Achados indicam que a elastina estabiliza a estrutura
arterial pela inducdo de um estado contréatil do masculo liso arterial (KARNIK et al.,
2003). Perturbacdo de elastina € suficiente para induzir a proliferacdo de musculo
liso subendotelial e pode contribuir para doenca obstrutiva arterial. Assim, elastina
tem uma funcédo reguladora inesperada durante o desenvolvimento arterial, o
controlo da proliferacdo de musculo liso e estabilizar a estrutura arterial (LI et al.,
1998).

Os niveis sanguineos de péptidos de elastina sdo usualmente baixos, mas
podem aumentar durante as doencas cardiovasculares, tais como aterosclerose,
aneurisma da aorta e diabetes com complicagbes vasculares. Geralmente, os
péptidos elastina sdo derivados da degradacdo dos polimeros elasticos insoluveis.
As atividades bioldgicas dos peptideos de elastina séo: efeito pré-inflamatdrio sobre
a inducdo de migracdo de mondcitos e um efeito protector sobre a promocao da
vasodilatacao (QIN, 2015).

No que diz respeito aos parametros sanguineos colesterol total, LDL e
triglicerideos os extratos da Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia obtiveram
resultados significantes na reducdo destes parametros sanguineos, exceto a
Himatanthus bracteatus 25mg/mL n&o reduziu de forma significante os triglicerideos.

O aumento do colesterol total, LDL e triglicerideos provoca disfuncéo
endotelial até a ruptura de lesGes na parede vascular, pode-se observar a
participacdo ativa da LDL (lipoproteina de baixa densidade) como um agente pré-
aterogénico. Inicialmente, os lipidios oxidados da particula atuam como agressores
ao endotélio e a resposta compensatéria a injuria 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 hiperlipidémico e com menor intensidade nos
grupos tratados com o0s extratos da Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia
(ambas na concentracdo de 25mg/mL) e isso sugere que as substancias existentes
nos extratos (alcaldides e flavondides) o estresse oxidativo e oxidacdo do LDL
provocado pelo processo de aterosclerose e contribuindo assim para reducédo do
colesterol total, LDL e triglicerideos.

Houve aumento significante do HDL no grupo Ocotea longifolia (25mg/mL e
12,5mg/mL) o que sugere que os flavondides presentes no extrato contribuiram para

o aumento do HDL (conforme demonstrado no grafico 5) e reducéo da glicemia ao
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término do experimento (conforme demonstrado nogréfico 13) e isso é sustentado
por Rodrigues da Silva et al. (2015) onde relatam que os flavonéides sdo um grupo
de substancias naturais com estrutura fendlica variavel, e portanto, de consideravel
interesse cientifico e terapéutico e possuem compostos tem o potencial de modificar
a biossintese de eicosanoides (resposta anti-prostanoide e antiinflamatoria); de
proteger o colesterol-LDL da oxidacé&o (inibindo formagéao de placa aterosclerotica);
de prevenir a agregacao plaquetaria tendo efeitos anti-trombaticos.

A escolha da rosuvastatina como controle positivo foi decorrente do seu efeito
mais eficaz na reducdo do colesterol LDL do que outras estatinas em doses
comparaveis, bem como pelo motivo de possuir um maior nimero de interacdes ao
se ligar com a HMG — Co A redutase (AQUINO, 2011), isto pode ser comprovado
pela reducdo significante do colesterol total, triglicerideos 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 reducdo no depdsito de lipideos e deposi¢cdo e aumento
de coladgeno, a rosuvastatina também pode reduzir as respostas inflamatérias
decorrentes da leséo aterosclerdtica.

Nicholls et al. (2008) estudou os avanc¢os tecnolégicos no processamento de
imagens da parede arterial no individuo vivo utilizando ultrassonografia, verificou o
impacto benéfico da rosuvastatina em todo espectro cardiovascular, niveis
plasméticos, HDL e marcadores inflamatérios na arterioslcerose, nesse estudo de
Nicholls a rosuvastatina aumentou o HDL o que n&o aconteceu de forma significante
no presente trabalho.

Shimizu et al. (2014) verificaram a eficacia da rosuvastatina e atorvastatina
em camundongos C57BL6J submetidos a dieta arteriosclerdtica (0,5% de colesterol
+ 10% de 6leo de coco) durante 6 semanas, ndo houve altera¢des significantes nos
niveis de colesterol de HDL no plasma entre 0s grupos, resultados nédo significantes
foram encontrados no presente experimento relacionando 0 grupo rosuvastatina
comparado com o grupo controle em relagdo ao HDL lipoproteina de alta
densidade, que desempenha um papel importante no transporte reverso do
colesterol in vivo.

A massa corplrea dos animais e 0 peso coracdo ndo sofreu alteragédo

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 hiperlipidica e do treinamento aerdbico
na aterosclerose em camundongos apoE-/-, onde ndo houve alteragcdo da massa
corpoOrea dos animais, bem como do peso dos 6rgaos.

O inicio e a progressdo do processo aterosclerético sao regulados por
mecanismos inflamatérios e esté relacionada ao aumento na circulagdo sanguinea
de marcadores inflamatorios, caracterizando um estado de inflamag&o crénica. A
etapa inicial da aterosclerose é o recrutamento de mondcitos e células T para a
parede do vaso. As moléculas de adesao séo proteinas de superficie celular que séo
expressas em pequenas quantidades pelas células endoteliais e sua expresséo esta
muito aumentada na presen¢a de citocinas inflamatorias. Assim, mondcitos e
linfécitos expressam moléculas de adesdo em resposta a expressao endotelial,séo
ativados, sofrem rolamento seguido de adesao,transmigram para a camada intima
arterial perpetuando a resposta inflamatoria. Os macréfagos expressam receptores
para lipoproteinas modificadas, englobando particulas minimamente oxidadas
(BAHIA et al., 2006).

O marcador inflamatério TNF-a expressou positivamente no grupo
hiperlipidémico (conforme figura 5 B) e com menor intensidade para 0s 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 familia da Himatanthus bracteatus (Apocynaceae) no
tratamento da inflamacdo das vias respiratérias e obteve sucesso na inibindo a
producéo de citocinas inflamatérias como TNF- a.

O tecido adiposo secreta citocinas pré-inflamatérias tais como TNF-a e
interleucina-6. A expressao de TNF-a esta aumentada pode contribuir para a
disfuncéo endotelial. O TNF-a causa dano a via de sinalizacéo de insulina. O TNF-a
também pode inibir a captacdo de glicose através de um aumento na expressao da
forma induzida da 6xido nitrico-sintase (INOS) no musculo. Ao nivel vascular, o TNF-
a reduz a biodisponibilidade do NO em cultura de células endoteliais e impede a
vasodilatacdo endotélio-dependente. O TNF-a pode também contribuir para a
apoptose da célula endotelial. (BAHIA et al., 2006; CARVALHO; COLACO; FORTES,
2006).

O CD-68 € uma glicoproteina que se liga a lipoproteina de baixa densidade e
€ expresso em macréfago e mondcitos. O presente marcador expressou

positivamente no presente experimento no grupo hiperlipidémico (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 concentragéo de 25mg/mL.

Durante o processo de expancao da resposta inflamatoria estimulando a
migracdo de mondcitos para a tunica intima e a diferenciacdo local dessas células
em macrofagos, que tém como primeira funcdo fagocitar a LDL oxidada,
transformando-se em células espumosas. Varios receptores de LDL oxidada estdo
envolvidos na fagocitose dessa lipoproteina oxidada pelos macrofagos e na
consequente transformacdo dessas células em células espumosas, como por
exemplo o CD36, CD-68 e CD163 (CORREA-CAMACHO et al.,2007).

Isoprostanos sdo um grupo recém-descoberto de isbmeros de prostaglandina.
Os resultados de estudos anteriores sugerem que eles podem ser utilizados como
marcadores de estresse oxidativo, sendo assim, no presente experimento o
iIsoprostano expressou positivamente no grupo hiperlipidémico (conforme figura 7 B).
Em virtude de doencas cardiovasculares, pulmonares e doencas neurolégicas seus
niveis em amostras bioldgicas aumentam consideravelmente. Verificou-se que as
pessoas que sofrem de diabetes, obesidade, hipercolesterolemia familiar
homozigoética, hipercolesterolemia moderada, e os fumantes tém niveis mais
elevados de isoprostanos na urina (CZERSKA; ZIELINSKI; GROMADZINSKA,
2016).

No estresse oxidativo vascular tem-se uma superproducéo de O2, que diminui
a atividade do éxido nitrico (dilatador enddgeno). De acordo com a hipotese de
modificacdo oxidativa da aterogénese, metabdlitos do oxigénio contribuem para a
progressdo do processo aterosclerdtico, modificando oxidativamente a lipoproteina
de baixa densidade (LDL). A ativacdo das células inflamatorias resulta no aumento
dos leucdcitos no sangue, o que favorece a aterogénese, promovendo a oxidacédo do
LDL. Além disso, é razoavel que o aumento da regulagcédo dos sistemas antioxidantes
desencadeie um continuo processo inflamatoério, o0 que conduz a uma diminuicdo na
capacidade antioxidante. (SILVA; CERCHIARO; HONORIO, 2011).

Os biomarcadores que podem ser utilizados para avaliar oxidativo estresse in
vivo tém atraido interesse em recente anos, porque a medicdo exata de tais estresse
€ necessario investigar seu papel no estilo de vida doencas como a ateroclerose ou
também para avaliar o sucesso do tratamento (CZERSKA; ZIELINSKI;
GROMADZINSKA, 2016).
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6 CONCLUSOES
Os extratos etandlicos da Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia

reduziram de forma significante a espessura da tunica média da parte descendente
da aorta.

Os extratos obtiveram reducgdo significante dos parametros sanguineos:
colesterol total, LDL, triglicerideos e através da analise imunohistoquimica do TNF-q,

CD-68 e isoprostano.
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APENDICE A - Tabelas com valores de média, desvio padréo e erro padréo

Espessura da tunica média: de todos os grupos do experimento medido em pm

Grupos C H oT or HT 25mg/mL HT 12,5mg/mL R
25mg/mL  12,5mg/mL
0,27mg/mL
Media 51,41 60,34 52,35 52,31 47,83 48,08 38,10
Desvio 2,92 4,49 5,38 2,93 3,39 3,85 2,04
Padrao
Erro 1,10 1,70 2,03 1,10 1,28 1,45 0,77

Padrao

Fonte: Autor.
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Percentual de fibras elasticas

Grupos C H oT orT HT 25mg/mL HT 12,5mg/mL R
25mg/mL  12,5mg/mL
0,27mg/mL
Media 51,05 57,69 53,43 56,91 55,28 57,11 54,73
Desvio 6,75 1,35 6,24 1,23 4,44 4,60 4,32
Padrao
Erro 2,55 0,51 2,35 0,46 1,67 1,74 1,63

Padrao
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Colesterol total de todos os grupos do experimento medido em mg/dL

Grupos C H oT oT HT 25mg/mL HT 12,5mg/mL R
25mg/mL 12,5mg/mL
0,27mg/mL

Media 80,32 224,20 163,57 148,14 178,70 143,70 106,14
Desvio 11,05 29,27 48,92 27,92 18,96 24,39 17,47
Padréo

Erro 4,17 11,06 18,49 10,55 7,74 9,21 6,60
Padréao



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

Grupos C H oT oT HT 25mg/mL HT 12,5mg/mL R
25mg/mL 12,5mg/mL
0,27mg/mL

Media 53,19 43,71 73,25 55,19 49,26 53,24 45,85
Desvio 3,08 10,73 5,87 5,51 5,45 4,69 8,76
Padréo

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

Grupos C H oT oT HT 25mg/mL HT 12,5mg/mL R
25mg/mL 12,5mg/mL
0,27mg/mL

Media 15,62 143,61 113,37 85,72 121,54 87,40 31,28
Desvio 10,80 24,31 42,82 23,68 21,07 22,36 10,22
Padréao

Erro 4,08 9,18 16,18 8,95 8,60 8,45 3,86
Padréo



Triglicerideo: foi medido por teste enzimatico colorimétrico e medido em mg/dL

Grupos C H oT oT HT 25mg/mL HT 12,5mg/mL R
25mg/mL 12,5mg/mL
0,27mg/mL
Media 32,42 63,71 36,75 36,08 39,05 28,31 35,42
Desvio 8,50 24,06 14,27 7,46 18,92 13,39 7,76
Padréo
Erro 3,21 9,09 5,39 2,82 7,72 5,06
Padréo

2,93
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Peso do coracao

Grupos C H oT oT HT 25mg/mL HT 12,5mg/mL R
25mg/mL 12,5mg/mL
0,27mg/mL
Media 0,17 0,14 0,13 0,14 0,13 0,14 0,17
Desvio 0,03 0,02 0,01 0,02 0,01 0,02 0,03
Padréo
Erro 0,01 0,008 0,005 0,01 0,007 0,008 0,01
Padréo
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Glicemia (inicio do

experimento):

Grupos C H oT oT HT 25mg/mL HT 12,5mg/mL R
25mg/mL 12,5mg/mL
0,27mg/mL
Media 96,28 90,71 95,57 97,00 96,57 94,57 91,14
Desvio 3,90 13,82 3,59 3,55 3,50 3,82 6,14
Padréo
Erro 1,47 5,22 1,36 1,34 1,32 1,44 2,32
Padréo
Glicemia (21 dias de experimento):
Grupos C H oT oT HT 25mg/mL HT 12,5mg/mL R
25mg/mL 12,5mg/mL
0,27mg/mL
Media 77,28 71,57 90,42 81,85 79,00 79,28 77,71
Desvio 5,40 10,87 20,32 15,79 16,08 11,04 3,54
Padréo
Erro 2,04 4,11 7,68 5,96 6,07 4,17
Padréo

1,34
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Glicemia (término do experimento):

Grupos C H oT oT HT 25mg/mL HT 12,5mg/mL R
25mg/mL 12,5mg/mL
0,27mg/mL

Media 77,28 75,85 60,85 63,57 53,57 56,85 76,28
Desvio 5,40 26,11 13,69 6,39 7,52 14,27 4,27
Padréo

Erro 2,04 9,86 517 2,41 2,84 5,39
Padréo

1,61
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ANEXO A — Comprovante Comité de Etica UNCISAL

o)

! 5
INIVERSI0ADE ESTADUAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE ALAGOAS ~ UNCISAL
Transtormad peta jei n* 6660 de 28 de dezembro de 2005
Campus Govemador Lamenha Fitha
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ~ CEP/UNCISAL
Rua de Lima 113, Trapiche da Barra,
Cep 57.010.300 - Maceid-AL

Protocolo N° 60-A
Titulo: “Efeitos da Himatanthus bracteatys Ocotea longifolia nas fibras elasticas e tinica média da aorta de

camundongos C57BL6J em um modelo de aterosclerose experimental”
Pesquisador Responsavel: Rodrigo Freitag Monte Bispo

Maceid, 15 de abril de 2014

Sr(®). Pesquisador(a),

Conforme deliberagéo em plenaria ordinria do CEP/UNCISAL ocorrida no dia 10/04/15 foi de
consenso a aprovagdo da alteragao do titulo do protocolo n® 60-A, agora intitulado: “Efeitos da
Himatanthus bracteatus e Ocotea longifolia nas fibras elasticas e tunica média da aorta de
camundongos C57BL6J em um modelo de aterosclerose experimental’.

Nesta oportunidade, lembramos que o pesquisador tem o dever de durante a execucdo do

experimento, manter o CEP informado através do envio a cada seis meses, de relatério consubstanciado
‘acerca da pesquisa, seu desenvolvimento, bem como qualquer alteragéo, problema ou interrupgao da

- mesma,

 Atenciosamente,




ANEXO B — Comprovante de compra da dieta (ragcao)

PRAGSOLUGOES

Quantidades produzidas de cada substancia na formula

Pedido
biociéncias A Cliente Rodrigo Freitas UFAL
Data 230092015
Validade 2211212015 Em geladeira  21/03/2016 Em freezer
Manipulador
Formula Dieta HF 1,25% Col +0,5% Ac Colico
Dose (g ou ml) 4500 1 vezes
Dose (Kgou L) 460
Cod Produto Quaniidade Fonecedor Fator Lote Validade CQuanfidade Pesados Verf
prescrita comepdo prod. (g/ml) __p_[{_):j_._ rgfn1|} oK
qﬁp ........
AMIDO DE MILHO 30,12000% Ingredion 1 1056717 110417 1385520 1385520
CASEINA 20,00000% Msl 1 20171000 2000716 920000 920000
AMIDO DEXTRINIZADO 13,20000% Ingredion 1 1051633 2700317 607200 607200
SACAROSE 10,00000% GA 1 4041582 2304116 460000 4B0000
BANHA 11,00000% Estrela 1 120216 506000 508000
OLEO DE 50JA 4 00000% Cocamar 1 811512 11062016 184000 134,000
CELULOSE MICROCRISTALINA ~ 5,00000% Farmos 1 10713146 30/08M8 230000 230,000
MIX MINERAL AIN 93 G 3,50000% PragSolugdes 1 180915 1800916 161000 161,000
MIX VITAMINICO AIN 93 1,00000% PragSolugdes 1 20915 0209716 45,000 46000
L CISTINA 0,1800% Farmos 1 104604 (3062018 £, 280 8,280
BITARTARATO DE COLINA 0,2500% Farmos 1 3006280 30079 11,500 11,500
COLESTEROL 1,2500% Sigma 1 SLBMB23SY  31-04-21 57500 57500
ACIDO COLICO 0,50000% Sigma 1 SLBB1085Y 3002018 23.000 23000
BHT 0,00500% Oficinallis 1 0.230 0,230
100,005% 4.600 45600

dilucicoss: 110000 em sacarase

Manipuladz:

(iha

Aprovado:

Produtn destinardn a nesmisa |sentn de renistrm no Ministérin da Anricultura Peruana e Ahasterimants



ANEXO C - Patente depositada no INPI

Pedido de Patente sob n°® BR 20 2015 003755-0.
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ANEXO D - Protocolo Colesterol total.

COLESTEROL Liquiform

Ref.: 76

Instrucoes de Uso

Finalidade . Sistema enzimatico para a determinagéo do colesterol
total em amostras de soro, por reagao de ponto final.

[Somente para uso diagndstico in vitro.]

Principio . 0 colesterol total é determinado de acordo com as
seguintes reagoes:

s Colesterol )
Esteres do colesterol ——— Colesterol + Acidos graxos
Esterase

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

Peroxidase
2H,0, + Fenol + 4-Aminoantipirina —¥» Antipirilquinonimina + 4 H,0

Os ésteres de colesterol sao hidrolisados pela colesterol esterase a
colesterol livre e 4cidos graxos. O colesterol livre € oxidado pela colesterol
oxidase a colest-4-en-ona e peroxido de hidrogénio. Na presenca de
peroxidase e peréxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sao
oxidados formando a antipirilquinonimina que tem absortividade méxima
em 500 nm.

A intensidade da cor vermelha formada na reagao final é diretamente
proporcional & concentragao do colesterol na amostra.

Caracteristicas do Sistema . 0s valores elevados do colesterol,
principalmente o colesterol ligado as lipoproteinas de baixa densidade,
s30 um dos mais importantes fatores de risco para o desenvolvimento da
doenca arterial coronariana. O National Cholesterol Education Program
(NCEP)® recomenda que os sistemas de medicdo do colesterol
apresentem caracteristicas de desempenho capazes de atingir os
requisitos de exatiddo e precisdao necessarios para que os resultados
tenham utilidade médica.

Os dados de exatiddo, repetitividade e reprodutibilidade obtidos com o
sistema Colesterol Liquiform demonstram que o método € capaz de
fornecer resultados que superam as exigéncias do NCEP, fazendo com
que possa ser considerado como bastante seguro para a medigdo
confidvel do colesterol total nos niveis de decisdo mais importantes.
Adicionaimente, a comparagao entre as imprecisdes encontradas na
repetitividade e na reprodutibilidade demonstra que o sistema de medigao
€ bastante robusto nas regides de concentragoes significativas para uso
clinico, indicando um desempenho estével no diaa dia.

0 sistema é composto de um (nico reagente pronto para uso, com
estabilidade que garante desempenho consistente em sua forma liquida
original e manutencao das condiges 6timas da reagao.

MS 10009010068 ’

Colesterol Liquiform possui um sistema clarificador de alta eficiéncia que
elimina as interferéncias positivas produzidas por valores de triglicérides
até 2600 mg/dL.

0 sistema é facilmente aplicavel em analisadores automaticos e semi-
automaéticos capazes de medir uma reacao de ponto final em 500 nm e
pode ser usado para medicdo do colesterol HDL apds precipitagao
seletivadas LDL e VLDL.

Metodologia . Enzimatico-Trinder.

Reagentes

1 - Reagente 1- Armazenar entre 2-8°C.

Contém tampao 50 mmol/L, pH 7,0; fenol 24 mmol/L; colato de sédio
500 pumol/L; azida s6dica 15 mmol/L; 4-aminoantipirina 500 pmol/L;
colesterol esterase >250 U/L, colesterol oxidase >250 U/L e peroxidase
>1000U/L.

Para preservar o desempenho, o reagente deve permanecer fora da
geladeira somente o tempo necessério para se obter o volume a ser
utilizado. Evitar exposicao a luz solar direta.

2. - Padrao - 200 mg/dL - Armazenar entre 2- 30 °C.
Contém azida sédica 15 mmol/L. Apés o manuseio sugere-se armazenar
bem vedado para evitar evaporagao.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condigdes
indicadas, sao estaveis até a data de expiracao impressa no rétulo.
Durante 0 manuseio, os reagentes estao sujeitos a contaminagoes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducao da
estabilidade.

Precaucdes e cuidados especiais

Nao utilizar o Reagente 1 quando sua absorbancia, medida contra a 4gua
em 500 nm, for igual ou maior que 0,300 ou quando mostrar-se turvo ou
com sinais de contaminagao.

Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na
manipulagao do reagente. O Reagente 1 e o Padrao contém azida sédica
que é toxica. Deve-se tomar cuidado para evitar a ingestao e no caso de
contato com os olhos deve-se lavar imediatamente com grande
quantidade de agua e procurar auxilio médico. A azida pode formar
compostos altamente explosivos com tubulagées de chumbo e cobre.
Portanto, utilizar grandes volumes de 4gua para descartar o reagente.

Os reagentes nao abertos, quando armazenados nas condigdes
indicadas, sao estaveis até a data de expiragao impressa no rétulo.
Durante o manuseio, os reagentes estao sujeitos a contaminagoes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducdo da
estabilidade.



Material necessario e ndo fornecido

1. Banho-maria mantido 4 temperatura constante (37 °C).

2. Fotdmetro capaz de medir, com exatiddo, a absorbancia entre 490 e
510nm.

3. Pipetas para medir amostras e reagente.

4. Cronémetro.

Influéncias Pré-analiticas . A postura durante a colheita da
amostra deve ser padronizada porque pode ter efeitos significativos nos
resultados. Se as amostras sdo obtidas com o paciente na posigdo
sentada, deve-se padronizar para que o individuo esteja sentado durante
15 minutos e ndo mais que 30 minutos.

Um garroteamento maior que 1 minuto produz hemoconcentragéo, o que
pode aumentar os valores do colesterol em 5,0% apds 2 minutose 10,0 a
15,0% ap6s 5 minutos. Portanto, € muito importante obter a amostra de
sangue apos liberar o torniquete devendo-se padronizar todo o
procedimento da colheita.

A variagao biologica do colesterol, decorrente da variagdo também
biol6gica das lipoproteinas transportadoras do colesterol, & observada
quando a dosagem do colesterol & repetida em um mesmo laboratério no
espago minimo de uma semana. Ela ocorre independentemente do erro
analitico e pode variar entre 1,7 e 11,6% com uma média de 6,1% devido,
principalmente, a variagao bioldgica da LDL que & a principal lipoproteina
transportadora de colesterol.

Niveis elevados de ascorbato (vitamina C) produzem interferéncias
negativas por competigdo com o cromogénio na reagdo da peroxidase.
Se houver suspeita da presenga de 4cido ascérbico deixar o soro em
repouso durante 90 minutos antes de iniciar a dosagem para minimizar a
agdo dointerferente.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrio (POP) que
estabelega procedimentos adequados para colheita, preparagdo e
armazenamento daamostra. Enfatizamos que os erros devidos 4 amostra
podem ser muito maiores que os erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

De modo geral, a amostra de sangue pode ser obtida com ou sem jejum,
mas & altamente recomendavel que todos os ensaios dos lipides
sanguineos, incluindo o colesterol, sejam realizados em amostras
colhidas em jejum. As vantagens da utilizagdo de amostras colhidas em
jejum s@o decorrentes da padronizagdo da colheita, pois permitem a
realizagdo da determinagdo de outros lipides que reguerem o jejum e
minimizam a interferéncia da lipemia p6s prandial que esta
freqiientemente presente em amostras obtidas sem o jejum.

Usar soro. Anticoagulantes como citrato, oxalato ou EDTA produzem
resultados falsamente diminuidos. O analito é estavel 7 dias entre 2 - 8°C
e 6 meses a 20 °C negativos®. Homogeneizar bem as amostras lipémicas
antes de iniciar a dosagem. Nao utilizar amostras fortemente
hemolisadas.

Como ovolume de amostra é pequeno, deve-se pipetar com cuidado para
minimizar aimpreciséo do sistema de medigao.
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Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
ndo transmitem infecgdes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, a0 manusea-las, deve-se seguir as
normas estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes e o material bioldgico, sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protegdo ambiental.

Interferéncias

Valores de bilirrubina até 5 mg/dL, hemoglobina até 180 mg/dL e
triglicérides até 2600 mg/dL ndo produzem interferéncias significativas.
Valores de bilirrubina entre 5 e 38 mg/dL produzem resultados falsamente
diminuidos proporcionais & concentragéo da bilirrubina.

Para avaliar a concentragdo aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: Diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbancia em 405 ou 415 nm acertando o zero com dgua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina(mg/dL) = Absorbéncia,, x 601
Hemoglobina{mg/dL) = Absorbéncia,,; x 467

Verobservagbes1,2e3

Tormar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir;

Branco Teste Padrdo
Amostra | ------ 001mL | e
Padrdo (N°2) |  --—--- | = ----e- 0,01 mL
Reagente 1 1,0mL 1,0 mL 1,0 mL

Misturar e incubar em banho-mariaa 37 °C durante 10 minutos. O nivel de
dgua no banho deve ser superior ao nivel de reagentes nos tubos de
ensaio. Determinar as absorbancias doteste e padrdo em 500 nm ou filtro
verde (490 a 510), acertando o zero com o branco. A cor é estavel por 60
minutos.

0 procedimento sugerido para a medigdo é adequado para fotdmetros
cujo volume minimo de solugéo para leitura é igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificag@o da necessidade de ajuste do volume para o
fotémetro utilizado.

Os volumes de amostra e reagente podem ser modificados
proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do teste e o
procedimento de célculo se mantém inalterado. Em caso de redugdo dos
volumes é fundamental que se observe o volume minimo necessario para
a leitura fotométrica. Volumes da amostra menores que 0,01 mL sdo
criticos em aplicagées manuais e devem serusados com cautela porque
aumentam a imprecisao da medigao.

Calculos

Absorbancia do Teste
Colesterol (mg/dL) = x200
Absorbéancia do Padrao




Exemplo
Absorbéncia do Teste = 0,290
Absorbéncia do Padrao = 0,345

0,290

Colesterol (mg/dL) = x200 =168

0,345

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obtida com a
metodologia, pode-se utilizar o método do fator.

200
Fator de Calibragdo =
Absorbéncia do Padréo

Colesterol (mg/dL) = Absorbéncia do Teste x Fator

Exemplo
200

Fator= ——— =580
0,345

Colesterol (mg/dL) = 0,290x580 = 168
CGalibragéo

Rastreabilidade do Sistema
0 padréo é rastredvel ao Standard Reference Material (SRM) 911 do
National Institute of Standards and Technology (NIST).

Calibragdes manuais
Obter o fator de calibragdo ao usar novo lote de reagentes ou quando o

controle interno da qualidade indicar.

Sistemas automaticos

Branco de reagentes: dgua deionizada ou destilada, ou solugdo de
cloreto de s6dio 150 mmol/L (0,85%);

Padroes: usar calibradores protéicos. As concentragbes de
Colesterol nos calibradores da linha Calibra Labtest sao rastredveis ao
SRM 1951 do NIST.

Intervalo de calibragoes

Deve-se recalibrar o sistema nas seguintes situages:

Calibragéo de 2 ou 3 pontos ao mudar de lote;

Calibragdo de 2 ou 3 pontos quando o controle interno da qualidade
indicar.

0 resultado da medigdo é linear até 500 mg/dL. Quando for obtido um
valor igual ou maior que 500 mg/dL, diluir a amostra com NaCl 150
mmol/L (0,85%), realizar nova medigdo e multiplicar o resultado pelo
fator de diluigdo. Diluir a amostra de tal modo que o valor encontrado se
situe entre 150 e 300 mg/dL. Sugerimos a verificagdo da linearidade
metodolGgica e fotométrica, no minimo semesiralmente, utilizando
amostras com valores até 500 mg/dL.

Controle interno da qualidade . 0 1aborat6rio deve manter um
programa de controle da qualidade que defina claramente o0s
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificagfes da qualidade e limites de controle, agdes corretivas e
registro das atividades.

Materiais de controle devem ser utilizados para avaliar a imprecisdo e/ou
desvios da calibragdo. Sugere-se procurar atender como limites
méximos de controle as especificagbes propostas por NGEP™ para
coeficiente de variagdo =3,00%, erro sistematico (bias) =+3,00% e erro
total <9,0%.

Sugere-se utilizar as preparagdes estabilizadas da linha Qualitrol - Labtest
para controle interno da qualidade em ensaios de quimica clinica.

Valores recomendaveis ou desejados . 0s valores abaixo
substituem os valores de referéncia e foram determinados a partir de
dados epidemiolégicos tratados estatisticamente, que relacionam os
niveis do colesterol com a prevaléncia de doenga coronariana isquémica
(DCI).

Classificagdo ATP Ill de LDL, Colesterol Total e HOL (mg/dL):

Adultos"
Colesteral Total (mg/dL)
Desejavel <200
Limiar elevado 200 - 239
Elevado >240
Colesteral HDL (mg/dL)
Baixo <40
Elevado (Desejavel) >60
Colesteral LDL (mg/dL)
Otimo <100
Limiar 6timo 100-129
Limiar elevado 130-159
Elevado 160 - 189
Muito Elevado =190
Criangas e Adolescentes’
Colesterol Total (mg/dL)
Desejavel <170
2a19anos Limitrofe 170-199
Elevado 200
Colesteral HDL (mg/dL)
<10 anos Desejavel 40
10219 anos Desejével 35
Colesterol LDL (mg/dL)
Desejavel <110
2a19anos Limitrofe 110-129
Elevado 130

Conversdo: Unidades Convencionais (mg/dL) x 0,026 = Unidades SI
(mmol/L).
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Caracteristicas do desempenho”

Exatid@o . Em duas amostras com concentragdes de colesterol iguais
a 146 e 245 mg/dL foram adicionadas quantidades diferentes do analito,
obtendo-se recuperagles entre 94 e 110%. O erro sistematico
proporcional médio obtido em um valor de 200 mg/dL foi igual a
4,0mg/dLou2,0%.

Especificidade . 0 método proposto foi comparado com um método
similar utilizando 60 amostras com valores situados entre
96 e 495 mg/dL. A comparagdo resultou na equagdo da regressao:
y = 6,92 + 0,96x e um coeficiente de correlagdo (r) igual a 0,996.

0 erro sistemdtico total (constante e proporcional) verificado no nivel de
decisdo (200 mg/dL) foiigual a 1,08 mg/dL ou 0,54%. Como as amostras
foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de ambulatorio e
pacientes hospitalizados, pode-se inferir que o método tem uma
especificidade metodolégica adequada.

Repetitividade - Imprecisao inira-ensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 10 175 2,69 1.5
Amostra 2 10 255 3,08 1,2
Amostra 3 10 357 4,23 1.2

Reprodutibilidade - Impreciséo total

N Média oP CV (%)
Amostra 1 10 173 4,23 2.4
Amostra 2 10 253 5,77 2,2
Amostra 3 10 353 8,46 2,1

Sensibilidade metodoldgica . Uma amostra protéica ndo
contendo colesterol foi utilizada para calcular o limite de detecgdo do
ensaio tendo sido encontrado um valor igual a 1,04 mg/dL, equivalente a
média de 20 ensaios mais dois desvios padrdo. Utilizando-se a
absorbdncia do padrio como pard@metro verificou-se que o limite de
detecgdo fotométrica € de 0,06 mg/dL, correspondendo a uma
absorbdnciaigual a0,0001.

Efeitos da diluicdo da matriz . Duas amostras com valores
iguais a 330 e 400 mg/dL foram utilizadas para avaliar a resposta do
sistema nas diluigdes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando
fatores de diluigéo que variaram de 2 a 8 encontraram-se recuperagies
entre 99e113%.

Significado clinico . 0 grande dilema da aterosclerose é que ela é
um processo silente. Esta ativa em todos os individuos e permanece sem
qualquer manifestacao por décadas e, subitamente se manifesta através
de dor toracica, infarto agudo do miocardio ou morte sibita. Estudos
populacionais longitudinais como os de Tecumset, Albany, Framinghan,
Evans, Chicago, Oslo entre outros, e também dados epidemiolagicos e
estudos experimentais em animais, demonsiraram uma correlagio
positiva entre os niveis do colesterol, mais especificamente do colesterol
LDL e orisco de doenga arterial coronariana (DAC). Ao mesmo tempo foi
evidenciado que os niveis de colesterol HDL sdo inversamente
proporcionais aorisco de DAC.
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Valores aumentados de colesterol sdo encontrados na nefrose,
hipotireoidismo, doengas colestaticas do figado e nas
hiperlipoproteinemias dostipos|ia, lib e ll.

Niveis diminuidos sdo encontrados no hipertireoidismo, doengas
consumptivas e desnutrigao cronica.

Além do nivel do colesterol sérico, a hipertensao e o fumo constituem
fatores de risco de aterosclerose e DAC.

Observagies

1.A limpeza e secagem adequadas do material utilizado sdo fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtengdo de resultados
corretos.

2. A dgua utilizada no laborat6rio deve ter a qualidade adequada a cada
aplicagéo. Assim, para preparar reagentes e usar nas medigdes, deve ter
resistividade >1 megaohm ou condutividade <1 microsiemens e
concentrago de silicatos <0,1 mg/L (dgua tipo II). Para o enxagile da
vidraria a 4gua pode ser do tipo Ill, com resistividade =0,1 megaohms ou
condutividade <10 microsiemens.

No enxdgiie final utilizar 4gua tipo Il. Quando & coluna deionizadora esta
com sua capacidade saturada ocorre a produgdo de dgua alcalina com
liberagao de varios ions, silicatos e substancias com grande poder de
oxidagdo ou redugdo que deterioram os reagentes em poucos dias ou
mesmo horas, alterando os resultados de modo imprevisivel. Assim, &
fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da agua.

3. Para uma revisdo das fontes fisiopatologicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar Young
DS. Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests, 32 edigao, Washington:
AAGCC Press, 1990.
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ANEXO E - Protocolo HDL

COLESTEROL HDL

Instrugdes de Uso

Finalidade . Sistema para determinagzo do Colesterol HDL através da
precipitagao seletiva das lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade
(LDL e VLDL), por reagao de ponto final.

[Somente para uso diagnéstico in vitro.]

Principio . As lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) sao quantitativamente
precipitadas e, apds centrifugagao, o colesterol ligado as lipoproteinas de
alta densidade (Colesterol HDL) é determinado no sobrenadante.

Caracteristicas do sistema . Na selegdo de um sistema para
dosar o Colesterol HDL, a Labtest optou pelo cido fosfotingstico e
cloreto de magnésio, que precipitando seletiva e quantitativamente as
VLDL e LDL, permitem a obtengo de resultados comparaveis aos do
método de referéncia.

Apbs centrifugacao, o Colesterol HDL € determinado no sobrenadante
utilizando o sistema enzimético Colesterol Liquiform Labtest (Ref. 76).

0 sistema de medida colorimétrica é facilimente adaptével 8 maioria dos
analisadores autométicos capazes de medir uma reagao de ponto final
em500 nm.

Metodologia. Labtest.
Reagentes

1. [RIT - Precipitante - Armazenar entre 2 - 8 °C.
Contém 4cido fosfotlngstico 1,5 mmol/L e cloreto de magnésio
54 mmol/L.

2. - Padrédo 20 mg/dL - Armazenar entre 2 - 30 °C.
Contém colesterol 0,52 mmol/L e azida sédica 14,6 mmol/L. Armazenar
bem vedado para evitar evaporagao.

Os reagentes ndo abertos, quando armazenados nas condigoes
indicadas, sao estdveis até a data de expiragao impressa no rétulo.
Durante o manuseio, 0s reagentes estao sujeitos a contaminagdes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducao da
estabilidade.

Precaugdes e cuidados especiais

Nao utilizar o Reagente 1 - Colesterol Liquiform - Labtest (Ref.76) quando
sua absorbéncia, medida contra a dgua em 500 nm, forigual ou maior que
0,300 ou quando mostrar-se turvo ou com sinais de contaminagao.

0 padrao contém azida sédica que é toxica. Deve-se tomar cuidado para
evitar a ingestao e no caso de contato com os olhos, deve-se lavar
imediatamente com grande quantidade de &gua e procurar auxilio
médico.

Ref: 13

MS 10009010026 ’

A azida pode formar compostos altamente explosivos com tubulagdes de
chumbo e cobre. Portanto, utilizar grandes volumes de 4gua para
descartar o reagente.

Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na
manipulagao dos reagentes.

Materiais necessarios e nao fornecidos

1. Banho-maria mantido 4 temperatura constante (37 °C).

2. Fotdmetro capaz de medir, com exatidao, a absorbancia entre 490 e
540nm.

3. Pipetas para medir amostras reagentes.

4. Crondmetro.

9. Centrifuga com capacidade superior a 3500 rpm.

6. Reagente para determinagao de colesterol.

Influéncias pré-analiticas . As concentragdes do colesterol HDL
medidas em um mesmo individuo e em diferentes ocasioes podem flutuar
consideravelmente devido as variagoes biolégicas e também as
variagbes do método analitico. As concentragcdes no sangue sao
fortemente influenciadas por fatores tais como dieta recente, ingestao de
alcool, variages do peso corporal, atividades fisicas e hébito tabagista.
Os hormdnios e outras medicagées também produzem variagoes na
concentragao do colesterol HDL.

Considera-se que a variagao biol6gica seja em torno de 7,5%. Assim, em
uma série de repeticoes da dosagem em um mesmo individuo, dois
tergos dos resultados estardo entre = 7,5% do valor médio. Portanto, a
variagao biolégica se constitui no fator mais importante da variabilidade
total do colesterol HDL. Os efeitos da variagao biolégica podem ser
controlados até certo ponto através da padronizagao das condicoes de
preparo do paciente e da colheita da amostra, mas o colesterol HDL ndo
pode ser estimado com confianga através de um ensaio de uma Gnica
amostra. Varias amostras devem ser obtidas e a média dos resultados
pode ser considerada como a concentragao usual do colesterol HDL ou,
mais exatamente, pode ser considerada a faixa usual de resultados para o
individuo.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrao (POP) que
estabeleca procedimentos adequados para colheita, preparagdo e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos 2 amostra
podem ser muito maiores que 0s erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Usar soro ou plasma (heparina-litio e EDTA). Amostras com citrato ou
oxalato nao devem ser usadas porque produzem resultados falsamente
diminuidos.
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As amostras de soro ou plasma nao devem permanecer entre 15 - 30 °C
por mais de 14 horas. Quando as medigdes nao sao completadas dentro
de 14 horas, as amostras devem ser armazenadas entre 2 - 8 °C por 7
dias e por 30 dias a 20 °C negativos. Deve-se armazenar em temperaturas
<70 °C negativos quando houver necessidade de preservagao por
periodos maiores de tempo. Evitar congelamentos e descongelamentos
repetidos. Amostras descongeladas devem ser bem misturadas antes da
utilizag@o. Nao usar vortex ou similar. Nao usar amostras com sinais de
contaminagao microbiana.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
ndo transmitem infecgdes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, ao manuse4-las deve-se seguir as
normas estabelecidas para biosseguranga.

Para descartar os reagentes e 0 material biol6gico sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protegao ambiental.

Interferéncias

Concentragdes de bilirrubina até 5 mg/dL, hemoglobina até 180 mg/dL e
triglicérides até 750 mg/dL nao produzem interferéncias significativas.

Concentrages de bilirrubina acima de 5 mg/dL produzem resultados
falsamente diminuidos.

Concentragdes de triglicérides acima de 750 mg/dL produzem resultados
falsamente elevados.

Para avaliar a concentragao aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbdncia em 405 ou 415 nm acertando o zero com dgua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina(mg/dL) = Absorbancia,. x 601
Hemoglobina(mg/dL) = Absorbancia,,; x 467

Limitagées do método
Amostra/Precipitante iguala 1:1.

Manter sempre a relagao

Apés a centrifugacao, remover o sobrenadante limpido dentro de 15
minutos para evitar resultados falsamente elevados.

Amostras lipémicas e, ocasionalmente, amostras nao lipémicas podem
apresentar o sobrenadante turvo. Neste caso, diluir a amostra 1:2 com
NaCl 150 mmol/L e repetir a precipitagao. Multiplicar o resultado final por
2. Caso o sobrenadante permanega ainda turvo a amostra nao pode ser
utilizada para determinar o colesterol HDL.

Algumas amostras, principalmente lipémicas, podem apresentar o
sobrenadante limpido com uma camada na sua superficie que nao deve
ser pipetada, para evitar resultados falsamente elevados.

Procedimento

Verlimitagoes do método.

Precipitagao das VLDL e LDL.
Emumtubo 12x75, adicionar:

Soro: 0,25mL
Precipitante: 0,25mL

Agitar vigorosamente durante 30 segundos. A agitagao sugerida é
fundamental para obtengao de resultados consistentes. Centrifugar a
3.500 rpm por pelo menos 15 minutos para obter um sobrenadante
limpido. Pipetar o sobrenadante limpido imediatamente apés a
centrifugago, tomando o cuidado para ndo ressuspender o precipitado,
afim de evitar resultados falsamente elevados.

Colorimetria . verobservagdes 1,2e3.
Utilizar com o Reagente 1 - Colesterol Liquiform - Labtest (Ref. 76).

Tomar 3 tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao
Sobrenadante 0,1mL
Padrao (n°2) 0,1mL
Reagente 1 1,0mL 1,0mL 1,0mL

Misturar e incubar em banho-maria a 37 °C durante 10 minutos. O nivel da
4gua no banho deve ser superior ao nivel do reagente nos tubos de
ensaio. Determinar as absorbancias do teste e padrao em 500 nm ou filtro
verde (490 a 540) acertando o0 zero com o branco. A cor € estavel por 60
minutos.

0 procedimento sugerido para a medicao € adequado para fotdbmetros
cujo volume minimo de solugao para leitura é igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificagao da necessidade de ajuste do volume para o
fotdmetro utilizado.

Os volumes de amostra e reagente podem ser modificados
proporcionalmente sem prejuizo para o desempenho do teste e o
procedimento de calculo se mantém inalterado. Em caso de reducao dos
volumes ¢ fundamental que se observe o volume minimo necessério para
a leitura fotométrica. Volumes da amostra menores que 0,01 mL sdo
criticos em aplicagdes manuais e devem ser usados com cautela porque
aumentam a imprecisao da medigao.

Calculos . Devido a diluigao 1:2 aplicada as amostras durante o
procedimento de precipitacao das VLDL e LDL, o valor do Padréo para
célculo dos resultados deve ser corrigido para 40 mg/dL.

Absorbancia do Teste
Colesterol HDL (mg/dL) = x40
Absorbancia do Padrao

Exemplo
Absorbéncia do Teste = 0,290
Absorbéncia do Padrao = 0,320

0,290
Colesterol HDL (mg/dL) = x40 =36

Devido a grande reprodutibilidade que pode ser obfida com a
metodologia, pode-se utilizar o método do fator.
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40

Fator de Calibragao =
Absorbancia do Padrao

Colesterol HDL(mg/dL) = Absorbanciado Teste x Fator

Exemplo

40
Fator= ——— =125
0,320

Colesterol HOL (mg/dL) = 0,290x 125 = 36

Unidades Convencionais: mg/dL
Unidades SI (mmol/L) = Unidades Convencionais x 0,026

Rastreabilidade do sistema . A calibragao do sistema ¢
rastredvel ao Standard Reference Material (SRM) 911 do National
Instituite of Standards and Technology (NIST).

Linearidade

0 resultado da medigao € linear até 200 mg/dL. Quando for obtido um
valor igual ou maior que 200 mg/dL, diluir a amostra 1:2 com NaCl
150 mmol/L (0,85%), realizar nova medigao e multiplicar o resultado pelo
fator de diluigao.

Controle interno da qualidade . 0 Iaboratério deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicdveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificagoes da qualidade e limites de controle, agdes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
avaliar aimprecisdo e/ou desvios da calibragao.

Sugere-se procurar atender como limites méaximos de controle as
especificagdes propostas por NCEP" para coeficiente de variagao
<4,00%, erro sistemético (bias) <5,00%, errototal <12,8%.

Valores desejaveis ou recomendados . Estes valores devem
ser usados apenas como orientagdo. Recomenda-se que cada
laboratério estabelega, na populagdo atendida, sua propria faixa de
valores de referéncia.

Os valores desejdveis ou recomendados substituem os valores de
referéncia e sdo determinados a partir de dados epidemioldgicos,
calculados estatisticamente, que relacionam os niveis do colesterol com
aprevaléncia de doenga coronarianaisquémica (DCI).

Classificagao ATP Il de Colesterol Total, LDL e HDL
(mg/dL):

Criangas e Adolescentes’

Colesterol Total (mg/dL)
Idade: 2 a 19 anos

Desejdvel <170
Limitrofe 170-199
Elevado =200
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Colesterol LDL (mg/dL)
Idade: 2 a 19 anos
Desejdvel <110
Limitrofe 110- 129
Elevado >130
Colesterol HDL (mg/dL)
<10 anos Desejavel >40
10219 anos Desejavel >35
Adultos™
Colesterol Total (mg/dL)
Desejdvel <200
Limiar elevado 200- 239
Elevado >240
Colesterol LDL (mg/dL)
Otimo <100
Limiar étimo 100- 129
Limiar elevado 130- 158
Elevado 160- 189
Muito Elevado =180
Colesterol HDL (mg/dL)
Baixo <40
Elevado (Desejavel) >60

Caracteristicas do desempenho”

Exatidao . Em duas amostras com conceniragdes de colesterol HDL
iguais a 28 e 54 mg/dL foram adicionadas quantidades diferentes do
analito, obtendo-se recuperagdes entre 95 e 100%. O erro sisteméatico
proporcional médio obtido em um valor de 60 mg/dL foi igual a 1,2 mg/dL
ou2,0%.

Especificidade . 0 méiodo propaesto foi comparado com um método
similar utilizando 80 amostras com valores situados entre 7 e
86 mg/dL. A comparagao resultou na equacao da regressao: y = 1,337
+ 0,932x e um coeficiente de correlagdo (r) igual a 0,993. 0 erro
sistemético total (constante e proporcional) verificado no nivel de decisao
(60 mg/dL) foiigual 22,74 mg/dL ou 4,5%.

Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de
ambulatério e pacientes hospitalizados, pode-se inferir que o método tem
uma especificidade metodolégica adequada.

Repetitividade - Imprecisao intra-ensaio

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 40 0,60 1,5
Amostra 2 20 59 0,49 0,8




Reprodutibilidade - Imprecisao total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 20 40 0,83 2,0
Amostra 2 20 58 0,99 g

Sensibilidade metodolégica . Uma amostra protéica nao
contendo colesterol HDL foi utilizada para calcular o limite de deteccao do
ensaio tendo sido encontrado um valor igual a 0,40 mg/dL, equivalente &
média de 20 ensaios mais dois desvios padrao. Utilizando-se a
absorbéncia do padrao como parametro, o limite de detecgao fotométrica
éde 0,12 mg/dL, correspondendo a uma absorbénciaiguala0,001.

Efeitos da diluicao da matriz . Umaamostra com valorigual a92
mg/dL foi utilizada para avaliar a resposta do sistema nas diluicoes da
matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando fatores de diluigao que
variaram de 1,2 a 2,0 encontraram-se recuperagoes entre 93 e 103%.

Significado clinico . Nao ha divida de que o colesterol é um fator de
risco para DCI e que ele marcha - junto com o fumo, hipertensao e
intoleréncia a glicose - como um dos quatro grandes fatores de DCI.
Estudos prospectivos e retrospectivos nao deixam dividas da existéncia
de uma interrelagdo curvilinear entre os niveis de colesterol sérico, mais
especificamente LDL e VLDL, e aincidéncia de DCI.

Em 1977 ficou demonstrado que o Colesterol HDL tem um efeito protetor
contra a DCI. Os estudos de Framinghan revelaram que os niveis do
Colesterol HDL sao inversamente proporcionais a prevaléncia de DCI.

Estd bem estabelecido que niveis elevados de Colesterol LDL estao
associados ao risco aumentado de DCI. Também, ndo hé divida de que
tanto o Colesterol Total quanto as fragdes LDL e VLDL podem ser
diminuidas com dieta ou medicamento. A redugao de 1% no valor do
Colesterol Total diminui a prevaléncia de DCI em aproximadamente 2%.

As concentragdes do Colesterol Total e do Colesterol HDL dependem de
metabolismos distintos e nao se deve fazer qualquer tentativa de buscar
correlagao entre seus niveis de concentragao.

Como calcular a concentragao do colesterol VLDL e

LDL . As concentragoes do Colesterol VLDL e LDL podem ser
calculadas utilizando a equagao de Friedewald, que é exata para amostras
cujas concentragdes de triglicérides nao ultrapassem 400 mg/dL e nao
pertengam a pacientes portadores de lipoproteinemia do Tipoll.

Equagao de Friedewald
Colesterol VLDL = Triglicérides/5
Colesterol LDL = Colesterol Total - (HDL + VLDL)

Observagoes

1. A limpeza e secagem adequadas do material utilizado sao fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtengao de resultados
corretos.

2. 0 laboratério clinico tem como objetivo fornecer resultados exatos e
precisos. A utilizagdo de égua de qualidade inadequada é uma causa
potencial de erros analiticos.

A é4gua deionizada ou destilada utilizada no laboratério deve ter a
qualidade adequada a cada aplicagao. Assim, para preparar reagentes,
usar nas medigdes e para uso no enxagie final da vidraria, deve ter
resistividade >1 megaohm.cm ou condutividade <1 microsiemens/cm e
concentragao de silicatos <0,1 mg/L. Quando a coluna deionizadora esta
com sua capacidade saturada ocorre produgao de 4gua alcalina com
liberagdo de vérios ions, silicatos e substancias com grande poder de
oxidagao ou reducao que deterioram os reagentes em poucos dias ou
mesmo horas, alterando os resultados de modo imprevisivel. Assim, é
fundamental estabelecer um programa de controle da qualidade da 4gua.

3. Para uma revisao das fontes fisiopatolégicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar
www.fxol.org/
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ANEXO F - Protocolo triglicerideos

TRIGLICERIDES Liquiform

InstrugGes de Uso

Finalidade . Sistema enzimético para determinagao dos triglicérides
por reagdo de ponto final em amostras de soro ou plasma (EDTA).

[Somente para uso diagndstico in vitro.]

Principio"* . 0s trigiicérides sdo determinados de acordo com as
seguintes reagoes:

Lipoproteina )
Triglicérides — Glicerol + Acidos Graxos
Lipase

Glicerolquinase
Glicerol + ATP ——————————» Glicerol-3-Fosfato + ADP
Mg

Glicerol-3-Fosfato
Glicerol-3-Fosfato + 0, —— ¥ Dihidroxiacetona + H,0,
Oxidase

Peroxidase
2 H,0, + 4 Aminoantipirina + 4-Clorofenol —% Quinoneimina+ 4 H,0

A lipoproteina lipase promove a hidrolise dos triglicérides liberando
glicerol, que € convertido, pela agao da glicerolquinase, em glicerol-3-
fosfato. Este é oxidado a dihidroxiacetona e peroxido de hidrogénio na
presenca da gliceroifosfato oxidase. Em seguida, ocorre uma reagao de
acoplamento enire peréxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e
4-clorofenol, catalisada pela peroxidase, produzindo uma quinoneimina
quetem méximo de absorbancia em 505 nm.

A intensidade da cor vermelha formada é diretamente proporcional a
concentragao dostriglicérides na amostra.

Caracteristicas do sistema . Triglicérides Liquiform utiliza
metodologia colorimétrica enzimatica que confere boa reprodutibilidade e
grande especificidade ao sistema.

0 reagente € disponibilizado sob a forma liquida, facilitando assim sua
aplicagdo e eliminando a possibilidade de se introduzir erros durante as
preparagoes de regentes.

A necessidade de se repetir o teste em amostras de valores elevados &
minimizada pela grande linearidade do sistema que se estende até
1100 mg/dL.

Os dados de repetitividade e reprodutibilidade obtidos com o sistema
Triglicérides Liquiform demonstram que o0 método é capaz de fornecer
resultados que superam as metas de desempenho para as medidas dos
triglicérides estabelecidas pelo National Cholesterol Education Program
(NCEP). A comparagdo entre as imprecisdes encontradas na
repetitividade e na reprodutibilidade demonstra que o sistema de medigao
¢ bastante robusto nas regides de concentragdes significativas para uso
clinico, indicando que tem um desempenho muito estavel no dia a dia.

Ref.: 87

MS 10009010070 ’

0 sistema é facilmente aplicave! a analisadores automaticos e semi-
automaticos capazes de medir com exatidao a absorbancia em 505 nm.

Metodologia . Enzimitico-Trinder’.

Reagentes:

1. [EI7] - Reagente 1 - Armazenar entre 2- 8 °C.

Contém tampao 50 mmolL, pH 7,0; fons magnésic 4 mmollL;
4-clorofenol 2,70 mmolL; 4-aminoantipirina 300 wmol/L; ATP
1,8 mmol/L; lipoproteina lipase =1400 U/L; glicerolquinase =1000 U/L;
glicerolfosfato oxidase =1500 U/L; peroxidase =900 U/L e azida sddica
0,095%.

Para preservar o desempenho, o reagente deve permanecer fora da
geladeira somente o tempo necessario para se obter o volume a ser
utilizado. Evitar exposigao & luz solar direta. O reagente apresenta uma
tonalidade amarelada.

2. - Padrao - Armazenar entre 2 - 30 °C.
Contém triglicérides 200 mg/dL e azida s6dica 0,045%.
Apds o manuseio armazenar bem vedado para evitar evaporagao.

Os reagentes nao abertos, quando armazenados nas condigdes
indicadas, sao estaveis até a data de expiragao impressa no rétulo.
Durante 0 manuseio, os reagentes estao sujeitos a contaminagdes de
natureza quimica e microbiana que podem provocar reducao do tempo de
estabilidade.

Precaucdes e cuidados especiais

Para preservar o desempenho, os reagentes devem permanecer fora da
geladeira somente o tempo necessario para se obter o volume a ser
utilizado. Evitar exposigao a luz solar direta.

Nao utilizar o Reagente 1 quando sua absorbancia medida contra 4guaem
505 nm for igual ou maior que 0,300 ou quando mostrar-se turvo ou com
sinais de contaminagdo. O reagente apresenta uma tonalidade
amarelada.

Os cuidados habituais de seguranga devem ser aplicados na
manipulagao dos reagentes.

Os reagentes contém azida sodica que é toxica. Deve-se tomar cuidado
para evitar a ingestao e no caso de contato com os olhos deve-se lavar
imediatamente com grande quantidade de agua e procurar auxilio
médico.

A azida pode formar compostos altamente explosivos com tubulagdes de
chumbo e cobre. Utilizar grandes volumes de dgua para descartar os
reagentes.
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Material necessarioe naofornecido

1. Banho-maria mantido 4 temperatura constante (37 °C).

2. Fotometro capaz de medir com exatiddo a absorbancia entre 490 e
520 nm.

3. Pipetas para medir amostras e reagente.

4, Crondmetro.

Influéncias pré-analiticas®™ . Como a concentragio de
triglicérides & influenciada por habitos dietéticos recentes, como
consumo de alcool e por variagdes do peso corporal e exercicio fisico, 0s
valores dos triglicérides em um mesmo individuo sdo bastante varidveis.
Os dados obtidos dentro de um més, usando um método com CV
analitico de 3,0%, mostraram que a variagao bioldgica pode ser maior que
90% da variagdo intra-individual total. Mesmo nos estados de jejum,
ocorre consideravel variagdo bioldgica, podendo mostrar diferengas de
21% em medigdes repetidas no mesmo individuo.

Na auséncia de jejum a concentragdo plasmaética dos triglicérides
modifica-se consideravelmente no mesmo individuo apresentando
diferengas de até 1000%.

Amaostras colhidas com heparina podem fornecer resultados falsamente
diminuidos.

Obter a amostra com o paciente assentado. O torniguete ndo deve ser
mantido por tempo maior que um minuto. Liberar o torniquete antes de
aspirar o sangue.

A contaminagao do material utilizado ou da amostra com glicerol fornece
valores falsamente elevados. Assim, os resultados obtidos em pacientes
recebendo alimentagao parenteral devem ser interpretados com cautela
porque esta alimentagao contém elevados teores de glicerol.

Niveis elevados de 4cido ascorbico (vitamina C) produzem interferéncias
negativas por competigio com o cromogénio na reagao da peroxidase.
Se houver suspeita da presenga de Acido ascorbico, deixar o soro em
repouso durante 90 minutos antes de iniciar a dosagem para evitar
resultados de triglicérides falsamente diminuidos. Este procedimento
minimiza os valores de Acido ascorbico, podendo nao ser eficiente casoa
concentragdo deste esteja elevada na amostra.

Deve ser criado um Procedimento Operacional Padrdo (POP) que
estabeleca procedimentos adeguados para colheita, preparagao e
armazenamento da amostra. Enfatizamos que os erros devidos a amostra
podem ser muito maiores que os erros ocorridos durante o procedimento
analitico.

Aamostra de sangue deve ser obtida apos jejum de 12-14 horas. Deve-se
enfatizar ao paciente a necessidade do jejum no tempo recomendado. A
falta de padronizagdo nas colheitas das amostras para a dosagem dos
triglicérides tem gerado enormes conflitos entre pacientes, médicos
clinicos & os laboratorios, porque, em muitos casos, ndo se toma o
cuidado de enfatizar aos pacientes a necessidade do jejum de 12-14
Noras antes da colheita da amostra.

Usar soro ou plasma com EDTA. O analito & estavel por dois dias entre 2 -
8 °C. 0 armazenamento prolongado da amostra ndo é recomendado. 0s
triglicérides podem ser hidrolisados, liberando glicerol, o que leva a
obtengao de resultados falsamente diminuidos quando o ensaio utiliza
branco para eliminar a interferéncia do glicerol livre.

A heparina promove a ativagao in vivo ou in vitro da lipoproteina lipase,
fazendo com que a concentragdo dos friglicérides se reduza
gradativamente em amostras contendo heparina. Este fendmeno ocorre
também em amostras de soro obtidas em pacientes recebendo doses
terapéuticas de heparina.

Estas orientagdes para obtengdo e conservagao da amostra estdo
padronizadas segundo as recomendagdes do NCEP'.

Como nenhum teste conhecido pode assegurar que amostras de sangue
nao transmitern infecgdes, todas elas devem ser consideradas como
potencialmente infectantes. Portanto, ao manusea-las, deve-se seguiras
normas estabelecidas para Biosseguranga.

Para descartar os reagentes e o material bioldgico, sugerimos aplicar as
normas locais, estaduais ou federais de protegdo ambiental.

Interferéncias

Valores de Bilirrubina até 10 mg/dL e Hemoglobina até 200 mg/dL nao
produzem interferéncias significativas. Valores de bilirrubina maiores que
10 mg/dL produzem resultados falsamente diminuidos.

Devido ao répido consumo do oxigénio do meio, pode-se obter resuftados
de triglicérides normais em amostras fortemente lipémicas (triglicérides
superior a 2000 mg/dL). Deste modo, deve-se diluir essas amostras 1:10
(1 parte de amostra e 9 partes de NaCl 150 mmol/L), antes da realizagao
doteste”.

Para avaliar a concentragao aproximada da hemoglobina em uma
amostra hemolisada pode-se proceder do seguinte modo: Diluir 0,05 mL
da amostra em 2,0 mL de NaCl 150 mmol/L (0,85%) e medir a
absorbdncia em 405 ou 415 nm, acertando o zero com Agua deionizada
ou destilada.

Hemoglobina (mg/dL) = Absorbancia.. x 601
Hemoglobina (mg/dL) = Absorbancia.., x 467

Separar 3tubos de ensaio e proceder como a seguir:

Branco Teste Padrao
Amostra — 0,01 mL
Padrao e 0,01 mL
Reagente 1 1,0mL 1,0mL 1,0 mL

Misturar e colocarem banho mariaa 37 °C durante 10 minutos. O nivel da
dgua no banho deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos de
ensaio. Determinar as absorbéncias do teste e padrao em 505 nm oufiltro
verde (490 a 520), acertando o zero com o branco. A cor € estdvel 60
minutos.
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0 procedimento sugerido para a medigdo é adequado para fotdmetros
cujo volume minimo de solugao para leitura € igual ou menor que 1,0 mL.
Deve ser feita uma verificagdo da necessidade de ajuste do volume parao
fotémetro utilizado. Os volumes de amostra e reagente podem ser
modificados proporcionalmente, sem prejuizo para o desempenho do
teste, mantendo-se inalterado o procedimento de calculo. Em caso de
redugao dos volumes, & fundamental que se observe o volume minimo
necessario para a leitura fotométrica. Volumes de amostra menores que
0,01 mL sdo criticos em aplicagdes manuais e devem ser usados com
cautela porque aumentam aimprecisao da medigao.

Calculos. Verlinearidade
Absorbancia do Teste

Triglicérides (mg/dl) = ——————  — %200
Absorbadncia do Padrao

Exemplo:

Absorbancia do Teste = 0,174
Absorbancia do Padrao = 0,244

0,174

Triglicérides (mg/dL) = x200 =143

0,244

Devido a grande reprodutibilidade gue pode ser obtida com a
metodologia, pode-se utilizar o método do fator,

200
Fator de Calibragio = ————
Absorbancia do Padrio

Triglicérides (mg/dL) = Absorbancia do Teste x Fator

Exemplo:

200

Fator = =820

0,244
Triglicérides (mg/dL) = 0,174x 820 = 143

Calibragao . 0 padrao ¢ rastredvel ao Standard Reference Material
(SRM) 1951 do National Institute of Standards and Technology (NIST).

Calibragdes manuais
Obter o fator de calibragdo ao usar novo lote de reagentes & quando o
controleinterno da qualidade indicar.

Sistemas automaticos

Branco de reagentes: dgua ou solugao de cloreto de sédio 150 mmol/L
(0,85%);

Usar calibrador da linha Calibra - Labtest. A concentragao de Triglicérides
no calibrador é rastredvel ao SRM 1951 do NIST.

Frequéncia de calibragdes
Calibragao de 2 pontos ao mudar de lote;
Galibragao de 2 pontos quando o controle interno da gualidade indicar.

0 resultado da medigao € linear até 1100 mg/dL. Fara valores maiores,
diluir a amostra com NaCl 150 mmol/L (0,85%), realizar nova medigao e
multiplicar o resuitado obtido pelo fator de diluigao.

Controle interno da qualidade . 0 Iaboratorio deve manter um
programa de controle interno da qualidade que defina claramente os
regulamentos aplicaveis, objetivos, procedimentos, critérios para
especificagies da qualidade e limites de conirole, agdes corretivas e
registro das atividades. Materiais de controle devem ser utilizados para
avaliar a impreciso efou desvios da calibragdo. Sugere-se procurar
atender como limites maximos de controle as especificagdes propostas
pelo NCEP'' para coeficiente de variagao <5,0%, erro sistematico (bias)
<5,0% e errototal 15,0%".

Sugere-se utilizar as preparagdes estabilizadas da linha Qualitrol - Labtest
para controle interno da qualidade em ensaios de quimica clinica.

Valores desejaveis ou recomendados . Sao valores que
substituem os valores de referéncia. Foram determinados a partir de
dados epidemioldgicos fratados estatisticamente e estabelecem a
concentragao de triglicérides como fator de risco independente para
doenga coronariana isquémica”.

Triglicérides (mg/dL)

Desejavel <150
Limiar Alto 150 - 199
Elevado 200 - 499
Muito Elevado =500

Valores desejaveis ou recomendados pediatricos"

Triglicérides (mg/dL)

<10anos 10a 19 anos
Desejavel <100 =130
Elevado >100 =130

Conversao: Unidades Convencionais (mg/dL) x 0,0113 = Unidades SI
(mmal/L).

Caracteristicas do desempenho”

Estudos de recuperagao . A recuperagdo foi obtida utilizando
diluigdes de amostras com valores elevados de triglicérides. As
recuperagbes variaram entre 100 e 102%. 0 emo sistematico
proporcional médio obtido em um valor de 200 mg/dL & igual a 4 mg/dL
ou 2%.

Comparagao de métodos . 0 método proposto foi comparado
com um método similar utilizando 40 amostras de soro com valores
situados entre 38 e 652 mg/dL medidas em duplicata. A comparagao
resultou na equacao da regressdo: y = 1,035x - 1,4 e um coeficiente de
correlag@o (r) igual a 0,998. O erro sistematico fofal (constante e
proporcional) verificado no nivel de decisdo (200 mg/dL) é igual a
7,0mg/dL ou 3,5%. O erro total no mesmo nivel de decisao & 5,0%.
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Como as amostras foram selecionadas aleatoriamente em pacientes de
ambulatdrio e pacientes hospitalizados, pode-se inferir que o método tem
uma especificidade metodologica adequada e atende aos requisitos
especificados pelo NCEP".

Estudos de precisao . 0s estudos de precisao foram realizados no
sistemna Labtest/Labmax 240°, ufilizando amostras com concentragdes
iguaisa 151,197 e 412 mg/dL.

Repetitividade - Imprecisao intra-ensaio

N Média oP CV (%)
Amostra 1 80 151 1,59 1,06
Amostra 2 80 197 2,59 1,31
Amostra 3 80 412 4,30 1,04

Reprodutibilidade - Impreciséo total

N Média DP CV (%)
Amostra 1 80 151 2,89 1,92
Amostra 2 80 197 3,80 1,93
Amostra 3 80 412 6,58 1,60

Sensibilidade metodoldgica . Limite de detecgéo: 3 mg/dL.
Equivale a 3 desvios padrdo (DP) obtido a partir do resultado de 20
medigoes de uma amostra com concentragao de triglicérides igual a
70mg/dL.

Utilizando-se a absorbancia do padrao como parametro, verificou-se que
o limite de detecgdo fotornétrica é de 0,82 mg/dL, correspondendo a uma
absorbancia iguala0,001.

Efeitos da diluigdo da matriz . Duas amostras com valores
iguais a 377 e 1051 mg/dL foram utilizadas para avaliar a resposta do
sistemna nas diluigdes da matriz com NaCl 150 mmol/L (0,85%). Usando
fatores de diluigdo que variaram de 2 a 8 encontraram-Se recuperagoes
entre 100 102%.

Significado clinico . Recentes meta-andlises de estudos
prospectivos indicam que os triglicérides elevados sio também um fator
de risco independente para doenga coronariana isquémica (DCI). Fatores
que contribuem para valores elevados de triglicérides na populagao em
geral incluem obesidade e sobrepeso, inafividade fisica, tabagismo,
consumo excessivo de alcool e dietas com elevado conteddo de
carboidratos.

0s achados de que valores triglicérides elevados representam um fator de
risco independente para DGI sugerem que algumas lipoproteinas ricas em
triglicérides sejam aterogénicas, principalmente, as VLOL parcialmente
degradadas, comumente chamadas lipoproteinas remanescentes.

Na prética clinica, o colesterol VLDL (Triglicérides + 5) & a mais simples
medida das lipoproteinas aterogénicas remanescentes. Assim, o
colesterol VLDL pode sertambém um alvo da terapéutica para redugao do
colesterol. 0 Adult Treatment Panel (ATP) |1l proposto pelo NCEP identifica
a soma dos valores de colesterol LDL+VLDL [Colesterol ndo HDL
(colesterol total - colesterol HDL)] como alvo secunddrio da terapéutica
em pessoas com triglicérides elevados (=200 mg/dL).

A meta para o colesterol nao HOL, em pessoas com valores elevados de
triglicérides, pode ser estabelecida como sendo o valor do colesterol LDL
mais 30 mgfdL (VLDL), com base na premissa de gue valores de
colesterol VLDL menores que 30 mg/dL sio considerados desejaveis .

Sao causas de elevagdo dos triglicérides as vdrias doengas de lipides
chamadas hiperlipidemias ou hiperlipoproteinemias. Nestas, sejam de
causa primaria ou secunddria, ocorre elevagao dos iriglicérides nos tipos
I, 1, 1L, Ve V.

As hiperlipidemias ocorrem secundariamente no diabetes, pancreatite,
doenga do armazenamento de glicogénio, sindrome nefrdtica,
insuficiéncia renal crénica, hipotireoidismo, gravidez e mieloma mdftiplo.

Varias mulheres em uso de estrdgenos ou contraceptivos orais
apresentam aumento nas concentragies de triglicérides. A
hipertrigliceridemia também encontra-se associada ao uso de
blogueadores beta-adrenérgicos, corticosterdides, diuréticos tiazidicos e
retindides.

Observagdes

1. 4 limpeza e secagem adequadas do material utilizado sdo fatores
fundamentais para a estabilidade dos reagentes e obtengao de resultados
corretos.

2.a dgua utilizada no laboratorio deve ter a qualidade adequada a cada
aplicagdo. Assim, para preparar reagentes e usar nas mediges, deve fer
resistividade =1 megaohm ou condutividade =1 microsiemens e
concentragao de silicatos <0,1 mg/L (4gua tipo Il). Para o enxgie da
vidraria, a dgua pode ser do tipo lll, com resistividade =0,1 megaohms ou
condutividade =10 microsiemens. No enxgiie final utilizar dgua tipo .
Quando a coluna deionizadora estd com sua capacidade saturada ocorre
a produgdo de dgua alcalina com liberagdo de varios ions, silicaios e
substancias com grande poder de oxidagao ou redugao que deterioram
0s reagentes em poucos dias ou mesmo horas, alterando os resultados
de modo imprevisivel. Assim, & fundamental estabelecer um programa de
conirole da qualidade da dgua.

3. Para uma revisio das fontes fisiopatoldgicas e medicamentosas de
interferéncia nos resultados e na metodologia sugere-se consultar Young
DS, Effects of Drugs on Clinical Laboratory Tests, 3" edigao, Washington:
AACC Press, 1990.
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