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RESUMO

Produtos vegetais antioxidantes auxiliam o corpo na resisténcia as varias condicoes
patolégicas, especialmente aquelas associadas com o envelhecimento, cancer e as
doengas cardiovasculares, e por isso sado classificados como agentes
quimioprotetores. As propriedades antioxidantes de alguns compostos fendlicos
como a leucoantocianidina ja tem agdao comprovada no que diz respeito na reducao
do colesterol, no entanto, na quantificagdo da reducdo da aterosclerose néao
encontramos relatos. Desta forma, o presente trabalho tem por objetivo analisar
efeito da leucoantocianidina de uva na reducdo de placa aterosclerética
experimental em coelhos. Foram utilizados coelhos da Nova Zelandia (n=27) adultos
entre 7 a 8 meses de idade divididos em 3 grupos: grupo controle com racdo 200 g e
agua ad libitum (G1); o grupo com racao 200g, 1,5 g de colesterol + 10mL de gema
(G2); grupo com ragédo 200g, 1,5 g de colesterol + 10mL de gema e tratado com
50mg/kg da leucoantocianidina de uva (G3). Todos os grupos foram alimentados
durante o periodo de 100 dias, tendo como objetivo reproduzir o modelo de inducéo
de aterosclerose em coelhos albinos Nova Zelandia; Verificar os efeitos da
leucoantocianidina de uva sobre o: colesterol total, LDL, HDL, VLDL, lipidios totais,
triglicerideos; Quantificar os efeitos da leucoantocianidina de uva sobre a camada
subendotelial arterial utilizando o Programa IMAGE-PRO-PLUS 4.5. A coleta de
sangue para as dosagens do perfil lipidico dos animais aconteceram nos momentos
0, 33, 66 e 99 dias. Ao término do periodo experimental, os animais foram
submetidos a eutanasia. Segmentos do arco adrtico, da artéria carétida e artéria
femoral (direitas e esquerdas) foram coletados para anadlise histopatoldégica. Como
esperado o grupo G1 ndo observou alteracdo, o grupo G2 verificamos um
espessamento severo da camada subendotelial, 0 grupo G3 houve espessamento
da camada subendoletial, no entanto, numa forma menos grave comparado com o
grupo G2. Ao microscopio, foram observadas células espumosas no arco aértico e
sem alteragdes nas artérias: femoral e carétida e espessamento de endotélio no
grupo G2 de forma significante comparando-os ao G1. A leucoantocianidina de uva
foi capaz de reduzir 4,35 % do espessamento da camada subendotelial, foi capaz de
reduzir forma significante a esteatose hepatica (macrovesicular e microvesicular),
bem como o tamanho dos xantomas que surgiram distribuidos nos corpo dos
animais. A leucoantocianidina de uva nao modifica, no presente modelo
experimental de aterosclerose em coelhos, os niveis de colesterol total, LDL, VLDL,
HDL, triglicerideos e lipideos totais de forma significante.

Palavras-chave: Leucoantocianidina. Aterosclerose. Coelho.



ABSTRACT

Vegetable products, antioxidants help the body resistance in various pathological
conditions, especially those associated with aging, cancer and cardiovascular
diseases, and so are classified as agent quimioprotetores. The antioxidant properties
of some phenolic compounds such as leucoantocianidina already have a proven
action in respect of the reduction of cholesterol, however, to quantify the reduction of
atherosclerosis were no reports. Thus, this study aims to examine the effectiveness
of grape leucoantocianidina reduction in experimental atherosclerotic plaque in
rabbits. We used New Zealand rabbits (n = 27) adults from 7 to 8 months of age
divided into 3 groups: control group with 200 g feed water ad libitum (G1), group with
feed 200g, 1.5 g cholesterol + 10 ml of yolk (G2), group with feed 200g, 1.5 g
cholesterol + 10 ml of yolk and treated with 50mg/kg of leucoantocianidina grape
(G3). All groups were fed during 100 days, aiming to replicate the model of induced
atherosclerosis in New Zealand albino rabbits; assess the effects of grape
leucoantocianidina for: total cholesterol, LDL, HDL, VLDL, total lipids, triglycerides;
leucoantocianidina Quantifying the effects of grape on the arterial subendothelial
layer using the Program IMAGE-PRO-PLUS 4.5. Blood samples for measurements of
lipid profiles of animals occurred at 0, 33, 66 and 99 days. At the end of the
experiment, the animals were euthanized. Segments of the aortic arch, carotid artery
and femoral artery (right and left) were collected for histopathological analysis. As
expected the G1 did not observe change, G2 found a severe thickening of the
subendothelial layer, the group G3 was thickening of the subendothelial layer,
however, a less severe form compared to G2. Under the microscope, foam cells were
observed in the aortic arch and no changes in the arteries, femoral and carotid artery
thickening and endothelial G2 significantly compared to the G1. Leucoantocianidina
grape was able to reduce 4.35% of the thickening of the subendothelial layer, was
able to significantly reduce hepatic steatosis (macrovesicular and microvesicular), as
well as the size of xanthomas arising distributed in the body of animals.
Leucoantocianidina The grape does not change, in this experimental model of
atherosclerosis in rabbits, the levels of total cholesterol, LDL, VLDL, HDL,
triglycerides and total lipids significantly.

Keywords: Leucoantocianidina. Atherosclerosis. Rabbit.
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1 INTRODUGAO
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Os efeitos benéficos do vinho, em doses diarias estdo bem difundidos nos
meios de comunicagdo. Ampla também € a divulgacédo dos seus efeitos benéficos e
protetores contra a doenca aterosclerética. Estes efeitos pesquisados e propagados
sdo hoje sabidamente conhecidos devido aos principios ativos do Vitis vinifera,
dentre eles a leucoantocianidina de uva (pé liofilizado) que € bastante difundido e

comercializado.

Muito se tem pesquisado sobre a relagdo entre o consumo de vinho e suas
fracoes de flavondides (antocianidinas, proantocianidinas e leucoantocianidina)
Porém os efeitos benéficos cardiovasculares nao sédo tao claros, ja que o efeito
benéfico do vinho, do extrato bruto de antioxidantes, sejam flavonéides ou outros,
dependem dos seguintes fatores: se o experimento € in vitro ou in vivo, a espécie de
animal utilizado, modelo de inducdo da patologia, idade dos animais, origem do
extrato e sua via de administragdo, bem como o tempo de duracdo do experimento
(VAN DER WORP et al., 2010).

Segundo Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencao da Aterosclerose
(2007) durante os ultimos anos observou-se uma ligeira diminuicdo da mortalidade
por causas cardiovasculares em paises desenvolvidos, enquanto elevacoes
relativamente rapidas tém ocorrido em paises em desenvolvimento, dentre os quais
o Brasil. Conforme os ultimos dados da OMS existe uma tendéncia de aumento de
doencas cardiovasculares, agravando ainda mais o quadro de morbidade e
mortalidade nestes paises (SPOSITO et al., 2007).

A arteriosclerose é responsavel pelo maior indice de morbidade e mortalidade que
ocorre no mundo. Esta doenga ocorre inicialmente através do acumulo de colesterol
e proliferacdo de células musculares lisas no endotélio, que leva a sua inflamagéo,
endurecimento e espessamento da parede das artérias. Este fenbmeno originara
uma placa fibrosa que se projeta para dentro do limen do vaso, levando a uma série
de complicagdes circulatérias (CORREA-CAMACHO; DIAS-MELICIO; SOARES,
2007).

Segundo Hackam e Anand (2003), a palavra aterosclerose vem do grego

atero que significa caldo ou pasta, e esclerose , endurecimento.
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O termo arteriosclerose esta relacionado a trés variantes morfolégicas
distintas: a aterosclerose, caracterizada por espessamento e acumulo de gordura da
tunica intima vascular, ou seja, espessamento da camada subendotelial; a esclerose
média calcificada de Monckeberg, que é caracterizada por calcificagdo da tunica
média das artérias; e a arteriosclerose caracterizada por um espessamento e
endurecimento proliferativo ou hialino das paredes das pequenas artérias e
arteriolas (COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1996).

Para realizacdo de experimentos que envolvam espessamento da camada
subendotelial e possivelmente a formacédo da arteriosclerose, os coelhos sdo os
melhores modelos, devido a excrecdo lenta do colesterol exbégeno e
desenvolvimento da doenca de forma rapida, ocasionando lesbées em regides da
aorta proximal, mais do que na distal. A aorta em coelhos pode apresentar superficie
afetada com formacdo de células espumosas na regido subendotelial, sem

ulceracao, necrose, fibrose ou trombose. (STEHBENS, 1986).

Varias drogas sdo usadas na reducao do colesterol e conseqlentemente da
aterosclerose, tais como: inibidores da enzima HMG-CoA redutase, sequestradores

de colesterol, fitoesterois, fitofarmacos e os fibratos.

Em artigos pesquisados, ndo foram encontrados relatos da quantificagédo da
formagdo e espessura da camada subendotelial caracterizada pelo inicio de
surgimento de placas ateroscleréticas em coelhos sobre tratamento com a

leucoantocianidina de uva.

A determinacdo do efeito deste antioxidante contribuira para construcdo de
outros experimentos para inducao de arteriosclerose, em coelhos, que possa servir
como referéncia para o desenvolvimento de outras pesquisas, que visem a

prevencao, o tratamento ou a reducao da arteriosclerose.
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2 REVISAO DA LITERATURA
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2.1 Arteriosclerose

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria crbnica possuindo varias causas
que surge por resposta a agressao endotelial, acometendo principalmente a camada
intima de artérias de médio e grande calibre (SPOSITO et al., 2007). Jaldin et al.
(2006) acrescentam que a arteriosclerose € uma das doengas que acomete mais
pessoas no mundo e é uma das causas de morte mais comuns no hemisfério
ocidental. Na mesma abordagem Luz; Laurindo; Chagas (2003), afirmam que a dieta
gordurosa promove o aumento de colesterol no sangue e € um fator preponderante

as varias doengas ateroscleréticas na América e na Europa.

Aterosclerose é um processo cronico, progressivo e sistémico que tem como
mecanismo uma resposta inflamatéria e fibroproliferativa no endotélio de um vaso
sanguineo. Nesta patologia € comum encontrar vasos arteriais comprometidos como
da aorta, carétidas, renais, iliacas e femorais. Entre os principais fatores de risco
para lesdo arterial encontra-se a hipercolesterolemia, hipertensao arterial, diabetes,
tabagismo, obesidade, envelhecimento e fatores genéticos (LUZ; LAURINDO;
CHAGAS, 2003).

Grande parte do processo de arteriosclerose ocorre a partir da infiltracdo de
células da circulacdo sanguinea para locais especificos da parede vascular. Além
dos efeitos locais da inflamacéo na lesdo aterosclerética, os aspectos sistémicos da
resposta inflamatéria podem afetar o risco trombético (SERRANO JUNIOR et al.,
2003). Além do risco trombdético a doenca aterosclerética coronaria € uma doenca
lenta e gradual, que se inicia na infancia e adolescéncia, fortemente influenciada por
fatores genéticos e pelo estilo de vida, e que apresentara suas principais
manifestacdes clinicas apdés quatro a cinco décadas de evolucdo. Sua progressao
esta diretamente relacionada a presenca dos fatores de risco: hipercolesterolemia,
hipertensdo, tabagismo, sedentarismo, estresse, diabetes, obesidade que serdo
descritos a seguir (XAVIER, 2002).

2.2 Fatores de Risco para Aterosclerose

Para se descobrir caracteristicas especificas que sejam relacionadas a
ocorréncia das doencas aterocoronarianas (DAC), é necessario voltar aos estudos
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demogréaficos e estatisticos de individuos especificos. Estes estudos foram
realizados durante varios anos, que tém o objetivo de identificar alguns habitos de
pessoas que estao relacionados a chance de desenvolver DAC.Dentre os fatores de
risco a hipercolesterolemia € a mais comum principalmente em individuos com
hébitos alimentares inadequados. Podemos atribuir as hiperlipidemias as seguintes
condicOes basicas: causa genética, disturbios ou faléncia de 6rgaos ou adquirida em
funcdo de ma orientacao higieno-dietética (RANG et al., 2004).

Pode-se classificar as hiperlipidemias como isoladas quando somente um
componente lipidico esta elevado por exemplo, s6 o colesterol ou triglicerideos ou
mistas, quando mais de um componente lipidico sérico encontra-se elevado por
exemplo, colesterol e triglicerideos ou, ainda, quando o HDL esta diminuido em
associacdo com o aumento de triglicerideos e/ou elevacao dos niveis de LDL. As
hiperlipidemias também podem ser classificadas como primarias ou secundarias. As
primarias estao relacionadas a hipercolesterolemia comum ou familiar homozigética
e heterozig6tica, hipertrigliceridemia comum ou familiar ou familiar combinada,
disbetalipoproteinemia, sindrome de quilomicronemia, hiperalfalipoproteineima. As
secundarias sdo secundarias a uma ou mais doengas pré-existentes, que podem ter
origem genética, como por exemplo: hipotireoidismo, diabetes melito, sindrome
nefrética, faléncia renal, ictericia obstrutiva, glicogenoses, hileomatose, etilismo,
anorexia nervosa, deficiéncia do horménio do crescimento, lipodistrofia.(RANG et al,
2004).

2.3 Formacao da Placa Arteriosclerética

Nesta revisdo pretende-se descrever a fisiopatalogia da arteriosclerose,
modelos experimentais de indugdo de aterosclerose em animais, bem como seu

tratamento.

O processo de aterogénese pode ser percebido em apenas uma semana de
exposicdo a uma dieta hipercolesterolémica. De forma rapida, a atividade
inflamatéria se torna nitida, com aumento das moléculas de adesdao e migragao
celular, gerando a diferenciagdo de mondcitos em macrofagos que se tornam
captadores para LDL oxidado, que determina na formacdo das células espumosas,
uma etapa inicial da aterogénese (LUZ; FAVARATO, 1999).
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Em sua fisiopatologia, segundo Wilmore e Costill (2001) o surgimento da
arteriosclerose ocorre a partir do momento que um irritante sanguineo lesa ou
arranha a parede arterial e expde o tecido conjuntivo subjacente, desta forma as
plaquetas e os mondcitos circulantes sdo entdo atraidos ao local da lesdo e aderem
ao tecido conjuntivo exposto. As plaquetas liberam uma substancia denominada
fator do crescimento derivado da plaqueta (PDGF), que promove a migracao das
células musculares lisas da tlnica média para a tunica intima. Uma placa composta
basicamente por células musculares lisas, tecido conjuntivo e residuos formam-se
no local da lesdo. A medida que a placa cresce, ela estreita a luz arterial e impede o
fluxo sanguineo adequado. Os lipideos séricos, especificamente as LDL séao
depositados na placa. Quando pedacos da placa sao desprendidos, podem iniciar a
formacao de coagulos que se alojam em outras partes do vaso.

Higuchi e Gutierrez (2002) acrescentam que as lesdes arterioscleréticas
surgem principalmente a partir da segunda década de vida e sao formadas por um
centro acelular de lipideos e restos necréticos, circundado por células xantomatosas
(s@o células que englobaram grandes quantidades de gordura, correspondendo a
macréfagos e, em menor grau, a células musculares lisas), mais externamente, pela
chamada capa fibrosa constituida de fibras musculares lisas e tecido conjuntivo
fibroso. Pode ainda haver vasos neoformados, infiltrado inflamatério linfo-histiocitario
e deposicao de calcio no centro lipidico-necrético, em quantidade variavel de placa
para placa e de individuo para individuo.

Os principais componentes da placa aterosclerética sao suas células,
principalmente as células musculares lisas arteriais e 0s seus lipidios, a maioria
extracelular. As proporcdes relativas desses dois componentes principais, assim
como das proteinas fibrosas e dos produtos complexos de carboidratos das células
musculares lisas, variam de placa para placa. Essas proporgdes também variam
durante a sequéncia de desenvolvimento ou regressdo de uma determinada placa.
(LUZ; LAURINDO; CHAGAS, 2003).

A respeito da localizacao e distribuicao das placas arterioscleréticas na arvore
arterial humana, geralmente atingem a aorta abdominal, que é mais extensamente
comprometida do que a aorta toracica, ja as artérias coronarias apresentam um

comprometimento aterosclerético mais intenso nos seus 6cm iniciais, as lesdes
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adrticas tendem a ser mais proeminentes proximo aos Ostios dos seus ramos
principais (BRAUNWALD, 1987).

Como consequéncia da obstrucéo os efeitos clinicos das placas avancadas
da maioria das artérias de tamanho médio, se devem as suas caracteristicas de
ocupagdao de espaco, que levam a estenose, ou as suas propriedades
trombogénicas, que geralmente surgem relacionadas a fratura ou ruptura da capsula
fibrosa e a ulceracao resultante da superficie da placa. Varias evidéncias sugerem
que a peroxidagdao de componentes da lipoproteina de baixa densidade (LDL) é um
evento relevante na génese do ateroma. (CONTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1996).

A aterogénese envolve uma série de etapas, tais como: 1- Ocorre disfungao
endotelial com alteragdo na biossintese de prostaglandina 12 (PGI2, prostaciclina); 2-
A lesdao do endotélio disfuncional estimula a fixacdo dos monécitos. A turbuléncia
pode ser responsavel pela notavel predilecdo das lesGes por regides de
comprometimento do fluxo, como a origem dos vasos da aorta. Foi sugerido um
possivel papel da infeccao crénica (por exemplo, por Chlamydia), embora isso seja
controvertido. 3- As células endoteliais ligam-se a LDL. Quando ativadas (por leséo)
essas células e os mondcitos e macrofagos fixados produzem radicais livres que
oxidam as LDL, resultando em peroxidacao dos lipideos e destruicdo do receptor
necessario para a depuracdo normal da LDL mediada por receptores. 4- A LDL
modificada por oxidacdo é captada por macrofagos através de “receptores de
depuracao”. 5- Apés terem captado as LDL oxidadas, esses macréfagos (que, neste
estagio, sdao conhecidos como células espumosas) migram para a regiao
subendotelial. As cole¢des subendoteliais de células espumosas e de linfécitos T
formam as estrias gordurosas que anunciam o ateroma. 6- As plaquetas, os
macréfagos e as células endoteliais liberam citocinas e fatores de crescimento.
Essas substancias induzem a proliferacdo do musculo liso e a deposicao de
componentes do tecido conjuntivo. A resposta fibroproliferativa inflamatéria resulta
na formacdo de um denso revestimento fibroso de tecido conjuntivo que recobre um
cerne de residuos lipidicos e necréticos, sendo esta estrutura global descrita como
“placa ateromatosa”. 7- A placa pode sofrer ruptura, formando substrato sobre o qual
ird se desenvolver a trombose. O aspecto da placa que a tornam sujeita a ruptura
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incluem a presenca de grande numero de macréfagos, enquanto o musculo liso

vascular e as proteinas da matriz a estabilizam (RANG et al., 2004).

Embora qualquer artéria possa ser afetada, as principais artérias acometidas
na doenca sdo: aorta, as artérias coronarias e cerebrais tendo como principais
consequéncias o infarto do miocardio, a isquemia cerebral e o aneurisma da aorta
(GOTTLIEB; BONARD; MORIGUCHI, 2005). Estudos sugerem duas fases
interdependentes na evolucdo da aterosclerose: na primeira fase predomina uma
formagédo anatdbmica de lesdo aterosclerotica sob influéncia dos fatores de risco
aterogénico e que leva décadas para evoluir. Devido a sua histéria insidiosa, sua
evolucdo, comumente, ndo traz manifestacdo clinica severa. A segunda fase,
conhecida como trombogénica, determina a formacdo aguda de trombo sobre a
placa aterosclerética e esta envolvida nos eventos agudos coronarios como infarto
do miocardio, angina instavel e morte subita, que é geralmente desencadeada por
desestabilizacdo da placa aterosclerética com redugao significativa e abrupta da luz
do vaso devida a formacao local do trombo (FUSTER, 1994).

2.4 Modelo Experimental de Aterogénese em Coelhos

Diversas espécies de animais sdo empregadas para a pesquisa bioldgica e
médica experimental em laboratério, visando diferentes objetivos, particularmente
nas areas da fisiologia e farmacologia. Entre estas espécies incluem-se as seguintes
mais comumente utilizadas: Coelho - género Oryctolagus cuniculus, pertencendo a
ordem Lagomorpha. A variedade albina € de facil criacdo, especialmente a raca
Nova Zelandia, que pode chegar a ter 4 — 5 kg de peso corporal. Existem muitas
racas, todas excelentes para estudos farmacolégicos e imunolégicos. E um bom
modelo experimental para estudo da aterosclerose. Drogas podem ser
administradas por via oral, por meio de sonda orofaringica ou na agua de beber,
bem como por outras vias. Inje¢des intravenosas podem ser feitas com muita
facilidade na veia marginal da orelha, pela qual também se pode colher facilmente

amostras de sangue para diferentes analises (IHARA et al., 1998).

A primeira vez que aterosclerose foi induzida em coelhos alimentando-os com
gema de ovo e colesterol puro teve resposta em algumas semanas de dieta: a aorta

de 90% dos coelhos apresentou placas acinzentadas semelhantes as das coronarias
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de homens vitimas de infarto do miocardio. Posteriormente, o autor concluiu que o
colesterol ndo era o Uunico responsavel pelos aparecimentos das placas
ateroscleroticas, uma vez que repetiu os experimentos em ratos e cachorros € nao
obteve 0 mesmo resultado (ANITSCHKOW; CHALATOW,1913).

A arteriosclerose também foi induzida com 0,5% e 1% de colesterol puro e
verificou-se a quantidade de oxido nitrico na aorta de coelhos hipercolesterolémicos
(MINOR et al., 1990).

A respeito dos modelos experimentais para indugdo de aterosclerose em
animais como ratos, suinos, cachorros e coelhos. Pesquisadores utilizam o
colesterol puro diluidos em percentuais desde 0,5 % a 5% de colesterol ou
incorporados a racdo dos animais. Quando ndo sao colocados na racdo sao
utilizados veiculos como: leite, gordura de coco, gordura de babagu, gema de ovo,
6leo de coco. (JORGE et al., 1997).

Segundo Martinello (2006) o coelho foi o primeiro modelo de animal usado na
pesquisa da aterosclerose. Acrescenta ainda que esta espécie possui um
metabolismo lipoprotéico muito semelhante ao de humanos, exceto por sua
deficiéncia na lipase hepatica. Devido a facil absorcao, os coelhos respondem muito
bem a dieta altamente gordurosa ou colesterolémica e desenvolvem lesdes em curto
periodo de tempo. No entanto, as lesdes contém mais gordura e macréfagos que as
de humanos e os niveis plasmaticos de colesterol sdo extremamente altos, diferente
dos humanos. Luz, Laurindo e Chagas, (2003) acrescentam que estudos
experimentais demonstraram que, em animais submetidos a dieta
hipercolesterolémica, a reatividade vascular encontra-se diminuida em cerca de dez

semanas apos a instituicao da dieta.

O modelo experimental em roedores é frequentemente usado para avaliar os
efeitos hipolipemiantes de muitos compostos naturais e sintéticos, contudo, nem
todas as espécies apresentam o metabolismo lipoprotéico comparavel ao de
humanos (MARTINELLO, 2006).
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2.5 Lipoproteinas e Arteriosclerose

As lipoproteinas sao particulas que transportam lipidios apolares (insollveis
em agua) em seu nucleo. Estes complexos sdo constituidos por quantidades
variaveis de colesterol e seus ésteres, triglicerideos, fosfolipidios e apoproteinas,
sendo soluveis no plasma devido a natureza hidrofila da parte protéica. Com base
na densidade, as lipoproteinas plasmaticas sao separadas em: quilomicrons,
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL), lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e lipoproteinas de alta densidade (HDL). Nas ultimas décadas acumularam-se
evidéncias relacionando os lipidios e lipoproteinas plasmaticas com a aterosclerose.
No estudo das desordens lipoprotéicas sdo empregados os seguintes testes de
rotina: Colesterol total, triglicerideos, colesterol-HDL, Colesterol-LDL, lipideos totais
(LIMA, 1999).

Colesterol é o esterol mais abundante nos tecidos humanos. Compde as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e membranas celulares sendo também,
substancia precursora na sintese dos horménios esterdides e acidos biliares. O
colesterol é derivado do ciclopentano peridrofenantreno com ligacédo dupla entre C-5
e C-6, hidroxila no carbono 3 (colesterol livre) e cadeia alifatica de 8 carbonos no C-
17. A ingestdo de colesterol &, aproximadamente, 400 a 700 mg/d, enquanto a
absorcao situa-se ao redor de 300 mg/d. Somente 25% do colesterol plasmatico é
proveniente da dieta, o restante é sintetizado (1 g/d), fundamentalmente, pelo figado,
a partir do acetil CoA. Parte do colesterol hepatico é transformada em acidos
biliares excretados pela bile. Por outro lado, os sais de acidos biliares formam
complexos com o colesterol promovendo maior excrecdo deste composto. O
colesterol plasmatico ocorre tanto na forma livre (30% do total) como esterificado
(70% do total). Na forma esterificada, diferentes acidos graxos (provenientes da
lecitina) estdo unidos ao C-3. O colesterol plasmatico é afetado tanto por fatores
intraindividuais como interindividuais. As medidas da colesterolemia séao
influenciadas por: dieta, exercicios fisicos, idade, sexo, raca e defeitos genéticos
(TSIRPANLIS, 2005).

Um dos primeiros eventos na patogenia da aterosclerose € o acumulo de LDL
(lipoproteina de baixa densidade) na camada intima Esta proteina fica retida neste

local por se ligar a certos proteoglicanos da matriz extracelular. Por estar afastada
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dos antioxidantes plasmaticos, torna-se propensa a sofrer reacdes de oxidacao,
tanto da sua porcao lipidica como a sua porcao protéica. As particulas de LDL
oxidado podem aumentar a expressdao de moléculas de adesdo leucocitaria na
superficie das células endoteliais, como VCAM-1, o ICAM-1 e a P-selectina. Além
disso, possuem propriedades quimiotaticas e estimulam o endotélio a secretar
citoquinas, como a IL-1(interleucina 1) e o TNF-alfa. Estes fenémenos estéo
relacionados com o acumulo lipidico na camada intima com recrutamento de
leucécitos que é um processo fundamental da patogénese da aterosclerose. A
adesdo de leucécitos ao endotélio também € influenciada por fatores
hemodinamicos. O fluxo laminar de sangue € capaz de suprimir (talvez pelo
aumento da producao endotelial de 6xido nitrico) a expressdao das moléculas de
adesdo, enquanto que o fluxo turbulento ndo tem essa capacidade. Isto justifica por
que as placas de ateroma predominam em regides de bifurcacdo arterial (FRUEBIS
et al., 1999; RODRIGUES et al., 2003).

Ja os niveis plasmaticos elevados da fracdo HDL colesterol (lipoproteina de
alta densidade) esta associada a resposta vasodilatadora dependente do endotélio
normal a acetilcolina. A HDL tem sido implicada em diversas vias de sinalizacao das
células endoteliais, como proliferacao, apoptose, sintese de prostaglandinas e de
NO (6xido nitrico), sdo reguladas pelo calcio intracelular. A fracdo HDL pode
promover aumento ou diminuicdo do calcio intracelular e modular a funcéo da célula
endotelial. Os efeitos conhecidos da HDL nas células endoteliais incluem: aumento
da sintese de NO e de prostaglandinas, reducéo da sintese de moléculas de adesao
(ICAM-1, VCAM-1 e E-seletina), tramboxano A2 e de PAI-1 (plasminogen activator
inhibitor-1); inibicdo da apoptose; estimulacdo da proliferacdo e migracao celular;
reducédo da captacédo da LDL e da ativagdo do fator NFkB e finalmente aumento do
fluxo de colesterol do meio intracelular. Todos estes mecanismos podem estar
envolvidos na melhora da fungdo endotelial (LUZ; FAVARATO, 1999; LUZ;
LAURINDO; CHAGAS, 2003).

A lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) é um tipo de lipoproteina
produzida pelo figado. VLDL é um dos cinco grupos principais de lipoproteinas
(quilomicrons, VLDL, lipoproteina de baixa densidade, lipoproteina de muito baixa
densidade, lipoproteina de alta densidade), que permitem gorduras e colesterol para
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mover dentro da solucdo a base de agua da corrente sanguinea. VLDL é montado
no figado a partir de triglicérides, colesterol e apolipoproteinas. VLDL € convertido
na corrente sanguinea para lipoproteina de baixa densidade (LDL). Particulas de
VLDL tém um diametro de 30-80nm. VLDL transporta produtos enddgenos,
enquanto quilomicrons transporte exdgenas (dieta) produtos. VLDL transporta
triglicerideos endogenos, fosfolipidios, colesterol e ésteres de colesterol. Ele
funciona como mecanismo de transporte do organismo interno para
lipidios(CHAGAS; CARNIETO JUNIOR, 2002).

Triglicerideos sédo ésteres do glicerol, provenientes da dieta, sendo
fragmentados e depois ressintetizados nas células epiteliais do intestino,
combinados com o colesterol e as apolipoproteinas para formar quilomicrons que
sao transportados pelo canal linfatico toracico para a circulacao geral. Acredita-se
que os trigliceridios em excesso (acima de 400mg/dl) sdo aterogénicos por sua
frequente associagcdo com: I) diminuicdo de HDL; 2) aumento de LDL; 3) doencas
como diabetes e hipotireoidismo e 4) aceleragdo da trombogénese (LUZ;
LAURINDO; CHAGAS, 2003).

Lipideos totais sdao dosados no soro e compreendem varias fracoes:
colesterol, trigliceridios, fosfolipidios e acidos graxos. Colesterol total: compreende
todo o colesterol encontrado nas varias lipoproteinas, sendo 60 a 70% transportado
pelo LDL, 20 a 35% pela HDLe 5 a 12% pela VLDL (LIMA, 1999).

2.6 Tratamentos da Aterosclerose e o Antioxidante Leucoantocianidina de

Uva

O tratamento da arteriosclerose se da através de farmacos anti-
hiperlipidémicos e tém como alvo o problema dos lipidios séricos elevados com
intervencées complementares, alguns destes agentes diminuem a producdo dos
carreadores lipoprotéicos de colesterol e triacil-glicerol, enquanto outros aumentam a
degradacao de lipoproteinas. Outros, ainda, aumentam diretamente a remogéao de
colesterol do organismo. Estes farmacos podem ser usados isoladamente ou em
combinacdées, mas estdo sempre acompanhados da necessidade de dieta
significativamente pobre em lipidios, especialmente o colesterol e gorduras



28

saturadas, e o conteudo caldrico da dieta deve ser acompanhado rigorosamente
(HARVEY; CHAMPE, 1997).

As principais classes de substancias utilizadas clinicamente sdo: as estatinas
inibidoras HMG-CoA redutase (sinvastatina, lovastatina, pravastatina e
atorvastatina), fibratos (bezafibrato, ciprofibrato, genfibrozila, fenofibrato e clofibrato),
resinas de ligacao de acidos biliares (colestiramina e colestipol), acido nicotinico,
probucol e 6leo de peixe 6mega 3 (RANG et al., 2004);

Um grupo farmacolégico amplamente utilizado para o tratamento da
hipercolesterolemia, sdo as estatinas substancias que atuam inibindo a HMG-CoA
redutase, enzima que limita a velocidade na sintese do colesterol. Este grupo
farmacolégico é eficaz no tratamento da hipercolesterolemia e possui uma excelente
tolerabilidade na populacao de dislipidémicos (HARVEY; CHAMPE, 1997; RANG et
al., 2004; SILVA, 2010).

Jorge et al. (2005) realizaram um experimento sobre o efeito das estatinas
atorvastatina, fluvastatina, pravastatina e sinvastatina sobre a fungédo endotelial, a
peroxidacao lipidica e na arteriosclerose aértica em coelhos hipercolesterolémicos
utilizando 0,5 de colesterol na dieta durante 45 dias, e concluiram que todas as
estatinas tiveram efeito significante e similar em reduzir a peroxidacao lipidica nas
LDL e na parede arterial, na regressdao da aterosclerose adrtica e na reversdo da
disfuncdo endotelial, na reducdo do colesterol total plasmatico, no teor de
malonodialdeido na parede arterial.

Outros fitoterapicos sao utilizados para diminuir o colesterol e que
consequentemente podem prevenir surgimento da aterosclerose como: Vitis vinifera.
O Vittis® tem como nome cientifico Vitis vinifera e contém em cada capsula a
leucoantocianidina. Este composto funciona inibindo a peroxidagao lipidica, uma das
causas da aterosclerose, protegendo as células contra a acao dos radicais livres,
fortalecendo as paredes dos capilares sanguineos e mantendo o fluxo sanguineo
normal. Atua como antioxidante, sendo indicado para a protecao das células contra
os radicais livres, auxiliando no tratamento de dislipidemias, principalmente
hipercolesterolemia, prevenindo a aterosclerose e o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (SCHULZ; HANSEL; TYLER, 2002).



29

O género Vitis é o principal representante desta familia, devido a importancia
econbmica da uva Vitis vinifera, largamente consumida naturalmente ou empregada
como matéria prima para fabricacdo de sucos, vinhos, uvas passas, geléias, etc. O
nome Vitis designava as gavinhas que se recurvam e se agarram ao suporte,
passando a designar a videira. Cientificamente a parreira ou videira e Vitis vinifera
cuja fruta conhecida como uva (SCHLEIER, 2004).

A Vitis vinifera € um antioxidante natural extraido das sementes de uva, seus
componentes ativos constituem flavondides e proantocianidinas, leucoantocianidinas
que além de atuarem como sequestradores de radicais livres, promovem a
vasodilatacao, inibem enzimas como fosfolipase, cicloxigenase e lipoxigenase, alem
de reduzir a peroxidacao lipidica, reduzindo assim o colesterol (MARTIM et al.,
2007).

Os compostos fendlicos agem como antioxidantes ndo somente pela sua
habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também por causa de seus radicais
intermediarios estaveis que impedem a oxidacao de varios ingredientes do alimento
particularmente de &cidos graxos e de 6leos. Os subprodutos do suco da uva e da
producdo de vinho também sao fontes de varias combinagdes de fendlicos que
desperta muito interesse devido a suas propriedades antioxidantes e seus efeitos
benéficos para a saude humana. As sementes e a casca da uva contém flavondides
(catequina, epicatequina, proantocianidinas e leucoantocianidinas), acidos fendlicos
e resveratrol, que mostraram ter atividades funcionais. O extrato de
proantocianidinas da semente da uva apresentou atividade antioxidante in vivo e
poderia ser tdo importante quanto a vitamina E em impedir os danos oxidativos nos
tecidos, reduzindo a oxidacdo lipidica e/ou inibir a producdo de radicais livres
(SCHLEIER, 2004).

Estudos epidemiolégicos tém associado o consumo de flavondides com
menor mortalidade por doencga arterial coronariana. Na populacdo estudada, a
principal fonte de flavonoides foram cebola e maga, flavonoide quercetina € o mais
abundante. Pesquisas tém atribuido um papel-chave ao consumo moderado de
vinho na dieta dos franceses, por seu alto teor de polifendis. Estes podem proteger o
LDL da oxidacéao e, portanto, o inicio do processo de arteriosclerose (LEIGHTON et
al.,1997).
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Leighton et al. (1997) acrescenta que existe uma associacdo inversa entre o
risco de doencga cardiaca e consumo moderado de alcool, especialmente vinho, é
bem estabelecida através de numerosos estudos epidemiolégicos, que em geral,
individuos apreciadores de vinho possuem uma diminuicdo do risco de doenca
coronariana (principalmente da aterosclerose) de mortalidade de cerca de 30% a
40%.

Os flavondides exercem efeitos bioquimicos numerosos, aparentemente
benéficos, atuando como antioxidante. Nas atividades in vitro anti-inflamatérios, anti-
trombotica, antimicrobiana e antineoplasica. No entanto, a extrapolacdo dos
resultados in vitro com o que acontece em um organismo vivo, sé é possivel quando
vocé sabe que a biodisponibilidade do principio ativo, ou seja, quando é conhecido
por ser estavel no trato gastrintestinal, que é absorvido e alcanca niveis significativos
em circulacdo. A biodisponibilidade de polifendis sdo poucos e ainda ndo permitem
conclusodes definitivas (MARTIM et al., 2007).

Dornas et al. (2010) descreve que as flavanas, leucoantocianidinas e
proantocianidinas sédo flavonoides com eficacia comprovada na eliminacdo de
radicais livres e inibidor de danos oxidativos. Os isoflavondides apresentam uma
variagcao estrutural ndo somente entre 0 nimero e complexidade dos substituintes,

mas também nos niveis de oxidag¢édo do anel.

Ja Chagas e Carnieto Junior (2002) verificou o efeito toxicol6gico de
antocianina em coelhos nova Zelandia em trés doses: 50mg, 100mg e 150mg de
antocianinas de uva e de repolho roxo, via oral por 30 dias. Neste experimento pode-
se concluir que a antocianina de repolho roxo e uva roxa apresentam efeito
hipolipidémico sobre o colesterol total, aumento do HDL, e hipotrigliceridémico. Nao
apresentaram efeitos téxicos no metabolismo dos: carboidratos, proteinas, lipideos,
minerais, ndo havendo alteracdes téxicas no tecido hepatico.

Dornas et al. (2010) descrevem que em média nos E.U.A. a dieta diaria foi
estimada para conter aproximadamente 1g de flavondide mistos, expressos como
glicosideos. No entanto, de acordo com Hertog et al. (1993) a média de ingestdo de

flavondides mistos é de 23mg/dia.
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Yi et al. (2010) testaram 20 antocianinas e estas mostraram efeito inibitorio
sobre 0 aumento de LDL-oxidado, producao e reducao de 6xido nitrico liberacdo de
varios graus . Ja Martim et al. (2007) verificou o efeito antioxidante do Vitis vinifera
(extrato 3mg/Kg por 5 dias) em ratos wistar e confirmaram a prote¢ao antioxidante
através da reducgédo da peroxidacao lipidica.

Damasceno et al. (2007) em experimento em coelhos Nova Zelandia usando
7,3mg/Kg/dia de isoflovonas de soja, mostraram efeitos hipolipemiantes e diminuicao
da pré-inflamacéao e a subfragdo LDL no plasma sanguineo Ja Xia et al.(2006) em
estudo realizado utilizando o extrato de arroz preto, suplementado com antocianina

300 mg/Kg/dia obteve sucesso na reducao da hiperlipidemia.

Atualmente, verificou-se em varios estudos com diferentes concentracbes de
fitofarmacos, Reagan-Shaw; Nihal; Ahmad (2007) descrevem que quando novos
medicamentos sao desenvolvidos, € essencial traduzir adequadamente a dosagem
da droga, tanto para humanos como para animais. A necessidade de traducéao
adequada é evidente, ja que em estudos recentes onde testaram o resveratrol um
composto encontrado nas uvas e vinho tinto, melhora o tempo de vida e saude de

camundongos.

Para Silva (2006) estabelecer uma dose ideal pode ajudar os cientistas da
area de nutricdo a contribuir mais efetivamente para conhecer os efeitos
farmacodindmicos das substancias e levar a uma melhor compreensao da existéncia

de uma quantidade ideal para o consumo de flavondides.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral

Analisar o efeito da leucoantocianidina de uva na morfologia da camada
subendotelial em um modelo experimental de aterosclerose induzida em coelhos
machos, albinos da raca Nova Zelandia, nas regiées do arco aértico, artéria carétida
comum direita e artéria femoral direita, bem como observar o perfil bioquimico sérico

de lipoproteinas no sangue.
3.2 Objetivos Especificos

» Reproduzir o modelo de indugéo de aterosclerose em coelhos albinos Nova
Zelandia.

» Verificar os efeitos da leucoantocianidina de uva sobre o: colesterol total, LDL,
HDL, VLDL, lipidios totais, triglicerideos.

» Quantificar os efeitos da leucoantocianidina de uva sobre a camada
subendotelial arterial utilizando o Programa IMAGE-PRO PLUS 4.5.



34

4 MATERIAL E METODO
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4.1 Amostra

Foram utilizados 27 coelhos albinos raca Nova Zelandia adultos, machos. Os
animais foram desmamados apdés 40 dias, sendo nessa época admitidos ao
experimento com peso que variou entre 1,5Kg e 1,6Kg, alimentados com ragao
Socil® e agua ad libitum. Quando os animais atingiram entre 7 e 8 meses iniciou-se
0 experimento, apesar de serem criados nas mesmas condicdes e local, em gaiolas
individuais, pesavam entre 2500 e 4100 g. Estes coelhos ficaram em um biotério do
Centro de Estudos Superiores de Maceié — CESMAC, sendo aprovado pelo Comité
de Etica desta instituicdo (anexo 1). Os animais ficaram a temperatura e luz natural

onde foram acompanhados por médicos veterinarios antes e durante o experimento.

O tamanho da amostra foi definido baseado na maioria dos protocolos
internacionais que utilizam esse modelo experimental, sendo estes realizados

frequentemente com cinco ou sete animais.

Se aplicarmos o calculo do tamanho da amostra, quanto maior o valor de p (1
— p) maior sera o tamanho da amostra. Nao dispondo de qualquer informagéo sobre
o valor de p, usa-se p = 0,05 e assim trabalhando-se com uma amostra de tamanho
grande, ha maior seguranca nos resultados encontrados. Dessa forma foi utilizado p
= 0,05, ou seja, intervalo de confianca de 95% para populacdo infinita seguindo a
formula:n = Z°[p (1 -p )/ €*]. O valor de p (1 — p) = 0,25 quando p vale 0,05 e
para o valor de z Foi consultada a tabela para area de 47,5% = 0,475, obtendo valor
de z= 1,96 desvios padrbes. Admitindo o erro padronizado a 0,37 foi achado o
nimero de animais para nivel de significancia de resultado: n=1, 962 [0,5(0,5) / 0,
37%] < n=7. (SCHMIDT, 2007).

4.2 Randomizacao da Amostra

Os animais foram enumerados de 1 a 27 e num saquitel foram colocados
papéis enumerados de 1 a 27. Foi solicitado a uma pessoa nao participante do
experimento a puxar do saquitel cada numero. Conforme os numeros sorteados, 0s
animais foram alocados em 3 grupos, sendo denominados de G1 com 7 animais, G2
e G3 com 10 animais cada grupo, sendo um coelho por gaiola. Os coelhos foram
pesados com uma balanca digital de precisdo Marte®, modelo AS 5000 C com carga
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maxima de 5 kg e minima 5 g. Para evitar a mistura de animais durante as
manipulagdes, cada animal recebeu um numero na face interna da orelha esquerda,

com pincel atbmico de cor preta (Figura 1). A descrigcdo dos grupos randomizados €
descrita a seguir.

Figura 1 — Coelho identificado na face interna auricular - coelho 4V grupo G3 — (Racao,
10mL de Gema e 1,5g de Colesterol + leucoantocianidina de uva)

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2011.

a) O grupo G1 (grupo controle) foi alimentado com 200g da ragéo Socil® que
tem a composicdo béasica necessaria ao animal: proteina bruta (15%),
extrato etéreo (2,5%), matéria fibrosa (16%), matéria mineral (10%), calcio
(2,5%), fésforo (0,42%), umidade (13%), carboidrato (31,58%). Como os
coelhos séo roedores, quando a ragao nao tinha mais a forma de peletas,
era desprezada e substituida por nova.

b) O grupo G2 foi alimentado com 200g da mesma racao do grupo controle,
juntamente com 10mL de gema de ovo Carnauba® grande 1,59 de
colesterol puro (Imprextraco®). A gema de ovo, alem de ser uma fonte de
colesterol e outros lipideos, também foi utilizada como veiculo para

administracdo do colesterol que foi dissolvido e injetado por sonda
orofaringica.
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c) O grupo G3 foi alimentado nas mesmas condigbes do grupo G2,
diferenciando apenas na administracédo do antioxidante
(leucoantocianidina de uva 50mg/Kg) conforme Segura; Marin; Delgado
(2003).

A administracédo de colesterol e/ou gema bem como da leucoantocianidina de
uva nos animais dos grupos 2 e 3, foi realizada com sondagem orofaringica, através
de sonda de nelaton nimero 18 conectada a uma seringa descartavel de 10mL. A
leucoantocianidina de uva, foi administrada 2h antes da complementagéao alimentar
(dieta aterogénica), diluida em 3mL de agua destilada. A dieta complementar foi

preparada diariamente, durante 100 dias.

Para todos os grupos, foi oferecida diariamente, 200 gramas de racao e agua
ad libitum, havendo sobra, a dieta era novamente complementada até 200 g.

4.3 Preparo e Administracao da Dieta Aterogénica

O preparo da dieta foi diario para evitar contaminagdo dos animais ou do
alimento. Antes da sondagem orofaringica, o ovo foi lavado com hipoclorito de sédio
diluido em agua e deixando-os durante 5min imersos nessa solugéo. A retirada da
gema foi realizada com a ajuda de uma colher em seguida foi separada a gema da
clara em um recipiente plastico. Utilizando uma seringa de 20mL retirou-se 10mL de
gema que foi colocado em um recipiente onde contia 1,5g de colesterol previamente
pesado. O colesterol foi misturado a gema com o auxilio de um bastdo de vidro. A
administracao foi realizada utilizando uma seringa de 20mL que foi acoplada a uma
sonda que foi introduzida até a orofaringe. O animal foi mantido em posicao
inclinada (com a cavidade bucal e patas para cima) por tempo de 3 minutos para
garantir a ingestdo da dieta. O colesterol (Imprextraco®) foi adquirido

exclusivamente para o experimento.

A leucoantocianidina de uva foi diluida em 3mL de agua destilada e injetada
com a utilizacdo de uma seringa de 10mL acoplada a uma sonda de nelaton nimero
18 e repetindo o procedimento semelhante ao do colesterol e a gema 2h depois no

grupo G3.
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4.4 Dosagem Bioquimica

Foi realizada analise bioquimica do sangue apdés jejum de 12 a 14 horas em
todos os coelhos, para verificacdo de suas taxas de colesterol Total, HDL, VLDL,
LDL, lipideos totais, bem como de triglicerideos O procedimento foi realizado 4
vezes (Inicio do experimento, dias 33, 66 e 99) em todos os animais. O sangue foi
coletado na artéria auricular central (Figura 2), com seringa de 10 mL e armazenado
para andlise em tubos de ensaio de 5 mL sem anticoagulante. Ao fim da coleta
amostras eram encaminhadas ao laboratério do CESMAC (Centro de Estudos
Superiores de Maceidé) onde foram centrifugadas e seguiu o0 procedimento
operacional padrao para analise do colesterol total e fragoes.

Figura 2 — Artéria auricular esquerda central (No coelho grupo 1 - Seta).

Fonte: Autor desta dissertagédo, 2011.

4.5 Eutanasia e Histologia

Ao término do experimento os coelhos foram submetidos a eutanasia (100°
dia). Para tanto, foi realizada inicialmente anestesia geral (Xilazina a 2% - Rompum®
— e Quetamina a 5% - Ketalar®), via intramuscular. Com o animal profundamente

anestesiado, foi aplicado lentamente 10mL de cloreto de potassio 19,1%, via
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endovenosa, monitorando o animal até o ébito, sendo que todo este procedimento
sempre foi acompanhado pelo veterinario responsavel, respeitando a recomendacao
do Conselho Federal de Medicina Veterinaria, Resolucao n® 714 art. 13, de 20 de
junho de 2002.

Cada animal foi submetido a procedimento para a retirada de fragmento das
artérias carotidas comuns (direita e esquerda) préximo de sua bifurcacao, do arco
aortico e as artérias femorais (direita e esquerda); para isto foi realizada a incisao
mediana cervicotoracoabdominal e na face medial de cada coxa e cada animal foi
dissecado por planos até expor os vasos para a retirada dos fragmentos que foram
limpos e fixados com formaldeido a 10%. Os vasos retirados foram submetidos a
rotina histolégica para microscopia de luz e coradas com Tricrdmico de Masson.

4.6 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados através da estatistica descritiva usando como
ferramenta software GraphPad Prism (versdo 5.0). Os dados desta analise foram
expressos em média e desvio padrao. Primeiramente foi feito o teste de normalidade
em cada grupo (G1, G2 e G3), para verificar se os dados seguem ou nao a
distribuicdo normal. Para comparacbes entre os grupos (G1, G2 e G3) foi usado o
ANOVA one-way e o pos-teste de TUKEY para os dados que seguem a distribuicao
normal. Para os resultados que ndo seguem a distribuicado normal foi utilizado o teste
de KRUSKAL-WALLIS e o poés-teste DUNNS. Para saber se existiam ou nao
diferengas significantes entre as médias, foi adotado o nivel significancia de 0,05.

4.7 Mensuracao das Artérias

Apoés a preparagado das laminas histoldgicas do arco da aorta, a.a. carétidas
comuns (direita e esquerda), arterias femorais (direita e esquerda), estas foram
fotografadas com ajuda de um estereoscédpico acoplado a uma camera fotografica
digital. Todas as laminas histologicas foram fotografadas e devidamente
identificadas e em seguida estas imagens foram trabalhadas no Programa IMAGE-
PRO PLUS 4.5. Antes de capturar as imagens foi necessario calibrar o programa
utilizando uma régua de calibracdo (lamina micrométrica). Apdés a calibracao,

mensuramos todas as laminas, sendo que artérias cardtidas e femorais nao
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encontramos diferencas significantes, sendo assim, realizamos a mensuracdo do
arco da aértico utilizando 6 campos diferentes de cada lamina preparada e depois 0s
resultados foram transferidos para uma planilha no Excel e convertidos de
milimetros para micrometros. Os maiores espessamentos da camada subendotelial
foram utilizados para os calculos estatisticos, ja que este confere um maior risco no

que diz respeito a ocluséo arterial, como podemos verificar nas Figuras 3 e 4 abaixo.

Figura 3 — Aspecto histolégico corado com tricromio de masson do arco adrtico (corte
longitudinal) ao estereocoépico identificando os 6 pontos de mesuracao no
Programa IMAGE-PRO PLUS 4.5.

Fonte: Autor desta dissertacao, 2011.
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Figura 4 — Mensuracao e identificagdo dos valores em milimetros dos espessamentos
da camada subendotelial do arco aértico no Programa IMAGE-PRO PLUS
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Fonte: Programa Image-Pro Plus 4.5.

Nesse experimento, observou-se que 100% dos animais do G2
desenvolveram doenca arteriosclerética quando alimentado com 1,5g de colesterol
misturados a 10mL de gema de ovo. Contudo, a média do espessamento endotelial
apdés 100 dias, dos animais do grupo leucoantocianidina de uva foi menor 4,35 %
comparado grupo com 10mL de gema e 1,5g de colesterol. Os resultados
detalhados sdo apresentados a seguir.
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5 RESULTADOS
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5.1 Adaptacao a Dieta

Para melhor andlise dos efeitos da leucoantocianidina de uva seréao
apresentados inicialmente os resultados da adaptacao a dieta, alteracées hepaticas
de todos os grupos, pele (xantomas), segmentos arteriais retirados, os resultados

hematoldgicos e sobre 0 peso dos animais, bem como das mensuracgdes arteriais.

O comportamento dos grupos em relacao a dieta desenvolveu-se da seguinte

forma:

G1 (controle — ragao) - Foi ofertado diariamente 200 g de racao Socil®. Nao
foram encontradas alteracbes hepaticas e nem espessamento da camada
subendotelial nos animais deste grupo, conforme Figuras 5, 6 e 7 a seguir.

Figura 5 — Figado normal (auséncia de esteatose) (G1 — Grupo Controle).

Fonte: Autor desta dissertagéo, 2011.
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Figura 6 — Fotomicrografia do figado normal auséncia de esteatose, hepatdcito (seta)
corado com Tricromio de Gomori 40X (G1 — Grupo Controle).
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Figura 7 — Fotomicrografia do arco da aorta auséncia de espessamento da camada
subendotelial corado com Tricromio de Masson 10X (G1 — Grupo Controle).
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Fonte: Autor desta dissertacao, 2011.
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G2 (Racao, colesterol 1,59 e 10mL de gema de ovo) - Adaptaram-se bem a
dieta administrada, iniciamos o experimento com 10 animais neste grupo, contudo,
ocorreram com 3 Obitos. Nestes 3 6bitos, os animais apresentarem sinais de
acidente vascular encefalico, infarto do miocardio e esteatose hepatica nos dias 459,
60 e 92° respectivamente, como podemos observar nas Figuras 8, 9 e 10 a seguir.

Figura 8 — Observa-se area infartada (seta) proximo ao apice do coracao.
(grupo G2 - 1,5g de colesterol e 10mL de gema).

Fonte: Autor desta dissertagédo, 2011.
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Figura 9 — Figado com esteatose hepatica (G2 — Grupo Racao, 1,5g de colesterol e
10mL de gema de ovo)
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Fonte: Autor desta dissertagédo, 2011.

Figura 10 — Fotomicrografia do figado com esteatose hepatica macrovesicular,
hepatdcito aumentado (seta) corado com Tricromio de Gomori 40X(G2 —
Racao,1,5g de colesterol e 10mL de gema)
by = F i )
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Fonte: Autor desta dissertacao, 2011.
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Na analise necroscopica foi observada esteatose hepatica (com a presencga
de macrovilosidades e microvilosidades) nos 3 animais, bem como nos outros 7
animais submetidos a eutandsia. Em todos os animais deste grupo apresentaram
acumulo de gordura subcutdanea denominada de xantoma, com comprimentos

superiores a 2 cm , como podemos verificar nas Figuras 11 e 12 a seguir.

Figura 11 — Acumulo de gordura subcutanea na face interna da pata direita
xantoma seta (Grupo G2 — Racao,1,5g de colesterol e 10mL de
gema)

Fonte: Autor desta dissertagédo, 2011.

Figura 12 — Fotomicrografia do xantoma corado com hematoxilina e eosina 10X,
macréfagos espumosos e acumulo de lipideos na derme (seta) (Grupo
G2 - Racao,1,5¢g de colesterol e 10mL de gema)

Fonte: Autor desta dissertagédo, 2011.
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G3 (Racao, colesterol 1,59, 10mL de gema de ovo e 50mg/Kg de
leucoantocianidina de uva) - se adaptaram bem a dieta e iniciamos o experimento
com 10 animais, sendo que também ocorreram 3 ébitos neste grupo. Sendo os 3
Obitos nos dias 729, 86° e 95°, os animais apresentaram sinais de acidente vascular
encefdlico. Na andlise necroscopica foi observada esteatose hepatica moderada
(com microvilosidades), bem como nos outros 7 animais do grupo. Nestes grupos, as
fezes apresentaram tonalidade escura. Em alguns os animais deste grupo
apresentaram acumulo de gordura subcutdnea denominada de xantoma, com

comprimentos inferiores a 2cm, como podemos verificar nas Figuras 13 e 14, abaixo:

Figura 13 — Figado com esteatose hepatica (Grupo G3 — Racao, 1,5g de colesterol,
10mL de gema de ovo e leucoantocianidina de uva).

Fonte: Autor desta dissertagdo, 2011.
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Figura 14 — Fotomicrografia do figado com esteatose hepatica microvesicular
hepatocito moderadamente aumentado (seta) corado com Tricromio de
Gomori 40X(Grupo G3 - Racao,1,5g de colesterol, 10mL de gema e
leucoantocianidina de uva).

Fonte: Autor desta dissertacao, 2011.

5.2 Analise Histolégica

Para esta andlise, foram retiradas as artérias carétida comum direita na sua
bifurcacdo, segmento proximal da artéria femoral direita e arco aortico. Os resultados

dos grupos seguem descritos abaixo:

Nas artérias carétidas e femorais (direitas) ndo foram observadas alteragdes

em todos os grupos, sendo assim, seguem os resultados do arco aértico.

G1 (controle — Ragéao) - Nao foram observadas alteragbes histolégicas nos
vasos analisados (Figura 15).
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Figura 15 — Fotomicrografia com auséncia de espessamento da camada subendotelial
do arco aodrtico G1 (controle-racao), corante Tricromio de Masson 20X

Tunica intima
(camada
subendotelial)

i1

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2011.

G2 (Racao, colesterol 1,59 ¢/ 10mL de gema) - Foram evidenciadas
formacoes de células espumosas (discretas) em todos os arcos aérticos (100%) e
espessamento subendotelial (Figura 16).
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Figura 16 — Fotomicrografia com presenca de espessamento da camada subendotelial
do arco aortico G3 (leucoantocianidina de uva), corante Tricromio de
Masson 10X.

(o s ey A
/ Tunica média / A

Tunica intima
(camada
subendotelial)

200 um

Fonte: Autor desta dissertacao, 2011.

G3 (Racao, colesterol 1,5g ¢/ 10mL de gema e leucoantocianidina de uva) -
Foram observadas bem delineadas, células espumosas e espessamento. De acordo
com a mensuragao do espessamento do arco aértico e femoral foram significantes

comparados com os demais (Figura 17).
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Figura 17 — Fotomicrografia com presenca de espessamento da camada
subendotelial do arco aértico G2 (1,5 g de colesterol ¢/ 10mL de gema), corante
Tricromio de Masson 10X.
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Fonte: Autor desta dissertagédo, 2011.

Peso dos Animais

A média do peso dos animais no inicio do experimento para os grupos foi de

3,4341kg (£0,4093) para o G1, 3,0591kg (+0,3985) para o G2 e 3,3263kg (+0,51281)
para o G3. Observou-se, que a diminuicdo do peso dos animais dos grupos G1 G2
nos primeiros 33 dias de experimento e aumento de peso dos animais do grupo G3

nos primeiros 33 dias, no entanto, ndo houve diferenca significante no peso dos

animais durante todo experimento. Conforme demonstra o Grafico 1 sobre a

evolucao de peso.
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Grafico 1 — Representacao de evolucao do peso dos animais durante o experimento
dos grupos: G1, G2 e G3, durante os 100 dias de experimento. Observa-se
que nao houve diferenca significante entre os pesos dos animais em
todos os tempos do experimento, p=0,7895.
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2011.

5.4 Valores de Colesterol Total e suas Fracoes

Os Gréficos 2, 3, 4 a seguir mostram a concentracao sérica de CT, LDL,
VLDL, HDL, Triglicerideos e lipideos totais dos coelhos submetidos a dieta
hiperlipidémica dos grupos G1 (Controle — racao), G2 (Ragao, 1,5g de colesterol e
10mL de gema de ovo), e do G3 (Ragéo, 1,59 de colesterol, 10mL de gema de ovo e
50mg/Kg de leucoantocianidina de uva), antes e durante o consumo da dieta. Os
resultados das variaveis pesquisadas foram analisados usando o ANOVA one-way e
o pbs-teste de TUKEY para os dados que seguem a distribuicdo normal. Para os
resultados que ndo seguem a distribuicdo normal foi utilizado o teste de KRUSKAL-
WALLIS e o pés-teste DUNNS. Foram calculados a média, desvio padréo e o valor

de p, adotando intervalo de confianca de 95% (p<0,05) em todos 0s grupos.
5.4.1 Colesterol Total

Ao analisar os niveis de CT (colesterol total) dos coelhos do grupo G1, G2 e
G3 no dia (ZERO) verificou-se que nao houve diferenca significante entre os grupos.
Nos dias (zero, 33, 66 e 99) dias, com a dieta 200g de racdo para cada animal por
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dia, observou-se que os niveis do CT do grupo G1 permaneceram normais, ja nos
grupos G2 e G3 houve aumento significante, que receberam uma dieta
hiperlipidémica, conforme demonstra o Gréfico 2 abaixo.

Grafico 2 — Valores de CT dos animais em todo o experimento e seus respectivos
grupos: G1, G2 e G3, e dia: zero, 33, 33,66 e 99 com a dieta de 2009
de racao por animal/dia.
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Grafico 2 — Valores de CT dos animais em todo o experimento e seus respectivos
grupos: G1, G2 e G3, e dia: zero, 33, 33,66 e 99 com a dieta de 2009
de racao por animal/dia.
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Fonte: Autor desta dissertagéo, 2011.

No inicio do experimento (dia zero), a comparacao entre os grupos G1, G2 e
G3 nao houve diferenca significante p = 0,1645. No dia 33, a comparagao entre os
grupos G1 e G3 apresentaram resultado significante p= 0,0011 quando comparados
com o grupo G1 . Entre os grupos G2 e G3 o resultado foi ndo significante no
restante do experimento. No dia 66, a comparacdo entre os grupos, G1 e G2
apresentaram resultado significante p<0.0001. Entre os grupos G2 e G3 o resultado
foi ndo significante, em todas as comparacdes anteriores foi utilizado o teste de
KRUSKAL-WALLIS e o pés-teste DUNNS. No dia 99, a comparacao entre 0s grupos,
G1 comparados com o, G2 e G3 apresentaram resultado significante. Entre os
grupos G2 e G3 o resultado foi ndo significante, em todas as comparacées do dia 99
foi utilizado o teste ANOVA one-way e o pos-teste de TUKEY.
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Tabela 1 — Média, desvio padrao do CT (Colesterol Total), conforme o dia e grupo
experimental.

Variavel G1 G2 G3
Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao
Padrao
Colesterol Total (dia 54,86 29,58 40,93 9,84 38,46 20,95
zero)
Colesterol Total (dia 38,32 17,19 897,30* 32,97 926,10* 44,44
33)
Colesterol Total (dia 44,86 19,04 917,20* 39,67 899,60* 46,80
66)
Colesterol Total (dia 32,80 21,08 892,07 37,85 910,61* 32,42
99)

Fonte: Autor desta dissertagéo, 2011.
Nota:* Houve significAncia em relagdo ao grupo controle (G1).

5.4.2 Colesterol LDL (lipoproteina de baixa densidade)

Ao analisar os niveis do LDL, dos trés grupos no dia (zero) observou-se que
os grupos G1, G2 e G3 nao houve diferenca significante, da mesma forma no grupo
G1 os niveis estavam mais elevados, esta diferenca é semelhante a citada em
relacdo aos niveis do CT. Durante os dias (zero, 33, 66 e 99) do experimento 0s
niveis plasmaticos do LDL do grupo G1, se mantiverem sem alteracdes significantes,

conforme Grafico 3.

Grafico 3 — Valores de LDL dos animais em todo o experimento e seus respectivos
grupos: G1, G2 e G3 e dias: zero, 33, 66 e 99.
(Continua)
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Grafico 3 — Valores de LDL dos animais em todo o experimento e seus respectivos

grupos: G1, G2 e G3 e dias: zero, 33, 66 e 99.
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Fonte: Autor desta dissertagdo, 2011.
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No inicio do experimento (dia zero), a comparacao entre os grupos G1, G2 e
G3, nao houve diferenca significante p=0,3707. No dia 33, a comparacao entre os
grupos, G1 comparados com o, G2 e G3 apresentaram resultado significante
p=0,0012. Entre os grupos G2 e G3 o resultado foi nao significante e em todas as
comparagoes (dia zero e 33) foi utilizado o teste de KRUSKAL-WALLIS e o pds-teste
DUNNS. No dia 66, a comparacao entre os grupos, G1 comparados com o, G2 e G3
apresentaram resultado significante p<0.0001. Entre os grupos G2 e G3 o resultado
foi nao significante, em todas as comparacdes foi utilizado o teste ANOVA one-way
e 0 pos-teste de TUKEY. No dia 99, a comparacao entre os grupos, G1 comparados
com o, G2 e G3 apresentaram resultado significante p=0,0008. Entre os grupos G2 e
G3 o resultado foi nao significante e em todas as comparacoes foi utilizado o teste
de KRUSKAL-WALLIS e o p6s-teste DUNNS.

Tabela 2 — Média, desvio padrao da LDL, conforme o dia e grupo experimental.

Variavel G1 G2 G3

Média Desvio Média Desvio Média Desvio

Padrao
Padrao Padrao

LDL (dia zero) 14,50 19,22 6,22 4,77 12,41 9,23
LDL (dia 33) 6,73 5,56 826,50* 51,17 866,70* 48,352
LDL (dia 66) 14,47 9,82 845,03* 44,98 848,84* 58,34
LDL (dia 99) 17,10 11,39 809,29* 78,67 844,01* 36,91

Fonte: Autor desta dissertagéo, 2011.
Nota:* Houve significAncia em relagdo ao grupo controle (G1).

5.4.3 Colesterol VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade).

A analise dos niveis do VLDL, no dia (zero) observou-se que nao houve
diferenca significante entre os grupos, permaneceu sem alteracées significantes no
dia 33. Nos dias (66, 99) dias houve aumento dos niveis plasmaticos dos grupos G2
e G3 em relacdo ao grupo G1, e a diferenga nao foi significante entre si, durante o

experimento, conforme demonstra o Grafico 4 a seguir.
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Grafico 4 — Valores de VLDL dos animais em todo o experimento e seus respectivos

grupos: G1, G2 e G3 e dias: zero, 33, 66 e 99.
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Grafico 4 — Valores de VLDL dos animais em todo o experimento e seus respectivos
grupos: G1, G2 e G3 e dias: zero, 33, 66 e 99.
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2011.

No dia zero, a comparagao entre os grupos G1, G2 e G3 o resultado foi ndo
significante p=0,5867, em todas as comparacoes foi utilizado o teste ANOVA one-
way e o poés-teste de TUKEY. No dia 33, entre os grupos G1, comparado com 0s
grupos G2 e G3 houve diferenca significante p= 0,0042, no entanto comparando os
grupo G2 e G3 nao houve diferenca significante e em todas as comparacgdes foi
utilizado o teste de KRUSKAL-WALLIS e o pés-teste DUNNS. No dia 66, a
comparacao entre os grupos G1 e G2, houve diferenca significante p =0,0054, no
entanto, comparando os grupos G1 e G3, G2 e G3 o resultado foi ndo significante,
em todas as comparacoes foi utilizado o teste ANOVA one-way e o poés-teste de
TUKEY. No dia 99, a comparacao entre os grupos G1 e G2, G1 e G3 o resultado foi
significante p=0,0027, no entanto, comparando os grupos G2 e G3 nao houve
diferenca significante e em todas as comparacgdes foi utilizado o teste de KRUSKAL-
WALLIS e o p6s-teste DUNNS.
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Tabela 3 - Média, desvio padrao do VLDL, conforme o dia e grupo experimental.

Variavel G1 G2 G3
Média Desvio Média Desvio  Meédia Desvio
Padrao Padrao Padrao
VLDL (dia zero) 16,01 6,29 12,09 5,51 15,70 10,58
VLDL (dia 33) 13,73 5,20 42,09 17,65 35,07* 20,16
VLDL (dia 66) 14,27 4,47 47,69 20,95 33,73 19,17
VLDL (dia 99) 13,34 5,87 67,17 69,63 38,02* 16,72

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2011.
Nota:* Houve significaAncia em relagcao ao grupo controle (G1).

5.4.4 Colesterol HDL (lipoproteina de alta densidade)

Ao analisar os niveis do HDL, no dia (zero) pode-se observar que nao houve
diferenca entre os trés grupos. Nos dias (33, 66, 99) dias ndo houve aumento dos
niveis plasmaticos dos grupos G2 e G3 com diferenca significante em relagdo ao
grupo G1. Porém nao houve diferenca significante entre os grupos G2 e G3, durante

o experimento, de acordo com o Gréfico 5 a seguir.

Grafico 5 — Valores de HDL dos animais em todo o experimento e seus respectivos

grupos: G1, G2 e G3 e dias: zero, 33, 66 e 99.
(Continua)
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Grafico 5 — Valores de HDL dos animais em todo o experimento e seus respectivos

grupos: G1, G2 e G3 e dias: zero, 33, 66 e 99.
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Fonte: Autor desta dissertagdo, 2011.
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Observa-se que no inicio do experimento (dia zero), a comparagcao entre 0s
grupos G1, G2 e G3 o resultado foi ndo significante p=0,0976. Observa-se que no
dia 33, a comparacéao entre os grupos G1 e G2, G1 e G3, G2 e G3 o resultado foi
nao significante p=0,8913. Observa-se que no dia 33, a comparagao entre 0s grupos
G1 e G2, G1 e G3, G2 e G3 o resultado foi ndo significante p=0,2006 e em todas as
comparagdes (nos dias zero, 33 e 66) foi utilizado o teste de KRUSKAL-WALLIS e o
pos-teste DUNNS. Observa-se que no dia 99, a comparacao entre os grupos G1 e
G2, G1 e G3, G2 e G3 o resultado foi nao significante p=0,2648 em todas as
comparacgdes foi utilizado o teste ANOVA one-way e o pds-teste de TUKEY.

Tabela 4 — HDL média e desvio padrao conforme o dia e grupo experimental.

Variavel G1 G2 G3
Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao Padrao
HDL(dia zero) 20,84 8,17 30,41 6,68 26,50 11,24
HDL (dia 33) 27,90 12,48 28,70 12,31 24,38 7,61
HDL (dia 66) 25,04 8,29 24,50 7,96 17,06 7,51
HDL (dia 99) 21,26 9,09 15,63 5,34 16,82 4,24

Fonte: Autor desta dissertagéo, 2011.

5.4.5 Gréfico de Evolugao LDL e HDL

Ao analisar os niveis do LDL e HDL, no dia (zero) pode-se observar que nao
houve diferenca significante entre os trés grupos. No dia (33) houve um aumento do
LDL com média de 826,50mg/dL para o grupo G2 866,70 mg/dL para o grupo G3
nao obtendo diferenca significante. No HDL durante todo experimento ndo houve
diferenga significante. No entanto, no dia 66 até o término do experimento os niveis
de HDL do grupo G3 deixaram de diminuir e se estabilizaram como pode-se verificar

no Grafico 6 de evolugdo do HDL a seguir.



64

Grafico 6 — Evolucao de LDL e HDL
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Fonte: Autor desta dissertagéo, 2011.

5.4.6 Triglicerideos

Ao analisar os niveis de Triglicerideos do grupo G1, os valores se mantiveram
durante o experimento sem nenhuma alteracdo. No dia (99) dias os niveis
aumentaram com diferenca significante dos grupos G2 e G3 em relagdo ao grupo
G1. Observa-se que a leucoantocianidina de uva nao reduziu de forma significante
0s niveis plasmaticos dos triglicerideos nos dias 33 e 99, no entanto, no dia 66 néo
houve diferenca significante entre o grupo G3 (tratado com leucoantocianidina de
uva) e o grupo G1 (controle) desta forma, houve reducédo dos triglicerideos,

conforme Gréfico 7.
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Grafico 7 — Valores de triglicerideos dos animais em todo o experimento e seus

respectivos grupos: G1, G2 e G3 e dias: zero, 33, 66 e 99.
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Grafico 7 — Valores de triglicerideos dos animais em todo o experimento e seus
respectivos grupos: G1, G2 e G3 e dias: zero, 33, 66 e 99.
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Fonte: Autor desta dissertacéo, 2011.

Observa-se que no inicio do experimento (dia zero), a comparacao entre 0s
grupos G1 e G2, G1 e G3, G2 e G3 o resultado foi ndo significante p=0,9564.
Observa-se que no dia 33, a comparacao entre os grupos G1 e G2, G1 e G3, o
resultado foi significante p<0.05, no entanto, comparando os grupos G2 com G3 nao
houve diferenca significante em todas as comparac¢des (nos dias: zero e 33) foi
utilizado o teste de KRUSKAL-WALLIS e o p6s-teste DUNNS. Observa-se que no
dia 66, a comparacao entre os grupos G1, G2 houve diferenca significante p=0,0047,
no entanto, comparando os grupos G1 com G3 e G2 com G3 nao houve diferenca
significante em todas as comparacoes. Observa-se que no dia 99, a comparacao
entre os grupos G1 e G2, G1 e G3, G2 e G3 o resultado nao foi significante, apesar
que verificar que o grupo tratado (G3) obteve média dos triglicerideos mais préxima
do grupo controle (G1). Em todas as comparagdes (nos dias 66 e 99) foi utilizado o
teste ANOVA one-way e o pés-teste de TUKEY.
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Tabela 5 — TRIGLICERIDEOS - média e desvio padrio conforme o dia e grupo

experimental.

Variavel G1 G2 G3
Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao
Padrao
TGC (dia zero) 73,74 31,09 98,96 88,22 78,52 52,93
TGC (dia 33) 68,67 26,01 210,36 88,21 175,31 100,86
TGC (dia 66) 69,69 20,66 238,41 104,70 168,63 95,81
TGC (dia 99) 62,36 17,95 335,68 347,85 179,68 87,97

Fonte: Autor desta dissertacéo, 2011.

Nota:* Houve significAncia em relagcao ao grupo controle (G1)

5.4.7 Lipideos Totais

Ao analisar os niveis de lipideos totais ndo houve diferenca significante entre

os grupos G2 e G3. Observa-se que a leucoantocianidina de uva nao reduziu de

forma significante os niveis de lipideos totais, como demonstra o Gréfico 8.

Grafico 8 — Valores de lipideos totais dos animais em todo o experimento e seus
respectivos grupos: G1, G2 e G3 e dias: zero, 33, 66 e 99.
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Grafico 8 — Valores de lipideos totais dos animais em todo o experimento e seus

respectivos grupos: G1, G2 e G3 e dias: zero, 33, 66 e 99.
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Observa-se que no inicio do experimento (dia zero), a comparagcao entre 0s
grupos G1, G2 e G3, nao houve diferenca significante p=0,4086. Observa-se que no
tempo 33, a comparacao entre os grupos Gicom G2 e G1 com G3, houve diferenca
significante p<0.0001, no entanto comparando os grupos G2 com o G3 nao houve
diferenca significante. Observa-se que no tempo 66, a comparagao entre 0s grupos
Gicom G2 e G1 com G3, houve diferengca significante p<0.0001, no entanto,
comparando os grupos G2 com o G3 ndo houve diferenca significante e em todas as
comparacoes (nos dias zero, 33 e 66) foi utilizado o teste ANOVA one-way e 0 pOs-
teste de TUKEY. Observa-se que no dia 99, a comparacao entre os grupos G1 com
G2 e G1 com G3, houve diferenga significante p=0,0012, no entanto, comparando os
grupos G2 com o G3 nao houve diferenca significante em todas as comparacoes foi
utilizado o teste de KRUSKAL-WALLIS e o p6s-teste DUNNS.

Tabela 6 — LIPIDEOS TOTAIS — média e desvio padrdo conforme o dia e grupo
experimental.

Variavel G1 G2 G3
Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao
Padrao
LPT (dia zero) 419,51 39,47 389,39 26,38 403,99 53,017
LPT (dia 33) 394,00 27,52 1394,50* 64,24 1388,40* 106,75
LPT (dia 66) 404,48 24,25 1442,60* 117,83 1355,30* 71,77
LPT (dia 99) 384,11 13,96 1514,90* 353,18 1378,30* 90,745

Fonte: Autor desta dissertagcéo, 2011.
Nota:* Houve significAncia em relagéo ao grupo controle (G1).

5.4.8 Mensuracgao das Artérias

Observa-se que ao término do experimento (dia 100), a comparagao entre os
grupos G1 com G2 e G1 com G3, houve diferenga significante P=0,0009, no entanto,
comparando os grupos G2 com o G3 nao houve diferenca significante. Mas mesmo
nao havendo diferenca estatisticamente significante, comparando o grupo G3 com o
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G2 houve uma reducao de 4,35% no espessamento da camada subendotelial, como

mostra o Grafico 9 a seguir:

Grafico 9 — Mensuracao da camada subendotelial
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Fonte: Autor desta dissertagédo, 2011.

Tabela 7 - MENSURACAO DA PLACA ARTERIOSCLEROTICA — média e desvio padrao

ao término do experimento.

Variavel G1 G2 G3
Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Padrao Padrao
Padrao
Espessura do arco 0,0 0,0 7005,5 3105,9 6701,0 2231,7

da adrtico em pm

Fonte: Autor desta dissertagcéo, 2011.

Na andlise do grupo G1, G2 e G3 néao foi observado alteragdes histoldgicas

nas artérias: carétida direita e femoral. J4 nos grupos G2 e G3 foram evidenciadas

formacoes de células espumosas e espessamento da camada subendotélial. Foi

observado que a leucoantocianidina de uva administrada ao grupo G3, ndo diminuiu

0 espessamento da camada subendotelial de forma significante, no entanto houve

reducao do espessamento da camada subendotelial 4,35% quando comparado com

o grupo G2.
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6 DISCUSSAO
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6.1 Formacao da Placa Arteriosclerotica

A aterosclerose é uma condicao de patogenia extremamente complexa em
virtude dos diversos fatores envolvidos. E considerada uma das principais doencas
da atualidade, portanto o interesse nos mecanismos implicados no processo
aterogénico. E justificavel quando se verifica que grande parte das mortes ocorridas
€ decorrente de sindromes isquémicas relacionadas a doenca aterosclerética.
Sendo considerada uma doenga inflamatéria que compromete principalmente as
artérias de grande e médio calibre, tais como o arco da aorta, femorais e carétidas
(HASSON, 2001; DIJK et al., 2010). A camada intima da artéria € o local onde se
desenvolve o processo aterosclerético, podendo deixar obstruido a luz do vaso
(HILTUNEN et al., 2002; WADDINGTOM et al., 2003; HUR et al., 2005; GALKINA et
al., 2006). Nesta pesquisa observou-se a formacao da doenca aterosclerética em
artéria de grande calibre, onde houve lesdo da camada intima do arco aértico.

O processo aterosclerético no ser humano € lento, e tem inicio com a vida,
onde as estrias de gorduras aparecem na camada intima da aorta a partir dos 3
anos, sendo mais prejudicial a partir da vida adulta (GIROLDO; ALVES; BAPTISTA,
2007; LI et al., 2008; SANTOS; BORTOLOZO, 2008;). Diferente no coelho, em que o
desenvolvimento do processo é rapido, e em poucas semanas ocorre a lesdo no
endotélio. Por isso, € um animal que tem varios aspectos semelhantes na estrutura e
composicao encontradas no humano, por isso, o coelho é utilizado em pesquisas do
processo aterosclerético, 0 metabolismo de lipoproteinas e assim como o tratamento
da doenca (CONSTANT, 2004; ZHANG; XU; LI, 2009). Estas informacbes sao
precisas com pesquisas para estudo da arteriosclerose utilizando o coelho como um
excelente modelo para estudar o desenvolvimento da aterosclerose em curto prazo
de tempo (STAHLKE JUNIOR et al, 2004; BERNADINO, 2008; LEE et al, 2004) e foi
confirmada com nossos resultados ao término de 100 dias do experimento para a

formacao do espessamento da camada subendotelial e formacéo da aterosclerose.

Segundo Luz, Laurindo e Chagas (2003) as artérias onde 0 processo
aterosclerotico € mais evidente sao: femoral, carétidas comuns, arco aértico, iliacas
e renais, sendo que no presente experimento ndo verificamos o comprometimento
aterosclerotico nos vasos: iliacos e renais. No entanto, observamos alteracdes

extremamente discretas nas artérias carétidas comuns e femorais, sendo no arco
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aértico o maior comprometimento provocado pela aterosclerose, este
comprometimento é reforcado por Rai, Hare e Zulli (2009) que realizaram avaliacao
histol6gica da aterosclerose em coelhos para verificar o relaxamento do endotélio
vascular, bem como para realizacdo da mensuracao da camada subendotelial.

6.2 Modelo Experimental de Aterogénese em Coelhos

Os niveis de colesterol total, LDL, HDL, VLDL, lipideos totais e triglicerideos
aumentam rapido, no coelho, este fato ocorre devido a lenta excrecdo da ingestao
da dieta hiperlipidica (IHARA et al., 1998). Sendo assim, pesquisadores como Jorge
et al., (1997); Bernadino (2008) utilizaram coelhos adultos nos experimentos com
dieta rica em colesterol, gema de ovo e banha e assim desenvolveram o processo
da arteriosclerose em coelhos. No inicio de administracao de uma dieta aterogénica
rica em colesterol e gordura saturada, os niveis das lipoproteinas aumentam em
curto prazo (GIROLDO; ALVES; BAPTISTA, 2007; KOLANKIEWICZ; GIOVELLI;
BELLINASO, 2008; LANCELLOTTI et al.,, 2010; WAQAR et al.,, 2010;) estas
informacdes coincidem com as observadas em nossos resultados, onde a dieta
hiperlipidémica elevou os niveis das lipoproteinas que atingiu nivel superior a 800
mg/dL.

Estudo utilizando gema de ovo foi administrado em animal para esclarecer os
processos envolvidos da arteriosclerose como também o metabolismo lipidico, como
0 experimento realizado por |hara et al. (1998), que administrou colesterol de forma
cronica e aguda (3 e 2 meses), foi verificado o0 espessamento na aorta dos coelhos.
Estas afirmagdes confirmam os resultados do nosso experimento, onde a dieta
hiperlipidémica utilizando gema de ovo de galinha e 1,5 g de colesterol comprovou
que em 100 dias os niveis dos lipideos aumentaram e produziram com eficacia a
aterosclerose, bem como de outros sinais clinicos como surgimento de xantomas,
esteatose hepatica severa (macrovesicular). Nikolai Anitchkow administrou gema de
ovo de galinha em coelhos, para induzir aterosclerose, porém, a quantidade utilizada
nao foi esclarecida. Em experimento realizado por Bernardino (2008) visando
esclarecer a quantidade de gema de ovo utilizada, estes utilizaram varios tipos de
dietas, comprovaram que o coelho €é um excelente animal para induzir
arteriosclerose utilizando gema e/ou colesterol, sendo preferivel 0 uso da gema de

oVo por conta do baixo custo.
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Comparando as dietas utilizadas nos experimentos, oferecida aos animais
para induzir arteriosclerose, com o objetivo de induzir placas ateroscleréticas,
pesquisadores administraram racdo suplementada com uma gema de ovo
acrescentada com 13,5 mL de 6leo de milho (JALDIN et al., 2006), no experimento
de Clubb Junior et al., (1989) foi ofertado colesterol contendo 3 e 4 mg, e Jorge et
al., (1997) utilizou 0,5% de colesterol puro, sendo acrescentado a ragao, produzindo
uma dieta de laboratoério. Porém este modelo de dieta ndo é preciso, pois 0s autores
nao tém como garantir que todos os animais irdo ingerir a quantidade de racdo ou a
gordura efetivamente desejada.

Bernadino (2008) utilizaram com eficacia 20 mL de gema de ovo de galinha
em seu experimento, e foi desenvolvida a arteriosclerose nos coelhos. Foram
utilizados em nosso experimento, 10 mL de gema, ja que usamos também 1,5g de
colesterol que misturados a gema de ovo sdo suficientes para a formacao da

arteriosclerose.

Segundo Ramalho et al. (2007) a concentracdo do colesterol em ovos de
galinha é de 956 mg/100g, por ter um alto teor de lipidios o ovo é considerado
importante para o desenvolvimento da arteriosclerose, além do aumento significativo
na concentracao de colesterol plasmatico (JALDIN et al., 2006), que no presente
experimento o colesterol contido na gema de ovo foi de 997,5mg/100g (realizado por
cromatografia — HPLC High Performance / Pressure Liquide Chromatography)
correspondendo aos resultados do nosso experimento, essas evidéncias sao
fidedignas, indicando a importancia do tipo de gordura em relacdo ao risco da
doenca cardiovascular, comprovando que a dieta rica em colesterol e gordura

saturada tem graves consequéncias para saude.

6.3 Efeito da Leucoantocianidina de Uva nos Niveis Séricos Sanguineos

No presente trabalho utilizamos a dosagem segundo Segura, Marin e Delgado
(2003) que descrevem que 50mg/Kg de proantocianidinas oligoméricas sao capazes
de reduzir a oxidacdo da LDL e aumentar o HDL, sendo a dosagem reajustada a
cada 33 dias, sendo usado o pé liofilizado (processo de desidratacdo) de

leucoantocianidina de uva.
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Em experimento em coelhos Nova Zelandia realizado por Damasceno et al.
(2007) utilizou 7,3mg/Kg/dia de isoflavona da soja mostraram efeitos hipolipemiantes
e de diminuicdo da subfracdo pré-inflamatéria de LDL no plasma sanguineo dos
animais. Ja Xia et al. (2006) verificou a influéncia da antocianina extraidas do arroz
preto na arteriosclerose em ratas (300mg/Kg/dia), tendo éxito na melhora do perfil
lipidico, diminuindo os triglicerideos, colesterol total e aumentando o HDL
(lipoproteina de alta densidade). O possivel motivo do sucesso do experimento
deve-se ao uso do extrato bruto e nao purificado, ja que algumas vezes o extrato
bruto possui um efeito terapéutico mais significativo em virtude da soma de todas as
substancias encontradas no presente extrato. No nosso experimento ndo houve
melhora estatisticamente significante na reducdo do colesterol total, LDL, lipideos
totais, triglicerideos. Meyer et al. (1997) acrescenta que as atividades antioxidantes
dos extratos fendlicos de 14 diferentes tipos de uvas frescas foram investigadas
através da verificagao da inibicdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) in vitro.
No entanto, segundo Van Der Worp et al. (2010) nem sempre experimentos
realizados com resultados positivos in vitro tem o0 mesmo resultado in vivo e também
nem sempre experimentos in vitro possuem o mesmo grau de reprodutibilidade de

forma plena in vivo.

Nielsen et al. (2005) realizaram um estudo utilizando uma substancia
purificada de fracao de antocianinas de groselha preta em coelhos Watanabe, neste
estudo o extrato purificado aumentou significativamente o colesterol plasmatico e
LDL, mas reduziu o VLDL de forma significante. No presente experimento ndo houve
diferenca significante comparando o grupo tratado com leucoantocianidina de uva e
o grupo 2 (1,5g de colesterol e TmL de gema de ovo), Hansson (2001) descrevem
que o aumento do LDL é um fator importante a ser considerado, j& que pode

aumentar o processo de aterogénese.

Existem evidéncias de que o consumo de vinho (flavondides contidos no
vinho) produz um aumento no colesterol HDL, no entanto, estudos sugerem que o
consumo moderado de alcool aumenta a HDL (LAMA, 2001). A relacao entre o
consumo de vinho e suas fragdes de flavondides e os efeitos benéficos
cardiovasculares ndo é tao clara, ja que o efeito benéfico do vinho, do extrato bruto
de antioxidantes, sejam flavonoides ou outros dependem dos seguintes fatores: se o
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experimento € in vitro ou in vivo, a espécie de animal utilizado, modelo de inducéo
da patologia, idade dos animais, origem do extrato e sua via de administracdo, bem
como o tempo de duragao do experimento (VAN DER WORP et al., 2010).

Kaliora, Dedoussis e Schmidt (2006) descrevem que varios componentes
naturais tém recebido atencao consideravel devido ao seu potencial antioxidante.
Comumente alguns trabalhos tém descrito que consumir uma dieta rica em
antioxidantes naturais tem sido associado com a prevencao e/ou de tratamento de
arteriosclerose, impedindo a oxidacdo da LDL e lesdo oxidativa do endotélio.
Segura, Marin e Delgado (2003) descrevem que 50mg/Kg de proantocianidinas
oligoméricas sdo capazes de reduzir a oxidacao da LDL e aumentar o HDL. A
presente afirmagdo nado se confirmou no presente experimento, principalmente
porque o LDL aumentou nos primeiros 33 dias tornando-se praticamente estavel
durante o restante do experimento, sendo que o HDL diminuiu dos grupos 2 e 3.
Chagas e Carnieto Junior (2002) acrescenta que ja € bem estabelecido que quanto
mais elevada é a LDL, tanto mais freqlente a doenca arteriosclerética e quanto mais
elevada a HDL, menor € o risco para adquirir essa doenca em todas as ragas, sexos
e idades. Luz, Laurindo e Chagas (2003) relatam que a HDL tem um importante
papel na regulacao da funcao endotelial, restaura o0 comprometimento da sintese de
oxido nitrico nas células endoteliais expostas a lipidios aterogénicos e papel
antitrombolitico. Dornas et al. (2010) descrevem que estudos in vivo com extrato de
proantocianidinas de sementes de uvas comprovam a eficacia na eliminagdo de

radicais livres e inibicdo de danos oxidativos nos tecidos.

Shi et al. (2005) fizeram uma revisdo de literatura descrevendo o extrato de
semente de uva relatando que este possui um efeito benéfico em muitas areas da
saude, por causa do efeito antioxidante, na ligacdo com o colageno, promovendo
pele jovem e prevenindo possivelmente problemas de pele como xantomas que em
nosso experimento tiveram tamanho e aparecimento menores no grupo tratado com

leucoantocianidina.
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7 CONCLUSOES
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1- A leucoantocianidina de uva foi capaz de reduzir 4,35 % do espessamento da

camada subendotelial;

2- A leucoantocianidina de uva reduziu de forma significante a esteatose
hepatica (macrovesicular e microvesicular), bem como o tamanho dos

xantomas que surgiram distribuidos nos corpo dos animais.

3- A leucoantocianidina de uva ndo modifica, no presente modelo experimental
de arteriosclerose em coelhos, os niveis de colesterol total, LDL, HDL, VLDL,

lipideos totais e triglicerideos de forma significante;

4- A leucoantocianidina de uva foi capaz de aproximar os resultados de

trigicerideos do grupo controle.
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APENDICE A

EFEITOS DA LEUCOANTOCIANIDINA DE UVA SOBRE A CAMADA SUBENDOTELIAL
ARTERIAL EM COELHOS ALBINOS (Oryctolagus cuniculos) SUBMETIDOS A
ARTERIOSCLEROSE EXPERIMENTAL

FICHA DE CONTROLE DO GRUPO

Grupo Dieta de g de

Data: /__ / Hora: H

Relato sobre o Grupo / Aspecto Geral:

Descricdo do Procedimento de Coleta de Sangue para Analise Laboratorial:

RESULTADO DOS EXAMES

Animais Colesterol Colesterol LDL | Colesterol HDL | Triglicerideos Lipideos
Total totais

Coelho 1

Coelho 2

Coelho 3

Coelho 4

Coelho 5

Coelho 6

Coelho 7

Observacgoes:

Responsavel pelo preenchimento.:




88

APENDICE B

EFEITOS DA LEUCOANTOCIANIDINA DE UVA SOBRE A CAMADA SUBENDOTELIAL
ARTERIAL EM COELHOS ALBINOS (Oryctolagus cuniculos) SUBMETIDOS A
ARTERIOSCLEROSE EXPERIMENTAL

FICHA DE CONTROLE INDIVIDUAL

Grupo ___ Animais Dieta de g de

Avaliacdo dos Animais para Submissdo na Pesquisa:

Coelho ___, Gaiola , Data de admissao / / , Hora  : |

Peso do Coelho(g) : Programacéo da racao — ad libidum

Aspecto Geral:

Peso do Coelho (g) :

Hora: Inicio : Término : Duracao :

Trocade dgua sim( ) nado( ) Limpezadagaiola sim( ) nédo( )

Observagdes gerais :

Responsavel pelo preenchimento.:




APENDICE C

EFEITOS DA LEUCOANTOCIANIDINA DE UVA SOBRE A CAMADA SUBENDOTELIAL
ARTERIAL EM COELHOS ALBINOS (Oryctolagus cuniculos) SUBMETIDOS A
ARTERIOSCLEROSE EXPERIMENTAL

FICHA DE CONTROLE INDIVIDUAL
Grupo ____ Coelho Gaiola: Data: __/____/ Hora: ___ :
Necropsia

Descricao do Procedimento:

89

Achados:

Observacgoes:

|
|
|

Responsavel pelo preenchimento.:
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ANEXO A

GOVERNO DO ESTADO DE SAO PAULO

SECRETARIA DE AGRICULTURA E ABASTECIMENTO
AGENCIA PAULISTA DE TECNOLOGIA DOS AGRONEGOCIOS
INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

LAUDO DE ANALISE N°: CQ 4777/2008

MATERIAL: Ovos Frescos - Marca Carnatiba - Data da Embalagem 18ABR2008 - Embalagem com 12

ovos

INTERESSADO: JOSE ANDRE BERNARDINO DOS SANTOS
ENDERECO: R. Alvorada, 822 - Macei6 - AL

DATA DA ENTRADA DA AMOSTRA:  22/04/2008

DATA DA EMISSAO DO LAUDO:  20/05/2008
NATUREZA(S) DA(S) ANALISE(S): FiSICO-QUIMICA

RESPONSAVEL (eis): A. M. R. O. Miguel, E. Vicente, R. A. Ferrari, S. R. Baggio

1. METODOLOGIAS

Lipidios totais

HORWITZ, W. (Ed.) Official methods of analysis of the Association of Official Analytical Chemists. 17th ed.
Gaithersburg, Maryland: AOAC, 2000. v. 2, cap. 34, met. 925.32, p. 2. (MA-CQ.022)

Composigdo em acidos graxos

FIRESTONE, D. (Ed.). Official methods and recommended practices of the American Oil Chemists Society. 5th
Ed. Champaign: AOCS. 2005/2006. met. Ce 1e-91, Ce 1f-96, Ce 1-62. (MA-CQ.091)

HARTMAN, L.; LAGO, R.C.A. Rapid preparation of fatty acid methyl esters from lipids. Lab. Practice, v. 22, n. 8,

p. 475476, 1973. (MA-CQ.091)

Food Standards Agency. Mc Cance and Widdowson's The Composition of Foods, Sixth Summary Edition.

Cambridge:2002, Royal Society of Chemistry. 537 p. (MA-CQ.091)

HORWITZ, W. (Ed.). Official methods of analysis of Association of Official Analytical Chemists. 18th Ed.

Gaithersburg, Maryland: AOAC. 2005. cap. 41, met. 996.086, p. 20. (MA-CQ.091)

Colesterol

MAZALLI, M.R.; SALDANHA, T.; BRAGAGNOLO, N. Determinacao de colesterol em ovos: comparagéo entre
um método enziméatico e um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia. Revista do IAL, v. 62 n.1, p.

49-54, 2003 (MA-CQ.018)

SCHMARR, H.; GROSS, H. B.; SHIBAMOTO, T. Analysis of polar cholesterol oxidation products: evaluation of a
new method involving transesterification, solid phase extraction, and gas chromatography. J. Agric. Food Chem.

44, p. 512-517, 1996. (MA-CQ.018)

2. RESULTADOS

DETERMINAGOES RESULTADOS
Lipidios totais (g/100g) 287(03)*
Colesterol (mg/100g) 997,5(30,1)*
Acidos Graxos (g/100g)
Saturados 8,53
Monoinsaturados 10,84
Poliinsaturados 419
Omega 3 017
Omega 6 4,02

CENTRO DE CIENCIA E QUALIDADE DE ALIMENTOS

Av. Brasil, 2880 ¢ CEP 13.070-178 « Campinas/SP e Brasil
Tel. 19 3743-1781/1810/1820 « Fax 19 3743 1812/1822
e-mail: ccqa@ital v.br
http://www.ital.sp.gov.br

SGQ Certificado

ISO 9001§

91



ANEXO B

NO

Pag. 1/2

[ANEXO I -P. PROD-011 ]
LAUDO TECNICO
Laboratério de Controle de Qualidade A Férmula

Praga Centenario N° 1067 CEP.57051-140 Farol / Maceié-AL

e-mail: aformulaalmoxarifado_@ofm.com.br = CNPJ: 02.476.399.0001-07

Produto: |[Cé>i |t Vo C Gl ey

[Cliente:]

DCB:-—

Solicitante: /& Lw VO it Yo oD

[CAS:]

N° da amostra; 7 € | 4

Classe Terepéutica:] ____

Data/hora da coleta: { QLLl Y 465,00

[Origem/Procedéncia:] ¥ *icivi ey

Quantidade amostrada: ~{ </

[Lote:] A1

> Data de recebimento: ( © [7¢ (< |

[Fornecedor:] Zii T Sl

[Data de andlise:] ¢ 45 { ¢ [ °

Data de Fabricagdo: € - [

Condicdes de amostragem:

Data de Validg((gg Cel LR

Data de emissdo: . { [ ¢ [T &

Nota Fiscal: U H O -

TESTES s ESPECIFICACOES RESULTADOS REFERENCIAS
Contaminagdo
Peso médio
Coeficiente de variacdo
Uniformidade de contelido
Caract. Organolépticas = Lot WA Bl Cledioc |C 20w ctrs Jouud
Identificacdo U OO 1A »>{i el Cog o w2y s t
Solubilidade s ' _
PH *ltowen o~ | Bt oiecaD [Fiohe goidau
Perda por dessecagdo (Umidade) |\ & < i P e T o

[

Ponto de Fusdo

Qusan i, QST

indice de Refracio L dete s €
Viscosidade PG T, AMAC
Densidade Lu VEIC L G
Teor

LG et

TESTES MICROBIOLOGICO < [Tou . Siev— 404, 3¢ ¥t oti s B =
Contagem total de bactérias 4CL - e

Fungos e leveduras Yo | U Ao, Ay G CH9 A0 o olo Fprmeee -
Coliformes totais e © cAugn -

Salmonella £ Z oY,

'-‘“:'Li-\‘? AN ‘LLLAL"\.'\—%;,' i

_ Observagoes: ¥ C & 1 T

2R

[Refergncia Bibliografica: ]

RVne 20 b ey wTw] AR ~0C
7

[Métodos Analiticos:]

realizados pelo LCQ A Férmula; os d

[N&o é permitido a reprodugdo parcial deste Jaudo. Os resultados apresentados neste laudo referem-se a amostra
recebida e aos itens ensaiados. A amostragem é de inteira responsabilidade do solicitante. *Ensaios que foram
is estdo em conformidade com o laudo de anélise do fornecedor. v

F-PROD-029/07

CONCLUS%(?: &) Aprovado ( ) Reprovado

OLis Sty L A
Quimico Responsavel Farmacéutico Responsavel

L CRQ n° CRF n® 2L
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ANEXO C

N

(PHARMA)

INOSTRA

CERTIFICADO DE ANALISE

INSUMO: LEUCOANTOCIANIDINA Pag 1
ORIGEM/PROCEDENCIA: FRANCA DATA DE ANALISE: 09/06/2008
LOTE PHARMA NOSTRA: 08010807C LOTE FABRICANTE: [7212
DATA DE FABRICACAO: Junho/2007 DATA DE VALIDADE: [Junho/2012
CONDICOES DE ARMAZENAGEM: | TEMPERATURA ENTRE 15°C - 30°C
FM: CisH+.O, . H.O
PM: 324,27 |
DATA DE EMISSAO: [04/09/2008 [NF: [067.696 [ORDEM FRACIONAMENTO: [1782-08
TESTES ESPECIFICACOES RESULTADOS REFERENCIAS
DESCRIGAO* P6 laranja amarronzado P6 laranja amarronzado. Fabricante.
IDENTIFICACAO* Teste colorimétrico Positivo. Fabricante.
DENSIDADE APARENTE* Informativo Sem compactagéo 0.45 Met Geral FB IV
g/ml.
l"UMIDADE (KF)* <8.0% 4.67% Fabricante.
RESIDUO POR IGNICAQ* <0.5% 0.1% Fabricante.
METAIS PESADOS* <10 ppm <10 ppm Fabricante.
SOLVENTES ORGANICOS RESIDUAIS
Etanol <100ppm* Nao detectada Fabricante.
Acetato Etila < 7.4 ppm Conforme Fabricante.
Acetona <50 ppm* Nao detectado Fabricante.
CONTEUDO CATECHIN (HPLC) 13.0 - 19.0% 13.0% Fabricante.
SUBSTANCIAS INSOLUVEIS EM £2.0% 0.33% Fabricante.
AGUA"
CONTROLE MICROBIOLOGICO:
Bactérias* <1000 UFC/g <1000 UFC/g Fabricante.
Fungos e Leveduras* <100 UFC/g <100 UFC/g Fabricante.
Enterobactérias <100 UFC/g <100 UFC/g Fabricante.
| Staphylococcus* Ausentes Ausentes Met Geral FB [V
J&Imonella' Ausente Ausente Met.Geral FB IV
[E_colli* Ausente Ausente Met.Geral FB IV
Pseudomonas* Ausente Ausente Met.Geral FB IV
GRANULOMETRIA* Malha 200 Passou 100% na # 200 Fabricante
TECR (CG) 95.0% - 105% 101.3% Fabricante

“Resultados obtidos em analise realizada no Laboratério de Controle de Qualidade Pharma Nostra (UNIDADE ANAPOLIS) . E os demais foram transcritos
conforme certificado de analise do fabricante.

LEGENDA DAS REFERENCIAS: FB (Farmacopeia Brasileira) / USP (United States Pharmacopoeia) / EP (European Pharmacopoeia) / BP (British
Pharmacopoeia) / JP (Japanese Pharmacopoeia) / MG (Métode Geral conforme Farmacopéia Brasileira IV edi¢do) / Fabricante (especificagdo conforme o
fabricante do insumo) / Informativo (resultado fornecido como informativo pelo LCQ Pharma Nostra, na auséncia de especificagao oficial ou do fabricante) .

CONCLUSAO: (X)) Aprovado ( ) Reprovado
Y
e
g 7
b b7 s 2
Responsavel pelo Ileiﬁ,“pontrule de Qualidade Responsavel Técnico
Renata Galvdo E. de Marais - CRF-GO he* 5009 Amin Gahriel Gebriml- CRF-GO N° 1828
Matriz - Rio de Janeiro *  Filial Andpolis Filial Campinas
2. Aquidaba, 1144 - Méier Via Priméria - 5D-Qd. Rua Estécio de Sq, 530
Rio de Janeiro/RJ 10 MOD. 01 $/N - Daia Campinas/SP
20720-293 Anapolis/GO - 75133-600 13080-010
PABX: (21) 2141 1555 PABX: (62) 4014 0700 PABX: (19) 2101 4000

nagisirol: 0800 707 0706
ndustria: 0800 727 4880  www.pharmanostra.com.br

uperacao. Nossa principal materia-prima
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ANEXO D

)

'’ Comité de Etica em Pesquisa da FCBS (CEP - FCBS/CESMAC/FEJAL) ® ©
. (Registro n°. 25000.152099/2004-97 — CONEP / CNS / SIPAR/MS - 07/10/04)

Maceid, 22 de Outubro de 2007.

ANALISE INTERNA DE PROTOCOLO DE PESQUISA COM ANIMAIS VERTEBRADOS / COMITE
DE ETICA EM PESQUISA COM ANIMAIS (CEPA)

I) Identificacio:
Protocolo N°. 040A/07 Data Entrada 06/06/07 Analisado Reunifio N°. 21° reunifio extraordinaria.
Titulo Efeito do extrato seco do Vitis Vinifera e Sinvastatina na redugfo de Placa Aterosclerética
Experimental em coelhos.
Pesquisador responsavel Célio Fernando de Sousa Rodrigues.
Instituicio FEJAL/CESMAC/FCBS

II) Sumario do Projeto:

Resumo da Introdugdo, Justificativa e aspectos metodolégicos: Esta pesquisa visa verificar a eficdcia do
extrato seco do Vitis Vinifera comparada a Sinvastatina na redugio da placa aterosclerstica em coelhos. Serd
analisado o comprometimento da diminuicdo da luz no vaso, através do preparo de laminas histoldgicas das
artérias. Os animais serdo mantidos vivos em condi¢des adequadas durante 100 dias, nesse periodo serdo
avaliados hematologicamente com 30, 60 e 90 dias do experimento. Apos o tempo necessario para a avaliagio
(100 dias) todos os animais serio submetidos a eutandsia (Resolugdo n®. 714, art. 13 de junho de 2002)

recomendada pelo Conselho Federal de Medicina Veterindria.
III - Comentarios Eticos

Ha justificativa para o nimero de animais utilizados.

Ha alojamento, nutrigfo e cuidados com os animais.

E indicado o tempo de duragfio da pesquisa.

Existe Veterinario responsavel.

Havera sacrificio de animal com procedimento adequado: uso de anestesia.
Riscos e Beneficios claros e incluidos na Metodologia.

® @ © o e o

IIT) CONCLUSAO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: APROVADO

Nesta oportunidade, lembramos que o pesquisador tem o dever de durante a execugfio do experimento,
manter 0 CEPA informado através do envio de relatério parcial e final acerca da pesquisa. bem como qualquer
alteracio ou interrup¢do da mesma. O nfo envio de, pelo menos, o relatorio final da pesquisa, implicara em néo
recebimento de um proximo protocolo de pesquisa de vossa autoria.

Atenciosamente,

¢ LML 9 )
Prof® Clzﬁﬁfi); Maria Ling Calheiros
Coordenadora do CEP - FCBS — CESMAC

Ilmo. Sr. Prof. Célio Fernando de Sousa Rodrigues

APRL



