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RESUMO

A Hipercolesterolemia é motivo de demasiada apreenséo para os profissionais da saude por
ser uma das maiores razdes de risco para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares
sd0 0s principais responsaveis por mortes no Brasil, fazendo com que a pesquisa e a
experimentacdo para a reducdo da doenca possuem uma grande relevancia na medicina
preventiva. Os medicamentos populares para a redugédo da hipercolesterolemia vém sendo
desenvolvido e identificado. Variados métodos para a inducdo da hipercolesterolemia em
animais sdo empregados para descomplexificar esses estudos. O presente trabalho aplicou
um método alternativo de baixo custo ndo observado em literatura e demonstrou resultados
promitentes em relacdo a aumento de colesterol total e obesidade. Além, do mais, neste
estudo foi analisada a atividade anti-colesterolémica do extrato de Croton heliotropiifolius com
duas concentragbes (100mg/kg e 20mg/kg) em ratos. Entretanto, as duas doses néo
contiveram resultados expressivos na reducdo de colesterol total, conquanto a estatina
introduzida como controle positivo (Sinvastatina) também nao apontou o resultado almejado.
Por conseguinte, tais protocolos apresentados necessitam ser revistos e padronizados.
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ABSTRACT

Hypercholesterolemia is cause for too much apprehension for health professionals because it
is one of the major risk reasons for the development of cardiovascular diseases are the main
responsible for deaths in Brazil, causing research and experimentation to reduce the disease
have a importance in preventive medicine. Popular drugs for the reduction of
hypercholesterolemia have been developed and identified. Several methods for the induction
of hypercholesterolemia in animals are employed to decomplex these studies. The present
work applied an alternative method of low cost not observed in the literature and demonstrated
promising results in relation to the increase of total cholesterol and obesity. In addition, in this
study the anti-cholesterolemic activity of Croton heliotropiifolius extract with two concentrations
(100mg / kg and 20mg / kg) in rats was analyzed. However, the two doses did not contain
expressive results in the reduction of total cholesterol, although the statin introduced as a
positive control (Simvastatin) also did not indicate the desired result. Therefore, such protocols
need to be reviewed and standardized.
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INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) sao responsaveis por mais de dois tercos de
Obitos no mundo. Sabe-se que a alta incidéncia de DCV esta diretamente relacionada com o
ato de fumar e dietas com excesso de colesterol ou gorduras saturadas, 0s quais aumentam
o risco de mortalidade (O'FLAHERTY, et al, 2012).

Altos niveis de LDL colesterol estdo diretamente relacionados a aterosclerose, uma
vez que é responsavel pelo acumulo de depdésitos dos lipideos nas paredes das artérias,
fazendo com que ocorra o estreitamento ou entupimento das mesmas reduzindo a velocidade
ou interrompendo o fluxo sanguineo aos 6rgdos vitais, como por exemplo, cérebro e coracao
(SANTOS; GUIMARAES; DIAMENT, 1999; PEREIRA, et al, 2012).

Atualmente, existem diversos tratamentos para a hipercolesterolemia, dentre os quais
configuram as dietas ricas em fibras com reduzido teor de gordura e colesterol, o controle de
peso, pratica de exercicios fisicos e controle do tabagismo. Outra estratégia envolve o uso de
farmacos com diferentes mecanismos de acdo visando reduzir o LDL-colesterol enddgeno,
como por exemplo, as estatinas (PALMA, et al, 2015).

A sapiéncia de sistemas médicos tradicionais possui uma grande importancia como
fonte de aquisi¢cdo de novos agentes fitoterapicos e a sua descoberta vem sendo amplificada
a partir de pesquisas etnobiolégicas sobre o uso medicinal da biodiversidade (RIBEIRO, et al,
2013)

Desde a antiguidade, os recursos naturais sdo amplamente explorados para finalidade
medicinal. As civilizagbes tiveram a percep¢do que algumas plantas possuiam esséncias,
principios ativos nas quais ao serem submetidas a experimentos para o combate as doencas
como bronquite, Ulcera, diarreia e pneumonia demonstraram empiricamente sua capacidade
curativa. Ao longo do tempo, a utilizagdo de plantas medicinais foi o principal recurso
terapéutico usado para realizar os tratamentos da saude da populacédo (LIMA, M.R.F, et
al,2006; BADKE, M.R, et al, 2011).

Em muitas culturas por milhares de anos, as plantas medicinais tém sido empregadas,
na qual a medicina tradicional com sua base de plantas continua incidindo um papel muito
importante na area da satude (BUENO, N.T, et al,2005).

O Brasil possui uma ampla variedade de espécies de plantas com capacidade de gerar
moléculas de interesse farmacéutico e, como prova disso, foi implementado no sistema de
Saude a utilizagéo de plantas medicinais e fitoterapicos (CUNHA, et al, 2015).

A Croton heliotropiifolius Kunth, conhecida como “velame” (SILVA, et al, 2010 apud
GOVAERTS, et al, 2000) é utilizada popularmente devido possiveis atividades no sistema
digestorio, infeccdes, sistema nervoso, sistema respiratério (GOMES & BANDEIRA, 2012) e
no tratamento da inflamacéo (RIBEIRO, et al, 2013). Vunda (2011) cita a atividade de uma
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outra espécie de croton, a C. cajurara em diminuir o colesterol e trazer efeitos benéficos ao
sistema gastrico.

Existe uma grande relagdo entra as doencas cardiovasculares e as anormalidades
lipidicas, principalmente demonstrando o alto nivel de colesterol no sangue associado com a
ingestdo continua de altas quantidades de gordura, fazendo com que provoque a
hipercolesterolemia (Mato, S. L, et al,2005).

A dislipidemia é determinada pelo aparecimento, de no minimo, uma variacao do perfil
lipidico: alta concentracdo seriado LDL, triglicerideos e/ou baixa concentracdo sérica de
lipoproteina de alta densidade (HDL) (GARCEZ, M. R, et al,2014), podendo ser classificada
em primaria e secundaria. A primaria tem sua etiologia genética, entre elas:
hipercolesterolemia familiar heterozig6tica, combinada e poligénica, que é a forma mais
comum encontrada. Ja na secundaria, esta relacionada com a Diabete melittus tipo
II,hipertireoidismo, obesidade e aos efeitos de medicamentos e habitos de vida inapropriado
(GONGALVES. M. C.R,et al,2006).

Hodiernamente, encontram-se diversos tipos de medicamentos aplicados para a
reduzir a hipercolesterolemia, consistindo em os mais comuns pelas estatinas (GONCALVES.
M. C.R,et al,2006), estas possuem seu mecanismo de acdo pela inibicdo da atividade da
enzima HMg-CoA redutase, sem das assentimento para a formagdo de mevalonato, o que
ocasiona na reduc¢do na sintese hepéatica do colesterol , consequentemente, amplia a sintese
de receptores de LDL nos hepatocitos, agregando sua captagcdo da circulagcdo para
restabelecer o colesterol intracelular(BONFIM.M.R.et al,2015).

No mercado farmacéutico possuem uma grande disponibilidade de representantes das
estatinas, fazendo com que sejam componentes de um grupo de farmacos de classe
particular. Nos estudos clinicos realizados com a Sinvastatina constataram que as estatinas
exercem na diminuicdo da concentracdo de colesterol no sangue, consubstanciando na
convergéncia de infartos do miocérdio e sua mortalidade (ALMEIDA, E.A.OZAKI, M.R, et al,
2014).

Os representantes do género da Croton, ressaltam por ter acdes farmacologicas
analgésica, antiflamatoria, antiulcerogénica e antihipertensiva. (RANDAU,K.P.et al, 2004).

Para mais, possuem significante destaque econémico devido ao conteldo de seus
Oleos essenciais e abundantes substancias ativas como terpendides, flavonoides e alcaloides,
nas quais os Oleos essenciais tém responsabilidade pelo aroma e variedade estrutural,
fazendo com que amplifique as possibilidades dos compostos volateis de transfigurarem
fontes de substancias com bioatividade (ANGELICO,E.C,et al,2012).
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1.1. OBJETIVOS
Avaliar a atividade anti-colesterolémica do extrato de Croton heliotropiifolius Kunth em
ratos.
Avaliar a capacidade de inducdo de ganho corporal e de aumento de colesterol total
da racéo hipercolesterolémica desenvolvida neste presente estudo.

2. REFERENCIAL TEORICO

Segundo Rossi et al. (2000), a hipercolesterolemia é um problema de salude publica
por ser um dos fatores para o desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, singularmente
a doenca arterial coronariana (DAC), que € uma das maiores causas de morte em paises

ocidentais.

Os fitoterapicos é um nicho de mercado com muita incidéncia no Brasil e estd com
demasiada ampliacdo por ser uma alternativa para o combate de infecdes e doengas comuns
(LIMA.M.R. F, et al, 2006).

A Croton possui potencial no mercado econémico, com ampla participa¢éo na inddstria
farmacéutica, correspondente as suas diversas substéncias ativas (SOUZA, A.V, et al,2012).

3. METODO
Animais

Foram utilizados um montante de 50 ratos Wistar machos, oriundos do Biotério da
Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP) e acomodados no Biotério de Central da
Universidade Presbiteriana Mackenzie. Os mesmos foram acondicionados em camaras com
temperatura monitorada (22 + 2°C) em ciclos de luz-escuros de 12 horas com agua e ragao
logradas ad libitum. Os animais foram fracionados aleatoriamente em dois protocolos distintos.
Todos os procedimentos experimentais efetuados foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Presbiteriana Mackenzie sobre o protocolo
111/08/2014.

Obtencédo da Racéo Hipercolesterolémica
Foi realizada uma racdo hipercolesterolémica feita na Universidade Presbiteriana
Mackenzie para difundir a hipercolesterolemia nos ratos Wistar, contrafeita a partir do modelo
concedida por Baracho et al (2017).

Para a preparacao de 1 kg de racao hipercolesterolémica foi utilizado:

* 5609 de racdo comercial (Nuvilab) triturada;
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* 430g de gema de ovo pasteurizada e desidratada da marca Salto’s 1% colesterol total;
» 19 de acido cdlico da marca Sigma,;

* 9g de clara de ovo pasteurizada e desidratada da marca Salto’s;

Posteriormente a pesagem de todos os ingredientes, foi aditado agua até observar que
a racdo adquiriu consisténcia de massa homogénea e os pellets forma moldados & mao e
transferidos para a estufa a 60°C até que se constatou sua total secagem, cerca de 3 dias.

O &cido fdlico foi adicionado, pois auxiliou na absor¢céo de colesterol e gordura, além
de obstruir a conversédo de colesterol em acidos biliares (BIGONIYA, P. et al,2014). Outrora,
utilizou-se a clara de ovo em p6 na racao para que nao houvesse a quebra da mesma apos a
total secagem.

Obtencéo das Drogas
A- Preparacao da Sinvastatina:

Foram utilizados comprimidos de 10mg de Sinvastatina com peso total de 150mg. Por
meio de calculos foi estabelecido a administracdo de 3,5mg de sinvastatina (52,5mg de
comprimido) por animal por dia. Foi confeccionada uma solug¢éo estoque de 30mg/mL e cada
um dos animais recebeu 1,7 mL de solug&o/dia.

Com auxilio de um pistilo e um gral, os comprimidos foram amassados e resoluto em
50 mL de DMSO (Dimetilsulféxido) 5%. No total de dois protocolos, foi produzido 500 mL dessa
solucao.

B- Preparo de Croton:

A consecucgdo do extrato de Croton heliotropiifolius foi empregada em parceria com a
empresa Hebron, nas quais seus procedimentos industriais de coleta, analise, extracdo e
secagem de feigdo sigilosa e confidencial (CUNHA, M.R., 2014). A disposi¢éo de Croton foi
realizada através da dissolucé@o do extrato bruto de Croton heliotropiifolius em DMSO 5%. No
total dos dois protocolos, foi elaborado 170 mL de uma solugdo mée de 20mg/mL.

TRATAMENTO DE 56 DIAS

Foram divididos randomicamente e aleatoriamente os ratos Wistar em 5 grupos (n=5

animais/grupo); sendo eles:

* CTRL (caixa 6) — 500 microliros de agua por gavagem intragastrica;

+ CTRL hipercolesterolémico (caixa 7) — 500 microlitros de &gua por gavagem
intragastrica;

* CTRL positivo Sinvastatina (caixa 8) — 1,7 mililitros da solugdo de Sinvastatina por
gavagem intragastrica;
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* Solucdo de Croton 10 mg/kg (caixa 9) — 200 microlitros da solucdo de Croton por
gavagem intragastrica;

* Solucdo de Croton 20mg/kg (caixa 10) — 400 microlitros da solugédo de Croton por
gavagem intragastrica;

No presente protocolo, os animais utilizados foram submetidos exclusivamente a dita
hipercolesterolémica, com ressalva dos animais da caixa 6, durante 28 dias. Os animais da
caixa 6 possuiam racao normal e 4gua ad libitum sendo trocadas e mensuradas diariamente
e 0s animais das caixas 7 a 10 dispunham de racdo hipercolesterolémica e agua ad libitum
trocadas e mensuradas diariamente, sem se aplicar qualquer tipo de tratamento e obtendo
seus pesos 3 vezes por semana.

Posteriormente a este periodo, todos os animais foram submetidos por consumo de
racdo normal e agua ad libitum trocadas e mensuradas todos os dias, pesados 3 vezes por
semana, e aplicado via gavagem a solucdo condizente com cada grupo.

EUTANASIA

Em um laborat6rio esterilizado, foram efetuadas as eutandasias, na qual por meio de
sobrecarga anestésica 0s animais eram pesados, e transferidos para a estacao de necropsia.
Neste local, era praticado a abertura da cavidade toréxica e abdominal do animal, retirado
aproximadamente 5 mL de sangue, processando-se uma quantidade desse sangue para a
realizacdo do capilar de leitura de hematdcrito, e 0 excedente destinado a centrifuga.

Posteriormente a obtencdo do sangue, foram coletados os seguintes 6rgdos: rins,
figado, coracdo e estbmago. Além disso, uma aliquota de gordura corporal, sendo todo esse
material pesado e transferido para potes de boca larga de plastico, previamente identificados
para cada grupo, contendo em seu interior formal 4%.

AVALIACAO DE PARAMETROS BIOQUIMICOS
ApoOs a coleta, o sangue destinado as analises clinicas foi centrifugado (10.000 RPM/
5 minutos) para que pudesse se obter 0 soro e observado os parametros bioquimicos, sendo
este o de colesterol total (CT).

ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram apresentados om média + erro padrdo da média, analisando
estatisticamente por meio de analise de variancia (ANOVA) e aplicados o Teste de Turkey,
para a constatacdo da presenca de diferentes estatisticas entre as médias, com niveis de
significancia de 0,05 para as variancias analisadas. Logo, quanto menor o valor de p, maior
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serd a confianca dos resultados. As andlises estatisticas foram executadas por meio do
software GraphPad Prism 7.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
VARIACAO MEDIA DOS PESOS
O emprego de dietas hipercaléricas ou dietas hiperlipidicas € comumente aplicado
como modelo de inducéo de obesidade em animais de laboratério, fazendo com que seja de
importante incidéncia nas pesquisas com obesidade em consequéncia da sua grande
conformidade com a génese e com as respostas metabdlicas resultantes da obesidade em
humanos, isto é, a obesidade € corolario de um balanco energético positivo ocasionado por
fatores ambientais, tendo como exemplo, a remanescente utilizacdo de alimentos
imensamente caléricos e o sedentarismo (ROSINI, et al, 2012).

PROTOCOLO 56 DIAS

Foram utilizados no protocolo 25 animais, todavia, somente 24 foram considerados
para os resultados, pois um dos animais do grupo Croton 20mg/kg ndo sobreviveu por causa
desconhecida. Posteriormente, foram analisados os pesos de todos os animais no decorrer
de 56 dias, em que as variacdes dos pesos foram separadas em 3 periodos: entre o primeiro
dia e o dia 28 (peso do dia 28- dia 1), e entre o dia 28 e o ultimo dia (peso do dia 58 — dia 28),
e entre o primeiro e o Ultimo dia (peso do dia 56 — dia 1). Tais periodos foram explicitos para
que conseguirmos verificar a variacdo no contexto geral e idem entre os procedimentos.

S i B CONTROLE
2 40-
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% 0- CROTON 20 MG
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Figura 1: Variacdo média + erro padrdo do peso dos grupos separados em periodos.

Analisando a Figura 1, nédo foi observada diferenca estatistica consideravel entre os
pesos dos grupos. Todavia, separadamente, ocorreu uma diferenca entre o primeiro e o
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segundo periodo de todos os grupos, com ressalva do grupo controle. J4 a diferenga entre o
segundo periodo de analise e a andlise geral (56-1) foi consideravel para todos os grupos.

No ciclo entre o dia 56 e o dia 28, foi o instante em que os animais de tratamento
interromperam o recebimento de dieta hipercolesterolémica, esse fator foi primordial para que
houvesse perda de peso corporal dos animais. Dessa maneira, foi demonstrado por meio de
um estudo de Duarte et al (2006), na qual os ratos submetidos pela dieta hipercalérica tiveram
ganho de peso corporal consideravel quando paralelo com o grupo controle sobre a dieta
tradicional, por esse motivo o ganho de massa s6 foi constatado a partir da terceira semana
de tratamento.

Os animais da linhagem Wistar sdo empregados nos estudos em que a obesidade é
introduzida por intermédio de dietas e demonstram peso corporal aumentado em até 1,4 vezes
em paralelo com o grupo controle, ndo obstante para avultar esse aumento, o tratamento leva
cerca de trés meses (ROSINI, et al, 2012).

A vista disso, se tivesse seguido com a dieta hipercolesterolémica até o fim do
protocolo e o nimero de animais perdurasse o mesmo, presumivelmente poderiamos ter
analisado diferencas consideraveis nos pesos dos animais.

CONSUMO 56 DIAS

Posteriormente aos 56 dias, foi realizado o célculo e depois acompanhados em
consumo médio por rato por semana, como demonstrada na Figura 2.
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Figura 2: Consumo médio * erro padrao semanal de racao por rato. p < 0,0001 paralelo ao
grupo controle nas primeiras 4 semanas (Teste de Turkey),
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Nas quatro primeiras semanas foi observado um aumento no consumo de ragéo
comercial comparada com a racdo hipercolesterolémica, testificando com o estudo de Zanchet
et al (2012).

Posteriormente a este periodo, 0os animais passaram a receber racdo comercial ad
libitum n&o observando diferenca consideravel entre os cinco grupos. Houve uma
demonstracdo de rapida adequagdo a nova racdo pelos animais que experienciaram a
modificacdo da dieta, consumindo, em média, a quantidade igual & do grupo controle. Por esse
motivo, mostra que os animais se alimentavam das racdes até permanecerem saciados,
corroborando para que a racdo hipercolesterolémica ser a mais caldrica que a comercial,
saciando os animais com uma menor quantidade de racdo ingerida.

Destarte, 0 menor consumo nas primeiras quatro semanas nao pode ter ligacdo com
a alteracdo da palatabilidade da ragéo por causa da adi¢cdo da gema pasteurizada em po.

PESO DOS ORGAOS PROTOCOLO 56 DIAS
N&o foram observadas nenhuma diferenga consideravel com relagéo aos grupos ou
0s 6rgaos. Logo, esse resultado pode estar diretamente relacionado com a interrup¢do da
dieta hipercolesterolémica dos grupos tratados, fazendo com que néo fosse possivel analisar
variacles estatisticas dos grupos tratados. Além disso, deve-se recordar que um animal do
grupo Croton 20mg/kg morreu no terceiro dia de tratamento com as drogas, fazendo com que
este fato esteja incidindo no fato de realizar variagéo estatistica.

Il Controle Il Ovo [ Sinvastatina
Bl Croton 10mg [l Croton 20mg

Peso em gramas (g)

i J
Figura 3: Média dos pesos + erro padrdo por 6rgdo por grupo.
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ANALISE BIOQIMICA DE COLESTEROL TOTAL (CT)

Observando a figura 4, foi possivel constatar uma diferenca consideravel quando
averiguado estatisticamente entre o grupo Controle e os outros grupos do tratamento, a ndo
ser o grupo Croton 20mg/kg, fazendo com que essa excec¢ao seja pelo fato de que o nimero
de individuos desse grupo foi menor que os demais. Consequentemente, protocolo demonstra
um proveitoso modelo de inducgédo hipercolesterolémica. Em referéncia ao tratamento efetuado
nos animais, ndo ocorreu diferenca consideravel, fazendo com que o uso da concentragdo da
Sinvastatina utilizada nos grupos Ovo e no Grupo Controle -positivo e as concentracfes de

Croton sejam a analisada.

150~
Il CONTROLE

B ovo

Bl SINVASTATINA
£71 CROTON 10 MG
Bl CROTON 20 MG

Colesterol Total

Figura 4. Média das replicatas do colesterol total por grupo. a (p=0,0448, b(p=0,0208), ¢
(p=0,0129) comparado ao grupo Controle (Teste de Turkey).

5. CONCLUSAO

E de extrema importancia realizar novos estudos e alternativas para o tratamento da
hipercolesterolemia, pois € uma adversidade que tem grande incidéncia na saude publica
mundial.

O método utilizado de 56 dias demonstrou resultados promissores, entretanto, 0s
tratamentos utilizados precisam ser revistos, visto que a concentragéo de Sinvastatina 10 mg
nao observou eficdcia como um grupo de controle-positivo. Além disso, o local e o tempo de
acondicionamento do extrato da Croton e suas respectivas concentragdes necessitam ser
revisadas.

Assim, mais pesquisar precisam ser realizadas para observar o valor cal6rico da ragéo,
o0 doseamento das fracBes de colesterol (HDL/LDL) pode ser de grande relevancia e as

variaveis citadas.
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