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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos da administracéo cronica de 6leo de
coco, extrato bruto hidroalcodlico (EBH) e extrato bruto acetdnico (EBA), obtidos a partir das
folhas de Eugenia brasiliensis, sobre os niveis de triglicerideos, acimulo lipidico em células
hepaticas, substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBA-RS), conteudo total de
sulfidrilas, contetdo total de proteinas carboniladas e a atividade das enzimas antioxidantes
catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GSH-Px) em sangue
e figado de ratos. Foram utilizados 98 ratos machos Wistar de 60 dias de idade neste
experimento. Inicialmente, os animais receberam por 15 dias, 2 mL/dia 6leo de coco ou 2
mL/dia de soro fisioldgico; subsequentemente, receberam EBH ou EBA (50, 100 ou 150
mg/kg) durante 30 dias e na metade do tratamento (15 dias) 2 mL/dia de 6leo de coco ou 2
mL/dia de soro fisioldgico. Os resultados mostraram que o 6leo de coco aumentou 0s niveis
de triglicerideos, gerando hipertrigliceridemia (HTG) e promoveu acumulo de lipideos em
células hepaticas de ratos, como foi observada na andlise histopatolégica. Aumentou TBA-
RS e reduziu o conteudo total de sulfidrilas em plasma e reduziu a atividade da CAT em
eritrocitos, porém ndo alterou o conteudo total de proteinas carboniladas em plasma e a
atividade das enzimas SOD e GSH-Px em eritrécitos de ratos. Além disso, aumentou a
atividade da CAT e diminuiu a atividade das enzimas SOD e GSH-Px, mas n&o alterou TBA-
RS, contetdo total de sulfidrilas e de proteinas carboniladas em figado de ratos. A
administracéo crénica do EBH e do EBA de E. brasiliensis foi capaz de prevenir a HTG e
diminuir as goticulas lipidicas, verificadas através da andlise histopatolégica das células
hepaticas. Também foi capaz de prevenir muitas das alteracdes causadas nos parametros
de estresse oxidativo em sangue e figado de ratos; uma vez que preveniu as alteragfes nas
atividades enzimaticas, na peroxidagao lipidica e no contetdo total de sulfidrilas. A planta E.
brasiliensis possui diversos compostos bioativos presentes em sua constituicdo quimica,
dentre eles, diversos compostos fendlicos e agentes flavonoides. Através desse estudo,
evidenciamos que ambos o0s extratos obtidos a partir das folhas de E. brasiliensis
apesentam compostos de elevado efeito hipolipidémico e capacidade antioxidante. No
entanto, estudos adicionais sdo necessarios para avaliar se E. brasiliensis poderia ser util

como um potencial adjuvante para a prevencéo de HTG e danos oxidativos.

Palavras Chave: Hipertrigliceridemia; Estresse oxidativo; Antioxidantes; Eugenia

brasiliensis; Sangue; Figado; Analise histopatolégica.



ABSTRACT

The aim of the present study was to investigate the effects of chronic administration of
coconut oil, crude hydroalcoholic extract (CHE) and crude acetonic extract (CAE), obtained
from the leaves of Eugenia brasiliensis, on triglyceride levels, lipid accumulation in liver cells,
on substances reactive to thiobarbituric acid (TBA-RS), total sulfhydryl content, protein
carbonyl content, and on the activities of antioxidant enzymes catalase (CAT), superoxide
dismutase (SOD), and glutathione peroxidase (GSH-Px) in blood and liver of rats. 98 Sixty-
day-old male Wistar rats were used in this experiment. Initially, the animals received for 15
days, 2 mL/day coconut oil or 2 mL/day of saline; subsequently, they received CHE or CAE
(50, 100 or 150 mg/kg) for 30 days and in the middle of the treatment (15 days) 2 mL/day of
coconut oil or 2 mL/day of saline. The results showed that coconut oil enhanced triglyceride
levels, generating hypertriglyceridemia (HTG) and promoted accumulation of lipids in hepatic
cells of rats, as was observed in the histopathological analysis. It enhanced TBA-RS and
reduced total sulfhydryl content in plasma and reduced CAT activity in erythrocytes, but did
not alter the protein carbonyl content in plasma and the activity of SOD and GSH-Px
enzymes in rat erythrocytes. In addition, increased CAT activity and decreased the activity of
SOD and GSH-Px enzymes, but did not alter TBA-RS, total sulfhydryl content and protein
carbonyl content in the liver of rats. Chronic administration of CHE and CAE from E.
brasiliensis was able to prevent HTG, and to decrease the lipid droplets, verified through the
histopathological analysis of the hepatic cells. Was also able to prevent many of the
alterations caused in the parameters of oxidative stress in rat blood and liver; since it
prevented changes in enzymatic activities, lipid peroxidation and total sulfhydryl content. The
E. brasiliensis plant has several bioactive compounds present in its chemical constitution,
among them, several phenolic compounds and flavonoid agents. Through this study, we
show that both extracts obtained from the leaves of E. brasiliensis show compounds with a
high hypolipidemic effect and antioxidant capacity. However, further studies are needed to
evaluate whether E. brasiliensis could be useful as a potential adjuvant for the prevention of

HTG and oxidative damage.

Keywords: hypertriglyceridemia; oxidative stress; antioxidants; Eugenia brasiliensis;

blood; liver; histopathological analysis.



LISTA DE FIGURAS REFERENCIAL TEORICO

Figura 1- Producao de agua a partir de OXigénio ..........cccoeevuvviieeeeeeeeennniiinne 25
Figura 2- Geracéo do radical superoxido a partir do OXIgENIO.............ceeeuveeneee. 26
Figura 3- Processo de diSMULAGAOD ...........uuuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiieiieinneeeeeeneeneees 26
Figura 4- Reagao de FENTON............coiiiiieiiiiiee e 26
Figura 5- Reacao de Haber-WeiSS.........cooovviviiiiiii e 27
Figura 6- Formacdo do ONOO™ e OH" a partirdo O2 @ NO .......ccceeeeerviinnnnneee. 28
Figura 7- Lipoperoxidacao catalizada por ions de Ferro e Cobre..................... 30

Figura 8- Reacdo de dismutacéao realizada pela SOD resultando em H,0; e O,

......................................................................................................................... 33
Figura 9- Reacéo de decomposicao do perédxido de hidrogénio pela enzima catalase
......................................................................................................................... 34
Figura 10- Reacdao catalisada pela enzima glutationa peroxidase ................... 34
Figura 11- Reacdao catalisada pela enzima glutationa reduzida........................ 35

Figura 12- Aspecto das folhas, flores e frutos de Eugenia brasiliensis ............ 38



LISTA DE TABELAS REFERENCIAL TEORICO

Tabela 1- Etapas da peroxidacgao lipidica ...........ccccceeeeieeeeeeennnns

Tabela 2- Principais agentes que possuem defesa antioxidante



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AVC: Acidente Vascular Cerebral
CAT: Catalase

DCVs: Doengas Cardiovasculares
DNA: Acido Desoxiribonucleico

EBA: Extrato Bruto Acetonico

EBH: Extrato Bruto Hidroalcodlico
ERO: Espécies Reativas de Oxigénio
ERN: Espécies Reativas de Nitrogénio
Eugenia brasiliensis: E.brasiliensis
GSH: Glutationa

GSH-Px: Glutationa Peroxidase
GSSG: Glutationa Oxidada

HTG: Hipertrigliceridemia

HDL: Lipoproteina de alta densidade
LDL: Lipoproteina de baixa densidade
L *: Radical Lipidico

LOO*: Radical Peroxila

LOOH: Hidroperoxidos

MDA: Malondialdeido

NADPH: Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato

NO: Oxido Nitrico

NOS: Oxido Nitrico Sintase
O,: Oxigénio

O, ": Radical Superoéxido
OHe-: Radical Hidroxil
ONOO': Anion Peroxinitrito
SOD: Superoéxido Dismutase

TBA-RS: Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

VLDL: Lipoproteina de muito baixa densidade



SUMARIO

L INTRODUGAO ..., 15
2 OBJIETIVOS ... e e 18
2.1 ODJELIVO QEIAl ...uee e e 18
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS .uuuuuiiiiii i 18
BREVISAQD ...ttt 19
3.1 Doengas CardiovasCulares ... 19
3.2 Colesterol; triglicerideos ......coooeeeeiiiie e, 20
3.2.1Transporte de PIdEOS. .....ccuuiei i 21
3.3 DISHPIAEMIAS ..o 21
3.3.1 HIpertrigliCera@mMIaL. ......ccoeeeeeeeeeeeeeee e 22
3.4 RAUICAIS lIVIBS ittt e e e e e e et e e e e e e eeeennes 24
3.4.1 Formacao das principais espécies reativas...........ccccceeeeeeeeeieeeceeceeeeeeee, 25
3.5 ESIressSe OXidatiVO .ooooeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeee 28
3.6 Mecanismo de dano a biomoléculas ........ccccoeeiiiii 29
3.6.1 Peroxidagao lPIdiCa .......cccoceeeeiiiiiiiiicie e 29
3.6.2 DAN0S PrOLEICOS ....coeeeeiiiiiiiee e e ee e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e e et eeaeeeeeenanes 31
3.6.3 DAn0S A0 DINA ... 31
3.7 Sistemas de defesa antioXidante ..........ccccoeeeeeeiie i, 32
3.7.1 Enzimas com acao antioXidante..............cccevvviiiiiiiiieeeeeeeeeeiee e e 33
3.7.1.1 Superdxido dismutase (SOD)........ueeiieieiiiiiiiccie e, 33
3.7.1.2 Catalase (CAT) oo e e e e e e e e e e eeaanes 33
3.7.1.3 Glutationa Peroxidase (GSH-Px) e glutationa (GSH) ...............ccceeeee. 34
3.7.2 Principais AntioxXidantes @XOQENO0S.........cccceiviiiiuiiiiieeeeeeeeeeiee e e e e e eeeanns 35
3.7.2.1 Compostos polifendlicos e flavondides............ccceveeeeeiiiviiiiiiiiieeeeeeeeeens 36
3.8 Utilizac&o de plantas medicinais como fonte terapéutica .................. 37
3.8.1 Efeitos biol6gicos de Eugénia brasiliensis.............cccceeevviiiiiiiiiiieeeeeeennn, 38
3.9 Caracterizagdo e uso de medicamentos fitoterapicos no Brasil.......... 39

4 METODOLOGIA ...t e e e e e e 41



o I N o 11 0 (1= UL SRR 41

4.2 Extratos provenientes das folhas de Eugenia brasiliensis .................. 41
4.2.1 Material Vegetal .........ccooeeeiiiiiiiiii e 41
4.2.2 Preparo do material vegetal de E. brasiliensis ............ccccccoevviieiiiiiiiinnnnnn. 42
4.3 TralAMENTOS ...t e e et e e et e e e e et e e e e eaaa e e e eeraa e aeee 42
4.3.1 Protocol0os eXperimentalS ........ccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 42
4.4 EStUdOS DIOQUIMICOS ..uviiiiiiiiieiii e 43
4.4.1 Preparacao dos eritrOcitos € do plasma........cccuvvvieeieeeeiiiiiiiiiiieeee e 43
4.4.2 PreparaGao d0 tECIHO ........coevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 44
4.4.3 Analise hiStOPatOlOQICA .......cceeeeiiiiiiiiiiiiiiie e 44
4.4.4 Dosagem de triglicerideOos ........oooiuuuiiiiiiiieii e 45
4.4.5 Substéancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA-RS).........cccccceeeennnne 45
4.4.6 Conteudo Total de Sulfidrilas .........ccccevvvviiiiiiiiiiieeeeeee e 45
4.4.7 CatalaSE(CAT) .ccoeiiiiieiiiie e 46
4.4.8 Glutationa Peroxidase (GSH-PX) .......ccooiiiiiiiiiiieeceeeeeiiee e, 46
4.4.9 Superdxido Dismutase (SOD) ..uuuuciiiieeeiieeeieee e 46
4.4.10 Contetdo de proteinas carboniladas ............c..ccceeevvviiiiiiiiie e, a7
4.4.11 Dosagem de ProteiNas ........ccouuuiiiiieeiiieeeiiee e 47
4.5 Analise estatiStiCa ......ccoovvviiiiiiiiii 47
5 INTERDISCIPLINARIDADE ......cco oottt 49
6 RESULTADOS E DISCUSSOES.......coiveieieeeeececeeeeee e, 50

6.1 Artigo: HYPOLIPEMIANT AND ANTIOXIDANT EFFECTS FROM Eugenia
brasiliensis IN ANIMAL MODEL OF HYPERTRIGLYCERIDEMIA INDUCED BY
COCONUT OIL IN RATS.

7 CONSIDERAGCOES FINAIS ...ttt 80

B REFERENCIAS ..ottt ettt 82

ANEXO1. Termo de Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa........... 97



15

1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) sao consideradas a principal causa
de mortalidade em todo o mundo, sendo as dislipidemias um fator de risco
importante (ROGER et al., 2012; YUSUF et al., 2004). Envolvida na producéo
de espécies reativas de oxigénio (ERO), podendo desencadear danos, como a
peroxidagcdo lipidica, isso pode resultar na deterioracdo de tecidos e
consequentemente contribuir para o surgimento de DCVs (MCINTYRE,
HAZEN, 2010).

Existem aproximadamente 3 a 4 milhdes de adultos nos Estados Unidos
com hipertrigliceridemia (HTG), um tipo de dislipidemia que € definida pelos
niveis de triglicerideos >a 150 mg/dL e HTG grave definida por niveis de
triglicerideos >a 500 mg/dL, ambas estdo associados a um risco aumentado de
DCVs tanto em homens e mulheres (CHRISTIAN et al., 2011; AUSTIN et al.,
1998).

A HTG pode estar relacionada com risco aumentado de acidente
vascular cerebral (AVC) e outras formas de doenca cardiovascular
aterosclerotica (LABREUCHE et al., 2009). De acordo com o estudo conduzido
por Lloret-Linares e colaboradores (2008) se observou que 20% dos pacientes
com HTG grave apresentam pelo menos um episédio de pancreatite aguda,
que € uma condi¢do de elevada morbidade e potencial de mortalidade. Além
disso, a HTG grave se correlaciona com um risco ainda maior de doenga
coronaria prematura (GREENBERG et al., 1977) e mortalidade por doenca
cardiovascular (NEIL et al., 2010). Alguns dos fatores de risco associados a
HTG grave incluem fatores genéticos, estilo de vida (excesso de consumo de
alcool, tabagismo, inatividade fisica e dieta rica em carboidratos),
medicamentos (terapia hormonal), e outras doencas (diabetes tipo 2,
insuficiéncia renal crbnica e sindrome metabdlica) (NATIONAL
CHOLESTEROL EDUCATIONS PROGRAM, 2002). Outras complicacdes
associadas com HTG incluem manifestagbes cutdneas como xantoma eruptivo
e esteatose hepatica (MILLER et al., 2011).

Portanto, as recomendacdes clinicas primérias para pacientes com HTG
grave sao para diminuir os niveis plasmaticos de triglicerideos com o objetivo

primario de reduzir o risco de pancreatite aguda, e secundario para diminuir o
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risco de DCVs (LLORET-LINARES et al., 2008). Existem diversas opc¢oes
terapéuticas que podem ser utilizadas para reducdo dos triglicerideos, como
por exemplo, os fibratos, as estatinas e a niacina, todavia esses farmacos
podem causar efeitos colaterais durante o uso em longo prazo (SAHEBKAR et
al., 2014).

Radicais livres sdo constantemente produzidos e possuem importantes
papeis em diversas funcfes bioldgicas, mas também podem estar presentes
em condi¢cdes patolégicas em resultado & sua descompensacdo; o0 estresse
oxidativo é considerado um dano tissular ocasionado pelo desequilibrio entre
fatores pr6 e antioxidantes. Tal desequilibrio resulta na oxidacdo de
importantes biomoléculas como lipideos, proteinas, carboidratos e Acido
desoxirribonucléico (DNA), da qual € observado em uma ampla variedade de
condicBes patologicas e acredita-se que atue como agente patogénico em
muitas delas, podendo propiciar disfungbes relacionadas a processos
inflamatorios, propiciando a progressdo de muitos processos patologicos de
importancia clinica, como a aterosclerose, considerada um importante fator de
risco para as DCVs (COSTA-HONG et al., 2009; HALLIWELL, GUTTERIDGE,
1999; MCINTYRE, HAZEN, 2010).

De acordo com a literatura, as plantas séo utilizadas como fonte de
tratamento ha milhares de anos. Os primeiros registros da utilizacdo delas
como fonte medicinal datam da Mesopotamia em 2600 a.C. (TUROLLA,
NASCIMENTO, 2006). Com o passar dos anos e com 0s avancos tecnoldgicos,
as plantas se tornaram fonte de grande interesse na procura de novos
compostos bioativos, seja para doencas ainda sem tratamento ou para
compostos que possuam menos efeitos adversos. Muitas espécies de plantas
tém sido usadas etnofarmacologicamente ou experimentalmente para tratar os
sintomas de varias patologias (DI STASI, 1996), dentre elas a espécie Eugenia
brasiliensis, para a qual foram descritos diversos flavonoides como a
guercetina, rutina, galangina e miricetina, além de outros compostos fendlicos
como catequina, galocatequina e acido galico (PIETROVSKI et al., 2008); os
triterpenos betulina, o- amirina e B-amirina, &cido 29-hidroxi-oleandlico
(MAGINA et al., 2012) e acido ursélico (FRIGHETTO et al., 2005).
Considerando o potencial terapéutico da planta Eugenia brasiliensis, esse

estudo tem por objetivo verificar os efeitos da sua administracdo, sobre a HTG
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e sobre 0 estresse oxidativo causados pela administracéo de 0leo de coco em

ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar os efeitos da administracdo cronica de extratos brutos
hidroalcodlico e acetbnico obtidos das folhas da espécie de Eugenia
brasiliensis sobre a hipertrigliceridemia e sobre o estresse oxidativo causados

pela administracdo crénica de 6leo de coco em ratos de 60 dias.

2.2 Objetivos especificos

1) Verificar os niveis de triglicerideos apos a administracao cronica de 6leo de
cOcCo;

2) Analisar o efeito da hipertrigliceridemia sobre o TBA-RS, conteudo total de
sulfidrilas e carbonilas em figado e plasma de ratos;

3) Analisar o efeito da hipertrigliceridemia sobre a atividade das enzimas
antioxidantes (catalase, glutationa peroxidase e superéxido dismutase) em
figado e eritrdcitos de ratos;

4) Verificar a influéncia da administracdo crbnica dos extratos brutos
hidroalcodlico e acetbnico obtidos das folhas da espécie de Eugenia
brasiliensis sobre os efeitos causados pela hipertrigliceridemia sobre os niveis
de TBA-RS, conteudo total de sulfidrilas e CAT em sangue de ratos;

5) Verificar a influéncia da administracdo cronica dos extratos brutos
hidroalcodlico e acetbnico obtidos das folhas da espécie de Eugenia
brasiliensis sobre os efeitos causados pela hipertrigliceridemia sobre a
atividade das enzimas catalase, superéxido dismutase e glutationa peroxidase
em figado de ratos;

6) Avaliar a acao hipolipemiante dos extratos obtidos das folhas da espécie de
Eugenia brasiliensis através da dosagem de triglicerideo plasmatico;

7) Investigar a presenca ou auséncia de inclusdes lipidicas no figado dos ratos
submetidos a administracdo crbnica de 6leo de coco e a acdo dos extratos

brutos hidroalcodlico e acetbnico, através da analise histoldgica.
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3 REVISAO

3.1 Doencgas cardiovasculares

As DCVs sdo uma das principais causas de deficiéncia e morte prematura
em todo o mundo, sendo as dislipidemias um importante fator para o risco
cardiovascular. As DCVs afetam o sistema circulatério, uma vez que atingem
0S vasos sanguineos (artérias, veias, capilares) e o coracdo. Caracterizam-se
como eventos de doenca coronariana aguda (ataques cardiacos) e doenca
vascular cerebral (ROGER et al., 2012; WHO 2007; YUSUF et al., 2004).

A aterosclerose é a patologia adjacente, ocasionada pela deposicdo na
parede do vaso de células os lipideos, gerando danos oxidativos. Essa
patologia desenvolve-se de forma gradativa ao longo dos anos, e tende a
manifestar seus sintomas quando a mesma ja esta em estado avancado de
acometimento (GIANNINI, 1998).

De acordo com a | Diretriz de prevencao da aterosclerose na infancia e na
adolescéncia (2005), existem varias comorbidades que podem desencadear o
risco do desenvolvimento de DCVs; como os fatores genéticos e os ambientais
gue sao passiveis de intervencao (habitos alimentares, obesidade, hipertenséo
arterial, sedentarismo, tabagismo e surgimento de doencgas crbnico-
degenerativas).

Dados  previdenciarios apontaram que no Brasil ocorreram
aproximadamente um milhdo de internagdes acometidas por DCVs, nos anos
90 (GIANNINI, 1998), e a projecdo tem sido ascendente. Estima-se que as
DCVs sejam responsaveis por cerca de 17 milh6es de ébitos no mundo a cada
ano (30% de todos os 6bitos), sendo que 80% ocorrem em paises de baixa
renda e de renda média, e esta estimativa deve crescer para 23,6 milhdes até
2030 (MENDIS, PUSKA, NORRVING, 2011). Esses aspectos possuem
grandes repercussbes, e possui custo social elevado, tratando-se de um
problema de saude publica no Brasil e no mundo. De acordo com o risco no
desenvolvimento de eventos cardiovasculares, € preciso adocdo de estratégias
globais com base na eficacia das intervencfes meédicas, triagem dos fatores de

risco e medidas de prevencdo e tratamento. Devem ser aplicadas essas
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medidas nas diferentes regides geograficas e entre grupos étnicos distintos
com o intuito de minimizar os riscos de desenvolvimento de DCVs e
consequentemente o numero de mortes associadas (WONG, 2014; WHO,
2007; YUSUF et al., 2004)

3.2 Colesterol; triglicerideos

Em niveis fisiologicos, o colesterol tem papel fundamental como
componente das membranas celulares, como precursor dos hormoénios
esterdides (mineralocordicoides, glicocorticoides, androgénios, progestagénios
e estrogénios), dos acidos biliares e da vitamina D (NELSON, COX, 2011).

Com relacdo aos niveis plasméticos de colesterol, sdo dependentes da
quantidade ingerida pela dieta (em torno de 25%) e da sintese hepatica de
colesterol, que corresponde ao restante. Os niveis plasmaticos de colesterol
também s&o dependentes da quantidade de gordura saturada ou insaturada
presente na dieta, dos niveis de estrogénio, realizacdo de exercicios fisicos e
do consumo de etanol, além de variar de acordo com a idade e ser dependente
de fatores raciais (MOTTA, 2009).

Os triglicerideos sdo constituidos por trés moléculas de acidos graxos e
um glicerol, fazem parte dos componentes lipidicos, podendo ser provenientes
de forma enddgena (figado) e de forma exdgena (dieta); sendo que
compreendem cerca de 90% da gordura ingerida, proveniente da alimentacéao.
Desempenham funcéo de estoque energético (quando em niveis fisiol6gicos) e
podem ser depositados em tecidos e até mesmo no figado, como um
mecanismo gue 0 organismo utiliza para estocar a energia excedente. S&o
sintetizados principalmente no figado, sendo que s&o transportados em
quilomicrons e lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) que séo
sintetizadas no intestino e figado, respectivamente. Também corresponde em
torno de 10% da lipoproteina de densidade baixa (LDL). A lipdlise destas
lipoproteinas ricas em triglicerideos pela enzima lipase lipoproteica, resulta na
formacdo de particulas remanescentes menores enriquecidas em ésteres de
colesterol (DALLINGA-THIE et al., 2010; MOTTA, 2009; NELSON, COX, 2011).

Os estudos mostraram que concentracbes séricas elevadas de

colesterol total e de suas principais fracdes, como o LDL, triglicerideos e



21

concentracbes reduzidas de lipoproteinas de alta densidade (HDL) tem
correlagao positiva com DCVs (NELSON, COX, 2011; MOTTA, 2009).

3.2.1Transporte de lipideos

Os lipideos sdo transportados na corrente sanguinea na forma de
complexos de lipideos e proteinas chamados de lipoproteinas. Uma das
principais funcdes das lipoproteinas é estrutural e realizar o transporte dos
triglicerideos (GIANNINI, 1998). As lipoproteinas apresentam distingdo na sua
composic¢ao lipidica, proteica e densidade, sendo que cada uma apresenta uma
funcdo especifica. Os lipideos provenientes da dieta sdo transportados para a
circulacdo sanguinea na forma de quilomicrons, os quais sao formados
principalmente por triglicerideos. Estes s&8o responsaveis pelo transporte
exdgeno e posteriormente sob acdo da enzima lipase de lipoproteina, presente
nas membranas endoteliais dos capilares do tecido adiposo e muscular, dardo
origem aos remanescentes de quilomicrons que serdo captados pela célula
hepatica por processo de endocitose. Ja os lipideos enddgenos e o colesterol
hepético sdo transportados para o tecido adiposo e muscular via lipoproteina
VLDL (HENRY, 2008; NELSON, COX, 2011). Posteriormente, a lipoproteina
VLDL, por hidrélise de triglicerideos e de outros constituintes, dara origem a
lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), e posteriormente, a lipoproteina
LDL, a qual tem func&o importante no transporte de lipideos para os tecidos e

membranas, porém também associada a aterosclerose (MOTTA, 2009).

3.3Dislipidemias

As dislipidemias sdo decorrentes de desordens no metabolismo lipidico e
componentes lipoproteicos, acarretando desta forma, anormalidades diante do
perfil lipidico do individuo. As dislipidemias podem ter associacdo com fatores
genéticos e/ou ambientais (HANEY et al., 2007).

Quanto a classificacdo das dislipidemias, sdo divididas em:

Hipercolesterolemia isolada, a qual apresenta elevacdo isolada de colesterol
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total, em geral representada por aumento do LDL; HTG isolada, a qual
apresenta elevacdo isolada dos triglicerideos, em geral representada por
aumento do VLDL, ou do quilomicron, ou de ambos; hiperlipidemia mista, a
qual apresenta valores aumentados de colesterol total e de triglicerideos; e
HDL baixo, o qual apresenta colesterol HDL baixo isolado ou em associacao
com aumento de LDL e/ou triglicerideos (SANTOS et al., 2001).

De acordo com o estudo conduzido por Ogden e colaboradores (2012), em
2009-2010, através da andlise do Iindice de Massa Corporea (IMC), se
observou prevaléncia de obesidade em 16,9% de criancas e adolescentes
norte-americanos. Considerando que as dislipidemias e 0S processos
ateroscleroticos podem ocorrer desde a infancia; que o estilo de vida e a
obesidade podem contribuir para esse quadro crescente, tornam-se
importantes medidas de rastreio precoce para a contencdo de possiveis
eventos cardiovasculares ao longo da vida (LOIO, MAIA, 2014). Ressalta-se
que para varios autores a dislipidemia € um dos principais fatores
desencadeadores das DCVs no Brasil e no mundo (WHO, 2007; ROGER et al.,
2012).

3.3.1 Hipertrigliceridemia

Dados na literatura revelam que niveis plasmaticos elevados de
triglicerideos estédo sendo considerados como fator de risco independente para
diabetes Tipo 2, sindrome metabdlica e DCV aterosclerotica (MILLER et al.,
2011; GRUNDY, 2004). De acordo com um estudo randomizado da Mendelian,
a perda de funcdo mutante no gene que codifica a apolipoproteina C-llI
(APOC23) esta associada a baixas concentracdes plasmaticas de triglicerideos
e uma redugdo do risco de DCV isquémica na populagdo em geral;
evidenciando o papel entre HTG e DCVs (JORGENSEN et al., 2014).

A HTG pode ser de origem genética, devido deficiéncia da lipase
lipoproteica, HTG familiar ou hiperlipidemia familiar combinada; ou ser
secundéaria a outras doengcas como diabetes mellitus, doencas renais e
hipotireoidismo; ou associada a fatores ambientais que afetam a producéo e
depuracéo de lipoproteinas ricas em triglicerideos (HEGELE, 2009; HEGELE et

al., 2014). Além disso, existem numerosas condi¢cdes secundarias, incluindo
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medicamentos, que interagem com os fatores genéticos para causar HTG
(CHAPMAN et al., 2011; MILLER et al., 2011; WATTS, OOI, CHAN, 2013;
REAVEN,1989).

Existem aproximadamente 3 a 4 milhdes de adultos nos Estados Unidos
com HTG grave, definida como niveis de triglicerideos >a 500 mg/dL
(CHRISTIAN et al., 2011). Niveis de triglicerideos >a 150 mg/dL estéo
associados a um risco aumentado de DCVs tanto em homens como em
mulheres (AUSTIN et al., 1998). A HTG também esta associada com risco
aumentado de AVC e outras formas de DCVs aterosclerdticas (LABREUCHE et
al., 2009).

De acordo com Brewer-Junior (1999), os triglicerideos representam um
importante biomarcador de risco para DCVs por causa de sua associacdo com
particulas aterogénicas remanescentes e a Apo C-lll, uma proteina pro-
inflamatoria e pro-aterogénica encontrada em todas as classes de lipoproteinas
plasmaticas. Varias espécies de lipoproteinas ricas em triglicerideos como a
VLDL e os remanescentes de VLDL, bem como remanescentes de
quilomicrons parecem promover aterogénese independentemente de LDL.

Apesar de ainda ser um pouco especulativo, uma possivel explicacdo
para a relacdo entre os niveis de triglicerideos elevados e o risco de DCVs é
que a VLDL e as particulas de quilomicrons tornam-se parcialmente
delipidadas, e os remanescentes resultantes destas lipoproteinas ricas em
triglicerideos podem ser aterogénicos, e estes estdo elevados em pacientes
com HTG (GINSBERG, 2002; GOLDBERG et al., 2011). Outra explicacéo
possivel € que a HTG propicia um aumento de particulas de LDL na circulacdo
(CROMWELL, BARRINGER, 2009; OTVOS et al., 2011).

De acordo com o estudo de Lloret-Linares e colaboradores (2008)
observou-se que 20% dos pacientes com HTG grave apresentam pelo menos
um episédio de pancreatite aguda. A pancreatite aguda é uma condi¢cdo com
elevada morbidade e potencial de mortalidade. Além disso, a HTG grave se
correlaciona com um risco ainda maior de doenca coronaria prematura
(GREENBERG et al.,, 1977) e risco de mortalidade por DCVs (NEIL et al.,
2010).

A deposicéao de triglicerideos no figado pode gerar um quadro patologico

que caracteriza a esteatose hepatica ndo alcodlica, e consequentemente
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causar lesdo do tecido, pela inflamacédo e danos oxidativos, podendo evoluir
para faléncia do 6rgéo. Estudos apontam que anormalidades metabdlicas como
aumento da resisténcia a insulina, obesidade e as dislipidemias (principalmente
0 aumento dos niveis de triglicerideos e diminuicdo do HDL) sdo as causas
mais comuns de deposicdo de gordura hepatica (CHOIA, DIEHLA, 2008;
PAGANO et al., 2002; REAVEN, 1993). Nao ha consenso sobre o tratamento
farmacol6gico, o mesmo sera dependente do fator desencadeador, mas
acredita-se que agentes hipolipemiantes possam ser utilizados (LAM,
YOUNOSSI, 2010). Estudos apontam também que a utilizacdo de agentes
antioxidantes também pode ser realizada, uma vez que o estresse oxidativo
esta presente na lesdo hepatica, e 0s mesmos podem agir de maneira positiva
a evitar os danos oxidativos, no entanto ainda sdo necessarios mais estudos
para estabelecer critérios de utilizacdo (LI et al., 2015; PEREIRA, BARROS,
FERREIRA, 2016).

Portanto, as recomendacdes clinicas primarias para pacientes com HTG
grave sao para diminuir os niveis plasmaticos de triglicerideos com o objetivo
primario de reduzir o risco de pancreatite aguda e o risco de DCVs (LLORET-
LINARES et al., 2008).

Existem diversas opcoes terapéuticas que podem ser utilizadas para
reducdo da HTG, como por exemplo, os fibratos, as estatinas, e a niacina; em
adicdo com mudancas no estilo de vida como dieta, reducéo de peso corporal e
realizacdo de atividade fisica; todavia esses farmacos podem causar efeitos
colaterais durante o uso em longo prazo (SAHEBKAR et al., 2014).

3.4 Radicais livres

Os radicais livres sdo espécies quimicas relativamente instaveis que
apresentam um ou mais elétrons ndo-pareados no exterior dos orbitais
atdmicos ou moleculares, e devido & instabilidade tendem a buscar avidamente
combinacdes com a matéria circulante (SIGNORINI, SIGNORINI, 1993). O
elétron ndo-emparelhado da ultima camada de valéncia |lhe confere alta
reatividade em sistemas biologicos (LUSHCHAK, 2012; FERREIRA,
MATSUBARA, 1997).
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Os radicais livres participam de processos fisioldégicos importantes, sao
continuadamente produzidos em processos metabdlicos e atuam como
mediadores para transferéncia de elétrons em vérias reagfes bioquimicas
(SIGNORINI, SIGNORINI, 1993).

Na busca do emparelhamento podem causar danos celulares
importantes, resultando numa reacdo em cadeia, caso nao haja acao suficiente
de agentes antioxidantes. A mitocondria por ser responsavel pela cadeia
transportadora de elétrons é a maior geradora de ERO em sistemas fisiol6gicos
(HALLIWELL, GUTTERIDGE,1999; BARBOSA et al., 2010; GREEN, BRAND,
MURPHY, 2004).

De acordo com Nelson e Cox (2011), o oxigénio (O,) é elemento
indispensavel em seres aerébios, e participa da producao eficiente de energia
em plantas e animais pelo sistema de balanco redox. A mitocdndria
responsavel pela respiracdo celular e producdo energética, promove reacdes
dindmicas a todo o momento, através da cadeia de transporte de elétrons,
onde a enzima citocromo C oxidase adiciona quatro elétrons a molécula de O,
para reduzi-la a duas moléculas de agua (Figura-1) (HALLIWELL,
GUTTERIDGE,1999). Nesse processo, a maior parte do O, € metabolizado,
mas cerca de 5% do O, que nela permeiam, podem ser desviados da rota
enzimatica principal, e acabam sendo reduzidos monoeletronicamente,
originando ERO. A partir dai o trabalho compete aos agentes scavengers, que
na medida do possivel, tem o papel de neutraliza-las (SIGNORINI, SIGNORINI,
1993).

0, +4° + 4H" —» 2 H,0 + energia

Figura 1- Producao de agua a partir de oxigénio. Fonte: (HALLIWELL, GUTTERIDGE,1999).

3.4.1 Formacao das principais espécies reativas

A configuracao eletrénica do O, favorece a forte tendéncia que ele tem
de receber um elétron de cada vez. Assim sendo, a adicdo de um elétron a
uma molécula de O, no estado fundamental, causa a formacdo do radical
superdxido (O2") (Figura- 2) (SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).
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O,+e —» 0Oy

Figura 2- Geracao do radical superéxido a partir do oxigénio (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

Consequentemente, o O,” ao receber mais um elétron e dois ions
hidrogénio forma o peroxido de hidrogénio (H.O,) (Figura-3), que nao se
constitui em uma espécie radical, pois ndo apresenta elétrons ndo pareados,
mas uma espécie intermediaria que se torna um elo no processo de formacéo
da reacdo em cascata dos radicais livres. Essa reacdo € catalisada pela
enzima superoxido dismutase (SOD), que € encontrada em quantidades
elevadas nas células de mamiferos e que catalisa essa reacdo, aumentando a
frequéncia para dismutacdo espontanea em pH fisiolégico (HALLIWELL,
GUTTERIDGE,1999; SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004; SIGNORINI, SIGNORINI,
1993).

02.- + 02.- + 2H+ SOD H202 + 02

Figura 3- Processo de dismutac¢éo adaptado de (HALLIWELL, GUTTERIDGE,1999).

Quando o H,0; recebe mais um elétron e um ion hidrogénio, é formado
o radical hidroxil (OH’), que é o mais reativo dos intermediarios (SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004), o qual pode disparar reac6es amplificadoras. O OH" possui
atividade citotoxica acentuada e ndo ha sistema de defesa eficiente contra ele,
podendo reagir com uma série de estruturas biolégicas, podendo causar
alteracdes na estrutura do DNA, danos em proteinas, inativacao enziméatica e
peroxidacéo lipidica. O OH’ pode ser formado quando o H,O, reage com ions
ferro ou cobre (Figura- 4). A reacdo é conhecida como Reacdo de Fenton
(VASCONCELOS et al., 2007; SIGNORINI,SIGNORINI, 1993).

Fe?*/Cu’ + H,0, —» OH + OH + Fe*'/Cu?"

Figura 4- Reacao de Fenton (SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).
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A participacdo de metais de transicdo, que atuam como agentes
redutores, propicia uma via alternativa, ndo-enzimatica, para a formacdo de
radicais livres. O OH’ é o mais citotoxico das ERO (SIGNORINI, SIGNORINI,
1993).

Em nosso organismo, 0s metais de transicdo sdo importantes para uma
infinidade de processos. O ferro tem uma importancia pronunciada, devido a
sua biodisponibilidade no organismo, sendo que na maior parte do tempo
encontra-se complexado com proteinas de transporte (ex: transferrina), e
armazenamento (ex: ferritina e hemosiderina) (BARREIROS, DAVID, DAVID.
2006). No entanto, em alguns casos os metais podem causar reagbes com
acOes potencialmente deletérias, como a reacdo de Fenton. O ferro, em
concentracfes elevadas, pode causar degeneracdo cerebral, devido a esse
local ndo ter defesas antioxidantes suficientes para combater esse dano
(HALLIWELL, 1992).

Os ions de metais de transicdo podem também catalisar a reacao entre
H,O, e O,", conduzindo a producdo de OH (Figura- 5), através da chamada
Reacao de Haber-Weiss (SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).

H202 + 02.- Fe2+/Cu+ OH. + OH + 02

Figura 5- Reacdo de Haber-Weiss (SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).

Outra espécie reativa é o 6xido nitrico (NO), o qual nos organismos Vivos
€ sintetizado pela acdo de um grupo de enzimas Oxido nitrico sintase (NOS),
que converte o aminoacido L-arginina em NO e L-citrulina (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1999). E um radical abundante que participa de diversos
processos bioldgicos, tendo fungédo importante no controle da presséao arterial,
devido sua acdo vasodilatadora; também promove o relaxamento muscular;
regula a neurotransmissao; a plasticidade sinaptica; a expressao génica e as
defesas imunologicas. O NO se difunde rapidamente no meio celular e quando
exposto reage com o0 O, para formar dioxido de nitrogénio (NOy)
(VASCONCELOS et al., 2007).

Além disso, o O, pode reagir diretamente com o NO, um radical livre
centrado de nitrogénio, gerando peroxinitrito (ONOQO"). Este pode levar a
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formacdo de um oxidante de grande reatividade (Figura- 6) (SCHNEIDER,
OLIVEIRA, 2004).

05"+ NO —» ONOO —-ONOO + H*— OH"

Figura 6- Formacdo do ONOO™ e OH’ a partir do O, e NO (SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).

As espécies reativas de nitrogénio (ERN), como o NO, ONOO’, o diéxido
de nitrogénio (NO;") e o Cloreto de nitrila (NO,CI), em niveis fisiopatolégicos,
apresentam alta instabilidade e podem reagir com moléculas biologicas através
de reacbes de oxidacdo, favorecendo a geracdo de estresse oxidativo
(VASCONCELOS et al., 2007; WISEMAN, HALLIWELL,1996).

3.5 Estresse oxidativo

A geracdo de ERO/ERN é inevitavel no ambito da vida, sob condicdes
aerdbias eles sdo continuamente produzidos como produtos secundarios de
certas vias metabolicas e também por alguns sistemas especificos (intrinsecos
e extrinsecos) do organismo. Da mesma forma podem ser degradados por
meio de varios mecanismos especificos e inespecificos, gerando certo
equilibrio entre os diferentes processos de geracdo de espécies reativas e a
degradacdo dessas espécies, para que dessa forma tenhamos a manutencao
da homeostase celular. No entanto, sob algumas circunstancias, pode existir
um desequilibrio entre a formacdo de espécies reativas e as defesas
antioxidantes, da qual o primeiro prevalece, dando origem ao estresse
oxidativo, o qual esta presente em muitos estados patolégicos (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 1999; LUSHCHAK, 2011).

O estresse oxidativo é uma condi¢do resultante da descompensacao
gerada entre a formagdo de espécies reativas e as defesas existentes,
podendo gerar danos estruturais em compostos organicos e a uma ampla
variedade de biomoléculas (DNA, proteinas, carboidratos, lipideos). Esses
danos tém sido associados a diversas patologias, como por exemplo,
inflamacéo, dislipidemias, processo de carcinogénese, envelhecimento, entre
outras (MCINTYRE, HAZEN, 2010; SIES, 1986).
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Para Lushchack (2012), as espécies reativas que atacam 0 organismo
podem ser extrinsecas (xenobiodticos), ligadas a fatores ambientais, poluentes,
drogas, radiagdo, entre outras, que podem contribuir para a formacédo de
potenciais agentes lesivos; e/ou intrinsecas, que podem nao estar diretamente
relacionadas com o metabolismo de espécies reativas, mas podem induzir
estresse oxidativo de maneira indireta, como em situagbes em que ocorre

deplecdo energética.

3.6 Mecanismo de dano a biomoléculas

3.6.1 Peroxidacao lipidica

Os lipideos sdo componentes da membrana celular e cumprem papeis
importantes como revestimento, protecado e permeabilidade seletiva (NELSON,
COX, 2011; YIN, XU, PORTER, 2011). A peroxidacao lipidica se constitui numa
reacdo que deteriora os acidos graxos de cadeia poli-insaturada. Na
peroxidacdo lipidica as espécies reativas atacam os acidos graxos poli-
insaturados da bicamada lipidica, alterando o conteddo transmembrana das
células (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

O mecanismo de peroxidacdo envolve reacdes em cadeia que ocorrem
devido aos ataques das espécies reativas, que sao descritas nas etapas a
seguir (Tabela- 1) (YIN, XU, PORTER, 2011).

Tabela 1- Etapas da peroxidacao lipidica

LH+ OH’ (ouLO®) — L’ + H0 (ou LOH) Iniciacéo

L*+ 0O, — LOO° propagacao
LH + LOO® — L+ LOOH propagacao
LOO® +L° — LOOL terminacao
LOO® + LOO® — LOOL + Oy terminacao

Fonte: Adaptado de FERREIRA, MATSUBARA (1997).

A peroxidacao lipidica envolve uma série de reagbes (Tabela- 1), que

tem inicio com o sequestro do hidrogénio do acido graxo poliinsaturado (LH) da
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membrana celular. Esse sequestro pode ser realizado pelo OH® ou pelo radical
LO® (radical alcoxila) com consequente formacdo de L° (radical lipidico). Na
primeira equacéao de propagacao, o L° reage rapidamente com o O,, resultando
em LOO® (radical peroxila), que por sua vez sequestra novo hidrogénio do
acido graxo poliinsaturado, formando novamente o L* na segunda equacéao de
propagacdo. O término da lipoperoxidacdo ocorre quando os radicais (L® e
LOQO®) produzidos na etapa anterior se propagam até autodestruicdo (SALLES,
2007).

Essas modificagbes oxidativas causam mudancas nas propriedades
quimicas e fisicas das membranas, alterando sua fluidez e permeabilidade,
com expansao do liquido intracelular e risco de ruptura das estruturas da
membrana celular e das organelas, gerando um processo de morte celular
(VASCONCELOS, et al., 2007). Essas reacfes geram como produto o
malondialdeido (MDA), um produto de decomposicdo de hidroperéxidos de
lipideos, que é utilizado como um indicador do dano oxidativo a células e
tecidos que sdo reativas ao acido tiobarbitirico (BONNES,GUERIN, 1992;
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

A lipoperoxidacéo pode ser acelerada por fons metélicos, como o Fe* e
Cu® (Figura-7), que catalisam a decomposicdo dos hidroperéxidos lipidicos
(LOOH), levando a formacéo de radical peroxil (ROQO") e alcoxil (RO’), os quais
continuam a peroxidacdo lipidica (FERREIRA, MATSUBARA, 1997,
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

LOOH + Fe®* —LO*+OH +Fe*"
LOOH + Cu* —»LO"*+OH +cCu*

Figura 7- Lipoperoxidagdo catalizada por ions de Ferro e Cobre (FERREIRA, MATSUBARA,
1997; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

Varios autores tém demonstrado o envolvimento do estresse oxidativo
em doencas ateroscleréticas (MARTELLI, 2014; CORREA-CAMACHO, DIAS-
MELICIO, SOARES, 2007). A oxidac&o da lipoproteina LDL tem papel decisivo
na formacdo das células espumosas e causa lesdo de células endoteliais,

contribuindo dessa forma para a aterogénese. Por outro lado, as substancias
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antioxidantes tem potencial terapéutico importante para prevenir essa patologia
(GIANINI, 1998).

3.6.2 Danos proteicos

A estrutura primaria de uma proteina € composta de sequéncias de
aminoacidos, o que faz com que cada proteina apresente funcionalidade
distinta no organismo dos seres vivos. Alteracdes na cadeia polipeptidica de
uma proteina, podem levar a desnaturacdo proteica e perda da sua funcéo
(NELSON, COX, 2011). As espécies reativas podem causar oxidacdo de
cadeias laterais de aminoacidos em proteinas nos sistemas biol6gicos
causando dano, o qual podera ser de natureza reversivel (oxidacdo da
metionina) ou irreversivel (clivagem do anel de histidina ou em triptofano)
(SIES, 1986).

Durante o estresse oxidativo, o ataque as proteinas ocorre pela
formacdo de um radical centrado no carbono, por extracdo de H' do carbono q,
em uma ligacdo peptidica, causando fragmentacdo das cadeias e oxidacdo dos
aminoacidos mais susceptiveis, propiciando a geracdo de compostos
carbonilados. As proteinas também podem conter sitios de ligacdo com metais,
da qual sdo susceptiveis a reacdes que envolvem oxidacdo e reducao,
podendo gerar sinais que podem ser reconhecidos por proteases celulares que
gerardo degradacao proteica (VASCONCELOS et al., 2007).

3.6.3 Danos ao DNA

O DNA detém as informacdes genéticas dos seres vivos e € fundamental
manter sua integridade, porém constantemente € alvo de agentes quimicos e
fisicos, que podem afetar sua funcdo biolégica. O DNA conta com diversos
sistemas de reparo; um deles é o sistema de reparacdo de excisdo de
nucleotideos (NER), que tem a funcéo de monitorar sua estrutura e reparar 0s
eventuais danos que possam ocorrer, e evitar possiveis lesbes e/ou mutacdes
gue podem ser gerados nos genes, como por exemplo, na sequéncia de bases

nitrogenadas que compde os nucleotideos (LAAT, JASPERS, HOEIJIMAKERS,
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1999; NELSON, COX 2011). As EROs podem provocar reacdes no DNA, por
estresse oxidativo, capazes de induzir lesdes devido a oxidacdo direta dos
acidos nucleicos, ou levar a quebra em uma das cadeias de DNA e erros no
processo de replicacao celular (BERRA, MENCK, MASCIO, 2006).

Para Barreiro, David e David (2006), os danos que podem ocorrer com 0
DNA e o Acido Ribonucleico (RNA) s&o graves, pois podem desencadear

VArios processos patogénicos como a oncogénese.

3.7 Sistemas de defesa antioxidante

Em razdo ao ataque de espécies reativas as principais biomoléculas, o
organismo conta com compostos protetores, 0s agentes antioxidantes, que tem
a funcdo de promover defesa contra as acfes agressoras provocadas pelas
espécies reativas, para que assim haja equilibrio favoravel, evitando dessa
forma lesbes nas estruturas celulares e patologias advindas do processo de
estresse oxidativo (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

Sies e Stahl (1995) definem antioxidantes como qualquer substancia que
presente em baixas concentracdes (em relacdo ao substrato oxidavel), atrasa
ou inibe a oxidacdo deste substrato de maneira efetiva. Esses agentes que
protegem as células das espécies reativas podem ser classificados em

antioxidantes enzimaticos e ndo-enzimaticos (Tabela- 2).

Tabela 2- Principais agentes que possuem defesa antioxidante

N&o enzimética Enzimatica

a-tocoferol (vit. E) Selénio Superoéxido dismutase (SOD)
[B-caroteno Glutationa Catalase (CAT)

Acido ascorbico (vit. C) | Clorofilina NADPH-quinona oxidoredutase
Flavonéides L-cisteina Glutationa peroxidase(GSH-Px)
Proteinas do plasma Curcumina Enzimas de reparo

Fonte: Adaptado de BIANCHI, ANTUNES (1999).

Os antioxidantes podem ter origem enddgena ou exdgena; provenientes
da dieta, como por exemplo, os alimentos ricos em vitamina C. Esses

compostos podem agir de maneiras distintas, objetivando neutralizar a acao
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dos radicais livres e de espécies ndo-radicais (SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004;
VANNUCCHI et al., 1998).

Os antioxidantes podem ser divididos em dois tipos principais de acordo
com seu mecanismo de acdo, sendo nomeados como antioxidantes primarios e
secundarios. Os antioxidantes primarios podem inibir ou retardar a oxidagcao de
radicais livres por doacdo de atomos de hidrogénio ou elétrons, o que 0s
converte em um produto mais estavel. Ja os antioxidantes secundarios
retardam a reacao de autooxidacao por muitos mecanismos, incluindo a ligacao
de ions metalicos, sequestro de oxigénio, conversao de hidroperoxidos em
espécies nao-radicais, absorvendo a radiacdo ultravioleta ou desativando o
oxigénio  singlet (GORDON 1990; MAISUTHISAKUL, SUTTAJIT,
PONGSAWATMANIT, 2007).

3.7.1 Enzimas com acéo antioxidante

3.7.1.1 Superéxido dismutase (SOD)

A SOD é uma metaloenzima com acdo antioxidante. Em sistemas
eucaridticos, a SOD possui como grupo prostético cobre (Cu) e zinco (Zn) e se
encontra presente no citosol. Por outro lado, a SOD manganés (Mg) é
encontrada primariamente na mitocéndria, e a SOD com grupo prostético ferro
(Fe), esta presente em procariontes. As diferentes formas relacionadas da SOD
catalisam a mesma reacdo, a de dismutacdo do radical superoxido (Figura- 8)
(FERREIRA, MATSUBARA, 1997; VANNUCCHI et al, 1998).

20," +2H" 3%, H,0, + O, (+ estavel)

FIGURA 8- Reacdo de dismutacéo realizada pela SOD resultando em H,0, e O, Adaptado de
VANNUCCHI et al., (1998).

3.7.1.2 Catalase (CAT)

A CAT é uma hemeproteina citoplasmatica que pode ser encontrada na
matriz peroxomal (SIES, 1986), presente nos principais oOrgaos, estando

especialmente concentrada no figado e eritrocitos. E uma das principais
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enzimas que atuam na eliminacdo do H,O,. A CAT apresenta importantes
funcBes tanto cataliticas quanto peroxidativas no organismo (Figura- 9)
(VANNUCCHI, et al., 1998; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

2H,0 £7,0,.2H,0

FIGURA 9- Reacdo de decomposicdo do perédxido de hidrogénio pela enzima catalase. Fonte:
(SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).

A enzima CAT remove o H,0,, resultando em duas moléculas de agua e
uma de O, (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

3.7.1.3 Glutationa Peroxidase (GSH-Px) e glutationa (GSH)

A GSH atua no processo de desintoxicacdo por agentes xenobioticos, na
correcdo dos danos causados por esses agentes e também em muitos
processos biologicos importantes, incluindo a sintese de proteinas,
metabolismo e protecéo celular. E um cofator nas reacées de isomerizacgéo e é
considerada uma forma de armazenamento e de transporte da cisteina
(MEISTER, ANDERSON, 1983; TEKMAN et al., 2008).

A Glutationa peroxidase (GSH-Px) € uma selenoenzima que catalisa a
reducdo dos hidroperdxidos. Atua na protecdo contra o estresse oxidativo,
convertendo a glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG), e
dessa forma removendo H,O, e formando &gua (Figura- 10) (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

2 GSH + H,0,_S"""5  GSSG +2 H,0

Figura 10 - Reacdo catalisada pela enzima glutationa peroxidase. Fonte: (SCHNEIDER,
OLIVEIRA, 2004).

GSSG + NADPH + H _%5™¢ GSH + NADP"
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Figura 11- Reacdo catalisada pela enzima glutationa reduzida. Adaptado de Halliwell,
Gutteridge (1999).

A molécula de GSSG, formada nessa reacao (Figura- 10), é regenerada
a sua forma reduzida (GSH), cuja reacgdo utiliza elétrons provenientes da
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) formado na via pentose-
fosfato. Essa reacdo € catalisada por uma segunda enzima, a glutationa
redutase (GS-red) (Figura- 11). Apesar desta enzima nao atuar diretamente na
remocdo de espécies radicalares, ela age juntamente com a GSH-Px,
impedindo a paralizacao do ciclo metabdlico da glutationa (HUBER, ALMEIDA,
FATIMA, 2008; FERREIRA, MATSUBARA, 1997; VANNUCCHI et al., 1998;
ROVER-JUNIOR et al., 2001).

As enzimas CAT e GSH-Px, possuem ac¢0es similares, pois agem com o
mesmo proposito, impedindo o acumulo de H,O,. Essa acéo integrada é de
grande importancia, uma vez que essa espécie reativa, por meio das reacdes
de Fenton e Haber-Weiss, mediante a participacdo dos metais ferro e cobre,
culmina na geracdo do radical OH’, da qual ndo ha sistema enzimatico de
defesa (FERREIRA, MATSUBARA, 1997; SCHNEIDER, OLIVEIRA, 2004).

3.7.2 Principais Antioxidantes exdgenos

Dentre os principais antioxidantes exdgenos cita-se 0 acido ascorbico,
alfa tocoferol e os flavonoides.

O acido ascérbico (vitamina C) apresenta solubilidade em agua (SIES,
1983). E considerado um importante antioxidante, sendo que apés ingestdo é
absorvido de forma rapida e eficiente por um processo dependente de energia
(BIANCHI, ANTUNES, 1999). A vitamina C cumpre diversas fun¢des bioldgicas
e pode atuar como cofator enzimatico em diversas reacdes e atua também na
varredura de diversas espécies reativas (HALLIWELL, GUTTERIDGE, 1999).

O alfa tocoferol (vitamina E) é um componente encontrado em

oleaginosas, sendo que na natureza € encontrado em diferentes formas a, B, y
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e O-tocoferol. O a-tocoferol é a forma mais pronunciada de acéo antioxidante
no organismo (BIANCHI, ANTUNES, 1999). Sua acéo é centrada na conversao
dos radicais livres em produtos eletricamente com maior estabilidade ou menos
reativos, a qual ocorre pela doacdo de um atomo de hidrogénio. Nesse
processo, a vitamina E, converte-se no radical tocoferil, que apos € reduzido
novamente a alfa tocoferol sob acdo do acido ascérbico, da GSH e da
coenzima Q10. Também participa da protecdo contra a peroxidacdo lipidica,
uma vez que reduz o ROO" e o RO’ (NWOSE et al., 2008).

Estudos revelam que o consumo de antioxidantes presentes em frutas e
vegetais traz diversos beneficios terapéuticos e profilaticos, associados a
reducdo do risco de doencas crdnicas relacionadas ao estresse oxidativo.
Algumas plantas apresentam acao antioxidante, como os compostos fendlicos
e os flavonoides que agem neutralizando as espécies reativas. Os flavonoides
sdo antioxidantes eficazes e podem proteger contra varias doencgas crbnicas
como cancer, DCVs, diabetes, Alzheimer, envelhecimento precoce, entre
outras moléstias e até mesmo poluicdo ambiental, que sdo responsaveis pela
geracdo de radicais livres (LUSHCHAK, 2012; SUN et al., 2002; WU et al.,
2004).

3.7.2.1 Compostos polifendlicos e flavonoides

Os compostos polifendlicos sao originarios do metabolismo secundario das
plantas. Quimicamente sua formula apresenta pelo menos um anel aroméatico
ligado a uma ou mais hidroxilas. Estes compostos comp&em uma ampla classe
de fitoquimicos e podem ser categorizados em flavonoides e nao-flavonoides.
Sao de grande interesse nutricional para a saude humana e sua utilizacao traz
diversos beneficios ao individuo, uma vez que possuem acao antioxidante,
combatendo a propagacao dos radicais livres e os efeitos deletérios causados
por eles (BRAVO, 1998, FRAGA et al, 2010; KARAKAYA, 2004,
MAISUTHISAKUL, SUTTAJIT, PONGSAWATMANIT, 2007).

As moléculas de flavonoides estdo difundidas nos componentes das
plantas, especialmente em folhas e frutos, seja como glicosideos ou agliconas.
Os flavonoides possuem estrutura quimica ideal para o sequestro de radicais

livres, o que os confere atividade antioxidante. Esses atuam como agente
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doador de hidrogénio e elétrons, formando o radical flavanoil que é estavel,
também possui capacidade de sequestro de radicais livres e agdo quelante de
metais de transicdo, demonstrando dessa forma sua ag¢édo antioxidante. Além
de atuarem como agentes redutores sequestrando as EROs, também agem
numa multiplicidade de funcdes em células eucariotas, desempenhando
funcBes protetoras, eficazes também contra reacbes de lipoperoxidacao
(BARREIROS, DAVID, DAVID 2006; HUDSON, 1990).

Estudos tem reportado a importancia dos compostos bioativos presentes
nas plantas e sua aplicabilidade na farmacologia (BALIGA et al., 2011;
FARNSWORTH, 1985). Os compostos polifenois, especialmente o0s
flavonoides, apresentam compostos bioativos que podem ser utilizados com
fins terapéuticos, como em doencas cronico-degenerativas, DCVs,
especialmente hiperlipidemia, evitando danos oxidativos induzidos pelos
radicais livres a biomoléculas, como exemplo agindo na prevencdo da
peroxidacdo lipidica, devido a suas propriedades antioxidantes (HODGSON,
PUDDEY, 2005; HUDSON, 1990).

3.8 Utilizagao de plantas medicinais como fonte terapéutica

A utilizacdo de plantas medicinais e suas virtudes terapéuticas foram sendo
adquiridas durante séculos, sendo que o conhecimento empirico proveniente
de comunidades e grupos étnicos permanece na atualidade, apresenta valor
inexoravel e contribui para execucédo de pesquisas (DI STASI, 1996).

Ao longo da evolucao foi se desenvolvendo o conhecimento a respeito da
utilizacdo das plantas medicinais e de seus respectivos compostos bioativos,
sendo largamente investigados para uso fitoterapico, através da explora¢édo do
vasto arsenal terapéutico dos recursos naturais existentes. Essas fontes
naturais sdo estudadas com o objetivo de descobrir principios ativos capazes
de fornecer alternativas terapéuticas seguras, padronizadas, eficazes e néo
toxicas. A farmacologia possibilita o estudo dos efeitos farmacoldgicos de
extratos e/ou de seus constituintes quimicos com proposito de descobrir
substancias ativas eficazes e seguras (ALBUQUERQUE, HANAZAKI, 2006;
FARNSWORTH, 1985; MACIEL et al., 2002).
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3.8.1 Efeitos biologicos de Eugénia brasiliensis

A familia Myrtaceae, a maior na ordem das Myrtales, contém cerca de
100 géneros, destacando-se Eugenia, Plinia, Psidium, e aproximadamente
3.000 espécies, com dois centros de dispersdo, nas Américas e na Australia,
embora ocorra em todo o mundo (SCHUTZ, 1980). Dentre os géneros
pertencentes a familia Myrtaceae estdo as espécies de Eugenia. A espécie
Eugenia brasiliensis Lam. (Figura- 12) é conhecida pelos nomes de
‘grumixama”, “grumixameira” e “cereja-brasileira”, € uma arvore de 10 a 15
metros de altura, de tronco curto, casca fina e descamante, galhos racemosos,
finos e abundantes, que formam uma copa estreita e muito alongada. Suas
folhnas sdo coriaceas, oblongas ou ovaladas, verde-escuras e muito densas,
opostas, de 6,5 a 10 cm de comprimento e 2,5 a 5 cm de largura, atenuadas na
base, com peciolo de 4 a 7 mm. Possui pedunculos com apenas uma flor, de 2
a 4 cm. Possui frutos globosos roxo-escuros, vermelhos ou amarelos tipo baga,
com cerca de 1 cm, coroados pelas sépalas resistentes e contém uma
semente. Esta espécie esta presente desde os estados do Nordeste até a mata
pluvial atlantica do Sul do Brasil, e em Santa Catarina nas regides de
Floriandpolis, Brusque, lbirama, Itajai e Joinville (REITZ, KLEIN, 1969).

Figura 12. Aspecto das folhas, flores e frutos de Eugenia brasiliensis. Fonte: MAGINA (2008).

A planta Eugenia brasiliensis é utilizada na medicina popular, na forma de
infusdo das folhas. J& seus frutos, sdo usados como alimento e para a
preparacdo de bebidas fermentadas (REVILLA, 2002). Dos extratos de suas
folnas foram descritos flavonoides como a quercetina, rutina, galangina e

miricetina, além de outros compostos fendlicos como catequina, galocatequina
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e acido galico (PIETROVSKI et al., 2008); os triterpenos betulina, a- amirina e
B-amirina, acido 29-hidroxi-oleandlico (MAGINA et al., 2012) e acido ursolico
(FRIGHETTO et al., 2005).

Sao encontrados poucos estudos quimicos e/ou farmacoldgicos sobre a
planta Eugenia brasiliensis, e a mesma tém sido descrita como uma espécie
que apresenta compostos bioativos diversificados. E utilizada na medicina
popular e apresenta varias aplicabilidades, como alimento, pelo consumo de
seus frutos, e utilizacdo para varios fins terapéuticos; sendo que foram
descritas atividades antimicrobianas (BENFATTI et al., 2010; MAGINA et al.,
2012). De acordo com os estudos de Pietrovski e colaboradores (2008), o
extrato bruto hidroalcodlico das folhas de Eugenia brasiliensis apresentou
atividade anti-inflamatoria; no tratamento de reumatismo e artrite; antidiarreica
e diurética (REVILLA, 2002). Flores et al. (2012), descreveram que a Eugenia
brasiliensis apresenta atividade antioxidante e anti-inflamatoria na terapia a
Doenca Pulmonar Obstrutiva Crbénica (DPOC) e a relacionaram com a
presenca de antocianinas, que € um subgrupo pertencente aos flavonoides.
Magina e colaboradores (2010) também destacam atividade antioxidante a
planta e a associaram ao contetdo de fendlicos totais e de flavonoides contidos

nos extratos e fracoes.

3.9 Caracterizacdo e uso de medicamentos fitoterapicos no Brasil

Como o6rgao responsavel pelo registro de medicamentos, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) atribui que o medicamento
fitoterapico € empregado exclusivamente de matérias-primas proveniente de
vegetais, sendo caracterizado pelo conhecimento prévio da eficacia e dos
riscos inerentes ao seu uso (toxicidade, interacfes medicamentosas), assim
como pela reprodutibilidade, estabilidade na sua férmula e seguranca
validadas, através de levantamentos etnofarmacolégicos, documentacdes
tecnocientificas em publicacbes e ensaios clinicos com as devidas
padronizacoes e obedecimento das legislacbes vigentes (NICOLETTI et al.,
2007).

Com relacdo ao estudo e desenvolvimento de novos farmacos, a

atuacdo do Brasil ainda € incipiente e ndo possui atuacdo destacada no
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mercado mundial de fitoterapicos. O que se contrapde pelo fato do Brasil deter
uma extensa biodiversidade de flora vegetal, contendo aproximadamente um
terco da flora mundial (YUNES, PEDROSA, CECHINEL-FILHO, 2001).

Estima-se que no mercado mundial a comercializacdo de fitoterapicos
gira cerca de 22 bilhdes de délares (YUNES, PEDROSA, CECHINEL-FILHO,
2001), sendo que na Europa e nos Estados Unidos da América (EUA) 8,5 e 6,3
bilhbes de doélares, respectivamente. No Brasil estima-se que girou em torno de
500 milhdes de dolares no ano de 2000 (SIMOES, SCHENKEL, 2002). Apesar
do mercado farmacéutico dos medicamentos sintéticos dominarem o mercado,
os fitoterapicos apresentam-se como um mercado em constante ascenséo
(CARVALHO et al.,, 2007). Para a obtencdo de novos farmacos contendo
substancias fitoterapicas, tornam-se necessarios mais estudos para analise
detalhada de substancias ativas eficazes, capazes de serem administradas em
doses adequadas e com o minimo de efeitos indesejados, tendo em vista a
riqueza da flora vegetal existente no Brasil.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

No experimento foram utilizados ratos Wistar machos de 60 dias de
idade (230-280 g), provenientes da Univali (Itajai), Santa Catarina, Brasil. Os
animais foram desmamados aos 21 dias de idade. Antes do processo de
experimentacdo, os animais foram acomodados e aclimatados por 7 dias, para
a adaptacdo ao novo ambiente. Foram mantidos em um ciclo 12 h claro/escuro
a temperatura constante de 22°C com livre acesso a comida e agua. Os
animais foram mantidos 6 por gaiola. Os cuidados com 0s animais seguiram as
diretrizes governamentais oficiais conforme a Federagcdo das Sociedades
Brasileiras para Biologia Experimental aprovada pelo Comité de Etica da
Universidade da Regido de Joinville sob o protocolo de nimero 002/2015 —
PRPPG/CEP. Todos os produtos quimicos foram adquiridos da Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, EUA, exceto o 6leo de coco e o0s extratos.

As condi¢des de ambiente, iluminacdo, acomodacgao e nutricdo seguiram
as recomendagdes exigidas pelo "Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals, 1996”.

Os experimentos foram realizados conforme as normas da legislacao e
ética para a prética didatico-cientifica da vivisseccdo de animais de acordo com
a Lei n° 11.794, de 08 de outubro de 2008 que estabelece os procedimentos

para o uso cientifico de animais (BRASIL, 2008).
4.2 Extratos provenientes das folhas de Eugenia brasiliensis
4.2.1 Material vegetal
As folhas de E. brasiliensis foram coletadas em Florian6polis, Estado de
Santa Catarina (27 ° 36'13.65 "S, 48 ° 31'14.75" W), em marco de 2012.

Material vegetal foi identificado pelo Dr. Daniel de Barcellos Falkenberg do

Departamento de Botanica Da Universidade Federal de Santa Catarina
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(UFSC), e um espécime voucher foi depositado no herbario FLOR da mesma

instituicdo sob o registro numero 34675.

4.2.2 Preparo do material vegetal de E. brasiliensis

Para a obtencdo dos extratos foram utilizadas folhas frescas, inteiras,
jovens e sadias da espécie E. brasiliensis.

Para a obtencdo do Extrato bruto hidroalcéolico (EBH), as folhas foram
submetidas a estufa com circulacdo de ar a 50°C e moidas em moinho de
facas, para obtencéo de folhas secas e trituradas. Este material foi submetido a
procedimento de maceracdo em etanol 92,8 % (p/p) durante sete dias. O
extrato obtido foi filtrado e o solvente extrator evaporado em rota-evaporador
(com temperatura inferior a 60°C) com condensador acoplado sob vacuo,
sendo concentrado até seu volume ser reduzido. Este mesmo procedimento foi
realizado por mais duas vezes e, apés a evaporacao total do solvente, foi
obtido o extrato.

Para a obtencdo do extrato bruto acetdnico (EBA), as folhas foram
submetidas a um processo de extracdo em acetona. As folhas foram imersas
em acetona durante 5 minutos (LUZ, 2003). Apds esse tempo, 0 extrato obtido
foi filtrado e o solvente extrator evaporado em rota-evaporador (com
temperatura inferior a 60°C) com condensador acoplado sob vacuo, até sua
completa evaporacao, subsequentemente triturado via maceragéao, obtendo-se

dessa forma o extrato.

4.3 Tratamentos

4.3.1 Protocolos experimentais

Para a inducdo da HTG, os animais receberam 6leo de coco, a uma
dose de 2 mL por dia via oral (gavagem) durante 15 dias. A quantidade
administrada de 6leo de coco seguiu o protocolo estabelecido por Jun et al.,
(2007).

Inicialmente os ratos foram divididos em 2 grupos (n = 7). Grupo

controle: recebeu 1 mL de salina via gavagem, duas vezes por dia (15 dias); e
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grupo dislipémico recebeu 1 mL de 6leo de coco via gavagem duas vezes por
dia (15 dias).

Em seguida, os ratos foram divididos em 14 grupos (n = 6), como se
segue: Grupo controle: recebeu 1 mL de salina via gavagem uma vez por dia
durante 15 dias e depois receberam 1 mL de salina via gavagem, trés vezes
por dia (num total de 30 dias); Grupo dislipémico recebeu 1 mL de salina via
gavagem uma vez ao dia durante 30 dias e na metade do tratamento (15 dias)
1 mL de 6leo de coco via gavagem duas vezes ao dia (totalizando de 30 dias);
Grupo tratamento controle+ EBH: foi administrado EBH de E. brasiliensis (50,
100 ou 150 mg/kg) via gavagem uma vez ao dia durante 30 dias e na metade
do tratamento (15 dias) 1 mL de salina via gavagem, duas vezes ao dia
(totalizando 30 dias); Grupo tratamento controle+ EBA: recebeu EBA de E.
brasiliensis (50, 100 ou 150 mg/kg) via gavagem uma vez por dia durante 30
dias e na metade do tratamento (15 dias) 1 mL de salina via gavagem, duas
vezes por dia (totalizando 30 dias); Grupo tratamento dislipémico+ EBH:
recebeu EBH de E. brasiliensis (50, 100 ou 150 mg/kg) via gavagem uma vez
por dia durante 30 dias e na metade do tratamento (15 dias) receberam 1 mL
de oleo de coco via gavagem duas vezes ao dia (totalizando 30 dias de
tratamento); Grupo tratamento dislipémico+ EBA: recebeu EBA de E.
brasiliensis (50, 100 ou 150 mg/kg) via gavagem uma vez ao dia durante 30
dias e na metade do tratamento (15 dias) receberam 1 mL de 6leo de coco via
gavagem duas vezes ao dia (totalizando de 30 dias de tratamento). 24 horas
apos a ultima administracao, os animais foram sacrificados por decapitacéo, na
auséncia de anestesia e em seguida, o sangue foi coletado e o figado removido
para a avaliacdo dos parametros de estresse oxidativo, triglicerideos e analise
histopatologica.

As doses dos extratos EBH (50, 100 e 150 mg/kg) e EBA (50, 100 e 150
mg/kg) foram escolhidas com base nos estudos de Kar et al., (2003); Ravi et
al,. (2005) e Ravi et al., (2004).

4.4 Estudos bioquimicos

4.4.1 Preparagdo dos eritrocitos e do plasma
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Os eritrocitos e o plasma foram preparados a partir de amostras de
sangue total obtidas dos ratos. As amostras de sangue foram identificadas e
centrifugadas a 1,000 x g, o plasma foi separado e congelado para posterior
determinacao. Os eritrocitos foram lavados 3 vezes com solucéo salina gelada
(0,153 mol/L cloreto de sédio). Os lisados foram preparados através da adicao
de 1 mL de &gua destilada para 100 uL de eritrocitos lavados e congelados (-
80°C) até a determinacgédo da atividade das enzimas antioxidantes.

Para determinacao da atividade das enzimas antioxidantes, eritrocitos
foram congelados e descongelados 3 vezes e centrifugados a 13,500 x g por

10 min. O sobrenadante foi diluido para conter cerca de 0,5 mg/mL de proteina.

4.4.2 Preparacdao do tecido

O figado foi removido e mantido em tampéao fosfato de sodio gelado (154
mM NaCl, 5 mM Tris—HEPES, pH 7.5). O figado foi homogeneizado em dez
volumes (1. 10 W/v) de tampdo adequado conforme técnica realizada.
Homogeneizados foram preparados utilizando um homogeneizador Potter-
Elvehejem (motores Remi, Mumbai, india); pela passagem de 5 impulsos e
centrifugacdo a 800 x g durante 10 min a 4'C para remocao de residuos
celulares. O sedimento foi descartado e o sobrenadante foi estocado em
aliguotas e armazenado a -80°C para determinacdo da atividade das enzimas
antioxidantes, TBA-RS, proteinas carboniladas e conteudo total de sulfidrilas
(FERREIRA et al., 2012).

4.4.3 Analise histopatologica

Apbs o sacrificio dos animais, rapidamente o figado foi removido, e
fixado em formalina a 10% durante 24 horas e depois transferido para solucéo
etandlica a 70%. Depois, os 6rgdos foram passados através de solu¢des com
concentracbes crescentes de alcool e incorporados em parafina para o
procedimento de histologia de rotina.

As seccdes de 7 ym foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e
observadas com um microscopio Olympus (Olympus CX3). A acumulacao

lipidica nas células hepaticas foi classificada numa escala de gravidade
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variando de 0 a 5 (0 = ausente, 1 = minimo, 2 = ligeiro , 3 = moderado, 4 =
marcado e 5 = grave) (ZENI et al., 2013). Esta classificacdo foi determinada
com uma escala que considerou a extensdo média das inclusdes lipidicas

hepaticas.

4.4.4 Dosagem de triglicerideos

A dosagem de triglicerideos foi realizada utilizando o kit de Triglicerideos

Liguiform. As determinacdes foram realizadas por espectrofotometria.

4.4.5 Substéancias reativas ao acido tiobarbittrico (TBA-RS)

TBA-RS foi determinada de acordo com o método descrito por Ohkawa
et al., (1979). A metodologia para andlise do TBA-RS mensura o
Malondialdeido (MDA), um produto da lipoperoxidagéo, causada principalmente
por radicais livres hidroxil. Para as medic¢des in vitro, plasma e tecido foram
misturados com &cido tricloroacético a 10% e 0,67% de &cido tiobarbiturico e
agueceu-se num banho de agua a ferver durante 25 min. TBA-RS foi
determinada pela absorvancia a 535 nm. Uma curva de calibragdo foi obtido
utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como o precursor de MDA e cada ponto
da curva foi submetido ao mesmo tratamento que o dos sobrenadantes. Os

resultados foram expressos em nmol de MDA por mg de proteina.

4.4.6 Conteudo Total de Sulfidrilas

O conteudo total de sulfidrilas foi determinado de acordo com o método
descrito por Aksenov e Markesbery (2001), o qual se baseia na reducdo do
acido ditionitrobenzdico (DTNB) por tibis, gerando um derivado amarelo (TNB)
gue é mensurado espectrofotometricamente em 412 nm. Resumidamente, 50
UL de homogeneizado foram adicionados a 1 mL de tampao PBS pH 7,4
contendo EDTA 1 mM. A reacéo foi iniciada pela adicéo de 30 ul de DTNB 10,0
mM e incubada durante 30 minutos a temperatura ambiente em local escuro.

Os resultados foram expressos em nmol TNB/mg de proteina.
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4.4.7 Catalase

A atividade de CAT foi ensaiada pelo método de Aebi (1984), usando um
espectrofotometro Shimadzu UV-visivel. O método utilizado baseia-se no
desaparecimento de H,O; a 240 nm num meio de reacdo contendo 20 mM de
H,O,, 0,1% de Triton X-100, 10 mM de tampéo de fosfato de potassio, pH 7,0,
e a proteina 0,1-0,3 mg/mL. Uma unidade é definida como CAT 1 umol de H,0,
consumido por minuto e a atividade especifica é calculada como unidades de

CAT/mg de proteina.

4.4.8 Glutationa Peroxidase (GSH-Px)

A atividade de GSH-Px foi mensurada pelo método de Wendel (1981),
utilizando terc-butil-hidroperéxido como substrato. A decomposicdo do NADPH
monitorada em espectrofotdmetro a 340 nm por 4 minutos usando um
espectros otdmetro Shimadzu UV-visivel. O meio continha 2 mM de GSH,
0.15U/ml GSH redutase, 0,4 mM de azida, 0,5 mM e 0,1 mM tertbutyl-
hidroperéxido de NADPH. Uma unidade de GSH-Px é definida como 1 ymol de
NADPH consumido por minuto e a atividade especifica é apresentada como
unidades de GSH-Px /mg de proteina.

4.4.9 Superdéxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pelo método de auto-oxidacdo do
pirogalol, como descrito por Marklund (1985), um processo altamente
dependente de superoxido (O»*), que € um substrato para a SOD.
Resumidamente, 15 yl de cada amostra, 215 uyl de uma mistura contendo 50
uM de tampao Tris, pH 8,2 foram adicionados 1 yM de EDTA e 30 uM de CAT.
Subsequentemente, foram adicionados 20 uL de pirogalol e a absorvancia foi
registada imediatamente a cada 30 segundos durante 3 minutos a 420 nm
usando um espectrofotometro Shimadzu UV-visivel. A inibicdo da auto-
oxidacdo do pirogalol ocorre na presenca de SOD, cuja atividade pode ser
indiretamente testada espectrofotometricamente. Uma curva de calibragao foi

realizada com SOD purificada como referéncia, para calcular a atividade da
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SOD presente nas amostras. Uma unidade de SOD é definida como a
quantidade de SOD necesséria para inibir 50% da auto-oxidacao de pirogalol e
a atividade especifica é relatado como unidades/mg de proteina SOD.

4.4.10 Conteudo de proteinas carboniladas

O teor de carbonilas foi verificado através de um método descrito por
Reznick e Packer (1994), com base na reacado de carbonilacdo de proteinas
com dinitrofenilhidrazina formando dinitrofenilhidrazona, um composto amarelo,
medido espectrofotometricamente a 370 nm. Resumidamente, 200 mL de
homogeneizado foram adicionados a tubos de pléstico contendo 400 ul de 10
mM dinitrofenilhidrazina 10 mM (preparado em HCI 2 M). As amostras foram
mantidas no escuro durante 1 h e agitada em vortex a cada 15 min.
Subsequentemente, 500 ul de acido tricloroacético a 20% foram adicionados a
cada tubo. A mistura foi submetida ao vortex e centrifugadas a 14.000 x g
durante 3 min e o sobrenadante obtido foi descartado. O sedimento foi lavado
com 1 mL de etanol/acetato de etila (1: 1 v/v), agitadas e centrifugadas a 14000
X g durante 3 min. O sobrenadante foi rejeitado e 0o sedimento ressuspenso em
600 pL de guanidina 6 M (preparado numa solucao de fosfato de potassio 20
mM, pH 2,3), antes de agitacdo em vortex e incubacédo a 60°C durante 15 min.
As amostras foram em seguida centrifugadas a 14.000 x g durante 3 min e 0
sobrenadante foi usado para medir a absorvancia a 370 nm (UV) numa cubeta
de quartzo. Os resultados foram relatados como conteudo total de carbonilas

(nmol/mg de proteina).

4.4.11Dosagem de Proteinas

A determinacdo das proteinas foi realizada pelo método de Lowry
(1951), utilizando-se albumina sérica bovina como padrao.

4.5 Andlise estatistica

Os dados foram analisados por ANOVA, seguido pelo teste post-hoc de

Duncan, quando o teste F foi significativo. Todas as andlises foram realizadas
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com o software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) com
computador compativel. Valores de p <0,05 foram considerados significativos.
Os resultados foram expressos como média + DP para sete experiéncias
independentes (animais) realizadas em duplicata. *** p <0,001, ** p <0,01 e * p
<0,05, em comparacéo com o grupo de controle (Duncan’s multiple range test).
Para andlise histoldgica, as pontuacbes foram comparadas estatisticamente
utilizando o teste de Kruskall-Wallis, seguido do pés teste de Dunns (Graph

Pad verséao 5.0).
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5. INTERDISCIPLINARIDADE

As DCVs fazem parte de um grupo de doencgas de elevada prevaléncia,e
acentuada taxa de morbimortalidade, € considerada um problema de saulde
publica de origem multifatorial. Consequentemente impactam a qualidade de
vida da populagdo e a economia global, uma vez que gera elevado custo ao
sistema de saude, sendo as dislipidemias um importante fator desencadeador.

A HTG é caracterizada pelo aumento dos niveis plasmaticos de
triglicérides, considerada um fator de risco independente para o
desenvolvimento de DCVs, sendo a aterosclerose um importante marcador,
nela ocorrem danos oxidativos e inflamatérios no espaco intimal dos vasos
sanguineos, danificando-os e dessa forma aumentando a fragilidade vascular,
contribuindo para o acometimento por DCVSs.

A utilizacdo de plantas medicinais é tida como milenar, ao longo dos
anos essa busca por plantas com potenciais farmacol6gicos foi ganhando
destaque e vem sendo alvo de pesquisas de cunho cientifico, para atestar a
atividade farmacolégica das substancias de origem vegetal, uma vez que existe
preocupacao do homem com a cura de doengas, e que a0 mesmo tempo
possam viabilizar medicamentos de qualidade, eficacia e seguranca em sua
composicao; sendo dessa forma possivel alia-las a medicina, trazendo grandes
avancos do ponto de vista terapéutico a populacao.

Para isso tornam-se necessarias medidas para suprir as necessidades
da populacdo de forma a promover acbes que integrem salude e meio
ambiente, com o objetivo de melhorar a qualidade de vida da populacdo e
integra-la de forma sustentavel, para que dessa forma seja preservado o direito
individual e coletivo; bem como o acesso a saude e ao meio ambiente as
futuras geracdes. Tendo em vista a riqueza e a biodiversidade da flora
brasileira, é necessaria uma melhor triagem do potencial medicinal das plantas
no Brasil, enfocando sua preservacao e utilizagdo sustentavel. O estudo com a
utilizacao de E. brasiliensis proposto nesse trabalho, tem por objetivo estudar o
potencial terapéutico dessa planta, afim de buscar terapias adjuvantes no
tratamento da HTG e potencial antioxidante.
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ABSTRACT

We investigated the effects of the chronic administration of crude hydroalcoholic extract (CHE)
and crude acetonic extract (CAE), obtained from the leaves of Eugenia brasiliensis, on the
blood and liver parameters of rats subjected coconut oil-induced hypertriglyceridemia (HTG).
Triglyceride levels, liver cell lipid accumulation, thiobarbituric acid reactive substances (TBA-
RS), total sulfhydryl content, protein carbonyl content, and the activities of the antioxidant
enzymes, catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-PXx),
were evaluated. Initially, animals received 15 days of coconut oil or saline administration;
subsequently they received CHE or CAE (50,100 or 150 mg/kg) for 30 days, plus coconut oil or
saline for 15 days. Results showed that coconut oil enhanced triglyceride levels by promoting
lipid accumulation in hepatocytes, enhanced TBA-RS and reduced total sulfhydryl content and
CAT activity, but did not alter protein carbonyl content, or SOD and GSH-Px activities, in the
blood of rats. Furthermore, coconut oil increased CAT and decreased SOD and GSH-Px
activities, but did not alter TBA-RS, total sulfhydryl content and protein carbonyl content in the
livers of rats. Chronic administration of CHE or CAE for 30 days was able to prevent HTG and
decrease the lipid droplets in liver cells, as well as the majority of alterations caused by
oxidative stress parameters in the blood and liver of rats. These findings indicate that both
extracts, obtained from the leaves of Eugenia brasiliensis, may have hypolipidemic effects and
high antioxidant capacities, however, further studies are necessary to evaluate his

pharmacologic effect.

Keywords: hypertriglyceridemia; oxidative stress, antioxidants; Eugenia brasiliensis; blood;

liver; histopathological analysis.
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1 INTRODUCTION

Dyslipidemia is a risk factor for cardiovascular diseases, causing lipid
peroxidation and contributing to reactive oxygen species (ROS) production, resulting in
the deterioration of tissues [1, 2]. Triglycerides are an important biomarker of
cardiovascular disease risk, due to their association with atherogenic remnant particles
and apo C-lll, a proinflammatory and pro-atherogenic protein found in all classes of
plasma lipoproteins. Several species of triglyceride-rich lipoproteins, such as very low-
density lipoprotein (VLDL) remnants, VLDL and chylomicron remnants seem to
promote atherogenesis, regardless of low-density lipoprotein (LDL) levels [3].

Epidemiological data show that about 25% of adults in the United States present
hypertriglyceridemia (HTG), a lipid disorder usually characterized by elevated plasma
triglyceride levels (>150 mg/dL) and severe HTG (> 500 mg/dL) (4, 5]. According to a
study by Lloret-Linares [6] and colleagues (2008), HTG increases the risk for the
development of acute pancreatitis, a clinical condition with high morbidity and
mortality. HTG may be associated with genetic and environmental factors, including
lifestyle (alcohol, tobacco, high-carbohydrate diet and obesity) [7,8] and it is
recommended that those demonstrating increased plasma triglyceride levels to
measures to reduce these levels.

Free radicals are continuously produced and have important biological functions;
however, they may also play a role in pathological conditions. These molecules can be
degraded by several mechanisms, and a fine balance exists between the generation and
degradation of these species for the maintenance of cellular homeostasis. Under some
circumstances, however, an imbalance between the formation of reactive species and
antioxidant defenses occurs, where the failure to degrade or neutralize these ROS can
cause the oxidative stress that is associated with a number of pathological conditions,
including dyslipidemia [2,1].

The use of medicinal plants dates from the beginning of humanity, and
constitutes an area of research that aims to identify bioactive chemicals with potential
for the development of new drugs with therapeutic benefit [9]. The Myrtaceae family,
is the biggest family in the Myrtales order and comprises about 100 genera, including
Eugenia, Plinia and Psidium, and about 3.000 species. The family has two major
dispersion centers, in the Americas and Australia, although these plants can be found

all over the world [10]. The species, Eugenia brasiliensis (E. brasiliensis) Lam is also
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known by the names “grumixama”, “grumixameira” and “cereja-brasileira”. This
species can be found between the Northeast region of Brazil and the pluvial Atlantic
forest of south Brazil, as well as in Santa Catarina state, in the region of Florianopolis,
Brusque, Ibirama, Itajai and Joinville [11].

The family Myrtaceae, particularly the E. Brasiliensis species, presents several
bioactive compounds and, in addition to its fruit being used as food, it is also consumed
for therapeutic purposes, with reports that it displays antidiarrheal and diuretic [12];
antimicrobial [13, 14]; antiinflammatory [15] and antioxidant activities [16, 17].
Flavonoids such as quercetin, rutin, myricetin and galangin can be extracted from the
leaves of this plant, in addition to other phenolic compounds such ascatechin,
gallocatechin, gallic acid [15], triterpenebetulin, a-amyrin, B-amyrin acid, 29-hydroxy-
oleanolic [14] and ursolic acid [18].

Given the high prevalence of HTG [4], and the vast number of diseases,
medicines and environmental factors that can cause to HTG in the population, as well
as the side effects caused by currently available drugs employed for HTG, the search
continues to identify further substances to limit triglyceride levels. Studies regarding
the therapeutic potential of the family Myrtaceae are scarce [14], as such the present
study aimed to determine the in vivo effects of the chronic administration of crude
hydroalcoholic and acetonic extracts of E. brasiliensis on HTG and oxidative stress in a

rat model of HTG induced by the administration of coconut oil.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1 Animals and reagents

Sixty-day-old male Wistar rats (230-280g), obtained from the Univali
University, Itajai, Santa Catarina, Brazil, were used in experiments. The animals were
weaned at 21 days of age. Before experimentation, the animals were housed and
acclimated for 7 days to allow adaptation to the new environment, and were maintained
on a 12 h light/12 h dark cycle at a constant temperature (22+1°C), with free access to
water and commercial chow. The animals were housed 6 per cage and the “Principles
of Laboratory Animal Care” (NIH publication 85-23, revised 1985) were followed in
all experiments. The experimental protocol was approved by the Ethics Committee for

Animal Research of the University of Joinville Region, Joinville, Brazil, under the
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protocol number 002/2015 — PRPPG/CEP. All chemicals were purchased from Sigma
Chemical Co., St Louis, MO, USA.
Environmental conditions, lighting, accommodation and nutrition followed the

recommendations required by the "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals"™.

2.2 Plant material

Leaves from E. brasiliensis were collected in Floriandpolis, Santa Catarina
state, Brazil (27°36'13.65"S, 48°31'14.75"W), in March 2012. Plant material was
identified by Dr. Daniel de Barcellos Falkenberg from the Botany Department of the
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), and a voucher specimen was

deposited in the herbarium FLOR of the same institution under registry number 34675.

2.2.1 Preparation of the extracts of E. brasiliensis

Fresh, whole, young and healthy leaves of the species E. brasiliensis were used
to obtain the extracts. To obtain the crude hydroalcoholic extract (CHE), the plant
material was dried and milled, yielding 1, 813 g of material. This material was
macerated in hydroalcoholic solution (92.8%, w.w™) for seven days. The extract was
filtered and solvent evaporated in a rotary evaporator (below 60°C) coupled with a
vacuum condenser, and concentrated to a reduced volume. After total evaporation of
the solvent, 192.5 g of crude extract was obtained, which represented a yield of 10.62%
plant material. This same procedure was performed for twice more, and after total
evaporation of the solvent, the extract was obtained.

To obtain the crude acetonic extract (CAE), leaves were subjected to an
extraction process in acetone for 5 minutes [19]. After this time, the extract obtained
was filtered and the extract solvent evaporated in a rotary evaporator (temperature
below 60°C) with a condenser under vacuum until complete evaporation to obtain the

extract.

2.3 Experimental protocols

For induction of HTG, the animals received coconut oil at a dose of 2 mL per
day orally (gavage) for 15 days. The amount of coconut oil administered followed the
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protocol established by Jun et al. (2007) [20]. Initially rats were divided into 2 groups
(n=7): Control group: received 1 mL of saline by gavage twice a day (15 days); and
Dyslipidemic group, received 1 mL of coconut oil by gavage twice a day (15 days).

Thereafter, the rats were divided into 14 groups (n=6), as follows: Control
group: received 1 mL of saline by gavage once a day for 15 days and afterwards
received 1 mL of saline by gavage three times a day (totaling 30 days); Dyslipidemic
group: received 1 mL of saline by gavage once a day for 15 days and from then on
received (for 15 days)1 mL of saline by gavage once a day and 1 mL of coconut oil by
gavage twice a day (totaling 30 days); Control treatment group + CHE: received
CHE of E. brasiliensis (50, 100 or 150 mg/kg) by gavage once a day for 30 days and
from the 15" day received 1 mL of saline by gavage twice a day for 15 days (totaling
30 days); Control treatment group + CAE: received CAE of E. brasiliensis (50, 100
or 150 mg/kg) by gavage once a day for 30 days and from the 15" day received 1 mL of
saline by gavage twice a day for 15 days (totaling 15 days); Treatment dyslipidemic-
group +CHE: received CHE of E. brasiliensis (50, 100 or 150 mg/kg) by gavage once
a day for 30 days and from the 15"day received 1 mL of coconut oil by gavage twice a
day for 15 days (totaling 30 days of treatment); Treatment dyslipidemic-group +
CAE: received CAE of E. brasiliensis (50, 100 or 150 mg/kg) by gavage once a day for
30 days and from the 15"day received 1 mL of coconut oil by gavage twice a day for
15 days (totaling 30 days of treatment). Twenty-four hours after the last administration,
animals were sacrificed by decapitation, in the absence of anesthesia, and the blood was
collected and the liver removed for the evaluation of oxidative stress parameters,
triglycerides and histopathological analysis.

The CHE (50, 100 and 150 mg/kg) and CAE (50, 100 and 150 mg/kg) doses were
chosen based on the studies of [21, 22, 23].

2.4 Erythrocyte and plasma preparation

Erythrocytes and plasma were prepared from total blood samples obtained from
rats. Peripheral blood was collected and transferred to heparinized tubes for erythrocyte
separation. Blood samples were centrifuged at 1,000 x g, and the plasma was removed
by aspiration and maintained frozen at —80°C until assay. Erythrocytes were washed

three times with cold saline solution (0.153 mol/L sodium chloride). Lysates were
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prepared by the addition of 1 mL of distilled water to 100 uL washed erythrocytes and

maintained frozen at —80°C until determination of the antioxidant enzyme activities.
For antioxidant enzyme activity determination, erythrocytes were frozen and

thawed three times, and centrifuged at 13,500 x g for 10 min. The supernatant was

diluted in order to contain approximately 0.5 mg/mL of protein.

2.5 Tissue preparation

The liver was removed and kept on ice-cold buffered sodium phosphate (20
mM, pH 7.4, 140 m MKCI). The liver was homogenized in ten volumes (1:10 w/v) of
appropriate buffer, according to the technique to be performed. Homogenates were
prepared using a Potter-Elvehejem homogenizer (Remi motors, Mumbai, India) by
passing 5 pulses and centrifuging at 800 x g for 10 min at 4°C before discarding nuclei
and cell debris. The pellet was discarded and the supernatant was saved in aliquots and
stored at —80°C for assaying the activity of antioxidant enzymes, damage to proteins

and estimation of lipid peroxidation [24].

2.6 Tissue analysis

Briefly, after sacrificing the animals, the livers were removed and fixed in 10%
formalin for 24 hours and then transferred to 70% ethanol solution. The organs were
then passed through solutions with increasing concentrations of alcohol and embedded
in paraffin for routine histology procedures. Sections of 7 um were stained with
hematoxylin and eosin (HE) and observed with an Olympus microscope (Olympus
CX3).Lipid accumulation in hepatic cells was graded on a severity scale ranging from 0
to 5 (0= absent, 1= minimal, 2= mild, 3= moderate, 4= marked, and 5= severe) [25].
This grading was determined with a scale that considered the average extent of the

hepatic lipid inclusions.

2.7 Triglycerides dosage

The dosage of triglycerides was performed using the Triglycerides Liquiform kit

(Labtest). Absorbance was determined by spectrophotometry.
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2.8 Thiobarbituric acid reactive substances (TBA-RS)

TBA-RS were determined according to the method described by Ohkawa et al.
(1979) [26]. TBA-RS methodology measures malondialdehyde (MDA), a product of
lipoperoxidation by hydroxyl free radicals. Briefly, plasma in 1.15% KCI was mixed
with 20% trichloroacetic acid and 0.8% thiobarbituric acid and heated in a boiling
water bath for 60 min. TBA-RS were determined by the absorbance at 535 nm. A
calibration curve was obtained using 1,1,3,3-tetramethoxypropane as the MDA
precursor and each curve point was subjected to the same treatment as that of the
supernatants. TBA-RS content was calculated as nanomoles of MDA formed per

milligram of protein.

2.9 Total Sulfhydryl Content

The total thiol group concentration was determined by the method of Aksenov
and Markesbery (2001) [27]. Briefly, 50 pl of homogenate was added to 1 ml of
phosphate-buffered saline (PBS), pH 7.4, containing 1 mM ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA). The reaction was started by the addition of 30 puL of 10 mM 5,5 -
dithiobis-(2-nitrobenzoic acid) (DTNB) and incubated for 30 min at room temperature
in a dark room. Total sulfhydryl content was determined by measuring the absorbance
at 412 nm. Analyses of a blank (DTNB absorbance) was also performed. Results are

reported as nmol 3-thio-2-nitrobenzoic acid (TNB)/mg protein.

2.10 Catalase Assay (CAT)

CAT activity was assayed by the method of Aebi (1984) [28], using a UV—
visible Shimadzu spectrophotometer. The method used is based on the disappearance of
H,O, at 240 nm in a reaction medium containing 20 mM H,0,, 0.1 % Triton X-100, 10
mM potassium phosphate buffer, pH 7.0, and 0.1-0.3 mg protein/mL. One CAT unit is
defined as 1 pmol of H,O, consumed per minute and the specific activity is calculated

as CAT units/mg protein.

2.11 Glutathione Peroxidase assay (GSH-Px)
GSH-Px activity was measured by the method of Wendel (1981) [29] using tert-

butyl-hydroperoxide as substrate. NADPH disappearance was monitored at 340 nm
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using a UV-visible Shimadzu spectrophotometer. The medium contained 2 mM GSH,
0.15U/mL GSH reductase, 0.4 m Mazide, 0.5 m Mtertbutyl- hydroperoxide and 0.1
mM NADPH. One GSH-Px unit is defined as 1 pmol of NADPH consumed per minute

and the specific activity is presented as GSH-Px units/mg protein.

2.12 Superoxide Dismutase assay (SOD)

The method used to assay SOD activity is based on the capacity of pyrogallol to
autoxidize, a process highly dependent on superoxide (O,"), which is a substrate for
SOD [30]. Briefly, to 15 ul of each sample, 215 ul of a mixture containing 50 uM Tris
buffer, pH 8.2, 1uM EDTA and 30 uM CAT were added. Subsequently, 20 ul of
pyrogallol were added and the absorbance was immediately recorded every 30 seconds
for 3 minutes at 420 nm using a UV-visible Shimadzu spectrophotometer. The
inhibition of autoxidation of pyrogallol occurs in the presence of SOD, whose activity
can be indirectly assayed spectrophotometrically. A calibration curve was performed
with purified SOD as reference, to calculate the activity of SOD present in the samples.
One SOD unit is defined as the amount of SOD necessary to inhibit 50% of pyrogallol

autoxidation and the specific activity is reported as SOD units/mg protein.

2.13 Protein carbonyl Content

Protein Carbonyl content was assayed by a method described by Reznick and
Packer (1994) [31], based on the reaction of protein carbonyls with
dinitrophenylhydrazine to form dinitrophenylhydrazone, a yellow compound that is
measured spectrophotometrically at 370 nm. Briefly, 200 pL of homogenate were
added to plastic tubes containing 400 pL of 10 mM dinitrophenylhydrazine (prepared
in 2M HCI). Samples were kept in the dark for 1 h and vortexed every 15 min.
Subsequently, 500 pL of 20% trichloroacetic acid were added to each tube. The
mixture was vortexed and centrifuged at 14,000 x g for 3 min and the supernatant
obtained was discarded. The pellet was washed with 1 mL ethanol/ethyl acetate (1:1
v/Iv), vortexed and centrifuged at 14,000 x g for 3 min. The supernatant was discarded
and the pellet re-suspended in 600 pL of 6 M guanidine (prepared in a 20 mM
potassium phosphate solution, pH 2.3), before vortexing and incubating at 60°C for 15

min. Samples were then centrifuged at 14,000 x g for 3 min and the supernatant was
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used to measure absorbance at 370 nm (UV) in a quartz cuvette. Results were reported

as carbonyl content (nmol/mg protein).

2.14 Protein determination

Protein was measured by the Lowry et al. (1951) [32], method, using serum

bovine albumin as standard.

2.15 Statistical analysis

Data were analyzed by ANOVA, followed by the Duncan multiple range test,
when the F-test was significant. All analyses were performed using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) software with a PC compatible computer.
Values of p<0.05 were considered to be significant. If not otherwise stated, results are
expressed as mean = SD for seven independent experiments (animals) performed in
duplicate. ***p<0.001, **p<0.01 and *p<0.05, compared to the control group
(Duncan’s multiple range test). For histological analysis, scores were statistically
compared using the Kruskall-Wallis test, followed by the Dunns posttest (Graph Pad

version 5.0). A value of p<0.05 was considered significant.

3. RESULTS

3.1 Effects of the chronic administration of coconut oil on triglyceride levels, lipid
accumulation in hepatocytes and on the parameters of oxidative stress in the blood

and liver of rats

We first investigated the effects of chronic administration of coconut oil on
triglyceride levels, lipid accumulation in hepatocytes and on TBA-RS, total sulfhydryl
content and protein carbonyl contents in the blood and liver of rats. The activities of the
antioxidant enzymes CAT, SOD and GSH-Px were also analyzed. Table 1 shows that
coconut oil significantly enhanced triglyceride levels [T=34.359; p<0.001] in the serum
of treated rats, when compared to the control group.
Histological analysis of the liver showed the presence of lipid vacuoles (as indicated by
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the arrowheads) in hepatocytes of animals treated with coconut oil, which were absent
in the control group (figures 1A and 2A).The statistical analysis demonstrated a
significant increase in the number of lipid inclusions in the livers of animals treated
with coconut oil, when compared to the vehicle-treated groups (figures 1B and 2B). As
can be seen in Table 2, HTG induced by coconut oil enhanced TBA-RS [T=0.657;
p<0.001] and reduced total sulfhydryl content [T=0.068=p<0.001], but did not alter
protein carbonyl content [T=0.266; p>0.05] in the plasma of rats. With regard to the
antioxidant enzymes, HTG reduced the activity of CAT [T= 0.677; p<0.01], but did not
alter SOD [T= 0.005; p>0.05] and GSH-Px [T= 1.205; p>0.05] activities, respectively,
in the erythrocytes of rats, as compared to the control groups. Furthermore, Table 3
shows an increase in CAT activity [T=2.471; p<0.001] and decrease in SOD [T= 0.052;
p<0.001] and GSH-Px activities [T= 3.270; p<0.001], when compared to the control
groups, in the liver of rats. In contrast, HTG induced by coconut oil did not alter TBA-
RS [T= 0.953; p>0.05], total sulfhydryl content [T=0.001; p>0.05] or protein carbonyl
content [T=0.011; p>0.05] in the livers of rats.

3.2 Effects of the chronic administration of E. brasiliensis CHE and CAE on
coconut oil-induced HTG

We then investigated the effects of the chronic administration of CHE (50, 100
and 150 mg/kg) and CAE (50, 100 and 150 mg/kg) obtained from the leaves of E.
brasiliensis on HTG, induced by coconut oil, in the serum of rats. We also verified the
presence of lipid droplets in the hepatocytes of animals by histological analysis. Results
showed that the administration of CHE for 15 days, at doses of 50, 100 and 150 mg/kg,
significantly decreased the levels of serum triglycerides [F(3,25)= 46.011; p<0.001],
when compared to the control group. The 150 mg/kg extract reduced the level of serum
triglycerides to the greatest extent. On the other hand, CAE, at the same concentrations,
did not alter the levels of serum triglycerides [F(3,24)=0.684; p>0.05] (data not shown).
According to Figure 3 (A), CHE administration (50, 100 and 150 mg/kg) for 30 days
prevented the induction of HTG by coconut oil [F(7,40)= 38.040; p<0.001], and this
decrease was more significant at the dose of 150 mg/kg. Consistent with these results,
the administration of CAE (50, 100 and 150 mg/kg) for 30 days [Figure 3(B)] was also
able to prevent the HTG induced by coconut oil [F(7,40)=46.092; p<0.001], and this
decrease was more significant at the concentrations of 100 and 150 mg/kg CAE.

Histological analyses showed a significant decrease in lipid vacuoles in the hepatocytes,
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after treatment with CHE at all the doses tested [Figures 1(A) and 1(B)]. However, HE
staining also identified numerous lipid vacuoles (arrowhead) within the hepatocytes of
animals treated with CAE, especially at the doses of 50 and 100 mg/Kg [Figure 2(A)].
The dose of 150 mg/Kg CAE decreased the lipid inclusions, but this decrease was not
statistically significant [Figure 2(B)].Taken together, these histological findings are
consistent with the biochemical data obtained.

3.3 Effects of the chronic administration of E. brasiliensis CHE and CAE on the
alterations in the blood oxidative stress parameters caused by coconut oil-induced
HTG in rats

We next investigated the effects of the chronic administration of CHE (50, 100
and 150 mg/kg) and CAE (50, 100 and 150 mg/kg), obtained from the leaves of
Eugenia brasiliensis, on the coconut oil-induced alterations in TBA-RS, total sulthydryl
content and CAT activity in the blood of rats. Post hoc analyzes showed that CHE and
CAE per se did not alter TBA-RS levels, total sulfhydryl content or CAT activity in the
blood of rats, when compared to the control groups. Figure 4 shows that the chronic
administration of CHE (A1) and CAE (A2), at doses of 100 and 150 mg/kg, prevented
the increases in TBA-RS levels [F(7,40)=8.022; p<0.001] and [F(7,40)= 6.748;
p<0.001], respectively, caused by coconut oil-induced HTG in the plasma of rats, while
CHE and CAE, at doses of 50 mg/kg, did not prevent these alterations. As can be seen
in Figure 4 (B1), only 150 mg/kg CHE prevented the reduction total sulfhydryl content
[F(7,40)=6.974; p<0.001] caused by coconut oil-induced HTG in the plasma of rats.
Figure 4 (B2) shows that CAE, at doses of 100 and 150 mg/kg, also prevented this
alteration [F(7,40)=5.118; p<0.001]. Moreover, Figure 4 shows that CHE (C1) and CAE
(C2), at doses of 50, 100 and 150 mg/kg, prevented the decrease in CAT activity
[F(7,40)=2.539; p<0.05] and [F(7,40)=7.844; p<0.001], respectively, caused by coconut

oil-induced HTG in the erythrocytes of rats, as compared to the control groups.

3.4 Effects of the chronic administration of E. brasiliensis CHE and CAE on the
alterations in oxidative stress parameters caused by coconut oil-induced HTGin

the livers of rats
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Finally, we investigated the effects of the chronic administration of CHE (50, 100
and 150 mg/kg) or CAE (50, 100 and 150 mg/kg), obtained from the leaves of Eugenia
brasiliensis, on the alterations in liver antioxidant enzymes provoked by coconut oil-
induced HTG in rats. Post hoc analyzes showed that CHE and CAE per se did not alter
the CAT, SOD and GSH-Px activities in the livers of rats, when compared to the control
groups. Figure 5 shows that chronic administration of CHE (Al) and CAE (A2), at
doses of 50, 100 and 150 mg/kg, prevented the increases in CAT activity
[F(7,40)=8.022; p<0.001] and [F(7,40)= 6.748; p<0.001], respectively, caused by
coconut oil-induced HTG in the liver of rats. With regard to the antioxidant enzyme,
SOD, Figure 5 shows that chronic administration of CHE (B1), at doses of 100 and 150
mg/kg, partially prevented the decrease in SOD activity [F(7,40)=12.200; p<0.001];
however, the dose of 50 mg/kg did not prevent this alteration. In contrast, the chronic
administration of CAE (B2), at doses of 100 and 150 mg/kg, was able to prevent the
decrease in the SOD activity [F(7,40)=11.068; p<0.001], when compared to the control
group. Additionally, chronic administration of CHE (figure 5- C1), at a dose of 50
mg/kg, partially prevented the decrease in GSH-Px activity [F(7,40)=10.887; p<0.001],
while 100 and 150 mg/kg CHE totally prevented this alteration. In contrast, chronic
administration of 100 and 150 mg/kg CAE (Figure 5- C2), but not 50 mg/kg, partially
prevented the alteration in GSH-Px activity caused by coconut oil-induced HTG in the
liver of rats [F(7,40)=15.153; p<0.001].

4. DISCUSSION

HTG can caused genetically, but may also be secondary to other diseases, such as
diabetes mellitus, kidney disease and hypothyroidism, or associated with environmental
factors that affect the production and clearance of triglyceride-rich lipoproteins [8].
Additionally, other secondary conditions, including drugs that interact with genetic
factors, can cause HTG. Data in the literature show that high plasma levels of
triglycerides constitute an independent risk factor for the development of
atherosclerosis, type 2 diabetes, metabolic syndrome and chronic degenerative diseases
[5, 33, 34].

Oxidative stress results from an imbalance between the production of ROS and
the cell's ability to mitigate damage through antioxidant pathways or mechanisms that
repair or eliminate damaged molecules. Free radical damage is usually prevented by a

series of enzymatic defenses, such as SOD, GSH-Px and CAT, enzymes that are
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involved in the direct elimination of ROS; and by a series of non-enzymatic quenching
antioxidants, such as vitamin E, A, C, bioflavonoids and carotenoids (35, 2).

As such, the aim of the present study was to investigate the effects of the chronic
administration of crude hydroalcoholic and acetonic extracts of E. brasiliensis on the
HTG and oxidative stress that derives from the in vivo administration of coconut oil in
rats. Results showed that the administration of coconut oil significantly enhanced
triglyceride levels in the serum of treated rats, generating HTG, and leading to the
accumulation of lipid droplets in the hepatocytes of animals. Administration of CHE
for 15 days, at doses of 50, 100 and 150 mg/kg, significantly decreased the levels of
serum triglycerides, where a dose of 150 mg/kg produced the greatest reduction in
serum triglyceride levels. On the other hand, CAE, at the same doses, did not alter the
levels of serum triglycerides. Furthermore, CHE administration (50, 100 and 150
mg/kg) for 30 days was able to prevent the HTG induced by coconut oil; and the
decrease in HTG was more significant at the dose of 150 mg/kg. The administration of
CAE (50, 100 and 150 mg/kg) for 30 days also prevented the HTG induced by coconut
oil and this decrease was more significant at the doses of 100 and 150 mg/kg. Our
results corroborate those of the study by Bongiolo (2008), [36] who showed that
treatment with a hydroalcoholic extract of Eugenia uniflora (500 and 1000 mg/kg)
reduced serum triglyceride levels, suggesting that this hypolipemiant effect was
mediated by the flavonoid quercetin and myricetin present in the extract. Furthermore,
according to Santana (2016) [37] and Kala et al. (2012) [38], other plants of the same
genus, including Eugenia dysenterica and Eugenia flocosa, also showed a significant
reduction in triglycerides.

Histological analyses demonstrate decrease in lipid accumulation in the
hepatocytes of animals treated with CHE at all doses tested, while treatment with CAE
showed a tendency to reduce the lipid droplets only at dose of 150 mg/Kg. Other plants
from the Myrtaceae family, such as Psidium guajava, demonstrated a decreased
number of lipid droplets in the liver cells [39]. In a study by Takahashi et al. (2015)
[40], the treatment of rats with Eucalyptus globules (Myrtaceae) extract led to a
reduction in the hepatic steatosis induced by the excessive ingestion of fructose. These
studies confirm our histological findings, indicating that plants of the Myrtaceae family
may have a beneficial effect on the accumulation of lipids in liver cells. However, more

studies are necessary to elucidate which compounds are responsible for this effect.
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Coconut oil-induced HTG also enhanced TBA-RS and reduced total sulfhydryl
content, but did not alter protein carbonyl content, in the plasma of rats. TBA-RS is a
parameter of lipid oxidation and reflects the amount of malondialdehyde formation, an
end product of membrane fatty acid peroxidation. Studies have shown a relationship
between lipid peroxidation and atherosclerosis; furthermore, HTG is considered a risk
factor for atherosclerosis and is strongly associated with the occurrence of
cardiovascular disease [41, 5, 33]. Studies show that changes in the protein structure
caused by reactive species may result in the fragmentation of polypeptide chains,
modifications in amino acid side the chains, and hence protein damage, leading to loss
of functionality and deleterious effects (42, 43]. Thus, our data indicate that coconut
oil-induced HTG is associated with oxidative damage to lipids and proteins in the blood
of rats. With regard to antioxidant enzymes, HTG reduced the activity of CAT, but did
not alter the SOD and GSH-Px activities, in the erythrocytes of rats. Since oxidative
stress results from an imbalance between the total antioxidant defenses and the reactive
species generated, our present data strongly indicate that coconut oil-induced HTG
provokes oxidative stress in the blood, which induces oxidation of lipids and proteins

and a reduction in CAT activity.

Coconut oil-induced HTG also altered the oxidative stress parameters in the rat
liver, as shown by an increase in CAT activity and decreases in SOD and GSH-Px
activities in the liver of rats. In contrast, coconut oil-induced HTG did not alter TBA-
RS, total sulfhydryl content and protein carbonyl content in this tissue. SOD removes
the anion superoxide by accelerating the rate of its dismutation to hydrogen peroxide
(H20,) [44], while CAT is a ferric heme protein involved in the decomposition of
H.0,. GSH-Px catalyzes the decomposition of H,O, or organic peroxides, and oxidizes
glutathione (GSH), forming glutathione oxidized (GSSG). To complete the redox cycle,
glutathione reductase reduces GSSG to GSH [45]. According to Sanchez-Valle and
colleagues (2012) [46], the liver is the organ that is most susceptible to ROS. As such,
data indicate that coconut oil-induced HTG alters antioxidant defenses in the liver, as
shown by the reductions in SOD and GSH-Px activities and increased CAT activity.
Reduced SOD and GSH-Px enzyme activities increase the levels of superoxide anion
and H,0,, favoring the formation of hydroxyl radicals, which damage lipids, proteins
and DNA. The increase in CAT activity observed may have occurred in order to
compensate the reduction in the activity of GSH-Px, and diminish liver damage.
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Studies have shown that polyphenolic compounds, especially flavonoids,
present bioactive compounds with antioxidant properties that can be used for
therapeutic purposes in diseases such as chronic degenerative diseases, especially
hyperlipidemia, in order to avoid the oxidative damage induced by free radicals and
lipid peroxidation (17, 14). Corroborating the above data, Flores et al. (2012) [16]
reported that E. brasiliensis, employed in the therapy of Chronic Obstructive
Pulmonary Disease (COPD), presents high antioxidant and anti-inflammatory
properties due to the presence of anthocyanins, a subgroup belonging to the flavonoids.
Magina and colleagues (2010) [17] also highlight in vitro antioxidant activities of this
plant, possibly due to the total phenolic and flavonoid contents of the plant’s extracts
and fractions. Also, contributing to the antioxidant and anti-inflammatory actions,
Siebert et al. (2017) [47] reported the presence of the flavonoids quercetin, myricetin,
catechin, isoquercetin, rutin and galangin in the CHE of E. brasiliensis. Regarding the
ethyl acetate fraction of E. brasiliensis, revealed the presence of the compounds

catechin, isoquercetin, galangin and apigenin.

Considering the vast therapeutic potential of E. brasiliensis, we next verified the
effects of the chronic administration of E. brasiliensis CHE (50, 100 and 150 mg/kg)
and CAE (50, 100 and 150 mg/kg)on the effects provoked by coconut oil-induced HTG
on TBA-RS, total sulfhydryl content and CAT activity in the blood of rats. Results
showed that CHE and CAE per se did not alter TBARS levels, total sulfhydryl content
and CAT activity in the blood of rats. Importantly, the chronic administration of CHE
and CAE, at doses of 100 and 150 mg/kg, prevented the increase in TBA-RS levels
caused by coconut oil-induced HTG in the plasma of rats, while CHE and CAE, at a
dose of 50 mg/kg, did not prevent the augmentation in TBA-RS. With regard to the
total sulfhydryl content, 150 mg/kg CHE prevented the reduction in total sulfhydryl
content caused by coconut oil-induced HTG in the plasma of rats, while 100 and 150
mg/kg CAE also prevented the reduction in total sulfhydryl content. Moreover, CHE
and CAE, at doses of 50, 100 and 150 mg/kg, prevented the decrease in CAT activity
caused by coconut oil-induced HTG in the erythrocytes of rats.

Finally, we investigated the effects of the chronic administration of E.
brasiliensis CHE (50, 100 and 150 mg/kg) and CAE (50, 100 and 150 mg/kg) on the
effects provoked by coconut oil-induced HTG on the activities of antioxidant enzymes
in the livers of rats. Results showed that the chronic administration of CHE and CAE in
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rats, at doses of 50, 100 and 150 mg/kg, prevented the increases in liver CAT activity
caused by coconut oil-induced HTG. With regard to the SOD antioxidant enzyme, data
showed that the chronic administration of CHE (100 and 150 mg/kg, but not 50 mg/kg)
partially prevented the decrease in SOD activity, whereas the chronic administration of
CAE (100 and 150 mg/kg) was able to prevent the decrease in SOD activity, when
compared to the control group. Additionally, chronic administration of 50 mg/kg CHE
partially prevented the decrease in GSH-Px activity, while doses of 100 and 150 mg/kg
totally prevented this alteration. In contrast, chronic administration of CAE (100 and
150 mg/kg, but not 50 mg/kg) partially prevented the alteration in liver GSH-Px
activity caused by coconut oil-induced HTG.

In conclusion, this study shows that the chronic administration of coconut oil
causes HTG in rats, in association with oxidative stress in the blood and liver and lipid
accumulation in the hepatocytes. The chronic administration of both extracts (CHE and
CAE) of E. brasiliensis was able to prevent HTG, decreased lipid accumulation in the
hepatocytes, and reduced lipid peroxidation and protein damage in the blood of coconut
oil-induced HTG rats. Furthermore, these extracts also prevented alterations in the
activities of antioxidant enzymes in the blood and liver of these rats. Data indicate that
CHE and CAE, obtained from the leaves of E. brasiliensis, may have hypolipidemic
effects and a high antioxidant capacity, probably mediated by the action of the
flavonoids present in these extracts. However, further studies are necessary to evaluate
whether E. brasiliensis could be useful as a potential adjuvant for the prevention of

HTG and associated oxidative damage.
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Table 1- Effect of chronic administration of coconut oil on triglyceride levels

Groups Triglyceride
Control 87.82 £7.90
Coconut oil 199.42+31.34***

Data are mean = S.D. for seven independent experiments (animals) performed in
duplicate. The results are in mg/dL. Data were analyzed statistically by Students t test.
Different from control, *** p<0.001.

Table 2- Effect of chronic administration of coconut oil-induced HTG on parameters of

oxidative stress in rat blood

Control Group Coconut Oil Group
Analysis

Mean +SD Mean +SD
TBA-RS 2.10 +0.62 3.91+0.69***
(nmol TBA-RS/min.mgprotein)
Sulfhydryl content 16.63+1.70 8.39+1.64***
(nmol TNB/mg protein)
Protein carbonyl content 2.17+0.38 2.19+0.31
(nmol/mg protein)
CAT 7.52+1.13 5.95+0.99**
(units/mg protein)
SOD 6.76 £0.38 6.80 £0.76
(units/mg protein)
GSH-Px 40.56 £5.99 41.39 £ 4.67
(units/mg protein)

Data are mean + S.D. for seven independent experiments (animals) performed in
duplicate. The results are in mg/dL. Data were analyzed statistically by Duncan multiple
range test. Different from control, *** p<0.001; ** p<0.01.
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Table 3- Effect of chronic administration of coconut oil-induced HTG on parameters of
oxidative stress in rat liver

Control Group Coconut Oil Group

Analysis Mean +SD Mean +SD
TBA-RS 6.25+1.32 6.12+1.07
(nmol TBA-RS/min.mgprotein)
Sulfhydryl content 58.84+7.40 54.71+7.56
(nmol TNB/mg protein)
Protein carbonyl content 9.83£1.28 10.01+1.42
(nmol/mg protein)
CAT 6.50+0,87 0.87+1.41***
(units/mg protein)
SOD 5.39+0.49 4.27£0.37***
(units/mg protein)
GSH-Px 25.38+1.91 9.36+1.03***
(units/mg protein)

Data are mean + S.D. for seven independent experiments (animals) performed in
duplicate. The results are in mg/dL. Data were analyzed statistically by Duncan multiple
range test. Different from control, *** p<0.001.
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Figure 2- Histopatological analysis
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Legends to figures

Table 1.Effect of chronic administration of coconut oil on triglyceride levels. Data are mean *
S.D. for 7 independent experiments (animals) performed in duplicate. Results are in mg/dL.

Data were analyzed statistically by Students t test. Different from control, *** p<0.001.

Table 2. Effect of the chronic administration of coconut oilon blood parameters of oxidative
stress in rats. Data are mean + S.D. for7 independent experiments (animals) performed in
duplicate. Results are in mg/dL. Data were analyzed statistically by the Duncan multiple range
test. Different from control, *** p<0.001; ** p<0.01.

Table 3. Effect of the chronic administration of coconut oil on parameters of oxidative stress in
rat liver. Data are mean * S.D. for 7 independent experiments (animals) performed in duplicate.
Results are in mg/dL. Data were analyzed statistically by the Duncan multiple range test.
Different from control, *** p<0.001.

Figure 1. Histology and quantification of lipid accumulation in livers collected after the chronic
administration of crude hydroalcoholic extract of Eugenia brasiliensis (CHE) (n=9).
Micrographs of liver sections with lipid accumulation indicated by arrowheads (A). Treatment
with coconut oil increased lipid inclusions (B). CHE at doses of 50, 100 and 15 Omg/Kg
decreased lipid inclusions when compared to the coconut oil group (B). *** p<0.001 compared
to the saline group, # p<0.05, ### p<0.001 compared with coconut oil group. Scale bar = 1000x.

Figure 2. Histology and quantification of lipid accumulation in livers collected after the chronic
administration of crude acetonic extract of Eugenia brasiliensis (CAE) (n=9). Micrographs of
liver sections with lipid accumulation indicated by arrowheads (A). Treatment with coconut oil
increased lipid inclusions (B). * p<0.05, **p<0.01, *** p<0.001 compared to the saline group.
Scale bar = 1000x.

Figure 3. Effects of the chronic administration of crude hydroalcoholic extract (A) and crude
acetonic extract (B) from the leaves of Eugenia brasiliensis on coconut oil-induced HTG. Data
are mean = SD for 6-7 independent experiments (animals) performed in duplicate. Different
from control, ***p<0.001 (Duncan multiple range test). CHE: crude hydroalcoholic extract;

CAE: crude acetonic extract.

Figure 4. Effects of the chronic administration of crude hydroalcoholic extract (1) and crude
acetonic extract (2) from the leaves of Eugenia brasiliensis on blood TBA-RS (Al and A2),
sulfhydryl content (B1 and B2) and catalase (CAT) (C1 and C2) in rats subjected to coconut oil-

induced HTG. Data are mean + SD for 6-7 independent experiments (animals) performed in
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duplicate. Different from control, ***p<0.001 (Duncan multiple range test). CHE: crude

hydroalcoholic extract; CAE: crude acetonic extract.

Figure 5. Effects of chronic administration of crude hydroalcoholic extract (1) and crude
acetonic extract (2) from the leaves of Eugenia brasiliensis on liver catalase (CAT) (Al and
A2), superoxide dismutase (SOD) (B1 and B2) and glutathione peroxidase (GSH-Px) (C1 and
C2)in rats subjected to coconut oil-induced HTG. Data are mean = SD for 6-7 independent
experiments (animals) performed in duplicate. Different from control, ***p<0.001, # Partial
prevention (Duncan multiple range test). CHE: crude hydroalcoholic extract; CAE: crude

acetonic extract.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou que a administracdo crénica de 6leo de coco
aumentou significativamente os niveis de triglicerideos, dessa forma gerando
um quadro de HTG, e consequentemente, promovendo o acumulo de goticulas
de gordura no figado de ratos com 60 dias de idade. Também causou estresse
oxidativo; uma vez que aumentou os niveis de TBA-RS e reduziu o conteudo
total de sulfidrilas em plasma e diminuiu a atividade da CAT em eritrocitos de
ratos. Aléem disso, aumentou a atividade da CAT e diminuiu a atividade das
enzimas SOD e GSH-Px em figado de ratos. Com isso evidenciamos que a
administracdo crénica de 6leo de coco promoveu peroxidacdo lipidica, dano
proteico e alteracdes na atividade das enzimas antioxidantes; dessa forma
podemos também evidenciar o papel que a HTG exerce sobre a geracdo do
quadro de estresse oxidativo, e consequentemente a alteragcdo da homeostase
corpérea.

Com a administracao cronica dos extratos (EBH e EBA) provenientes
das folhas de Eugenia brasiliensis evidenciamos a capacidade destes na
prevencao do aumento basal dos triglicerideos em todas as dosagens testadas
( 50, 100 e 150 mg/kg) e através da analise histopatoldgica no figado de ratos
verificamos que o EBH apresentou diminuicdo do acimulo de gordura hepética
em todas as concentracfes testadas (50, 100 e 150 mg/kg), ja o EBA néo
demonstrou reducdo das goticulas de gordura nas dosagens de 50 e 100
mg/kg, contudo, a atividade do extrato foi mais pronunciada na dosagem de
150 mg/kg, reduzindo parcialmente as goticulas de gordura. Esses dados
corroboram com nossos achados bioquimicos, onde houve prevencdo do
quadro de HTG gerado pela administracdo de O6leo de coco em ratos.
Considerando os niveis de TBA-RS, a administracéo crénica de EBH e EBA,
nas doses de 100 e 150 mg/kg, impediu o aumento dos niveis de TBA-RS
causado pela HTG, enquanto EBH e EBA, na dose de 50 mg/kg, ndo impediu o
aumento dos niveis de TBA-RS em plasma de ratos. Com relacdo ao contetudo
total de sulfidrilas, que avalia danos proteicos, o EBH, na dosagem de 150
mg/kg, impediu a reducdo do teor total de sulfidrilas causada pela HTG em
plasma de ratos, enquanto 100 e 150 mg/kg de EBA também impediram a

reducdo do teor total de sulfidrilas. Além disso, EBH e EBA, nas doses de 50,
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100 e 150 mg/kg, impediram a diminuicdo da atividade de CAT causada pelo
HTG em eritrdcitos de ratos.

Finalmente, investigamos os efeitos da administragao dos extratos sobre
as alteracbes provocadas pela HTG induzida pelo 6leo de coco sobre as
atividades das enzimas antioxidantes no figado de ratos. Os resultados
mostraram que a administragao cronica de EBH e EBA em ratos, em doses de
50, 100 e 150 mg/kg, impediu o aumento da atividade hepética da CAT
causada pela HTG. Com relacdo a enzima antioxidante SOD, os dados
mostraram que o EBH preveniu parcialmente a diminuicdo da enzima SOD nas
dosagens de 100 e 150 mg/kg, j& na dosagem de 50 mg/kg ndo impediu a
diminuicdo da atividade da SOD, enquanto a administragdo cronica do EBA
(100 e 150 mg/Kg) foi capaz de prevenir a diminuicdo da atividade da SOD,
gquando comparada com o grupo de controle, mas ndo na concentracdo 50
mg/kg. Adicionalmente, a administracéo crénica de 50 mg/kg de EBH impediu
parcialmente a diminuicdo da atividade de GSH-Px, enquanto que doses de
100 e 150 mg/kg impediram totalmente esta alteragdo. Em contraste, a
administracdo cronica de EBA, nas dosagens de 100 e 150 mg/kg, impediu
parcialmente a alteracdo da atividade hepatica da GSH-Px causada pela HTG
induzida por 6leo de coco, jA na dosagem de 50 mg/kg ndo apresentou
prevencao.

Em conclusédo, nossos dados indicam que o EBH e EBA, obtidos a partir
das folhas de E. brasiliensis, apresentam efeito hipolipemiante e elevada
capacidade antioxidante. Esses resultados poderédo contribuir para melhor
consolidacdo das bases de dados dos componentes que possuem acao
farmacoldgica na planta alvo desse estudo. No entanto, Sdo necessarios mais
estudos para avaliar se E. brasiliensis pode ser atil como um adjuvante

potencial para a prevencdo de HTG e danos oxidativos.
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