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CAPITULO 1

EFEITOS DO CHA DE FOLHAS DE GRAVIOLA E DO
SEU COMPONENTE B-SITOSTEROL, EM CONDIGCOES
NORMAIS E DE INGESTAO DE DIETA RICA EM
COLESTEROL E SACAROSE SOBRE 0S PARAMETROS
NUTRICIONAIS, MORFOMETRICOS,
CALORIMETRICOS E GLICEMIA



I. RESUMO

Dietas inadequadas, enriquecidas com carboidratos e lipidios, tém sido responsdveis
pelo desenvolvimento de diversas patologias relacionadas ao estresse oxidativo. Portanto,
atualmente vem crescendo o interesse na descoberta de substincias naturais que possam
atuar como agentes antioxidantes, capazes de conter, ou até mesmo reverter os danos
provocados pelo estresse oxidativo.

O objetivo deste capitulo foi determinar os efeitos do cha de folhas de graviola e do
seu componente [-sitosterol, em condi¢cdes normais e de ingestdo de dieta rica em
colesterol e sacarose sobre os pardmetros nutricionais, morfométricos e calorimétricos,
bem como sobre as concentragdes séricas de glicose.

Foram utilizados 48 ratos machos, adultos, Wistar, divididos em 6 grupos: PC
(controle) que recebeu racdo padrio (DP) e dgua para beber; PA, que recebeu DP e ché de
folhas de Annona muricata (30g/L); PB, DP e beta-sitosterol na 4gua de beber (0,02g/L);
HC, dieta hipercaldrica (DH) e dgua para beber; HA, DH e chd de folhas de Annona
muricata (30g/L); HB, DH e beta-sitosterol na dgua de beber. Apds 42 dias de tratamento,
foi realizada calorimetria indireta, em condicdes alimentado e jejum. Apds 49 dias foi
realizada a glicemia de jejum, o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e o sacrificio dos
animais, sendo coletado o sangue, que foi utilizado para determinagdo da concentracio de
hidroperéxido de lipidio e substancias antioxidantes totais.

A obesidade foi evidenciada nos animais que receberam DH pela elevacdo no peso
final, ganho de peso e indice de Lee, quando comparados aos animais que receberam dieta
padrdo. Animais do grupo HA apresentaram menor circunferéncia abdominal em relacio
aos grupos HB e HC. Houve correlagdo linear positiva entre o peso final e IMC e entre o
peso final e indice de Lee.

Nao houve diferenca na ingestdo alimentar. A ingestdo de liquidos foi maior no
grupo PA em relacdo ao grupo PC e a eficiéncia alimentar foi menor nos grupos que
ingeriram chd de folhas de graviola e B-sitosterol, tanto nos grupos com DP, quanto nos
grupos com DH, em relag@o aos seus respectivos controles. A resposta glicémica foi menor
em animais dos grupos PB e HB em relagédo aos grupos PC e HC, respectivamente. Houve
correlacdo linear positiva entre energia ingerida e peso final.

Animais do grupo HA apresentaram redu¢do na glicemia de jejum em relacdo ao
grupo HC. HB apresentou glicemia de jejum reduzida quando comparado ao PB. HA e HB
apresentaram reducdo na glicemia apds 60, 90 e 120 minutos no TOTG quando

comparados ao HC, bem como elevagdo na glicemia nos 60 e 90 minutos quando
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comparados ao PA e PB. Aos 120 minutos a glicemia dos grupos HA e HB ficou
semelhante a dos grupos PA e PB, respectivamente. Os grupos mantidos com DH
apresentaram maior concentracdo de hidroperdxido de lipidio (HP) e maior porcentagem
de substancias antioxidantes totais (SAT) do que os que receberam DP. B-sitosterol elevou
a procentagem de SAT, tanto no grupo mantido com DP quanto no grupo mantido com
DH.

Apds 42 dias de tratamento, a andlise calorimétrica demonstrou maior oxidacdo
lipidica, tanto por animais que receberam cha de folhas de graviola, quanto por animais
que receberam [-sitosterol, bem como redugdo na oxidacdo de carboidratos e do quociente
respiratério (QR). Além de aumento na taxa metabdlica basal (TMB).

Em conclusdo, a ingestdo de B-sitosterol bem como a de chd de folhas de graviola
atuou como hipoglicemiante em animais que receberam dieta hipercaldrica. p-sitosterol e
ingestdo de chd de folhas de graviola elevaram a oxidacdo lipidica e a TMB, além de
reduzir o QR. Houve, portanto efeitos andlogos entre B-sitosterol e chd de folhas de
graviola. Os resultados obtidos permitiram evidenciar que ingestdo de cha de folhas de
graviola e de seu componente B-sitosterol apresentaram efeitos benéficos nos parametros

analisados.

Palavras chave: cha de graviola, B-sitosterol, dieta hipercaldrica, pardmetros nutricionais e

morfométricos, glicemia, calorimetria.

II. INTRODUCAO

Nao ha ddvidas que a alimentagdo exerce papel fundamental no desenvolvimento de
diversas patologias, e que uma dieta balanceada pode atenuar o surgimento de grande
numero de doencas degenerativas (Bray, 2000).

Estudos em humanos t€ém demonstrado que dietas com elevada concentragdo de
sacarose e frutose podem levar a hipertrigliceridemia pela elevacdo na sintese hepdtica de
acidos graxos (Kok et al., 1996; Putman et al., 1999). Elevada ingestdo de sacarose induziu
aumento na sintese hepatica de triacilglicerol, pela ativagdo das enzimas acetil coenzima A
carboxilase, 4dcido graxo sintetase e da enzima madlica (Sebokova et al., 1996). Estudos
recentes demonstraram que elevada ingestdo de sacarose, em ratos induziu elevagdo no
peso corporal final, e hipertrigliceridemia (Diniz et al., 2005; Ebaid et al., 2006; Novelli et
al., 2007).



Dietas suplementadas com frutose e sacarose induzem alteragdes metabdlicas em
animais, semelhantes as observadas em individuos diabéticos, incluindo anormalidades
vasculares na retina e esclerose glomerular renal (Poulson, 1986). Elevada ingestdo de
frutose induziu hipertrigliceridemia, hipertensao arterial e elevada resisténcia a insulina em
ratos (Bezerra et al., 2001). A hipertrigliceridemia estd freqiientemente associada ao
aumento na resisténcia a insulina (Sebokova et al., 1996) e repetidos episddios de
hiperglicemia pés-prandial, decorrente da elevagdo na resisténcia a insulina, podem induzir
alteracdes vasculares resultando disfung@o pancredtica (Svensson et al., 1996).

E fato conhecido que dietas ricas em lipidios e colesterol induzem obesidade (Hill et
al., 2000), desde que o elevado consumo de lipidios aumenta o apetite e induz hiperfagia
(Friedman, 1998). Por outro lado, a restricdo na ingestdo lipidica e a elevacdo no consumo
de carboidratos podem ser contraproducentes para o controle das alteragdes metabdlicas
que acompanham a obesidade.

O conhecimento da importancia bioldgica das espécies reativas de oxigénio (ERO) e
antioxidantes parece estar iniciando uma nova era no estudo da indugdo de patologias e
manutenc¢do da sadde (Bray, 2000).

Espécies reativas de oxigé€nio, ou radicais livres, sdo essenciais para a sinalizacdo
quimica, detoxificagdo e funcdo imune e, como conseqii€ncia, sdo continuamente
produzidas no organismo (Droge, 2002). Na maior parte das reagdes fisioldgicas, a
producdo de radicais livres é controlada, entretanto, a producdo excessiva desses
compostos, sua exposi¢do a oxidantes externos ou diminuicdo dos mecanismos de defesa
antioxidantes pode resultar em dano no DNA, lipidios e proteinas, caracterizando o
chamado “estresse oxidativo” (Nishyiama et al., 1998). Durante o estresse oxidativo,
espécies reativas de oxigénio, tais como radical superéxido (O, radical hidroxil (OH") e
perdéxido de hidrogénio (H,O;) podem produzir danos nos tecidos, como a peroxidagdo de
lipidios das membranas celulares, chamada lipoperoxidacgao.

Segundo a Hipétese Antioxidante, todas as alteracdes associadas com atividade de
ERO eram indesejdveis e a a¢do de antioxidantes benéfica. O interesse em ERO como
moléculas sinalizadoras na fungéo, proliferacdo e diferenciacio celular alterou essa visio
demasiadamente simples (Astley, 2003).

Os organismos possuem mecanismos de defesa endégenos contra a acdo toxica dos
radicais livres, divididos basicamente em dois grupos: as enzimas de atividade antioxidante
e os antioxidantes ndo-enzimaticos. Os primeiros correspondem principalmente as enzimas

catalase, superéxido dismutase e glutationa peroxidase. Os agentes antioxidantes nao-
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enzimdticos compreendem as substincias antioxidantes totais (SAT), incluindo as
vitaminas C e E (a-tocoferol), beta-caroteno e peptideos ativos representados por
glutationa reduzida (GSH) (Ferrari et al., 1998).

Entretanto, as defesas enddgenas podem ndo ser suficientes para impedir a agdo
deletéria de uma liberacdo elevada de radicais livres (Masalkar et al., 2004). Nessas
condi¢cdes, compostos da dieta, que podem atuar como antioxidantes, podem exercer
efeitos benéficos, aumentando as defesas celulares contra o dano oxidativo (Benzie et al.,
2003).

Alimentos naturais e antioxidantes, derivados de alimentos como vitaminas e
fitoquimicos tem recebido, recentemente, crescente atencdo devido sua fungdo
quimiopreventiva contra danos oxidativos (Lee et al., 1994; Pearson et al., 1997; Root &
Anderson, 2004). Evidéncias epidemioldgicas associam o consumo de dietas ricas em
antioxidantes, direta e indiretamente, com riscos reduzidos para doencas degenerativas
(Weisburguer, 1999; Horvathova et al., 2001; Fredstrom, 2002).

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades € tdo antigo quanto a
espécie humana (Maciel et al., 2002). H4 relatos do uso de plantas antidiabéticas na India
desde o sexto século antes de Cristo (Grover, 2002), geralmente na forma de chas,
obtendo-se um efeito que vém sendo confirmado com o desenvolvimento da pesquisa
cientifica (Carvalho et al., 2005).

Dados etnobotanicos relatam que cerca de 800 plantas com potencial antidiabético,
apresentaram resultados positivos em ensaios experimentais (Grover et al., 2002).

Quanto as substancias isoladas, mais de 200 compostos obtidos de plantas ja
mostraram efeito hipoglicemiante em ensaios farmacoldgicos, alguns destes compostos
podem ter potencial terapéutico, enquanto outros podem produzir hipoglicemia devido a
seus efeitos colaterais ou toxicidade, principalmente hepatotoxidade (Carvalho et al.,
2005).

Entre as intimeras espécies vegetais de interesse medicinal, varios estudos indicam a
Annona muricata Linn. (familia Annonaceae), conhecida popularmente como graviola, a
qual tem raizes, fruto e folhas utilizados na medicina popular em varias regides do mundo
(Pereira et al., 2004; Cetto et al., 2005).

Muitos compostos bioativos e fitoquimicos sdo encontrados na graviola, e varios
estudos tém mostrado acdo hipoglicemiante, hipotensiva, sedativa, antiespasmodica,

vasodilatadora, relaxante do musculo estomacal e atividade citotoxica contra células



cancerigenas a partir dos extratos e chds das folhas, troncos e raizes (Alali et al., 1999;
Adewole et al., 2006).

Andlises fitoquimicas revelaram que as folhas do género Annona sdo constituidas
principalmente de alcaldides, triterpenos, flavonéides, polifendis e taninos (Weniger et al.,
1988; Ospina, et al, 1995) e dentre os componentes isolados, hd um importante
componente, o B-sitosterol (Wu et al., 1995; Chang et al., 1998).

Os fitosterdis, em geral, e particularmente o B-sitosterol v€m sendo considerados
potentes agentes antiinflamatdrios e com atividades antioxidantes e analgésicas (Bouic,
2001; De Jong et al., 2003; Lippiello et al., 2007)

Seria entdo, de grande interesse, trabalhos que associassem o [-sitosterol,
componente ativo no género Annona, com as propriedades fitoterdpicas atribuidas ao cha
de folhas de graviola, tendo em vista a diversidade de usos medicinais atribuidos a esta
planta.

Os objetivos deste trabalho foram determinar os efeitos do cha de folhas de graviola
e do seu componente B-sitosterol, sobre pardmetros morfométricos, metabolismo basal,
glicemia, adiposidade abdominal, calorimetria indireta e marcadores do estresse oxidativo

sérico de ratos tratados com dieta controle e hipercaldrica.

III. MATERIAIS E METODOS
1. ANIMAIS

O protocolo experimental nimero 639 foi aprovado pela Comissio de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, SP, adotado pelo
Colégio Brasileiro de experimentacio Animal (COBEA). Foram utilizados 48 ratos
machos Wistar de 85 dias de idade, peso inicial médio de 396 + 37,27 g. Os animais foram
provenientes do Biotério Central da UNESP “Campus de Botucatu” e transferidos para o
“Laboratdrio de Bioquimica na Experimentagdo Animal”, do Departamento de Quimica e
Bioquimica, IB, UNESP, Botucatu, onde permaneceram durante todo o periodo

experimental.

2. GRUPOS EXPERIMENTAIS
Os animais foram divididos em 6 grupos. Os grupos com inicial P (PC, PA e PB)
receberam dieta padrdo (DP) (Purina Labina, Sdo Paulo, Brasil). Animais dos grupos com

inicial H (HC, HA e HB) receberam ragéo rica em sacarose e colesterol (DH).



Dessa forma os grupos com n=8, foram divididos da seguinte maneira:

e PC - considerado controle, recebendo dieta padrdo e dgua ad libitum;

e PA - receberam dieta padrdo e solugcdo de Annona muricata ad libitum, na
forma de chd. A solugédo foi preparada utilizando-se 30g de folhas por litro de dgua,
fervida, infundida por 15 minutos e posteriormente filtrada (Cetto et al., 2005);

e PB - mantidos com dieta padrdo e para beber receberam solugdo aquosa
com 0,02 g de B-sitosterol/L (Fluka - Sigma - St. Louis, MO, USA) ad libitum,
dissolvido previamente em 1 mL de dlcool etilico 99,8%. A quantidade de B-
sitosterol ofertada em solug@o aquosa foi selecionada por corresponder a mesma dose
encontrada em 30g de folhas de plantas ricas em fitoesterdis (Pegel, 1997);

e HC - recebendo dieta rica em colesterol e sacarose e dgua ad libitum;

e HA - receberam dieta rica em sacarose e colesterol e solugdo de Annona
muricata ad libitum, como no grupo PA;

e HB - recebendo dieta rica em sacarose e colesterol e solucdo aquosa de [3-
sitosterol ad libitum, como no grupo PB
O periodo experimental foi de 49 dias (Diniz et al., 2008; Souza, et al., 2008). A

racdo ofertada para os animais dos grupos HC, HA e HB foi preparada a partir do farelo da
racdo padrio, ou controle (Purina Labina, Sdo Paulo, Brasil), obtida pela trituragdo desta
racdo até formacdo de farelo homogéneo. Para cada 1000 g de farelo de ragdo foram
adicionados 10,86g de colesterol, 1,08g de 4cido coélico, 203,69g de sacarose e 88,26g de
6leo de soja (Reeves, 1997; Quiles et al., 2003). A mistura foi homogeneizada com 2300
mL de dgua quente (inferior a 60° C), e colocada em maquina especifica para formagéo de
“pellets”. Estes foram secos em estufa com ar circulante por um periodo de 24 h, em
temperatura inferior a 70°C. Apds a secagem a racdo foi conservada em camara fria a 6°C.
A validade da racdo preparada era de 3 meses.

A dieta rica em colesterol e sacarose utilizada apresentou 3,71 Kcal/g de energia
metabolizdvel, ou contetido energético, sendo 0,73 Kcal/g proveniente de proteinas, 1,04
Kcal/g de lipidios e 1,93 Kcal/g de carboidratos. A ragdo padrdo utilizada apresentou 3,00
Kcal/g de energia metabolizdvel, ou conteddo energético, sendo 1,06 Kcal/g proveniente
de proteinas, 0,34 Kcal/g de lipidios e 1,60 Kcal/g de carboidratos. As concentracdes de
fibras, umidade, vitaminas e sais minerais foram suficientes para a manutencdo dos
animais experimentais (Bieri et al., 1977). A andlise da composicio das dietas utilizadas

foi realizada no Departamento de Tecnologia de Produtos Agropecudrios da Faculdade de



Ciéncias Agrondmicas e no Departamento de Bromatologia da Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia — UNESP, Botucatu.

A diferenga caldrica entre a ragdo padrdo e a ragdo com colesterol e sacarose foi de 71,12
kcal/100g, ou 0,71kcal/g. O conteudo de lipidios totais na racao padrao era de 3,8g/100g e na
racdo com colesterol e sacarose era de 11,61g/100g (11,86%). A racdo para ratos, contendo
colesterol e sacarose foi considerada hipercalérica. Segundo Quiles e colaboradores (2004),
dietas hipercaldricas apresentam mais de 8% de lipidios. Para Gutman e colaboradores
(1987), dietas hipercaléricas apresentam elevacdo no conteido calérico de 0,45kcal/g em
relacdo a dieta padrio. Segundo Matsuo e colaboradores (1995), dieta hipercaldrica

apresenta elevagdo calorica superior a 0,32kcal/g em relagéo a dieta padrdo.

3. OBTENCAO DAS AMOSTRAS E DETERMINACAO DE MARCADORES DO
ESTRESSE OXIDATIVO

Ap6s 49 dias de tratamento, os animais foram anestesiados. Foi determinado o
comprimento corporal e a circunferéncia abdominal. A seguir, os animais foram
submetidos a eutandsia através da decapitacdo. O sangue foi coletado em tubos de ensaio,
com auxilio de funil. O soro foi separado por centrifugacdo a 3000 rpm e utilizado para
determinacdes do hidroperéxido de lipidio (HP) e das substincias antioxidantes totais
(SAT).

O HP foi determinado através da oxidagdo do Fe®* (sulfato ferroso amoniacal). O
Fe** formado reage com alaranjado de xilenol formando composto colorido (Jiang et al.,
1991). As substancias antioxidantes totais (SAT) foram calculadas através da porcentagem
de inibi¢do na formagdo de HP (Mehmetcik et al., 1997).

As leituras espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotometro Pharmacia
Biotech com temperatura controlada (U/V visible Ultrospec 5000, software Swift II,
974213, Cambridge, England, UK). Todos os reagentes eram de procedéncia Sigma (St.
Louis, MO, USA).

4. PARAMETROS NUTRICIONAIS

A ingestdo alimentar e de liquidos foi controlada diariamente, no mesmo horério
(9:00 as 11:00 horas). Foi ofertada 50g de racdo e 60 mL liquido por animal, diariamente.
O consumo alimentar e de liquidos didrio foi calculado pela subtracdo da ragdo e do

liquido restante, ap6s o consumo ad libitum em 24 horas.



Os animais foram pesados antes do inicio do experimento e semanalmente durante
todo o periodo experimental. Tendo como base o consumo alimentar didrio médio, a
energia da racdo e o ganho de peso, foram calculados os parametros nutricionais (Ebaid et
al., 2006; Novelli et al., 2007):
e Energia Ingerida (Kcal/dia) = consumo didrio médio de ragdo x energia
metabolizavel da racdo

e Eficiéncia Alimentar (EA) (%) = (ganho de peso/energia ingerida)/100

5. DETERMINACAO DO METABOLISMO BASAL E UTILIZACAO DE
SUBSTRATO ENERGETICO

Apés 42 dias do periodo experimental, foram determinados o metabolismo basal, o
consumo de O; (VO,) e a produgdo de CO, (VCO,). A utilizacao de lipidios e carboidratos
como fonte de energia foi obtida através do quociente respiratdrio (QR). As determinagdes
foram realizadas com uso de cidmara metabdlica para sistema respiratério animal (CWE,
Inc, St. Paul, USA), com medidas obtidas em computador através de programa especifico
(software MMX, CWE, Inc., USA), Figura 1. Apds adaptacdo dos animais a camara
metabdlica, Figura 2, a calorimetria indireta foi realizada nos animais apds alimentacdo e
ap6s jejum de 12h, para que no momento da determinagdo o glicogénio muscular e
hepético tenha sido depletado (COMMERFORD et al., 2000). Apds a calibracdo do
equipamento (temperatura e pressdo) cada animal foi colocado na camara metabdlica
permanecendo durante 10 minutos em repouso com fluxo de ar constante. Foram
registrados o consumo de O, (VO,) e a produgdo de CO, (VCO,), permitindo evidenciar as
alteracdes no QR nos grupos experimentais.

Tendo como base os dados da calorimetria indireta (VO,, VCO, e TMB), energia

total ingerida e peso corporal final, foram calculados:

e Consumo de oxigénio pela superficie corporal (mL/h/g0’7) = VO,

(mL/h)/superficie corporal (g*7) (Bray, 1969)

® Quociente respiratério (QR) = Producido de CO, (mL/h)/ consumo de O,
(mL/h) (Labayen et al., 1999)

e (Oxidacdo de lipidios (mg/min) = VO, x (1 — QR)/0,293 x 0,746 (Labayen et
al., 1999)



e (Oxidagdo de carboidrato = VO, x (QR - 0,707)/0,293 x 0,746 (Labayen et
al., 1999)

e Balango energético didrio (kcal/dia) = energia ingerida (kcal/dia) — TMB
(kcal/dia) (Labayen et al., 1999)

OBS: Para a determinagdo da oxidacdo de carboidratos e de lipidios, o0 VO, € medido
em l/min, 1,00 € o QR para a oxidacdo total de carboidrato, 0,707 é o QR para a oxidacdo
total de lipidios, 0,293 € a diferenca entre 1,000 e 0,707; 0,746 € o numero de litros de

oxigénio consumido por g de glicose oxidada.

e

Figura 1. Aparelho de calorimetria indireta com camara metabdlica para sistema
respiratério animal e computador com programa especifico para a obtengdo de medidas

(software MMX, CWE, Inc., USA).

Figura 2. Animais durante a determinagfo da calorimetria indireta na cimara metabdlica

para sistema respiratério animal (CWE, Inc, St. Paul, USA).
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6. DETERMINACAO DO TESTE ORAL DE TOLERANCIA A GLICOSE (TOTG),
DA RESPOSTA GLICEMICA E PARAMETROS MORFOMETRICOS.

Ap6s 49 dias do periodo experimental foi realizado o TOTG. Apds determinacio da
glicemia de jejum (12-14 horas), foi administrada solu¢do aquosa de glicose 20% (2g/Kg)
pela via oral (intra-gdstrica). A glicemia foi determinada com uso de glicosimetro
(Boehringer Mannheim, Eli Lilly, SP,Brasil) no sangue coletado pela cauda, 30, 60, 90 e
120 minutos apds a administracdo de glicose. Tendo como base a concentracdo de glicose
p6s prandial foi calculada a resposta glicEémica dos animais (Wolever et al., 1986; 1991).

Ap6s o TOTG as animais foram anestesiados (pentobarbital sédico 3%, 0,1mL, i.p.).
Foi determinada a circunferéncia abdominal, bem como o comprimento corporal total
(exceto cauda). Estas determinacdes foram usadas para o célculo dos pardmetros
morfométricos, como o indice de massa corporal (IMC) (g/cmz) = peso
corporal/comprimento corporal® (Novelli et al., 2007), o indice de Lee (g/cm) = raiz ciibica
do peso corporal/ comprimento corporal (Bernardis, 1970) e a superficie corporal (peso

corporalo’7) (Novelli et al., 2007).

7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos em média + desvio padrdo. A metodologia
estatistica na comparag@o entre os grupos foi a andlise de varidncia (ANOVA) para o
modelo com dois fatores (dieta e suplementag¢do), complementada com o teste de
comparagdes multiplas de Tukey (Zar, 1999). O nivel de significincia foi de 5% para a
discussao dos resultados (Norman & Streiner, 1994)

As letras utilizadas nas Tabelas s@o referentes as seguintes comparagdes:

-Letras maidsculas: comparagdo entre os grupos com a mesma dieta;

-Letras mindsculas: comparacéo entre os grupos com diferentes dietas;

-Letras distintas: diferenca significante entre as varidveis.

IV. RESULTADOS

Na Tabela 1 estd apresentada a composicdo das ragdes padrdo e hipercaldrica
utilizadas no experimento. Como pode ser observado, houve elevacdo no contetido de
lipidios e carboidratos totais na racio rica em colesterol e sacarose (hipercaldrica), uma vez

que no preparo desta racdo foram adicionados dleo de soja e sacarose. Desde que houve
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acréscimo de 4cidos graxos insaturados e sacarose, a dieta hipercaldrica apresentou
conteudo caldrico de 371,12 Kcal/100g, comparada a dieta padrdo com 300,28 Kcal/100g.

Os animais utilizados iniciaram o estudo com peso inicial médio de 396 + 37,27 g.
Apos sete semanas de tratamento ndo houve diferenga estatistica no peso corporal final
bem como no ganho de peso e no indice de massa corporal (IMC) entre os grupos que
receberam a mesma dieta. Animais que receberam dieta hipercaldrica (DH) apresentaram
maior peso corporal final e ganho de peso, quando comparados aos animais que receberam
dieta padrdo (DP). Animais do grupo HA apresentaram menor circunferéncia abdominal do
que os animais dos grupos HB e HC (Tabela 2). Podemos observar que os grupos que
receberam dieta hipercalérica apresentaram maior indice de Lee e maior superficie
corporal do que os animais que receberam dieta padrdao. O indice de massa corpérea (IMC)
foi maior nos animais do grupo HA quando comparado ao grupo PA e ndo diferiu nos
demais grupos.

Na Figura 3 pode-se observar que houve correlacdo positiva extremamente
significante entre o IMC (g/cm2) e o peso final (g) (r=0,7700 e p<0,01) e também entre o
Indice de Lee e 0 peso final (r=0,9582 e p<0,01) (Figura 4).

Cha de graviola e B-sitosterol ndo modificaram a ingestdo alimentar dos diferentes
grupos. Os grupos que receberam DH tiveram menor ingestao de proteinas comparados aos
grupos que receberam DP. Cha de graviola e [-sitosterol ndo induziram alteracdo na
ingestdo de lipidios e de carboidratos nos animais dos grupos DP e DH. Dieta hipercalérica
aumentou a ingestdo de lipidios e de carboidratos nos animais dos grupos DH, quando
comparados aos seus controles mantidos com DP. Animais dos grupos HC, HA ¢ HB
tiveram a energia ingerida aumentada em relacdo aos grupos PC, PA e PB,
respectivamente (Tabela 3).

A ingestdo de [-sitosterol diminuiu significativamente a resposta glicémica nos
animais dos grupos PB e HB. Animais mantidos com DH apresentaram maior resposta
glicémica do que animais mantidos com DP, em relac@o aos seus respectivos controles. A
eficiéncia alimentar esteve diminuida nos animais que receberam DP em relagdo aos
mantidos com DH, sendo que animais dos grupos PA e PB apresentaram menor efici€ncia
alimentar quando comparados ao grupo PC, o que também pode ser observado nos grupos
HA e HB em relagdo ao grupo HC (Tabela 3).

A ingestdo de liquidos foi maior nos animais do grupo PA em relacdo aos animais do

grupo PC e ndo foi diferente do grupo HA (Tabela 3).
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Foi observada correlagdo positiva extremamente significante entre a energia ingerida
(Kcal/dia) e o peso final (r=0,7607 e p<0,01) (Figura 5).

Na Tabela 4 estdo apresentados os valores da glicemia de jejum, teste oral de
tolerancia a glicose (TOTG), apds 30, 60, 90 e 120 minutos da administracido de glicose,
além da concentracdo de hidroperdxido de lipidio (HP) e da porcentagem de substincias
antioxidantes totais (SAT) no soro dos animais. A glicemia de jejum mostrou-se reduzida
no grupo HA em relagdo ao grupo HC. HA e HB apresentaram menor glicemia ap6s 60,
90 e 120 minutos em relacdo ao grupo HC. Os grupos que receberam DH apresentaram
maior glicemia que os animais que receberam DP apds 30, 60 e 90 minutos. Apds 120
minutos a glicemia ndo diferiu significativamente entre os grupos PA e HA, bem como
entre os grupos PB e HB. Podemos verificar que animais que ingeriram dieta hipercaldrica
apresentaram maior concentragdo de HP e maior porcentagem de SAT do que animais que
ingeriram dieta padrdo. A porcentagem de SAT também esteve elevada nos animais dos
grupos PB em relagdo ao grupo PC e HB em relacdo ao grupo HC.

Na Figura 6 estd apresentada a curva glicémica, representada pela média dos
diferentes grupos.

Na Tabela 5 estdo apresentados os valores da calorimetria indireta, durante o periodo
alimentado, na qual podemos notar que animais que ingeriram dieta hipercaldrica, quando
comparados aos seus respectivos controles, os quais ingeriram dieta padrao, apresentaram
elevacdo no consumo de oxigénio, na producdo de gis carbonico, no VO, especifico (VO,
mL/h/g), no VO, ajustado pela superficie corporal, na oxidacdo de lipidios, na taxa
metabdlica de repouso e diminui¢do no quociente respiratorio. A ingestdo de cha de folhas
de graviola, em animais que ingeriram DH, grupo HA, aumentou o consumo de oxigénio, o
VO, especifico, e o0 VO, ajustado pela superficie corporal. Este mesmo grupo apresentou
reducdo significante no quociente respiratdrio, indicando maior oxidagdo de lipidios nestes
animais, quando comparados ao seu controle, grupo, HC. Grupo HA também apresentou
aumento na taxa metabdlica de repouso em relagdo ao grupo HC.

Animais que ingeriram J-sitosterol apresentaram eleva¢do no consumo de oxigénio,
no VO, especifico e no VO, ajustado pela superficie corporal. Essa diferenca foi
significante em animais que ingeriram dieta padrdo, em relacdo ao grupo PC e embora
tenha sido aumentada, ndo foi significante em animais que ingeriram dieta hipercaldrica,
quando comparados ao grupo HC (Tabela 5).

Beta-sitosterol diminuiu a produgdo de gis carbdnico e o VCO; especifico tanto em

animais mantidos com DP quanto em animais mantidos com DH, em relacdo aos seus
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respectivos controles. A oxidag@o de lipidios, bem como a taxa metabdlica de repouso
estiveram elevadas em animais dos grupos PB e HB, em relacdo aos animais dos grupos
PC e HC, respectivamente. A oxidacdo de carboidratos nao foi detectada nos grupos PB e
HB em relagao aos grupos PC e HC, no periodo alimentado.

Ainda na Tabela 5, podemos observar que o quociente respiratério foi menor em
animais que ingeriram [-sitosterol e dieta padrdo, em rela¢do ao grupo PC e também foi
menor em animais que receberam p-sitosterol e dieta hipercalérica, quando comparados ao
grupo HC.

Na Tabela 6, estdo apresentados os valores referentes a calorimetria indireta,
realizada ap6s o periodo de jejum dos animais. Pode-se notar que tanto em animais que
ingeriram dieta padrdo, quanto em animais que ingeriram dieta hipercaldrica, cha de folhas
de graviola aumentou o consumo de oxigénio, o VO, especifico e o VO, ajustado pela
superficie corporal. Grupos PA e HA também apresentaram menor quociente respiratdrio,
indicando maior utiliza¢do de lipidios como substratos energéticos em relacdo aos grupos
PC e HC, respectivamente. Houve elevacdo na taxa metabdlica basal nos animais dos
grupos PA e HA em relag@o aos grupos PC e HC respectivamente. Animais que receberam
DH apresentaram maior balanco energético do que animais mantidos com DP. O balanco
energético foi menor no grupo HA em relagdo ao grupo HC. A liberacdo de CO, esteve
menor em animais do grupo PA, em relag@o ao grupo PC. Tanto animais que ingeriram cha
de folhas de graviola e DP, quanto animais que ingeriram chd de folhas de graviola e DH
apresentaram menor VCO; especifico em relac@o aos seus respectivos controles.

[B-sitosterol, no periodo de jejum, elevou o consumo de O, em animais dos grupos PB
e HB em relacdo aos seus controles.

Ainda na Tabela 6, podemos observar que durante o jejum, a liberacdo de gas
carbonico foi menor no grupo PB em relagdo ao grupo PC. Animais dos grupos PB e HB
tiveram o VO, especifico elevado em relagdo aos grupos PC e HC, respectivamente. O
VCO, especifico foi menor no grupo HB em relagdo ao grupo HC. Grupos PB ¢ HB
apresentaram elevacio no VO, ajustado pela superficie corporal, na oxidacdo de lipidios e
na taxa metabolica basal em relagdo aos grupos PC e HC, respectivamente.

Durante o jejum, a oxidacdo de carboidratos ndo foi detectada em animais que
ingeriram [-sitosterol, assim como nos demais grupos. O quociente repiratério foi menor
nos animais que ingeriram [-sitosterol, tanto nos mantidos com dieta padrao, quanto nos

grupos que ingeriram dieta hipercaldrica.
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Tabela 1. Composi¢do das racdes padrio e hipercaldrica

Padrao Hipercaldrica
Componentes
g/100g Kcal/100g g/100g Kcal/100g
Proteina 26,52 106,08 18,32 73,28
Lipidio total 3,80 34,20 11,61 104,49
Oleo de soja - - 8,98 80,82
Lipidios saturados 3,80 34,20 2,63 23,67
Carboidrato total 40 160 48,37 193,48
Sacarose - - 20,73 82,92
Fibra 4,42 - 3,05 -
Colesterol - - 1,10 -
Acido célico - - 0,11 -
Outros (*) 25,20 - 17,41 -
Total 100 300,28 100 371,12

(*) Umidade, Vitaminas: (mg/Kg de racio) (A) 25,000 UI; (B;) 8,0 mg; (B2) 30,00 mg;
(Be) 14,0 mg; (B12) 40,0 mcg; (D3) 5,000 UI; (E) 60,0 mg; (K) 6,0 mg; Biotina 80,0 mg;
Niacina 80,0 mg; Acido félico 3,0 mg; Acido pantoténico 50,0 mg, Colina 1200 mg, Sais
Minerais: Zinco 70,0 mg; Cobre 10,0 mg; Iodo 2,0 mg; Manganés 70,0 mg; Cobalto 1,5
mg; Ferro 50,0 mg; Selénio 0,1 mg e L-Lisina 1,2% e Metionina 0,45%. Composi¢do
basica do produto: milho moido, farelo de soja, farelo de trigo, calcdrio calcitico, fosfato
bicdlcico, cloreto de s6dio (sal comum). Composi¢do das dietas determinada no
Departamento de Tecnologia de Produtos Agropecudrios da Faculdade de Ciéncias
Agronomicas e Departamento de Bromatologia da Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia — Unesp, Botucatu.
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Tabela 2. Peso inicial, peso final, ganho de peso total, circunferéncia abdominal,
comprimento, indice de Lee, indice de massa corporal (IMC) e superficie corporal dos
animais do grupo controle, mantidos com racdo padrdo (P) ou hipercalérica (H), sem
suplementac¢do (C), com suplementa¢do nutricional de chd de folhas de Annona muricata
L. (A) e B-sitosterol (B).

Variavel Dieta Grupos
C A B

Peso inicial (g) P 384,55 +3320  383,46+38,27 383,36+38,73
H 396,82+21,41 411,49+41,16  419,13+43,71
Peso final (g) P 436,29427,99°  425,56+38,42%  427,24+36,54°
H 475,14+26,92°  474,38+38,71°  482,79+34,25°

Ganho de peso (g) P 53,86+18,92° 42,10+15,56 43,88+10,96
peso (g H 85,35+14,46°  71,52+1136"  73.96+12.56"
Circunferéncia P 18,25+0,65° 17,75+0,53* 17,88+0,52°
abdominal (cm) H 18,500,465 17,88+0,23A2 19,20+0,66°
Comprimento (cm) P 24,94+0,68" 25,19+0,70° 25,06%0,62°
omprimento ¢ H 25,63+0,44° 25,69+0,70° 26,05+0,68"
fndice de Lee P 5,83+0,27% 5,63+0,42° 5,68+0,37°
H 6,18+0,36" 6,15+0,40° 6,18+0,47°

2 P 0,70+0,03* 0,67+0,05 0,68+0,03*

IMC (g/em’) H 0,72+0,05° 0,72+0,04° 0,710,06*
Superficie P 70,4243,18° 69,17+4,37* 69,37+4,16
P 0.7 H 74.,76%2,99° 74,54+2.53° 74,7843,29°

corporal (g"')

Valores expressos como média + desvio padrdo (p<0,05).
Letras maidsculas: comparagdo entre os grupos com a mesma dieta
Letras mintsculas: comparag¢do entre os grupos com diferentes dietas
Letras distintas: diferenca significante entre as varidveis
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Figura 3. Relacdo linear entre o peso final (g) e o indice de massa corpérea (IMC) (g/cmz)
nos animais alimentados com dieta padrdo, que receberam chd de graviola e B-sitosterol e
animais alimentados com dieta hipercaldrica, que receberam chd de graviola e B-sitosterol.

Valores de r=0,7700 e p<0,01.
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Figura 4. Relagdo linear entre o peso final (g) e o indice de Lee nos animais alimentados
com dieta padro, que receberam chd de graviola e B-sitosterol e animais alimentados com
dieta hipercaldrica, que receberam chd de graviola e B-sitosterol. Valores de r=0,9582 e

p<0,01.
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Tabela 3. Ingestdo alimentar, ingestdo de proteinas, ingestdo de lipidios, ingestdo de
carboidratos, energia ingerida, resposta glicémica, eficiéncia alimentar, ingestdo de
liquidos dos animais do grupo controle, mantidos com racdo padriao (P) ou hipercaldrica
(H), sem suplementagdo (C), com suplementag@o nutricional de ché de folhas de Annona
muricata L. (A) e B-sitosterol (B).

Variavel Dieta Grupos
C A B
Ingestdo alimentar P 22.24+2.06 23,54+1,32 23,71+1,76
(g/dia) H 23,28+1,05 23,43+1,51 24,87+1,92
b b b

Ingestiio de proteinas P 5,784_-0,41a 6,094_-0,34a 6,134_-0,4Sa
(e/dia) H 4,19+0,19 4,22+0,27 4,48+0,35
Ingestiio de lipidios P 0,8210,081 0,8710,051 0,8810,072
(¢/dia) H 2,66+0,12 2,67+0,13 2,79+0,15
Ingestiio de P 8,68+0,81° 9,18+0,51% 9,25+0,69°

. . H 11,06+0,50° 11,1320,52° 11,58+0,59°
carboidratos (g/dia)
Energia ingerida P 66,71%6,19° 70,61£3,95° 71,13+5,27°
(Kcal/dia) H 84,74+3,82° 85,30+5,51° 88,74+4,68°
Resposta glicémica P 21,542,708 22,142,708 15,0043,10"
(mg/dLh) H 32,8+3,705° 34,4043,005° 24,20+3,20°°
Eficiéncia alimentar P 77,74+6,928 58,78+7,70% 60,08+8,89"%
(%) H 100,31+10,03%°  83,6248,53%°  83,62+10,19"°
Ingestio de liquidos P 34,80+3,44™ 39,48+1,78%%  36,7243,13"P*
(mL/dia) H 40,36+4,47° 40,28+3,65° 41,14+4,23°

Valores expressos como média + desvio padrao (p<0,05).
Letras maidsculas: comparacdo entre os grupos com a mesma dieta
Letras mintsculas: comparagdo entre os grupos com diferentes dietas

Letras distintas: diferenca significante entre as varidveis
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Figura 5. Relacg@o linear entre o peso final (g) e a energia ingerida (Kcal/dia) nos animais
alimentados com dieta padrdo, que receberam chd de graviola e [B-sitosterol e animais
alimentados com dieta hipercaldrica, que receberam cha de graviola e B-sitosterol. Valores

de r=0,7607 e p<0,01.
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Tabela 4. Glicemia de jejum, teste oral de tolerdncia a glicose, concentragdo de
hidroperéxido de lipidio (HP) e substincias antioxidantes totais (SAT) dos animais do
grupo controle, mantidos com racdo padrdo (P) ou hipercalérica (H), sem suplementacdo
(C), com suplementagdo nutricional de chd de folhas de Annona muricata L. (A) e B-

sitosterol (B).

Variavel Dieta Grupos
C A B
. P 73,25 £5,20° 70,00+11,56° 73,63+3,58"
Jejum Ba Aa ABa
H 74,50 +9,94 63,25+7,36 66,00£6,00
) P 78,25+11,63° 85,38+12,89° 84,75+8,78"
30 minutos H 109,00+11,55°  102,53+12,39° 98.5046,12°
_ P 81,88+12,28° 88,38+12,02° 86,63+8,00°
60 minutos H 118,50+11,30%°  101,13+9,52%°  101,75+10,25"°
P 78,61+9,78* 82,63+49,58" 83,13+5,84°
90 minutos H 106,88+5,385° 92,63+4,96"° 91,75+3,06°
120 minutos P 77,97+6,1148 75,31+8,86% 79,06+5,36
H 99,00+3,708° 87,50+6,414% 89,88+2,90"
P 8.40+0,60" 8,17+0,24 8.67+0,26"
HP (nmol/mL) H 9,12+0,63" 9,11+0,53 9,52+0,58"
SAT (%) P 10,31+3,254 9,59+2,70" 15,51+3,2752
H 17,35+2,574° 19,58+3,114° 23,26+3,718°

Valores expressos como média + desvio padrao (p<0,05).
Letras maidsculas: comparacdo entre os grupos com a mesma dieta
Letras mintsculas: comparagdo entre os grupos com diferentes dietas

Letras distintas: diferenca significante entre as varidveis
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Figura 6. Curva glicémica dos animais do grupo controle, mantidos com racdo padrao (P)

ou hipercalérica (H), sem suplementacdo (C), com suplementacdo nutricional de chd de

folhas de Annona muricata L. (A) e B-sitosterol (B).
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Tabela 5. Oxigénio inspirado (VO,), gds carbdnico expirado (VCO,), VO,/g de peso
corporal, VCO,/g de peso corporal, VO,/superficie corporal, oxidacdo de lipidios,
oxidacdo de carboidratos, quociente respiratério (QR, VCO,/VQ,), taxa metabdlica de
repouso (TMR) e relacdo TMR/peso corporal, no estado alimentado dos animais do grupo
controle, mantidos com racdo padrao (P) ou hipercalérica (H), sem suplementacdo (C),
com suplementagdo nutricional de chd de folhas de Annona muricata L. (A) e B-sitosterol

(B).

Variavel Dieta Grupos
C A B
VO, (mL/min) P 2,4240,55* 2,84+0,50* 3,77+0,47%
H 3,86+0,314° 4,77+0,798° 4,53+0,54"°
) P 2.42+0,055 2,410,045 2,33+0,02¢
VCO; (mL/min) H  2.48+0,004%°  2.48+0,005" 2.47+0,012%°
VO,/peso corporal P 0,31+0,07% 0,36+0,07** 0,47+0,06
(mL/h/g) H 0,48+0,03° 0,59+0,09%° 0,56+0,0748°
VCOa/peso corporal P 0,31+0,01%* 0,31+0,01%* 0,29+0,003%
(mL/h/g) H  0,31+0,002%* 0,310,003 0,30+0,003"B°
VO fici | P 1,95+0,45% 2,260,428 2,98+0,375%
supertiae corporal g 3 (840,24 3,7740,63 3,580,458
Oxidacdo de lipidios P 1,120,744 1,68+0,90 4,010,845
(mg/min) H 3,500,784 5.35+1,63% 5.23+1,37%
Oxidacdo de P 1,91+0,97 1,19+0,77 -
carboidratos (mg/min) H - - -
P 0,88+0,108° 0,79+0,118° 0,66+0,07°
QR H 0,65+0,05% 0,54+0,094* 0,55+0,06™
P 0,72+0,134¢ 0,82+0,124¢ 1,0420,1152
TMR (Kcal/hora) H 1,07+0,074° 1,270,145 1,2240,138°
IMR/ | P 0,04£0.006%  0,04+0,006*" 0,05£0,005™
peso corpora H  0,0540,003*"  0,05+0,03 0,0620,018°

Valores expressos como média + desvio padrdo (p<0,05).

Letras maidsculas: comparagdo entre os grupos com a mesma dieta
Letras mintsculas: comparagdo entre os grupos com diferentes dietas
Letras distintas: diferenca significante entre as varidveis; (-) Valor nio detectado
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Tabela 6. Volume de oxigénio inspirado (VO;), volume de gas carbdnico expirado
(VCO,), VO,/g de peso corporal, VCO,/g de peso corporal, VO, na superficie corporal,
oxidacdo de Lipidios, oxidacdo de Carboidratos, quociente respiratério (QR, VCO,/VO,),
taxa metabodlica basal, relacio TMB/peso corporal e balango energético, apds jejum dos
animais do grupo controle, mantidos com racdo padrdo (P) ou hipercalérica (H), sem
suplementac¢do (C), com suplementagdo nutricional de cha de folhas de Annona muricata

L. (A) e B-sitosterol (B).

Variavel Dieta Grupos
C A B
VO, (mL/mi P 3,35+0,63" 3,83+0,65° 3,94+0,358
2 (mL/min) H 3,29+0,74% 4.,50+1,008 4.52+0,74"
. P 2,44+0,0185 2,34+0,063"* 2,33+0,047
VCO; (mL/min) H 2.43+0.0174  2.48+0,009%°  2.48+0,005"
P 0,40+0,07* 0,49+0,07° 0,49+0,04°
VO(mL/h/g) H 0.41£0,09* 0.55+0, 14 0.5640,09°
P 0,31+0,00352 0,30+£0,003°  0,31+0,0035°
VCO; (mL/h/g) H 03140.003%  0.29+0.006*  0.29+0,002*
VO, fici | P 2,84+0,3% 3,32+0,198 3,15+0,238
superficie corpora H 2.63+0,59" 3,64+0,89" 3,57+0,6°
Oxidacdo de lipidios P 2,32+1,58% 4,171,33" 4,05+1,06°
(mg/min) H 2.36+1,46% 4,91+2,01® 4,85+2,038
Oxidacao de P } } -
carboidratos (mg/min) H - - -
QR P 0,71+0,09® 0,59+0,07% 0,61+0,07*
H 0,71+0,09® 0,55+0,114 0,58+0,10*
P 1,00+0,09* 1,12+0,06" 1,10+0,06"
TMB (Kcal/hora) H 0,92+0,19% 1,25+0,23" 1,19+0,19®
TMB/peso corporal P 0,05+0,008"* 0,06+0,003°  0,06+0,005"
H 0,05+0,01 0,06+0,01 0,06+0,01
P 44,71+4.,48° 43,64+3,95 46,01+4,14

Balanco Energético
(Kcal/dia)

Valores expressos como média + desvio padrdo (p<0,05).

H 62,58+3,825°

55,09+3,96°

60,18+4,685°

Letras maidsculas: comparagdo entre os grupos com a mesma dieta
Letras mintsculas: comparag¢do entre os grupos com diferentes dietas
Letras distintas: diferenca significante entre as varidveis; (-) Valor nio detectado
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V. DISCUSSAO

Este trabalho avaliou, pela primeira vez, os efeitos da ingestdo do cha de folhas de
graviola (Annona muricata Linn) e do seu componente [-sitosterol, sobre pardmetros
morfométricos, metabolismo basal, glicemia, adiposidade abdominal, calorimetria indireta
e marcadores de estresse oxidativo sérico em ratos tratados com dieta controle e
hipercaldrica. As condi¢des gerais dos animais apresentaram-se normais durante o periodo
experimental.

A ingestdo de dieta hipercaldrica proporcionou um aporte de energia que excedeu os
gastos energéticos do organismo, fato que resultou a elevacdo do ganho de peso o que foi
associado a elevada caloria da dieta hipercaldrica (3,71 Kcal/g), comparada a dieta padrio
(3,00 Kcal/g) (Tabela 1).

Animais que ingeriram dieta hipercaldrica apresentaram maior ganho de peso e peso
final do que animais que ingeriram dieta padrdo (Tabela 2).

Embora os carboidratos representem importantes constituintes energéticos, a
observacdo de que dieta com baixa concentra¢do de carboidratos poderia ser usada na
prevenc¢do de danos cardiovasculares (Kenchaiah et al., 2002; Pereira et al., 2003; Carmona
et al., 2009; Novelli et al., 2009), levou muitos individuos a utilizarem alimentacdo com
baixo teor de carboidratos e elevada concentrag@o de proteinas.

A procura de nutri¢do ideal levou ainda a chamada dieta vegetariana (Bergan et al.,
1980; Tricopoulou et al., 2000). No entanto, a ingestdo de sacarose e, conseqiientemente,
frutose tem crescido, principalmente pelo aumento no consumo de refrigerantes, cereais
matinais, condimentos e sobremesas adocadas com sacarose e xarope de milho (Elliot et
al., 2002).

De maneira geral, quando a energia ingerida excede o gasto energético, o excesso de
energia € depositado como gordura, caracterizando a obesidade (lossa et al., 2003).
Considerando desta maneira simplista, desde que obesidade é observada quando a energia
ingerida excede o gasto energético, intuitivamente a perda de peso seria obtida quando a
ingestdo caldrica fosse menor que o gasto energético, independentemente dos componentes
da dieta. Entretanto, a variacdo nos componentes da dieta, além do contetido calérico, bem
como o numero de refei¢des didrias influenciam consideravelmente o ganho de peso
(Acheson, 2004) e os parametros metabdlicos a ela associados (Faine et al., 2002; Diniz et

al., 2002).
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Estudos recentes reportaram que dieta rica em lipidios produziu aumento no peso
corporal depois de oito semanas de tratamento, comparado com o grupo que recebeu dieta
padrdo, demonstrando que maior energia ingerida, quando comparado ao grupo controle
contribui para o surgimento de obesidade (Hill et al., 2000; Kim et al., 2005).

Animais que ingeriram dieta hipercaldrica apresentaram maior consumo de lipidios e
de carboidratos e menor consumo de proteinas, do que animais que ingeriram dieta padrao.
Estes fatos foram associados a modificagdes nos componentes da dieta hipercaldrica. A
dieta hipercaldrica utilizada quando comparada a padrdo, continha quantidades elevadas de
lipidios e de carboidratos, bem como redugdo no conteiido de proteinas (Tabela 1).
Segundo Reeves (1997) ratos adultos necessitam de 14% de proteina para a manutengdo do
peso e desenvolvimentos normais. A dieta hipercaldrica apresentava 18,32% de proteina,
nio sendo, portanto, hipoproteica. Além do acréscimo de colesterol (1,10g/100g), foram
também acrescentados 20,73g/100g de sacarose e 8,98g/100g de Sleo de soja. E evidente
que além da elevacdo na caloria, a dieta hipercaldrica utilizada apresentou alteragdo nos
macronutrientes (Tabela 1).

Dietas ricas em energia podem antecipar os efeitos da idade no ganho de peso, na
forma de gordura, tanto em humanos quanto em roedores jovens (lossa et al., 2003).
Estudos prévios em nosso laboratério demonstraram que dieta rica em carboidratos leva a
alteracdes metabdlicas como aumento do ganho de peso corporal, do indice de massa
corporal (IMC), indice de Lee e da superficie corporal de animais (Faine et al., 2002; Ebaid
et al., 2006; Diniz et al., 2008). De fato, houve correlacdo positiva entre energia ingerida e
peso final (Figura 5).

As andlises do ganho de peso corporal, peso final, indice de Lee e superficie corporal
demonstraram que o chd de folhas de graviola e o seu componente, B-sitosterol, ndo
induziram alteracdes nestes pardmetros, tanto nos animais com dieta padrio como na
hipercalérica (Tabela 2). O que demonstra que tanto o cha quanto o B-sitosterol ndo agiram
sobre a preven¢do do ganho de peso, discordando de algumas publicagdes anteriores, as
quais reportaram que o chd € utilizado por algumas popula¢des como agente emagrecedor
(Dickel et al., 2007; Agra et al., 2008).

HA apresentou menor circunferéncia abdominal do que animais dos grupos HC e
HB. A menor circunferéncia abdominal pode ser um indicativo de melhora no perfil
lipidico. Individuos com elevada circunferéncia abdominal apresentaram maiores riscos

para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Solati et al., 2004).
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Embora ndo tenha sido observada elevacdo no IMC em animais que ingeriram dieta
hipercaldrica, estes animais apresentaram aumento no indice de Lee e na superficie
corporal, independente da ingestdo de chd de graviola e o seu componente, [3-sitosterol.
Desde que a elevacdo do indice de Lee (Bernardis, 1970) é um dos pardmetros utilizados
para caracterizar obesidade, pode-se afirmar que a dieta hipercalérica induziu obesidade.

Embora a ingestdo alimentar ndo tenha diferido significantemente entre os grupos,
animais que ingeriram dieta hipercalérica apresentaram maior ingestdo energética. A
eficiéncia alimentar foi maior nos animais dos grupos HC, HB e HA em relagéo aos grupos
PC, PA e PB, respectivamente, demonstrando que animais alimentados com dieta
hipercalérica tiveram melhor aproveitamento de componentes caldricos da dieta. Fato
interessante pode ser observado na Tabela 3, onde pode-se observar que animais que
ingeriram cha de folhas de graviola e B-sitosterol apresentaram menor eficiéncia alimentar,
tanto nos grupos que ingeriram dieta padrdo, quanto nos grupos que ingeriram dieta
hipercalérica, quando comparados aos seus respectivos controles € mesmo assim nao
apresentaram reducdo no peso corporal. Nota-se que houve correlagdo positiva entre o
IMC e o peso final (Figura 3) e entre Indice de Lee e peso final (Figura 4).

Alguns estudos indicam que o chd de folhas de graviola possui ac@o diurética (Heide,
1992; Bipat et al., 2008). Este fato pode ser associado, a elevagdo na ingestdo de liquidos
pelos animais do grupo PA em relacdo aos animais do grupo PC (Tabela 3). Sabe-se que o
controle do balanco hidrico se da através de um sistema integrado complexo, que envolve a
entrada e o débito de dgua no organismo. O Hormonio Antidiurético (ADH), o sistema
renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e o mecanismo da sede permitem a manutencio
do equilibrio hidroeletrolitico e da constancia da osmolalidade plasmatica. Elevacdes
minimas da osmolalidade sdo percebidas imediatamente pelos osmorreceptores, e mais
tardiamente pelos barorreceptores, desencadeando um processo que resulta no estimulo da
secrecdo do ADH e na ativagdo do mecanismo da sede (Naves et al., 2003).

Interessante efeito da ingestdo de dieta hipercaldrica foi associado a alteragdo na
resposta glicEmica, que foi significantemente elevada nos animais mantidos com esta dieta,
quando comparados aos que receberam dieta padrio.

A elevagdo na glicemia pode ela prépria induzir o estresse oxidativo. Glicose pode
reagir ndo enzimaticamente com grupos amino terminais de proteinas, ou de lisina através
de uma reacdo denominada glicosilagdo. Tal reacdo, gerando inicialmente cetoamia e
posteriormente hemiacetal, pode alterar as estruturas fisicas e propriedades fisioldgicas das

proteinas. A glicosilacdo ndo enzimdtica e auto-oxidacdo da glicose induzem a formacao
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de perdxido de hidrogénio. Deste modo, auto-oxidagdo da glicose pode constituir
importante fator para o estresse oxidativo (Galhardi et al., 2004; Di Muzio et al., 2006). Na
Tabela 4, podemos observar que animais mantidos com dieta hipercaldrica apresentaram
maiores concentragdes de hidroperéxido de lipidio (HP), independentemente da elevacio
na concentragdo das substincias antioxidantes totais (SAT), o que indica elevacdo do
estresse oxidativo nesses animais.

A anélise da glicemia de jejum e do TOTG (Tabela 4) demonstrou que a houve
reducdo na glicemia jejum nos animais que ingeriram chd de folhas de graviola e dieta
hipercalérica, quando comparado ao seu controle, grupo HC. Estes resultados sio
concordantes com estudos que apontam o efeito hipoglicemiante do chd de folhas de
graviola. Em estudo realizado em 1974, no Ceard, com 15 espécies de plantas utilizadas
para o diabetes, graviola mostrou efeito antidiabético mais potente que a cloropropamida
(Braganga, 1996). Outro estudo observou efeito benéfico em ratos submetidos ao diabetes
experimental, induzido pela estreptozotocina (Adewole et al., 2006).

No presente trabalho, podemos observar, que animais que ingeriram dieta
hipercalérica e receberam chd de folhas de graviola e animais que receberam dieta
hipercaldrica e PB-sitosterol, grupos HA e HB respectivamente, apresentaram reducido na
glicemia apds 60, 90 e 120 minutos em relagdo ao grupo HC. Demonstrando que tanto o
cha quanto o B-sitosterol foram eficazes na redugdo da glicemia em animais submetidos a
dieta hipercaldrica, pois diminuiram a utilizacdo da glicose. A glicemia esteve aumentada
em animais que ingeriram dieta hipercaldrica quando comparados aos animais que
ingeriram dieta padrao, ap6s 30, 60 e 90 minutos, no entanto, apds 120 minutos, cha de
folhas de graviola e B-sitosterol normalizaram a glicemia de animais que ingeriram dieta
hipercaldrica, ndo havendo diferencas significantes entre estes animais e os dos grupos PA
e PB, respectivamente.

E notdrio o fato que dieta rica em carboidratos induz aumento na lipogénese hepitica,
culminado na elevagdo na trigliceridemia tendo papel critico no desenvolvimento de
resisténcia celular a insulina e hiperinsulinemia compensatéria (Voet et al., 2000; Novelli,
2005). A partir de estudos experimentais com animais transgé€nicos, foi demonstrado que o
aumento de dcidos graxos circulantes contribui fundamentalmente para o desenvolvimento
de resisténcia a insulina e hiperinsulinemia compensatdria (Poornima et al., 2006).

O consumo de B-sitosterol diminuiu a resposta glicémica nos animais dos grupos PB
e HB quando comparados aos seus respectivos controles, PC e HC (Tabela 3). O que

demonstra que o [B-sitosterol agiu de forma benéfica na resposta insulinica, deste modo
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reduzindo a resposta glicémica tanto em animais com dieta padrdo, quanto em animais com
dieta hipercaldrica.

Animais que receberam [-sitosterol apresentaram eleva¢do na concentracdo das
substancias antioxidantes totais (Tabela 4). Os efeitos benéficos do beta-sitosterol podem
ser associados a propriedades antioxidantes. Estudos recentes apontam a associagdo entre
hiperglicemia e estresse oxidativo (Ebaid et al., 2006; Poornima et al., 2006).

Sabe-se que a absor¢do e a liberacdo de componentes da dieta na corrente sanguinea,
realizada pelos enterdcitos intestinais, envolve um processo complexo que ¢é influenciado
pelo estado fisioldgico destas células. Situagdes de persistente desequilibrio redox, devido
ao excesso de oxidantes, ou reducdo nas defesas antioxidantes tém sido associadas a
inimeras alteragdes gastrointestinais (Rivabene et al., 2001). Em condi¢des de estresse
oxidativo ocorre comprometimento entre a absor¢do e a liberagdo sanguinea de compostos
dietéticos pelos enterdcitos, havendo um desequilibrio no ajuste metabdlico na utilizagdo
da glicose, incorporada pelo sistema de co-transporte Na'-glicose (Shimizu et al., 1997).
Deste modo, na presenca de agentes redutores seria esperada uma regulacio precisa entre a
absorcdo e liberacdo dos componentes dietéticos pelas células intestinais. Parece provavel
que cha de folhas de graviola e seu componente B-sitosterol, prevenindo o estresse
oxidativo em animais que ingeriram dieta hipercaldrica, permitiram a manutencdo do
equilibrio entre energia ingerida e utilizagdo de glicose, reduzindo, assim, a glicemia.

Como podemos observar na Tabela 4, dieta rica em sacarose e colesterol induziu
aumento nas concentracdes séricas de hidroperéxido de lipidio (HP), se compararmos aos
animais que ingeriram dieta padrdo. Animais que ingeriram DH apresentaram maiores
concentracdes de substincias antioxidantes totais (SAT) em relacio aos seus respectivos
controles, os quais ingeriram dieta padrdo. Apesar dos animais dos grupos PB e HB ndo
terem apresentado modificagdes significantes no HP, B-sitosterol elevou as SAT nestes
grupos, em relacdo aos grupos PC e HC respectivamente.

Estudos em nosso laboratério t€m demonstrado que alguns antioxidantes isolados de
plantas reduziram significativamente os niveis de glicose sanguinea em animais com
elevada ingest@o de carboidratos (Souza et al., 2008; Ebaid et al., 2006).

Os efeitos benéficos do chd de folhas de graviola e do seu componente -sitosterol,
na glicemia e no TOTG (Figura 6), também podem ser evidenciados através da andlise
calorimétrica. Calorimetria indireta € uma forma ndo invasiva e bastante precisa de se
determinar o metabolismo energético, através deste método € possivel determinar a taxa de

utilizacdo de substratos energéticos na presenca de O, e liberagdo de CO; pela andlise do ar
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inspirado e expirado pelos pulmdes (Diener, 1997; Mourdo et al., 2005). No presente
trabalho, para que fosse evidenciado o efeito da dieta padrdo e da dieta hipercaldrica, foi
realizada a calorimetria com os animais alimentados (Tabela 5) e também em jejum
(Tabela 6). Esta tdltima andlise é feita para se evitar a influéncia de possiveis reservas
energéticas, como o glicogénio hepético.

O VO, corresponde a quantidade de oxigénio consumido, o VCO; a quantidade de
gds carbdnico produzido por grama de substrato metabdlico oxidado no organismo. O VO,
especifico e o VCO, especifico permitem comparar o consumo de oxigénio e producio de
gds carbOonico em diferentes espécies e tecidos animais, desde que refletem
especificamente as trocas gasosas associadas a oxidacdo de nutrientes em relagdo ao seu
peso corporal (Brito, 2004). O quociente respiratério (QR=VCO,/VO,) é empregado para
determinar o tipo de substrato que estd sendo oxidado pelo organismo em estudo. A
reducdo no QR indica maior utilizacdo de lipidios como substrato energético (Wahrlich &
Anjos, 2001; Schneider & Meyer, 2005).

A redugdo no quociente respiratério no grupo HA, comparado ao HC, no periodo
alimentado, indicou que houve elevacdo na oxidagcdo de lipidios nestes animais, em
detrimento da oxidacdo de carboidratos (Tabela 5). Desde que a oxidagcdo de lipidios
requer maior consumo de oxigénio, houve elevagdo no VO, ajustado pela superficie
corporal nestes mesmos animais (Tabela 5).

Animais que receberam chd de folhas de graviola e dieta hipercaldrica apresentaram
elevacdo do VO, especifico, da taxa metabdlica basal, da relacdo taxa metabdlica
basal/peso corporal, da oxidacdo de lipidios e menor oxidagdo de carboidratos, comparado
ao grupo HC.

Animais do grupo PB apresentaram aumento no VO, e diminui¢do no VCO, quando
comparados ao grupo PC e animais do grupo HB apresentaram menor produgio de CO, em
relacdo ao grupo HC. A maior utilizagdo de oxigénio na oxidagdo de lipidios relaciona-se a
maior quantidade de ATP produzida pela oxidagdo de 4cidos graxos em relagdo a
carboidratos, bem como o fato que 4cidos graxos (CH3-(CH;)n-COOH), apresentam baixa
concentragdo de oxigénio por molécula, em comparagdo com carboidratos (C¢H;,0¢) (Voet
et al., 2000). Deste modo, a oxidacdo de lipidios requer proporcionalmente maior consumo
de oxigénio, e menor liberacdo de gis carbonico, o que pode ser observado na Tabela 5.

Desde que carboidratos sdo polihidroxi-aldeidos ou polihidroxi-cetonas, apresentam
estruturalmente um oxigénio por carbono. Portanto, o consumo de apenas um oxigénio

externo, é necessario para formacio de uma molécula de CO; no processo de oxidacdo de
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carboidratos. Animais que receberam [-sitosterol apresentaram menor QR tanto no grupo
que ingeriu dieta padrdo quanto no grupo que ingeriu dieta hipercaldrica, comparados aos
seus respectivos controles.

[-sitosterol elevou o VO, especifico, a taxa metabdlica de repouso e a oxidagdo de
lipidios, reduzindo a oxidacdo de carboidratos, tanto em animais que ingeriram dieta
padrdo quanto em animais que ingeriram dieta hipercaldrica, comparados aos seus
respectivos controles. Estudos prospectivos mostraram que uma taxa metabdlica basal
relativamente baixa e uma baixa oxidagdo de lipidios em relacdo aos carboidratos induziu
ganho de peso (Weyer et al., 2000).

Uma caracteristica da indugdo de obesidade em animais por dieta rica em lipidios € a
diminui¢do da atividade simpdtica, que resulta em diminui¢do da taxa metabdlica basal.
Porém, ndo estd claro como a redugdo da atividade simpatica atua no sistema nervoso
central durante o desenvolvimento da obesidade (Kim et al., 2005). O balango energético,
na calorimetria, reflete a relacido entre energia absorvida da dieta e energia utilizada pelo
organismo (Labayen, et al., 1999). O elevado balango energético nos animais com dieta
hipercaldrica (Tabela 6) indicou que a energia ingerida excedeu o gasto energético para as
fungdes vitais, disponibilizando maior quantidade de energia que os animais mantidos com
dieta padrdo, para ser convertida em estoque de lipidios. Deste modo, o aumento de peso
em animais mantidos com DH ocorreu devido elevacdo no balango energético, ou seja, o
organismo disponibilizou maior quantidade de energia para o estoque no tecido adiposo.

Independente do tipo de dieta é evidente que a suplementacdo com [-sitosterol
induziu modificacio no substrato utilizado para obtengdo de energia, elevando
consideravelmente a oxidagdo de lipidios. O cha de folhas de graviola também apresentou
tal efeito em animais que ingeriram dieta hipercaldrica.

A anélise da calorimetria apds jejum (Tabela 6) demonstrou resultados semelhantes
aos observados no estado alimentado, embora a oxidac¢do de carboidratos ndo tenha sido
detectada em nenhum dos grupos experimentais, demonstrando que apds o jejum, oS
animais nio possuiam reservas de carboidrato a serem oxidadas.

A andlise da resposta calorimétrica, durante o periodo alimentado, demonstrou
efeitos andlogos entre cha de folhas de graviola e B-sitosterol em condi¢des de ingestdo de
dieta hipercaldrica. J4 no periodo de jejum, a resposta calorimétrica ao cha de folhas de
graviola e de seu componente B-sitosterol, tanto em animais que ingeriram dieta padrdo

quanto animais que ingeriram dieta hipercaldrica foram semelhantes. Nestas condicdes,
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houve reducdo na oxidag@o de carboidratos e aumento no aproveitamento de lipidios como
fonte energética.

Em conclusdo, animais que receberam DH apresentaram estresse oxidativo, visto que
apresentaram maior concentragcdo de HP. [-sitosterol e chd de graviola atuaram como
hipoglicemiantes em animais que receberam dieta hipercaldrica, aumentaram a oxidacio
lipidica e TMB, além de reduzir o QR. Estes resultados indicam efeitos andlogos entre o -

sitosterol e o cha de folhas de graviola.
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CAPITULO 2

PERFIL LIPIDICO SERICO, METABOLISMO
ENERGETICO E ESTRESSE OXIDATIVO MIOCARDICO:
ACAO DO CHA DE GRAVIOLA E DE SEU COMPONENTE

B-SITOSTEROL EM ANIMAIS SUBMETIDOS A
INGESTAO DE DIETA PADRAO E DE DIETA RICA EM
SACAROSE E COLESTEROL



L.LRESUMO

Inimeras condi¢Ges patoldgicas estdo associadas ao estresse oxidativo e dislipidemias.
Essas alterages desenvolvem-se lentamente tornando-se manifestas quando clinicamente
instaladas. As doencgas cardiovasculares sdo freqiientemente associadas com déficit
energético e, em muitos casos sdo acompanhadas por desordens lipidicas.

O objetivo do presente capitulo foi determinar os efeitos do cha de folhas de graviola
e do seu componente B-sitosterol em condi¢cdes normais e de ingestdo de dieta rica em
colesterol e sacarose sobre as alteracdes no perfil lipidico sérico e no metabolismo
energético e estresse oxidativo do tecido cardiaco

Foram utilizados 48 ratos machos, adultos, Wistar, divididos em 6 grupos: PC
(controle) que recebeu racdo padrio (DP) e dgua para beber; PA, que recebeu DP e cha de
folhas de Annona muricata (30g/L); PB, DP e beta-sitosterol na 4gua de beber (0,02g/L);
HC, dieta hipercaldrica (DH) e dgua para beer; HA, DH e cha de folhas de Annona
muricata (30g/L); HB, DH e beta-sitosterol na dgua de beber. Apds 49 dias foi realizado o
sacrificio dos animais onde o sangue e o cora¢do dos animais foram coletados para as
determinagdes bioquimicas.

Os resultados demonstraram que a dieta rica em sacarose e colesterol (DH) induziu
dislipidemia. O consumo de chd ou P-sitosterol foram eficazes na normalizacdo da
lipidemia de animais mantidos com DH, visto que a concentragéo sérica de colesterol total
foi menor nos grupos HA e HB em relagdo ao grupo HC. Tanto o cha quanto o B-sitosterol
elevaram HDL-colesterol e diminuiram LDL-colesterol, nos animais estudados.

Nao foram observadas diferencas significantes no peso do coracdo e na relacio peso
do coragdo/peso final. A concentracdo miocdrdica de proteina total ndo foi diferente entre
os animais com a mesma dieta. Também nao foram observadas diferencgas na concentracio
de glicose livre e no glicogénio cardiaco, entre os grupos. Animais do grupo HA
apresentaram menores concentragdes de triacilglicerol do que o grupo HC. Nido houve
diferenga significante nas atividades das enzimas catalase e superéxido dismutase. Grupo
HA apresentou maior atividade da enzima glutationa peroxidase em relacéo ao grupo HC.

A atividade da NADH oxidorredutase foi maior no grupo HA se comparado ao grupo
HB. Nido foram observadas diferengas significantes na atividade da ATP sintetase
(ATPase) entre os grupos.

Concluiu-se que a elevada ingestdo de dieta hipercaldrica foi capaz de promover

alteracdes na lipidemia e tanto o chd quanto o B-sitosterol foram eficazes na melhora do
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petfil lipidico, demosntrando seu potencial na preven¢do de doencas cardiovasculares. Cha
de folhas de graviola foi capaz de reduzir as concentragdes de triacilglicerol no miocéardio,
indicando efeitos benéficos no tecido cardiaco em condi¢des de ingestio de dieta

hipercaldrica.

Palavras chave: cha de graviola, B-sitosterol, dieta hipercaldrica, dislipidemia, coragdo.

IL. INTRODUCAO

Nas dltimas décadas as doengas cardiovasculares (DCV) passaram a ser a principal
causa de morbimortalidade nos paises desenvolvidos e também em segmentos cada vez
mais crescentes dos paises em desenvolvimento (Djoussé et al., 2003; Kerner et al., 2003;
Novelli, 2005). A doenga aterosclerdtica é responsavel por aproximadamente cinqiienta por
cento das mortes em paises ocidentais (Araujo et al., 2005) e, no Brasil, cerca de 300.000
pessoas por ano sdo vitimas dessa doenga (Costa & Silva, 2005).

Dentre os fatores determinantes para as DCV, destacam-se as dislipidemias, ja que
elevadas concentragdes de triglicérides plasmadticos, colesterol total e da lipoproteina de
baixa densidade (LDL), associados a diminui¢do nos valores de lipoproteina de elevada
densidade (HDL), aumentam a probabilidade do desenvolvimento dessas enfermidades
(Abuja & Albertini, 2001; Costa & Silva, 2005; Magalhdes et al., 2005; Novelli, 2005).

Deste modo, estudos dos fatores de risco da doenca cardiovascular t€m grande
importancia na prevengdo e tratamento desta enfermidade.

Nos dtltimos anos tem sido observada elevagdo na incidéncia de danos
cardiovasculares em varios paises, resultante da inadequada ingestdo alimentar e obesidade
(Colombo et al., 2003). Virias observagdes realizadas desde a década de 70 demonstraram
claramente a relacdo entre hdabitos alimentares e a incidéncia de doencas cronico-
degenerativas e mortalidade por DCV (Krummel, 2005; Martinez et al., 2005; Novelli,
2005; Root & Anderson, 2004).

Foi observado que ratos suplementados com dietas ricas em sacarose mostraram
elevagdo dos niveis plasmaticos de colesterol total e elevagdo nos niveis das LDL, com
conseqiiente elevacdo na relacdo LDL/HDL, demonstrando assim, o efeito deletério da
suplementagdo dietética com sacarose sobre o sistema cardiovascular (Roberts et al.,
2001).

Depres (2001) sugeriu que elevacdo na relacio LDL/HDL quando associada a
elevacdo no triacilglicerol sérico resultava no agravamento e elevacdo dos riscos para
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doenca cardiovascular. Este estado dislipidémico, onde hé elevagdo na relacio LDL/HDL
em conjunto com hipertrigliceridemia tem sido caracterizado como dislipidemia
aterogénica. Entretanto, como em individuos com hipertrigliceridemia a concentragcdo de
VLDL € encontrada em niveis mais elevados, a dislipidemia aterogénica pode, de maneira
simples e eficiente ser calculada através da relacdo entre os niveis de triacilglicerdis e as
concentracoes de HDL (Depress, 2001). Niveis elevados de triacilgliceréis sao
correlacionados de forma linear com a incidéncia de infarto do miocardio (Fung et al.,
2002).

O coragio participa do processo de manutengéo das atividades dos diferentes tecidos,
bombeando quantidade de sangue capaz de suprir as necessidades do organismo. Para
desempenhar este papel, é necessario que suas propriedades bésicas, ejecdo e enchimento,
reguladas pela freqiiéncia de batimentos cardiacos, e processos metabdlicos estejam
funcionando adequadamente (Cicogna et al., 1999). Deste modo, alteragcdes metabdlicas
podem contribuir consideravelmente para a disfuncdo cardiaca (Opie, 1992; Voet et al,
2000). O estresse oxidativo tem sido associado a disfungdo cardiaca observada em
processos de isquemia e reperfusdo (Taylor et al., 2003), insuficiéncia cardiaca congestiva
(Keith et al., 1998; Choudhary & Dudley, 2002) e no envelhecimento (Kakatta & Sollott,
2002).

A associagdo do estresse oxidativo com doengas cardiovasculares tem elevado a
procura de agentes antioxidantes naturais (Serra-Majem et al., 2003). Antioxidantes sdo
substincias capazes de prevenir os efeitos deletérios da oxidacdo, inibindo o inicio da
lipoperoxidacdo, seqiiestrando radicais livres e/ou quelando fon metdlicos (Abuja &
Albertini, 2001).

Em sistemas aerdbicos, € essencial o equilibrio entre agentes oxidantes e o sistema de
defesa antioxidante. Os principais componentes do sistema de defesa antioxidante no
organismo s@o as enzimas antioxidantes (catalase, superoxido dismutase e glutationa
peroxidase) e a glutationa, as quais estdo envolvidas na reducdo das espécies reativas de
oxigénio e perdxidos produzidos em organismos vivos assim como na detoxificacdo de
certos compostos de origem exdgena, tendo entdo, acdo primdria na manutencdo da
homeostase. Além das enzimas antioxidantes, os antioxidantes dietéticos favorecem o

equilibrio entre a producdo e eliminagao dos radicais livres (Alia et al., 2003) (Figura 1).
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Figura 1. Acdo do sistema antioxidante endégeno no combate as espécies reativas de
oxigénio. SOD (superdxido dismutase); GSH (glutationa reduzida); GSSG (glutationa
oxidada); GSH-Px (glutationa peroxidase).

Na tentativa de reduzir os efeitos da ingestdo de dietas desbalanceadas, tem sido
observado aumento no consumo de plantas, especialmente na forma de chds (Carvalho et
al., 2005; Lans et al., 2006; Taufner et al., 2006). As plantas medicinais e seus derivados
consistiram durante muito tempo a base da terapéutica e, atualmente, cerca de 25% dos
farmacos utilizados sdo de origem vegetal, enquanto 50% s@o de origem sintética, mas
relacionados aos principios ativos isolados de plantas medicinais (Da Silva e Filho, 2002).
O uso de extratos de plantas, com efeito terapéutico em indmeras doengas tem aumentado
nos ultimos anos, principalmente nos paises em desenvolvimento, por tratar-se de método
acessivel e de baixo custo (Rodrigues et al., 2003; Doyama et al., 2005).

Os fitosterdis desempenham nos vegetais fungdes andlogas ao colesterol nos tecidos
animais. Acredita-se que competem com o colesterol no momento da absorcdo intestinal,
reduzindo, portanto, a concentracdo plasmadtica deste (Rique et al., 2002; Rasmussen et al.,
2006; Guderian et al, 2007). Este efeito na redugdo do colesterol indica uma melhora na
protecdo do sistema cardiovascular (Kojima et al., 2003; Castelli et al., 2006). Dessa
forma, o consumo de f-sitosterol, bem como de chd de folhas de graviola poderiam inibir
as alteragdes cardiovasculares causadas pelo consumo de dietas ricas em colesterol e

sacarose.
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Os objetivos deste capitulo foram determinar os efeitos do cha de folhas de graviola e
do seu componente B-sitosterol, em condi¢des de ingestdo de dieta padrio e de ingestdo de
dieta rica em colesterol e sacarose, sobre as alteracdes no perfil lipidico sérico, no

metabolismo energético e estresse oxidativo do tecido cardiaco.

III. MATERIAIS E METODOS
1. ANIMAIS

O protocolo experimental niimero 639 foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, SP, adotado pelo
Colégio Brasileiro de experimentacdo Animal (COBEA). Foram utilizados 48 ratos
machos Wistar de 85 dias de idade, peso inicial médio de 396 + 37,27g. Os animais foram
provenientes do Biotério Central da UNESP “Campus de Botucatu” e transferidos para o
“Laboratdrio de Bioquimica na Experimentagdo Animal”, do Departamento de Quimica e
Bioquimica, IB, UNESP, Botucatu, onde permaneceram durante todo o periodo

experimental.

2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos em 6 grupos. O grupo PC (n=_8) foi considerado controle
e recebeu dieta basal (Purina Labina, Sdo Paulo, Brasil) e dgua ad libitum. Animais do
grupo PA (n=8) receberam dieta basal e solu¢do de Annona muricata ad libitum, na forma
de cha. A solugdo foi preparada utilizando-se 30g de folhas por litro de dgua, fervida,
infundida por 15 minutos e posteriormente filtrada (Cetto et al., 2005). Animais do grupo
PB (n=8) foram mantidos com dieta basal e para beber receberam solu¢do aquosa com 0,02
g de B-sitosterol/L. de 4gua, dissolvido previamente em ImL de élcool etilico 99,8%. A
quantidade de B-sitosterol ofertada em solugdo aquosa foi selecionada por corresponder a
mesma dose encontrada em 30g de folhas de plantas esterdides e foi determinada segundo
Pegel (1997).

Os animais do grupo (HC, n=8) foram mantidos com racdo rica em sacarose e
colesterol e dgua ad libitum. Animais do grupo (HA, n=8) e (HB, n=8) receberam racédo
rica em colesterol e sacarose e para beber, receberam chd de Annona muricata e solugio de
[-sitosterol, respectivamente. O periodo experimental foi de 49 dias (Diniz et al., 2008;
Souza, et al., 2008).

A ragdo ofertada para os animais dos grupos HC, HA e HB foi preparada como

descrito no capitulo 1 (pagina 7).
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3. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Apo6s 49 dias de tratamento, os animais foram anestesiados (pentobarbital sédico 3%,
0,1 mL, i.p.) e submetidos & eutandsia através da decapitacdo. Os animais estavam em
jejum no momento do sacrificio. O sangue foi coletado em tubos de ensaio, com auxilio de
funil. O soro foi separado por centrifugacdo a 3000 rpm e utilizado para determinacgdes das
concentragcdes das proteinas totais (Lowry et al., 1951), triacilglicerol, colesterol total,
lipoproteina de elevada densidade (HDL-colesterol) (CELM diagnéstico, Companhia de
Equipamentos de Laboratério Moderno, Sao Paulo, Brasil).

As concentragdes de lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL-colesterol) foram
determinadas através do cdlculo de Friedewald et al (1972). A lipoproteina de densidade
baixa (LDL-colesterol) foi isolada através da precipitacdo (CELM diagnéstico, Companhia
de Equipamentos de Laboratério Moderno, Sdo Paulo, Brasil) e suspensdo do precipitado
em hidréxido de sédio (Scoccia et al., 2001). A LDL-colesterol foi determinada através da
quantificagdo do colesterol no precipitado ressuspenso (Jiang et al., 1991).

As leituras espectrofotométricas foram realizadas no espectrofotdmetro Pharmacia
Biotech com temperatura controlada (U/V visible Ultrospec 5000, software Swift II,
974213, Cambridge, England, UK). Todos os reagentes eram de procedéncia Sigma (St.
Louis, MO, USA).

4. OBTENCAO DE AMOSTRAS E DETERMINACOES BIOQUIMICAS NO
TECIDO CARDIACO

Imediatamente apds o sacrificio, o coragdo foi removido, lavado em solugédo salina
gelada (NaCl 0,9%) e amostras de 200mg do ventriculo esquerdo (VE) foram armazendas
em freezer a -86°C.

Para determinag@o dos contetidos de glicogénio (Roehrig & Allred, 1974) e glicose
livre, as por¢des de 200 mg do tecido cardiaco de cada animal foram pesadas e
homogeneizadas na propor¢do 200mg/SmL. O homogeneizado foi centrifugado a 3000rpm e
o sobrenadante utilizado para a determinag@o da glicose livre. Apds tratamento com 3.5 U de
amiloglicosidase (Sigma) foi determinada a concentracio de glicose liberada. A
concentragdo de glicogénio foi obtida subtraindo-se as concentracdes de glicose livre das
respectivas concentragdes de glicose liberadas. O triacilglicerol miocardico foi quantificado

segundo método de Bligh & Dier (1959).

43



Amostras de 200mg do VE foram homogeneizadas em Potter Elvehjem, com pistilo de
teflon, com 5 mL de tampao fosfato de sédio 0,1M. pH 7.0. Os homogeneizados foram
centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos, em centrifuga refrigerada a -4°C. Os
sobrenadantes foram utilizados para determinagdes de proteinas e marcadores do estresse
oxidativo. Os precipitados contendo os fragmentos de membrana mitocondrial, foram
ressuspensos em tampdo fosfato de sédio contendo sacarose e EDTA (Cassina & Radi,
1996), sendo utilizados para determinacdo das atividades do complexo respiratério I
(NADH oxidoredutase) (Desai et al., 1996). A producgdo de ATP foi quantificada através
da ATP sintetase (ATPase) (Pullman et al., 1960; Cassina & Radi, 1996).

5. ANALISE DO ESTRESSE OXIDATIVO

A andlise do estresse oxidativo foi realizada através das atividades das enzimas
superdxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase, bem como das concentra¢des de
hidroperéxido de lipidio (HP) e substincias antioxidantes totais (SAT) no musculo
cardiaco.

O hidroperdxido de lipidio foi determinado através da oxidag¢do do Fe®* (sulfato
ferroso amoniacal). O Fe®* formado reage com alaranjado de xilenol formando composto
colorido (Jiang et al., 1991). As substincias antioxidantes totais foram calculadas através
da porcentagem de inibicdo da formagdo de HP (Mehmetcik et al., 1997).

As atividades da catalase (CAT, E.C.1.11.1.6.) foram determinadas em tampao
fosfato pH 7,0, utilizando-se 0,5mL de amostra e peréxido de hidrogénio (30%). As
leituras espectrofotométricas foram realizadas a 240nm (Aebi, 1974).

As atividades da superéxido dismutase (SOD, E.C.1.15.1.1.) foram determinadas
através da alteracdo na reducdo do nitroblue-tetrazélico (NBT) pelos radicais superdxido,
gerados pela mistura NADH e fenazina metassulfatos em pH fisiologicos (Ewing &
Janero, 1995).

A atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px, E.C.1.11.1.9.) foi determinada
através da oxidacdo em presenca de peréxido (Nakamura et al.,1974). A mistura de reacéo
foi formada por tampdo fosfato de sédio pH 7,0, NADPH, NaN;, EDTA e glutationa

reduzida.

6. ANALISE DO METABOLISMO ENERGETICO NO MUSCULO CARDIACO
O metabolismo energético foi analisado através das concentragdes de glicogénio,
glicose livre e do triacilglicerol, importantes substratos energéticos, bem como do
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transporte de elétrons através da cadeia respiratéria e formagdo de ATP (trifosfato de
adenosina). No misculo cardiaco foi determinada a atividade do complexo respiratério 1
(NADH oxidoredutase). Para andlise da producido de ATP foi quantificada a ATP sintetase
(ATPase).

A atividade do complexo respiratério I foi analisada pela oxidagdo do NADH pela
ubiquinona-1, em tampao fosfato contendo EDTA (Desai et al., 1996).

A atividade da ATPase foi avaliada através do sistema regenerador de ATP. A
formacdo de piruvato a partir de fosfoenolpiruvato foi determinada a 340nm, pela oxidagio
do NADH na presencga de piruvato quinase e lactato desidrogenase (Pullman et al., 1960;

Cassina & Radi, 1996).

7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos em média + desvio padrdo. A metodologia
estatistica na comparag@o entre os grupos foi a andlise de varidncia (ANOVA) para o
modelo com dois fatores (dieta e suplementagdo), complementada com o teste de
comparagdes multiplas de Tukey (Zar, 1994). O nivel de significincia foi de 5% para a
discussido dos resultados (Norman & Streiner, 1994)

As letras utilizadas nas Tabelas s@o referentes as seguintes comparagdes:

-Letras maidsculas: comparagdo entre os grupos com a mesma dieta;

-Letras mindsculas: comparacdo entre os grupos com diferentes dietas;

-Letras distintas: diferenca significante entre as variaveis.

IV. RESULTADOS

Na Tabela 1, podemos observar que ndo houve diferenca significante na
concentracdo de proteina total sérica entre os grupos PC, PA e PB, bem como entre os
grupos HC, HA e HB. O grupo HB apresentou elevacdo na proteina total, em relagdo ao
grupo PB.

Nao houve diferenca significante nas concentracdes de colesterol total entre os
grupos PC, PA e PB. Animais mantidos com DH (dieta hipercaldrica) e cha de folhas de
graviola, grupo HA e animais mantidos com DH e B-sitosterol, grupo HB, apresentaram
menores niveis de colesterol total do que o grupo HC. Os grupos que receberam DH
apresentaram maior concentracio de colesterol total, quando comparados aos grupos que

receberam DP (dieta padrdo).

45



Animais que receberam [-sitosterol, tanto os mantidos com DP, quanto os mantidos
com DH apresentaram elevacdo na concentragdo de HDL-colesterol, quando comparados
aos seus respectivos controles. Animais que receberam chd de folhas de graviola e dieta
hipercalérica, grupo HA, apresentaram elevacdo na concentracdo de HDL-colesterol,
quando comparados ao grupo HC.

Nao foi observada diferenca estatistica nas concentragdes de VLDL-colesterol e
triacilglicerol (TG) entre os grupos com a mesma dieta. No entanto, animais que ingeriram
DH apresentaram maior concentracdo de VLDL-colesterol e de TG do que animais que
ingeriram DP.

Foi observada elevagdo na LDL entre os animais que ingeriram dieta hipercaldrica
quando comparados aos animais mantidos com dieta padrdo. No entanto, animais que
receberam P-sitosterol apresentaram reducdo na LDL, tanto o grupo PB quanto o grupo
HB, quando comparados aos grupos PC e HC, respectivamente. Animais que ingeriram
chd de folhas de graviola e dieta hipercaldrica apresentaram reduc¢do na concentragdo de
LDL em relacdo ao grupo HC.

Ainda na Tabela 1 podemos observar que a relacio HDL/TG foi maior nos grupos
PB e HB em relagio aos grupos PC e HC, respectivamente.

Nas Tabelas 2 e 3 estdo apresentados os resultados das determinagdes realizadas no
tecido cardiaco. Pode-se observar que nao houve diferenca significante no peso do coracio
e na relacdo peso do corag@o/peso final entre os animais. A concentragdo de proteina total
ndo foi diferente entre os animais com a mesma dieta. Também ndo foram observadas
diferencgas nos estoques de glicose livre e no glicogénio cardiaco, entre os grupos. Animais
que ingeriram dieta hipercaldrica e cha de folhas de graviola, grupo HA, apresentaram
menor triacilglicerol no coragdo, do que o grupo HC. Embora a concentracido de
hidroperéxido de lipidio (HP) tenha sido elevada nos animais do grupo PA, este grupo
apresentou maior porcentagem de substincias antioxidantes totais (SAT) em relacdo ao
grupo PC. A relagdo HP/SAT nido foi diferente entre os grupos.

Nao houve diferenga significante nas atividades das enzimas catalase e superdxido
dismutase (SOD) (Tabela 3). Administragdo de chd de folhas de graviola em animais
mantidos com dieta hipercaldrica, grupo HA, elevou a atividade da enzima glutationa
peroxidase (GSH-Px), em relacdo ao grupo HC. Animais mantidos com dieta hipercaldrica
apresentaram menor atividade da enzima GSH-Px do que animais mantidos com dieta

padrdo.
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Ainda na Tabela 3, podemos observar que a atividade da NADH oxidorredutase foi
maior no grupo HA se comparado ao grupo HB. Nao foram observadas diferencas
significantes na atividade da ATP sintetase (ATPase) entre os grupos.

Nao houveram diferencas significantes nas realgdes HP/SOD e HP/Catalase. Grupo
HA apresentou menor relacio HP/GSH-Px do que os grupos HC e HB. A relagio NADH
oxidase/ATPase foi menor nos animais que ingeriram [-sitosterol e dieta padrdo, grupo PB
em relacdo ao seu controle, grupo PC e ndo foi diferente nos grupos que ingeriram dieta

hipercaldrica.
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Tabela 1. Proteina total, colesterol total (CT), HDL-colesterol (HDL-C), VLDL-colesterol
(VLDL-C), LDL-colesterol (LDL-C), triacilglicerol (TG) e relacgio HDL-
colesterol/triacilglicerol (HDL/TG) no soro dos animais do grupo controle, mantidos com
racdo padrdo (P) ou hipercalérica (H), sem suplementacdo (C), com suplementacio
nutricional de cha de folhas de Annona muricata L. (A) e B-sitosterol (B).

Variavel Dieta Grupos
C A B
Proteina total (g/dL) P 6,77i0,61;‘ 6,69J_r0,71: 6,97J_r0,22;‘
H 7,92+0,69 7,22+0,82 7,84+1,07
P 66,27+8,42° 59,68+6,28" 66,43+8,53°
CT (mg/dL) H 144,12+13,728"  125,56+16,08"®  116,53+9,69""
P 37,35+6,09° 45,36+9,89B2 52,80+9,60°°
HDL-C dL »29=0, ’ ’ s ;
(mgfdL) H 35,77+6,46™ 41,39+5,66%* 43,744,828
P 7,14+1,32° 7,09+1,49° 6,58+1,36"
VLDL-C(mg/dL) H 14714223 14,29+2,73" 13,132,49°
LDL-C (mg/dL) P 21,78+6,98™  13,17£7,05"™  11,51%7,50™
H 93,18+12,09%°  68,87+11,24"° 60,80+9,614°
P 35,70+6,59° 35,45+7,43% 32.91+6,81°
TG (mg/dL) H 73.,56+11,14 71,43+13,66 65,65+12,47°
Ab ABb Bb
HDL/TG P 1,08J_r0,29Aa 1,3110,34ABa 1,51J_ro,25Ba
H 0,45+0,06 0,560,11 0,63+0,11

Valores expressos como média + desvio padrao (p<0,05).
Letras maiudsculas: comparacdo entre os grupos com a mesma dieta

Letras mintsculas: comparagdo entre os grupos com diferentes dietas

Letras distintas: diferenca significante entre as varidveis
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Tabela 2. Peso do coracdo (PC), peso do coracdo/peso final (PC/PF), proteina total,
glicogénio, glicose livre, triacilglicerol (TG), hidroperdxido de lipidio (HP), substincias
antioxidantes totais (SAT), relacio HP/SAT, no coragdo dos animais do grupo controle,
mantidos com racdo padrdo (P) ou hipercalérica (H), sem suplementacdo (C), com
suplementacgdo nutricional de cha de folhas de Annona muricata L. (A) e B-sitosterol (B).

Variavel Dieta Grupos
C A B

PC (2) P 1,15+0,09 1,15+0,10 1,15+0,10

g H 1,24+0,10 1,20+0,15 1,28+0,15

P 2,64+0,14 2,71+0,15 2,71+0,22

PC/PF H 2,610,18 2,52+0,23 2,65+0,27
Proteina total % P 19,40+2,09* 19,76+0,91* 19,78+0,43%
H 20,24+0,47 20,46+0,76 20,95+0,39"

Glicosénio % P 3,83+0,36 3,67+0,67 3,40+0,57

lcogenio Yo H 3.41+0,45 3,68+0,28 3434031

Glicose livre % P 1,81+0,39 1,98+0,22 1,99+0,30

1cose fivre Yo H 1,96+0,32 1,96+0,20 1,88+0,33
(Tn(:’ o/e de tecido) P 0,42+0,03 0,43+0,02° 0,42+0,05
g H 0,42+0,0252 0,38+0,034? 0,39+0,02B2
HP P 330,61421,70%  366,41+27,34%° 3529849 (74
(nmol/g de tecido) H 342.81+14,85% 332,10+14,25° 344,30+11,96°
SAT % P 45,31+3,88"° 50,09+3,515° 49,29+1,934BP
¢ H 47,05+3,66 45,48+1,71% 48,08+3,63%

P 7.31+0,25 7.31+0,22 7,16+0,17

HP/SAT H 7,31+0,36 7,30+0,19 7,18+0,38

Valores expressos como média + desvio padrdo (p<0,05).

Letras maidsculas: comparacdo entre os grupos com a mesma dieta
Letras mintsculas: comparagdo entre os grupos com diferentes dietas
Letras distintas: diferenca significante entre as varidveis
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Tabela 3. Atividade das enzimas catalase, superoxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GSH-Px), NADH oxidase (NADH-ox) e ATPase, relagcdbes HP/SOD,
HP/GSH-Px, HP/catalase, NADH-oxidase/ATPase no coracdo dos animais do grupo
controle, mantidos com racdo padrao (P) ou hipercalérica (H), sem suplementacdo (C),
com suplementagdo nutricional de chd de folhas de Annona muricata L. (A) e B-sitosterol

(B).

Variavel Dieta Grupos
C A B

Catalase P 339,52+48.91 331,48+58,74  310,58+53,76
(pmol/g de proteina)  H 325,87+42,16 342,64+53,29  355,69+73,13
SOD
(nmol/mg de P 9,27+2,06 10,07+1,78 9,15+1,17
proteina) H 9,50+0,44 9,87+0,63 9,41+0,74
GSH-Px b . b
(nmol/mg de P 159,67+14,15 178,45+11,13 155,85+29,53
proteina) H 142,85£13,41%  188,04+22,36%  123,97+26,99"
NADH-ox
(nmol/mg de P 8,5242,19 7,85+1,07 7.,53+1,19
proteina) H 7,31+0,93*8 7,94+0,94° 6,67+0,93"*
ATPase b . .
(nmol/mg de P 11,15+1,37 10,38+1,15 11,50+3,30
proteina) H 9.47+1,17% 10,77+2,03 8,62+2,57°
HP/SOD P 37,14+8,36 37,16+6,08 39,17+5,28

H 36,13+1,86 33,79+3,17 36,81+3,36

P 2,07+0,14 2,05+0,14° 2,34+0,49°
HFP/GSH-Px H 2,41+0,26%° 1,78+0,23"2 2,89+0,628°

P 0,98+0,13 1,14+0,24 1,16+0,17
HP/Catalase H 1,06+0,14 0,98+0,12 1,00+0,18
NADH P 0,82+0,08" 0,75+0,08"8 0,67+0,11*
oxidase/ATPase H 0,75+0,08 0,75+0,07 0,87+0,39

Valores expressos como média + desvio padrdo (p<0,05).

Letras maidsculas: comparagdo entre os grupos com a mesma dieta
Letras mintsculas: comparagdo entre os grupos com diferentes dietas
Letras distintas: diferenca significante entre as varidveis
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V. DISCUSSAO

Este estudo avaliou, pela primeira vez, os efeitos da ingestdao do chd de folhas de
graviola (Annona muricata Linn) e do seu componente 3-sitosterol, sobre o perfil lipidico
sérico, metabolismo energético e estresse oxidativo miocdrdico em animais mantidos com
dieta padrdo (DP) e animais mantidos com dieta hipercal6rica (DH).

Embora o grupo HB tenha apresentado maior concentracdo de proteinas do miocardio
em relag@o ao grupo PB, ndo foram observadas altera¢des no peso do coragdo e na relacio
PC/PF dos animais estudados, indicando além do adequado suprimento de proteinas nas
duas racdes utilizadas, a auséncia de hipertrofia cardiaca (Burneiko et al., 2004). Estes
fatos estariam associados a manuteng¢do do metabolismo energético.

E notéria a importancia da dieta no perfil lipidico sérico (Diniz et al., 2004), bem
como o fato que a ingestdo de dietas hipercaldricas pode induzir dislipidemia (Diniz et al.,
2002). Koteish & Diehl, 2001 observaram que a lipogénese hepdtica é aumentada pela
elevada concentragdo de sacarose, frutose ou gorduras dietéticas.

Tem sido demonstrado que ingestdo de dietas ricas em colesterol € responsével pela
ocorréncia de elevacdo na concentracdo do colesterol e da LDL em humanos (Gaw et al.,
2001), embora existam diferencas entre as espécies animais nas respostas metabdlicas a
elevada ingestao de colesterol nas dietas (Balkan et al., 2004).

Hiperlipidemias sdo tradicionalmente definidas como condi¢gdes nas quais a
concentracdo de lipoproteinas excede o limite normal (Chopra & Thurnham, 1999).
Lipoproteinas sdo formadas por lipidios e proteinas, sintetizadas para solubilizar e
transportar lipidios e compostos lipossoliveis como os triacilglicerdis e colesterol. Estas
lipoproteinas entram na corrente sangiiinea via sistema linfatico e suprem os tecidos com
os lipidios dietéticos na forma de triacilglicerol (Chopra & Thurnham, 1999).

O transporte de lipidios na circulagdo sangiiinea estd associado a tr€s principais
componentes. A entrada exdgena de lipidios, a sintese enddgena de lipidios e o
metabolismo dos remanescentes. A via endégena produz VLDL a partir de precursores
enddgenos, enquanto a exdgena utiliza produtos da digestdo e absor¢@o de lipidios da dieta
para produzir quilomicrons. O metabolismo de remanescentes envolve o catabolismo de
lipoproteinas de densidade intermedidria (IDL) e remanescentes de quilomicrons (Voet et

al., 2000).
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Na dieta, a maior parte dos lipidios estd na forma de triacilglicerdis, fosfoglicérides,
colesterol esterificado e livre. Estes sdo emulsificados no limen intestinal, digeridos por
enzimas hidroliticas e absorvidos pelas células da mucosa intestinal.

A emulsificag@o ocorre no duodeno, onde os lipidios interagem com a bile, composta
por acidos biliares, fosfatidilcolina e colesterol. Estes compostos agem como detergentes
biolégicos, convertendo gorduras da dieta em micelas mistas de sais biliares e
triacilgliceréis. Em uma primeira etapa, a formacdo da micela aumenta a fracdo de
moléculas lipidicas acessiveis a acdo de lipases no intestino. A lipase converte os
triacilglicerdis em acidos graxos livres e glicerol. Na segunda etapa, estes produtos da acio
da lipase difundem-se para a mucosa intestinal. Como uma terceira fase, os lipidios
absorvidos no interior das células sdo reconvertidos em triacilglicerol e, junto com o
colesterol da dieta sdo acrescidos de proteinas sintetizadas nas células da parede intestinal,
para entdo formar a lipoproteina quilomicron em uma quarta etapa (Martinez et al., 2005).

Uma por¢ao considerdvel do colesterol dietético se apresenta na forma de éster de
colesterol, ndo sendo absorvida diretamente neste estado. O suco pancredtico contém uma
enzima, a colesterol esterase, que, na presenca de certos dcidos biliares, catalisa a hidrélise
do éster de colesterol no intestino, liberando acido graxo e colesterol livre. O colesterol
nao-esterificado presente na luz intestinal é englobado nas micelas mistas e, tornando-se
um componente destas, difunde-se para as células epiteliais da mucosa, onde §é
reconvertido em éster de colesterol, e o seu destino é a incorporagdo na lipoproteina
quilomicron (Martinez et al., 2005).

Quando a dieta contém elevada concentracdo de triacilgliceréis, estes chegam ao
figado através dos remanescentes de quilomicrons. Do mesmo modo, o excesso de
sacarose da dieta, pode ser convertido em glicose e frutose e posteriormente em
triacilglicerol no figado. O triacilglicerol hepatico é exportado para a corrente sangiiinea
através de VLDL pela via endogena.

Virios trabalhos tém demonstrado o papel aterogé€nico dos triacilglicerdis (Bernal et
al.,1995; Brizzi et al., 2003), além de comprovarem que o consumo de dietas ricas em
sacarose altera o metabolismo do triacilglicerol ocasionando a hipertrigliceridemia
(Gutman et al., 1987; Lombardo et al., 1996).

E notéria a associacdo entre elevacdo na colesterolemia, aterosclerose e a doenga
arterial coronariana (Naderali et al., 2003). A dislipidemia induz anormalidades na funcao
arterial e acimulo de LDL-colesterol no endotélio vascular (Naderali & Williams, 2001).

Fatores metabdlicos de risco para a doenga cardiovascular incluem elevagdes nas
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concentracdes de triacilglicerol, colesterol, &4cidos graxos livres, LDL-colesterol e
diminuicdo na lipoproteina de elevada densidade (HDL-colesterol) (Abuja & Albertini,
2001). Como esperado, a dieta rica em sacarose e colesterol elevou significantemente a
colesterolemia, trigliceridemia e as concentracdes de LDL e VLDL e reduziu a relagio
HDL/TG (Tabela 1). Resultados semelhantes foram obtidos por Balkan et al. (2004) e
Ginsberg et al. (1994), os quais observaram que as concentragdes séricas de colesterol
aumentavam em 1,47mg/dL para cada 100mg de colesterol adicionado a dieta, em
humanos.

Ha evidéncias que a dislipidemia causada tanto por dietas ricas em carboidratos,
como em lipidios, podem induzir estresse oxidativo (Roberts et al. 2000). Como observado
no capitulo 1, Tabela 4, houve estresse oxidativo sérico, visto que animais mantidos com
dieta rica em sacarose e colesterol apresentaram maiores concentra¢des de hidroperéxido
de lipidio (HP). A inadequada ingestdo alimentar pode estar relacionada a dislipidemia e ao
estresse oxidativo (Hart et al., 1994), e a oxidagdo de nutrientes através da cadeia
respiratoria constitui fonte endogena para a produgdo de radicais livres (Esposito et al.,
1999; Novelli et al., 2002; Van Heerebeek et al., 2002).

Estudos recentes tém indicado que mudancas nos hébitos alimentares podem
representar medidas iniciais na prevencdo e tratamento de vdrias patologias (Costa et al.,
2000; Kaur & Kapoor, 2001; Battino et al., 2002). A atribuicdo de efeitos benéficos a
ingestdo de componentes naturais, e substincias com propriedades antioxidantes, tem
levado ao aumento da ingestdo destes compostos, na maioria das populagdes. Embora, as
reais conseqiiéncias do elevado consumo destes compostos, ainda ndo estejam
efetivamente estabelecidas.

Estudos tém demonstrado que o B-sitosterol, importante componente do cha de folhas
de graviola, reduz as concentragdes séricas de colesterol em muitas espécies animais,
incluindo o homem (Drexel et al., 1981; Mattsson et al., 1982; Jones et al., 2000;
Nieminem et al., 2007). No presente trabalho a ingestdo de B-sitosterol, no grupo HB,
diminuiu significativamente a concentracao de colesterol total em relacdo ao grupo HC.
Outros estudos demonstraram que o consumo didrio de 1-3g de vegetais esterdides reduz
os niveis de colesterol de 5-15% (Miettinen et al., 1999; Castelli et al., 2006). Animais que
ingeriram cha de folhas de graviola e dieta hipercaldrica também apresentaram redug@o na
concentracdo de colesterol total (Tabela 1).

Um dos fatores mais importantes no processo de desenvolvimento da aterosclerose

consiste na presenga de altas concentragdes plasmaticas de colesterol na forma de LDL,
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portanto reducdo dos niveis plasmadtico desta lipoproteina diminui a incidéncia de doenga
arterial coronariana (Reaven et al., 2001). No presente trabalho, observamos que a ingestao
de B-sitosterol tanto por animais mantidos com dieta padrdo quanto por animais mantidos
com dieta hipercaldrica, aumentou os niveis da HDL e diminuiu os niveis de LDL. Este
mesmo efeito foi observado em animais que ingeriram dieta hipercaldrica e cha de folhas
de graviola, grupo HA.

N

O efeito hipolipidémico do B-sitosterol tem sido associado a sua estrutura, que é
semelhante a estrutura do colesterol, o que gera um mecanismo de competi¢do, dessa
forma inibindo a absorc¢do intestinal do colesterol e diminuicdo da sintese de colesterol
hepatico (Moghandasian & Frohlich, 1999; Kojima, et al., 2003; Miettinen, et al., 1999).
Tal mecanismo se reflete sobre os valores de colesterol plasmético total e LDL
(Valenzuela & Garrido, 2000).

No presente trabalho, ficou evidente o efeito protetor tanto do B-sitosterol quanto do
chd de folhas de graviola, visto que a maior concentra¢do de HDL foi associada a presenga
de LDL de maior tamanho, portanto menos suscetiveis a sofrerem oxidacdo, permitindo
assim a interacdo adequada da lipoproteina HDL (Ayoaori et al., 1997). Considerando a
importancia da HDL para o transporte reverso do colesterol do sangue para o figado e da
LDL para a formagdo de aterosclerose, podemos afirmar que B-sitosterol e cha de folhas de
graviola melhoraram o perfil lipidico.

Segundo Bloomgarden (2002), o tamanho da LDL ¢ inversamente associado a
concentracdo de triacilglicerol. Individuos com baixas concentragdes de triacilglicerdis
apresentam LDL grandes, enquanto aqueles que apresentam elevadas concentragdes de
triacilglicerdis séricos t€m LDL pequenas e compactas. O tamanho da LDL e, assim, da
concentracdo de LDL e HDL, constituem importantes fatores para a aterogénese. Desde
que o tamanho da LDL dificilmente € determinado, as relagdes entre os lipidios séricos
constituem parametros eficientes para determinar o potencial aterogénico (Brizzi et al.,
2003).

A oxidacgd@o da LDL ndo depende somente da concentracdo de LDL, mas também da
relacdo HDL/TG que esteve maior nos animais que ingeriram [-sitosterol, independente da
dieta ingerida. Embora ndo tenha sido estatisticamente significante, animais dos grupos PA
e PB também tiveram esta relacio elevada em relacdo aos grupos PC e HC,
respectivamente. LDL contendo elevadas concentragdes de triacilglicerdis carregam mais

hidroperéxido que LDL com baixo contetido de triacilglicerol. Desse modo, a diminuicao
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na concentragdo de triacilglicerol significa reducdo no potencial de oxidagdo da LDL
(Brizzi et al., 2003).

Cha de folhas de graviola reduziu as concentracdes de triacilglicerol no miocardio de
animais mantidos com dieta rica em sacarose e colesterol. Embora ndo tenha sido
estatisticamente significante, também houve reducdo nas concentra¢des de triacilglicerol
em animais do grupo HB em relagdo ao grupo HC (Tabela 2). Estes resultados demonstram
que tanto o cha quanto o B-sitosterol foram eficazes na diminuicdo do acimulo de lipidios
no coracdo, visto que, como citado anteriormente, o acimulo de triacilglicerol é potencial
para a lipotoxicidade e excesso de triacilglicerol no tecido cardiaco estd associado a
disfunc¢do miocardica (Lewin et al., 2003).

Nao foram observadas alteracdes nos estoques de glicose livre no miocdrdio e
glicogénio cardiaco (Tabela 2), o que indica que esta reserva energética nao foi utilizada.
Os carboidratos apresentam um papel de extrema importancia no fornecimento de energia
ao organismo por meio do catabolismo da glicose presente na corrente sangiiinea e do
glicogénio muscular e hepatico (Newsholme, 1983). O glicogénio é o principal substrato
da via das pentoses, importante via de fornecimento de NADPH/glutationa para o sistema
glutationa redutase/peroxidase na manutenc¢io do estado redox intracelular (Halliwell et al.,
1989; Lawler et al., 1993) sugerindo que uma menor disponibilidade de glicogénio poderia
comprometer a sintese de glutationa, reduzindo a capacidade de defesa antioxidante, além
de induzir acidose através da elevacdo na produgdo de lactato.

A manuten¢do do contetddo de glicogénio pode constituir um mecanismo do coracio
para a prevencdo do dano cardiaco, visto que o glicogénio é fonte potencial de energia em
condicdes de isquemia (Wolfe et al., 1993, Henning et al., 1996). Como observado no
capitulo 1, Tabela 4, o TOTG mostrou efeitos benéficos sobre a glicemia de jejum. Sabe—
se que em condi¢des de dislipidemia, o metabolismo da glicose pode ser alterado, visto que
pode aumentar a captacdo de 4cidos graxos pelo musculo cardiaco, com subseqiiente
reducdo na captacdo e oxidacgdo de glicose e lactato (Stanley & Rydén, 2003).

Embora as concentra¢des de hidroperdxido de lipidio (HP) no coracdo, tenham sido
elevadas no grupo PA em relacdo ao PC e também no grupo PB em relagdo ao HB, houve
também elevagdo nas SAT no tecido cardiaco destes animais. Este fato indicou que tanto o
chd quanto o p-sitosterol atuaram como antioxidantes, permitindo a manute¢do do
equilibrio oxidante/antioxidante miocérdico, evidenciado pela manutencdo da relacdo

HP/SAT. Os antioxidantes t€ém a capacidade de seqiiestrarem os radicais livres (Pannala et
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al.,, 1997; Pari & Velmurigan, 2009), atividade esta dependente do nimero de radicais
hidroxila da molécula fendlica (Hu et al., 1995).

O sistema de defesa antioxidante compreende a superdxido dismutase, que constitui a
primeira linha de defesa contra a acdo de ERO, convertendo o radical superéxido (O;) em
peréxido de hidrogénio (H,0,). Duas enzimas, a catalase e a glutationa peroxidase (GSH-
Px), eliminam o H,O, formado pela SOD (Abuja e Albertini, 2001). Desde que estas
enzimas eliminam H,0,, existe uma relagdo compensatéria entre ambas, para impedir os
efeitos toxicos do H,O, (Wierik et al., 1996).

Cha de folhas de graviola induziu aumento da GSH-Px em animais do grupo HA e
reduziu a relacio HP/GSH-Px (Tabela 3), indicando maior contribui¢do da GSH-Px para
impedir o aumento do HP e também para a redu¢do da relacdo oxidante/antioxidante no
tecido cardiaco no grupo HA.

A diminuigdo nas defesas antioxidantes miocédrdicas nos animais que receberam dieta
hipercalérica foi evidenciada pela reducdo na GSH-Px, a despeito da manutencdo das
relacdes HP/SOD e HP/Catalase.

A andlise das enzimas antioxidantes permitiu evidenciar que chd de folhas de
graviola e B-sitosterol ndo atuaram na modulagdo das atividades da SOD ou da catalase,
enzimas que convertem o H,O, em dgua. A acdo da GSH-x é compensatdria em relacdo a
catalase, desde que as duas enzimas degradam o perdoxido de hidrogénio (Novelli, 2005).

O mdsculo cardiaco contém grande nimero de mitocdndrias e possui elevada taxa de
consumo de oxigénio, desde que utiliza dcidos graxos como principais substratos para a
producdo de energia (Henning et al., 1996). A maior utilizacdo de oxigénio pelo musculo
cardiaco relaciona-se a maior quantidade de ATP produzida pela oxidacdo de 4cidos
graxos em relacdo aos carboidratos, bem como o fato de que dcidos graxos (CH3-(CHy),-
COOH) (Figura 2), apresentam baixa concentracdo de oxigénio por molécula, em

comparag¢do com carboidratos (C¢H;,06) (Novelli, 2005).
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Figura 2. Elevacdo nos 4cidos graxos e triacilgliceréis com o estresse oxidativo
(Novelli, 2005)
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A principal fungdo da mitocondria é energética, suprindo as células de ATP. Na
matriz mitocondrial, através do ciclo do citrato (ciclo de Krebs), os equivalentes redutores
NADH (nicotinamida adenina dinucleotideo reduzida) sdo gerados nas reagdes catalisadas
pela isocitrato desidrogenase, o-cetoglutarato desidrogenase e malato desidrogenase. O
FADH, (flavina adenina dinucleotideo reduzido) € produzido pela succinato
desidrogenase. NADH e FADH, doam seus elétrons para os complexos respiratdrios da
cadeia respiratdria na membrana mitocondrial interna (Wallace et al., 1994; Wallace et al.,

N

1997; Souza et al., 2001). Esse transporte de elétrons estd associado a respiracdo
mitocondrial e ao consumo de oxigé€nio, acoplada a sintese de ATP, mediante ADP
(adenosina difosfato). Em conseqiiéncia, protons (H) sdo liberados através da membrana
mitocondrial interna, gerando gradiente eletroquimico, responsdvel pela sintese de ATP
nos sitios cataliticos da FF,-ATP sintetase, ou ATP-ase mitocondrial. Independente do
substrato energético utilizado, o oxigénio é o aceptor terminal de elétrons durante os

processos de producdo de energia através da fosforilacdo oxidativa (Nelson & Cox, 2006).
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Dessa forma a atividade do ciclo de Krebs € regulada pela razio NAD/NADH, que por sua
vez estd dependente da disponibilidade de ADP e este da utilizacdo do ATP (Figura 3).

As determinagdes do substrato energético, da velocidade de atuacdo do complexo
respiratério I, NADH-oxidase e da atividade da ATP-ase mitocondrial, permitem obter
informacdes sobre o metabolismo energético cardiaco. No presente trabalho, pode-se
observar que a atividade da enzima NADH-oxidase esteve elevada no grupo HA, em
relacdo ao grupo HB, ndo sendo diferente do grupo controle, HC (Tabela 4), o que indica
que o grupo HB apresentou menor utilizacio do complexo respiratério I, na cadeia
respiratoria.

Os efeitos da suplementacdo de cha de folhas de graviola e B-sitosterol, em animais
mantidos com dieta rica em sacarose e colesterol foram refletidos no miocéardio, visto que a
menor concentragdo de triacilglicerol cardiaco nos animais do grupo HA indica maior
oxidacdo de dcidos graxos no coracdo (Tabela 2). Este fato corrobora com a andlise
calorimétrica, (capitulo 1, Tabelas 5 e 6), que demonstrou maior oxidadacdo lipidica, nos
animais que receberam cha de folhas de graviola e -sitosterol.

As células de tecidos ndo adiposos, t€ém capacidade limitada para o acimulo de
lipidios, e quando essa capacidade é excedida, pode gerar a disfuncdo celular (Leichtweis,
et al., 1997)

A sobrecarga cardiaca de triacilglicerol ocorre quando a oxidagdo mitocondrial ndo
estd sendo realizada de maneira correta, o que estd associado a disfungdo cardiaca e morte
subita (Fink et al., 2003). O acimulo de lipidios no miocardio, ou lipotoxicidade cardiaca
reflete desequilibrio entre a absor¢do e oxidacdo de acidos graxos (Lopaschuk, et al.,
2007).

Em condig¢des aerdbicas normais, as moéleculas de acetil Coenzima A, provenientes
da B-oxidacdo de 4cidos graxos sdo metabolizadas no ciclo do 4cido citrico produzindo
equivalentes redutores NADH ou FADH,. A menor concentragdo de triacilglicerol
cardiaco indica maior B-oxidag¢do de 4cidos graxos e gera maior producdo de NADH ou
FADH,, através do ciclo do citrato. Estes sdo transferidos através da cadeia de transporte
de elétrons, produzindo ATP pela fosforilagdo oxidativa (Figura 3).

Sabe-se que deficiéncias no funcionamento normal da cadeia respiratéria
mitocondrial levam a uma rdpida queda na obten¢@o de energia, ou seja, comprometimento
na sintese de ATP, o que induz aumento da produ¢do de EROs e lesdo e morte celular
(Ankarcrona et al., 1995). A manutencdo das atividades da ATPase nos grupos mantidos

com a mesma dieta, indicou que a producdo de ATP, ndo foi comprometida. A redugio na
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relacdo NADH oxidase/ATPase nos animais do grupo PB em relacdo ao grupo PC, sugeriu
que B-sitosterol permitiu melhor utilizagdo de equivalentes redutores através do complexo
respiratorio I, para formacdo de ATP pela ATPase. Desde que a atividade da ATPase nio
foi significantemente alterada entre os animais com dieta padrdo, € de se esperar que a
reducdo na relacio NADH-ox/ATPase tenha sido compensada pela reducdo na atividade

do complexo respiratério II (Figura 3).

Membrana Externa

i
zzzzzzzzzzzzzzzégzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzzz

o S R AR

Espaco Intermembranas
Complexo I Complexo ITI Complexo IV ATPase

H* H* ATP

& @
22

i

Membrana Interna

5
:

T Beta
oxidacdo  Acidos

NADH <

Figura 3. Oxidagdo de 4cidos graxos, no miocardio e transferéncia de NADH para a
cadeia mitocondrial de transporte de elétrons. O diagrama indica as vias de transporte de
elétrons entre os complexos respiratorios. Os elétrons s@o tranferidos entre os complexos |
e III pela Coenzima Q (Q) e entre os complexos III e IV pela citocromo C (Cit C). O
potencial eletroquimico gera ATP, através da ATPase.
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O efeito adverso da dieta no tecido cardiaco, foi claramente evidenciado pela reducdo
na atividade da ATPase nos animais do grupo HC comparado ao PC, indicando que a
obesidade diminuiu o fornecimento de ATP para a contracdo do musculo cardiaco (Wilson
et al., 2007). Este fato pode estar associado a dislipidemia induzida pela dieta (Tabela 1).
Administracdo de chd e de [-sitosterol normalizou a atividade da ATPase miocardica
comparando-se animais dos grupos HA com PA e HB com PB, sugerindo que os efeitos
benéficos dos suplementos nos lipidicos séricos foram refletidos no tecido cardiaco.

Em conclusdo, a dieta rica em sacarose e colesterol induziu dislipidemia. Cha de
folhas de graviola e seu componente -sitosterol melhoraram o perfil lipidico sérico. Cha
de graviola diminuiu as concentracdes de triacilglicerol, indicando efeitos benéficos no

tecido cardiaco, em condicodes de ingestdo de dieta hipercaldrica.
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CAPITULO 3

Consideracoes Finais



Os resultados deste estudo permitiram concluir que as alteracdes nos componentes da
dieta rica em sacarose e colesterol (DH) induziram modificagdes no consumo de

macronutrientes.
* Animais alimentados com DH apresentaram maior ganho de peso e peso
final do que animais alimentados com dieta padrio.
*  B-sitosterol e chd de folhas de graviola ndo alteraram a ingestdo alimentar,

bem como o peso final nos animais.

* A resposta glicémica foi menor em animais que ingeriram [-sitosterol tanto
nos que receberam dieta padrdo quanto nos que receberam dieta hipercaldrica,

quando comparados aos seus respectivos controles.

* O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), demonstrou que a ingestdao de
B-sitosterol bem como a de chi de graviola atuaram como hipoglicemiantes em

animais que receberam dieta hipercaldrica..

* A andlise calorimétrica demonstrou que a suplementagdo nutricional com -
sitosterol e chd de folhas de graviola induziu modificagdo no substrato usado para
obtencdo de energia, aumentando a oxidacdo lipidica, além de aumentar a taxa

metabdlica basal e reduzir o quociente respiratorio.

* Cha de folhas de graviola e seu componente B-sitosterol, demonstraram
melhora do perfil lipidico e do estresse oxidativo sérico.

* Dieta rica em sacarose e colesterol favoreceu o desenvolvimento da
hipercolesterolemia isolada e do estresse oxidativo sérico. Admnistracdo de cha de
graviola diminuiu as concentragdes de triacilglicerol, indicando efeitos benéficos no
tecido cardiaco, em condicdes de ingestdo de dieta hipercaldrica.

* Dieta hipercaldrica diminuiu a atividade da ATPase, indicando que a
obesidade diminuiu o fornecimento de ATP para a contracio do misculo cardiaco.
Cha de folhas de graviola e B-sitosterol normalizaram a atividade da ATPase
miocérdica de animais mantidos com dieta hipercaldrica.

Esses resultados demonstram que o B-sitosterol possui efeitos andlogos ao cha de folhas de

ché de graviola.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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