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1. INTRODUCAO

Os acidos fendlicos possuem um vasto potencial terapéutico, sendo muitas
vezes considerados como principio ativo de plantas medicinais. Dentre estes
compostos, o acido galico e o acido clorogénico vém sendo amplamente estudados
de maneira isolada ou em extratos de plantas, sendo capazes promover melhora do
perfil lipidico com mecanismo semelhante as estatinas, por inibirem a 3-hidroxi-3-
metil-glutarii CoA redutase (HMGCoAr), enzima passo limitante na sintese do
colesterol endégeno (1, 2).

O &cido galico, por exemplo, esta presente em uma gama de compostos
naturais, os quais possuem efeito de reducdo de colesterol associado a elevacéao
dos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL) (3, 4). Além disso, possui efeito
antioxidante inibindo a peroxidacao lipidica e é capaz de inibir a agregacao
plaquetaria in vitro (5, 6). O acido clorogénico, por sua vez, possui efeito
antidiabético, reduzindo a glicemia, atua ainda reduzindo a liberacdo de P-selectinas
e interleucina 1B o que confere seu carater anti-inflamatorio (7, 8).

Isoladamente, tanto AG quanto AC sao potentes antioxidantes envolvidos na
absorcao e neutralizacdo de radicais livres, além de atuarem como anti-inflamatorios
anti-hipertensivos e reduzirem os niveis de Oxido nitrico (ON) in vitro (9-12). Ainda
sdo capazes de melhorar o perfil lipidico reduzindo o colesterol total (CT),
triglicerideos e elevando os niveis de HDL (13, 14). Todavia, sS40 escassos 0S
estudos a respeito da associacdo entre estes compostos e seu potencial efeito no
perfil lipidico.

Desse modo, visto o potencial terapéutico do acido galico e acido clorogénico
no perfil lipidico, em conjunto a escassez de dados acerca dos efeitos da associagao
desses compostos fendlicos, o objetivo do presente estudo é verificar os efeitos dos
AFs nos niveis de biomarcadores séricos lipidicos, oxidativo e endotelial em ratos
Wistar tratados com dieta hipercolesterolémica.

E a partir dessa busca, tornar apto este profissional Biomédico a interligar o
conhecimento adquirido até entdo, de modo interdisciplinar, aspirando a clarificacao
de tratamentos alternativos para as doencas cardiovasculares, e assim relacionar a
pratica cientifica com aplicagbes na clinica, caminhando para uma abordagem

voltada a atencao integral a saude.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biomarcadores lipidicos, oxidativo e endotelial da aterosclerose.

A aterosclerose € definida como uma doenca inflamatéria crénica multifatorial,
originada em resposta a agressao endotelial (15). Com o estimulo agressor, que
pode ser mecanico ou ainda ocasionado pelo estresse oxidativo, inicia-se a
formacdo da placa ateroscleroética, tendo como principal facilitador a elevacdo das
lipoproteinas aterogénicas (LDL e seus remanescentes) (16). O acumulo do CT
sérico, com valores que ultrapassam 240 mg/dL, geralmente acompanhado pelo
aumento dos niveis de LDL acima de 160 mg/dL, é um dos principais fatores de
risco cardiovascular, o qual contribui fortemente com a aterosclerose (17, 18).

Como se trata de uma doenca inflamatoria, com o acumulo de LDL e com a
lesdo endotelial, o0s mondcitos englobam o LDL, o qual é oxidado por radicais livres
circulantes, originando as células espumosas (19). Este LDL sérico é endocitado
para o meio intracelular do endotélio, situacdo que induz a um maior consumo de
ON, levando a uma acentuada producéo de espécies reativas do oxigénio (19).

As espécies reativas tem acdo direta na peroxidacdo dos &cidos graxos
presentes no LDL, levando a ruptura dos receptores de membrana responsaveis por
auxiliar na atuacdo de agonistas da via de producdo do ON, maximizando o
comprometimento funcional da célula endotelial (20, 21). Consequentemente, com a
progresséao da doencga, pode ocorrer ainda adesao e agregacado plaquetaria, gerando
altos riscos de formacao trombotica devido a reducao de ON (22, 23).

O ON é uma molécula de sinalizacdo multifuncional derivada do endotélio,
envolvida na manutencdo da homeostase cardiovascular, além de seu papel crucial
como vaso relaxante, ele € capaz de suprimir processos chave do desenvolvimento
de lesdo vascular, se opondo a aterogénese, atuando na inibicdo da adesao e
agregacéao plaquetéaria por exemplo. Essa gama de agfes envolvidas na homeostase
endotelial, sustentam o ON como biomarcador bem estabelecido para a funcéo
normal endotelial (24).

Além do LDL, existe outra lipoproteina envolvida direta e indiretamente com a

doenca aterosclerética. O HDL vem sendo relacionado inversamente com o risco de
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doenca ateroscleroética (25). Seu efeito protetor tem sido atribuido a capacidade de
retirar o LDL presente nas células espumosas, e leva-lo a circulacdo para ser
esterificado (26). Porém essa teoria, tem se tornado simplista, ja que, por exemplo, o
HDL pode desempenhar papel aterogénico em quadros de inflamacdo grave, e
ainda € dependente de diversas interacbes com proteinas especificas para
desempenhar seu papel no transporte reverso do colesterol (27).

Os triglicerideos, moléculas de envolvimento direto com as lipoproteinas
plasmaticas, estdo atreladas ao processo aterosclerético. Estas moléculas segundo
Klafke et al. (2015) relacionam-se de maneira forte e independente a oxidagdo
proteica que, por conseguinte, como ja descrito por Al-Aubaidy e Jelinek (2014),
estdo envolvidas com o desenvolvimento do quadro de estresse oxidativo, um forte
indicativo de doenca ateroscleradtica inicial (subclinica) (28, 29).

Visto essa forte relacéo entre estresse oxidativo e doenca aterosclerética, um
dos biomarcadores oxidativos, denominado capacidade total antioxidante (CTA),
vem sendo amplamente utilizado como um potencial marcador de atividade
antioxidante. CTA baseia-se em um ensaio colorimétrico onde se utiliza o radical
hidroxila oxidando moléculas de O-dianisidina em radicais dianisidyl o que conduz a
uma coloracdo amarelada em segundos, sendo assim, 0s antioxidantes presentes
na amostra suprimem a formagdo de cor, demonstrando sua capacidade
antioxidante (30).

A importancia destas moléculas € complementada pela ideia de Forrester et
al. (2005), onde o desenvolvimento da aterosclerose depende de fatores classicos,
como elevacdo nas taxas de CT, LDL, LDL-oxidado e triglicerideos, associado a
baixos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL). Para a busca de novos
tratamentos da doenca ateroscleroética, faz-se necesséario o entendimento acerca do

metabolismo das lipoproteinas plasmaticas (31).
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2.2 Metabolismo das lipoproteinas plasmaticas

A principal molécula responsavel pelo TRC & o HDL, esta lipoproteina é
responsavel por retirar o excesso de colesterol extra-hepéatico, para entdo leva-lo de
volta ao figado ou transferi-lo para outras lipoproteinas (LDL e VLDL). Para isso, 0
HDL é sintetizado principalmente no figado, primeiramente como HDL nascente, o
qual € uma particula discoide formada pelas apo lipoproteinas ApoAl e ApoAll,
colesterol néo esterificado, triglicerideos e outras proteinas. Esses HDLs ligam-se a
tecidos extra-hepaticos e capturam o colesterol em excesso, o qual sera esterificado
por intermédio da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT), levando a formacéo do
HDL maduro (esférico), destinando-se de volta ao figado para formacdo de sais
biliares a partir desse colesterol (32).

A relacdo metabdlica entre o HDL e a aterosclerose, pode ser entendida
devido a sua participacdo no TRC, a onde se acredita que o HDL retire o colesterol
presente nas células espumosas formadoras da placa aterosclerética (macréfagos),
para posterior esterificacdo na circulagéo, sendo esta a entidade mais reconhecida
para sugerir o papel cardioprotetor dessas particulas (26).

Os niveis de HDL plasmatico ndo dependem apenas de sua sintese, mas
também de seu processo de remodelamento, este ocorre por intermédio de varias
enzimas. A LCAT, por exemplo, promove a esterificacdo do colesterol na particula
de HDL, passando-a de pré-HDL para particulas de HDL funcionais ricas em ésteres
de colesterol. Outra molécula importante nesse processo € a proteina transferidora
de ésteres de colesterol (CETP), que atua facilitando a transferéncia de ésteres de
colesterol do HDL para moléculas que contenham ApoB, tornando o HDL pobre em
lipidios e reduzindo sua disponibilidade plasmética (33).

O processo de transporte reverso do colesterol tem algumas diferencas
guando comparamos humanos e ratos. Desse modo, cabe salientar que mesmo com
um nivel normal de LDL, os seres humanos s&o hipercolesterolémicos quando
comparados com ratos e outras espécies de mamiferos, visto que, enquanto os
seres humanos transportam 75% do CT plasmatico na forma de LDL, os ratos
transportam 80% do CT plasmatico na forma de HDL. Esta diferenca pode ser

atribuida principalmente a menor expressao da CETP nos ratos (26). Tao importante
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quanto entender o metabolismo lipidio, é compreender quais 0s principais

tratamentos utilizados no combate as dislipidemias.

Figura 1: Mecanismos de transferéncia de ésteres de colesterol

Attery Aftery

Tissus Synthasis ,

Legenda: A: Mecanismos de transferéncia de ésteres de colesterol em modelo com niveis
elevados de HDL e baixos niveis de lipoproteinas contendo apoB. Colesterol difunde dos
tecidos em HDL e é esterificado por LCAT. Ocorre transferéncia de éster de colesterol de
HDL de forma lenta. B: Mecanismos de transferéncia de ésteres de colesterol em modelo
com baixo HDL e niveis elevados de lipoproteinas contendo apoB. A transferéncia de éster

de colesterol do HDL é acelerada.

2.3 Terapia medicamentosa convencional para hipercolesterolemia

As principais terapias utilizadas na clinica médica sdo: as estatinas, as
resinas de troca, os fibratos, o acido nicotinico, o acido graxo 6mega-3, o probucol e
o orlistat. As estatinas agem competindo com a HMG-CoAr pelo seu sitio catalitico e
assim reduzem a sintese de colesterol (34). Essa enzima foi identificada em 1960
como uma enzima importante na regulagédo da sintese do colesterol, pois é capaz de
transformar HMG CoA em mevalonato, o qual € convertido a isopentil pirofosfato,

levando a formacdo dos 27 carbonos do colesterol (35). Segundo Oliveira et al.
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(2016), a HMG CoAr é a enzima limitadora da velocidade da via biossintética do
colesterol, podendo ser considerada a enzima passo limitante da sintese do
colesterol hepético (36).

Devido ao seu papel central ja evidenciado, os principais mecanismos de
controle da homeostase do colesterol estao relacionados a essa enzima (37). Desse
modo, com a inibicdo da HMG-CoAr exercida pelas estatinas, ha uma reducédo do
colesterol intracelular, ocorrendo assim um aumento no niamero de receptores de
LDL nos hepatdcitos, levando a remogdo de mais lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) e LDL da circulacdo, na tentativa de repor os niveis de colesterol
intracelular (34). Entretanto, as estatinas ndo s6 impedem a sintese de colesterol
enddgeno, como também atuam inibindo a sintese de intermediarios isoprendides
essenciais a varios mecanismos de sinalizacao intracelular, com a reducdo desses
intermediarios, algumas proteinas sinalizadoras ndo séo ativadas, gerando o0s
efeitos pleiotropicos das estatinas, a citar o efeito anti-inflamatoério, antioxidante,
antiproliferativo, de estabilidade da placa e prevencdo da agregacdo plaquetaria
(38).

Apesar dessa gama terapéutica, existem alguns problemas com relacdo ao
uso de estatinas, pois Okuyama et al. (2015) apresenta a perspectiva de que estes
medicamentos podem causar a calcificacdo da artéria coronaria, atuar como toxinas
mitocondriais, prejudicando a funcdo muscular cardiaca e dos vasos sanguineos por
meio da reducdo da producdo de ATP, e ainda inibir a biossintese de proteinas que
contém selénio, como por exemplo, a glutationa peroxidase, importante enzima
antioxidante envolvida na supresséo do estresse oxidativo (39).

Jé& as resinas de troca, como a colestiramina, reduzem a absorg¢ao intestinal
dos sais biliares e em consequéncia disso, diminuem a absor¢éo de colesterol. I1sso
resultard em diminuicdo no colesterol intracelular, aumentando a expressdo dos
receptores de LDL (40).

Outras terapias, principalmente para hipertrigliceridemia, incluem o uso de
fibratos, e também do &cido nicotinico ou ainda a associacdo de ambos (41).
Também, ndo menos importante, nas dislipidemias, o uso do acido graxo 6mega-3,
auxiliando na reducdo de LDL, podendo ainda favorecer o aumento do HDL (42).
Tem-se, ainda, o probucol, o qual reduz o LDL e o HDL em cerca de 10%, e o

orlistat, o qual é um efetivo inibidor das lipases, fazendo com que a lipolise dos
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triglicerideos da dieta seja reduzida, e assim cerca de 30% dos triglicerideos
absorvidos na dieta sdo excretados inalterados nas fezes (43).

No entanto, devido a resisténcia a dieta, ao elevado custo dos medicamentos
e ao potencial para possiveis efeitos adversos das terapias farmacol6gicas
convencionais, os individuos portadores de dislipidemias tem procurado tratamentos
alternativos para o controle do colesterol, sendo que muitos destes tratamentos vém
sendo usados empiricamente, necessitando de estudos cientificos para o

esclarecimento e utilizagdo dos mesmos (2).

2.4 Medicina Alternativa e Complementar para dislipidemias

Além da terapia medicamentosa e ndo medicamentosa convencional surge
uma nova proposta terapéutica em substituicAo ou auxilio as ferramentas
preexistentes, tendo em vista a maior adesdo ao tratamento, com menor custo e
menos resisténcia ao uso, sendo que para esta classe, da-se o nome de medicina
alternativa e complementar. Dentro dessa classe, existem dois subgrupos, onde um
€ voltado a praticas mente/corpo e o outro ao natural. Como exemplos dessa
terapia, podemos citar o yoga, quiropraxia, meditacdo, respiracao profunda,
homeopatia e, principalmente, os produtos naturais (44).

Em se tratando de produtos naturais, tém-se os fitosterdis, os quais sdo
produtos encontrados nos vegetais com funcdes estruturais analogas ao colesterol,
e por isso sdo capazes de reduzir o nivel de LDL (45). A dieta rica em soja também
se mostrou eficaz na reducéo do colesterol, através da ingestao de proteina de soja,
em substituicdo a proteina animal (46). Ja as fibras, como carboidratos complexos,
nao sdo absorvidos pelo intestino, e por isso reduzem o tempo de transito intestinal
e auxiliam na eliminacdo do colesterol (42).

Além disso, existem diversos produtos naturais com propriedades
terapéuticas, utilizados de maneira empirica por falta de estudos relacionados a sua
acao e efeitos adversos. Segundo a NCCIH (2015) os produtos naturais estdo no
topo da lista de intervengOes utilizadas na medicina alternativa e complementar,
tendo grande relevancia na prevencdo de varias doencas (44). Com relacdo a

aterosclerose, por exemplo, as plantas medicinais desempenham papel importante
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no seu tratamento e prevencao (47). Uma dessas plantas, a C. xanthocarpa,
desponta como um notavel produto natural com potencial terapéutico eficaz na
doenca aterosclerodtica, a qual possue em sua composicdo a presenca de 4cidos

fendlicos.

2.5 Uso de Acidos fenolicos como estratégia alternativa para dislipidemias

Juntamente com a vasta gama de produtos naturais com efeitos benéficos,
existem inumeros estudos determinando uma variedade de compostos capazes de
contribuir em nivel terapéutico para a aterosclerose. A busca por esses compostos
revelou metabdlitos secundarios envolvidos no crescimento, desenvolvimento,
reproducdo e resisténcia a doencas nas plantas. Evidéncias apontam o potencial
antioxidante dessas moléculas, sendo capazes de elevar tanto os niveis, quanto a
atividade de duas das principais enzimas antioxidantes, a superoxido dismutase e a
catalase (48, 49).

Uma dessas classes de compostos bioativos compreende os AFs, a citar, por
exemplo, o AG e o AC (50). O consumo de AG, um AF presente em diversas
plantas, inclusive na C. xanthocarpa, inibe a iniciacdo e propagacdo da peroxidacao
lipidica renal em ratos (5). Este mesmo composto parece desempenhar papel
cardioprotetor, sendo capaz de inibir a ativacdo plaquetaria in vitro de modo
concentracdo dependente (50).

O AC, por sua vez, também presente nas folhas de C. xanthocarpa, possui
efeito anti-diabetes, através do aumento da expressdo de GLUT4, elevando a
captacdo de glicose, reduzindo assim a glicemia (7). Além disso, atua no processo
inflamatério reduzindo a liberacdo de mediadores envolvidos no processo
aterosclerotico como as P-selectinas e a Interleucina 18 (8). Este compilado de
descobertas aponta para gama de possibilidades terapéuticas dos AFs, mais
especificamente do AG e AC, ambos presentes nas folhas de C. xanthocarpa,
estando envolvidos em diversas patologias, sendo associados até mesmo com

propriedades anti-alzheimer (51).
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Figura 2: Estrutura quimica dos acidos fendlicos presentes em C. xanthocarpa, acido galico

e &cido clorogénico.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Verificar os efeitos dos AFs nos niveis de biomarcadores séricos lipidicos,

endoteliais e oxidativo em ratos Wistar.

3.2 Objetivos especificos

-Determinar o efeito dos AFs nos niveis de biomarcadores séricos lipidicos no
presente modelo experimental;

-Investigar o efeito dos AFs nos niveis de ON, um biomarcador da funcao
endotelial, neste modelo de estudo.

-Verificar o efeito dos AFs na capacidade total antioxidante no presente

modelo experimental.
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RESUMO

Fundamento: Os acidos fendlicos, &cido gélico (AG) e acido clorogénico (AC)
isoladamente desempenham efeito semelhante as estatinas inibindo a HMG CoA
redutase in vitro, melhorando o perfil lipidico, tendo como um de seus efeitos
biologicos, a elevacdo do HDL. Porém, sdo escassos 0s estudos acerca da
associacdo desses compostos no perfil lipidico, oxidativo e endotelial. Objetivo: O
objetivo do estudo foi avaliar o efeito da associacdo de AG e AC em ratos Wistar
tratados com dieta hipercolesterolémica. Métodos: Trinta e cinco animais foram
divididos aleatoriamente em cinco grupos, sendo que um grupo recebeu dieta
normal e os demais receberam dieta hipercolesterolémica por dez dias consecutivos
e 0sS seguintes tratamentos por cinco dias via gavagem, antes do fim da dieta: (1)
DHC - dieta hipercolesterolémica + agua purificada; (2) DHC+AG (15 mg/Kg); (3)
DHC+AC (10 mg/Kg), (4) DHC+AG+AC - AG (7,5 mg/Kg) + AC (5 mg/Kg). Os
animais foram anestesiados via inalatéria com isofluorano para coleta intracardiaca
e posteriormente eutanasiados através de deslocamento cervical ainda sobre
anestesia. Do soro coletado foram avaliados o perfil lipidico, a capacidade total
antioxidante (CTA) e o 6xido nitrico (ON). Resultados: O grupo DHC+AG+AC (29,07
* 7,2) apresentou uma elevacdo do HDL quando comparado ao grupo DHC (18,53 +
6,6). Esse efeito ndo aconteceu quando o0s compostos foram testados
separadamente. Ainda, a dieta elevou a capacidade antioxidante, ao passo que
estes acidos fendlicos, isolados ou associados, preveniram o aumento da CTA.
Concluséo: AG e AC em associacdo elevaram os niveis de HDL e preservaram as
defesas antioxidantes, contribuindo como perspectiva de terapias alternativas no

combate da aterosclerose.
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ABSTRACT

Background: Phenolic acids, gallic acid (GA) and chlorogenic acid (CA) alone
have a similar effect to statins inhibiting HMG CoA reductase in vitro, improving the
lipid profile, having as one of its biological effects the elevation of HDL. However,
there are few studies about the association of these compounds in the lipid, oxidative
and endothelial profile. Objective: The objective of this study was to evaluate the
effect of the association of AG and CA in Wistar rats treated with
hypercholesterolemic diet. Methods: Thirty-five animals were randomly divided into
five groups, one group receiving a normal diet and the other receiving a
hypercholesterolemic diet for ten consecutive days by gavage beyond the following
treatments for five days before the end of the diet: (1) HDC- hypercholesterolemic
diet + purified water; (2) HCD+GA (15 mg / kg); (3) HCD+CA (10 mg / kg), (4)
HCD+GA+CA - GA (7.5 mg / kg) + CA (5 mg / kg). The animals were anesthetized
via inhalation with isoflurane for intracardiac collection and subsequently euthanized
by cervical dislocation still under anesthesia. The lipid profile, total antioxidant
capacity (ATC) and nitric oxide (ON) were evaluated. Results: The HCD+GA+CA
group (29.07 £ 7.2) presented an elevation of HDL when compared to the HCD group
(18.53 % 6.6). This effect did not occur when the compounds were tested separately.
Furthermore, diet increased antioxidant capacity, whereas these phenolic acids,
isolated or associated, prevented the increase of TAC. Conclusion: Association of
GA and CA elevated HDL levels and preserved antioxidant defenses, contributing as

a perspective of alternative therapies in the fight against atherosclerosis.
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1.1 INTRODUCAO

Semelhante as estatinas, a Campomanesia xanthocarpa Berg. (Myrtaceae), €
uma planta que demonstrou efeito inibitério da HMG-CoAr in vitro (2), provavelmente
devido a presenca dos acidos fendlicos (AFs), principalmente pelo acido galico (AG)
e acido clorogénico (AC) em sua composicdo, os quais também inibem a HMG-CoAr
in vitro (1). De modo similar, Panicum repens L., outra planta que contém o0s
mesmos AFs em sua composicao, demonstrou reduzir CT e triglicerideos, ao passo
que elevou os niveis de HDL em um modelo de ratos hiperlipidémicos,
demonstrando a importancia desses compostos no perfil lipidico (3).

A inibicdo da enzima passo limitante na sintese do colesterol enddgeno, 3-
hidroxi-3-metil-glutaril CoA redutase (HMG-CoAr), confere o carater hipolipemiante
das estatinas, caracterizando sua capacidade de reducdo do LDL sérico,
restringindo o desenvolvimento da placa aterosclerética. Este medicamento também
€ capaz de gerar efeitos pleiotropicos importantes como o efeito anti-inflamatorio,
antioxidante, de estabilidade da placa e prevencdo da agregacao plaquetaria,
podendo ainda desencadear uma reducdo ténue dos niveis de lipoproteina de alta
densidade (HDL) (= 5%) (52).

Esta dltima particula, o HDL, vem demonstrando nos ultimos anos grande
importancia no processo aterosclerdtico, visto que é o principal responsavel pelo
transporte reverso do colesterol, além de inibir a oxidacdo do LDL, estimular a
producdo de ON, inibir a expressdo de moléculas de adesao e remover o colesterol
LDL das células que compde a placa aterosclerdtica, dentre outros efeitos (33, 53).

Sendo assim, as estatinas sdo medicamentos utilizados na clinica médica
para o tratamento da doenca aterosclerética. Esta consiste em um processo
inflamatorio crénico multifatorial que culmina na formagdo de uma placa
aterosclerotica rica em lipoproteina de baixa densidade (LDL) entre a tUnica intima e
média vascular (15, 54).

Apesar da gama de efeitos apresentada pelas estatinas, estas possuem um
custo elevado e ainda podem desencadear potenciais efeitos adversos (39),
estimulando a busca por produtos naturais obtidos de plantas brasileiras para a

prevencdo e tratamento da aterosclerose (47). Estes fatos apontam para o
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desenvolvimento de terapias alternativas, baseadas em produtos naturais e sua
utilizacdo na melhora do quadro aterosclerotico.

Segundo Saibabu et al. (2015) o uso farmacolégico dos AFs € promissor,
visto o potencial antioxidante, anti-inflamatorio, antidiabético e cardioprotetor dos
mesmos. No entanto, necessita-se de mais pesquisas as quais conduzam essas
biomoléculas para utilizacdo no tratamento clinico em larga escala (55).

O AG e o0 AC, por exemplo, de maneira isolada, sdo potentes antioxidantes
envolvidos na absorcéo e neutralizacdo de radicais livres, além de possuirem certas
implicacdes biolégicas de carater cardioprotetor, atuando como anti-inflamatérios
anti-hipertensivos e reduzindo os niveis de 6xido nitrico (ON) in vitro (9-12). Além
disso, foi descrito na literatura que tanto AG quanto AC séao capazes de melhorar o
perfil lipidico reduzindo o colesterol total (CT), triglicerideos e elevando os niveis de
HDL isoladamente (13, 14, 56). Entretanto, os dados na literatura, a respeito da
associacao desses compostos, S0 escassos.

Sendo assim, visto a capacidade de interferir no perfil lipidico, relativamente
semelhante, exercida pelos AFs, AG e AC, o objetivo do presente estudo foi avaliar
o efeito da associacdo desses AFs no perfil lipidico em ratos Wistar tratados com

dieta hipercolesterolémica, avaliando biomarcadores lipidicos, oxidativo e endotelial.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Drogas e reagentes

O isoflurano foi obtido de Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos LTDA,
Séo Paulo, Brasil. A racdo hipercolesterolémica possui a seguinte composi¢ao
(Caseina, amido de milho, celulose, DL-metionina, Sacarose, Bitartarato de Colina,
Oleo de milho, Oleo de coco saturado, Mix mineral RH9504, Mix vitaminico RH9505
e Terc-butil-hidroquinona - TBHQ) e foi obtida de Rhoster Industria e Comércio
LTDA, Séo Paulo, Brasil. Os padrées de AG e AC foram obtidos de Merck,
Darmstadt, Alemanha. Utilizou-se ainda o KIT para ensaio de CT, LDL, HDL e
triglicerideos Labtest Diagndéstica SA, Minas Gerais, Brasil. O reagente de Griess
para mensuracao dos niveis de ON é uma mistura de sulfanilamida (Reagen LTDA)

e naftiletilenodiamina-bicloridrato (Sigma Aldrich) em acido ortofosférico a 5%
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(Sigma Aldrich). O Sulfato ferroso de amoénio, O-dianisidina e peréxido de hidrogénio
para andlise de Capacidade total antioxidante (CTA) foram obtidos de Merck,

Darmstadt, Alemanha.

2.2 Modelo experimental roedor e tratamento

Esse estudo foi aprovado pelo comité de ética no uso de animais sob o
namero de protocolo 009/15. Foi realizado estudo basico experimental envolvendo
35 ratos Wistar machos pesando 200-250 g (3,0 - 3,5 meses de idade) que foram
obtidos do biotério da Universidade de Cruz Alta (UNICRUZ). Os ratos ficaram
alojados em gaiolas de plastico (no maximo cinco animais/gaiola) a temperatura (22
+ 2° C) e umidade relativa constante (55 £ 10%), com um ciclo de claro-escuro de
doze horas, comida e agua disponivel ad libitum. Os animais foram divididos em
cinco grupos de sete animais: um unico grupo recebeu dieta normal e tratamento
com agua destilada — controle da dieta (C) e quatro grupos foram alimentados com
uma dieta hipercolesterolémica rapida (vide tépico 2.4) durante 10 dias para
avaliacdo do transporte reverso do colesterol, o qual € devido ao aumento da
concentracdo sérica dos niveis de HDL para compensar o excesso de colesterol

exdgeno proveniente da dieta hipercolesterolémica (26).

Os ratos que receberam dieta hipercolesterolémica foram divididos,
aleatoriamente, em quatro grupos submetidos aos seguintes tratamentos por cinco
dias, antes do fim da dieta hipercolesterolémica: (1) DHC - dieta
hipercolesterolémica - agua purificada; (2) DHC+AG (15 mg/Kg); (3) DHC+AC (10
mg/Kg), (4) DHC+AG+AC- AG (7,5 mg/Kg) + AC (5 mg/Kg). As doses utilizadas
foram escolhidas com base em estudos prévios (13, 57). E o tempo de tratamento foi
determinado visando uma rapida elevacao dos niveis de HDL caracteristica do
modelo. Os tratamentos farmacolégicos foram administrados oralmente, via
gavagem, uma vez ao dia durante cinco dias. O ultimo tratamento foi realizado 24h

antes da coleta de sangue.
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2.3 Coleta de sangue

ApOs 24 horas a administragdo da ultima dose dos tratamentos, os animais
foram anestesiados com isofluorano via inalatoria, para imediata coleta de sangue
através de puncédo cardiaca, sendo que os mesmos foram mantidos em anestesia
inalatoria durante todo o procedimento. ApOs a coleta, os animais foram
eutanasiados por descolamento cervical. As amostras de sangue foram coletadas
em tubos sem anticoagulante, e em seguida centrifugadas a 3000 rpm por 10 min

para obtencéo do soro, o qual foi utilizado nas analises.

2.4 Biomarcadores lipidicos, endotelial e oxidativo.

Foram analisados os biomarcadores lipidicos: CT, LDL, HDL, triglicerideos e
efeito dos tratamentos nos mesmos. Estas analises foram realizadas no laboratorio
de Analises Clinicas do Hospital Veterinario da Universidade de Cruz Alta, utilizando
métodos enzimaticos com kits comerciais da Labtest Diagndstica SA, através de um
analisador bioquimico semi-automatico LabQuest. O ON também foi avaliado para
controle da funcdo endotelial nesses animais, através da dosagem de nitritos e
nitratos, seguindo a técnica descrita por Tastch et al. (2010) (58). Para avaliacao do
perfil antioxidante, a CTA foi mensurada como descrito por Erel (2004) (30). Todos
os resultados foram expressos em mg/dL, com excecdo da CTA que foi expressa em

mmol Trolox Equivalente/L.

2.5 Andlise estatistica

Os dados foram expressos em média e desvio padrao. Foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov para verificagdo da normalidade. A partir desse ponto, quando
os dados seguiam uma distribuicdo normal - paramétricos foi utilizado ANOVA de
uma via para verificacdo da diferenca entre os grupos controle e dos diferentes
tratamentos, seguida do teste Student Newman-Keuls. Quando os dados néo
seguiam a distribuicdo normal foi utilizado Kruskal-Wallis seguido de pés teste de

Dunn. O Software utilizado para analises e confeccdo de graficos foi o GraphPad
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5.0. p<0.05 foi considerado como indicativo de diferenca significativa entre os

grupos.

3 RESULTADOS

Apés dez dias de tratamento, o grupo DHC (69,31 + 6,951) demonstrou
elevacdo em relacdo aos niveis de CT quando comparado com 0 grupo controle
(47,44 £ 6,320), demonstrando que a racdo hipercolesterolémica foi capaz de elevar
o CT dos animais (fig. 1A). O aumento dos niveis de CT destes animais se deu pelo
aumento dos niveis de HDL (fig. 1B), uma vez que os niveis de HDL foram
significantemente superiores no grupo DHC quando comparado ao controle.

De modo mais especifico, observou-se um aumento nos niveis de HDL no
grupo DHC+AG+AC (29,07 £+ 7,2) quando comparado ao grupo DHC (18,53 + 6,6),
evidenciando que o tratamento com a associagao dos AFs (AG e AC) foi capaz de
elevar os niveis de HDL (fig. 1B). Em relac@o aos tratamentos de cinco dias com AFs
concomitantes as dietas, os grupos DHC+AG, DHC+AC e DHC+AG+AC néo
diferiram do grupo DHC para os niveis de CT, evidenciando que os tratamentos com

AFs ndo alteraram os niveis de CT (fig. 1A) e LDL (tabela I).

Quanto a CTA, observou-se um aumento no grupo DHC (1,393 + 0,23)
guando comparado ao controle (1,030 + 0,19), mostrando que a dieta
hipercolesterolémica desafiou as defesas antioxidantes. Nos grupos DHC+AG (1,038
+0,17), DHC+AC (0,92 £ 0,041) e DHC+AG+AC (0,916 £ 0,059) houve reducdo em
relacdo ao grupo DHC (1,393 + 0,23) (fig. 1C).
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Fig.1 Niveis de CT, HDL e CTA nos diferentes grupos experimentais.
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Quanto aos niveis de ON,

ndao houve diferengca entre

0S grupos

experimentais, evidenciando que nesse modelo os AFs néo interferiram na funcéo

endotelial. De mesmo modo, ndo houve diferenca entre os grupos no parametro de

triglicerideos (tabela 1). Cabe salientar ainda que ndo houve diferenca entre os

grupos no parametro triglicerideos (tabela I).

Tabela I: Niveis de CT, HDL, LDL, triglicerideos e ON nos diferentes grupos

experimentais ap0s cinco dias de tratamento com AFs.

Controle DHC DHC+AG DHC+AC DHC+AG+AC
CT (mg/dL) 47,44 £ 6,32 69,31 £ 6,95# 75,36 £ 10,40 64,76 % 6,60 71,50 £ 9,30
HDL (mg/dL) 11,68 £ 4,39 18,53 £ 6,58# 22,18 £ 2,85 2442 4,77 29,07 £7,21*
LDL (mg/dL) 4,82%0,84 6,27 £ 2,78 4,38 11,92 33123 4114
Triglicerideos
(mg/dL) 61,67 £ 43,16 72,83 10,40 77,50 £ 28,39 70,50 % 30,97 46,50 + 4,59
ON (umoliL) 64,20 + 18,24 91,40 £ 22,46 94,33 * 28,36 75,43 £ 27,73 61,00 £ 18,01
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Ao se analisar a interacdo do tempo e tratamento no ganho de peso dos
animais, observou-se que nao houve diferencas estatisticas entre os grupos (dados
nao apresentados). Isso evidencia a auséncia de influéncia da dieta e dos
tratamentos no ganho de peso desses animais, no curto tempo do estudo.

4 DISCUSSAO

AG e AC estédo presentes em diversas plantas com potencial medicinal, e vem
sendo estudados de maneira individual em diversos parametros, dentre eles no perfil
lipidico. Porém, de maneira associada, estes compostos séo testados apenas em
extratos complexos, e pouco se sabe acerca do potencial dessa associacdo de AFs
2, 3).

Em nosso estudo, de maneira individual, AG e AC ndo foram capazes de
promover alteracdo dos biomarcadores lipidicos. Por outro lado, a associacdo de AG
com AC, possibilitou a elevacdo dos niveis de HDL nos ratos Wistar, impedindo
também o aumento das defesas antioxidantes.

Compostos poli fendlicos, derivados de plantas, despontam uma vasta gama
de propriedades farmacologicas, sendo que o estudo do seu mecanismo de acao
tem sido objeto de consideravel interesse nos ultimos anos. Punithavathi et al.
(2011) analisaram o homogenato de figado de ratos diabéticos induzidos com
estreptozotocina e evidenciaram que houve uma elevacdo na atividade da enzima
HMG-CoAr (59). Esse fato ja havia sido anteriormente verificado por Catanzaro e
Suen (1996), sendo que o tratamento com AG (10 mg e 20 mg/kg) foi capaz de
reduzir a atividade da HMG-CoAr, concomitantemente com a diminui¢cdo dos niveis
de CT hepatico nos ratos tratados com esse fitoquimico (13).

Neste contexto, 0 AG tem recebido grande atenc&o devido a sua potente acao
antioxidante centrada na sua capacidade de sequestrar radicais livres. Ele € um AF
enddgeno presente em plantas, e encontrado naturalmente em abundancia em chas,
frutas como a uva, e bebidas como o vinho. Apresenta acdes farmacoldgicas
importantes, tais como: anti-inflamatdria, anticancerigena e um potente efeito
antioxidante (55). Ainda, Jang et al., (2008) demonstrou que o AG possui efeito
hipolipemiante em ratos alimentados com dieta rica em gordura, reduzindo os niveis

de CT, TG, HDL e LDL colesterol destes animais, em tratamento de sete semanas
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(56). Os resultados do presente estudo mostraram que ndo houve alteracdes nas
variaveis lipidicas, fato esse, sugere que o AG isoladamente, assim como a prépria
dieta, necessitem de um periodo maior para modificar o metabolismo lipidico. Além
do periodo de tratamento, a dose utilizada por JANG et al. (2008) foi superior a do
presente estudo, apontando também que a dose pode interferir nas mudancas
efetivas do perfil lipidico (56). Embora, quando associado ao AC, pode ser utilizado
com doses menores, como evidenciado em nosso estudo.

O AC, por sua vez, além de elevar a capacidade inibitéria da HMG-CoAr (60),
seu consumo esta associado a reducédo do risco cardiovascular, visto que, Klafke et
al. (2016) demonstraram que C. xanthocarpa, planta que contém AG e AC em sua
composic¢éo, reduziu os niveis de LDL oxidado (18).

Sustentando o efeito do AC, o estudo de Cho et al. (2010) também
demonstrou que este AF atua reduzindo a sintese de acidos graxos e colesterol,
através da inibicdo da HMG-CoAr (14). No entanto, assim como para o AG, o AC
ndo foi capaz de alterar significativamente os niveis dos biomarcadores séricos
lipidicos, quando administrado isoladamente na dose de 10 mg/Kg.

Dados do nosso experimento demonstraram que os AFs isoladamente nao
surtiram efeitos significativos sobre os biomarcadores lipidicos nos ratos Wistar. No
entanto, quando foram usados em associagéo (grupo DHC+AG+AC = 7,5 mg/Kg de
AG + 5 mg/Kg de AC), aumentaram significativamente os niveis de HDL, provocado
pelo inicio da dieta hipercolesterolémica, indicando um provavel efeito sinérgico
entre esses AFs. O aumento dos niveis de colesterol HDL € de extrema importancia
como um fator protetor contra a doenca aterosclerética, uma vez que ele atua
transportando colesterol e ésteres de colesterol dos tecidos periféricos e células
para o figado, onde sera metabolizado gerando acidos biliares, e consequentemente
reduzindo o colesterol total circulante (61, 62).

Em reforco a nossos achados, El-Tantawy et al. (2015), demonstraram que o
extrato etandlico das raizes de Panicum repens L. (escalracho), aumentou o0s niveis
de HDL em ratos (3), sendo que esta planta apresenta em sua COmpoSiCA0 0S
mesmos AFs presentes em C. xanthocarpa, AG e AC (18). Apesar de ambos os AFs
demonstrarem melhora no perfil lipidico em estudos anteriores, eles ndo foram
capazes de reduzir isoladamente os niveis de CT e LDL no modelo de dieta

hipercolesterolémica.
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O efeito da associacdo destes AFs nos niveis séricos de HDL poderia ser
explicado por um possivel efeito inibitério da proteina transferidora de ésteres de
colesterol (CETP), que por sua vez, € uma proteina que modula a troca de ésteres
de colesterol e triglicerideos entre HDL e lipoproteinas que contenham ApoB (VLDL
e LDL), gerando HDL pobre em lipidios que sera reincorporada na formacédo de
novas particulas ou excretada na urina. Sendo assim, a inibicdo da CETP culmina
na elevacdo dos niveis de HDL (33). Desse modo, a CETP esta relacionada
negativamente com o HDL e positivamente com triglicerideos, ou seja, sua inibicdo
eleva o HDL ao passo que reduz os niveis de triglicerideos (63).

Nos ultimos anos, diversos estudos tém sido elaborados na busca de um
inibidor dessa proteina, e alguns candidatos foram testados sem sucesso, a citar
dalcetrapib, evacetrapib e torcetrapib, sendo que o Gltimo mostrou-se prejudicial aos
pacientes devido o aumento de aldosterona, elevando a presséo arterial, enquanto
gue 0s outros se mostraram seguros, porém sem o efeito desejado (64).

Além disso, experimentos estdo em execucdo com o candidato mais atual
anacetrapib, o qual é capaz de elevar o colesterol HDL, assim como reduzir os
triglicerideos, porém seus efeitos cardiovasculares e perfil de seguranca ainda nao
foram realizados (63). Em nosso estudo, encontramos efeito parcialmente
semelhante ao descrito acima, sugerindo o papel da associacédo de AG e o AC como
um inibidor da CETP.

Estes AFs derivados de produtos naturais podem despontar como uma
possivel terapia inibidora da CETP de baixo custo e de facil obtencao, auxiliando
ainda mais no tratamento da doenca aterosclerotica, associado aos demais efeitos
destes compostos ja descritos na literatura como o efeito antioxidante, anti-
inflamatorio, antidiabético e cardioprotetor (55), assim como a elucidacdo do
envolvimento do HDL nesse potencial terapéutico.

Entretanto, cabe ressaltar que dois estudos envolvendo a C. xanthocarpa,
planta que possui AG e AC em sua composi¢cdo, ndo alteraram os niveis de HDL
em humanos, durante tratamento de 90 dias. Apesar desse contra ponto, € possivel
que a concentracdo de AG e AC na planta tenha sido insuficiente para causar o
efeito encontrado no presente estudo (2, 65). Por outro lado, o produto final da

associacdo de AG e AC pode apresentar-se como uma opc¢ao mais viavel na
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inibicdo de CETP, quando comparado ao po da planta, que possui outros
constituintes em sua composicao.

No que diz respeito aos aspectos oxidativos, a dieta mostrou-se capaz de
forcar o aumento das defesas antioxidantes, representado pelo aumento do CTA no
grupo que recebeu dieta hipercolesterolémica em relacédo ao grupo da dieta normal.
Esse achado vai ao encontro do estudo de Bellassoued et al., (2015), onde mostrou
que a dieta hipercolesterolémica por si sO, foi capaz de elevar as defesas
antioxidantes em ratos Wistar (66). Cabe ainda salientar, que ambos os AFs,
isoladamente e em associacdo reduziram os niveis de CTA, deixando-o em nivel
semelhante ao do grupo controle. Sendo assim, essa reducédo pode ser entendida
como um possivel efeito de neutralizacdo de radicais livres, o qual ja foi
demonstrado em estudos prévios, sendo desencadeado por intermédio destes AFs,
preservando o organismo do dano oxidativo, evitando a necessidade de forcar o
sistema antioxidante dos animais (9-12).

Com relacdo a funcéo endotelial, AG e AC néo alteraram os niveis de ON no
presente estudo. Todavia, esses compostos possuem efeito de elevagdo do ON ja
descrito anteriormente, mas em concentragcdes bem menores que as aqui utilizadas
e de modo in vitro, sem evidéncias in vivo para o efeito dessa associagao nos niveis
de ON (9-12). Além disso, o estudo de Viecili et al., (2014), demonstrou que a planta
C. xanthocarpa, a qual possui AG e AC na sua composicao, foi capaz de elevar os
niveis de ON (65). No entanto, o tratamento utilizado foi de noventa dias, levando a
crer que o0 aumento no tempo de tratamento pode ser a chave para atingir um
possivel efeito nesse parametro ou somente 0 extrato completo desempenha este

efeito.

5 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que a associacdo dos AFs, AG e AC,
potencializou a elevagcdo dos niveis de HDL e impediu a elevacdo das defesas
antioxidantes em modelo de ratos Wistar, contribuindo com a perspectiva de futuros

estudos que buscam terapias alternativas no combate da aterosclerose.
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6 LEGENDAS DE FIGURAS

Fig. 1. (A) Niveis de CT, (B) niveis de HDL e (C) niveis de ON nos diferentes grupos
experimentais apos cinco dias de tratamento com AFs e veiculo. Controle: grupo
dieta normal tratado com 4gua destilada; DHC: grupo com dieta hipercolesterolémica
tratado com &gua destilada; HDC+AG: grupo tratado com &cido galico (15,25
mg/Kg); DHC+AC: grupo tratado com &cido clorogénico (9,6 mg/Kg); DHC+AG+AC:
grupo associacao tratado com metade da dose de AG e AC associados. ANOVA de
uma via seguida pelo teste de comparacdo multipla "Student-Newman-Keuls" #
guando comparado ao grupo controle; * quando comparado ao grupo DHC. (n=7 por
grupo) #, * = p<0,05.

7 LEGENDAS DE TABELAS

Tabela I. Niveis de CT, HDL, LDL, triglicerideos e ON nos diferentes grupos
experimentais apds cinco dias de tratamento com AFs. Controle: grupo dieta normal
tratado com agua destilada; DHC: grupo com dieta hipercolesterolémica tratado com
agua destilada; DHC+AG: grupo tratado com &cido galico; DHC+AC: grupo tratado
com acido clorogénico;, DHC+AG+AC: grupo associacdo tratado com AG e AC
associados. ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparacdo multipla
"Newman-Keuls" # quando comparado ao grupo controle; * quando comparado ao

grupo DHC
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ANEXO 1: Normas para publicacéo.

ARQUIVOS BRASILEIROS DE CARDIOLOGIA

NORMAS PARA PUBLICAQAO

1. Os Arquivos Brasileiros de Cardiologia (Arq Bras Cardiol) sdo uma publicacdo mensal da
Sociedade Brasileira de Cardiologia, indexada no Cumulated Index Medicus da National
Library of Medicine e nos bancos de dados do MEDLINE, EMBASE, LILACS, Scopus e da
SciELO com citagdo no PubMed (United States National Library of Medicine) em inglés e
portugués.
2. Ao submeter o manuscrito, os autores assumem a responsabilidade de o trabalho ndo ter
sido previamente publicado e nem estar sendo analisado por outra revista. Todas as
contribuicdes cientificas sdo revisadas pelo Editor-Chefe, pelo Supervisor Editorial, Editores
Associados e pelos Membros do Conselho Editorial. S6 sdo encaminhados aos revisores 0s
artigos que estejam rigorosamente de acordo com as normas especificadas. Os trabalhos
também sdo submetidos a revisdo estatistica, sempre que necessario. A aceitacdo serd na
originalidade, significancia e contribuigdo cientifica para o conhecimento da area.
3. Secoes
3.1. Editorial: todos os editoriais dos Arquivos sao feitos atraves de convite. N&o serdo aceitos
editoriais enviados espontaneamente.
3.2. Carta ao Editor: correspondéncias de conteudo cientifico relacionadas a artigos
publicados na revista nos dois meses anteriores serdo avaliadas para publicagdo. Os autores do
artigo original citado serdo convidados a responder.
3.3. Artigo Original: os Arquivos aceitam todos os tipos de pesquisa original na area
cardiovascular, incluindo pesquisas em seres humanos e pesquisa experimental.
3.4. Revisdes: os editores formulam convites para a maioria das revisdes. No entanto,
trabalhos de alto nivel, realizados por autores ou grupos com historico de publicaces na area
serdo bem-vindos. N&o serdo aceitos, nessa secdo, trabalhos cujo autor principal ndo tenha
vasto curriculo académico ou de publicacgdes, verificado através do sistema Lattes (CNPQ),
Pubmed ou SciELO. Eventualmente, revisdes submetidas espontaneamente poderdo ser
reclassificadas como “Atualiza¢do Clinica” e publicadas nas péaginas eletronicas, na internet

(ver adiante).
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3.5. Comunicacdo Breve: experiéncias originais, cuja relevancia para o conhecimento do tema
justifique a apresentacdo de dados iniciais de pequenas séries, ou dados parciais de ensaios
clinicos, serdo aceitos para avaliacao.

3.6. Correlagcdo Anatomo-Clinica: apresentacdo de um caso clinico e discussao de aspectos de
interesse relacionados aos contetdos clinico, laboratorial e anatomo-patologico.

3.7. Correlacdo Clinico-Radiogréafica: apresentacdo de um caso de cardiopatia congénita,
salientando a importancia dos elementos radiograficos e/ou clinicos para a consequente
correlacdo com 0s outros exames, que comprovam o diagnostico. Ultima-se dai a conduta
adotada.

3.8. Atualizacdo Clinica: essa se¢do busca focar temas de interesse clinico, porém com
potencial de impacto mais restrito. Trabalhos de alto nivel, realizados por autores ou grupos
com histdrico de publicacfes na area serdo aceitos para revisao.

3.9. Relato de Caso: casos que incluam descri¢cdes originais de observacdes clinicas, ou que
representem originalidade de um diagndstico ou tratamento, ou que ilustrem situacdes pouco
frequentes na prética clinica e que merecam uma maior compreensao e atencao por parte dos
cardiologistas serdo aceitos para avaliacao.

3.10. Imagem Cardiovascular: imagens clinicas ou de pesquisa basica, ou de exames
complementares que ilustrem aspectos interessantes de métodos de imagem, que esclarecam
mecanismos de doencas cardiovasculares, que ressaltem pontos relevantes da fisiopatologia,
diagndstico ou tratamento serdo consideradas para publicacao.

3.11. Ponto de Vista: apresenta uma posi¢do ou opinido dos autores a respeito de um tema
cientifico especifico. Esta posicdo ou opinido deve estar adequadamente fundamentada na
literatura ou em sua experiéncia pessoal, aspectos que irdo ser a base do parecer a ser emitido.
4. Processo de submisséo: os manuscritos deverdo ser enviados via internet e sistema,

disponivel no endereco: http://www.arquivosonline.com.br/2013/submissao

5. Todos os artigos devem vir acompanhados por uma carta de submisséo ao editor, indicando
a secdo em que o artigo deva ser incluido (vide lista acima), declaragdo do autor de que todos
0s coautores estdo de acordo com o conteudo expresso no trabalho, explicitando ou néo
conflitos de interesse* e a inexisténcia de problemas éticos relacionados.

6. Todos os manuscritos sdo avaliados para publicagdo no menor prazo possivel, porém,
trabalhos que meregam avaliacdo especial para publicacdo acelerada (“fast-track™) devem ser

indicados na carta de submissdo ao editor.
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7. Os textos e as tabelas devem ser editados em word e as figuras e ilustracdes devem ser
anexados em arquivos separados, na area apropriada do sistema. Figuras devem ter extensdo
JPEG e resolucdo minima de 300 DPI. As Normas para Formatacdo de Tabelas, Figuras e
Graficos encontram-se em
http://www.arquivosonline.com.br/publicacao/informacoes_autores.asp /
http://publicacoes.cardiol.br/pub_abc/autor/pdf/manual_de_formatacao_abc.pdf 8. Conflito de
interesses: quando existe alguma relacdo entre os autores e qualquer entidade publica ou
privada que pode derivar algum conflito de interesse, essa possibilidade deve ser comunicada
e serd informada no final do artigo. Enviar a Declaracdo de Potencial Conflito de Interesses
para revista@cardiol.br, colocando no assunto numero do artigo. Acesse:
http://www.arquivosonline.com.br/pdf/conflito_de_interesse_abc_2013.pdf 9. Formulario de
contribuicdo do autor: o autor correspondente devera completar, assinar e enviar por e-mail
(revista@cardiol.br — colocar no assunto nimero do artigo) os formularios, explicitando as
contribuicdes de todos os participantes, que serdo informadas no final do artigo. Acesse:
http://www.arquivosonline.com.br/pdf/formulario_contribuicao_abc_2013.pdf 10. Direitos
Autorais: 0s autores dos artigos aprovados deverdo encaminhar para 0S Arquivos,
previamente a publicacado, a declaracdo de transferéncia de direitos autorais assinada por todos
0S coautores (preencher 0 formulario da pagina
http://publicacoes.cardiol.br/pub_abc/autor/pdf/Transferencia_de_Direitos_Autorais.pdf e
enviar para revista@cardiol.br, colocando no assunto nimero do artigo).

11. Etica

11.1. Os autores devem informar, no texto e/ou na ficha do artigo, se a pesquisa foi aprovada
pela Comissdo de Etica em Pesquisa de sua instituicio em consoante & Declaracdo de
Helsinki.

11.2. Nos trabalhos experimentais envolvendo animais, os autores devem indicar se oS
procedimentos seguidos seguiram o0s padrdes éticos do comité responsavel por
experimentacdo humana (institucional e nacional) e da Declaracdo de Helsinki de 1975,
revisada em 2008. Se houver duvida quanto a realizacdo da pesquisa em conformidade com a
Declaracdo de Helsinki, os autores devem explicar as razdes para sua abordagem e
demonstrar que o corpo de reviséo institucional explicitamente aprovou os aspectos duvidosos
do estudo. Ao relatar experimentos com animais, os autores devem indicar se as diretrizes

institucionais e nacionais para o cuidado e uso de animais de laboratorio foram seguidas.
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11.3. Nos trabalhos experimentais envolvendo seres humanos, os autores devem indicar se 0s
procedimentos seguidos seguiram o0s padrdes éticos do comité responsavel por
experimentacdo humana (institucional e nacional) e da Declaragdo de Helsinki de 1975,
revisada em 2008. Se houver divida quanto a realizacdo da pesquisa em conformidade com a
Declaracdo de Helsinki, os autores devem explicar as razdes para sua abordagem e
demonstrar que o corpo de reviséo institucional explicitamente aprovou os aspectos duvidosos
do estudo. Estudos realizados em humanos devem estar de acordo com os padrdes éticos e
com o devido consentimento livre e esclarecido dos participantes conforme Resolucdo 196/96
do Conselho Nacional de Satde do Ministério da Satde (Brasil), que trata do Codigo de Etica
para Pesquisa em Seres Humanos e, para autores fora do Brasil, devem estar de acordo com
Comittee on Publication Ethics (COPE).

12. Ensaios clinicos

12.1. O International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) e a Organizacao
Mundial da Saude (OMS) acredita que é importante promover uma base de dados de estudos
clinicos abrangente e disponivel publicamente. O ICMJE define um estudo clinico como
qualquer projeto de pesquisa que prospectivamente designa seres humanos para intervencao
ou comparacdo simultanea ou grupos de controle para estudar a relacao de causa e efeito entre
uma intervencdo médica e um desfecho relacionado a salde. As intervencdes médicas
incluem medicamentos, procedimentos cirurgicos, dispositivos, tratamentos comportamentais,
mudancas no processo de atendimento, e outros.

12.2. O numero de registo do estudo deve ser publicado ao final do resumo. Serdo aceitos
qualquer registro que satisfaca o ICMJE, ex. http://clinicaltrials.gov/. A lista completa de
todos o0s registros de ensaios clinicos pode ser encontrada no seguinte endereco:
http://www.who.int/ictrp/network/primary/en/index.html. 12.3. Os ensaios clinicos devem
seguir em sua apresentacdo as regras do CONSORT STATEMENT. Acesse
http://www.consort-statement.org/consortstatement/ 13. Cita¢des bibliogréficas: os Arquivos
adotam as Normas de Vancouver — Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to

Biomedical Journal (www.icmje.orq).

14. Idioma: os artigos devem ser redigidos em lingua portuguesa (com a ortografia vigente)
e/ou inglés.

14.1. Para os trabalhos que ndo possuirem versdo em inglés ou que essa seja julgada
inadequada pelo Conselho Editorial, a revista providenciara a tradugcdo sem 6nus para o(S)

autor(es).

42


http://www.icmje.org/

14.2. Caso ja exista a versdo em inglés, tal versdo deve ser enviada para agilizar a publicacéo.
14.3. As versdes inglés e portugués serdo disponibilizadas na integra no endereco eletrénico
da SBC (http://www.arquivosonline.com.br) e da SciELO (www.scielo.br), permanecendo a
disposicdo da comunidade internacional.

15. Avaliacdo pelos Pares (peer review): todos os trabalhos enviados aos ABC serdo
submetidos a avaliacdo inicial dos editores, que decidirdo, ou ndo, pelo envio a revisdo por
pares (peer review), todos eles pesquisadores com publicacdo regular em revistas indexadas e
cardiologistas com alta qualificacdo (Corpo de Revisores dos ABC

http://www.arquivosonline.com.br/conselhoderevisores/).

15.1. Os autores podem indicar até cinco membros do Conselho de Revisores para analise do
manuscrito submetido, assim como podem indicar até cinco revisores para ndo participar do
processo.

15.2. Os revisores tecerdo comentarios gerais sobre o manuscrito e decidirdo se esse trabalho
deve ser publicado, corrigido segundo as recomendacdes, ou rejeitado.

15.3. Os editores, de posse dos comentarios dos revisores, tomardo a decisao final. Em caso
de discrepéncias entre os revisores, podera ser solicitada uma nova opinido para melhor
julgamento.

15.4. As sugestdes de modificacdo dos revisores serdo encaminhadas ao autor principal. O
manuscrito adaptado as novas exigéncias sera reencaminhado aos revisores para verificacao.
15.5. Em casos excepcionais, quando o assunto do manuscrito assim o exigir, o Editor podera
solicitar a colaboracdo de um profissional que ndo conste do Corpo de Revisores. 15.6. Os
autores tém o prazo de trinta dias para proceder as modificacdes solicitadas pelos revisores e
submeter novamente o artigo. A inobservancia desse prazo implicara na retirada do artigo do
processo de revisao.

15.7. Sendo aceitos para revisdo, os pareceres dos revisores deverdo ser produzidos no prazo
de 30 dias.

15.8. As decisOes serdo comunicadas por mensagem do Sistema de Envio de Artigos e e-mail.
15.9. As decisfes dos editores ndo serdo discutidas pessoalmente, nem por telefone. As

réplicas deverdo ser submetidas por escrito a revista.

43


http://www.arquivosonline.com.br/conselhoderevisores/

15.10. Limites de texto:

Artigo Editorial Artigo de Relato de Comunicagdo Ponto de Carta ao Imagem Correlagbes
Original Revisdo Caso Breve Vista Editor
Atualizacdo
Clinica

Ne¢mdx. de | 10 2 4 6 8 8 3 2 4
autores
Titulo 150 120 150 120 120 120 120 120 120
(caracteres
incluindo
espagos)
Titulo 50 50 50 50 50 50 50 50 50
reduzido
(caracteres
incluindo
espagos)
Resumo (n2 | 250 - 250 - 250
max. de
palavras)
N¢max. de | 5000 1500 6500 1500 1500 2500 500 250 800
palavras
{incluindo
referéncias)
N2 max. de | 40 15 80 10 10 20 5 - 10
referéncias
Ne¢max.de |8 2 8 2 2 2 1 1 1
tabelas + figs
+video

1 15.11. Orientac¢des Estatisticas

15.11.1. O uso adequado dos métodos estatisticos bem como sua correta descri¢do é de suma
importancia para a publicacdo nos Arquivos Brasileiros de Cardiologia. Desta forma, a seguir,
sdo apresentadas orientagdes gerais aos autores sobre as informagfes que devem ser
fornecidas no artigo referente a andlise estatistica (para maiores detalhes, sugerimos a leitura
das orientacdes estatisticas do European Heart Journal).

1) Sobre a amostra:

¢ Detalhamento tanto da populacdo de interesse quanto dos procedimentos utilizados para
definicdo da amostra do estudo.

2) Dentro do topico Métodos, criacdo de um subtdpico direcionado exclusivamente a
descricdo da andlise estatistica efetuada no estudo, contendo:

* Forma de apresentagdo das varidveis continuas e/ou categéricas: para varidveis continuas
com distribuicdo normal, apresentacdo da média e desviopadrdo e, para as com distribuicéo
ndo normal, apresentar através de mediana e intervalos interquartis. J& para as variaveis
categodricas, as mesmas devem ser apresentadas através de nimeros absolutos e percentagens,
com os respectivos intervalos de confianga;

* Descri¢do dos métodos estatisticos utilizados. Na utilizagdo de métodos estatisticos mais
complexos, deve ser fornecida uma literatura de referéncia para os mesmos;

» Como regra, os testes estatisticos devem sempre ser bilaterais ao invés de unilaterais;

* Nivel de significancia estatistica adotado;

* Especificacao do software empregado nas analises estatisticas e sua respectiva versao.

3) Em relacdo a apresentacéo dos resultados obtidos apds as analises estatisticas:
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* Os principais resultados devem sempre ser descritos com seus respectivos intervalos de
confianca;

* Nio repetir no texto do artigo dados ja existentes em tabelas e figuras;

» Ao invés de apresentar tabelas muito extensas, utilizar graficos como alternativa de modo a
facilitar a leitura e entendimento do contetdo;

* Nas tabelas, mesmo que o p-valor ndo seja significativo, apresentar o respectivo valor em
vez de "NS" (por exemplo, p = 0,29 em vez de NS).

16. Os artigos deveréo seguir a seguinte ordem:

16.1. Pagina de titulo

16.2. Texto

16.3. Agradecimentos

16.4. Legendas de figuras

16.5. Tabelas (com legendas para as siglas)

16.6. Referéncias

16.7. Primeira Pagina:

16.7.1. Deve conter o titulo completo do trabalho de maneira concisa e descritiva, em
portugués e inglés, assim como um titulo resumido (com até 50 caracteres, incluindo espacos)
para ser utilizado no cabecalho das demais paginas do artigo;

16.7.2. Devem ser incluidos de trés a cinco descritores (palavras-chave), assim como a
respectiva traducgéo para as keywords (descriptors). Os descritores devem ser consultados nos
sites: http://decs.bvs.br/, que contém termos em portugués, espanhol e inglés ou
www.nlm.nih.gov/mesh, para termos somente em inglés;

16.8. Segunda Pagina:

16.8.1. Resumo (até 250 palavras): o resumo deve ser estruturado em cinco se¢des quando se
tratar Artigo Original, evitando abreviacOes e observando o nimero maximo de palavras. No
caso de Artigo de Revisdo e Comunicacdo Breve, o resumo ndo é estruturado, respeitando o
limite maximo de palavras. N&o cite referéncias no resumo:

* Fundamento (racional para o estudo);

* Objetivos;

» Métodos (breve descricdo da metodologia empregada);

* Resultados (apenas os principais e mais significativos);

* Conclusodes (frase(s) sucinta(s) com a interpretacdo dos dados). Obs.: Os Relatos de Caso

ndo devem apresentar resumo.
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16.9. Texto para Artigo Original: deve ser dividido em introdugcdo, métodos, resultados,
discussdo e conclusdes.

16.9.1. Introducéo:

16.9.1.1. N&o ultrapasse 350 palavras.

16.9.1.2. Faca uma descricdo dos fundamentos e do racional do estudo, justificando com base
na literatura.

16.9.2. Métodos: descreva detalhadamente como foram selecionados o0s sujeitos da pesquisa
observacional ou experimental (pacientes ou animais de experimentacao, incluindo o grupo
controle, quando houver), incluindo idade e sexo.

16.9.2.1. A definicdo de racas deve ser utilizada quando for possivel e deve ser feita com
clareza e quando for relevante para o tema explorado.

16.9.2.2. Identifique os equipamentos e reagentes utilizados (incluindo nome do fabricante,
modelo e pais de fabricacdo, quando apropriado) e dé detalhes dos procedimentos e técnicas
utilizadas de modo a permitir que outros investigadores possam reproduzir os seus dados.
16.9.2.3. Justifique os métodos empregados e avalie possiveis limitacdes.

16.9.2.4. Descreva todas as drogas e farmacos utilizados, doses e vias de administracao.
16.9.2.5. Descreva o protocolo utilizado (intervencgdes, desfechos, métodos de alocacao,
mascaramento e andlise estatistica).

16.9.2.6. Em caso de estudos em seres humanos, indique se o trabalho foi aprovado por um
Comité de Etica em Pesquisa e se os pacientes assinaram termo de consentimento livre e
esclarecido.

16.9.3. Resultados: exibidos com clareza, subdivididos em itens, quando possivel, e apoiados
em numero moderado de gréaficos, tabelas, quadros e figuras. Evitar a redundéncia ao
apresentar os dados, como no corpo do texto e em tabelas.

16.9.4. Discussao: relaciona-se diretamente ao tema proposto quando analisado a luz da
literatura, salientando aspectos novos e importantes do estudo, suas implica¢des e limitagdes.
O ultimo periodo deve expressar conclusdes ou, se pertinentes, recomendagdes e implicacdes
clinicas.

16.9.5. Conclusdes

16.9.5.1. Ao final da sess@o “Conclusdes”, indique as fontes de financiamento do estudo.

17. Agradecimentos: devem vir apds o texto. Nesta secdo, é possivel agradecer a todas as

fontes de apoio ao projeto de pesquisa, assim como contribui¢des individuais.
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17.1. Cada pessoa citada na secdo de agradecimentos deve enviar uma carta autorizando a
inclusdo do seu nome, uma vez que pode implicar em endosso dos dados e conclusdes.

17.2. Ndo € necessario consentimento por escrito de membros da equipe de trabalho, ou
colaboradores externos, desde que o papel de cada um esteja descrito nos agradecimentos. 18.
Referéncias: os Arquivos seguem as Normas de Vancouver.

18.1. As referéncias devem ser citadas numericamente, por ordem de aparecimento no texto e
apresentadas em sobrescrito.

18.2. Se forem citadas mais de duas referéncias em sequéncia, apenas a primeira e a Gltima
devem ser digitadas, separadas por um traco (Exemplo: 5-8).

18.3. Em caso de citacdo alternada, todas as referéncias devem ser digitadas, separadas por
virgula (Exemplo: 12, 19, 23). As abreviagdes devem ser definidas na primeira apari¢cdo no
texto.

18.4. As referéncias devem ser alinhadadas a esquerda.

18.5. Comunicacdes pessoais e dados ndo publicados ndo devem ser incluidos na lista de
referéncias, mas apenas mencionados no texto e em nota de rodapé na pagina em que €
mencionado.

18.6. Citar todos os autores da obra se houver seis autores ou menos, ou apenas 0S Seis
primeiros seguidos de et al, se houver mais de seis autores.

18.7. As abreviagdes da revista devem estar em conformidade com o Index Medicus/Medline
— na publicagdo List of Journals Indexed in Index Medicus ou por meio do site

http://locatorplus.gov/.

18.8. SO serdo aceitas citacOes de revistas indexadas. Os livros citados deverdo possuir
registro ISBN (International Standard Book Number).

18.9. Resumos apresentados em congressos (abstracts) s6 serdo aceitos até dois anos apos a
apresentacao e devem conter na referéncia o termo “resumo de congresso” ou “abstract”.

19. Politica de valorizagdo: os editores estimulam a citacdo de artigos publicados nos
Arquivos.

20. Tabelas: numeradas por ordem de aparecimento e adotadas quando necessario a
compreensdo do trabalho. As tabelas ndo deverdo conter dados previamente informados no
texto. Indique os marcadores de rodapé na seguinte ordem: *, T, I, §, /.9, #, **, 77, etc. O
Manual de Formatagdo de Tabelas, Figuras e Gréficos para Envio de Artigos a Revista ABC
esta no endereco:

http://publicacoes.cardiol.br/pub_abc/autor/pdf/manual_de_formatacao_abc.pdf 21. Figuras:
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as figuras submetidas devem apresentar boa resolucdo para serem avaliadas pelos revisores.
As legendas das figuras devem ser formatadas em espaco duplo e estar numeradas e
ordenadas antes das Referéncias. As abreviacbes usadas nas ilustragbes devem ser
explicitadas nas legendas. O Manual de Formatacdo de Tabelas, Figuras e Graficos para
Envio de Artigos a Revista ABC esta no endereco:
http://publicacoes.cardiol.br/pub_abc/autor/pdf/manual_de_formatacao_abc.pdf 22. Imagens e
videos: os artigos aprovados que contenham exames (exemplo: ecocardiograma e filmes de
cinecoronariografia) devem ser enviados através do sistema de submissdo de artigos como
imagens em movimento no formato MP4 com codec h:264, com peso de até 20 megas, para
serem disponibilizados no site http://www.arquivosonline.com.br e nas revistas eletrénicas
para versdo tablet.

23. Os autores ndo sdo submetidos a taxa de submissdo de artigos e de avaliagdo.
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Anexo 2: Carta de Aprovacéo do Comité de Etica no Uso de Animais

& COMITE DE ETICA NO USO DE

ONICIRU ANIMAIS

UNIVERSIDADE DE CRUZ ALTA

Comité de Etica no Uso
de Animais
' UNIVERSIDADE DE CRUZ ALTA

CARTA DE APROVACAO

O Comité de Etica no Uso de Animais — UNICRUZ analisou o protocolo de
pesquisa:

Titulo: Identificagdo dos componentes fitoquimicos hipolipemiantes da
Campomanesia xanthocarpa: testes in vitro e in vivo.

Protocolo n°: 009/15
Pesquisador Responsavel: Jonatas Zeni Klafke

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos e metodolégicos, por
nao haver qualquer tipo de injuria aos animais da pesquisa. Toda e qualquer

alteragéo do Projeto, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser
comunicados imediatamente a este Comité.

Cruz Alta, 14 de Junho de 2016.

Jorge Daniian ,Stumpfs Diaz
Coordenador do CEUA-UNICRUZ

Campus Universitario - UNICRUZ Fone (55) 3321- 1618
Email- ceua.unicruz@gmail.com



