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RESUMO

A hipercolesterolemia é um importante fator de risco para doencas
cardiovasculares porque promove aumento da producdo de radicais livres,
principalmente, pela oxidacdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) e pela
geracao de espécies reativas que reagem com 0 oxigénio na parede vascular. As
drogas com efeitos hipocolesterolémicos podem expor o paciente a efeitos
adversos especialmente no figado, rins e musculo esquelético. Como alternativa,
produtos de origem vegetal tém recebido consideravel atencdo para o tratamento
da hipercolesterolemia. Observa-se uma relacdo inversa entre a associacdao da
ingestdo de fibras alimentares e de polifendis com o risco de doencas
cardiovasculares. Fibras alimentares, especialmente as soluveis, reduzem os
niveis de colesterol plasmatico exercendo efeito protetor contra as doencas
cardiacas. Por outro lado, a propriedade protetora mais importante dos polifendis é
a sua atividade antioxidante. Este trabalho avaliou o efeito da polpa de laranja,
fonte natural de fibras, em hamsters submetidos a dieta hipercolesterolémica. Os
animais foram distribuidos em trés grupos (n=8/grupo): Grupo |: alimentados com
dieta controle; Grupo Il: hamsters com dieta hipercolesterolémicas (20g
colesterol/Kg dieta), e Grupo llI: dieta hipercolesterolémica contendo 20% de polpa
de laranja. Foram determinadas as concentracdes plasmaticas do colesterol total,
triacilglicerdis, HDL e VLDL+LDL colesterol, bem como a pressao arterial média e
a analise morfométrica da parede da aorta abdominal. Avaliou-se, também, o teor
de polifendis na polpa de laranja, a peroxidacao lipidica (TBARS) nos eritrécitos e
a atividade da superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px),
catalase (CAT), glutationa redutase (GR) e glutationa (GSH). A polpa de laranja,
em cuja composicao foi demonstrada a presenca de polifendis, reduziu as
concentracbes plasmaticas de triacilglicerois, VLDL+LDL, colesterol total e
TBARS, bem como a atividade da SOD, GSH-Px, CAT e GR. Além disso, a polpa
de laranja também reduziu a pressao arterial média e o espessamento da parede
da aorta. Em conclusdo, a polpa de laranja exerceu efeito protetor contra as
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alteracdes induzidas pela hipercolesterolemia devido, principalmente, a suas
propriedades fisico-quimicas e provavelmente, a presenga de polifendis entre seus

constituintes.
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ABSTRACT

Hypercholesterolemia is a high cardiovascular risk factor because
cholesterol exerts a prooxidant effect and leads to enhanced production of
oxygen free radicals, especially by oxidizing low-density lipoprotein (LDL) and
generating species that can react with oxygen in the vascular wall. For most
cholesterol lowering drugs to be effective they must be used for several weeks,
but the procedure may expose the patient to various side effects, especially
liver, kidney and esqueletic muscle injury. As an alternative, the use of products
of plant origin for treating hypercholesterolemia has received considerable
attention. Therefore, there is a negative relationship between the association of
dietary fibers and polyphenol intake and the risk of cardiovascular diseases.
Dietary fibers, especially the soluble type, decrease serum cholesterol levels
and this may contribute to their protective role against heart disease. In
contrast, the most important therapeutic property of polyphenols is their
antioxidant activity. We studied induced hypercholesterolemia and its
modulation by orange pulp, a natural source of fiber, in hamsters. The animals
were distributed into three groups (n=8/group): Group I: fed a control diet;
Group II: fed a hypercholesterolemic diet (20g of cholesterol/’kg diet); and
Group llI: fed a hypercholesterolemic diet containing 20% orange pulp. Total
cholesterol, triglycerides, total serum HDL- and VLDL+LDL-cholesterol
concentrations were evaluated. In addition, concentration of polyphenols in
orange pulp, erythrocyte lipid peroxidation (TBARS) and the activities of
superoxide (SOD), glutathione peroxidase (GSH-Px), catalase (CAT),
glutathione reductase(GR) and glutathione (GSH), mean arterial pressure and
morphometrical examination in the abdominal aortic wall were all evaluated.
Orange pulp reduced the triglycerides, VLDL+LDL, total plasma cholesterol
concentration, TBARS levels, and the SOD, GSH-Px, CAT and GR activities,
and mean arterial pressure, and abdominal aorta wall thickness. In conclusion,

orange pulp had a protective effect against alterations induced by
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hypercholesterolemia.This protection was probably due to the direct physical
action on the gastrointestinal tract and, probably, by the presence the

polyphenols in orange pulp.
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OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo: avaliar os efeitos da polpa de laranja em
hamsters submetidos a dieta hipercolesterolémica determinando:

« teores plasmaticos de colesterol total, HDL-colesterol, VLDL+LDL-colesterol e
triacilglicerdis;

« peroxidagao lipidica em eritrocitos;

. atividade das enzimas antioxidantes: Superéxido Dismutase, Catalase,
Glutationa Peroxidase e Glutationa Redutase;

« pressao arterial média;

« morfometria da parede da artéria aorta abdominal.
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ABSTRACT

Human life expectancy continues to increase. Consequently, as a result of living
longer, there has been a relative increase in diseases that tend to appear later in
life. Cancers and cardiovascular diseases now account for > 66% of the cause of
mortality in countries with a high per capita gross national product.
Hypercholesterolemia is a significant cardiovascular risk factor because
cholesterol, one of the main factors in the genesis of atherosclerosis, exerts a
prooxidant effect that increase leads to enhanced production of free radicals, that

play an important role in the pathogenesis of atherosclerosis. Considerable



epidemiological evidence suggests that habitual consumption of diets rich in fruits
and vegetables decreases the risk of developing such conditions. Therefore, the
benefits of a diet rich in plant products are well evidenced from epidemiological
studies, especially concerning the prevention of cancers, lipid peroxidation and
cardiovascular diseases.

Keywords: dietary fiber, polyphenols, free radicals, hypercholesterolemia.

RESUMEN

La expectativa de vida del hombre continua a aumentar.
Consequentemente como resultado de la mayor longevidad humana hay el
aparecimiento de morbidades relacionadas al envejecimiento. Canceres vy
enfermedades cardiovasculares son responsables por aproximadamente 66% de
la causa mortis em paises desarrollados con altas rendas per capita. La
hipercolesterolemia es un importante factor de riezgo cardiovascular porque el
colesterol, uno de los principales factores en la génese de la aterosclerose, ejerce
efecto pré oxidante que genera el aumento en la produccién de radicales libres,
que tienen importante papel en la génese de la aterosclerose. Estudios
epidemioldgicos segeren que, el consumo rutinero de dietas ricas en frutas y
vegetales reduce el riezgo del desarrollo de tales condiciones. De hecho, los
beneficios provenientes de una dieta rica en vegetales son conprovados por
estudios epidemioldgicos, especialmente los relativos a la prevencion de cancer,

peroxidacion lipidica e enfermedades cardiovasculares.



Palabras clave: fibra dietética; polifenoles; radicales libres;

hipercolesterolemia.

RESUMO

A expectativa de vida do homem continua a aumentar. Consequentemente,
como resultado da maior longevidade humana ha o aparecimento de morbidades
relacionadas ao envelhecimento. Canceres e doencas cardiovasculares sao
responsaveis por cerca de 66% da causa mortis em paises desenvolvidos com
elevadas rendas per capta. A hipercolesterolemia é um importante fator de risco
cardiovascular porque o colesterol, um dos principais fatores na génese da
aterosclerose, exerce efeito prdé oxidante que leva ao aumento na producao de
radicais livres, que tém importante papel na génese da aterosclerose. Estudos
epidemiologicos sugerem que, o consumo habitual de dietas ricas em frutas e
vegetais reduz o risco de desenvolvimento de tais condigbes. De fato, os
beneficios decorrentes de uma dieta rica em vegetais sdo comprovados por
estudos epidemiolégicos, especialmente os relacionados a prevencao de cancer,
peroxidacao lipidica e doencas cardiovasculares.
Palabras clave: fibra alimentar; polifendis; radicais livres;

hipercolesterolemia.

INTRODUCAO
Estudos sobre padrées alimentares tém demonstrado que a ingestédo

habitual de carne vermelha, produtos lacteos integrais, bebidas adocicadas e



acucares esta diretamente relacionado ao desenvolvimento de patologias, dentre
as quais encontram-se a obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares
(GITTELSOHN et al, 1998; ANDERSON e HANNA, 1999; FUNG et al., 2001).
Assim, em muitos paises, particularmente 0os em desenvolvimento, que
apresentam elevado consumo dos alimentos anteriormente citados, a prevaléncia
de doencas cronico-degenerativas tem se elevado vertiginosamente
(SARTORELLI e FRANCO, 2003). Por outro lado, compostos com acao
antioxidante e fibras alimentares, presentes nos alimentos de origem vegetal,
podem proteger o organismo contra essas patologias (NESS e POWLES, 1997).
Assim, populagcées que consomem dietas ricas em frutas, verduras e legumes
apresentam menor incidéncia dessas doencas quando comparadas as populacoes
que fazem uso de alimentos refinados, uma vez que o processamento industrial
elimina quase que totalmente as fibras alimentares presentes no alimento,
alterando ainda, as suas caracteristicas fisicas e quimicas (SELVENDRAN e
VERNE, 1990). Por esse motivo é importante identificar uma fonte alimentar que
possua além de fibras alimentares em sua composicao (GUIDA-CARDOSO et al.,
2004), também componentes antioxidantes que possam atenuar e/ou prevenir 0
progresso de doencas crbnico-degenerativas (FUHRMAN e AVIRAM, 2001;
GUIDA-CARDOSO et al., 2004).

Este artigo tem como objetivo discutir as alteracdes bioquimicas e
morfolégicas que ocorrem nos vasos sanglineos, induzidas pela
hipercolesterolemia, bem como os efeitos das fibras alimentares e polifenois

nessas alteragdes e, conseqlientemente, na prevencgao da aterosclerose.



RADICAIS LIVRES

Os organismos aerdbicos estdao continuamente expostos a concentracdes
basais de espécies reativas de oxigénio (EROs), subprodutos do metabolismo
aerobico (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989b). Esses radicais sdao atomos ou
grupos de atomos que possuem, em sua ultima camada, um ou mais elétrons
desemparelhados (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989). Como o oxigénio
molecular ja possui dois elétrons desemparelhados em sua ultima camada, ele é
considerado um bom agente oxidante por receber elétrons de outras moléculas
redutoras formando EROs. Essas EROs sao formadas, nos sistemas biolégicos,
através de reducdes parciais (um unico elétron) do oxigénio molecular para formar
o anion superoxido (02°), um radical livre citotéxico altamente reativo (LAVELLE et
al., 1973). Radicais livres também sao resultantes da atividade de enzimas, tais
como: xantina-oxidase, citocromo P450-oxidase, monoaminooxidase e NADH-
oxidase (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989b). Além disso, as EROs podem,
também, ser provenientes de fontes externas como alimentos, poluentes do ar e
cigarro (THOMPSON, 1994). Tais espécies reativas causam danos em
componentes celulares incluindo DNA, proteinas, aminoacidos livres, lipidios,
carboidratos e lipidios de membrana, os quais, por sua vez, podem levar ao
desenvolvimento de doengas.

A toxidade dos radicais livres esta relacionada com sua alta reatividade com
as biomoléculas, principalmente através de reagdes de abstracdo e de adi¢ao de
atomos de hidrogénio. Enquanto o radical &nion superéxido e o perdxido de

hidrogénio sdo considerados oxidantes fracos, o radical hidroxila é considerado



extremamente potente. Foi sugerido que o radical hidroxila reage com qualquer
biomolécula num raio de 15 A° do seu local de formagdao (WARD et al., 1985).
Assim, pode reagir com acidos graxos poliinsaturados (LH) das membranas ou
particulas de lipoproteinas e formar o radical acido graxo (L"). A reacdo do L' com
O produz peroxiradical lipidico (LOO"), o qual na presenca de um outro lipidio
(LH) ou outro doador de elétron, forma hidroperéxido lipidico (LOOH) e um outro
radical lipidico L'. Esse radical L' é reativo e pode iniciar a formacao de novos
radicais livres e assim, continuar a cascata de reacdées. O LOOH pode sofrer
degradacdo catalisada por metais de transicdo e produzir ainda mais radicais
reativos (LOO" ou LO’), que irdo continuar a reacdo em cadeia e produzir outros
produtos (malondealdeido-MDA, pentano e etano). A formacdo de LOOH na
membrana celular também pode causar a ruptura da arquitetura da membrana
(THOMPSON, 1994)

A peroxidacdao lipidica tem um papel crucial em processos patoldgicos tais
como, envelhecimento, carcinogénese, catarata (THOMPSON, 1994) e na
patogénese da aterosclerose (PRASAD e KALRA, 1993).

Diversos autores relacionam um aumento na ingestao de colesterol com os
processos de peroxidacao lipidica (ISMAIL et al., 1999) e com a elevacdo de
aldeidos (malondialdeido, MDA), sugerindo que a hipercolesterolemia esta

diretamente relacionada o processo de formacao de radicais livres.



DEFESAS ANTIOXIDANTES

Antioxidante é qualquer molécula que, quando presente em baixas
concentracbes, comparada com as concentracdes das substancias oxidaveis,
diminui  significativamente ou inibe sua oxidacdo (HALLIWELL e
GUTTERIDGE,1989).

A exposicdo do organismo aos efeitos dos radicais livres encontra
resisténcia de um importante e complexo sistema antioxidante. Os mais
importantes antioxidantes biolégicos sao glutationa peroxidase (MAHFOUZ e
KUMMEROW, 2000), catalase e superéxido dismutase (SOD) (MAHFOUZ e
KUMMEROW, 2000), transferrina e ceruloplasmina (HALLIWELL e GUTTERIDGE,
1989), glutationa (GSH) (REED, 1990), bem como , vitamina C (acido ascorbico)
(WAYNER et al., 1986), vitamina E (a-tocoferol) (HSIU-CHING et al., 2001) e os

flavondides (DIPLOCK et al., 1998).

Glutationa (GSH)

A glutationa (GSH) (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) uma molécula gerada
através da glutationa oxidada (GSSG) e dinucleotidio nicotinamida adenina fosfato
(NADPH) pela acao da glutationa redutase (THOMPSON, 1994), é abundante em
células de mamiferos e tem como fungdo reverter o estresse oxidativo celular
(SIES, 1999), eliminando aldeidos e peroxidos, que sao téxicos ao organismo e
mantendo as formas reduzidas das vitaminas C e E, sendo também coenzima da

glutationa peroxidase (REED, 1990; HSIU-CHING et al., 2001).



A GSH, sintetizada primariamente no compartimento citoplasmatico celular,
€ utilizado fisiologicamente em outros tecidos ou pelos diferentes compartimentos
da prépria célula, como nucleo, matriz mitocondrial, reticulo endoplasmatico e

também em espacos extracelulares (SIES, 1999).

Superoxido Dismutase (SOD)

Superéxido dismutase (SOD) é um grupo de metaloproteinas que esta
presente em quase todos os organismos aerdbicos, principalmente nos eritrécitos,
catalisando a dismutacao do O para H>O.. (SIMON et al., 1998).

MANTHA et al. (1993), observou um aumento significativo na atividade da
SOD na aorta de coelhos hipercolesterolémicos. Tal aumento da atividade ocorre
porque o estresse oxidativo durante a hipercolesterolemia pode elevar a atividade
da glutationa peroxidase (GPx), a qual tem por funcao proteger a SOD da

inativacao pelo H.O, (BRAY et al.,1974; CESQUINI et al., 1999).

Glutationa Peroxidase (GPx)
A glutationa peroxidase (GPx) tem importante papel na eliminagdo do H»O,, sob
condicoes fisiolégicas (SIMON et al., 1998). Glutationa peroxidase, assim como a
catalase, requer GSH como um co-fator para a degradagdo do perdxido de
hidrogénio (KURATA et al., 1993), além de estar envolvida na redugcao do LOOH
para alcool lipidico (LOH), prevenindo dessa forma, a reagdo em cascata do

LOOH por mais radicais livres (THOMPSON, 1994).



Catalase (CAT)

A catalase (CAT) tem a mesma funcdo da GPx, assim, catalisa a
decomposicdo do H»O,. E uma enzima extensamente distribuida na natureza,
encontrada em todos os microorganismos aerébicos, plantas e células animais. Os
eritrécitos de mamiferos, em especial, sdo dotados de uma atividade
extraordinariamente alta de CAT (KURATA et. al., 1993). Assim, segundo AL-
ABRASH et al. (2000) nos eritrécitos de pacientes suscetiveis ao estresse
oxidativo, verifica-se um aumento na atividade da CAT, como observado nas
doencgas cardiovasculares, tumores, inflamacao, anemia e diabetes.

Um aumento na atividade da SOD poderia proteger a catalase e a
glutationa peroxidase da inativacao pelo O,. Tal efeito poderia levar a um
aumento na atividade da glutationa peroxidase e da catalase, uma vez que 0 Oy é
conhecido como inativador da catalase (KONO e FRIDOVICH, 1982) e da
glutationa peroxidase (BLUM e FRIDOVICH, 1985). De fato, MANTHA et al.
(1993), em experimentos com coelhos hipercolesterolémicos, observaram que
esses animais apresentaram uma elevagao da atividade da SOD, da GPx e da

CAT na aorta em resposta ao estresse oxidativo.

Glutationa Redutase (GR)

A glutationa redutase (GR) é responsavel pela manutencdo das
concentracoes intracelulares de GSH, o qual exerce importante papel na protecao
da hemoglobina e outras estruturas protéicas celulares contra danos oxidativos

(KURATA, 1993). A glutationa redutase catalisa a redugcédo da Glutationa oxidada
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(GSSG) usando NADPH como um doador de H*. A GSSG pode ser formada
durante a degradacao do H>O, pela GPx ou ainda pelo ataque de radicais livres ao
GSH (WENDEL & CIKRYT, 1980).

A GR requer flavina adenina dinucleotidio (FAD) como uma co-enzima,
sendo esta ultima produzida enzimaticamente por meio da riboflavina extracelular

incorporada nas hemacias (KURATA et al., 1993).

OXIDO NITRICO, DISFUNCAO ENDOTELIAL E ATEROSCLEROSE.

O endotélio vascular era tido como uma monocamada de células
estaticas dentro do corpo, agindo como uma barreira semipermeavel entre o
sangue e os tecidos. No entanto, evidéncias experimentais e clinicas tém
demonstrado que o endotélio é um tecido ativo e dindmico envolvido na
manutencdo de processos homeostaticos (VANE et al,, 1995), sendo também,
considerado um 6rgao enddécrino (RAMIRES et al.,, 1998). As principais funcdes
endoteliais sdo a manutengdo da circulagdo sanguinea e a sua fluidicidade, a
regulacao do tdénus e inibicdo da proliferacdo da musculatura lisa vascular e a
modulacdo da adesdo plaquetaria e transmigracdo e adesdao de leucdcitos
(BROWN e HU, 2001).

FURCHOTT e ZAWADISKI (1980) propuseram que havia um fator
relaxador derivado do endotélio vascular, posteriormente identificado como sendo
o 6xido nitrico (NO), reconhecido como o mais potente vasodilatador formado
pelas células do corpo humano (RAMIRES et al., 1998). Estudos mostraram que o

NO esta envolvido em diversas atividades biolégicas vitais, tais como
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neurotransmissao no sistema nervoso central e periférico (ZAYAS et al., 2000),
defesa imunoldgica inespecifica (BRYK e WOLFF, 1999) e regulacdo da atividade
leucocitaria e plaquetaria, contribuindo, dessa forma, para a manutencdo da
homeostasia do sistema cardiovascular e na regulacdo da pressdao sanguinea
(HAYNES et al., 1993; PAPAPETROPOULOQOS et al., 1999).

O NO é produzido pelo endotélio vascular sob condicbes basais e sua
producado é estimulada por uma variedade de receptores bem como pelo “shear
stress” produzido pelo fluxo sangliineo. O NO liberado pelas células endoteliais
contrabalanca com a vasoconstricado produzida pelo sistema nervoso simpatico e
pelo sistema renina-angiotensina (LI e FORSTERMANN, 2000). Além disso, NO é
um potente inibidor da agregacdo e adesao plaquetaria na parede vascular. A
agregacao plaquetaria na luz do vaso sanguineo altera a parede desse vaso,
liberando fatores mitogénicos que estimulam a proliferacéo das células endoteliais
que pode promover a oclusao do vaso (BUSSE et al., 1987).

Quando a homeostasia endotelial € rompida, formam-se condicdes
adequadas para o desenvolvimento da aterosclerose, um processo crdnico
caracterizado por resposta inflamatéria e fibroproliferativa da parede arterial
induzida por agressodes da superficie arterial (ROSS, 1997), de alta morbidade,
sendo hoje, uma das principais causas da mortalidade nas civilizacbes ocidentais
(WHO-MONICA, 1994). O processo que da origem a esta doencga € multifatorial e,
geralmente, relaciona-se a presenca de fatores de risco ndo modificaveis (idade,
sexo e antecedente familiar) e a fatores de risco modificaveis como, por exemplo,

hipertensao arterial, diabetes, tabagismo, caracteristicas hemorreolédgicas locais
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(distarbios no padrao de fluxo sanguineo em segmentos tortuosos ou préximos a
bifurcacbes dos vasos) e, sobretudo, a hipercolesterolemia (VERRI e FUSTER,
1997; RAMIRES et al., 1998, STEINBER e WITZUM, 1999). Macroscopicamente,
a lesdo mais precocemente detectavel ao longo do processo aterosclerético é a
estria gordurosa (fatty streak), que consiste em depdsitos subendoteliais de
macréfagos ricos em lipidios, denominados células espumosas (foam cells) e, em
menores quantidades, células musculares lisas ricas em lipidios. Essa leséo
primordial, potencialmente reversivel, normalmente evolui de maneira lenta, ao
longo dos anos, até constituir lesdes mais avangadas, como as placas fibrosas, as
quais podem obstruir os vasos podendo mesmo levar a eventos isquémicos
agudos (como o infarto do miocéardio) quando instabilizadas (ROSS, 1997; ROSS,
1999; PINTO et al., 2003).

Uma das primeiras indicacoes de que o NO estava associado com a
aterosclerose foi uma paradoxal observacdo de que os metabdlitos do NO
estavam aumentados na hipercolesterolemia; no entanto, o relaxamento da célula
muscular lisa vascular em resposta ao NO era inibido sob essas condicdes
(OHARA et al., 1993). Além disso, outros efeitos anti e pré-aterosclerédticos do NO
tém sido demonstrados (O'DONNELL et al., 1999). Uma explicagdo para tais
resultados é que o NO sozinho tem funcdo de um antioxidante e anti-inflamatério,
entretanto, em combinacdo com oxidantes pro-inflamatérios, superédxido, peréxido
de hidrogénio ou hipoclorito, mediadores pré-aterogénicos sao formados
modificando proteinas e lipidios (BECKMAN e KOPPENOL, 1996). O papel anti-

aterogénico do NO deriva da observacao de que a L-arginina, substrato enddégeno
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para a formacdo da NO, inibe e pode mesmo regredir as lesbes aterosclerédticas.
(CANDIPAN et al., 1996).

A reducao da bioatividade do NO pode ser causada pela diminuicdo da
expressao da NO sintase (eNOS) pelas células endoteliais, pela falta de substrato
ou co-fator para a eNOS (POU et al., 1992) ou pela acelerada degradacao do NO
pelas espécies reativas de oxigénio (EROS) (HARRISON, 1997; PINTO et al.,
2003), proporcionando, entdo, alteracbes patoldgicas. Esses dados sugerem a
grande importancia que tem a interagdo das EROs com o NO nos vasos
sanglineos (O'DONNELL et al., 1999).

A interacao entre o NO e O2" ocorre extremamente rapida na fragdo de 6.7 x
10° mol/L™". s (HARRISON, 2000). OHARA et al., (1993) demonstraram um
aumento na formagdo de O principalmente na intima das artérias
ateroscleroticas, levando a formulagdo da hipétese de que o prejuizo na
vasodilatacao endotelial na aterosclerose é devido a uma mais rapida oxidagao do
NO do que a diminuigao da atividade da enzima éxido nitrico sintase.

O aumento da producao de EROs, durante a hipercolesterolemia,
promove injuria nas células endoteliais e, conseqlentemente, disfun¢do endotelial,
estagio primordial para o inicio da aterosclerose (PRASAD e KALRA, 1993). Por
outro lado, a diminuicdo da permeabilidade endotelial e a reducédo do influxo de
lipoproteinas na parede vascular (CARDONA-SANCLEMENTE e BORN, 1995)
contribuem para a propriedade antiaterogénica do 6xido nitrico (NO).

A formacao basal de NO derivado do endotélio aparece diminuida também

na maioria dos pacientes com hipertensao essencial, causada devido a uma
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reducdo na sintese, na liberagdo ou aumento na sua degradacdo (PANZA et al.,
1993).

Uma das primeiras indicacoes que as EROs poderiam estar relacionadas a
aterosclerose foi a demonstracdo de que a lipoproteina de baixa densidade (LDL)
oxidada, principal lipoproteina carreadora do colesterol plasmatico, possuia efeitos
biolégicos que contribuiam para o desenvolvimento da aterosclerose (DARLEY-
USMAR e HASSALL, 1993). O processo de oxidacdo da LDL ocorre dentro da
parede arterial, onde a maioria das células, incluindo células endoteliais, células
da musculatura lisa e mondcitos derivados dos macréfagos, pode oxidar a LDL
(AVIRAM e ROSENBLAT, 1994). A interacdao da LDL com os macréfagos, sob
estresse oxidativo, ativa oxigenases celulares, que produzem EROs e espécies
reativas de nitrogénio que oxidam a LDL (AVIRAM et al.,, 1996). Assim, nessas
condicoes, podem ocorrer varias condi¢coes patologicas, incluindo reducao nas
propriedades anticoagulantes e antiinflamatérias do endotélio, prejuizo na
modulagao do crescimento vascular e desregulacdo do remodelamento vascular
que podem levar a uma disfuncédo endotelial. No entanto, na maioria da literatura,
esse termo tem sido utilizado para se referir a diminuicdo do vasorelaxamento
dependente do endotélio, causado por uma diminuicdo da bioatividade do NO na

parede do vaso (GIMBRONE, 1995).

FIBRAS ALIMENTARES
Apesar do fato das fibras alimentares serem, anteriormente, tidas como

sendo material inerte e sem qualquer efeito fisioldgico no organismo (KINGMA et
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al., 1993), atualmente se reconhece que as fibras exercem suas agdes em todo o
trato digestivo devido, sobretudo, as suas caracteristicas fisico-quimicas.

As fibras alimentares sao substancias presentes nas paredes das células
vegetais que nao sofrem digestdo pelas enzimas digestivas e que, portanto, nao
sao absorvidas pela mucosa intestinal (SLAVIN, 1987). Entretanto, a porcao
fibrosa dos alimentos pode ser parcialmente hidrolisada pela microbiota colénica
(TROWELL, 1974; ROBERFROID, 1993; SEMBRIES et al., 2003).

O termo fibra alimentar total (FAT) é, atualmente, mais utilizado para
denominar as fibras alimentares por acrescentar a definicdo anterior polimeros
resultantes da reacdo de Maillard, amidos resistentes (ex: amido retrogradado) e
polidextroses (GORDON, 1989).

Sao fontes de fibra alimentares os alimentos de origem vegetal: frutas,
verduras, legumes, raizes, tubérculos, nozes e graos (SLAVIN, 1987;
CAVALCANTI, 1989; MARLETT, 1992). Individuos adultos deveriam ingerir,
diariamente, em torno de 20 a 30 gramas na base seca (EASTWOOD, 1992), o
que poderia ser conseguido com uma dieta a base de cereais integrais, frutas,
legumes e verduras.

As fibras séao classificadas, segundo SCHNEEMAN (1986):

a) polissacarideos estruturais: estdo associados a parede celular e incluem as
hemiceluloses, pectinas e celulose.
a.1) celulose: confere volume aos alimentos (THEANDER et al.,, 1993), sendo

parcialmente degradada pela microbiota colénica (KRITCHEVSKY, 1985);
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a.2) hemiceluloses: sofrem degradacéo por bactérias colénicas (KRITCHEVSKY,
1985);

a.3) pectinas: sofrem total degradacdo pelas bactérias intestinais
(KRITCHEVSKY, 1985) e formam solugdes viscosas no trato gastrointestinal
adsorvendo certos metabdlitos, tais como sais biliares (VAHOUNY, 1982);

b) polissacarideos nao estruturais: incluem as gomas, mucilagens,
substancias pécticas, polissacarideos de algas e derivados do endosperma e do
espaco intracelular das células vegetais. Sao inteiramente degradadas pelas
bactérias do célon (KRITCHEVSKY, 1985), contribuindo para a viscosidade e
geleificacdo das suas dispersdes (MA e BARBOSA-CANOVAS, 1993).

MARLETT (1992), determinou o conteddo e a composicdo das fibras
alimentares de alimentos comumentes consumidos na dieta humana. Assim, o
teor de fibra alimentar total, em relacdo a 100g de peso fresco dos alimentos
analisados, foi de 1,4 +0,7g para as frutas, 2,0 £ 0,89 para as verduras, 2,3 £
1,0g para graos refinados, 4,0 + 0,7g para leguminosas e 6,4 +2,1g para as
nozes. Verificou-se, também, que o teor de fibra soluvel foi de 23% nos graos
refinados, 3% nos nozes, e 13 a 20% nos demais grupos de alimentos (frutas,
verduras e leguminosas); além disso, a pectina apresentou valor desprezivel em
graos e foi responsavel por 15 a 30% do teor de fibra total das frutas.
Particularmente em laranjas, a pectina, hemiceluloses e a lignina corresponderam,
respectivamente a 50%, 20% e 0,1% de teor total de fibras. Quanto aos cereais

refinados, em 41 fontes diferentes analisadas, o autor observou que o valor médio

17



de fibra alimentar total foi de 10 a 13g sendo que seus componentes principais
hemicelulose, celulose e pectina apresentaram valores extremamente baixos.

As principais ac¢oes das fibras alimentares sobre o trato gastrointestinal sdo
(SCHENEEMAN, 1989; THIBAULT et al.,1992):
a - degradacao microbiana: fibras solUveis sdo fermentadas pela microbiota do
intestino grosso em graus variaveis produzindo &cidos graxos de cadeia curta os
quais atingem a circulacdo por meio de veia porta; esses acidos graxos podem
influenciar o metabolismo lipidico, causando efeito hipocolesterolémico
(SCHEPPACH et al., 1988; HUGHES, 1991; YOSHIDA et al., 1991; McBURNEY e
SAUER, 1993; ROBERFROID, 1993; SEMBRIES et al., 2003).
b- capacidade de hidratacao : a hidratacdo das fibras resulta na formacao de
uma matriz de gel podendo aumentar a viscosidade do conteddo gastrointestinal,
e como conseqléncia, retarda o esvaziamento gastrico e diminuir a digestao e
absorcao de nutrientes (SCHENEEMAN, 1989; VAN-NIEUWENHOVEN et al.,
2001).
c - adsorcao de macronutrientes : as fibras sollveis e insollveis podem
adsorver tanto os compostos toxicos, impedindo que os mesmos fiquem
disponiveis no intestino, assim como os 4cidos biliares, reduzindo a formagao de
micelas, com consequéncias na absorcao intestinal de colesterol com reflexo na
colesterolemia (LEDERER, 1990; TOPPING, 1991; FAVIER et al., 1998).
d - troca cationica : fitatos e compostos fendlicos, elementos associados as

fiboras podem formar complexos insollveis com minerais em pH fisiologico
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promovendo reducdo da absorgdo intestinal desses micronutrientes (BRUNE et
al., 1989).

e - tamanho da particula : o grau de trituracdo da fibra € um fator capaz de
produzir diferentes efeitos: fiboras menores que 200um apresentam a maior
capacidade de hidratacdo e fermentabilidade, pois possuem maior superficie de
contato; fibras grandes, maiores que 800 um sao eficazes na estimulagcdo da
defecacado, aumentando o volume fecal e evitando a ocorréncia de constipacao
(LOPEZ et al., 1997; YU e PERRET, 2003).

As fibras alimentares podem exercer acbes fisioldgicas no sistema
gastrintestinal sendo que suas fragdes, sollvel e insoluvel, afetam de forma
distinta esse sistema. Enquanto as fibras sollveis produzem seus efeitos na
porcdo superior do tubo digestivo, retardando o esvaziamento gastrico, a
assimilacdo de nutrientes e aumentando o tempo de transito intestinal, as
insolUveis agem, sobretudo no intestino grosso, promovendo o aumento do
volume fecal e produzindo fezes mais macias (MONRO, 2002) atuando como
agentes preventivos de doengas como a diverticulose (LATTO, 1978; GEAR et al.,
1979), hérnia de hiato (BURKITT, 1981), varicoses venosas (BURKITT, 1976) e
hemorréidas (GEAR et al., 1979; HUIBREGTSE, 1979), as quais estdo associadas
com o aumento de pressdes intraluminais.

ERHARDT et al. (1997) confirmaram em seus estudos que dietas pobres
em fibras alimentares e ricas em gorduras, aumentaram a formacédo do radical

hidroxil nas fezes, e isto pode conduzir ao cancer colorretal. Constatou-se ainda
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que a adicéo da fibra alimentar na dieta é capaz de diminuir o risco de formacao
de calculos biliares (POMARE e EATON, 1973; HEATON et al., 1975).

A capacidade que certas fibras tém de seqlestrarem monoglicerideos,
acidos graxos, fosfolipidios, sais biliares ou mesmo fracbes de colesterol
presentes na dieta evidencia sua importancia na prevencdo de doencas
cardiovasculares (VAHOUNY, 1982; SIMONS et al., 1982; HOZUMI et al., 1995;
PASQUIER et al., 1996; MORICEAU et al., 2000). Diversos mecanismos de acao
tém sido propostos para explicar o efeito de reducao de lipidios plasmaticos pelas

fioras solluveis:

Efeito da viscosidade sobre a absorcao de lipideos:

A fibra soltvel pode diminuir a absorcao de acidos graxos e colesterol, gracas
a sua capacidade de hidratacdo que resulta na formacao de uma matriz gelatinosa
no lumen intestinal, interferindo na digestdo e absorcdo dos lipidios
(SCHENEEMAN, 1989; TOPPING, 1991; YU e PERRET, 2003).

As fibras sollveis retardam o esvaziamento gastrico contribuindo para a
reducdo da elevacao pos-prandial dos lipidios da dieta (SCHENEEMAN, 1990;
READ e EASTWOOD, 1992). Por outro lado, a absorcdo de nutrientes,
provavelmente, torna-se lenta ou mesmo reduzida devido ao aumento da
viscosidade do conteudo intestinal e da espessura da mucosa absortiva 0 que
representa uma barreira fisica a absorcdo dos nutrientes, proporcionada pela
ingestdo de dietas ricas em fibras soluveis (ANDERSON et al., 1990,

BLACKWOOD et al., 2000;). Ainda, as fibras solluveis, por serem altamente
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viscosas, ligam-se facilmente aos sais biliares aumentando a excrecao fecal dos
mesmos e, consequentemente, reduzindo a biodisponibilidade dos sais biliares
necessarios para a absorcao do colesterol da dieta (KHAN et al., 1981; FAVIER et
al., 1998). Além disso, a reducdo da fracdo dos sais biliares que seriam
reabsorvidos pela circulacao éntero-hepatica resulta em maior sintese hepatica de
sais biliares, numa tentativa de compensar a reducao da biodisponibilidade dessas
substancias promovendo, portanto, um desvio do metabolismo do colesterol para
essa finalidade; conseqlentemente, menos colesterol estaria disponivel para

sintese de lipoproteinas (ANDERSON et al., 1990; KISHIDA, et al., 2002).

Efeitos de metabdlitos colonicos:

Ao sofrerem fermentagdo no célon, as fibras sollUveis possibilitam a
formacao de acidos graxos de cadeia curta (acetato, propionato e butirato), aos
quais tém propriedades hipocolesterolémicas (EASTWOOD, 1992, SEMBRIES et

al., 2003).

Reducao da interacao enzimatico-digestiva:

Evidéncias experimentais sugerem que determinadas fibras solUveis podem
inibir a atividade de lipases, as quais hidrolisam triacilglicerideos a acidos graxos
livres, diglicerideos e monoglicerideos. De acordo com SCHENEEMAN (1986), as
fiboras que se solubilizam em agua dificultam a acido enzimatico-digestiva. As
gomas agiriam nesse processo pelo fato de formarem géis e aumentarem a

viscosidade do conteudo intestinal diminuindo, assim, a motilidade entérica tendo
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como consequéncia uma mistura pouco eficiente do alimento no tubo digestivo
comprometendo ainda mais a acdo das enzimas (VAHOUNY, 1982;
BLACKWOOD et al., 2000). A pectina, por sua vez, através dos seus residuos
acidos negativamente carregados, forma complexos com as enzimas e/ou
substratos reduzindo as reacdes de hidrélise (ACTON et al,. 1982; FURDA, 1990).
SHAH et al., (1982), relataram que a pectina, goma guar e lignina diminuem a
atividade da pepsina, enquanto que ISAKSSON et al. (1982) verificaram que a
tripsina, amilase e lipase foram inibidas por diferentes fibras soluveis.

Por outro lado, o consumo de fibras alimentares pode interferir na
biodisponibilidade de nutrientes exercendo efeito negativo sobre a condigdo
nutricional de uma determinada populagcdo (ACEVEDO e BRESSANI, 1989).
Assim, céations bivalentes tais como zinco, magnésio, ferro e célcio, por exemplo,
podem ter sua absorcdo comprometida na presenca de alimentos ricos em fibras
(OLIVEIRA et al., 1991). Segundo LAJOLO et al. (1988) o efeito das fibras sobre a
absorcdo de minerais torna-se importante quando as dietas forem deficientes
nesses nutrientes ou quando a ingestao de fibras estiver associada a fases do
desenvolvimento de grande atividade anabdlica (crescimento) ou catabdlica
(senilidade).

Além disso, a fermentagdo das fibras alimentares promovida pela
microbiota colbnica produz gases (gas carbbnico, metano, por exemplo), os quais
podem acarretar distensdo abdominal e flatuléncia exagerada, proporcionando

desconforto ao individuo (FRITZ et al., 1985; LAJOLO et al., 1988).

22



POLIFENOIS

Os compostos fendlicos ou polifendis constituem um amplo grupo de
substancias quimicas, considerados metabdlitos secundarios das plantas, com
diferentes estruturas quimicas e atividade, englobando mais de 8.000 compostos
distintos. Sua forma mais freqliente sdo os polimeros ou lignina insoluvel e sua
presenca nos tecidos animais esta relacionada ao consumo e ingestdo de
alimentos vegetais (SHAHIDI e NACZK, 1995).

Quimicamente os compostos fendlicos sdo substancias que possuem um
anel aromatico, um anel benzeno, com um ou mais grupos hidroxilas, incluindo
derivados funcionais (ésteres, metil ésteres etc) (TSIMIDOU, 1998). Na natureza
os polifendis variam desde moléculas simples como os acidos fendlicos até
compostos altamentente polimerizados, como os taninos. Apresentam-se nas
plantas em forma conjugada com um ou mais residuos de acucar unidos aos
grupos hidroxilas e em alguns casos podem-se produzir uniées diretas entre uma
molécula de agucar e um carbono aromatico. A forma mais comum encontrada na
natureza é em forma de glicosideos, sendo sollveis em agua e solventes
organicos (SHAHIDI e NACZK, 1995).

O grande grupo de polifendis atrai grande interesse devido ao seu potencial
anti-aterogénico (JUSTESEN et al, 1998), bem como também possuem acgao
vasodilatadora (RICUPERO et al, 2001). Desta forma, estudos recentes
demonstraram que os polifendis podem prevenir doencas degenerativas
(SAKAKIBARA et al., 2003), atuando como antioxidantes naturais. (JUSTESEN et

al.,, 1998). O comportamento antioxidante dos compostos fendlicos parece estar
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relacionado a sua capacidade em quelar metais e captar radicais livres
(MARTINEZ-VALVERDE et al., 2000). No entanto, para que um composto fendlico
possa ser classificado como antioxidante, deve cumprir algumas condicdes
basicas. A primeira condicao é que quando se encontre numa concentragao baixa
com relacdo ao substrato que sera oxidado, possa atrasar ou prevenir a auto-
oxidacao ou a oxidacdo mediada por um radical livre. A segunda condicéo é que o
radical formado seja estavel e ndo possa atuar como um oxidante posterior
(MARTINEZ-VALVERDE et al., 2000).

Segundo HARBONE (1989), os compostos fenélicos podem se agrupar em
diferentes classes, dependendo da sua estrutura quimica basica. A seguir
descreveremos aquelas com um maior interesse nutricional:

a) Fenois e acidos fendlicos

Dentro deste grupo os fendis simples como o fenol, cresol, timol e resorcinol
estdo amplamente distribuidos entre todas as espécies vegetais. Igualmente os
acidos fendlicos tais como o galico, vanilinico também sdo abundantes nas
plantas.

b) Acidos cinamicos

Os acidos cinamicos (cafeico, ferdlico, p-cummarico) encontram-se
raramente livres e por regra geral, apresentam-se em forma derivada. Assim, por
exemplo, o acido cafeico encontra-se esterificado com acidos.

c) Lignanos e neolignanos
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Sao metabdlitos das plantas, possuem baixo peso molecular formados pelo
acoplamento oxidativo de unidade de p-hidroxi fenilpropano, os quais se unem
mediante pontes de hidrogénio (SHAHIDI e NACZK, 1995).

d) Flavonodides

Entre os polifendis, os flavonodides sdo um grupo de particular interesse
porque possuem alta prevaléncia nos alimentos como frutas, vegetais e chas
(JUSTESEN et al., 1998). Dividem-se em varias subclasses com mais de 5.000
compostos (HARBONE, 1993), sendo os polifen6is mais distribuidos nas plantas.
Seu numero de flavondides nas plantas é complexo pela ocorréncia,
principalmente, de formas O-glicosidicas com numero de aglucar como glicose,
galactose, ramnose, rabinose, xilose e rutinose (JUSTESEN et al., 1998).

A glicosilacdo aumenta a polaridade dos flavondides e dessa forma sua
solubilidade em agua, que é necessaria para seu estoque nos vacuolos das
células vegetais. A funcao desses flavondides nos vegetais acredita-se ser, como
um agente protetor contra a radiacdo UV e também contra microorganismo
(JUSTESEN et al., 1998).

Os flavondides sao substancias polifendlicas de baixo peso molecular que
compartilham o esqueleto comum de difenilpiranos: dos anéis benzénicos unidos
através de um anil pirona ou piram heterociclico. Compéem um grupo de
compostos polifendlicos caracterizados por um uma estrutura comum. Benzo-y-
pirona, que tem reportada acao antioxidante em varios sistemas (BENAVENTE-
GARCIA, et al, 1997). Estdo presentes em grande variedade de plantas,

especialmente em espécies de Citrus. Quatro tipos de flavonéides (flavononas,
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flavonas, flavonois e antocianina, a ultima apenas em laranjas vermelhas) ocorrem
em Citrus (HOROWITZ e GENTILI, 1977).

Os efeitos dos flavondides em humanos nao séo totalmente claros,
mas existe a teoria baseada na funcdo dos flavondides como antioxidantes e
como sequestrador de radicais livres. Assim, constituiriam grupos de antioxidantes
fitoquimicos, e fazem parte da dieta humana (HERTOG et al, 1995). A esse
respeito, € especulado que os grupos (catequinas, antocianinas, flavonas,
flavonois, flavononas etc.) diferem em suas propriedades, dependendo do nimero
e posicao do grupamento hidroxil e a substituicdo do agucar (JUSTESEN et al.,
1998). Utilizando a oxidacdo de lipoproteinas in vitro VINSON et al. (1995)
demonstrou que os flavondides eram mais efetivos e as flavonas e flavononas
menos efetivos como antioxidantes.

A LDL, principal carreadora do colesterol plasmatico, é protegida da
oxidacao pela paraoxonase presente no plasma humano, a qual é uma esterase
associada com HDL que pode hidrolisar e reduzir os peroxidos lipidicos nas
lipoproteinas e nas lesdes ateroscleréticas (AVIRAM et al., 1998). Pelo fato da
oxidagcao da LDL na parede arterial ser um evento chave no inicio da aterogénese,
0s agentes que possam prevenir a oxidagdo dessa lipoproteina poderiam atenuar
o desenvolvimento da aterosclerose. Dessa forma, a ingestdo de flavondides
demonstrou ser inversamente relacionado a morbidade e mortalidade causada por
doengas cardiovasculares e a esse efeito atribuiu-se a inibicdo da oxidacdo da

LDL (HERTOG et al., 1995).
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e) Taninos

Os taninos sao compostos fendlicos hidrossolUveis com um peso molecular
compreendido entre 500 e 3000D. Estes compostos contém grande numero de
grupamentos hidroxila, entre outros grupos funcionais (1 a 2 por 100D), sendo
portanto capazes de unirem-se a proteinas e a outras macromoléculas (ASHIDA et

al., 2000).

CONSIDERACOES FINAIS

O interesse pelos beneficios que os alimentos podem trazer a saude é
antigo. Em quatro a.C. o grego Hipdcrates, considerado o pai da medicina, dizia:
"Faz da comida o teu remédio". No entanto, nos tempos atuais, nos paises
ocidentais o0 que se vé é o aumento de doencas crénico-degenerativas em fungao,
entre outras possiveis causas, de uma dieta inadequada.

Assim, a ingestdo de dieta rica em fibras alimentares e substancias
antioxidantes pode contribuir significativamente no tratamento e, principalmente,

na prevengao de doengas crénico-degenerativas.
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/ SUMMARY

N

RESUMEN \

The influence of a hypercholesterolemic diet with or
without orange pulp on the activity of antioxidant enzy-
mes was investigated in hamsters. The animals were di-
vided into three groups (n = 8 each): Group I: hams-
ters receiving a control diet, Group II: hamsters on a
hypercholesterolemic diet of 20 g of cholesterol/kg and
Group III: hamsters on a hypercholesterolemic diet con-
taining 20% orange pulp. Plasma cholesterol concen-
trations were determined by an enzymatic method.
Erythrocyte superoxide dismutase (SOD), glutathione
peroxidase (GSH-I'x), catalase (CAT) and glutathione
reductase (GR) activities and glutathione (GSH) levels

were determined spectrophotometrically. The hyper- -

cholesterolemic diet significantly increased (p < 0.05)
the total plasma cholesterol levels, and the SOD, GSH-
Px, CAT and GR activities without affecting the GSH
levels. The presence of orange pulp significantly redu-
ced (p < 0.05) total plasma cholesterol levels and
enzyme activities. These results indicate that the imba-
lance between free radical production and destruction
in favor of prooxidant conditions in hypercholesterole-
mic hamsters can be reverted by orange pulp.

Key words: dietary fiber; orange pulp; cholesterol;
antioxidant status.

La influencia de la dieta hipercolesterolémica, en la
presencia y ausencia de pulpa de naranja, en la activi-
dad de enzimas antioxidantes fue estudiada en hdmster.
Los animales fueron divididos en tres grupos (n=8
cada): Grupo I: hamster que recibieron dieta control,
Grupo II: himster en dieta hipercolesterolémica con
contenido de 20 g de colesterol/kg y Giugo III: hams-
ter en dieta hipercolesterolémica conteniendo 20 % de
pulpa de naranja. Las concentraciones de colesterol
plasmadtico fueron determinadas por método enzimdti-
co. Las actividades de las enzimas superéxido dismu-
tasa eritrocitdria (SOD), Glutation peroxidasa (GSH-
Px), catalasa (CAT) y glutation reductasa (GR) y los
niveles de glutation (GSH) fueron determinados espec-
trofotometricamente. La dieta hipercolesterolémica au-
menté significativamente (p < 0,05) los niveles plas-
maticos de colesterol total, asi como la actividad de las
enzimas SOD, GSH-Px, CAT y GR sin afectar los ni-
veles de GSH. La presencia de pulpa de naranja redu-
jo significativamente (p < 0,05) los niveles de coleste-
rol plasmatico total y las actividades enzimaticas. Los
resultados indican que el desequilibrio entre la produc-
cién y la destruccién de radicales libres en favor de las
condiciones- prooxidantes en hdmster hipercolesterolé-

L

mico puede ser revertida por la pulpa de naranja.
Palabras clave: fibra dietética, pulpa de naranja, co-

1. INTRODUCTION

Atherosclerosis is one of the major
causes of morbidity, disability and pre-
mature mortality in industrialized coun-
tries. The oxidative hypothesis postula-
tes that the presence and accumulation
of oxidized low-density- lipoprotein
(LDL) in the subendothelium initiates a
cascade of events that can culminate in
the development of an atheroma (1, 2).
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Hypercholesterolemia is a major risk
factor for atherosclerosis and coronary
heart disease (CHD) since it increases
the levels of reactive oxygen species
(ROS) and H,0,. This can, in turn, lead
to localized oxidative stress when LDL

from the plasma enters the vessel wall

in this region and undergoes lipid pero-
xidation. Peroxidation damages mem-
brane lipids and proteins (3, 4). Under
physiological conditions, the body ge-
nerally has sufficient antioxidant reser-
ves to cope with the production of
ROS. This system of protection consists
of antioxidant vitamins (vitamins E and
C), glutathione (GSH) and antioxidant
enzymes such as catalase (CAT), glu-
tathione peroxidase (GSH-Px), gluta-
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thione reductase (GR) and superoxide
dismutase (SOD) (5, 6). Thus the an-
tioxidant defense systems maintain the
homeostasis necessary for normal cell
functions and normally protect the tis-
sue from oxidant injury (7). The incre-
ase in ROS in hypercholesterolemia
may result from their overproduction or
from a decrease in the activity of ROS
metabolizing enzymes (SOD, CAT.
GSH-Px) (8, 9). For most hypocholes-
terolemic drugs to be effective, they
must be used for several weeks. This
prolonged treatment may expose the pa-
tients to several side effects, especially
liver injury. Thus, the study of natural
products for use in the treatment of a
wide range of diseases, including heart
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disease, has gained considerable atten-
tion (10).

Much attention has been focused on
the potential antiatherosclerotic effects
of diet components (11). For example,
epidemiological evidence supports a
protective action of dietary antioxidants
such as ¢-tocopherol and ascorbic acid
against atherosclerosis and its associa-
ted vascular dysfunctions (12, 13). Wi-
seman (14) showed that flavonoids, iso-
flavonoids and organosulfur compounds
protect LDL against oxidation in vitro.
Over the past 20 years, numerous stu-
dies have examined the association be-
tween dietary fiber intake and the risk
of cardiovascular disease and have con-
cluded that there is a negative rela-
tionship between these two factors (15).
Thus dietary fiber, especially soluble
viscous fibers, effectively decrease se-
rum cholesterol levels and this may
contribute to their protective role
against CHD (16, 17).

Recent approaches to the develop-
ment of products with increased dietary
benefits based on citrus peel have em-
phasized not only the recovery of car-
bohydrates and pectin (18) but also the
production of potentially important se-
condary metabolites, such as polyphe-
nols (19). Polyphenols constitute a com-
plex group of substances (coumarins,
xanthones, stilbenes, flavonoids, lig-
nans, tannins etc.), with a basic structu-
re derived from benzoic and cinnamic
acids and flavones (20). The most im-
portant therapeutic property of poly-
phenols is their antioxidant activity
(21).

In this study, we investigated the ef-
fects of orange pulp on the plasma le-
vels of total cholesterol and on the acti-
vities of antioxidant enzymes, as well as
the GSH content of the erythrocytes.
Orange pulp consists of vesicles that
store the juice and membranes that se-
parate the vesicles into buds. Orange
pulp contains insoluble and soluble fi-
bers, of which 55% are pectic substan-
ces, 36% is cellulose and 9% is hemi-
cellulose and lignin.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1. Animals

Two week-old male Golden hamsters
were housed at a constant temperature
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on a 12 h light/dark cycle and were
provided with rodent chow and water
ad libitum for two weeks prior to use.
The hamsters were divided into three
groups of eight. The animals in Group
I were fed a control diet (22), Group II
received a hypercholesterolemic diet
(20 g of cholesterol/kg) and Group III
was fed the hypercholesterolemic diet
containing 20% orange pulp.

After one month, the hamsters were
killed with an overdose of sodium pen-
tobarbital and blood samples were co-
llected for analysis. All experiments in-
volving animals were approved by the
Institute of Biology Ethics Committee,
State University of Campinas (Sdo Pau-
lo, Brazil).

2.2, Plasma cholesterol levels

Plasma cholesterol levels were deter-
mined enzymatically (Kit-E-CELM)
(23).

2.3. Preparation of erythrocyte lysates

Heparinised blood samples were ob-
tained by cardiac puncture. After cen-
trifugation at 2,500 g for 5 min, the
plasma was removed and the eryth-
rocytes were washed three times in 5
ml of sterile 0.9% (w/v) NaCl solution.
The cells were then lysed by diluting
four-fold with distilled water followed
by centrifugation to remove cellular de-
bris. The concentration of hemoglobin
(Hb) was determined by the Drabkin
method (24).

2.3.1. GSH contents

GSH concentrations were determined
according to the method of Beutler (25)
using metaphosphoric acid for protein
precipitation and 3°5°-dithiobis-2-nitro-
benzoic acid for color development.

2.3.2. SOD activity

SOD activity was assayed based on
the reduction of nitro blue tetrazolium
(NBT) by superoxide anions genera-
ted through the hypoxanthine (HPX)/
xanthine oxidase (XO) system at 37 °C
(25). :
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2.3.3. CAT activity

CAT activity was assayed by moni-
toring the decrease in absorbance at 230
nm (253).

2.3.4. GSH-Px activity

GSH-Px activity was determined by
following the reduction of oxidized glu-
tathione (GSSG) by GR using NADPH
as the reducer (25).

2.3.5. GR activity

The activity of this enzyme was me-
asured spectrophotometrically at 340
nm by following the oxidation of
NADPH (25). '

2.4. Data analysis

All experiments were done at least in
triplicate using RBC from eight hamsters.
The results were expressed as the mean
+ SEM and were analyzed by one-way
analysis of variance (ANOVA), followed
by the Tukey test. P-values < 0.05 were

- considered to indicate significant diffe-

rence. The GraphPad Prism statistical
software was used for calculations.

3. RESULTS

The total plasma cholesterol concen-
trations and the erythrocyte SOD, GSH-
Px, CAT, GR and GSH levels of the
different groups of hamsters are shown
in table 1. The hypercholesterolemic
diet (group II) significantly increased
the total plasma cholesterol level and
the activities of SOD, GSH-Px, CAT
and GR, whereas no change was obser-
ved in GSH when compared with group
I (control diet). Orange pulp (group III)
significantly reduced the total plasma
cholesterol concentration and the SOD,
GSH-Px, CAT and GR activities in hy-
percholesterolemic hamsters (group II).
Again, there was no effect on GSH le-
vels.

4. DISCUSSION

The aim of this study was to investi-



TABLE 1
Plasma cholesterol levels and erythrocyte enzyme activities in control
and hypercholesterolemic hamsters

Hypercholesterolemic

Control Hypercholesterolemic + orange pulp

{Group I, n=8) (Group II. n=8) (Group III. n =8)
Cholesterol(mg/dL) 112 £ 4.20 216 £ 6.1a* 152 +{3:2nY
GSH (mg/z Hb) 0.094 £ 0.01 0.087 + 0.06 0.092 £ 0.01
SOD (mg/) 21.2.41.83 28.3 £ 4.17a* 23.0 £ 2.86b*
GSH-Px (IU/g Hb) 2453 + 30.48 768.4 + 87.84a* 515.6 £ 136.6b*
CAT (IU/z Hb) 28.0 £ 4.17 61.1 + 10.72a* 4847 £ 5.0 b*
GR (IU/z Hb) 10.25 £ 3.52 41.36 £ 9.04a* 20.80 £ 7.61b*

* p< 0.05 for a group II vs Group I and b Group II vs Group IIL

cate the effect of orange pulp on total
plasma cholesterol levels and on ery-
throcyte GSH levels and antioxidant
enzyme activities in hamsters fed a hy-
percholesterolemic diet. The dose of
cholesterol used here was similar to that
used by others (10). The hypercholeste-
rolemic diet (group II) increased the
plasma cholesterol levels compared to
those of the control diet (group I), in
agreement with other reports (26). The
presence of orange pulp in the hyper-

cholesterolemic diet (group III) reduced

the cholesterol levels.

The protective action of orange pulp
against hypercholesterolemia may be re-
lated principally to its soluble fraction
which absorbs cholesterol by binding to
bile acids (27). The interaction of bile
acids with soluble fibers increases bile
acid secretion and reduces their reab-
sorption by the liver. This increases the
rate of cholesterol catabolism at the ex-
pense of bile acid biosynthesis (28).

Many studies have indicated that ele-
vated plasma cholesterol concentrations
may modify the biochemical properties
of blood components and the arterial in-
tima, thereby enhancing atherogenesis
(29). As shown here, high cholesterol
levels increased the antioxidant enzyme
activities. The increase in these enzyme
activities in the blood of cholesterol-fed
hamsters could be the result of oxidati-
ve stress.

GSH protects protein sulfhydryl
groups and detoxifies substances, inclu-
ding xenobiotics, metals, hydrogen pe-
roxide and oxygen radicals (30). The
antioxidant defense system counteracts
the toxic activity of free radicals and
peroxides (31) and an elevation in
GSH-Px activity is commonly associa-
ted with an increase in oxidative stress

(32). An increase in oxygen radicals du-
ring hypercholesterolemia could increa-
se GSH-Px activity which would in turn
protect SOD against inactivation by
H,0, (33).

On the other hand, different forms of
oxidative stress may increase SOD,
CAT and GSH-Px activities (34). An
increase in SOD activity would protect
CAT and GSH-Px against inactivation
by O;. The net effect would be an in-
crease in CAT and GSH-Px activities,
since Oy inactivates CAT (35) and
GSH-Px (36).

Maral et al. (37), investigated the O5
and H,0, scavenging systems in ery-
throcytes of several species and observed
that while SOD may be constitutively
present only at low levels, this enzyme
is highly inducible under oxidative
stress, in contrast to GSH-Px, which is
normally abundant and less inducible.
Therefore, the increase in the SOD ac-
tivity in response to cholesterol indi-
rectly demonstrates the prooxidant ac-
tion of cholesterol.

Hsiu-Ching et al. (38) showed that
rabbits fed a high fat and cholesterol-
enriched diet had decreased blood GSH
levels and lower plasma GSH-Px, CAT
and GR activities. However, Simon et
al. (39) reported limited variation in the
SOD and GSH-Px activities of asym-
potomatic hypercholesterolemic men.
Erdingler et al. (40) found increases in
SOD activity and GSH levels in rat
erythrocytes and Henriksson et al. (41)
reported increased CAT and GSH-Px
activities in the aortic tissue of choles-
terol-fed rabbits. Our findings agree
with Henriksson et al. (41) and suggest
that these alterations may be a compen-
satory response to oxidative stress.

The levels of GSH were unchanged
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in all groups. In contrast, Xin et al. (42)
showed that the total GSH content in
hypercholesterolemic rabbits was signi-
ficantly decreased. Our results may re-
flect the increased activity of GR which
transfers the reducing equivalent from
reduced nicotinamide phosphate
(NADPH) to regenerate intracellular
supplies of GSH (32) following use of
the latter as a co-factor by GSH-Px in
the breakdown of H,0,. Orange pulp
reduced the enzyme activities in the
erythrocytes from hypercholesterolemic
hamsters. This protective effect many
be related to the decrease in oxidative
stress in response to low cholesterol le-
vels. The protection may be enhanced
by a direct physical action of the pulp
in the gastrointestinal tract and, pos-
sibly, by the presence of polyphenols in
orange pulp.
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DIETARY FIBER REDUCES LIPID PEROXIDATION AND MEAN ARTERIAL

BLOOD PRESSURE IN HYPERCHOLESTEROLEMIC HAMSTERS

Silvana M. Guida-Cardoso', Wagner J. Pinto', Satie H. Ogo?, Felix G.R. Reyes®,
Miguel A. Areas’

RESUMEN

Se estudié la hipercolesterolemia inducida y su modulacién por parte de la pulpa
de naranja, un suplemento dietético natural, en hamsters alimentados con una
dieta  hipercolesterolémica. Los hamsters fueron divididos en tres grupos
(n=8/grupo): Grupo |: hamsters alimentados con una dieta control, Grupo II:
hamsters en dieta hipercolesterolémica (20 g de colesterol’kg) y Grupo lll:
hamsters en dieta hipercolesterolémica con contenido de 20% de pulpa de
naranja. La peroxidacion de los lipidos plasmaticos, determinada como
substancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS), las concentraciones
plasmaticas de triglicéridos (TG), colesterol total, VLDL+LDL- y HDL-colesterol
fueron determinadas por métodos enzimaticos. La presién arterial media (MAPA)
se determiné en hamsters anestesiados con pentobarbital. La pulpa de naranja
redujo la MAPA en 11%, los niveles de peroxidacién lipidica en 42%, triglicéridos
en 42%, VLDL+LDL en 70%, el colesterol total en 29% y aumentd el HDL en 18%
en relacion a los hamsters hipercolesterolémicos que no fueron alimentados con la
pulpa. Estos resultados indican que la pulpa de naranja ejercié un papel de

proteccién contra la hipercolesterolemia en hamster.

Palabras clave: pulpa de naranja, fibra dietética, hipercolesterolemia, hipertension,
peroxidacion lipidica.
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ABSTRACT

Induced hypercholesterolemia and its modulation by orange pulp, a natural dietary
supplement, were studied in hamsters fed a hypercholesterolemic diet. The
hamsters were divided into three groups (n=8/group): Group I: fed a control diet,
Group IlI: hamsters on a hypercholesterolemic diet (20 g of cholesterol/kg), and
Group lll: fed a hypercholesterolemic diet containing 20% orange pulp. Lipid
peroxidation of erythrocytes, determined as thiobarbituric acid reactive substances
(TBARS), triglycerides (TG), total plasma cholesterol and plasma VLDL+LDL- and
HDL-cholesterol concentrations were determined by enzymatic methods. The
mean arterial blood pressure (MAP) was determined in pentobarbital anaesthetized
hamsters. Orange pulp reduced the MAP by 11%, the levels of lipid peroxidation by
42%, triglycerides by 42%, VLDL+LDL by 70% and total cholesterol by 29%, and
increased the HDL by 18% as compared to hypercholesterolemic hamsters not fed
the pulp. These results indicated that the orange pulp exerted a protective role

against hypercholesterolemia in hamsters.

Key words: orange pulp, dietary fiber, hypercholesterolemia, hypertension, lipid

peroxidation
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INTRODUCTION

Atherosclerotic cardiovascular diseases, including hypertension, are the
most common cause of mortality in Western countries, accounting for about
40% of all deaths (American Heart Association, 2000).

Hypercholesterolemia is a significant cardiovascular risk factor because
cholesterol, one of the main factors in the genesis of atherosclerosis, exerts a
prooxidant effect. In hypercholesterolemia, there is an increase in the
cholesterol content of erythrocytes, platelets, polymorphonuclear leucocytes
and endothelial cells. This increase leads to enhanced production of oxygen
free radicals (Kok et al., 1991) that play an important role in the pathogenesis
of atherosclerosis, mainly by oxidizing low-density lipoprotein (LDL) and
generating species that can react with oxygen in the vascular wall (Witztum,
1987).

For most cholesterol lowering drugs to be effective, they must be used for
several weeks. This may expose the patient to various side effects, especially liver
injury. As an alternative, the usefulness of products of plant origin for the treatment
of a wide range of diseases has received considerable attention (Ismail et al.,
1999). Over the past 20 years, numerous studies have examined the association
between dietary fiber intake and the risk of cardiovascular diseases and have
concluded that there is a negative relationship between these two factors
(Anderson & Hanna, 1999). Thus dietary fiber, especially soluble fibers, decreases
the serum cholesterol levels and this may contribute to its protective role against

heart disease (Fernandez, 2001).

53



The aim of this study was to investigate the effect of orange pulp on total
plasma cholesterol, plasma triglycerides, total serum HDL- and VLDL+LDL-
cholesterol concentrations, thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) of
erythrocytes and mean arterial blood pressure, in hamsters fed a

hypercholesterolemic diet.

MATERIAL AND METHODS
Orange pulp

The orange pulp (OP) used as a source of fibers in this study consisted of
the vesicles that stored the juice and the membranes that separated the
vesicles into buds. Orange pulp contains soluble and insoluble fibers, of which
55% consist of pectin and its derivates, 36% of cellulose and 9% of
hemicellulose and lignin. The hydration capacity of the pulp was 16.3 g of
water/g of dry matter and the viscosity was 4.5 cP (centipoise). The viscosity
was measured using a model DV Il LV Brookfield Viscometer with an SC4-18

spindle operated at 36 °C and 30 rpm.

Animals

Two-week-old male Golden sirius hamsters were housed at a constant
temperature on a 12 h light/dark cycle and were provided with rodent chow and
water ad libitum for two weeks prior to use. The hamsters were divided into three
groups of eight animals each. Group | was fed a control diet (Reeves et al, 1993),

group Il received a hypercholesterolemic diet (20 g of cholesterol/kg of diet) and
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group lll was fed the hypercholesterolemic diet containing 20% orange pulp. The
cholesterol dose used here was similar to that used by others (Ismail et al., 1999).
After one month, the hamsters were Kkilled with an overdose of sodium
pentobarbital and blood samples were collected for analysis. All of the animal
experiments were approved by the Institutional Ethics Committee for Animal

Experimentation.

Mean arterial blood pressure (MAP)

One day before the end of the experiments, the hamsters were
anaesthetized with pentobarbital (60 mg/Kg body weight) to determine the mean
arterial blood pressure. The right common carotid was cannulated with PE10 tubing
connected to on arterial blood pressure transductor (P23 Db Gould Statham). The

MAP values were recorded on a polygraph of 4 channels (Hewlet Pakard).

Plasma cholesterol, total VLDL+LDL- and HDL-cholesterol and
triglycerides concentrations.
The plasma cholesterol and triglyceride levels were determined

enzymatically using commercial kits (Kit-E-CELM) (Henry et al., 1974).

Lipid peroxidation
The lipid peroxidation of erythrocytes was assessed as previously described
(Stocks & Dormandy, 1971). The experiments were done using a suspension of

cells containing 1 mM hemoglobin (Hb) in the presence of (0.1-2 mM) t-BOOH.
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After 30 min at 37°C, 500 pL of 25% trichloroacetic acid (TCA) was added to 1
mL of suspension and the mixture was then centrifuged at 1100 g for 5 min. To
1 mL of the resulting supernatant, 1 mL of 1% 2-thiobarbituric acid (TBARS) in
0.05 M NaOH was added, followed by boiling for 15 min. The formation of TBA-
reactive substances (TBARS) was used as measure of lipid peroxidation. The

TBARS concentration was determined using an € of 516 mM™ cm™ at 532 nm.

Data analysis
The results were expressed as the mean + SEM and were analyzed by one-
way analysis of variance (ANOVA) followed by the Tukey test. A value of p < 0.05
indicated significance. All statistical calculations were done using GraphPad Prism

software (version 2.01).

RESULTS

The plasma triglycerides and serum total cholesterol, HDL- and VLDL+LDL-
cholesterol concentrations, as well as the levels of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) of erythrocytes, are shown in table 1. The
hypercholesterolemic diet (group Il) showed a significant increase in the plasma
triglycerides (TG), the serum total and VLDL+LDL-cholesterol and the TBARS
when compared to hamsters fed the control diet (group 1). Orange pulp (group III)

significantly reduced the plasma TG, serum total and VLDL+LDL-cholesterol and
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TBARS concentrations, but increased HDL, when compared to

hypercholesterolemic hamsters (group II).
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Table 1 - Plasma triglycerides, plasma lipids and thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) in hamsters fed a normal diet (group |[), a
hypercholestrolemic diet (group Il) and a hypercholesterolemic diet enriched with

20% of orange pulp (group IlI).

Parameters Group | Group Il Group Il
Plasma 743 + 42  153.0+ 6.4 88.0 +6.5*°
TG (mg/dL)

Total cholesterol 112 +4.2 216 +6.1*2 152 +3.2*°
(mg/dL)

VLDL+LDL- 35.6+11.2 104.8+12.5* 31.3 +9.8*°
cholesterol
(mg/dL)

HDL-cholesterol 81.2+4.6 69.6+ 6.2  85.1+10.0*°
(mg/dL)

TBARS 5.1+0.4 9.9+1.0*2 5.7+0.4*°
(nmol/g Hb)

The results are expressed as the mean + SD of eight hamsters per group.

*p< 0.05 for @ Group Il vs Group | and °® Group Il vs Group I

The mean arterial blood pressure (MAP) values are shown in figure 1. The

hypercholesterolemic diet (group Il) significantly increased this MAP values when
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compared to hamsters fed the normal diet (group I). Orange pulp (group III)
significantly reduced MAP when compared to hypercholesterolemic hamsters
(group II). This parameter was not significantly different between control hamsters

(group ) and hypercholesterolemic hamsters fed 20% of orange pulp (group Il1).
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Figure 1 — Mean arterial blood pressure (mmHg) of hamsters fed a control diet
(group 1), hypercholesterolemic diet (group Il) and a hypercholesterolemic diet
containing 20% of orange pulp (group IlI).

The results are expressed as the mean + SD of eight hamsters per group.

*p<0.05 for 2 Group | vs Group Il and ® Group Il vs Group I
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DISCUSSION

The importance of cholesterol and lipoprotein plasma levels in the
pathogenesis of atherosclerosis is well known (Lavy et al., 1991; Ismail et al.,
1999) and changes in serum LDL levels appear to play a central role in the
development of atherosclerosis (Ismail et al., 1999).

Clinical trials have confirmed the ephicacy of dietary fiber in decreasing
fasting serum triacylglycerol levels (Chandalia et al., 2000). Soluble dietary fiber, is
particularly  effective in decreasing serum LDL-cholesterol concentrations
(Truswell, 2002).

As shown here, orange pulp (group Ill) also reduced the levels of
triglycerides and VLDL+LDL-cholesterol and prevented a decrease in plasma HDL-
cholesterol levels. This effect of orange pulp on HDL is important because HDL
has also been shown to protect LDL from peroxidation (Mackness et al., 1993) and
the modification of LDL is an important event in the early stages of atherosclerosis
(Ismail et al., 1999).

The protective action of orange pulp against hypercholesterolemia may be
related principally to its soluble fraction which absorbs cholesterol by binding to bile
acids. The interaction of bile acids with orange pulp probably increased bile acid
secretion and reduced its reabsorption by the liver. This interaction could possibly
have increased the rate of cholesterol catabolism at the expense of bile acid
biosynthesis (Kritchevsky, 1978; Slater et al., 1980).

The high capacity of hydration and the viscosity of the soluble fraction of

orange pulp probably increased the viscosity of the intestinal contents, thereby
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hindering the action of digestive enzymes and reducing the intestinal absorption of
total lipids (Ehrlein & Stockmann, 1998).

Hypercholesterolemia can elevate the cholesterol content of platelets,
polymorphonuclear leukocytes and endothelial cells, thereby initiating a
cascade of reactions that can lead to the generation of oxygen free radicals
and oxidative stress (Stuart et al.,1980; Quang-sang et al., 1987).

We have previously reported that orange pulp decreases oxidative stress in
hypercholesterolemic hamsters (Guida-Cardoso et al., 2004). As shown here,
hamsters fed a hypercholesterolemic diet (group Il) showed an elevation in TBARS
compared to those fed a normal diet (group 1) or a hypercholesterolemic diet with
20% orange pulp (group IIl). The increase in TBARS in hamsters fed the
hypercholesterolemic diet indicated that lipid peroxidation had ocurred (Prada &
Kalra, 1993).

The increase in TBARS levels in hypercholesterolemic hamsters probably
resulted from severe hypercholesterolemia, since at supraphysiological cholesterol
concentrations the protection offered by antioxidant systems was insufficient to
scavenge the free radicals generated from this large substrate pool. These results
indicate that the balance between free radical production and destruction is
disturbed to a greater extent in hypercholesterolemic hamsters, with a tendency
towards free radical production that was reflected in an increased lipid
peroxidation. This alteration in ROS levels during hypercholesterolemia could be
the result of increased ROS, production and/or destruction (Guida-Cardoso et al.,

2004). Prasad & Kalra (1993) have shown increased ROS-production by
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polymorphonuclear leukocytes during hypercholesterolemia and suggested that
lipid peroxidation was involved in tissue damage by ROS. It has already been
shown that lipid peroxidation is increased in hypercholesterolemic atherosclerosis
(Ismail et al., 1999).

The vascular endothelium plays a crucial role in the maintenance of blood
vessel tone and in the prevention of atherosclerosis principally through the
formation of nitric oxide (NO) (Ross, 1993; Scott et al.,, 2001) and other
endothelium-derived relaxing factors (EDRF), such as prostacyclin, and the
release of endothelium-derived hyperpolarizing factors (Boulanger, 1999).
These endothelial factors, particularly NO, are involved not only in the control of
vascular smooth muscle but also in numerous other regulatory functions such
as the inhibition of leucocyte, monocyte and platelet agregation, inhibition of
vascular smooth muscle proliferation, as well as in changes in vascular
permeability and inflammatory responses (Boulanger, 1999; Scott et al., 2001).

An elevation in blood pressure is associated with increased ROS activity

and enhanced NO inactivation in various models of genetic and acquired
hypertension (Vaziri et al., 2000). These findings agree with our results showing an
elevation in the mean arterial blood pressure of hamsters fed a
hypercholesterolemic diet (group Il) compared to those fed a normal diet (group 1)
or a hypercholesterolemic diet containing 20% of orange pulp (group lll). The
increase in mean arterial blood pressure in hypercholesterolemic hamsters (group
II) probably reflected the inactivation of NO as a result of increased lipid

peroxidation.
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In conclusion, our results shows that orange pulp had a protective effect on
hypercholesterolemic hamsters. This protection was most likely due to
decreases in mean arterial blood pressure, oxidative stress, total cholesterol
and VLDL+HDL-cholesterol levels, mediated by a direct physical action of the

pulp on the gastrointestinal tract.
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EFEITO DA POLPA DE LARANJA SOBRE O ESPESSAMENTO VASCULAR
EM HAMSTERS HIPERCOLESTEROLEMICOS

Silvana Maria Guida-Cardoso', Wagner J. Pinto1, Félix G. R. Reyesz, Miguel
Arcanjo Areas'
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RESUMO

Neste estudo, foi avaliado o efeito da polpa de laranja (PL), fonte de fibra
alimentar, sobre parametros bioquimicos e remodelamento vascular em hamsters
submetidos a dieta hipercolesterolémica. Os animais foram distribuidos em trés
grupos (n=8): Grupo I: dieta controle; Grupo Il: dieta hipercolesterolémica (20 g of
colesterol/Kg de dieta) e Grupo lll: dieta hipercolesterolémica contendo 20% de
PL. Ap6s 30 dias de experimentagdo os animais foram sacrificados com
pentabarbitol sédico. Foram determinados o teor de polifendis totais da PL e a
concentragao plasmatica de colesterol total por método enzimético. A aorta
abdominal foi retirada para posterior preparo histolégico e analise morfométrica
utilizando software Image Pro-Plus versdao 3.1. A PL apresentou polifendis totais
(24.49 £ 0.15 mg/g) e reduziu em 29% o teor de colesterol plasmatico dos animais
que ingeriram dieta hipercolesterolémica (G Ill). A andlise morfométrica revelou
espessamento vascular com espessamento de 51,09% da musculatura lisa
vascular da aorta abdominal dos animais do G Il, quando comparados aos animais
do G |I. Por outro lado, a presenca da polpa de laranja na dieta
hipercolesterolémica reduziu em 39,92% o espessamento da parede da aorta
quando comparado aos do G Il. Tais resultados indicam que a polpa de laranja
exerceu efeito protetor contra o espessamento vascular induzido pela
hipercolesterolemia devido a sua acao hipocolesterolémica e, provavelmente, a

presenca de polifen6is em sua constitui¢ao.
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palavras chaves: polpa de laranja, fibra alimentar, polifendis, hipercolesterolemia,

morfometria.

INTRODUCAO

Simultaneamente ao aumento da expectativa da vida nos paises
desenvolvidos observa-se um aumento na incidéncia de doencas crdnico
degenerativas (Lutz et al.,, 1997). Canceres e doencas cardiovasculares, dessa
forma, contribuem, aproximadamente, com mais de 66% dentre as causas da
mortalidade dessas populacdes (Duthie et al., 2003).

A hipercolesterolemia € uma das principais causas da produgéo de radicais
livres no organismo (Kok et al., 1991), que, por sua vez, possuem importante
papel na patogénese da aterosclerose principalmente pela oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e pela geracao de espécies reativas que
podem reagir com o oxigénio na parede vascular (Witztum, 1987). Estudos
epidemiologicos evidenciam que o consumo habitual de dietas de frutas e
vegetais, ricas em fibras alimentares, diminuem o risco de desenvolvimento de
diversas patologias (Williams, 1995; Hollman & Katan, 1999; Anderson & Hanna,
1999; Hollman & Katan, 1999; Vinson et al., 2001) e, dentre elas, as doencas
cardiovasculares (Goupy et al., 2003).

Além disso, alimentos de origem vegetal apresentam fendis e polifendis,
que possuem acao antioxidante; isto &, previnem o estresse oxidativo causado
pelos radicais livres (Vinson et al., 2001; Leontowicz et al., 2003).

A relacao inversa que existe entre o consumo de fibras alimentares na dieta
e o risco de doencas cardiovasculares ocorre, principalmente, devido a presenca
das fibras sollveis no trato gastrointestinal, que proporcionam reducao nos niveis
do colesterol plasmatico (Fernandez, 2001; Guida-Cardoso et al., 2004b) e,
consequentemente, reducao no estresse oxidativo (Guida-Cardoso et al., 2004a).

A fonte de fibras utilizada em nosso estudo foi a polpa de laranja (PL), um

subproduto na producéo industrial de suco de laranja.
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O objetivo do nosso trabalho foi investigar a presenca de polifendis na polpa
de laranja e os efeitos dessa fonte de fibras nos niveis plasmaticos de colesterol
total e na espessura da musculatura lisa vascular da aorta abdominal de hamsters

alimentados com dieta hipercolesterolémica.

MATERIAL E METODOS
Animais

Hamsters (24 animais), Golden sirius, machos com duas semanas de idade
foram colocados em biotério com temperatura constante e ciclo claro/escuro de 12
horas durante o periodo experimental (30 dias). Os animais foram distribuidos em
trés grupos com oito animais cada. Grupo | (G |) recebeu dieta controle (Reeves et
al., 1993), Grupo Il (G Il) recebeu dieta hipercolesterolémica (20g de colesterol/Kg
de dieta) (Ismail et al., 1999) e o Grupo Il (G Illl) recebeu dieta
hipercolesterolémica acrescida de 20% de polpa de laranja.

Ap6s o periodo experimental, os hamsters foram sacrificados com
pentobarbitol sédico, o sangue foi retirado para analise do colesterol plasmatico e
a aorta abdominal foi removida para, apds processamento histoldgico, realizacéo

de analise morfométrica da musculatura lisa vascular.

Quantificacao de compostos fendlicos totais na polpa de laranja
Os fendis totais foram determinados colorimetricamente pelo método de Folin-
Ciocalteu, posteriormente modificado por Scalbert et al. (1989).

Concentracao plasmatica de colesterol total
O colesterol plasmatico foi determinado enzimaticamente utilizando-se kit
comercial (Kit-E-CELM) (Henry et al., 1974).

Histologia

A aorta abdominal de cada animal foi dissecada, lavada em solugéo salina
0,9% e fixada em bouin (24 horas). Apés, todos o0s segmentos das aortas
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abdominais foram incluidos em parafina e, posteriormente, seriadas em corte de
5um de espessura. Os cortes foram corados seguindo-se a metodologia de
Montes et al., (1985).

Analise morfométrica

A analise morfométrica da parede da aorta abdominal foi realizada em
microscépio Leica (mod. 551505), objetiva de 40, sempre em area de tamanho
padrdo (632 u= um?).

Foram realizadas 4 laminas de cada animal e foram medidas seis diferentes
areas em cada lamina. As imagens foram capturadas e analisadas pelo software
Image-pro Plus, verséo 3.1. (Midia Cibernetics, 1996, Silver Spring, MD).

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como meédia = desvio padrdo e foram
analisados por teste de uma via (ANOVA) seguido pelo teste de Tukey. Os valores
para p<0.05 indicam significAncia. Todos os célculos estatisticos foram realizados

no software GraphPad Prism (versao 2.01).

RESULTADOS
A polpa de laranja (PL) é composta pelas vesiculas que armazenam

0 suco e pelas membranas que separam essas vesiculas em gomos.

A PL utilizada neste estudo apresentou fibras insolUveis e soluveis, sendo
55% de pectina e derivados, 36% de celulose e 9% de lignina, capacidade de
hidratacdo de 16.3 g de agua/g de matéria seca, viscosidade 4.5 cP (centipoise),
sendo constituida por particulas pequenas (29,82%), médias (69,83) e grandes
(0,34%) (Areas, 1994).

A PL apresentou 24,49 + 0.15 mg/g PL de fendis totais, indicando a
presenca de componentes antioxidantes.

A dieta hipercolesterolémica (G Il) aumentou de forma significativa as
concentragdes plasmaticas do colesterol total quando comparada aos animais que
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receberam dieta controle (G ). Por outro lado, a polpa de laranja (G Ill) reduziu de
forma significativa as concentracbes plasmaticas do colesterol total quando
comparada aos animais hipercolesterolémicos (G Il) (Tabela 1).

A morfometria (Figura 1) mostrou que a dieta hipercolesterolémica causou
um aumento de 51,09%, na espessura da musculatura lisa da aorta abdominal
(7,65 um) quando comparado aos animais que receberam dieta controle (5,03
um). Por outro lado, a presencga da polpa de laranja na dieta hipercolesterolémica
reduziu, significativamente, em 30,92% 0 espessamento da musculatura vascular
da aorta abdominal (5,25 um), quando comparado aos animais
hipercolesterolémicos.

Table 1 — Colesterol plasmatico total em hamsters alimentados com dieta controle
(G 1), dieta hipercolesterolémica (G Il) e dieta hipercolesterolémica enriquecida

com 20% de polpa de laranja (G IlI).

Parameters Grupo | Grupo Il Grupo Il

Total  cholesterol
(mg/dL) 112+4.2 216 +6.1* 152 +3.2*

Os resultados sao expressos como média + desvio padrao (n=8/grupo).
*a: indica diferenca significativa (p< 0.05) na comparacgéao entre Gll e Gl.
*b: indica diferencga significativa (p< 0.05) na comparagéao entre Glll e Gll.
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Figura 1 — Espessamento da parede muscular da aorta abdominal (um). Os
resultados sdo mostrados como média + desvio padrao (n=8) com indice de
significancia p< 0.05.

*a: indica diferenca significativa (p< 0.05) na comparacéao entre Gll e Gl.

*b: indica diferenca significativa (p< 0.05) na comparacéao entre Glll e Gll.

DISCUSSAO

A importancia dos niveis plasmaticos de colesterol na patogénese das
doengas cardiovasculares, particularmente da aterosclerose, tem sido reportada
por inumeros autores (Ismail et al., 1999). O aumento dos niveis de colesterol
plasmatico leva a um aumento na producdo dos radicais livres (Kok et al.,
1991;lsmail et al., 1999), que podem causar danos no DNA, nas proteinas e
lipidios de membrana (Halliwell, 1994) e reacbes locais na parede vascular
(Witztum, 1987; Berk 2001). Esses danos podem ser criticos no desenvolvimento
do cancer, diabetes, inflamagdes cronicas e aterosclerose (Halliwell, 1994;
Griendling & Harrison, 1999). Como resposta a esses fatores, as células podem
sofrer hiperplasia (aumento no nimero) ou hipertrofia (aumento no tamanho sem
alterar o DNA). Assim, a aterosclerose e a hipertensdo podem promover
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remodelamento vascular pela interagcdo entre as células endoteliais e as
musculares lisas vasculares (Berk, 2001).

De fato, a injuria na carétida pode levar ao espessamento da camada intima
desse vaso em ratos (Clowes et al., 1983), porcos, camundongos, macacos e
humanos e em outras artérias, tais como aorta, iliaca, femoral e braquial (Rudic et
al., 1998).

Muitas moléculas que regulam o crescimento das células musculares lisas
vasculares tém sido estudadas e os resultados sugerem importante papel para o
oxido nitrico (Rudic et al., 1998) e para estimulos (O2, H2O, e OH’) oriundos do
estresse oxidativo (Konneh et al., 1995; Gong et al., 1996; Berk, 2001) que pode,
promover hipertrofia celular (Rao & Berk, 1992; Berk, 2001).

Resultados obtidos em nosso laboratério mostraram que hamsters
alimentados com dieta hipercolesterolémica apresentaram aumento na
peroxidagdo lipidica em decorréncia do aumento das substéncias reativas ao
acido tiobarbitarico (TBARS), sugerindo assim, aumento nos niveis de radicais
livres (Guida-Cardoso et al., 2004b).

Um aumento na producdo de radicais livres pode estar associado com a
inativacdo do éxido nitrico, importante modulador biolégico envolvido ndo apenas
no controle da musculatura lisa vascular, mas também em inumeras funcdes
regulatérias como por exemplo, mecanismos de inibicdo da proliferacao do
musculo liso vascular (Boulanger, 1999; Vaziri et al., 2000; Scott et al., 2001; Scott
et al., 2001; Pinto et al., 2003).

O remodelamento do vaso que leva a uma hipertrofia pode ser definido
como uma reducdao do didmetro no Iimen conseqiiente ao espessamento da
parede desse vaso, como ocorre na hipertensao arterial (Mulvany et al., 1996). Tal
fato corrobora nossos resultados anteriores onde pudemos constatar aumento na
pressao arterial média de hamsters alimentados com dieta hipercolesterolémica
(Guida-Cardoso et al., 2004b).

Nossos resultados morfométricos evidenciaram um remodelamento na

parede vascular dos hamsters alimentados com dieta hipercolesterolémica com
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um espessamento na musculatura lisa vascular da aorta abdominal desses
animais. Aragoncillo et al. (2000), realizando analises morfométricas de aorta de
coelhos hipercolesterolémicos, também observaram um espessamento da camada
média desse vaso, com consequente estenose.

Dessa forma, creditamos nossos resultados ao aumento da producdo de
radicais livres causados pela hipercolesterolemia (Guida-Cardoso et al., 2004a)
que, provavelmente, estimulou fatores de crescimento e inativou a sintese de
oxido nitrico pelo endotélio. Tal hipétese é corroborada por outros estudos
morfométricos que demonstraram a relacdo entre a diminuicdo na producao do
oxido nitrico vascular e hipertrofia vascular, com conseqiente espessamento da
camada média da aorta em ratos (Mujumdar et al., 2001).

Portanto, é de fundamental importancia a redugcéao dos niveis de colesterol
plasmatico para a prevencéao efetiva de doengas cardiovasculares (Evans & Rees,
2002). No entanto, € importante determinar o grau de seguranga das substancias
anti-aterogénicas utilizadas no tratamento da hipercolesterolemia devido a efeitos
colaterais indesejaveis no figado, nos rins e, na musculatura esquelética (Barnes,
1998; Evans & Rees, 2002).

Sabe-se que dietas ricas em frutas e vegetais previnem contra diversas
patologias e, particularmente, doencas cardiovasculares (Ness & Powles, 1997).
Substancias antioxidantes presentes na dieta, bem como a presenca de fibras
alimentares sdo, provavelmente, os responsaveis por esse efeito protetor (Ross &
Kasum, 2002). Estudos epidemiolégicos tém evidenciado a relagao inversa entre a
ingestdo habitual de fibras alimentares e o risco de doencas cardiovasculares
(Anderson & Hanna, 1999). As fibras alimentares, especialmente as fibras
soluveis, efetivamente reduzem os niveis plasmaticos de colesterol, o que pode
contribuir de maneira direta na protecdo contra as doencgas cardiovasculares
(Fernandez, 2001).

As fibras soluveis e insoluveis podem adsorver os acidos biliares, reduzindo
a formacao de micelas, com consequiéncias na redugao da absorcao intestinal de
colesterol com reflexo na colesterolemia (Favier et al., 1998). Além disso, as fibras
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soluveis séo fermentadas pela microbiota do intestino grosso em graus variaveis
produzindo acidos graxos de cadeia curta os quais atingem a circulagdo por meio
de veia porta. Uma vez no figado esses acidos graxos podem influenciar o
metabolismo lipidico, causando efeito hipocolesterolémico (Roberfroid, 1993;
Sembries et al., 2003). Tais acidos graxos, principalmente propionato, acetato e
butirato, reduzem a atividade da HMG-CoA redutase a enzima hepatica que limita
a sintese do colesterol (Yokoyama et al., 2003). Nessa situagéo o figado reduz de
novo a sintese do colesterol e aumenta a expressao dos receptores de LDL.
Assim, maior quantidade de LDL plasmatica pode adentrar os hepatdcitos
reduzindo, dessa maneira, as concentragbes plasmaticas da LDL (Yokoyama et
al., 2003). Assim, em trabalho anterior demonstramos a significativa reducéao nas
concentragbes plasmaticas da VLDL+LDL em hamsters alimentados com dieta
hipercolesterolémica acrescida de polpa de laranja (Guida-Cardoso et al., 2004b).

Por outro lado, a presencga de substancias antioxidantes nos alimentos de
origem vegetal também exerce efeito benéfico a saude (Ross & Kasum, 2002).
Entre tais substancias antioxidantes podemos citar os polifenéis, que fazem parte
da dieta humana e sdo até receitados como preparagées medicinais (Sellappan et
al., 2002).

O grande grupo de polifendis atrai grande interesse devido ao seu potencial
anti-aterogénico (Justesen et al., 1998), bem como também possuem acéo
vasodilatadora (Ricupero et al.,, 2001). Desta forma, estudos recentes
demonstraram que os polifendis podem prevenir doencas degenerativas
(Sakakibara et al., 2003), atuando como antioxidantes naturais (Justesen et al.,
1998). O comportamento antioxidante dos compostos fendlicos parece estar
relacionado a sua capacidade em quelar metais e captar radicais livres (Martinez-
Valverde et al., 2000). No entanto, tem sido reportado que o grau de polimerizacao
dos polifendis pode influenciar sua capacidade antioxidante, e os mondémeros
possuem menor capacidade antioxidante que estruturas maiores (Mao et al.,
1999).
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Apesar da polpa de laranja ter apresentado polifendis em sua
composicdo, acreditamos que sua capacidade antioxidante, provavelmente,
estaria prejudicada levando em consideragdo o processamento industrial dessa
fonte de fibras, que poderia ter polimerizado os compostos fendlicos, reduzindo
sua capacidade funcional. No entanto, apesar do processamento anterior, as
caracteristicas fisico-quimicas da polpa de laranja permaneceram inalteradas
(Guida et al.,, 2004 in press), o que, provavelmente, garantiram seu efeito
antioxidante. Nossos resultados estdo de acordo com Song et al., (1997) que,
estudando a peroxidagcao lipidica em eritrécitos de ratos submetidos a dietas
enriquecida em celulose ou pectina, demonstraram atividade antioxidante dessas
fontes purificadas de fibras.

A polpa de laranja em estudo exerceu efeito protetor contra o

remodelamento da aorta abdominal induzido pela hipercolesterolemia.
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CAPITULO V

CONCLUSAO
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CONCLUSAO

Pelo exposto, a polpa de laranja exerceu agéo protetora contra os efeitos
adversos da hipercolesterolemia sobre os teores de lipideos plasmaticos, a
peroxidagao lipidica, a atividade de enzimas antioxidantes, a pressado arterial
média e 0 espessamento do musculo liso da artéria aorta abdominal, em hamsters

machos adultos.
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aprovado para publicagdo na Revista de Ciéncias Médicas, volume 14 nimero 1 de

200s.

Em fase final de editoracio/normalizacio entraremos em contato.

Valho-me do ensejo para agradecer sua valiosa colaboragao, esperando contar
com futuras contribuigdes. ' '

Cordialmente

I/ \J
Prof. fr. iz Mana Pinto
Her

llustrissimo(a) Senhor(a)

Prof. Dr. Miguel Arcanjo Areas
UNICAMP - Instituto de Biologia
Dept® de Fisiologia e Biofisica
Caixa Postal 6109

Cidade Universitaria

13020-904 - Campinas - SP

“CAMPUSTI - Av. John B. Duulop, /0 - Bloce B39 - Jd Ipaussurama - 13059-900 - Campinas - SP - Brasil Foue/Fax 55 (19) 3729-8576
E-muit pevistusccv@puccmmipinas.edubes  Web: bup://www.puc-campinas.cdu.br/ccv
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PEROXIDAGAO  LIPIDI " PRESSAD ARTERIAL EM
HAMSTERS HIPERCOLESTERBDIEMIEOS ¥ de autoria Guida-
. A SoH es, F.G.R,;
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Aguas de Lindéia, 28 a 31 de outubro de 2002
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Certificamos que o trabalho - 11.036 ‘intitulado EFFECTS OF
'DIETARY FIBER ON ANTIOXIDANT STATUS IN
. 'HYPERCHOLESTEROLEMIC HAMSTE de autoria de Cardoso,
+S.M.G.; Pinto, W. de 1J.; Reyes, F.G.R.; Stoppa, G.R.; Ogo,
'S.H; Areas, M.A. foi apresentado como painel durante o XXXIV
: ?Congresso' Brasileiro--'de . Farmacologia e Terapéutica
_ 'Exper:mental reahzado ‘de 28 a 31 de outubro de 2002 em
Aguas de Lmdma Sado Paulo.

Prof. Giles Alexander Rae
Presidente da Corgissao Organizadora



Aguas de Lindéia, 28 a 31 de outubro de 2002

'CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho 11.002 intitulado Polpa de
laranja/goma guar reduz a pressao arterial e lipideos
plasmaticos em hamsters alimentados com dieta
- hipercolesterolémica de autoria. de Pinto, W. de J.;
Cardoso, S.M.G.; Krieger, M.; Sumatami, M.; Gomes
Marcondes, M.C.C.; Reyes, F.G.R.; Areas, M.A. . foi
apresentado como painel durante o XXXIV Congresso Brasileiro
de Farmacologia e Terapéutica Experimental realizado de 28 a
31 de outubro de 2002 em Aguas de Lindéia, Sdo Paulo.

Prof. Giles Alekander Rae
Presidente da Corpissao Organizadora



< BB Assoclagao
Jq ’Q‘IL"E Latinoamericana de
JWN G Farmacologia

XVI LATINAMERICAN CONGRESS OF PHARMACOLOGY
XXXII BRAZILIAN CONGRESS OF PHARMACOLOGY AND EXPERIMENTAL THERAPEUTICS .
11 IBEROAMERICAN CONGRESS OF PHARMACOLOGY
VIl INTERAMERICAN CONGRESS OF CLINICAL PHARMACOLOGY AND THERAPEUTICS

This is to certify that

The poster 06.005 "Efeitos da polpa de laranja sobre parametros fisioldgicos em ratos’, by Cardoso, SM.G,
Areas, MA,; Gomes-Marcondes, M.C.C,; Reyes, F.G.R. was presented at the above mentioned Congresses, held in
Aguas de Linddia, Sdo Paulo, Brazil on 13 to 17, September, 2000.
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Zuleika P. Picarelli Aron Jugkiewicz

President of the Scientific Committee President of the '©¢ganizing Committee



Associagao
Latinoamericana de
Farmacologia

XVl LATINAMERICAN CONGRESS OF PHARMACOLOGY
XXXII BRAZILIAN CONGRESS OF PHARMACOLOGY AND EXPERIMENTAL THERAPEUTICS
I1 IBEROAMERICAN CONGRESS OF PHARMACOLOGY
VII INTERAMERICAN CONGRESS OF CLINICAL PHARMACOLOGY AND THERAPEUTICS

This is to certify that

The poster 06.004 "Efeito da polpa de laranja sobre o teste de tolerdncia a glicose (tt) em ratos wistar’, by
Cardoso, SM.G, Areas, MA,; Gomes-Marcondes, M.C.C,; Reyes, F.G.R. was presented at the above mentioned
Congresses, held in Aguas de Linddia, Sdo Paulo, Brazil on 13 to 17, September, 2000.

O{dah P Frracelle e

/ £
Zuleika P. Picarelli - Aron Jurkiewicz )
President of the Scientific Committee | President of the'®rganizing Committee




