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RESUMO: A utilizacdo de plantas no tratamento de doengas ou como meio curativo é
uma tradicdo popular e altamente difundida, e muitos trabalhos abordam as
propriedades terapéuticas e farmacoldgicas do alho na reducdo das hiperlipidemias. O
objetivo deste estudo foi investigar a influéncia do tratamento com extrato aquoso (E.A.)
do alho (Allium sativum L.) sobre o colesterol plasmatico, em coelhos com
hipercolesterolemia experimental. Os animais foram divididos em G1 (grupo controle) e
G2 (grupo tratado com alho). O experimento foi desenvolvido em trés fases: na 12 fase
0s animais receberam dieta comercial de coelhos para avaliar o nivel basal de colesterol
nos animais; na 22 fase, todos os animais passaram a receber dieta suplementada com
gema de ovo até o final do experimento, para desenvolver hipercolesterolemia, e na 32
fase os animais do grupo G2 receberam o tratamento com E. A. de alho. O colesterol na
12 fase foi de 39,94 + 9,57mg/dL. Na 22 fase houve elevagéo significativa (p<0,05) no
nivel de colesterol plasmatico nos dois grupos - acima de 100mg/dL. Com relacdo ao
tratamento, o alho ndo promoveu reducdo no colesterol plasmatico dos coelhos,

contrapondo os dados da literatura.
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ABSTRACT: Evaluation of garlic ( Allium sativum L.) effects on the serum

cholesterol of rabbits in iduced hypercholesterolem ia. The use of plants in
treatments of diseases or even in the cure of them is a high difused popular tradition, and
several works talk about the therapeutic and pharmacological properties of garlic in the
reduction of hyperlipidaemias. The objective of the present work was to investigate the
influence of garlic (Allium sativum) aqueous extract treatment on the serum cholesterol of
rabbits in experimental hypercholesterolemia. The animals were divided in G1 (control
group) and G2 (group with garlic treatment). The experiment was developed in 3 phases:
during the 1 phase, all the animals received regular diet for evaluation of basal
cholesterol; in the 2" phase all the animals received supplemented diet until the end of
the experiment, in order to develop hypercholesterolemia and in the 3™ phase, the
animals of G2 received the garlic treatment. The cholesterol registered on the 1% phase
was 39,94 + 957mg/dL. On the 2" phase, there was an increase on the serum
cholesterol level in both groups — higher than 100mg/dL. Concerning the treatment,

garlic didn’t reduce the serum cholesterol in rabbits.
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INTRODUCAO

A hipercolesterolemia tem sido apontada como uma das principais causas das
doencas cardiovasculares, que sdo responsaveis por 20% das mortes em todo 0 mundo
(Ostlund et al., 2004; Patel & Thompson, 2006). Segundo a Sociedade Brasileira de
Cardiologia (2007), o aumento do colesterol estd presente em aproximadamente um
quinto da populacao brasileira, especialmente em pessoas com mais de 45 anos, devido
ao tipo de vida que se tornou prevalente nos dias atuais, com uma alimentacdo

inadequada e habito sedentario.



A hipercolesterolemia é caracterizada pelo aumento do colesterol total circulante no
sangue e pode ser associada a obesidade, alta ingestao de alimentos ricos em colesterol,
baixa ingestao de fibras devido a alimentacéo inadequada ou ainda ser um problema de
ordem genética, manifestado por maior producdo endégena de colesterol (Sposito et al.,
2007).

Doencas cardiovasculares continuam constituindo a maior causa de morbidade e
mortalidade, apesar dos significativos avan¢os tanto no diagndstico quanto no tratamento
dessas doencas, realizados nas ultimas décadas (Stamler et al., 1993; Giugliano et al.,
1996; Ostlund et al., 2004; Kojuri et al, 2007). A prevencao das doencas cardiovasculares
envolve o conhecimento dos seus fatores de risco, cujo controle diminui a incidéncia da
doenca (Praca et al., 2004) e a combinacdo de hipertensdo, hipercolesterolemia e
obesidade € o maior fator de risco para a saude (Sociedade Brasileira de Cardiologia,
2007). Sendo assim, uma medida importante para o tratamento desta patologia que
envolve a hipercolesterolemia é a reducdo da ingestdo de alimentos com alto teor de
gorduras saturadas (de origem animal), ricas em colesterol, associada a incorporacdo de
alimentos com acao preventiva na dieta.

Hoje existem muitos tipos de medicamentos de origem sintética capazes de
normalizar as hiperlipidemias, porém se este tratamento € eficiente, também € caro e nao
isento de efeitos colaterais, proporcionais a dose do medicamento utilizado (Gongalves et
al., 2000). Dessa forma, nos paises em desenvolvimento, mais de 80% da populacdo usa
a medicina tradicional (acupuntura, terapias manuais e plantas medicinais) como cuidado
basico da saude, seja por tradicdo cultural ou por falta de alternativas (Organizacdo
Mundial da Saude, 2005), e, no Brasil, a utilizacdo de plantas como meio curativo € uma

atividade altamente difundida e popular, sendo empregada pelos povos desde tempos



antigos (Verpoorte, 1998). Particularmente, o uso de remédios naturais como o alho tem
se tornado popular como alternativa preventiva e de tratamento (Drobiova et al., 2009).

A espécie Allium sativum L., conhecida popularmente como alho, pertence a familia
Liliacea, é nativa da Asia Central e cultivada em muitos paises, sendo amplamente
conhecida no Brasil. Além de ser considerada um ingrediente de grande importancia na
culinaria e economicamente acessivel, € rica em compostos sulfurados e possui alta
concentracdo de fitoquimicos terapéuticos localizados nos bulbos (Heizmann, 2001).
Segundo Marchiori, (2003), ja foram identificados cerca de 30 componentes do alho com
efeitos terapéuticos para a saude. Algumas dessas propriedades farmacologicas estao
bem estabelecidas, como ac&o antibacteriana (Cutler & Wilson, 2004; Di Stasi, 1996),
antioxidante (Drobiova et al., 2009), fibrinolitica (Robbers et al., 1996; Rahman, 2001),
anticoagulante e antihipertensiva (Mashour et al., 1998; Al-Qattan et al.,, 2003),
natriurético e diurético (Pantoja et al., 2000), estimulante da secrecdo de insulina e acao
hipoglicémica (Augusti & Sheela, 1996), acdo hipolipidémica (Ismail et al., 1999) e
prevencao da arteriosclerose (Durak et al., 2002).

A acado preventiva do alho quanto as doencas cardiovasculares € reconhecida
(Bordia et al., 1998; Sobenin et al., 2008), e dentro desse aspecto, nos ultimos anos,
atencao particular tem sido dedicada para sua atividade na reducéo do colesterol. Varios
estudos (Bordia et al. 1975; Jain, 1977; Augusti, 1977; Bordia et al., 1977; Nityanand et
al.,, 1989; Sainani et al., 1979) tém mostrado que este vegetal possui componentes
hipocolesterolémicos. Relatos da literatura médica ao longo dos ultimos 20 anos sugerem
gue a suplementacgéo da dieta com alho pode ser efetiva no decréscimo dos niveis séricos
de colesterol em 15 a 20%. No entanto, esses relatos variam enormemente em termos de
efeito do tratamento, tipos de preparagdes, dosagem e unidade experimental utilizada

(Warshafsky et al., 1993; Marchiori, 2003; Rahman & Lowe, 2006; Sobenin et al., 2008),



sendo que a forma de utilizacdo € fundamental para que haja principios ativos em
concentracOes suficientes para exercerem a acao terapéutica. Talvez seja por iSso que
alguns estudos néao corroborem a diminui¢éo do nivel de lipidios no sangue (Brace, 2002).

Dessa forma, esse trabalho pretendeu investigar mais a respeito da espécie A.
sativum, a fim de avaliar qual o efeito do extrato aquoso do alho sobre o nivel sérico de

colesterol em coelhos hipercolesterolemia induzida.

MATERIAIS E METODOS
- Animais e instalacdo do experimento

Os experimentos foram realizados com seis coelhos (Oryctolagus cuniculus)
machos, pesando em torno de 1.300g, obtidos no Biotério Central da UNESP/Botucatu.
Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais e humeradas, no Biotério
do Departamento de Fisiologia, Instituto de Biociéncias-UNESP/Botucatu, durante todo o
decorrer do experimento, recebendo agua e racao apropriada a cada grupo experimental.
- Espécie testada: Allium sativum L.

Utilizou-se extrato aquoso de alho (espécie Allium sativum Linn.), obtido pelo
meétodo de decoccdo, numa concentracdo de 5%. O alho foi obtido em lojas comerciais de
Botucatu e reconhecido pelo Herbario Irina Delanova Gemthajnicov — BOTU, da UNESP
(nimero 25145). Os extratos foram preparados no Departamento de Fisiologia do Instituto
de Biociéncias da UNESP/Botucatu.

- Formulacéo da ragao

A racédo suplementada foi formulada pelo Laboratério de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Medicina da UNESP/Botucatu. Essa dieta foi preparada a partir da ragcao
comercial para coelhos na seguinte proporgéo: 12,5kg de racéo triturada, 1.187g de gema

de ovos e 1.187ml de 6leo de milho. A racdo comercial foi moida em triturador e acrescida



com as gemas de ovo e o0 6leo. Adicionou-se agua a mistura até adquirir consisténcia de
massa. A partir dessa mistura os péletes foram confeccionados e desidratados em estufa
com circulacao de ar forcada a 60°C durante 24h (Fernandes et al., 2002; Mesquita et al.,
2007).
- Grupos Experimentais

Inicialmente, todos os animais foram mantidos durante sete dias no Biotério do
Departamento de Fisiologia, onde foi realizada a experimentacdo, com a finalidade de
adaptarem-se ao novo ambiente. Neste periodo os animais receberam agua e racao
comercial ad libitum. Os animais, escolhidos aleatoriamente, foram numerados a fim de

formar os grupos experimentais: G1 e G2, conforme a Tabela 1.

TABELA 1 - Delineamento experimental. F1, F2 e F3 correspondem respectivamente as fases
experimentais 1, 2 e 3.

Exnerimentais (12 dias) (61 dias) (12 dias)
G 1-controle (n=3) Racdo normal Ragdo suplementada Racio suplermentada
G 2tratado  (n=3) Ragdo normal Ragdn suplementada Racdo suplementada +
tratarmento

Na primeira fase, todos os animais receberam racdo comercial e agua, para
registrar o nivel fisiolégico de colesterol. Apds esse periodo iniciou-se a suplementacao e
0S animais passaram a receber a racdo enriquecida até o final do experimento, a fim de
promover a hipercolesterolemia e manté-la. Uma vez estabelecido o aumento do nivel de
colesterol, o grupo tratado (G2) iniciou o tratamento com o extrato aquoso de alho e o
grupo controle recebeu agua.

- Conducéo do experimento
Os animais receberam diariamente 200g de racdo e 150 ml de agua e tratamento,

conforme descrito acima. O peso dos animais foi obtido num intervalo de 15 dias e para a



avaliacao do colesterol, o sangue foi coletado semanalmente, através da veia marginal da
orelha dos coelhos. Durante a coleta de sangue, apés jejum de 14 horas, 0os animais
foram colocados em uma caixa de contencdo apropriada para coelhos. Uma agulha pré -
heparinizada foi introduzida na veia marginal de modo que o sangue drenasse livre e
diretamente para o tubo de ensaio (préprio de centrifuga), evitando assim hemdlise. O
plasma, obtido através de centrifugacdo do sangue a 3.000 rpm por 15 minutos, foi
armazenado para posteriores dosagens das fracdes lipidicas, isto €, colesterol total, HDL
e LDL colesterol. Essas dosagens foram feitas por meio de kits enzimaticos.
- Eutanasia

A eutanasia foi realizada por meio de deslocamento cervical (decapitacdo) e o
protocolo esta de acordo com os Principios Eticos na Experimenta¢do Animal, sendo
aprovado em reunido pela Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal do Instituto de
Biociéncias de Botucatu (protocolo n°® 205-CEEA).
- Andlise Estatistica

Para cada variavel avaliada no experimento foram feitos dois testes: o primeiro
consistiu na analise multivariada de perfil (Morrison, 1990), que visa comparar o efeito de
momentos para cada grupo. Foram considerados 7 momentos: MO (valores médios
obtidos na dltima semana de suplementacéo — 22 fase) e os demais momentos (M1, M2,
M3, M4, M5 e M6), que correspondem aos valores médios obtidos desde a primeira até a
sexta semana de tratamento — 32 fase.

O segundo teste utilizado foi o Teste U de Mann — Whitney. Este teste toma por
base as diferencas absolutas dos pares de observagdo das amostras, isto é, a diferenca
entre os valores obtidos no tratamento e no periodo de suplementacdo. O Teste U &

usado nas mesmas condicdes que o Teste t, porém é mais sensivel, oferecendo



probabilidades mais exatas para experimentos com poucas amostras. O nivel de

significancia adotado para ambos os testes foi de 5%.

RESULTADOS

A Tabela 2 mostra os resultados obtidos com a evolucéo de ingestédo diaria média
(em gramas), durante as trés fases experimentais para os coelhos dos grupos G1 (grupo
controle) e G2 (grupo tratado com alho). Além disso, os coelhos foram pesados
guinzenalmente e os valores médios do aumento de peso corporal dos animais de cada

grupo experimental estdo representados na Figura 1.

TABELA 2 - Ingestdo média de racdo (em gramas) dos grupos G1 e G2 durante as trés fases da
experimentacao.

) . F ases
Grupos Experitmentais
F1 F2 F3
Gl - Controle 207,82 £ 6515% 181,94 + 69 44 113,81 £ 57 28%
G2 - Tratado 212,58 £ 67, T9* 173,223 275,26 113,71 £ 51, 61*
*p<0,05
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FIGURA 1 - Peso médio dos coelhos dos grupos G1 e G2 durante as trés fases do experimento. Ndo
houve diferenca significativa (p>0,05) entre os grupos, porém a diferenca entre F1 e F3 foi significativa
(p<0,05).

A Tabela 3 e as Figuras 2 e 3 mostram os valores médios de colesterol total nos

dois grupos, durante os trés periodos experimentais. Os animais, na primeira fase



apresentaram uma taxa média de colesterol de 30 e 50mgdL? (Gl e G2,
respectivamente), considerada normal (Alves et al., 2008; Fernandes et al., 2002;
Mesquita et al., 2007). Os coelhos dos dois grupos elevaram significativamente (p<0,05) o
colesterol na 22 fase (com racao suplementada). A suplementacdo da 32 fase continuou
aumentando o colesterol de todos os animais, e ndo houve reducéo significativa do nivel
de colesterol plasmatico dos coelhos tratados com alho em relacdo aos coelhos do grupo

controle (p>0,05).

TABELA 3 - Valores médios obtidos para o nivel plasmatico de colesterol total (mg/dL) dos coelhos,
avaliados nas trés fases: 22 e 32 fases sdo diferentes da 12 fase.

Grupos Experimentais Fases
F1 Fz Fz

1 - Corntrole 30T6 66T o404 + 4287 129,69 £ 33,31*
2 - Tratado 4912 + 12,48 95 93 + 2212 129,23 £ 29 45*
*p <0,05
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FIGURA 2 - Progresséo do colesterol total plasmatico dos coelhos ao longo do experimento (durante as
trés fases). As 3 fases experimentais foram significativamente diferentes entre si (*p<0,05), entretanto, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos em cada fase (p>0,05) (Teste U de Mann Whitney).

TABELA 4 - valores médios obtidos para o nivel plasmatico de colesterol total (mg/dL) dos coelhos nos
momentos considerados (MO a M6). Nao houve diferenca significativa entre os momentos.

G E -, Mormentos
fupos Brperimentals MO M1 M2 M3 Md M5 B
G1 - Controle 120433141 7075+ 3548 16258+ 111099 11101 £37 44 11985 +51 .71 14649 +91 06 167,30 £ 67 42

(52 - Tratado 12043+ M I A0 £23 5414086 £127 70 9671 £1988 14964 £9045 120451819 171,38 +£51.28
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FIGURA 3 - Progresséo do colesterol total plasmatico dos coelhos desde a ultima semana da Fase 2 (MO0)
até o final do experimento (M1 a M6 — Fase 3). Ndo houve diferenca significativa entre cada momento
(p>0,05) (Analise Multivariada de Perfil).

As Figuras 4 e 5 mostram os valores médios de HDL e LDL (mgdL™),
respectivamente, para os animais dos grupos G1 e G2. Nao houve diferenca significativa
nos valores de HDL plasmatico ao longo do experimento (trés fases), assim como entre
0S grupos, apesar de notar-se um aumento do HDL no grupo tratado na F3 (de 27,54 para
46,97mg/dL). A suplementacdo com racao rica em gema de ovo elevou significativamente
o LDL das 22 e 32 fases nos dois grupos (p<0,05) em relacdo a primeira fase, mas o
tratamento ndo modificou o nivel de LDL no plasma dos coelhos (p>0,05). No entanto, na

fase 3, nota-se uma diminuicao dessa fracdo em G2 (de 106,04 para 91,80mg/dL).
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FIGURA 4 - O eixo vertical do grafico mostra os valores médios de HDL (mgdL™ ) plasmatico, nos 3
periodos da experimentacéo, nos 2 grupos: G1 e G2. Os resultados nao diferiram estatisticamente (p>0,05).
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FIGURA 5 - O eixo vertical do grafico mostra os valores médios de LDL (mgdL™ ) plasmatico, nos 3
periodos da experimentacdo, nos 2 grupos: G1 e G2. As 22 e 32 fases dos dois grupos foram
estatisticamente diferentes da 12 fase (*p<0,05%). N&o houve diferenca significativa entre os grupos
(p>0,05).

DISCUSSAO

Todos os coelhos (grupos G1 e G2) ganharam peso na mesma propor¢ao, nao
apresentando diferencas significativas (p>0,05), o que sugere que a suplementacéo e o
tratamento nao interferiram no ganho de peso corporal dos animais (Figura 1).
Observando os resultados de ingestédo de racédo (Tabela 2) nota-se que os animais de
ambos os grupos diminuiram o consumo diério de ragdo, da 12 para a 32 fase. Isso pode
ocorrer devido ao confinamento a que os coelhos foram submetidos e ao stress causado
a esses animais, o que pode reduzir a procura por alimento (Mesquita et al., 2007). Pittas
et al. (1999) mostraram que a ragdo suplementada é hipercaldrica, o que poderia explicar
a diminuicdo da ingesta dos animais mantendo, porém, ganho de peso progressivamente.
N&o houve diferengca na terceira fase, quando comparados os animais tratados e nao
tratados, 0 que sugere que o0 extrato aguoso de alho néo interferiu no ganho de peso

(Figura 1).

As Tabelas 3 e 4 e as Figuras 2 e 3 apresentam os valores médios do colesterol
total para os coelhos do G1 e G2. Foram analisados os animais tratados com extrato

aquoso de alho (grupo G2) segundo os testes descritos na metodologia. A andlise do



Teste U mostrou um aumento significativo no nivel plasmatico do colesterol total (p<0,05)
da 12 fase para as demais, corroborando os dados da literatura (Alves et al., 2008;
Fernandes et al.,, 2002 e Mesquita et al.,, 2007), os quais mostraram que a racao
suplementada foi eficiente em induzir a hipercolesterolemia em coelhos. Segundo Sherr &
Ribeiro (2008), 100g de ovos apresentam em média 400mg de colesterol, ultrapassando o
recomendado que é até 300 mg/dia, o que respalda a utilizacdo da racdo suplementada
na inducao da hipercolesterolemia. O nivel de colesterol aumentou na mesma proporcao
nos animais de G1 e G2 e ndo houve diferenca entre os grupos (p>0,05) (Tabela 3 e
Figura 2). Os valores obtidos na analise multivariada de perfil nos diferentes momentos
(dltima semana de suplementacdo - MO - e todas as semanas de tratamento - M1 a M6)
também nao diferiram estatisticamente entre si (p>0,05) (Tabela 4 e Figura 3).

Quanto aos niveis de HDL e LDL, a fase de tratamento também n&o diferiu
estatisticamente da fase de suplementacdo. Apresentou-se diferenca significativa
(p<0,05) apenas nos niveis de LDL dos coelhos entre a 12 fase e as demais (Figura 5).
Entretanto, observa-se uma tendéncia em aumento das fracées de HDL e diminuicdo das
fracbes de LDL no grupo tratado com extrato aquoso de alho (G2) (Figuras 4 e 5). Essa
tendéncia, mesmo nao sendo significativa, € importante, pois sugere o efeito terapéutico
do alho, aumentando os niveis de HDL - fracdo responsavel pelo transporte de 20 a 25%
do colesterol do sangue para tecidos e figado - (Millner, 1990; Whitney, 1994) e
diminuindo os niveis de LDL, que transportam a maior parte do colesterol (75 a 80%) no
sangue e depositam-no nas células e nas paredes das artérias, reduzindo o fluxo
sanguineo e, consequentemente, o oxigénio que chega ao coragcdo (Sposito, 2007).
Elevados niveis de LDL representam um grande risco para doengas coronarianas,
relacionando-se diretamente com o desenvolvimento da arteriosclerose (induzindo a

formacdo da placa ateromatosa) (Liu et al.,, 2009; Fernandes et al. 2002), podendo



desencadear uma série de desordens no sistema cardiovascular como angina, infarto do
miocardio, acidente vascular cerebral, hipertensao, insuficiéncia cardiaca, doenca arterial
coronariana e outras (Sposito, 2007). Talvez com a utilizacgdo de um periodo de
tratamento maior essa tendéncia observada se mostre estatisticamente significativa.

A escolha da concentracdo do extrato aquoso de alho (5%) foi aleatoria, ndo
seguindo nenhum protocolo experimental, podendo assim ser responsavel pela ineficacia
de A. sativum em reduzir o colesterol nos animais deste estudo. Diversos trabalhos que
utilizaram concentracfes maiores obtiveram sucesso na reducéo do colesterol plasmatico
pelo alho (McCrindle et al., 1998; Baluchnejadmojarad et al., 2002; Kiss et al., 2006, Kojuri

et al., 2007; Drobiova et al., 2009).

Outra possibilidade que pode explicar a auséncia de efeito do alho pode estar
relacionada a forma escolhida para tratamento — extrato aquoso obtido pelo método de
decoccdo. Talvez este método tenha Iimpedido a Iliberacdo dos agentes
hipocolesterolémicos (compostos organosulfurados) do alho. A maioria dos componentes
sulfurados ndo esta presente nas células intactas, e somente quando o dente de alho &
amassado, triturado ou mastigado, esses componentes sao liberados no interior da célula
vegetal (Leonéz, 2008; Marchiori, 2003). De fato, alguns trabalhos obtiveram seu extrato
aquoso apoOs trituracdo dos bulbos no liquidificador (Aouadi et al., 2000;
Baluchnejadmojarad et al., 2002; Kiss et al., 2006; Drobiova et al., 2009). Neste trabalho,
o alho foi apenas picado em pedagos menores, sem, no entanto, ser triturado.

Além disso, Marchiori (2003) relatou que qualquer acdo de calor ou outro tipo de
tratamento térmico diminui muito as concentracdes dos fitoquimicos sulfurados em
guestdo, e como o0 método de decoccgdo consiste em levar o material vegetal e o solvente
(neste caso, agua) ao fogo até a fervura e manter em infusdo por 15 minutos, esta pode

ser outra razdo para a manutencdo dos altos niveis de colesterol no periodo do



tratamento. Segundo Banerjee & Maulik (2002), a alicina € o principal composto bioativo
presente no extrato aquoso do alho ou no alho cru, e a enzima aliinase, responsavel pela
conversao de aliina em alicina, € inativada pelo calor.

Outra hipotese para o resultado desfavoravel do alho nesse estudo foi o periodo de
tratamento utilizado relativamente curto, de 42 dias. Outros estudos que obtiveram
sucesso foram realizados com tratamento entre 80 e 90 dias (Aouadi et al., 2000; Bordia
et al., 1998). Talvez 42 dias tenham sido insuficientes para os componentes do alho
fazerem efeito, apesar de Kiss et al. (2006) ter conseguido bons resultados com apenas
28 dias de tratamento. Este trabalho motiva um novo estudo utilizando extrato aquoso de

alho macerado e um periodo de tratamento maior.
CONCLUSAO

Os resultados apresentados permitem concluir que o alho (Allium sativum), nas
condi¢cBes experimentais propostas, nao foi eficaz em reduzir o colesterol total plasmatico

e suas fracdes, em coelhos submetidos a hipercolesterolemia experimental.
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