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Resumo

O infuso preparado das cascas de Croton cajucara & ysado na medicina popular para o
tratamento de dislipidemias, hiperglicemia, desordens gastrointestinais e hepaticas e
também como terapia auxiliar em regimes de emagrecimento. Auséncia de ganho de
peso foi observada em ratos adultos normolipidémicos tratados com infuso na
concentragao de 5%; além de redugdes significativas nas concentragtes plasmaticas de
colesterol total e glicose. Em adipécitos isolados destes animais a lipdlise basal nao foi
alterada, mas houve aumento na resposta lipolitica a agonistas nao seletivos B~
adrenérgicos (isoprenalina e adrenalina). Este efeito sugere aumentc do pape! da
adrenalina como estimulador enddgeno da lipolise, o que poderia contribuir para a
auséncia de ganho de peso. Aumenio na sensibilidade a2 adrenalina foi também
observado em adipocitos de ratos jovens tratados com infuso na concentragao de 10%.
Porém. este efeito ndo pode ser correlacionado a alteragbes no peso corporal,
provavelmente porgue os ratos ainda se encontravam em fase de crescimento. A
administragao de dieta hiperlipidica a ratos jovens nao alterou o peso corporai, embora
a ingesta alimentar e calorica desde grupo de ratos tenha sido significativamente inferior
aquela apresentada pelo grupo normolipidémico. O tratamento com infuso a 10%
acentuou significativamente a diminuicdo na ingesta. Ratos alimentados com ci=ic
hiperlipidica apresentaram aumento significativo no peso do figado e dos panic. .
adiposos epididimal e peri-renal; o tratamento com © infuso a 10% nao alterou =3¢
quadro. Em adipécitos de ratos hiperlipidémicos comparados a adipdcitos de ratos
normolipidémicos chservamaos: menor lipolise basal e maior sensibilidade & isoprenalina
e a adrenalina, com reducdo de resposta maxima & isoprenalina e noradrenaiina. O
tratamento com infuso a 10% n&c modificou nenhum dos efeitos da dieta sobre a
lipdlise, exceto a resposta maxima a adrenalina que foi recuperada. Nos concluimos
que o efeito da dieta sobre a redugao da lipdlise basal pode estar contribuindo de
maneira importante para o aumento do peso no paniculo adiposo epididimal dos ratos.
Ao final do tratamento com a dieta hiperlipipidica os ratos apresentaram aumento
significativo nas concentragbes séricas de colesterol total, LDL, VLDL, triacilglicerdis €
insulina. O tratamento com o infuso a 10% nao alterou este perfil sérico. O indice
aterogénico, significativamente elevado em ratos hiperlipidémicos, permaneceu
inalterado em ratos hiperlipidémicos tratados com 0 infuso a 10%. Ratos jovens
hiperlipidémicos apresentaram esteatose hepatica com ou sem o tratamento com 0
infuso a 10%. A esteatose hepatica pode, de alguma forma, estar contribuindo para a
auséncia dos efeitos do tratamento do infuso a ratos hiperlipidémicos. Nés concluimos
que os efeitos do infuso de Croton cajucara Benth, dependem da idade/peso dos ratos
e da integridade do tecido hepatico.
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Abstract

The infuse prepared with the barks of Croton cajucara is used in folk medicine for
treatment of dyslipidemias, hypertrigliceridemia, hepatic and gastrointestinal disorders
as well as adjuvant in weight-loss program. Adult normolipidemic rats treated with 5%
infuse of C. cajucara showed no weight gain and significant reduction in the iotal
cholesterol and glucose plasma levels. Basal lipolysis was not altered in adipocytes
isolated from rats treated with infuse but adipose cells were supersensitive 1o
isoprenaline and adrenaline. This effect suggests an increased role played by adrenaline
stimulating lipolysis and avoiding weight gain. Supersensitivity to adrenaline was also
observed in adipocytes from young rats treated with 10% C. cajucara infuse, although
rats showed normal weight gain as opposed to adult rats. Young rats fed with a high-fat
diet reduced the amount of food and caloric intake with no alteration on body weight
gain. Treatment with 10% C. cajucara infuse additionally reduced food intake. The high-
fat diet aiso induced significant increase in the weight of the liver, epididymal and peri-
renal adipose depots. In adipocytes from hyperlipidemic rais compared to
normolipidemic rats, the basal fipolysis and maximum responses {0 isoprenaline and
adrenaline were decreased but the sensitivity to these agonists was increased.
Adipocytes from hyperiipidemic rats treated with C. cajucara infuse did not change any
of these parameters except for the maximum response to adrenaline that was
recovered. Those results suggest that in rats feeding hyperlipidemic diet the reduced
basal and maximum lipolysis may contribute io the epididymal adipose tissue depot
weight increase. The hyperlidemic diet also induced significant increase in the total
cholesterol, VLDL, LDL, triacylglycerol and insulin seric levels. This effect was not
modified by the infuse ftreatment. The atherogenic index, significantly higher in
hyperlipidemic rats remained unaltered after infuse ireatment. The liver steatosis may
contribute to the absence of the infuse effects in hyperlipidemic rats. We conclude that
the effect of the infuse of C. cajucara Benth. depend on the rats age and/or weight as
well as the hepatic tissue integrity.
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ratos jovens gue consumiram racao contendo 4% (JN) ou contendo 15% de
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adipbcitos epididimais isolados de ratos jovens normolipidémicos tratados
(JNI-5) ou nao (JNA) com infuso a 5%. O infuso foi oferecido aos animais em
substituicao & agua de beber durante 15 dias.
Tabela 18. Sensibilidade (pD2) e resposia lipolitica maxima (RM) a
isoprenalina, noradrenalina ¢ adrenalina, obtidas de adipodcitos epédidimais
isolados de ratos jovens que consumiram ragdo com 4% (JN) ou 15% de
lipidios (JH) por seis semanas. Nas Ultimas duas semanas, ratos normo €
hiperlipidémicos receberam infuso a 10% obtido das cascas de C. cajucara
Benth, em substituicao a agua de beber (JNI-10 e JHI-10). Os ratos que
permaneceram ingerindo agua foram designados como JNA € JHA.
Tabela 19. Sensibilidade (pDz) e resposia lipolitica maxima (RM) ao
salputarnol, CGP12177A e BRL37344, obtidas em adipbcitos epididimais
isolados dos ratos jovens que ingeriram ragao contendo 4% (JN) ou 15% de
lipidios (JH) durante seis semanas. Nas Gltimas duas semanas, tanto 0s ratos
normo como hiperlipidémicos receberam infuso a 10% obtido das cascas de
C. cajucara Benth, em substituicdo & agua de beber (JNI-10 e JHI-10). Os

ratos que permaneceram ingerindo agua foram designados como JNA e JHA.
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isolados de ratos jovens tratados (JNI-5) ou nao (JNA) com infuso 5%
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nao (JNA) com infuso a 10% obtidos das cascas de Croton cajucara Benth.
O infuso foi oferecido aos animais em substitui¢ao a agua de beber.

Figura 14. Curvas dose-resposta ac salputamol em adipocitos epididimais
isolados de ratos jovens normolipidémicos & hiperlipidémicos tratados (JNI-
10 e JHI-10) ou ndo {(JNA e JHA) com infuso a 10% obtidos das cascas de
Croton cajucara Benth. O infuso fol oferecido aos animais em substitui¢ao a
agua de beber.

Figura 15. inibicao da lipdlise induzida pela insulina em adipocitos
epididimais isolados de ratos jovens normolipidémicos (JNA} e
hiperlipidémicos (JHA).

Figura 16. Fotomicrografia de hepatécitos de ratos que ingeriram dieta
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1. INTRODUGAO

1.1. Classificacao dos lipides

Os lipides s@o componentes essenciais da dieta que formam um grupo
heterogéneo de compostos relacionados direta ou indiretamente com acidos graxos.
Estes compostos possuem a propriedade de ser relativamente insoltiveis em agua e
soliiveis em solventes apolares. Os seguintes lipides sé&o importantes para O s€r
humano: acidos graxos, triaciiglicerdis e fosfolipides. O colesterol, considerado
geralmente um lipide, € um alcool monoidrico no saturado da classe dos esterdides
(MAHLEY ef al, 1998). £ formado pelo esterol e ndo possui acidos graxos na sua
composigdo mas, por apresemar algumas das caracteristicas fisicas e quimicas das
gorduras, por ser derivado de gorduras e ser metabolizado de forma semelhante, é
considerado, do ponto de vista dietético, como gordura. Assim sendo, 08 triacilglicerdis,
os fosfolipidios e o colesterol, constituem os lipidios mais comuns no NOsso organismo
(PRIZKOVA, 1973).

Os acidos graxos sdo constituidos por cadeias de carbono hidrocarboxiladas,
podendo se apresentar CoOmo saturados e insaturados. So exemplos de acidos graxos
saturados, os acidos laurico, palmitico, muristico e estearico e, de acidos graxos
insaturados, os acidos oléico, linoléico e os do grupo démega-3. Os acidos graxos tém
funcao energética e participam fundamentalimente da sintese de lipoproteinas e de
prostaglandinas (MAHLEY et al., 1998).

Os triacilglicerdis séo formados pela esterificagdo do glicerol por trés
moléculas de acidos graxos. Tém tambem papéis energéticos, sendo utilizados de
imediato ou armazenados, principalmente nos tecidos adiposo e hepatico, para posterior
utilizacao (MAHLEY et al., 1998).

Os fosfolipides s@o compostos complexos, formados por glicerol, acidos
graxos, base nitrogenada e fésforo (MAHLEY et al., 1998).

O colesterol pode se apresentar scb a forma livre ou esterificada (ésteres de
colesterol), n&o send"o encontrado nos vegetais. Juntamente com 0S fosfolipides, possul

funcao estrutural, formando a dupla camada que constitui as membranas celulares e a



camada Unica que reveste as lipoproteinas. O colesterol desempenha ainda outros
importantes papeis no organismo, sendo precursor de acidos biliares, hormonios
esterdides e vitamina D (MAHLEY ef al., 1998).

As fontes de lipides no organismo podem ter origem endogena, ou seja,

através de sintese interna, e origem exogena, isto &, através da alimentacdo (MAHLEY
et al., 1998}.

1.2. Metabolismo das lipoproteinas plasméticas

Devido a sua baixa solubilidade em meio aquoso, os lipides s&o
fransportados no plasma sob a forma de lipoproteinas. Estas particulas sao
macroagregados constituidos por lipides apolares, triaciigliceréis e ésteres de
colesterol, circundados por uma monocamada hidrofilica de colesterol livre, fosfolipides
e apolipoproteinas. Estas (ltimas, além da funcao estrutural, séo responsaveis pela
interagao das lipoproteinas com os receptores celulares em diferentes sitios de
metabolizagdo e pela ativagdo de enzimas envolvidas no seu metabolismo. Temos
como exemplo, apo A-l e A-ll, que s#o cofatores positivo e negativo, respectivamente,
para a lecitina: colesterol acii transferase (LCAT) (BROWN & GOLDSTEIN, 1986;
BREWER et al., 1988; MAHLEY et al, 1988). As lipoproteinas podem ser definidas
como as unidades funcionais de transporte de lipidios no plasma e tém a funcédo de
suprir 0s tecidos com lipidios, provenientes da dieta ou sintetizados pelo proprio
organismo.

As lipoproteinas diferenciam-se pela proporcdo dos constituintes da fracao
lipidica e pelos tipos de apolipoproteinas, o que lhes confere densidade e padrao
eletroforético distintos que permitem a sua classificacio em: quilomicrons [densidade
(d) < 0,95 g/ml], lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL, d < 1,008 g/ml),
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL, d = 1,006 a 1,019 g/ml), lipoproteinas de
densidade baixa (LDL, d = 1,019 a 1,063 g/mi) e lipoproteinas de alta densidade (HDL,
d= 1,083 a 1,21 g/ml) (HAVEL & KANE, 1975; QUINTAO, 1995: MAHLEY ef al., 1998
ORDOVAS &SCHAEFER, 1899).



Os quilomicrons sao particulas esféricas com 750 a 6000 A de diametro.
constituidas principalmente por triacilglicerdis provenientes da dieta e caracterizados
pela presenga da apolipoproteina B-48. Os quilomicrons sao sintetizados nos
enterocitos, secretados para 0 espago intersticial e conduzidos pela linfa & circulagao
sanglinea através do ducto toracico. Ao atingirem os capilares periféricos, sofrem
hidrélise pela enzima lipoproteina lipase. Deste modo, 08 guilomicrons transformam-se
em remanescentes e sao rapidamente removidos do plasma com meia-vida de minutos
(MORTIMER et al.. 1995), apds interagirem com receptores hepaticos especificos. 0
receptor de LDL (LDLr) ou B-E e a proteina relacionada ao receptor de LDL, bem como
os receptores de VLDL e o receptor estimulado por lipolise (GOTTO et al, 1986
BIHAIN ef al., 1995).

A lipoproteina lipase possui apolipoproteina Cll como cofator positivo. E
sintetizada principalmente nos tecidos adiposo e muscular, atravessa a célula
endotelial da parede dos vasos sanglineos e se ancora na superficie da membrana
plasmatica destas células, ficando em contato com a luz do vaso. Ao hidrolisar os
triacilglicerois das lipoproteinas, a lipoproteina lipase libera glicerol e acidos graxos
livres que, por sua vez, ligam-se 4 albumina e sao transportados aos diversos tecidos,
gue os utilizam como substratos energéticos ou para a ressintese de triacilglicerdis.
Sob acdo da lipoproteina lipase, os quilomicrons vao progressivamente perdendo
triacilglicerdis do interior da particula, além de componentes de superficie tais como
fosfolipides, colesterol livre e apolipoproteinas (A-l, A-ll, C-ii, C-lll, E), que se
desprendem da particula como estruturas lamelares, dando origem as HDL imaturas.

Os receptores de LDL sdo proteinas que possuem 839 aminoacidos e peso
molecular de aproximadamente 120 KDa. Est@o expressos nas superficies de inumeras
células, principalmente hepatéceitos (MAHLEY et al., 1998) e contém cinco dominios. O
sitio de ligagdo com as lipoproteinas é constituido por 292 aminodcidos na por¢aoc
amino-terminal. Esta regio € rica em cisteina e contém glutamina e acido aspartico,
mediadores criticos para a ligagdo das apolipoproteinas Be E (MAHLEY et al., 1999).
A funcéo do receptor de LDL € de captar lipoproteinas que contenham apolipoproteinas
B e E, incluindo LDL, remanescentes de quilomicrons, VLDL, remanescentes de VLDL,
DL, LDL e HDL que possuem apolipoproteina E (MAHLEY et al., 1999).



O receptor de VEDL humano foi descrito como um novo membro da
superfamilia de receptores de LDL, que se liga especificamente a VLDL, via
apolipopreteina b e lipoproteina lipase. Tanto a apolipoproteina E como a lipoproteina
lipase estdo presentes nos remanescentes de quilomicrons e, portanto, sao descritos
como ligantes fisiologicos do receptor de VL.DL (NIEMEIER et a/.,1996).

As VLDL, a semelhanca dos quilomicrons, sdo particulas de grande
diadmetro (300 a 700 A), ricas em triacilglicerdis, porém, diferem dos quilomicrons por
serem sintetizadas no figado e possuirem como principal constituinte protéico a
apoBig. No plasma, as VLDL s&o metabolizadas pela mesma via dos guilomicrons, ou
seja, nos capilares onde seu conteddo em triacilglicertis € hidrolisade pela enzima
lipoproteina lipase, transformando-as progressivamente em remanescentes de VLDL e,
finalmente, em IDL (GOLDBERG et a/., 1996).

As IDL e os remanescentes de VLDL podem ser diretamente removidos da
circulagdo no figado pelos receptores B-E, receptores estimulados pela lipolise (LRP e
LSP) e receptor de VLDL (HAVEL, 1984; NIEMEIER, 1998). As IDL podem ser
transformadas em LDL apds a hidrélise quase completa dos triaciiglicerdis pela lipase
hepética. Aproximadamente 50% destas particulas sdo convertidas em LDL (HAVEL,
1984).

As LDL sao particulas de pequeno didmetro (150 a 300 A), pobres em
triacilglicerdis, constituidas por uma molécula de apolipoproteina Bigs, € um nucleo
composto essencialmente por éster de colesterol (HAVEL ef al., 1984). Possuem meia-
vida plasmatica de 2 a 5 dias, transportam a maior parte do colesterol plasmatico e sao
preferencialmente captadas pelos receptores B-E expressos por celulas em processo
ativo de divisdo ou por tecidos que utilizam o colesterol como matéria-prima na sintese
de horménios, tais como o cériex das glandulas supra-renais e gbnadas, ou de sais
biliares através do figado (BROWN et al., 1981; BROWN ef al.,, 1990; GOLDSTEIN &
BROWN, 1980; MAHLEY ef al., 1998).

A homeostase do colesterol ocorre em func&o de sua concentracao
intracelular (MAHLEY ef al., 1998). Quando esta aumenta ocorre inibigdo da transcrigéo
do gene do receptor de 1.DL, inibigdo da expressao de hidroxi-metil-glutaril co-enzima A

(HMG-CoA) redutase e aumento da esterificacac do colesterol, no citoplasma.



Pelo seu pequeno tamanho, as LDL, quando em aita concentragao
plasmatica, atravessam facilmente a barreira endotelial e infiltram-se para 0 espaco
sub-endotelial da parede vascular (HAVEL, 1984), ligando-se a proteoglicanos e fibras
de colageno. Neste local tornam-se mais susceptiveis as modificagbes quimicas de
seus componentes, tais como oxidacao e glico-oxidagao (FU et al., 1998).

As LDL modificadas estimulam células endoteliais a liberar fatores
quimiotaxicos positivos para celulas linfomonocitarias, que migram para este local
transformando-se em macréfagos. Apds essas modificacdes, as LDL passam a ser
reconhecidas e fagocitadas pelos receptores de varredura dos macrofagos, SR-Al e
SR-All, gque ndo sao regulados pelo aumento de colesterol intracelular. O acumuio
progressivo do colesterol intracelular leva a transformagéo dessas células em celulas
espumosas, dando inicio & formacao da lesdo ateromatosa (MAHLEY et al., 1998;
ORDOVAS & SCHAEFER, 1999).

As HDL tém como componentes estruturais as apolipoproteinas A-l e A-ll
(ROHEIM & ASZTALOS, 1995), formadas no figado e no intestino (FORTE et al., 1993;
ORDOVAS & SCHAEFER, 1999), originam-se pela agio da lipoproteina lipase sobre
os quilomicrons e as VLDL (WINDLER et al., 1980).

As HDL nascentes sio particulas discoidais de pequeno diametro (50 a 60
A), formadas principalmente por apolipoproteinas A-l, colesterol livre e fosfolipides.
Encontradas, preferencialmente, na linfa e no intersticio da parede dos vasos, migram
eletroforeticamente na fracéo pre-p (FIELDING & FIELDING, 1985). A HDL pode ser
sub-fracionada em pré-p 1, pré-p 2 e pré-p 3 (HAVEL & KANE, 1855). Na circulagao,
859% das HDL tem migracdo o (da migragao eletroforética) e correspondem a HDLa,
HDLss € HDLap.

1.3. Dislipidemias e seu tratamento

O aumento ou a diminuicdo na concentragao de lipidios caracteriza as
hiperlipidemias  ou hipolipidemias, respectivamente. Estas levam a alteragdes
patolégicas conhecidas como hiperlipoproteinemias e hipolipoproteinemias,

respectivamente. Destas duas classes de patologias, a de maior interesse clinicc € a
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das hiperlipoproteinemias ou hiperlipidemias, fregientemente associadas ao aumento
do risco de instalagdo de outras patologias, tais como as doengas isquémicas,
pancreatite, esteatose hepatica, ete.

Hiperlipidemia € o quadro clinico no qual as concentragdes plasmaticas de
cotesterol e de ftriacilglicerdis estdo maiores do que aquelas consideradas normais. e
pode ter origem primaria, ou seja, ocorrer como resultado de predisposicdo genética, ou
ser de origem secundaria, desenvolvida a partir de condicdes médicas, de influéncias
ambientais, ou ainda como conseqiiéncia da combinagdo de fatores genéticos e
ambientais (GINSBERG, 1980; HAVEL & KANE, 1995). Portanto, na dislipidemia
secundaria, o consumo de dieta contendo quantidade de gordura (principalmente
saturada) acima do recomendado, pode alterar a composicdo dos lipidios do soro
sanglineo e do figado e favorecer o desenvolvimento de hiperlipidemias,
caracterizadas principalmente pela elevacao das concentracdes séricas de colesterol &
suas fracbes, bem como de triacilgliceris levando a uma série de alteracoes
metabdlicas que podem resultar na instalagéo da sindrome plurimetabolica (sindrome
X). aumentando, portanto, a morbi-mortalidade (BROWN & GOLDSTEIN, 1993).

Segundo Lee (1994), uma das manifestacdes de alteracdes metabdlicas & o
acumulo tntracelular de varias substancias em quantidades anormais, as quais podem
se acumular transitéria ou permanentemente nas células, sendo que de maneira geral
sao extremamente toxicas para a célula e o organismo como um todo. Estas podem
estar localizadas no citoplasma {normalmente nos lisossomas) ou no nucleo, sendo que
em certas situagbes a célula pode produzir a substancia anormal, e em outras, a
substancia pode ser resultado de processos patolégicos ocorridos em outra parie do
corpo. Uma grande variedade de lipidios pode se acumular nas células de varics
orgaos, tais como, figado, rins e coracdo. Dentre esses lipidios, podemos citar os
triacilglicerdis, que sfo os mais abundantes, além do colesterol/colestero] éster e dos
fosfolipidios (LEE, 1994).

O termo esteatose ou alteracéo de gordura é definido pelo actimulo anormai
de triacilglicerdis dentro do parénquima celular. A alteracido de gordura é observada
mais freqlentemente no figado, jd@ que este é o principal érgao envolvido no

metabolismo de gordura, apesar de poder ocorrer em outros drgdos, como descrito



acima, tais como, © coracao, os musculos e os rins. O contetudo de lipidios nos
hepatocitos € regulado peias atividades integradas de enzimas celulares que catalisam
a captacao de lipidios, sua sintese, oxidacao e sua exteriorizagao da célula. Quando a
quantidade de gordura gue entra nos hepat6citos excede a capacidade para a sua
oxidagao ou exteriorizacao, entao a estealose hepatica se instaia (KOTEISH & DIEHL,
2001). Diferentes mecanismos propiciam o acumulo de triaciiglicerdis no figado. Acidos
graxos fivres vindos do tecido adiposo ou da alimentacao sdo esierificados para
triacilglicerdis, convertidos em colesterol ou fosfolipidios, ou oxidados para COrpos
cetdnicos. Uma dieta com alto teor de gordura pode, entdo, favorecer a instalac@o de
esteatose hepatica. Outra situagao que propicia o acumulo de lipidios nos hepatocitos,
e desencadeia disfungao deste 0rgao, ocorre pela elevagao da lipogénese, devido, por
exemplo, @0 excessivo Consumo de carbohidratos. Concorre tambem para esta situacac
o aumento da taxa de mobilizagao dos lipidios do tecido adiposo para o figado, como
ocorre no diabetes mellitus, jejum, € hipoglicemia ou por influéncia de fatores
hormonais. As causas da esteatose incluem toxinas, baixa ingesta proteica, diabetes
mellitus, obesidade e anoxia celular (LEE, 1994, KOTEISH & DIEHL, 2001).

A esteatose ou doenga da gordura no figado é uma condigao clinica-
patolégica que inclui um amplo espectro de danos hepaticos. A doenga pode partir ge
uma simples esteatose, evoluir para hepatite-esteatdtica e avanear para fibrose
chegando até a cirrose hepatica (ALBA & LINDOR, 2003).

Pacientes com esteatose apresentam guadro caracteristico da sindrome de
resisténcia a insuling, isto €, valores altos do indice de massa corporal, elevadas
concentracdes séricas de triacilglicerdis e baixas concentracbes séricas da fracao HDL
de colesterol. Além disso, nos pacientes hipercolesterolémicos & com esteatose
hepatica elevagbes séricas de triacilglicerdis se devem a aumentadas concentracoes
deste lipidio na fragao VLDL de colesterol (TACIKOWSKI et al., 2002).

De acordo com as consegléncias que as dislipidemias podem acarretar, nao
ha davidas gue a terapia hipolipidémica & altamente desejavel por reduzir o risco para
individuos com elevadas concentragoes plasmaticas de colesterol efou triacilglicerois
(WITZTUM, 1996). A terapéutica deve ser iniciada com mudangas individualizadas no

estilo de vida, que compreendem habitos alimentares saudaveis, busca € manutengao



do peso ideal, exercicio fisico regular, combate ao tabagismo e promogao do equilibrio
emocional. Nao sendo atingidos os objetivos propostos, deve ser considerada a
introdugao de drogas isoladas ou associadas, dependendo das necessidades, com
manutencao da dietoterapia (BHATNAGAR, 1998).

Ha uma década atrds, a escolha de uma droga que diminuisse as
concentracoes seéricas de lipidios ficava restrita as resinas sequestrantes de acido biliar,
acido nicotinico, gemfibrozil, bezafibrato e clofibrato. O uso de inibidores da HMG CoA
redutase (ou compostos de estatina) foi o maior avango na terapia hipolipidémica em
meados dos anos 80 (ENDO, 1992). Recentemente, drogas a base de fibrato estio
disponiveis €, em alguns paises, existe a possibilidade de escolher entre seis inibidores
da HMG CoA redutase (BHATNAGAR, 1998).

Com a possibilidade do uso de uma terapéutica mais natural € com menores
efeitos colaterais, muitas plantas tradicionais tém sido usadas para © controle de
problemas causados pela hiperglicemia e hiperlipidemia (BAILEY & DAY, 1989; CHOI et
al., 1981; MARLES & FARNSWORTH, 1995; YOSHIKAWA et al., 1998: WANG & NG,

1999; SILVA et al., 2001a e b), entre as quais se encontra a Crofon cafucara Benth.

1.4. Croton cajucara Benth.

Na regido norte do Brasil, mais especificamente em Belém do Para, é
difundida a utilizagdo de uma planta da familia Euphorbiaceae, a Crofon cajucara
Benth., conhecida como "sacaca”, para o tratamento de probiemas géastricos, hepaticos,
de diabetes, de hipertensao arterial, de colesterol elevado e como coadjuvanie nos
regimes de emagrecimento (SIMOES et al., 1979; ITOKAWA ef al., 1989: KUBO et al.,
1991). Varios clerodane diterpenos foram isolados a partir desta planta, incluindo trans-
desidrocrotonina (-DHC), trans-crotonina (-CTN), cis-cajucarina B, cajucarina A e
sacacarina (MACIEL et al., 1998a).

Estudos fitogquimicos das cascas de plantas do género Croton, isolaram mais
de 800 compostos com atividade biologica presentes nesta planta, enitre os guais
alguns apresentaram efeitos anti-tumoral e antibiético (MCCHESNEY & CLARK, 1991
SIDDIQUI et al., 1982; HAGIWARA ef al., 1995; MACIEL et al., 2000), antiinflamatério
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(ICHIHARA ef al., 1992; CARVALHO et af., 1996; PERAZZO et al., 1997), hipoglicémico
(FARIAS et al, 1997) ou anti-ulcerative (BRITO et al, 1998 HIRUMA-LIMA et al,
2002). A atividade farmacologica da trans-desidrocrotonina, principal componente ativo
desta planta, tem sido extensivamente estudada, mostrando gue esta possui efeitos
anti-inflamatério e analgésico, anti-ulcerativo, anti-estrogénico, hipoglicémico e
hipolipidémico (CARVALHO et al., 1006: FARIAS, ef al., 1897, BIGHETT! ef al., 1899,
MACIEL ef al., 2000; SILVA et al,, 2001; CAMPOS et al., 2002).

Tanto as cascas como as folhas desta planta sao, popularmente, usadas na
forma de cha ou capsulas para o tratamento de varias patologias. O cha pode se
apresentar em varias concentragbes de acordo com 0 modo de preparo (MACIEL ef al,
1698b). A forma de ingestao pode variar de acordo com a preferéncia de cada pessoa
que iré consumi-la.

Medicamentos comerciais contendo plantas medicinais, incluindo Croton
cajucara, S80 comuns em Belém. Entretanto, em muitos casos esta planta € usada sem
nenhuma recomendacao ou controle médico, uma vez gue a medicina popular faz parte
da cultura da Amazédnia. Van Den Berg (1982) relacionou aproximadamente 1200
diferentes plantas medicinais na Amazénia, usadas para programas de emagrecimento
ou tratamento de alguma doenca. Nesta lista, Croton cajucara é um exemplo tipico da
forte crenca cultural desta regigo do Brasil. Em outras regides do Brasil, o uso de
extratos obtidos de plantas medicinais no tratamento de doencas também & uma pratica
comum que vem aumentando muito nos ultimos anos. Estes sao usados sem
conhecimento exato dos efeitos que exercem sobre a salde.

Dados quimicos sobre Crofon cajucara e seu uso na medicina tradicionai
foram obtidos por Aratjo et al. (1971), Simoes et al. (1979), Van Den Berg (1982),
Maller et al. (1986), Di Stasi et al (1989), Martins (1989) e Maciel ef al. (2000}
Informagoes etnofarmacoldgicas indicam que as folhas e as cascas de Croton cajucara
s30 usadas para cuidados primarios de saude (DI STAS! et al., 1989, MARTINS, 1989;
VAN DEN BERG, 1993, DI STASI! ef al., 1994), e gue seu Uuso prolongado foi
correlacionado com hepatotoxicidade (MACIEL, 1997; MACIEL ef al, 1998h). Além
disso, plantas do género Crofon sdo conhecidas pelos efeitos irritantes e ONCogenicos,

atribuidos principalmente a presenga de ésteres diterpenos de forbol. No caso da



Croton cajucara esses efeitos ainda n&o foram confirmados (FARIAS et al, 1396
GRYNBERG et al, 1999).

O infuso obtido das cascas de Croton cajucara, oferecido por via oral a
coethos geneticamente hipercolesterolémicos, causou redugdo das concentracdes
plasmaticas de colesterol total e de triacilglicerdis (OLIVEIRA ef al, 1995). Em ratos
onde a hipercolesterolemia foi induzida pela ingestao de emulséo oleosa, administrada
através de gavagem, ¢ extrato hidroalcodlico de folhas de sacaca (200 mg/Kg, via oral),
reduziu as concentragbes séricas de colesterol fotal e de LDL (FARIAS ef al., 1996).

Os resultados conflitantes, relatados acima sobre os efeitos benéficos ou
maléficos da Crofon cajucara Benth poderiam ser justificados por variagbes em suas
propriedades causadas pelas alteragbes nos cuidados com o solo, ¢ modo de colheita
(clima e idade da pianta), a manipulagdo e o acondicionamento da mesma, que sao
primordiais para manter a integridade da planta e, consequentemente, dos seus efeitos,
principalmente na Amazdnia, onde o clima & quente e Gmido, propenso a proliferacao

de microorganismos.
1.5. A célula adiposa

Os lipidios sd3o armazenados, principalmente, no figado e no tecido adiposo.
O tecido adiposo branco € considerado o principal 6rgado de estoque de energia do
corpo, na forma de triacilgliceréis que, juntamente com os glicidios, constituem a
principai fonte de energia para os diferentes processos metabdlicos. O tecido adiposo
marrom possui como principal fungio a termogénese, a qual garante a manutencéo da
temperatura corpdrea, embora também contribua para a dissipagdo de energia. A célula
adiposa constitui a unidade funcional dos tecidos adiposos branco e marrom. Assim, a
investigagao dos mecanismos que controlam o estoque, a mobilizacao e a utilizagao
dos lipidios, bem como outras fungdes do tecido adiposo, € realizada através de
estudos com células adiposas isoladas (ROMSOS & LEVEILLE, 1974).

A mobilizacdo dos lipidios armazenados no tecido adiposo € iniciada pela
acdo de agentes lipoliticos secretados sempre que ocorre demanda por substratos
energeticos (ROMSOS & LEVEILLE, 1974). A adrenalina (secretada pela adrenal) e a



noradrenalina (iiberada pelas terminagoes nervosas simpaticas que inervam o tecido
adiposo), constituem os principais agentes lipoliticos endogenos (STEINBERG, 1972).
Por outro lado, a insulina atua nos adipocitos brancos tanto como agente anti-lipolitico
como lipogénico (OSTMAN, 1990} A acao das catecolaminas & mediada por quatro
subtipos de adrenoceptores (B1, Bz, B3, € ¢2) (HOLLENGA & ZAAGSMA, 1989; LANGIN
et al.. 1991, CARPENE et al., 1994 BOUSQUET-MELOU et al., 1985; LAFONTAN &
BERLAN, 1995, LAFONTAN et al, 1997) envolvidos na regulagédo das fungbes das
células adiposas e na lipolise. Apesar da natureza glicoprotéica comum e de atuarem
através do mesmo sistema de segundo mensageiro, gue gera o monofosfate de
adenosina ciclico (AMPc), os 1rés adrenoceptores do subtipo f, apresentam
especificidades estruturais e funcionais (BOWEN ef al., 1992) relacionadas com o tipo
de tecido onde aparecem e com o estado funciona! organico (TAQUIS et al., 1987, idem
1089 MAURIEGE et al., 1987, ARNER et al., 1990a e b; idem 1992). Além disso, a
importancia funcional de cada subtipo desses receptores varia de acordo com a
espécie, 0 sexc e a idade do animal, bem como a natureza do deposito de gordura
(LAFONTAN & BERLAN, 1995).

O aumento na conceniragao intracelular de AMPc, resultante da ativagao
dos adrenoceptores B, estimula a lipase horménio sensivel, que catalisa a hidrolise dos
triacilglicerdis a acidos graxos e glicerol {(LAFONTAN & BERLAN, 1995; LANGIN et &/,
1696. LAFONTAN et al., 1997). Nos tecidos, o glicero! pode ser convertido a glicerol-3-
fosfato pela agdc da gliceroguinase e, entao ser oxidado em dihidroxiacetona fosfato
pela acdo de uma glicerofosfato desidrogenase, tendo a nicotinamida dinucleotideo
(NAD®) como cofator. A dihidroxiacetona fosfato produzida entra na via glicolitica como
substrato para a triose fosfato isomerase (GARRETT & GRISHAM, 1995).

O efeito inibitorio da insulina é resultado da diminuic&o na concentragado de
AMPC decorrente de estimulaggo da fosfodiesterase e da possivel inibigéo da adenilato
ciclase, diminuindo a atividade da fosfoquinase dependente de AMPc (BULOW, 19893).
Outro agente com efeito anti-lipolitico que podemos citar & a adenosina, que ativa
receptores especificos acoplados a proteina G inibitoria (Gi), dimjnuindo assim a agao

das catecolaminas mediadas pelos adrenoceptores 8 (LONNQVIST & ARNER, 1989).



A sensibilidade da célula adiposa & ago lipolitica de agentes homdlogos e
heterdlogos dos adrenoceptores f pode variar em alguns estados fisiolégicos, tais como
o estresse, o estado alimentar e o exercicio fisico e, em estados patolégicos, tais como
o diabetes e a obesidade, situagbes essas em que ocorre alteragso da concentracao de
catecolaminas circulantes, alterando a resposta da célula adiposa a essas substancias
(GUIDICELLI ef al, 1979; BALKIN & SONNENBERG, 1981; BENOVIC et al.. 1986
CARPENE et al, 1990 a, b; FARIAS-SILVA ef al.,, 1999). Um exempio disso &
observado em estudos onde a infusdo prolongada de noradrenalina acarretou
dessensibilizaggo dos adrenoceptores $1 e B2, mas nao do subtipo B2 (CARPENE et aj.,
1993; LAFONTAN & BERLAN, 1993). Em adipdcitos de ratos submetidos a estresse por
choque nas patas, Farias-Silva et al. (1999) observaram dessensibilizacio da resposta
para noradrenalina, agenista de adrenoceptores §; e B; e ao BRL37344 (agonista de
adrenoceptores PBa), juntamente com sensibilizacdo da resposta & adrenalina e 2
isoprenaiina mediada por adrenoceptores 8. E, mais recentemente, utilizando este
mesmo modelo, Farias-Silva et a/ (2003), demonstraram que ocorre diminuicao na
expressdo de Bi-AR, B3-AR e em GR (receptor de glicocorticoide) e aumento na
expressao de 2-AR.

InvestigacGes a respeito da variagdc de sensibilidade ou do recrutamento
diferenciado dos adrenoceptores, em diferentes situagées, vém fornecendo indicios gue
podem sustentar a hipétese de um tipo de sinalizagéo adrenérgica celular
(GRANNEMAN ef al, 1991; idem 1992a e b; ARNER ef al., 1992) de modo que
diferentes estados funcionais poderiam determinar acoplamentos preferenciais de um
ou outro subtipo com a proteina Gs (VALET, 1989; GALITZKY, 1990; idem 1893a e b).
De fato, Lafontan & Berlan (1993), propuseram um modelo de sinalizacao adrenérgica
envolvendo os adrenoceptores o e . Os adrenoceptores oy, também presentes na
celula adiposa, funcionariam como frenadores do efeito lipolitico provocado pela
estimuiacao através dos subtipos B.

Portanto, a regulagdo da lipdlise é complexa, e isto se deve a
heterogeneidade nos depésitos regionais de gordura pelo corpo, destacando
principaimente, os depositos das regides visceral e subcutdnea, uma vez que este

altimo corresponde a aproximadamente 80% de todo o tecido adiposo corporal



(ARNER, 1997), enquanto o tecido adiposo visceral esta localizado ao redor do
estdbmago e intestinos, de tal forma que suas secrecbes sao drenadas para a vela poria
e tem, portanto, acesso direto ao figado. Nesta regiao, a mobilizagdo de iipidios é
intensa quando ha necessidade de energia, tais como, exercicio fisico e lactagao
(ARNER, 1997). As catecolaminas sdo mais ativas na area visceral, seguida pelas
areas subcutdnea abdominal e gluteo-femoral. Essas variacdes regionais se devem,
pelo menos em parte, as diferencas nas populages de adrenoceptores, assim como,
ao suprimento sanglineo (ARNER, 1997). Essa complexidade se deve tambem a
diferenca de sexo e diversidade de horménios e outros fatores gue governam este
processo (LARGE & ARNER, 1998). A variagao genética também contribui para sua
heterogeneidade, destacando o polimorfismo do gene da lipase horménio sensivel, dos
genes dos subtipos de adrenoceptores B, e do gene do substrato 1 do receptor de
insulina, que poderiam tambem estar interferindo na regulagio da lipolise.

Estas variacdes regionais podem levar a alteracbes das propriedades
fisiologicas da célula adiposa elou de sua sensibilidade a agentes lipoliticos ou anti-
lipoliticos resultando em hiperlipidemia. Embora ainda nao tenha sido demonstrada
cientificamente, € bastante conhecida a relagao entre estresse, uma condi¢do em que
ocorrem alteragdes de sensibilidade adrenérgica (BASSANI & DE MORAES, 1887,
SPADARI & DE MORAES, 1988; SPADARI et al. 1988; NOURANI et al, 1992,
RODRIGUES et af., 1995; MARCONDES et al., 1996: VANDERLE! et al, 1896) e o
processo de hiperlipidemia, o qual pode ser desencadeado por alteragbes do
metabolismo de gordura (TASKINEN et al., 1983; TSIGOS et al, 1993).

Sao objetivos deste trabalho:

4. Estudar o efeito do infuso de C. cajucara Benth sobre os marcadores metabdlicos
em ratos normolipidémicos e hiperlipidémicos;

2. Determinar a sensibilidade a agonistas B-adrenérgicos da resposta lipolitica de
adipécitos isolados de ratos normo € hiperlipidémicos tratados ou nao com o
infuso;

3. Avaliar o efeito da dieta e do infuso sobre a evolucdo ponderal e a morfologia

hepatica destes animais.



2. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos do tratamento com infuso obtido das cascas de Crofon
cagjucara Benth em ratos Wistar machos jovens e adulfos normo- ou
hipercolesterolémicos.

Para tal pretendemos:

1- Estudar o efeito do infuso de C. cajucara Benth sobre os marcadores

metabolicos em ratos normolipidémicos e hiperlipidémicos;

2- Determinar a sensibilidade a agonistas f-adrenérgicos da resposta

lipolitica de adipocitos isolados de ratos normo e hiperlipidémicos tratados ou

naoc com o infuso;

3- Avaliar o efeito da dieta e do infuso sobre a evolucdo ponderal e a

morfologia hepética destes animais.
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3. MATERIAL E METODO

3.1. Animais

Utilizamos ratos Wistar (Rattus norvergicus), jovens {6 semanas) e adultos
(12 semanas) fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) e pela Anilab - Centro de Criagao e Fornecimento de Ratos de Laboratério
(Paulinia, SP). Os ratos foram mantidos por um periodo de 7 dias antes do inicio dos
experimentos em gaiolas coletivas (3 a2 4 animais por gaioia), acondicionadas em sala
dotada de controle de temperatura (22 2°C) e do ciclo claro-escuro (12/12 horas), com
o ciclo claro iniciando-se as 6:30 horas.

Durante os experimentos, os ratos foram cuidados em concordancia cor ~°
principios delineados por Olfert et al. (1993) para 0 uso de animais em pes’ .
educacdo. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Eli-
Experimentagdo Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), recebendo o nimero 058-1.

3.2. Grupos experimentais

3.2.1. Ratos normolipidémicos (N):

Adultos (AN)

Apbs uma semana de adaptagao ao bictério, os ratos adulios foram alojados
em gaiolas metabolicas por um periodo de 15 dias e 0 consumo hidrico e alimentar foi
diariamente mensurado. Neste periodo 08 animais receberam diariamente 100 g de
dieta padréo balanceada para roedores, marca Purina, contendo 4% de gordura ¢ 100
ml de liquido (dgua, ANA ou infuso a 5%, ANI-5).



Jovens (JN)

Ratos com 6 semanas de idade foram pesados, colocados em gaiclas
coletivas (3 a 4 animais por gaiola) e continuaram a receber a dieta padrao até o final
do protocolo experimental.

A partir da 10% semana de idade esses animais foram colocados em gaiolas
metabdlicas individuais, para o controle didrio do consumo de ragao e de liguido, e
foram subdivididos em dois grupos, ou seja, animais normoiipidémicos agua (JNA), os
quais mantiveram a ingesta liguida de agua, e animais normolipidémicos infuso (JNI-5
ou JNI-10), para os quais a agua de beber foi substituida pelo infuso das cascas de C.

cajucara a 5 ou 10%. Todos os animais tiveram acesso livre a 100 g/dia de rac&o
padrao e 100 mi/dia de agua ou infuso.

3.2.2. Ratos hiperlipidémicos (H):

Adultos (AH)

Ap6s uma semana de adaptacao ao biotério, os ratos aduitos foram alojados
em gaiolas coletivas e foi oferecido, durante 4 semanas, dieta com alto teor de lipideos
contendo 15% de gordura proveniente da manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e
0,50% de acido coblico, sob a marca Purina (ragac # 5001) e fabricada por Dyets inc.
(Bethelehem, PA, USA). Os ratos tiveram acesso diariamente a 100 g de ragdo e 100
ml de agua.

Jovens (JH)

Ratos com 6 semanas de idade foram pesados, colocados em gaiolas
coletivas (3 a 4 animais por gaiola) e em seguida, passaram a receber a dieta com alto
teor de lipideos até o final do protocolo experimental.

A partir da 10® semana de idade esses animais foram colocados em gaiolas

metabélicas individuais, para o controle diario do consumo de racdo hiperiipidémica e



de liquido, e foram subdivididos em dois grupos, ou seja, animais hiperlipidémicos agua
(JHA), os quais mantiveram a ingesta liquida de agua, e animais hiperlipidémicos infuso
(JHI), para os quais a agua de beber foi substituida pelo infuso das cascas de C.
cajucara a 10%. Todos ©s animais tiveram acesso livie a 100 g/dia de ragao

hiperlipidémica e 100 mi/dia de agua ou infuso.

3.3. Preparo do infuso a partir das cascas de Croton cajucara Benth

As cascas de C. cajucara foram coletadas de uma plantagdo experimental
em Benfica, proxima a Belém do Para, regizo norie do Brasil. Uma amostra fol
identificada por Nelson A. Rosa € depositada no herbario do “Museu Paraense Emilio
Goeldi” sob numero 247. Apds aquisigao, 0s fragmentos de casca foram moidos na
Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP, e o pé obtido foi acondicionado a
VACUO para armazenagem em temperatura ambiente.

O infuso das cascas de C. cajucara era preparado diariamente nas
concentragdes de 5 ou 10% misturando-se 5 ou 10 g, respectivamente, de po das
cascas de C. cajucara em 100 ml de agua fervente. A mistura era tampada e deixada
em infusdo durante 20 minutos. Em seguida, escorriam-se as goticulas contidas na
tampa de vidro para dentro da mistura, pois nestas goticulas encontram-se oleos
essenciais, contendo os principios ativos da planta. Processava-se entao a filtracao do
infuso, fazendo-o0 passar através de filtro de papel. O infuso filtrado era oferecido aos
ratos normolipidémicos e hiperlipidémicos (100 mi por diafanimal) em substituicao a
agua de beber, durante 15 dias (OLIVEIRA et al., 1995).

3.4. Coleta de sangue

A coleta de sangue foi feita antes do inicio de qualquer tratamento, apos
duas semanas de tratamento com a dieta hiperlipidica e ao final do tratamento com ©
infuso.

Para os ratos adultos, apo6s jejum de 16 horas, os animais foram

anestesiados com pentobarbital sodico (i.p., 60 mg/Kg) e apos 45 minutos foi realizada



a coleta de cerca de 5 mi de sangue, atraves de pungao cardiaca, com seringa
descartavel e agulha hipodérmica (30 x 8 mm) heparinizada. O plasma obtido foi
congelado a -20° C, até que fossem reslizadas as analises de colesterol total,
triacilglicerois e glicose.

Para os ratos jovens, os procedimentos para a retirada de amostra foram os
mesmos, porem, nao foi utilizado aniicoagulante. O sangue cbiido, permaneceu em
temperatura ambiente por 45 minutos, foi centrifugado e o soro resultanie armazenado
a -20° C, até a dosagem de colesterol total, LDL, VLDL, triacilglicerdis, insulina, ieptina
e glicose. A dosagem da fragdo HDL de colesterol foi feita em soro fresco, isto &, sem

congelamento, no mesmo dia da coleta do sangue.

3.5. Retirada de 6rgédos e tecidos

Apoés a retirada de sangue os animais foram sacrificados e tiveram o figado,
as glandulas adrenais direita e esquerda, o tecido adiposo epididimal direito e esquerdo,
os depositos adiposos peri-renais € mesentérico retirados e pesados.

Os resultados foram expressos como peso Umido dos 6rgdos e tecidos e

apresentados em porcentagem do peso corporal total do animal.
3.8. Avaliacdo das concentracbes sangliineas

3.6.1. Colesterol total

As concentragdes sangliineas de colesterol total foram avaliadas por
colorimetria, com a utilizacao de kit comercial para dosagem de colesterol (Laborlab S/A
Produtos para Laboratorios, Guaruthos, SP, Brasil). O método se baseia numa reagao
enzimatica-colorimétrica utilizando as enzimas lipase, colesterol oxidase e peroxidase,
para a determinacao de colesterof no plasma ou soro (ABELL ef al., 1952; CASTELLI &
LEVITAS, 1877). A leitura das absorbancias de colesterol total € realizada no
comprimento de onda de 505 nm. Para verificacao da eficiéncia do kit nacional algumas
amostras foram também analisadas por ensaio enzimatico colorimetrico (Roche

Diagnostics Gmgh, Indianapolis, IN, USA). Este mefodo baseia-se na determinacao da



A—colestenona ap6s clivagem enzimatica do éster de colesterol pela colesierol-
estearase, converséo do colesterol pela colesterol-oxidase e medigé&o subsequente do
peréxido de hidrogénio formado pela reagéo de Trinder (1969). Os resultados obtidos

de amostras com os dois métodos foram semethantes (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Média {(+ EPM) da concentracdo de colesterol total (mg/dl) em plasma de

ratos normolipidémicos e hiperlipidémicos analisados com kits da Laborlab e Roche.

Normolipidémicos Hiperlipidémicos
LABORLAB ROCHE LABORLAB ROCHE
37,9452 (6) 33,7+ 1,8 (7) 80,8+3.3 (6)* 75,9+ 3,6 (8)

Os numeros entre parénteses representam o nimero de animais. Nao houve diferenga
estatisticamente significativa entre os métodos (test { de Student).
* p<0,05, quando comparado ao seu respectivo controle (test t de Student)

3.6.2. Lipoproteinas

Os valores de HDL foram avaliados por colorimetria. Utillizamos kit comercial
para dosagem de HDL (Laborlab S/A Produtos para Laboratorios, Guarulhos, SP,
Brasil). Neste kit obtivemos a medida direta da concentragdo de HDL, cujo metodo
preconizado pela “Lipid Research Clinic” (Atlanta, USA) emprega a precipitagao com
heparina/Mn™ (CASTELLI & LEVITAS, 1877, GORDON et al, 1977). A leitura das
absorbancias de HDL é realizada no comprimento de onda de 505 nm.

Calculamos os valores das concentragbes de LDL e VLDL a parlir das
concentracdes de HDL, utilizando as formulas de Friedewald (1972) e Alonso et al.

(2001), respectivamente, especificadas a seguir:

LDL (mg/dl) = Colesterol Total - (HDL + VLDL)

VLDL (mg/dh= Triacilglicerdis
5




3.6.3. Tracilgliceréis

A concentracao sangliinea de triacilglicerdis foi avaliada por colorimetria,
com a utilizag&o de kit comercial, método totalmente enzimatico coiorimetrico (Laborlab
S/A Produtos para Laboratérios, Guarulhos, SP, Brasil).

O método tem o seguinte fundamento: a hidrélise dos triacilgiicerdis &
catalisada por uma lipase para a producao de glicerol e acidos graxos livres. O gliceroi
gerado & depois fosforilado por adenosina 5'- trifosfato, em presenca de gliceroquinase
resultando glicerol-3-fosfato. Este sofre oxidagao, catalizada pela enzima L-glicerol-3-
fosfato oxidase produzindo agua oxigenada. Um intenso cromoégeno vermelho &
produzido pela peroxidase que catalisa a reacao oxidativa da 4-aminoantipirina e 2-
hidroxi-3,5-diclorobenzenosulfonato de sadio com agua oxigenada (FOSSATI &
PRENCIPE, 1982; McGOWAN et al., 1983). A leitura da absorbancia de triacilgliceréis &
realizada no comprimento de onda de 505 nm.

Para verificarmos a eficiéncia do kit nacional, algumas amostras foram
também analisadas por ensaio colorimétrico, da Roche Diagnostics (Indianapolis, IN.
USA). Este método baseia-se no trabalho de Wahiefeld & Bergmeyer (1974), utilizando
uma lipase lipoproteica de microrganismos para a hidrdlise répida e completa de
triacilglicerois em glicerol, com oxidagao subsequente para fosfato de dihidroxiacetona e
perdxido de hidrogénio. O peroxide de hidrogénio gerado reage, entdao, com 4-
aminofenazona e 4-clorofenc| sob a acao catalitica da peroxidase e produz uma
coloragao vermelha (reagdo de viragem segundo Trinder, 1969). Embora exista uma
diferenga estatisticamente significativa entre as amostras oriundas dos mesmos grupos,
utiizando diferentes kits, o aumento na concentracao de triacilglicerdis induzido pela
ingestao da dieta néo foi estatisticamente diferente, 1,56 e 1.4 vezes na concentragao
de triacilglicerdis quantificadas com os kits da Laborlab e Roche respectivamente
(Tabela3.2). Portanto, os dados mostram que, desde que use o0 mesmo kit os

resultados s&o confiaveis.



Tabela 3.2. Média (+ EPM) da concentracao de triacilglicerdis {mg/dl) em plasma de

ratos normolipidémicos € hiperlipidémicos analisados com kits da Laborlab e Roche.

Normoclipidemicos Hiperlipidémicos
LABORLAB ROCHE LABORLAB ROCHE
23,6+1,7 (6) 31,8+ 1,8 (8)" 36,9+3.5 (7)” 440+ 2,8 (8"

Os nlmeros entre parénteses representam o nimero de animais.

* p<0,05, quando comparada a mesma amostra analisada por diferenies métodos (test t
de Student).

* p<0,05, quando comparado ao seu respectivo controle (test t de Student)

3.6.4. Glicose

A glicemia foi avaliada por colorimetria, com a utilizacao de kit comercial
(Laborlab S/A Produtos para Laboratérios, Guarulhos, SP, Brasil).

O método se baseia numa reacdo enzimatica-colorimétrica utilizando-se a
glicose oxidase e a peroxidase, para a determinac@o de glicose no soro ou plasma
(TRINDER, 1969; HENRY et al., 1974). A leitura da absorbancia de glicose é realizada
no comprimento de onda de 505 nm.

3.6.5. Leptina

Para determinacdo da concentragio de leptina no soro, utilizou-se kit "Mouse
Leptin ELISA Kit Instruction” (HARDIE et af, 1996; Crystal Chem. Inc., Chicacr ¥

USA). A leitura das absorbancias ¢ realizada no comprimento de onda de 450 ni-

3.6.6. Insulina

As concentracdes séricas de insulina foram avaliadas por radicimunoensaio
(RIA), utilizando insulina humana marcada com iodo 125 (***l), segundo Scott et al.
(1981).

3.7. indice aterogénico
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O indice aterogénico (IA), o qual representa o risco potencial de morbidade
adquirido pelo consumo da dieta com alto teor em lipidios, também foi determinado

utiizando a seguinte férmula (CHO1 et al., 1991):

A= (colesterol total — HDL)
HDL

3.8. Sensibilidade de adipdcitos Isolados de ratos normolipidémicos e

hiperlipidémicos tratados ou nao com infuso a 5 ou 10% de Croton cajucara
Benth

3.8.1. Preparo dos adipdceitos e protocolo de incubacédo

Apos a coleta de sangue para avaliagéo dos indicadores séricos, o paniculo
adiposo epididimal foi retirado dos animais normolipidémicos e hiperlipidémicos tratados
ou nao com o infuso a § ou 10% das cascas de C. cajucara.

Os adipocitos foram isolados de acordo com o método de Rodbell (1964),
com algumas modificacbes. Os fragmentos foram digeridos pela colagenase (1 mg/ml),
em tampé&o Krebs-Ringer bicarbonato contendo 3% de sorcalbumina bovina (KRBA)e B
mM de glicose, em pH 7.4, durante incubagdo por 45 minutos a 37° C. sob agitacdo
vigorosa (60 ciclos por minuto).

Apbs a digestao pela colagenase, o tecido adiposo foi filtrado através de um
filtro de seda e lavado trés vezes com tampao KRBA para eliminar a colagenase. O
contetido celular foi ressuspenso em tampdo KRBA em uma concentracao celular de
10%. Neste ponto foram reunidos adipdcitos (“pool” de adipécitos) de 2 ratos sob o
mesmo tratamento para gerar quantidade suficiente de células a fim de realizarmos
incubagao com os diversos agentes lipoliticos, anti-lipoliticos e antagonistas de
adrenoceptores. Nos experimentos em que utilizamos antagonistas de adrenoceptores,
fizemos uma pre-incubacao por 40 minutos com esses agentes e somente apds esse
periodo, acrescentamos o agonista. Portanto, nos experimentos em que se utilizaram

agonistas e antagonistas, o tempo total de incubacédo celular foi de 100 minutos e,



naqueles onde utilizamos somente agonistas, o tempo de incubacac foi de 60 minutos.
Em todos os experimentos, independente do agente utilizado, a incubagao foi realizada
a 37°C, em banho-maria, com agitacao de 60 ciclos por minuto. Os resultados foram
apresentados em umol de glicerol/60 minutos/100 mg de lipidios.

As curvas dose-resposta foram realizadas em duplicata, com isoprenalina
(agonista nao seletivo de B-adrenoceptores, nas concentracdes de 1 nM até 100 uM),
noradrenalina (agonista de Bs-adrenoceptores, nas concentracdes de 10 nM até 100
M) ou BRL 37344 (agonista seletivo de Bs-adrenoceptores, nas concentragbes de 1 nM
até 100 uM). Curvas dose-resposta aos mesmes agonistas de adrenoceptores também
foram obtidas na presenca de antagonista nao seletivo de adrenoceptores by e o,
propranolol, na concentragdo de 1 pM, do antagonista de adrenoceptores f,
metoprolol, na concentracdo de 1 uM ou do antagonista de adrenoceptores B, ICI
118,551, na concentragao de 50 nM. Estudo das etapas pos-receptor foram realizadas
com a incubacao dos adipécitos na presenga do analogo sintético do AMPc, dibutiril-
AMPc (3 uM).

O efeito anti-lipolitico da insulina foi avaliado através da indugao de lipolise
méaxima pela noradrenalina (1 uM) e co-incubagao com concentragbes crescentes de
insulina (1, 5, 10, 100 ou 500 pU/ml).

3.8.2. Medida da lipdlise

Para a medida da lipdlise, 500 ul do “pool” de adipdcitos (cerca de 80 000
células) foram incubados em 500 ul de KRBA, a 37°C, com agitacdo de 60 ciclos por
minuto. Os agenies farmacologicos citados acima foram adicionados a suspensao
celular num volume de 10 ul. A adiggo dos agonistas definiu o inicio dos ensaios. Foram
incubados dois tubos aos quais nac foi adicionado qualquer agente farmacologico e sua
leitura foi considerada como lipdlise basal.

Apos o periodo de incubagao, os tubos foram colocados em banho de gelo e
aliguotas de 200 ul do infranadante foram retiradas para determinagéo enzimatica do

glicerol liberado no meio de incubagao, que foi usado como indicativo da lipolise
(WEILAND, 1857).



Curvas concentracao-efeito para 0s agonistas foram obtidas e g
concentracao de agonista induzindo 50% da lipdlise maxima (ECsp) foi calculada para a

curva e expressa como ph; (-log ECsg). utilizando o programa Prisma Graph Pad (San
Diego, CA, USA).

3.8.3. Medida enzimatica do glicero!

A medida do gliceroi foi realizada enzimaticamente, segundc o método de
Weiland (1957). O principio da reacao é o gue segue:

- O dlicerol sofre a ag&o da gliceroguinase {GK), tendo como cofator da
reacao a adenosina trifosfato (ATP), dando como produto, o glicerofosfato. Este, por
sua vez, sofre a agdo da glicerofosfato desidrogenase (GDH), tendo como cofator da
reacao a nicotinamida dinucliotideo (NADH), dando origem a dihidroxiacetona fosfato. A
adicao de hidrazina toma esta reacéo irreversivel.

Ao infranadante coletado apés a incubacao foram adicionados 500 ! do
seguinte coquetel: ATP, 75 mg; NAD, 37.5 mg; tampao hidrazina, 100 ml; GDH (19
mg/mi), 500 w e GK (5 mg/ mi) 40 !, sendo que cada dosagem acompanha uma curva
padrao de glicerol (0,05 pmol, 0,1 umol e 0,2 umol).

3.8.4. Extracdo de lipidios

A avaliagdo dos lipidios totais foi realizada gravimetricamente apdés a
extracdo (DOLE & MEINERTZ, 1960), feita com uma mistura contendo heptano,
isopropanol e acido suifirico 1 N. Os lipidios extraidos localizam-se na fase do heptano.
Foram colocados 5 ml desta mistura em contato com 500 ul do “pool” de adipocitos e o
tubo foi agitado, vigorosamente. Apds cerca de 2 horas uma aliquota de 500 ul foi
tomada e evaporada completamente para determinacéao do peso total de lipidios, o qual
foi utilizado para calcular os valores do glicerol liberado, que foram expressos em

umoles de glicerol/60 minutos de incubagao/100 mg de lipidios totais.

3.8.5. Andalise dos resultados
Foram obtidas curvas dose-resposta a cada um dos agonistas, na auséncia

e/ou presenca dos diferentes antagonistas. A comparacao das curvas permitiu avaliar



se houve alguma alteragao na populagdo de adrenoceptores que medeia a resposta
lipolitica as catecolaminas, em ratos normo ou hiperlipidémicos que ingeriram infuso na
concentracao de 5% ou 10% das cascas de C. cajucara Benth.

Os deslocamentos das curvas dose-resposta aos agonistas, induzidos pelos
antagonistas, foram utilizados para a analise farmacologica complementar da populacao
de adrenoceptores. Todas as andlises e figuras foram feitas com o auxilioc do Programa
Prisma Graph Pad (San Diego, CAUSA).

3.9. Histologia do tecido hepatico

Cerca de 4 amostras de aproximadamente 4 mm foram retiradas do lobo
superior direito do figado de cada rato. As amostras foram fixadas durante 24 horas em
sormol salina com a seguinte composigao quimica: 200 ml de agua destilada, 50 ml de
formaldeido a 40% e 250 ml de tampao fosfato 0,2 M, pH 7,4. Em seguida foram
lavadas com alcool a 70%, permanecendo nesta solugao até o dia da inclusdo em
parafina.

Para a inclusdo, procedeu-se 'a desidratacao em série crescente de alcool
etilico até o alcool absoluto, “a clarificacdo em xilol (alcool-xilol 1:1 e xilol puro), e ‘a
impregnagao em Xxilol-parafina (1:1). Finalmente, foi realizada a inclusdo e emblocagem
a 58° C, em “Paraplast plus” (mistura de parafina, polimeros plasticos e dimetil-
sulféxido). Os cortes hepéticos devidamente incluidos foram colados em blocos de
madeira e cortados na espessura de 5 um em micratomo "820" Spencer (American
Optical Corporation, USA) ou cories de 2 um em micrétomo Leica RM 2145 (Leica®
Microsystem, Nussloch, Alemanha). Cerca de 4 cortes foram colocados em cada
lamina. Apoés a desparafinizagdo com xilol, hidratagao e coloragao com
hematoxilina/eosina, as imagens foram capturadas em computador usando “Image Pro
Plus Software” (Pré Series Capture Kit 640x480), com ampliagao de 100 X.

Utilizamos também outra técnica de inclusdo em que cerca de 10 amostras
de aproximadamente 1 mm foram retiradas do lobo superior direito do figado de cada
rato. As amostras foram fixadas em formol calcio de Becker, permanecendo nesta

solugdo até o dia da inclusdo em historesina (LEiCA® Microsysiems, Nussloch,



Heidelberge, Alemanha). Os cortes foram colados em blocos de madeira e cortados em
espessura de 1 a 2 um em micrétomo automatico. Cerca de 4 cortes foram colocados
em cada l&amina e os mesmos foram corados com Sudan Black B. As imagens também
foram capturadas em computador, usando “lmage Pré Plus Software” (Pro Series
Capture Kit 840x480), com ampliagao de 100 X.

3.10. Analise estatistica

Os dados estac apresentados como medias = EPM. Nomeros entre
parénteses representam o nUmero de ratos utilizados. A comparagao entre os
diferentes grupos foi feita por Analise de Variancia (ANOVA), seguida de teste de
Tukey. Utilizou-se também o teste ¢ de Student quando adequado. Valores de Jo)
menores ou iguais a 5% foram aceitos como indicativos de diferencas estatisticamente
significativas. Estas analises foram realizadas utilizando o programa Prisma Graph Pad.

As imagens histolégicas das amostras hepaticas, foram capturadas em
computador, usando “Image Prd Plus Software” (Pr6 Series Capture Kit 640x480), com

ampliagao de 100 X, onde foram analisadas morfométricamente.
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4. RESULTADOS

Iniciamos nossos estudos administrando durante 15 dias o infuso obtido das
cascas de Crofon cajucara Benth na concentragéo de 5% para ratos adultos (12 — 14
semanas de idade). Analisamos o efeito deste tratamento sobre a evolugéo ponderal,
~onaiimo alimentar e hidrico, concentragdes plasmaticas de colestero! total, giicose e
triaciiglicerdis. Estudamos tambeém a sensibilidade a agonistas B-adrenérgicos em
adipocitos epididimais isolados de ratos submetidos a este tratamento. Parte destes
resultados foi publicada no Journal of Pharmacy and Pharmacology. Uma copia deste
artigo se encontra em anexo nesta tese estdo descritos no item 4.7,

Em seguida, iniciamos 0s experimentos de inducao de hiperlipidemia através
da dieta em ratos. Verificamos que o quadro de dislipidemia se instalava somenie
guando a dieta era oferecida a animais mais jovens, com seis semanas de idade. Fol
entédo necessaria a realizagdo de um grupo experimental composto de animais
normolipidémicos jovens tratados com infuso a 5% para verificar se os efeitos
observados rios animais adultos se repetiam. Neste grupo experimental os seguintes
parametros foram avaliados: evolucdo ponderal, consumo alimentar, calorico e hidrico.
peso do paniculo adiposo epididimal, bem como sensibilidade a agonistas §-
adrenérgicos em adip6citos epididimais isolados. O infuso a 5% néo provocou em ratos
jovens os efeitos observados em ratos adultos normolipidémicos. Aumentamos a
concentracdo do infuso para 10% e repetimos os experimentos. Os resultados destes
experimentos em rates normolipidémicos bem como aqueles, nesta mesma faixa de
idade e concentracéc de infuso, obtidos de ratos hiperlipidémicos estéo descritos nos
itens 4.2e4.3.

Ratos jovens se tornaram dislipidémicos ap6s ingerirem dieta rica em lipidios
por quatro semanas. A partir de entao, quando apresentavam 10 semanas de idade, os
ratos foram tratados durante 15 dias com o infuso obtido a partir das cascas de Croton
cajucara Benth, na concentragéo de 10%. Nestes experimentos com animais jovens,
dislipidémicos ou nao, tratados ou n&o com o infuso (10%) foram analisados: evolugao
ponderal, consumo alimentar, calorico e hidrico, concentracbes séricas de colesterol
total e suas fracdes (HDL, LDL e VLDL), de triacilglicerdis, de glicose, de leptina, de

insulina, além do indice aterogénico. Ainda nestes animais, avaliamos o peso dos
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paniculos adiposos epididimal. mesentérico e peri-renal, das adrenais e do figado. A
morfologia do tecido hepatico foi avaliada através de analise histologica. Avaliamos
tambem a sensibilidade a agonistas p-adrenérgicos em adipocitos epididimais isolados.
A sensibilidade & insulina foi avaliada no grupo hiperlipidémico. Analises histoidgicas de
tecido hepatico oriundo de ratos pertencentes aos diferentes grupes experimentais

foram também analisadas.

4.1. Efeito do tratamento com infuso a 5% de Croton cajucara Benth., em ratos

adultos normolipidémicos (AN)

4.1.1. Peso corporal, consumo de ragédo e de liguido

Ratos normolipidémicos que ingeriram 4gua apresentaram significativo
aumento no peso corporal (31,7 £ 6,4 g ou 7%) comparado ao peso no inicio do
experimento (p < 0,05), enguanto que os animais tratados com infuso de C. cajucara a
5% n&o apresentaram significativo ganho de peso corporal (13,5 =+ 7,9 g ou 3%)

comparado ao dia zero (Tabela 1).
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Tabela 1. Média de peso corporal (g) de ratos adultos normolipidémicos que ingeriram
agua ou infuso a 5% (ANA e ANI-5 respectivamente). O infuso foi oferecido aos

animais em substituicdo a agua de beber durante 15 dias.

GRUPOS DIA ZERO 14° DIA
ANA (12) 327 £ 23 358 + 26*
ANI-E (24) 325 = 11 338+ 18"

Os valores representam a media do peso corporal (g) + EPM dos animais normolipidémicos
agua (ANA) e infuso (ANI-5) no "dia zero" e no 14°dia de tratamento ou n&o com infuso a 5%.
Vaiores entre parénteses representam O namero de animais utilizados.

* p < 0,05 comparado ac grupo normolipidémico agua no “dia zero’.

* p < 0,05 comparado ao grupo normolipidémico dgua no 14° dia e p > 0,05 comparado ao
grupo ANI-5 no dia zero; ANOVA seguida de teste de Tukey.

Apesar da auséncia de ganho de peso corporal dos animais do grupo tratado
com o infusc, a média diéria de consumo de ragao nao foi significativamente diferente
entre os dois grupos, durante o tempo de experimento (Tabela 2).

A ingesta de liquido entre os dois grupos também néo foi diferente durante
todo o tempo de experimento (Tabela 2).

A desidrocrotonina esté presente nas cascas de C. cajucara numa proporgac
de aproximadamente 0,65% (Simdes et al, 1979, ltokawa ef al., 1989; Kubo et al,
1691 Maciel et al., 1998a). Considerando que toda a DHC presente nas cascas seja
extraida para a agua, a preparagdo do infuso a 5% deve conter 0,32 mg deste
composto em cada mililitro ou 0,64 mg/mi no infuso a 10%. Portanto através do controle
diario da ingesta hidrica, pudemos estimar a quantidade de DHC ingerida pelos ratos do
grupo normolipidémico tratado com © infuso a 5%, ou seja, uma dose diaria equivalente
a 13 46+0,44 mg (n=24) de DHC.

A andlise do espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono-13
(RMN de 13C), realizada em nosso proprio grupo de pesquisas, mostrou que a DHC é=s

principal substéncia presente no liofilizado do infuso obtido das cascas. Assim, a DHC
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tem uma grande probabilidade de ser responsavel pelas atividades observadas no

decorrer dosta pesquisa.

Tabela 2. Méedia (x EPM) do consumo didrio de ragfo (g/rato) e de liquido (ml/rato) por
ratos adultos normolipidémicos que ingeriram &gua ou infuso a 5% (ANA e ANI-5,
respectivamente) no inicio (“dia zero”) e no final (14° dia) dos experimentos. O infuso foi

oferecido acs animais em substituicdo & agua de beber durante 15 dias.

RAGAO LiQuUIDO
GRUPQOS DIA 14° DIA DIA 14° DIA
ZERO ZERO
ANA (12) 306+ 1.3 312+23 424 + 3.4 414+586
ANI-5 (24) 326+13 31.7+13 499+49 41,2 +33

Valores entre parénteses representam o nimero de animais utilizados.

Nenhum dos valores apresentou diferenca significativa (p>0,05), ANOVA seguida de teste de
Tukey.

4.1.2. Concentragbes plasméticas de colesterol total, triacilglicerdis e glicose

A administragco do infuso (5%) durante 15 dias em substituicdo a agua de
beber em animais adulios, acarretou reducdo significativa nas concentragtes
plasmaticas de colesterol total e de glicose. O mesmo tratamento nao alterou as
concentragoes plasmaticas de friacilglicerdis (Tabela 3).
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Tabela 3. Concentragbes plasmaticas (mg/di) de colestero! total, de iriacilglicerois
(TAG) e de glicose obtidas em ratos adultos normolipidémicos que ingeriram agua ou

infuso a 5% (ANA e ANI-5, respectivamente). O infuso fol oferecido aos animais em

substituicao & agua de beber durante 15 dias.

GRUPOS COLESTEROL TAG GLICOSE
TOTAL

AlA (12} 41429 427 +572 101,8 £ 8,1

ANI-5 (24) 302+1.9" 40,9+28 84,9 +4,6"

Os valores representam a média = EPM. O sangue foi coletado em seringa heparinizada apés
jejum de 16 horas.

Valores entre parénieses representam o numero de ratos utifizados.

* p < 0,05 comparado com 0 respective grupo normolipidémico que ingeriu agua (ANA); teste t
de Student.

4.1.3. Sensibilidade acs agonistas f-adrenérgicos em adipdcitos epididimais

Os paniculos adiposos epididimais dos ratos foram isolados e pesados,
individuaimente. A porcentagem de paniculo adiposo epididimal em relacdo a0 pesc
corporal foi estabelecida (Tabela 4).

Embora houvesse diferenca significativa no peso corporal dos animais dos
grupos estudados, o tratamento com infuso n&o alterou significativamente a quantidade
do paniculo adiposo epididimal. A proporgéo do peso do paniculo epididimal em relagao
ao peso corporal desses animais também n&o apresentou diferenca significativa
(Tabela 4).
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Tabela 4. Medias do peso corporal {g). paniculo adiposo epididimal (g) e sua
porcentagem (%) em relac&o ac peso corporal dos ratos adultos normolipidémicos que
ingeriram agua ou infuso a 5% (ANA e ANI-5, respectivamente). O infusoc foi oferecido

acs animais em substituigdo & agua de beber durante 15 dias.

GRUPQOS PESQO PANICULO % PESO
CORPORAL ADIPOSO CORPORAL

ANA (12) 358,7 + 293 4,45 + 0 31 1,24+ 0,08

ANI-5 (24) 338,5 + 18 9* 3,86 + 0,29 1,17 = 0,08

Os valores representam a meédia + EPM.
Numeros entre parénteses correspondem ao nimero de ratos utilizados.

*p<005em comparacdc aos animais normolipidémicos que ingeriram agua (NA), teste { de
Student.

O tratamento de ratos adultos com o infuso nao alterou a liberacéo basal de
glicerol em adipécitos epididimais isolados destes animais comparados com agueles de
ratos controle (tratados: 0,87x 0,09 pmol de glicerol liberado/60 minutos/100mg de
lipidios totais; controle: 0,94 + 0,15 umol de glicerol liberado/60 minutos/100mg de
lipidios totais; p > 0,05, teste ¢ de Student).

Os adipécitos epididimais isolados de ratos adultos tratados com infuso a 5%
foram supersensiveis & isoprenalina e & adrenalina sem alteracéo significativa na
resposta maxima a estes agonistas (Tabela 5; Figuras 1 e 2, respectivamente). O
tratamento com o infuso ndo alterou a sensibilidade (pD2) nem a resposta maxima (RM)
dos adip6eitos & noradrenalina ou ao BRL37344 no meio de incubacao (Tabela 5;
Figuras 3 e 4, respectivamente).

A pré-incubagio dos adipdcitos com antagonista de adrenoceptores By
(metoprolol, 1 uM) causou deslocamento na curva dose-resposta a isoprenalina em

adipocitos epididimais isolados de ratos normolipidémicos que ingeriram agua sem
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alterar a curva dose-resposta obtida em adipdcitcs epididimais isolados de ratos
tratados com infuso a 5% (Figura 1), O metoprolol também desviou para a direita a
curva dose-resposia a noradrenalina em adipécitos epididimais isolados de ratos
normalipidémicos tratados ou n&o com o Infuso, sem alterar de maneira significativa &
resposta maxima para este agonista (Tabela 5; Figura 3}.

O antagonismo dos adrenoceptores do subtipo B2 (IC1118551, 50 nM) néo
teve efeito sobre a curva dose-resposta 2 isoprenalina de adipdcitos epididimais
isolados de ratos normolipidémicos que ingeriram agua (Tabela 5; Figura 1). Entretanto,
este antagonista fi—adrenérgico desviou a curva dose-resposta a isoprenalina em
adip6citos epididimais isolados de ratos tratados com o infuso (Figura 1). A presenca
deste antagonista ndo acarretou qualquer alteracdo nas curvas dose-resposia a
noradrenalina em adipocitos isclados de ratos normolipidémicos que ingeriram agua ou

infusc (Tabela 5; Figura 3).
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Figura 1. Curvas dose-resposta & isoprenalina na auséncia ou na presencga dos
antagonistas ICI118551 (50 nM; ICl) ou metoprolol (1 pM; MET) em adipocitos
epididimais isolados de ratos adultos normolipidémicos que ingeriram agua ou infuso a
5% (ANA e ANI-5, respectivamente). O infuso foi oferecido acs animais em substituigao

a agua de beber.
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Figura 2. Curvas dose-resposta a adrenalina em adipdcitos epididimais isolados de
ratos adultos normolipidémicos que ingeriram agua ou infuso a 5% (ANA e ANI-5

respectivamente). O infuso foi oferecido aos animais em substituicdo a dgua de beber.
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Figura 3. Curvas dose-resposta a noradrenalina na auséncia ou presenga dos
antagonistas 1C1118551 (50 nb, ICH ou metaprolol (1 uM, MET) em adipdcitos
epididimais isolados de ratos adullos normolipidémicos que ingeriram agua ou infuso a
5% (ANA e ANI-5, respectivamente). O infuso foi oferecido aos animais em substituic&o

4 agua de beber.
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Figura 4. Curvas dose-resposta ao BRL37344 em adipécitos epididimais isolados de
ratos adultos normolipidémicos que ingeriram agua ou infuso a 5% {ANA & ANI-5,

respectivamente).Q infuso foi oferecido aos animais em substituicdo a agua de beber.
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4.2 Indugdo da hiperlipidemia em ratos por ingesta de dieta com alto teor de
lipidio {15%)

Inicialmente administramos a dieta com alte tecr de lipidio (15%), durante
quatro semanas, a ratos adultos machos iniciando o tratamento na décima semana de
idade, e observamos que nao houve alieragdo significativa nas concentracdes sericas
de colesterol total (CT), mesmo a dieta sendo enriquecida de acido colico (CT de ratos
com dieta contendo 4% de lipidio: 41,4 £ 3,5 mg/dl, n= 4 e de ratos com dieta contendo
alto teor de lipidic: 52,9 = 6,5 mg/dl, n= 4). Em seguida, administramos a dieta, durante
4 semanas para ratos machos jovens (seis semanas de idade). Observamos, entao, a
instalacdo do guadro de hiperlipidemia na décima semana de idade (CT de ratos com
dieta contendo 4% de lipidio: 39,1 + 3,8 mg/dl, n= 11 é de ratos com dieta contendo altc
teor de lipidio: 92,1 + 6 mg/dl, n= 15). Assim sendo, estabelecemos este protocolo para
inducao de dislipidemia pela dieta em ratos.

Um grupo normolipidémico composto de animais jovens foi submetido ac
tratamento com infuso a 5% para verificarmos se os efeifos do tratamento eram
alterados com a idade. Os resultados mostraram gue ratos jovens séo resistenies aos
gfeitos do infuso nesta concentragao.

Assim sendo, apds a instalagdo do quadro de hiperlipidemia, os ratos foram
tratados com infuso nas concentracdes de 10% durante mais duas semanas ou até a
décima segunda semana de idade. No periodo de tratamento com o infuso os ratos

normolipidémicos e hiperlipidémicos continuaram a receber as respectivas dietas.

4.3. Efeito do tratamento com infuso a 5 ou 10% de Crofon cajucara em rafos

jovens normo- e hiperlipidémicos
4.3.1. Peso corporal, consumo de ragéo e de liquido
Apds guatro semanas ingerindo as respectivas ragoes, quando os animais

estavam com 10 semanas de idade, tanto os ratos normolipidémicos que ingeriram

4gua ou infuso a 5 ou a 10%, quanto os ratos hiperlipidémicos, que ingeriram agua e



40

infuso a 10%, apresentaram ganho de peso significativo em relac&o ao primeiro dia da
pesagem {Tabela 6).

Apss as duas semanas de tratamento ou ndo com o infuso, guando todos os
animais estavam com 12 semanas de idade, tanto os ratos normolipidémicos como os
ratos hiperlipidémicos apresentaram ganho de peso significativo em relacdo & décima
semana de idade (Tabela 6). A administracdo da dieta contendo 15% de gordura por
mais esses 15 dias, também nao alterou o ganho de peso em relagdo ao grupo que
ingeriu a dieta com 4% de lipidic € nem o tratamento com o infuso nas diferentes

conceniragdes alterou este quadro (Tabela 6).
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Tobela 5. Madias de peso corporal (g) entre os ratos jovens que consumiram ragéo com
4% (JN) ou 15% de lipidio (JH) durante seis semanas. Nas Ultimas duas semanas, 08
ratos dos grupos JNI-5, JNI-10 e JHI-10 receberam infusc a 5 ou a 10% obtido das
cascas de C. cajucara Benth durante 15 dias em substituicdo a agua de beber. Os ratos

gue permaneceram ingerindo agua foram designados como JNA-5, JNA-10 e JHA-10.

GRUPQS/IDADE 6 SEMANAS 10 SEMANAS 12 SEMANAS
JNA-5 (5-10) 145,0+7,0 239,0+5,1* 266,0 + 5,0°
JNA-10 (4-18) 1575+3,0 269,1+7.6" 2819+ 7.4
JNI-5 (4-6) 152,0 +9,8 252,0+ 36" 270,6 + 7,17
JNI-10 (5-18) 1588 +4,7 269,0 + 6,6* 284,0 + 5,07
JHA-10 (11-25) 148,8 = 4,0 260,1+ 66" 284 1 + 9,07
JHI-10 (12-25) 1498 + 6.0 268,1 + 7,6 278.9 +6,0°

Valores entre parénteses correspondem ao numero de animais utilizados.
* p < 0,05 em comparag@o aos pesos corporais da 6% semana de idade; * p<0,05em
comparagfio aos pesos corporais da 10% semana de idade; ANOVA seguida de teste de Tukey

A administracdo de infuso a 5 ou a 10% aos ratos normolipidémicos ndo

alterou o consumo didrio de racéo (Tabela 7). Entretanto, os ratos que receberam racaoc

PR By
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com alto teor de lipidio consumiram menor quantidade de ragao o que resultou em
menor ingesta caldrica quando comparados com os animais que receberam racdo
balanceada. Além disso, a associacdo da dieta hiperlipidica com o infuso a 10%
reoullcu em redugdo  adicional na guantidade de ragdo consumida e,
consequentemente, da ingesta cal6rica (Tabela 7).

Nao foi observada diferenca significativa na ingesta liquida entre os animais
que ingeriram agua ou infusc a 5 ou a 10%, alimentados com qualquer das duas dietas
(Tabela 7).

Conforme j& mencionado anteriormente a desidrocrotonina esta presente
nas cascas de C. cajucara numa proporgio de aproximadamente 0,65% (Simdes et al.,
1979, ltokawa ef al., 1989; Kubo et al, 1991; Maciel ef al., 1998a). Considerando que
toda a DHC presente nas cascas seja extraida para a agua, a preparacéo do infuso a
5% deve conter 0,32 mg deste composto em cada mililitro ou 0,64 mg/ml no infusc a
10%. Portanto através do controle didric da ingesta hidrica, pudemos estimar a
quantidade de DHC ingerida pelos ratos do grupc normolipidémico, nesta faixa etaria,
tratado com o infuso a 5% ou a 10%, ou seja, uma dose digria equivalente a 10,26+0,48
(n=24) e 22,52+1,13 (n=18) mg de DHC, respectivamente.

A analise do espectro de ressonancia magnética nuclear de carbono-13
(RMN de 13C), realizada em nosso préprio grupo de pesquisas, mostrou que a DHC é a
principal substancia presente no liofilizado do infuso obtido das cascas. Assim, a DHC
tem uma grande probabilidade de ser responsavel pelas atividades observadas no

decorrer desta pesquisa.
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Tabela 7. Médias diarias de consumo alimentar (g), ingesta caldrica (Kcal) e ingesta

liquida (ml) de ratos jovens que receberam dieta com 4% (JN) ou com 15% de lipidio

(JH) durante 6 semanas. Nas ultiimas duas semanas, 03 ratos dos grupos JNI-5, JNI-10

e JHI-10 receberam infuso a 5 cu a 10% obtido das cascas de C. cajucara Benth em

substituicdo a agua de beber. Os raios que permaneceram ingerindo agua foram
dasignadns como JNA-5, INA-10 e JHA-10.

GRUPOS INGESTA INGESTAO CONSUMO

ALIMENTAR CALORICA LiQuipo
JNA-5 {10) 341+28 135.0 + 11,1 349+26
JNA-10 {17) 353+13 1401 + 6,8 359+1,3
JNI-5 {6) 323+172 128 0 = 4,4 387 + 1,4
JNI-10 (18) 359+1.8 142.4 + 8,1 37,5+1,8
JHA-10 (17) 23.8+1,0* 1141 +5,1* 362+1,2
JHI-10 {23) 20,5+0,7% 988 + 3,3 36,1+1.2

Valores entre parénteses correspondem ao numero de animais utilizados.

* p < 0,05 em comparagac a

ingesta alimentar dos ratos normolipidémicos e *»*p<0,05em

comparagao ao consumo calorico dos ratos normolipidémicos; ANOVA seguida de teste de

Tukay.

# p < 0,05 em comparagdo ao consumo a

imentar dos ratos do grupo JHA-10, test t de Student.
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Considerando que a ragéo hiperlipidica é oferecida aos ratos na forma de po,
enquanio a racaoc comercial se apresenta na forma peletizada, sugeriu-se que esta
poderia ser a causa de menor consumo. Para verificar esta hipdtese, oferecemos a um
grupo de ratos a ragdo comercial também moida durante igual periodo. Nao houve
diferenca estastisticamente significativa enire estes grupos e aqueles gue receberam a
racao peletizada (p > 0,05, Tabela 8).

Tabela 8. Média (+ EPM) de consumo digrio de racdo balanceada (g) moida e
peletizada durante 6 semanas, entre ratos normolipidémicos que Ingeriram agua ou
infuso a 10% (JNA e JNI-10, respectivamente). O infuso foi oferecido aos animais em

substituicdo a agua de beber durante 15 dias.

RACAQ
GRUPQS Moida Peletizada
JNA (3) 33,0+23 353+1,3
JNI-10 (3) 324+23 359+18

Valores enire parénteses corresponderm ao numero de animais utilizados.
P > 0,05 {este t de Student.

4.3.2 Dosagens séricas e indice aterogénico

As concentragOes séricas de colesterol total em ratos normolipidémicos
(JNA; INI) e hiperlipidémicos (JHA,J HI) na 62 semana de idade, correspondem ao valor
basal para todos os grupos, visto que nio havia, nesta idade, qualguer manipulacio ou
tratamento aplicado aos animais (JN: 38,9 +67 mg/dl, n=5 e JH: 39,6 + 6,2 mg/dl, n=5).
Estes valores néo diferem significativamente daqueles apresentados na Tabela 3 para
ratos normolipidémicos adultos (41,4+2,9 mg/dl).

Na 10° semana de idade ocorreu elevacgo das concentragbes séricas de
colesterol total nos ratos alimentados com ragao contendo alto teor de lipidio (JHA-10:
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80.8 + 3,3 mg/dl, n=6 e JHI-10: 78,6 + 5,4 mg/dl, n=5), quando comparados aos animais
normolipidémicos (JNA-10: 37,9 + 52 mg/dl, n=6 e JNI-10: 40,5 + 6,4 mg/dl, n=5). kstes
Jitimos permaneceram com taxas semelhantes aquelas observadas na 6% semana de
idade, ou inicio da dieta. Apds 2 semanas de tratamento ou nédo com o infuso a 10%,
tanito 0s aniiais hiperlipidémicos, quanto 08 animais normolipidémicos, mantiveram os
mesmos parametros das concentragbes séricas de colesterol da décima semana
(Tabela ©).

As fracdes do colesterol foram analisadas ao final de todos os tratamentos.
O consumo de dieta com alto teor de lipidio, durante 6 semanas, nao modificou as
concentracdes séricas da fragdo HDL de colesterol. O tratamento com infuso a 10%
durante 15 dias entre os animais nao alterou as concentragdes séricas desta fragao de
colesterol em ratos normelipidémicos ou hiperlipidémicos (Tabela 9).

Entretanto, o consumo de racdo com alto teor de lipidio acarretou elevagao
das concentracbes séricas de LDL e de VLDL. O tratamento com infuso a 10% nao
alterou as concentragdes séricas destas fragbes de colesterol em nenhum dos grupos
{Tabela 8).

As concentracdes séricas de triacilgliceréis em ratos normolipidémicos (JNA;
JNI) e hiperlipidémicos (JHA; JHI) na 62 semana de idads, correspondem ao valor basal
para todos 0s grupos (JN: 24,1 + 0,6 mg/dl, n=3 e JH: 24,0 + 0,7 mg/di, n=3).

A ingestdo da dieta contendo alto teor de lipidio durante guatro semanas
elevou significativamente as concentragbes séricas de triacilglicerdis (JHA-10: 38,9 &
35 mg/dl, n=7 ¢ JHI-0: 31,8 & 1.8 mg/dl, n=6), quando comparados aos animais
normolipidémicos, 0s quais permaneceram com taxas observadas na 62 semana de
idade, ou inicio da dieta (JNA-10: 23,6 & 1,7 mg/dl, n=6 e JNI-10: 21 .3+ 3,5 mg/dl, n=b).
Apbs as duas semanas de fratamento ou n&o com o Infuso a 10%, tanto os animais
hiperlipidémicos, quanto 0s animais normolipidémicos, mantiveram 08 mMesmos
parametros das concentragoes séricas de triacilglicerdis observadas na décima semana
de idade (Tabela 9).

O indice aterogénico (IA) € uma medida bastante utilizada na clinica como
indicativo do fator de risco de doengas cardiovasculares. Este indice baseia-se na

relacdo entre niveis sericos de colesterol total e lipoproteinas de alta densidade.
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Animais normolipidémicos tratados com infuso a 10%, nao apresentaram indice
aterogénico estatisticamente diferente comparados aos ratos normolipidémicos que
beberam aqua (Tabela 9). Ratos hiperlipidémicos apresentaram indice aterogénico
significativamente maior comparado aos normolipidémicos. O tratamento com o infuso a
10%, diminuiu o indice aterogénico dos animais hiperiipidémicos. Este ndo apresenta

diferenca estastisticamente significativa do normolipidémico (Tabeia 9).



Tabela 9. Concentracdes séricas (mg/dl) de colesterol total, HDL-Co, LDL-Co, VLDL-
Co, triacilglicerois e indice aterogénico de ratos jovens que consumiram dieta com 4%
(JN) ou 15% de lipidio (JH) durante 6 semanas. Nas duas Gltimas semanas, 0s ratos
dos grupos JNi-10 e JHI-10 receberam infuso 2 10% obtido das cascas de C. cajucara
Benth, em substituicdo & agua de beber. Os ratos que permaneceram ingerindo agua

foram designados como JNA e JHA.

DCSAGENS/GRUPOS JNA JNI-10 JHA JHI-10
(8-17) (7-18) (7-22) (11-23)
COLESTEROL TOTAL 35419 296%12 77,3+38% 79237
HDL-Co 14813 149+21 183x11 16708
LDL-Co 138+28 12514 575:7,3" 527£45
VLDL-Co 4,8 +0,4 52407 7,5+04* 83zx05"
TRIACILGLICEROIS 238+23 258+32 376:21% 41,3:£26"
iNDICE ATEROGENICO  143+0,25 171028 470+11* 339+026

Qs.valores so expressos em médias + EPM.

Valores entre parénteses correspondem ao numero de animais utilizados.

indice aterogénico= (Colesterol total — HDL)/HDL

* p < 0,05 em comparagao aos animais normolipidémicos; ANOVA seguida de teste de Tukey
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As concentragbes séricas de glicose observadas entre os ratos jovens
normolipidémicos (JNA; JUNI-10) e hiperlipidémicos (JHA; JHI-10) na 62 semana de
idade foram iguais a 94,3 + 8,7 mg/d! {(n=7)e 91,6 £7,9 mg/di (n=7), respectivamente.

A administracdo da dieta contendo alto teor de lipidios durante quatro
semanas para 0s raios nao acarretou qualquer alteracéo nas concentracbes séricas de
glicese (JNA: 96,4 + 5.8 mg/dl, n= 5; JNI-10: 94,4 + 4,8 mg/d], n= 5; JHA: 1006 + 50
mg/di, n= 5 JHI-10: 99,7 £ 5,3 mg/di, n= 4). O tratamento com infusoc a 10% néo alterou
os valores da glicemia (Tabela 10).

As concentracdes séricas de insulina e de leptina foram analisadas apds
todos os iratamentos e estdo apresentadas na Tabelz 10 O tratamento com dieta
hiperlipidémica durante 6 semanas acarretou aumento significativo nas concentracdes
séricas de insulina quando comparadas aos valores obtidos do grupo normolipidémicos.
O tratamento com infuso a 10% n&o alterou a hiperinsulinemia observada em ratos
hiperlipidémicos.

O tratamento com dieta hiperlipidémica ou com o Enfusd a 10% n&o acarretou

qualquer alterac@o nas conceniracdes séricas de leptina (Tabela 10).
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Tabela 10. Conceniracdes séricas de glicose (mg/dl), de insulina (ng/m!i) e de leptina
(ng/ml) dos ratos jovens que ingeriram racac com 4% (JN) ou com 15% de lipidio (JH)
durante seis semanas. Nas Ultimas duas semanas, tantc os ratos normo como
hiperlipidémicos receberam infuso a 10% das cascas de C. cajucara Benth, em
substituicdo & agua de beber (JNI-10 e JHI-10). Os ratos que permaneceran ingerindo

agua foram designados como JNA e JHA

GRUPOS GLICOSE INSULINA LEPTINA
JNA (4-12) 104,2 +4,8 0,79+0,03 0,98 £ 0,16
JNI-10 (4-12) 106,258 0,76 +0,02 0,66 £ 0,08
JHA (9-11) 99,6 + 51 1,45+ 019" 0,71 +0,14
JHI-10 (4-16) 92,8+ 4,1 164017 0,78+0,19

Os valores sdo expressos em médias + EPM.
Valores entre parénteses correspondem ao numero de animais utilizados.
* p < 0,05 em comparagdo aos animais normolipidémicos; ANOVA seguida de teste de Tukey.
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4.3.3. Paniculos adiposos epididimal, peri-renal e mesentérico

Embora a ingesta de dieta hiperlipidica n&o tenha resultado em diferenca
estastisticamente significativa no peso corporal, ocorreu aumento significativo no peso
dos paniculos adiposos {PA) epididimal e perirenal. O peso do panicuio adiposo da
regidao messentérica ndo foi alterado. O tratamento com infusc ndo alterou estes
resuliados {Tabelas 11 e 12).
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Tabela 11. Medias do peso corporal (g), paniculo adiposo epididimal (PA; g) e sua
porcentagem (%} em relagcdo ao peso corporal dos ratos jovens que ingeriram racao
com 4% (JN) ou com 15% de lipidio (JH) durante seis semanas. Nas Ultimas duas
seinanas, tanto os ratos normo como hiperlipidémicos receberam infusc a 5 ou a 10%
obtido das cascas de C. cajucara Benth, em substituicdo 2 agua de beber (JNI-5, JNI-

10 e JHI-10). Os ratos que permaneceram ingerindo agua foram designados como JNA-
5, JNA-10 e JHA-10.

GRUPOS PESO PA % PESO
CORPORAL EPIDIDIMAL CORPORAL
JNA-5 (10) 266,0+ 458 2,81 +£0,21 1,05 + 0,07
JNA-10 {19) 281,8x70 2,85+0,24 0,99 £ 0,07
JNI-5 (5) 2697 +7.9 241+£0,36 0,80+0,13
JNI-10 (20) 2656 + 50 2,48+ 0,17 0,93+ 0,05
JHA-10 (7) 307,7+£16,0 4,36 +0,41* 1,41 £ 0,09*
JHI-10 (15) 288,5+45 3,63+0,18* 1,26 £ 0,07*

Os valores sio expressos em médias + EPM. Valores entre parénteses correspondem ao
namero de animais utilizados* p<0,05 em comparacdo aos respectivos animais
normolipidémicos; ANOVA seguida de teste de Tukey.
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4.3.4. Figado e adrenais

U tratamento de ratos com dieta hiperlipidica durante seis semanas levou a
um aumento significativo no peso do figade, tanto dos animais que ingeriram agua
como daqueles tratados com infusc. A porcentagem do peso do figado em relacdo ao
peso corporal foi aumentada nos animais hiperlipidémicos comparadas aos
normolipidémicos ou seja, a diferenga entre animais normolipidémicos e
hiperlipidémicos foi mantida {Tabela 13). O tratamento com infuso a 10% por 15 dias
nao alterou este quadro.

As adrenais direita e esquerda foram isoladas de alguns animais
normolipidémicos e hiperlipidémicos, tratados ou n3o com o infusoc a 10%. Os
resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa no peso das adrenais entre

os grupos estudados (Tabela 14).
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Tabela 13. Médias do peso corporal (g) e do figado (g) e a porcentagem (%) em relagéo

a0 peso corporal dos ratos jovens que consumiram racéo contendo 4% (JN) ou 15% de

lipidio (JH) durante seis semanas. Nas Uitimas duas semanas, tanto os ratos normo

como hiperlipidémicos receberam infuso a 10% obtido das cascas de C. cajﬁcara Benth,

em substituicBo a agua de beber (INI-10 e JHI-10). Os ratos gue permaneceram

iyerindo agua foram designados como JNA e JHA.

GRUPOS PESO FIGADO % PESO
CORPORAL CORPORAL
JNA (24) 2926 +6,3 8,87 + 0,24 3,03 + 0,06
JNI-10 {16) 2653+7,0 9,32 = 0,28 3,53+0,11
JHA (15) 2849 + 6,4 21,29 + 0,69* 7,51 + 0,25*
JHI-10 (17) 2831+ 4,6 21,40 + 0,69* 7,55 = 0,20*

Os valores s&o expressos em medias = EPM. Valores entre parénteses correspondem ao

numero de animais utilizados.

"p < 0,05 em comparagio aos respectivos animais normolipidémicos; ANOVA seguida de teste

de Tukey.



Tabela 14. Médias do peso corporal (g), das adrenais direita (D) e esquerda (E) (mg) e
a porcentagem em relacdo ao peso corporal dos ratos jovens gue consumiram ragéao
contendo 4% (JN) ou contendo 15% de lipidio (JH) durante seis semanas. Nas ultimas
duas semanas, tanto os ratos normo como hiperlipidémicos receberam infuso a 10%
obtido das cascas de C. cajucara Benth, em substituicdo & agua de beber (JNI-10 e
JHI-10). Os ratos que permaneceram ingerindo agua foram designados como JNA e
JHA

% PESC
GRUPOS PESO ADRENAIS CORPORAL
CORPORAL D E D E
JNA (6} 281,6+£204 400+70 40,0480 0,01+0004 0,01+0,00z2

JNI-10 (7) 261,3+9,0 30040 400+50 0,01+0002 0,010,003

JHA (7) 2046795 500x40 40,0+3,0 0,02+0,002 0,010,002

JH10(7)  2799+485 500+50 500+50 0,02+0,001 0,02 +0 002

Os valores s@o expressos em médias + EPM. Valores entre parénteses correspondem ao
numero de animais utilizados; ANOVA seguida de teste de Tukey.



4.3.5. Sensibilidade aos agonistas f-adrenérgicos em adipocitos epididimais isolados de
ratos fovens submetidos ou nao ao tratamento com infuso a 5 ou a 10% obtido das

cascas de Croton cajucara Benth durante 15 dias em substituicdo a agua de beber

A administracfo da dieta com alto teor de lipidio a ratos durante 6 semanas
diminuiu significativamente a lipdlise basal de adipdcitos isolados destes animais. O
tratamenio com o infuso a 5 ou a 10% n&o alterou a lipdlise basal dos adip&eitos
isolados dos animais hiperlipidémicos ou normolipidémicos (Tabela 15). Os efeitos das
duas concentracbes de infuso estio apresentados separadamente para facilitar g

comparacdo com ratos adultos nos quais apenas a concentracdo de 5% foi usada.
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Tabela 15. Liberacédo basal de glicerol de adipdcitos epididimais isolados dos ratos
jovens gue consumiram racdo contendo 4% (JN) ou contendo 15% de lipidio (JH)
durante sels semanas. Nas Ultimas duas semanas, tanto os ratos normo como
hiperlipidémicos receberam infuso a 5 ou a 10% obtido das cascas de C. cajucara
Benth, em substituicdo a agua de beber (JNI-5, JNI-10 e JHI-10). Os raios que

permaneceram ingerindo agua foram designados como JNA-5, JNA-10 e JHA-10.

GRUPOS LIBERAGAO BASAL
DE GLICEROL®
JNA-5 (4) 0,32 £0,08
JNA-10 (12) 0,47 £0,07
JNI-5 (4) 0,40 £0,08
JNI-10 {13) 0,37 +0,03
JHA-10 (5) 0,19 = 0,08”
JHI-10 (7) 0,23 +0,02*

* Dados expressos como meédias = EPM, em pmol de glicerol liberado/60 minutos/100mg de

lipidios totais.

Valores entre parénteses correspondem ao numero de animais utilizados.
* p < 0,05 em comparacéo aos ratos normolipidémicos; ANOVA seguida de teste de Tukey.
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4.3.5.1. Ratos jovens normolipidémicos tratados ou ndc com infuso a 5%

MNos adipOciios epididimais isolados de rates jovens normolipidémicos, que
geritam agua ou infuso a 5%, realizamos curvas dose-resposta a agonistas na
presenca € auséncia de antagonistas de adrenoceptores B, seletivos ou nio.

Diferentemente do que observamos em animais adultos o tratamento com
infuso a 5% n&o induziu gualquer alteragio estatisticamente significativa na liberacao
de glicerol induzida pela isoprenalina em adipécitos isolados do paniculo adiposo
epididimal de ratos jovens. O tratamento dos adipdcitos com o antagonista (3
IC1118551 (50 nM) n&o alterou a lipdlise induzida pela iscprenalina (Tabela 16; Figura
5). N&o houve tambeém nenhuma alieracdo de sensibilidade (pD2) & noradrenalina
(Tabela 16 e Figura 6). A pré-incubacdc dos adipécitos com antagonista de
adrenoceptor By {metoprolol, 1 uM) desviou para a direita a curva dose-resposta a
noradrenalina em adipocitos epididimais isolados de ratos normolipidémicos tratados ou
nao com o infuso. A presenca deste antagonista no meio de incubacdo reduziu
significativamente a resposta méxima & noradrenalina em adipbcites epididimais
isolados dos grupos de animais estudados.

A incubacdo com 1C1118551 (50 nM), n&o alterou a lipdlise induzida pela
noradrenalina nem em adipdcitos isolados de ratos que ingeriram agua nem de ratos
tratados com o infuso a 5% (Tabela 16 e Figura 6).

As respostas ao CGP12177A e ao BRL37344 ndo foram alteradas pelo
tratamento com o infuso de Crofon cajucara (Tabelas 16 e 17; Figuras 7 e 8
respectivamente).

A incubagéo dos adipdcitos com propranolol, desviou para a direita a curva
dose-resposta ao BRL37344 somente quando o antagonista de adrenoceptores B e B2
foi utiizado na concentragcdo de 1 uM. A incubacZo com o antagonista de
adrenoceptores B¢ (metoprolol, 1 uM), ndo deslocou as curvas dose-resposta &o
BRL37344 em adipocitos isolados de ratos controle ou tratados com o infuso a 5%
(Tabela 17; Figura 8).



Tabela 16. Sensibilidade (pD;) e resposta lipolitica maxima (RM) para a isoprenalina, noradrenalina e CGP12177A na
auséncia ou na presenca de antagonistas de adrenoceptores 8, seletivos ou ndo, em adipécitos epididimais isolados de
ratos jovens normolipidémicos que ingeriram agua ou infuso a 5% (JNA e JNI-5, respectivamente). O infuso foi oferecido
aos animais em substituicdo & agua de beber durante 15 dias.

JNA JNI-5
pD,? RMP n pD,® RMP

ISOPRENALINA
SEM ANTAGONISTA 7,91+ 0,31 209+0,16 4 7,93 40,23 2,00 + 0,54
+1C1118551 (50 nM) 7,50 £0,13 227 +0,08 4 8,16 + 0,43 2,21+0,71
NORADRENALINA
SEM ANTAGONISTA 7,06 + 0,04 2,04 £0,16 7 7,48 +0,06 2,22+0,36
+ METOPROLOL (1 uM) 6,66 +0,10* 1,47 + 0,21 4 7,19+ 0,07* 1,73 + 0,15*
+ 1C1118551 (50 nM) 6,54 + 0,30 2,09+0,19 4 6,73 + 0,41 215+ 0,71
CGP12177A 7,69 + 0,94 0,77 + 0,05 4 8,78 £ 0,35 0,73 40,07

? Jogaritimo negativo da concentracdo do agonista que induz 50% da resposta lipolitica maxima (-log ECs);

® resposta maxima expressa como umo! de glicerol liberado/60 minutos/100mg de lipidios totais.
Os valores sdo expressos por médias + EPM do numero de experimentos realizados em duplicatas.
* p < 0,05 em comparacédo ao mesmo grupo sem antagonista, teste { de Student






Figura 5. Cupvas dose-resposta a isoprenalina na auséncia e na presenga do
antagonista [C1118551 (50 nM, ICI) em adipdcitos epididimais isolados de ratos jovens
tratados (JNI-5) ou nao (JNA) com infuso a 5% obtidos das cascas de Crofon cajucara

Benth. O infusc foi oferecido aos animais em substituicdo a agua de beber.
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Os pontos sdo médias = EPM de experimentos realizados em duplicata. O ndmero de
experimentos e a analise estatistica estdo na Tabela 16
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Figura 6. Curvas dose-resposta a noradrenalina na auséncia € na presenca dos
antagonistas 1CI118551 (50nM, ICH ou metoprolol (1 M, MET) em adipocitos
epididimais isolados de ratos jovens tratados {INI-5) ou ndo (JNA) com infuso a 5%
obtidos das cascas de Crofon cajucara Benth. O infuso foi oferecido aos animais em

substituicdo 2 agua de beber.
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Os pontos s8o medias =+ EPM de experimentos realizados em duplicata. O némero de
experimenios e a andlise estatistica estdo na Tabela 16.



Figura 7. Curvas dose-resposta ao CGP12117A em adipocitos epididimais isoladcs de
ratos jovens tratados (JNI-5) ou ndo (JNA) com infuso a 5% obtidos das cascas de
Croton cajucara Benth. O infuso foi oferecide acs animais em substituigio a agua de

beber.
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Os pontos s@o médias = EPM de experimentos realizados em duplicata. O numero de
experimentos e a analise estatistica estao na Tabela 16.
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Figura 8. Curvas dose-resposta ao BRL37344 na auséncia e na presenca dos
antagonistas de B-adrenoceptores metoprolol (1 uM, MET) ou propranclof (0.01: 01: 1
uM; PROP) em adipdcitos epididimais isclados de ratos jovens tratados (INI-58) ou naco
(JNA) com infuso a 5% obtidos das cascas de Crofon cajucars Benth., O infuso foi

oferecido aos animais em substituiciio & agua de beber,
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Os pontos s@o médias = EPM de experimentos realizados em duplicata. O nimazro de
experimentos e a analise estatistica estéo na Tabela 17.
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4.3.5.2. Ratos jovens normolipidémicos ou hiperlipidémicos tratados ou ndo com infuso
a 10%.

As curvas dose-resposta aos agonistas B-adrenérgicos, seletivos ou nao,
ohtidas om adipécitos epididimais isolados de ratos jovens normolipidémicos e
hiperiipidémicos, tratados (JNI-10 e JHI-10) ou ndo (JNA e JHA) com infuso a 10%
estdo descritas abaixo e os resultados estdo apresentados nas Tabela 18 e 19; Figuras
9 10, 11, 12, 13, 14. Além disso, analisamos o efeito anti-lipolitico da insulina, atraves
da inducdo de lipdlise méxima pela noradrenalina (1 uM) e co-incubag&o com
concentragbes crescentes de insulina (1, 5, 10, 100 ou 500 uU/ml) nos adipocitos
epididimais isolados de animais hiperlipidémicos ou normolipidémicos gque ingeriram
agua (Figura 15).

Os adipdcitos isclados de ratos que consumiram ragéo com alto teor de
lipidios apresentaram um aumento significativo na sensibilidade (pD2) a isoprenalina e
diminuicdo na resposta maxima, quando comparados aos adipbcitos de ratos
normotipidémicos. O tratamento com infuso a 10% nao induziu gqualquer efeito
significativo em animais normolipidémicos ou hiperlipidémicos (Tabela 18; Figura 9).

Nao houve aliteracdo de sensibilidade (pDs) & noradrenalina em adipocitos
isolados de ratos hiperlipidémicos, mas a resposta maxima foi significativamente
reduzida quando comparadas aquela obtida em adipdcitos de ratos normolipidémicos.
O tratamento com infusc a 10% ndo induziu qualquer alterago no efeito da dieta
(Tabela 18; Figura 10).

A administracdo da dieta hiperlipidica durante seis semanas levou & um
aumento significativo na sensibilidade dos adipocitos epididimais & adrenalina sem,
induzir qualquer alterag&o na resposta maxima a este agonista. O tratamento com
infuso ndo alterou os efeitos da dieta (Tabela 18; Figura 11). Por outro lado, o
tratamento de ratos normolipidicos com infuso a 10% levou a um aumento na
sensibilidade e na resposta maxima & adrenalina em adipocitos isolados, guando
comparados aquela obtida em adipocitos de ratos normolipidémicos que ingeriram agua
(Tabela 18; Figura 11).
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Tabela 18. Sensibilidade (pD2) e resposta lipolitica maxima (RM) & isoprenalina,
noradrenalina e adrenalina, obtidas de adipdcitos epididimais isolados de ratos jovens
que consumiram racao com 4% (JN) ou 15% de lipidios (JH) por seis semanas. Nas
pitimas duas semanas, ratos normo e hiperiipidémicos receberam infuso a 10% obtido
das cascas de C. cajucara Benth, em substituicio a dgua de beber (UNI-10 e JHI-10).
Os ratos que permaneceram ingerindo agua foram designados como JNA e JHA.

GRUPO pD;? RM®
ISOPRENALINA
JNA (14) 6,75+ 0,11 2,85+ 0,32
JNI-10 (14} 6,72+0,12 3,66 +0,42
JHA (8) 7,27 +0,23* 1,78 + 0,45*
JHI-10 (10) 7.19 +0,14* 1,94 +0,30*
NORADRENALINA
JNA {14) 6,32 + 0,13 3,28 + 0,33
JNI-10 {14) 6,39+ 0,13 3,95 + 0,37
JHA (7) 6,45+ 0.26 2,08 + 0 20*
JHI-10 (10) 6,96 + 0,18 2,55 +0,24*
ADRENALINA
JNA (7) 568+012 2,36 £ 0,31
JNE-10 (11) 6,30 + 0,15* 3,61 + 0,44%
JHA (5) 6,90 + 0,23* 1,88+0,16
JHI-10 (7) 6,15 + 0.43 2,26 + 0,34

® logaritimo negativo da concentraclo do agonista que induz 50% da resposta lipolitica maxima (-log
ECsa);

® resposta maxima expressa como pmol de glicerol liberado/60 minutos/100mg de lipidios totais.

Valores s&o expressos por médias + EPM do nimero de experimenios realizados, valores entre
parénieses,

* p < 0,05 em comparagao a pD, dos animais normolipidémicos agua (UNA); ** p < 0,05 em comparacao
a RM dos animais normolipidémicos (JNA; JNI-10); * p < 0,05 em comparac8o aos animais JNA, JHA e
JHI-10} ; ANOVA seguida de Tukey.
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Figura 9. Curvas dose-resposta a isoprenalina em adipociios epididimais isolados de
ratos jovens normolipidémicos e hiperlipidémicos tfratados (JNI-10 & JHE10) ou nao
{INA e JHA) com infuso a 10% obtidos das cascas de Croton cajucara Benth. O infuso

fol oferecido acs animais em substituicac a agua de beber,
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Os pontos s@o médias £ EPM de experimenios realizados em duplicata. O nlUmero de
experimentos e a analise estatistica estdo na Tabela 18.



Figura 10. Curvas dose-resposta a noradrenalina em adipéeitos epididimals isolados de
ratos jovens normolipidémicos e hiperiipidémicos tratados (JNI-10 e JHI-10} ou nac
(JNA e JHA) com infuso a 10% obtidos das cascas de Crofon cajucara Benth. O infuso

foi oferecido aos animais em substituicdo a agua de beber.
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Os pontos sé@o médias + EPM de experimentos realizados em duplicata. O nUmero de
experimentos & a analise estatistica estao na Tabela 18.
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Figura 11. Curvas dose-resposta a adrenalina em adipocitos epididimais isolados de
ratos jovens normolipidémicos e hiperlipidémicos tratados (JNI-10 e JHE10) ou nao
(JNA e JHA) com infuso a 10% obtidos das cascas de Crofon cgjucara Benth. O infusc

foi oferecido aos animais em substituicgo a agua de beber.
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Os pontos s&o as médias + EPM de experimentes realizados em duplicata. O ndmero de
experimentos e a andlise estatistica estao na Tabela 18.
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Curvas dose-resposta obtidas em adipdcitos epididimais isolados de ratos
jovens normolipidémicos e hiperlipidémicos, que ingeriram agua ou infuso a 10%, ndo
apresentaram alteragbes de sensibilidade (pD,) ao BRL37344. Porém, animais
hiperlipidémicos (JHA e JHI-10) apresentaram resposta maxima diminuida guando
comparada aquela obtida em adipdcitos de ratos nermolipidémicos que ingeriram infuso
a 10% (Tabela 19; Figura 12).

Curvas dose-resposta ao CGP12117A, obtidas dos adipdcitos epididimais
isoiados de animais jovens normolipidémicos e hiperlipidémicos, que ingeriram agua ou
infuso a 10%, nao apresentaram alteragdes de sensibilidade (pD,), bem como de
resposta maxima (Tabela 19; Figura 13).

A sensibilidade dos adipécitos epididimais isolados ac salbutamol, nao foi
diferente entre os grupos normolipidémicos e hiperlipidémicos jovens, que ingeriram
agua ou infuso a 10%. Porém, o tratamento com o infusc a 10% aos animais
normoiipidemicos levou a um aumento significativo na resposta méaxima a este agonista
em adipécitos isolados, quando comparada aquelas obtidas a partir dos animais
normolipidémicos (Tabela 19; Figura 14).

Nossos resultados demonstram que o tratamento com o infuso a 10% ou a
inducéo da hiperlipidemia nao alteraram a resposta ao dibutiril-AMPc, indicando que as

etapas poas-receptor esto preservadas (Tabela 19).
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Tabela 19. Sensibilidade (pD,) e resposta lipolitica maxima (RM) ao salbutamol,
CGP12177A e BRL37344, obtidas em adipocitos epididimais isolados dos ratos jovens
aue ingeriram racdo contendo 4% (JN) ou 15% de lipidios (JH) durante seis semanas.
Nas Ultimas duas semanas, tanto os ratos normo como hiperlipidémicos receberam
infuso a 10% obtido das cascas de C. cajucara Benth, em substituicdo & agua de beber
(INI-10 e JHI-10). Os ratos que permaneceram ingerindo &gua foram designados como
JNA e JHA.

GRUPQ pDs® RMP
BR! 27344

JNA (8) 8,06 +0,18 2,88 +0,53
JNI-10 (8) 8,18+0,18 351044
JHA {5} 861+045 2,64 +£0,447
JHI-10 {5) 9,11 0,25 1,56 + 0,27~
CGP12177A

JNA {9) 7,98 £ 0,36 1,44 0,19
JNI-10 {(13) 7,32 +0,40 1,67 +0,20
SALBUTAMOL

JNA {7) 567 £0,62 1,61 £ 0,33
JNI-10 (11) 5,90 + 0,36 3,48 + 0,67**
JHA (5) 6,38+£0,74 1,83 +£0,29
JHI-10 {7} 6,56 +0,65 1,82 +0,33
dibutirit AMPc¢ {3uM)

JNA (10} 1,43 + 0,20
JNIG {10) 1,82 + 0,20
JHA (4) 1,54 + 0,21
JHi-10 (6) 1,77 + 0,21

? jogaritimo negativo da concentracéo do agonista que induz 50% da resposta lipolitica maxima
(-log ECsp); ° resposta maxima expressa como umol de glicerol liberado/60 minutos/100mg de
lipidios totais.Os valores sdo expressos por médias + EPM do numero de experimentos
realizados. * p < 0,05 em comparagéo aos animais do grupo JNI-10; ** p < 0,05 em comparagéo
aos animais dos grupos JNA, JHA e JHI-10; ANOVA seguida de Tukey.
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Figura 12. Curvas dose-resposta ao BRL37344 obtidas em adipdcitos epididimais
isolados de ratcs jovens normolipidémicos e hiperlipidémicos tratados (INI-10 e JHI-10)
ou nao {(UNA e JHA) com infuso a 10% obtidos das cascas de Crofon cajucara Benth. O

infuso foi oferecido aos animais em substituic@o & agua de beber.
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Os pontcs sdo as médias + EPM de experimentos realizados em duplicata. O nimero de
experimentos e a analise estatistica estdo na Tabela 19.



Figura 13. Curvas dose-resposta ao CGP12177A obtidas em adipdcitos epididimais
isolados de ratos jovens normolipidémicos tratados (UNI-10) ou n&o (JNA) com infuso a
10% obtides das cascas de Croion cajucara Benth. O infuso fol oferecide acs animais

em substituicdo a agua de beber.
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Os pontos sio as médias + EPM de experimentos realizados em duplicata. O numero de
experimentos e a analise estatistica estdo na Tabela 19.



Figura 14. Curvas dose-resposta ac salbutamo! em adipécitos epididimais isolados de
ratos jovens normolipidémicos e hiperlipidémicos tratados (JNI-10 e JHI-10) ou nao
(INA e JHA) com infuso a 10% obtidos das cascas de Croton cajucara Benth, O infuso

fol oferecido aos animais em substiiuicdo a agua de beber.
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Os pontos séo as médias + EPM de experimentos realizados em duplicata. O namaro da
experimentos e a andlise estatistica estdo na Tabelg 19,
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Adipocitos  epididimais isolados de ratos jovens normolipidémicos e
hiperiipidémicos apresentaram semethante inibigdo da lipdlise induzida pela insulina.
Esta inibicdo variou de 21% quando a concentragéo de 1 uU/ml de insulina foi utilizada
e cerca de 47% quando utilizamos 500 wU/ml de insulina (INA 47,5 £ 3,0%, n= 4 e

JHA: 48,62 + 4 3%, n=6; p > 0,05, Figura 15}.

Figura 16. Inibicgo da lipdlise induzida pela insulina em adipocitos epididimais isolados

de ratos jovens normolipidémicos (JNA) e hiperlipidémicos (JHA).
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Os pontos representam as méedias de experimentos realizados em duplicata.
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4 3 6 Andlise histologica do figado de ratos jovens normolipidémicos e hiperiipidémicos

trataces ouw n3c com infuso a 10% de Croton cajucara Benth.

Nossos resultados mostraram gue os ratos que consumiram dieta com alto
teor de lipidio por 4 ou 6 semanas apresentaram hepatomegalia, caracterizada por
aumento no tamanho e no pesc do figado. Além disso, estes animais apresentavam
figado com aspecto alterado quando comparado com aguele observado entre os ratos
normolipidémicos de mesma idade. O figado dos ratos hiperlipidémicos apresentou
coloragéo esbranquigada com pontos escuros em toda a extensdo, além de
consisténcia diferente daquela observada no grupo normolipidémico.

A partir destas observagtes iniciamos investigagéo histolégica do figado, por
meio da obtencdo de cortes, corados com hematoxilina e sosina (HE), analisados por
microscopia optica.

Os resultados das anélises histolégicas diagnosticaram esteatose hepatica
nos ratos que consumiram dieta com alto teor de lipidio. Este quadro patolégico é
observado a partir da 10® semana de idade (apds 4 semanas de consumo da ragao),
onde observamos vacuolizag&o do citoplasma devida ao depdsito de lipidios. Esses
depositos lipidicos ndo s&o corados por coloracdo HE, mas a coloragdo com Sudan
Black B confirmou a deposigéo de lipidios no citoplasma dos hepatocitos desses
animais. Ap0s mais duas semanas de consumo desta racdo, o quadro de esteatose
hepatica se manteve. Além disso, observamos pontos de necrose no tecido hepatico de
alguns animais hiperlipidémicos (Figura 18). O tratamento com o infuso a 10% nao

alterou este quadro, dados ndo mostrados.
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Figura 16. Fotomicrografia de hepatdcitos de ratos que ingeriram dieta padréo (A e C)
ou dieta contendo 15 % de lipidios (B e D) durante seis semanas. Em A e B foram
usadas hemaloxilina e eosina enquanio em C e D foi usado Sudan Black B.

Barras= 10 um
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5. DISCUSSAC

Nossos resultados demonstram que o efeito do tratamento com o
infuso a 5% variou com a faixa etaria dos animais.

Ratos adultos normolipidémicos que receberam o tratamento durante
15 dias com o infuso a 5% das cascas de Crofon cajucara Benth em substituicdo a
agua de beber ndo apresentaram significativo ganho de peso quando comparados
aos animais controle. Os ratos do grupo tratado n&o apresentaram difereng:aé na
quantidade de alimento ou liquido ingeridos. Estes resultados mostram que o
infuso evitou o ganho de peso, mesmo gue a ingestao de alimento n&o tenha sido
reduzida. Além disto, a taxa de lipolise basal ndo foi modificada em adip&citos de
ratos que ingeriram o infuso e ndo houve alteragdo no peso do paniculo adiposo
epididimal. Isto sugere que o ftratamento estd alterando, de alguma forma, a
absorcéo de alimento ou o metabolismo de gordura.

Sendo o adipécito a unidade funcional do tecido adiposo, estudos em
adipécitos isolados podem elucidar alguns dos mecanismos que regulam o
metabolismo de gordura. Nossos resultados mostraram que a sensibilidade a
isoprenalina e & adrenalina foi significativamente maior em adipocitos isolados de
ratos tratados quando comparados com os adipécitos dos ratos controle. Como a
isoprenalina e a adrenalina sdo agonistas f-adrenérgicos néo seletivos, estes
resultados sugerem uma alteragdo no nimero de adrenoceptores ou na afinidade
aos agonistas ou, ainda, alguma alteracdo em etapas intracelulares posteriores a
ativacdo dos adrenoceptores pelo agonista, induzida pelo tratamento de ratos com
infuso de Crofon cajucara.

Nenhuma alteragao foi observada na sensibilidade ou resposta maxima
a noradrenalina ou BRL37344 em adipécitos de ratos que receberam o infuso.
Fstes resultados, em conjunto, indicam gue em adipdcitos de ratos tratados com o
infuso, ocorre um aumento na resposta mediada pelo subtipo B»- de adrenoceptor,
sem alteracdo nas respostas mediadas pelos adrenoceptores B¢ ou Bs,

modificando assim a proporgéo dos subtipos de adrenoceptores nos adipocitos.
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Esta hipotese foi confirmada pelo efeito dos antagonistas nas respostas
aos agonistas. Em adipociios de ratos controle, o metoprolol, um antagonista
seletivo de adrenoceptor By, deslocou as curvas dose-resposta & isoprenalina e a
noradrenalina para a direita, ndo apresentando efeito nas respostas maximas ou
lipoiise basal. Porém, em adipocitos isolados de ratos tratados, a curva dose-
resposta a isoprenalina nao foi modificada pelo metoprolol. Este efeito esta de
acordo com a sugestdo de que em adipOcitos de ratos iratados o blogueio de
adrenoceptores do subtipo By pelo metoprolo! foi compensado por outro subtipo de
adrenoceptor B, ndo blogqueado pelo antagonista porém ativado pela isoprenalina.

0O deslocamento para a direita, induzido pelo antagonista em curva
dose-resposta & noradrenalina, foi menor que aquele na curva dose-resposta a
isoprenalina. Além disto, a supersensibilidade a isoprenalina, observada em
adipocitos de ratos tratados, foi abolida pelo antagonista seletivo de adrenoceptor
B2, o 1CI118551, enquanto que a resposta lipolitica mediada pela noradrenalina
nao foi modificada pelo mesmo antagonista. Em adipécitos de ratos controle,
IC1118551 ndo apresentou nenhum efeito nas curvas dose-resposta & isoprenatina
e a noradrenalina. Estes dados estdo de acordo com o fato de que em ratos
controle, o subtipo B, de adrenoceptor ¢ de menor importancia guando comparado
com os subtipos ps e Ps (GERMACK et &, 1997).

A supersensibilidade a agonistas néo seletivos mediada por
adienoceptores Bz pode ser resultado de aumento no numero dos adrenoceptores
B, na membrana do adipoeito (FARIAS-SILVA et al., 1899; idem 2003), alteragéo
na afinidade do receptor para os agonistas ou ligag&o mais eficiente enire este
subtipo de adrenoceptor B e efetores intracelulares (LANGIN et al., 1996). Nos n2o
investigamos os mecanismos envolvidos com este efeito. Independentemente do
mecanismo, um aumento na populagéo de adrenoceptores B, poderia aumentar a
importancia da adrenalina como estimulador endogeno da lipdlise. Este poderia
resultar em uma aumentada lipdlise e perda de peso, em ratos adultos, mesmo
que a ingestao de alimento n&o tenha sido reduzida. Nao foi demonstrado se este
efeito ocorre in vivo e sua relagao, se existe, com um peso corporeo estavel

durante o periodo que os ratos ingeriram o infuso de Croton cajucara.
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O tratamento de ratos adulios com o infuso a 5% levou a uma reducao
significativa nas concentragbes plasméticas de glicose e de colesterol total, sem
quaiquer alteracao nas concentracdes de triacilgiicerois.

Nos mamiferos, o controle da glicemia € mantido em faixa bastante
estreita ja que a glicose € a Unica fonte de energia para o cérebro. Basicamente, o
contrcle € estabelecido da seguinte forma:

- quando ha um aumento na concentracéo plasmatica de glicose ocorre
estimulo para a secregdo de insulina que, por sua vez, aumenta a absorcéo de
glicose pelas celulas, retornando assim a glicemia para valores normais:

- quando ocorre diminui¢do nas concentragGes plasmaticas de glicose,
a secrecdo de glucagon é ativada. Este estimula & glicogendlise, normalizando
assim a glicemia.

Além da secrecdo de glucagon, a hipoglicemia tem um efeito
estimulador direto sobre o hipotalamo, excitando ¢ sistema nervoso simpéatico.
Esta estimulag&o, por sua vez, promove a liberacéo de adrenalina e noradrenaiing
da medula supra-renal, assim como a liberacdo de noradrenalina pelas
terminagdes nervosas simpéaticas. A adrenalina e em menor grau, a noradrenalina,
possuem efeito semelhante ao glucagon, promovendo glicogendlise hepatica.
Este, por sua vez, promove rapida liberacio de glicose para o sangue circulante,
retornando assini, a normoglicemia (HEMS & WHITTON, 1980).

De acordo com resultados previamente descritos, os ratos adultos
tratados com infuso a 5% apresentaram reduc&o na glicemia (GRASSI-KASSISSE
et al, 1998). Como, os ratos que utilizamos néo foram previamente tornados
diabéticos com qualquer medicagao, supusemos que antes do inicio do tratamento
nossos ratos apresentavam normoglicemia e normoinsulinemia. Nesta condi¢éo, o
controle da glicemia € principalmente estabelecido pela quantidade de glicose
estocada. O mecanismo de acdo de medicamentos hipoglicemiantes orais se
baseia na estimulagéo da secregdo de insulina (p.ex. sulfoniluréias) ou através do
aumento na captacéo basal de glicose através da membrana celular das células

musculares esqueléticas (biguamidas; GERICH, 1989).
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Estudos anteriores de tolerdncia a glicose em ratos adultos que
receberam o infuso a 5% demonstraram que, mesmo sendo a glicemia inicial
significativamente menor que a dos ratos controle (tempo 5 min antes da
administracdo da glicose), durante o ieste os raios tratados apresentaram valores
glicémicos significativamente menores que aqueles dos ratos conirole, sugerindo
aumento na velocidadeleficacia de captura da glicose pelas células, para
estocagem. Isto nos levou ao estudo da guantidade de glicogénio estocada em
tecidos hepaticce e muscular. Os resultados destes estudos demonstraram que
houve aumento significativo na guantidade de glicogénio estocada em tecidos
hepatico e muscular esquelético, ndo sendo apresentada nenhuma alteragao no
tecido muscular cardiaco (ventriculo). Estes resultados confirmam que a
diminuicc da glicemia, apresentada pelos ratos tratados, se deve a uma maior
facilitacdo da captura da glicose pelos tecidos hepatico e muscular esquelético
(GRASSI-KASSISSE et al, 1898). Os mecanismos envolvidos com este efeito
provaveimente ndo se correlacionam a alteracdes na insulinemia ja que a entrada
de glicose nos hepatocitos acorre por mecanismos independentes deste hormonio.

Embora nao existam relatos na literatura utilizando o infuso preparado
a partir da sacaca, Farias et al. (1997) demonstraram que a trans-desidrocrotonina
(t-DHC), substancia isolada desta planta, apresentou  significativo  efeito
hipoglicemiante em ratos diabeticos por administragdo de aloxana. Este grupo
também relata reducdo da glicemia em ratos normais alimentados {(glicemia
controle; 92,33 + 6,94 mg/dl e tratado: 76,43 + 5,24 mg/dl). Silva ef al. (2001D)
também relataram efeito hipoglicemiante da t-DHC, quando administrada a ratos
onde a diabetes foi induzida pela estreptozotocina, sem apresentarem relatos em
ratos controle. Ambos trabalhos relatam o efeito hipoglicemiante em situagéo onde
as ilhotas pancreaticas foram destruidas inferindo, entdo, que o mecanismoe
envoivido ndo esta relacionado a presenga de insulina.

A reducdo nas concentracdes plasméticas de colesterol total, em
animais hipercolesterolémicos, & fato bastante relatado em experimentos
relacionados com a planta sacaca. A literatura apresenta resultados positivos

provenientes do infuso a 5% oferecido a coethos onde a hipercolesterolemia foi
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induzida pela dieta (OLIVEIRA et al, 1995), ou pela administragdo de exirato
hidro alcodlico oblido da sacaca a ratos alimentados com dieta rica em lipidios
(FARIAS et al, 1996). Além disto, estudos em que a t-DHC, foi administrada
diariamente a camundongos alimentados com dieta rica em lipidios, mostram sua
eficacia na dose de 25 mg/Kg (SILVA et al., 2001a). Resultado semelhante foi
observado em camundongos onde a hipercolesterolemia foi induzida pelo Triton
WR 1339 (tiloxapol, SILVA ef al, 2001b). Nossos resultados demonstraram uma
reducdo nas concentracbes plasmaticas de colesterol total em ratos aduitos
normoiipidémicos. Nossos resultados n&o permitem identificar se ocorre reducao
na absorcao, ou na formagdc de colesterol, ou aumento na sua taxa de
degradacéo.

As biguamidas, alem de diminuirem a glicemia, através do aumento na
captagao basal de glicose, causam diminuic&o nas concentragdes plasmaticas de
colesterol total, mais especificamente LDL e VLDL (RANG ef a/., 1995). Estudos
de captagé@o de glicose e das fragbes de colesterol em ratos normolipidémicos
tratados com o infuso a 5% s&o necessarios para o esclarecimento do efeito.

Ha varios relatos positivos sobre a reducédo nas concentragcoes de
triacilglicerois em coelhos, ratos e camundongos tornados hiperlipidémicos por
diferentes substancias ou dietas, tratados com diferentes produtos da sacaca
(infuso, extrato hidro-alcodlico ou t-DHC: OLIVEIRA et al, 1995; SILVA ef al.,
2001a e b). Por outro lado, Farias et al. (1996) relatam a auséncia de efeito
hipotrigliceridémico do extrato hidro-alcodlico em ratos alimentados com dieta rica
em lipidios. E, da mesma forma, ndo existem na literatura relatos onde o extrato
ou infuso obtido da sacaca, ou mesmo a {-DHC tenha sido oferecida a ratos,
camundongos ou coelhos normolipidémicos. Nossos resultados demonstraram
auséncia de efeito sobre as concentragbes sangliineas de triacilglicerdis em ratos
adultos normolipidémicos.

Ratos jovens normolipidémicos que receberam o infuso a 5% nao
apresentaram qualquer alteracéo nos parémetros avaliados. Para esta populacéo

com menor faixa etéria, a concentrac&o de infuso foi, entdo, aumentada para 10%.



Um grupo de animais jovens hiperlipidémicos também recebeu o tratamento com o
infuso a 10%.

O tratamento com o infuso a 10% de ratos ovens normolipidémicos,
nao alterou o peso corporal, ingesta alimentar ou caldrica e nem © CONsuMo
liquido. O peso do tecido hepético, das adrenais e dos paniculos adiposos das
regites epididimal, peri-renal ou mesentérica também nao foi alterado, bem como
a lipolise basal dos adipocitos isolados da regifo epididimal. O tratamento com o
infuso a 10% levou a um aumento na sensibilidade dos adipécitos isolados da
regido epididimal a adrenalina, sem apresentar qualquer alteragao significativa aos
agonistas isoprenalina, noradrenalina, BRL37344, CGP12177A ou salbutamol. A
resposta méxima destes adipocitos foi significativamente aumentada &o0s
agonistas adrenalina e salbutamol. A resposta maxima induzida peio dibutiril-
AMPc em adipdacitos néo foi alterada pelo tratamento com 0 infuso. Estes
resultados permitem concluir que o infusc, na concentracédo de 10%, oferecido acs
animais jovens, apresentou 0S MesSMos efeitos observados em ratos adultos
tratados com infuso a 5%, ou seja, alteracdes na resposta lipolitica aos agonistas
que atuam em adrenoceptores B2, sem gualquer alteracéo nas etapas pos-
receptor; porém, o efeito sobre a lipolise induzida pela adrenalina relacionado ao

es0 corporal total do rato, nesta faixa etaria, € menos evidente do que guando
comparados a ratos adultos.

As concentracdes séricas de colesterol total e suas fracgOes, de
triacilgliceréis, de glicose, de insulina e de leptina, bem como o indice aterogénico
de ratos jovens normolipidémicos nado foram alteradas pelo tratamento com ©
infuso a 10%.

A administracdo da dieta hiperlipidica a ratos jovens néo alterou o peso
corporal apesar da ingesta alimentar € caldrica deste grupo de ratos apresentar-se
significativamente inferior aquela apresentada pelo grupo normolipidémico. O
tratamento com o infuso a 10% acentuou significativamente a diminuigao na
ingesta.

A ingestdo alimentar fornece ao organismo o aporte caldrico

necessério, juntamente com micronutrientes (vitaminas e sais minerais) e
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macronutrientes (carboidratos, gorduras e proteinas), para realizar as fungbes
organicas. O comportamento alimentar trata-se de um comportamento complexo
com varios centros de controle (HALFORD & BLUNDELL, 2000 SCHWARTZ ef
al. 2000) Nossos resultados estdo de acordo com trabalhos classicos da
literatura demonstrando diminuico no comportamento alimentar quando lipidios
s&o administrados intraduodenaimente (NOVIN ef al, 1979 REIDELBERGER ef
al., 1983; GREENBERG ef a/., 1990; CARLSON, 2002). Os autores sugerem que
existem receptores de nutrientes no duodenc que enviam para o cérebro sinais
nervosos que desencadeiam a sensagao de saciedade e que este efeito acontece
ainda no periodo pré-absortivo (GREENBERG ef af., 1990).

Alem disto, um grande nimero de neuropeptideos estad envolvide no
controle que o sistema nervoso central exerce sobre a ingestdc alimentar e o
balango energetico, tais comec neuropeptideo Y, hormdnio liberador de
corticotropina, somastotatina, entre outros. Entretanto, a leptina, um horménio
sintetizado e secretado pelos adipdcitos relacionado & quantidade de lipidio
estocado, participa ativamente no sistema regulatorio do controle da ingesta
(FRIEDMAN et al, 1985, PELLEYMOUNTER ef al., 1995; MAFFEI et al., 1995
FRIEDMAN & HALAAS, 1998; AINSLIE et a/., 2000). Os ratos hiperlipidémicos,
mesmo apresentando aumento significativo no pesc de paniculo adiposo das
regides epididimal e peri-renal, ndo apresentaram qualquer alteracdo na
concentrag@o circulante de leptina. Estes dados estdo de acordo com Haluzik et
al. (2000), que demonstraram néo existir diferenca entre as concentracdes séricas
de leptina de individuos hiperlipidémicos e saudaveis.

A administragdo da dieta hiperlipidica induziu aumento significativo no
peso dos paniculos adiposos das regides epididimal e peri-renal; o tratamento com
0 infuso a 10% n&o alterou este quadro. Sabemos que o aumento no peso do
tecido adiposo esta relacionado tanto a um aumento no volume dos adipécitos
como no numero;, o estimulc para ocorrer um aumento no namero esta
relacionado ao aumento no tamanho do adipécito (BJORNTORP et a/., 1982). O
aumento no tamanho de adipdcito, por sua vez, esta diretamente relacionado ac

estoque de triacilgliceris nos adipécitos (ECKEL, 1989). Este estoque de
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triacilglicerdis  em adipbcitos  resuita principalmente do balango entre a
incorporacdo de acidos graxos livres, liberados pela hidrolise de triacilglicerois
circulantes pela enzima lipoproteina lipase nos capilares do tecido adiposo
(TASKINEN, 1987; ECKEL, 1989; OLIVECRONA ef al., 1991), e lipdlise dos
triacilglicerois estocados, estimulada pela enzima lipase sensivel a horménio, em
acidos graxos livres e glicerol (LARGE & ARNER. 1998). Estes processos regulam
o tamanho do adipdcito e sdo reciprocamente regulados, sugerindo relagéo
inversa entre atividade da lipoproteina lipase do tecide adiposo & lipase sensivel a
hormanio (PATTEN, 1970).

A lipoproteina lipase foi relacionada a patogénese das dislipidemias,
principalmente em situagdes associadas a resisténcia & insulina (PYKALISTO et
al., 1875; NIKKILA ef al, 1977; TASKINEN ef al,, 1982). Estes dados estéo de
acordo com evidéncias de que a insulina é um dos mais potentes reguladores da
lipoproteina lipase (SADUR et al,, 1982; FARESE ef al.,, 1991). Ainsulina estimula
a lipoproteina lipase do tecido adiposo por diferentes mecanismos (ONG et al,,
1988 SEMENKIVICH et al,, 1989) e caso estas acdes ndo acontegam de forma
adequada, o clearance das lipoproteinas ricas em triacilgliceréis acontecera de
forma inadequada. Panarotto et al. (2002) demonstraram que a resisténcia a
insulina afeta a expressao da lipoproteina lipase pelo tecido adiposo no periodo
pos-prandial. Este grupo também demonstrou que a lipoproteina lipase & um
determinante importanie da severidade da hipertrigliceridemia pés-prandial em
individuos ndo diabéticos com inicio de resistéencia a insulina. Lembrando que a
hipertrigliceridemia pode levar a geracéo de um padréo de lipoproteinas aftamente
aterogénico (LAASKO et al, 1990; REAVEN ef a/, 1993), estes dados
exemplificam como o tecido adiposo, através de sua producdo de lipoproteina
lipase na fase pos-prandial, pode ser o fator principal desencadeante da sindrome
de resisténcia a insulina. De fato, recentemente, Koike et al. (2004) demonstraram
que a superexpresséo da lipoproteina lipase em coelhos Watanabe transgénicos,
recuziu acentuadamente a hiperlipidemia e a obesidade.

Como em muitos destes estudos a hiperinsulinemia esta associada ao

aumento também de glicose efou lipideos, McTernan ef al. (2002) elaboraram um



86

ensaio, em humanos, onde retiraram tecido adiposo de individuos normais,
isolaram os adipbcitos e realizaram tratamento crénico destas células com
insulina. Nestes ensaios o grupo demonstrou que a exposicao prolongada (47 h)
das celulas adiposas a altas concentragfes de insulina (100 e 1.000 nmol/l), leva a
aumento na expressao da lipoproteina lipase e também na lipdlise. Come os ratos
hiperiipidémicos, de nosso estudo, apresentam hiperinsulinemia sem
apresentarem alteracdes na resposta anti-fipolitica a insulina, podemos sugerir
que o aumento no tamanho dos paniculos adiposos das regides epididimal e peri-
renal seja devido ao aumento na expressao da lipoproteina lipase destes tecidos
adiposos. Estudos de expressido desta enzima devem ser realizados para
confirmar esta hipdtese.

Em adipocitos de ratos hiperlipidémicos a lipélise basal apresentou-se
significativamente reduzida quando comparada aos ratos normolipidémicas, porém
nao houve altera¢&o na resposta maxima induzida pelo dibutiril-AMPc, indicando
que as etapas pos-receptor permaneceram intactas. Os horménios que afetam
agudamente a lipolise em adipdcitos sd3o as catecolaminas (adrenalina e
noradrenatina) e a insulina (LARGE & ARNER, 1988). A regulacdo da lipdlise
pelas catecolaminas envolve a estimulagéo da adenilato cliclase pelos subtipos B
de adrenoceptores (B, B2 e B3) e a inibicAo pelo subtipo 02-AR (LEIBEL et al.,
1988, LONQVIST et al., 1893). Além disto, mediadores paracrinos, tais como a
adenosina, apresentam potente ac&o antilipolitica {(CASTAN et al, 1994). A
adenosina endogenamente liberada se liga a receptores A1 localizados na
membrana plasmatica dos adipdcitos e inibem a adenilato ciclase, levando a uma
inibigao tonica da lipolise (HONNOR et al., 1985a,b). A desaminacio da adenosina
em iosina, pela enzima adenosina deaminase, aumenta a lipdlise em adipocitos
(HONNOR et a/., 1985a).

Em mulheres pds-menopausa, ha uma tendéncia ao ganho de peso,
principalmente na regido abdominal (HAARBO et al, 1991; LEY et al., 1992), e a
magnitude deste aumento de pesc na regifio abdominal estd correlacionada a
hipertens&o, dislipidemias e diabetes tipo 2 (LAPIDUS ef a/., 1984). Os adipdcitos
da regido abdominal s&o mais sensiveis e responsivos que os da regido glutea a



87

estimulagao B-adrenérgica da lipdlise, enquanto que 0s adipocitos da regi&o glutea
apresentam uma maior atividade da lipoproteina lipase que Os adipotcitos da
regido abdominal de mulheres mais velhas, sugerindo que ocorrem diferencas
regionais no metabolismo dos adipdcitos com a idade (REBUFFE-SCRIVE et &/,
1987 BERMAN ef al.. 1998; NICKLAS et al., 2000; FERRARA ef &/, 2002). Alem
disto, mulheres em pds-menopausa apresentam diminuicdo da lipblise basal
regional e aumento da atividade da lipoproteina lipase no tecido adiposo do que
mulheres em periodo de peri-menopausa (FERRARA et af., 2002), sugerindo que
lipdlise basal diminuida associada a alta atividade da lipoproteina lipase do tecido
adiposo podem predispor mutheres mais velhas a ganhar peso apos a
menopausa. Recentemente, Berman et al. (2004) demonstraram dque as
diferencas regionais na lipolise estimulada por B-adrenoceptores, na inibicao da
lipdlise pela adenosina e na atividade da lipoproteina lipase do tecido adipcso,
condicBes metabdlicas que predispbe mulneres mais velhas ao acumulo de
gordura na regiéo central, nao foram modificadas por tratamentos de redug@o de
peso. Estes autores sugerem que estas alteracbes ndo séo secundarias a
obesidade e sim predisponentes.

A lipolise basal é preferencialmente inibida nela adenosina. A insulina,
mesmo sendo uma potente substancia anti-lipolitica n&o afeta a lipdlise basal.
Morimoto et al. (1998), estudando adipdcitos isolados de ratos, demonstraram que
a insulina inibe somente a lipdlise induzida pelos agentes lipoliticos, tais como a
noradrenalina e o ACTH, porém nao a lipdlise basal que acontece na auséncia de
agentes lipoliticos. Como j& mencionado acima, os ratos hiperlipidémicos
apresentaram aumento no peso dos paniculos adiposos das regides epididimal e
peri-renal. Os adipécitos isolados da regiao epididimal apresentaram acentuada
reducéo na lipblise basal. Se esta inibigao é decorrente de aumento na produgao
local de adenosina ou de aumento na expressdo de receptores Al (que inibem a
adenilato ciclase) é fato a ser investigado.

Os adipocitos isolados de ratos hiperlipidémicos apresentaram
aumento significativo na sensibilidade a isoprenalina e a adrenalina sem alterag&o
de sensibilidade & noradrenalina, BRL37344, CGP12177A ou salbutamol. A
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resposta maxima foi significativamente reduzida a isoprenalina e & noradrenalina,
quando comparado aos adipocitos provenientes dos ratos normolipidémicos. O
tratamento com o infuso a 10% nac modificou nenhum dos efeitos da dieta sobre a
lipdlise dos adipdcitos isolados, exceto a resposta maxima & adrenalina gque nio
fol modificada neste grupo de animais. Estes resultados, em conjunto, nos
permitem concluir que o efeito da dieta sobre a reducdo da lipdlise basal
associada ao possivel aumento na atividade da lipoproteina lipase no tecido
adiposo, nesta regifo, pelas altas concentragfes de insulina circulante, podem
estar contribuindo de maneira importante para o aumento do peso no paniculo
adiposo epididimal dos ratos que ingeriram a dieta hiperlipidica, e que, mesmo
com aumento na sensibilidade a agonistas n&o seletivos, isoprenalina e
adrenalina, houve importante redugéo na lipélise basal e nas respostas maximas
induzidas pela isoprenalina e noradrenalina, sugerindo gue, provavelmente, a
adenosina esteja envolvida neste efeito, j& que os resultados indicam que
mecanismos pos-receptor destes adipdcitos ndo foram alterados.

A administrag&o da dieta hiperlipidica levou ao aumento significativo no
peso do tecido hepatico. Conforme descrito na introducdo desta tese, é classico o
aparecimento de esteatose hepatica em se tratando de dieta hiperlipidica. Em
nossos experimentos os ratcs jovens hiperlipidémicos apresentaram esteatose
hepatica ja em 4 semanas de ingestdo de dieta hiperlipidica. Este quadro
permaneceu inalterado apds mais duas semanas de ingestdo de dieta com ou
sem o tratamento com ¢ infuso a 10%.

Ao final do tratamento com a dieta hiperlipipidica os ratos apresentaram
aumento significativo nas concentracBes séricas de colesterol total, LDL, VLDL,
triacilglicercis e insulina. O tratamento com o infuso a 10% n&o alterou este perfil
serico. O indice aterogénico, significativamente elevado em ratos hiperlipidémicos,
permanaceu inalterado em ratos hiperlipidémicos tratados com o infuso a 10%.

A oxidagao da lipoproteina de baixa densidade (LDL), pode ser o inicio
da aterogénese (WALZEM ef a/., 1995; JIRA ef al., 1996; HOLVOET et al. 1008) e
esta diretamente relacionada com a idade (FRIEDMAN et a/., 1997). Aumenio nas

concentragbes de LDL e subseqlents aumento nas concentracdes de radicais
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livres que medeiam os danos causados pelas LDL, representam importante fator
de risco (HEISS et al., 1980; STEVENSON et al, 1993), e uma etapa importante
na patogenia da aterosclerose (STEINBERG et al., 1989).

A relacdo entre a oxidacdo da LDL e a idade & congruente com a teoria
dos radicais livres que aumeniam com a idade, causando acumulo de danos
celulares a macromoléculas tais como carboidratos, proteinas, lipidios e DNA.
Evidéncias desta hipotese sdo suportadas pelo aumento no conteudo de
malondialdeido, como medido em ensaio do dcido tiobarbitdrico, que ocorre em
cérebro de ratos com a idade e servem como marcadores de aumento do dano
oxidativo (JIRA ef al., 1896). A oxidac2o da LDL & um processo de formagéo de
radical livre no qual o acide graxo poliinsaturade da LDL pode ser degradado
através da peroxidacao lipidica para uma variedade de aldeidos e outros produtos
(ESTERBAUER ef al., 1991). O LDL oxidado pode se envolver na formagao das
células espumosas. O LDL oxidado esta modificado na sua composicac e
estrutura, tanto que pode atuar como um receptor “scavenger” em celulas
endoteliais, macrofagos, e células musculares lisas (YOUNG & McENENY, 2001).
Por outro lado, o receptor medeia a captagéo do LDL nativo, mas a captacao do
L DL oxidado ndo & diminuida por aumento nas concentracbes de colesterol
(FRIEDMAN et al., 1997; YOUNG & McENENY, 2001).

A importancia dos radicais livres mediando a oxidacdo de LDL e
levando as doengas cardiovasculares & suportada pelas propriedades preventivas
dos anti-oxidantes e de alimentos contendo anti-oxidantes. Estudos demonstraram
a eficécia na redugdo de problemas cardiovasculares com 0 Consumo de frutas,
vegetais (JOSHIPURA et al,, 1999) e de vitaminas E e A (CHERUBINI ef al., 2001;
GALE ef al., 2001; KLIPSTEIN-GROBUSCH et al., 2001; MEZZETTI ef al,, 2001).
Os efeitos preventivos das vitaminas A, C e E s8o mais eficazes quando
administrados alimentos que as contém do que quando s&o oferecidas como
suplementos (YOCHUM et al., 2000; SINGHAL et al., 2001).

Baseados nestes dados, Nakamura & Omaye (2004) estudaram a
possivel relaggo entre a idade e a oxidagéo da lipoproteina plasmatica. Estes

autores isolaram lipoproteina sanguinea de ratos com 2, 7 e 15 meses de idade e
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estudaram os efeitos das concentragbes séricas de vitaminas E e C sobre a
oxidacéo da lipoproteina plasmatica e também a capacidade antioxidante total do
soro ou da lipoproteina dos ratos em diferentes idades. Esies autores
demonstraram que com a idade ocorre redugdo significativa na concentracao de
vitamina C, produzida endogenamente a partir da glicose, através da via do acido
alicurénico (OMAYE et al., 1982), e aumento na susceptibilidade da lipoproteina &
oxidacao. Os autores sugerem gque a aumentada oxidacdo da lipoproteina em
ratos mais velhos pode ser decorrente da quantidade reduzida de LDL reciclada
pela vitamina C sérica.

Nossos resultados demonstraram que os efeitos do infuso sobre o perfil
serico dos ratos normo- ou hiperiipidémicos foi diferente quando estudamos ratos
jovens ou adultes. O tratamento com infuso foi eficaz em reduzir a concentracéo
de colesterol total em aduitos e em jovens hipercolesteroiémicos, além de evitar o
aumento no indice aterogénico observado em ratos hiperlipidémicos nao tratados.

Nao foi investigade se o infuso ou a prépria DHC apresentam
propriedades antioxidantes. Os dados obtidos nesta tese sugerem que seu efeito
hipolipidémico pode ser decorrente desta propriedade. Varias substancias de
origem vegetal apresentam efeito anti-oxidante como por exemplo a ginco bitoba
(YOSHIKAWA et al,, 1998), o boldo (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al.,, 2003) e o
alho (LAU, 2001).

Alem disto, podemos sugerir que o efeito do infuso depende da
integridade do tecido hepatico, o que n&o foi observado em ratos hiperlipidémicos.
Os artigos encontrados na literatura que relatam efeitos positivos do infuso ou
DHC em animais hiperlipidémicos n&o descrevem as possiveis alteracées

hepaticas destes tratamentos de indugao de hiperlipidemia.
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8. CONCLUSOES

Nossos resuitades mostraram gue:

1-

1-

p

O tratamento com infuso de sacaca, quando administrado a ratos
adultos, foi eficaz em reduzir as concentracbes plasmaticas de
glicose e de colesteral total. Estes efeitos nao foram observados em
ratos jovens normolipidémicos ou hiperlipidémicos.

A resposta lipolitica aos agonistas p-adrenérgicos de adipdcitos
isolados de ratos normolipidémicos foi modificada pelo tratamento
com infuso a 5% em adultos e com infuso a 10% em jovens,
apresentando aumento na participagao do adrenocceptor B2

Ratos jovens hiperlipidémicos apresentaram significativa reducéo na
lipblise basal bem como nas respostas maximas induzidas pela
isoprenalina e pela noradrenalina. Houve aumento da sensibilidade
aos agonistas isoprenaiina e adrenalina. O tratamento destes ratos,
com infuso a 10%, impediu apenas a alteragao de sensibilidade &
adrenalina.

Apods quatro semanas de ingestdo da dieta hiperlipidica, ratos
jovens apresentaram esteatose hepatica. Este quadro ndo foi
alterado quer seja pela administragéo do infuso ou dieta por mais

duas semanas.

Estes resultados permitem concluir que:

Os efeitos do infuso de Crofon cajucara variam de acordo com a
faixa etaria ou peso corporal dos ratos em estudo, e dependem da
integridade do tecido hepatico.

A indugdo de hiperlipidemia pela dieta em ratos também depende
da idade dos animais. Em ratos adultos seus efeitos s&o diferentes

dos observados em ratos jovens.
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