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RESUMO

Adrenoceptores sdo receptores de membrana que traduzem um estimulo externo,
mediado por agonistas adrenérgicos, em respostas intracelulares. O milieu lipidico da
bicamada da membrana celular oferece um ambiente dindmico perfeito para o
funcionamento destas proteinas, ¢ qualquer alteracdo em sua concentracdo lipidica e/ou
colesterolémica pode alterar este funcionamento, por proporcionar mudancgas
conformacionais nos segmentos transmembrana dos receptores.

A hipercolesterolemia ¢ apontada como sendo um importante fator na incidéncia de
diversas patologias, razao pela qual agentes eficazes na reducdo do colesterol plasmatico e
de suas conseqiiéncias tem sido intensamente investigados. Croton cajucara Benth.,
pertencente a familia Euphorbiacae, ¢ uma planta tipica da regido amazonica, conhecida
como ‘sacaca’, que ¢ utilizada, naquela regido, para o tratamento de distirbios gastricos,
hepaticos, renais, e para reduzir a concentragdo plasmatica de colesterol.

O objetivo deste trabalho foi induzir hipercolesterolemia em ratos por meio da
ingesta de dieta contendo 15% de gordura, 1,25% de colesterol e 0,5% de 4cido coélico;
analisar o efeito do tratamento com o infuso das cascas de sacaca sobre o perfil lipidico no
plasma de ratos normocolesterolémicos e hipercolesterolémicos, além de analisar a
sensibilidade ao efeito cronotropico de agonistas de B-AR em atrio direito isolado de ratos
hipercolesterolémicos, tratados ou ndo com o infuso de sacaca.

Ratos Wistar pesando até 160g, ao inicio do tratamento, foram alimentados com
dieta hipercolesterolémica durante seis semanas. ApoOs este periodo a concentracio
plasmatica de colesterol total estava significativamente elevada em comparacido aos ratos
alimentados com ragdo dieteticamente equilibrada. Nao observamos alteracdes da
concentragdo plasmatica de HDL, mas houve aumento da concentragao plasmatica de LDL,
VLDL e triacilglicerdis. Nestes animais hipercolesterolémicos, 15 dias de administracdo de
infuso de sacaca ndo levou a alteragdes nas concentracdes plasmaticas destas substancias,
exceto para a LDL, a qual reduziu significativamente, porém ndo atingindo valores
controle.

O atrio direito de ratos hipercolesterolémicos apresentou uma subsensibilidade para

os agonistas beta adrenérgicos isoproterenol e noradrenalina, a qual foi revertida pelo
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tratamento com infuso de sacaca. O nimero de receptores, verificado pelo estudo com o
agonista parcial soterenol, apresentou-se inalterado e modificagcdes da estrutura do receptor

ndo foram confirmados pelo estudo da afinidade do receptor pelo antagonista CGP20712A.
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ABSTRACT

Adrenoceptors couple adrenergic stimuli to intracellular responses. The lipid bilayer of the
cell membrane offers a dynamic environment for these proteins to function and alterations
in membranes lipid composition may facilitate conformational changes in the
transmembrane segments of these receptors. Hypercholesterolemia ia an important factor in
the incidence of several diseases, and various ways of lowering the high blood cholesterol
levels have been investigated. Croton cajucara Benth. (sacaca) is an endemic Brazilian
plant typical of the Amazon region. C cajucara belongs to the family Euphorbiaceae and is
used to treat renal, gastric and hepatic diseases, as well as diabetes and to reduce blood
cholesterol. The objective of this work was to investigate the beta adrenoceptor sensitivity
of right atria from rats fed with a rich cholesterol diet and treated with an infusion of sacaca
bark. We also evaluated the effect of this treatment on the cholesterol plasma concentration.
Male Wistar rats (250-350 g) were distributed in a normocholesterolemic group that
received a balanced diet containing 4% fat and a hypercholesterolemic group fed a
hypercholesterolemic diet. These two groups were further divided into subgroups which
received a 10% sacaca infusion or water. The rats fed the hypercholesterolemic diet showed
variations in their blood total cholesterol levels, although these were elevated in all rats.
There were no changes in the HDL and triacylglicerols levels whereas there were increases
in LDL and VLDL levels. The sacaca infusion did not alter the plasma concentrations of
these lipids, except for a reduction in LDL-cholesterol. Right atria from
hypercholesterolemic rats were less sensitive to the beta adrenergic agonists isoproterenol
and noradrenaline and this reduction was reverted by the sacaca infusion. The number of
receptors, determined using the partial agonist soterenol, remained unaltered. Similarly, and
the structure of the receptor was not affected, as shown by the unaltered affinity for the

antagonist CGP20712A.
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INTRODUCAO

Os adrenoceptores 3 sdo os primeiros elementos na cadeia de transdugdo do sinal
mediando a estimulacdo adrenérgica. No coragcdo, ¢ em condicdes fisiologicas tal
estimulacdo representa um passo chave na resposta do rendimento cardiaco a um aumento
da demanda periférica por oxigénio e nutrientes (CASTELLANO & BOHM, 1997).
Adrenoceptores pertencem a uma familia de receptores integrais de membrana, com sete
algas transmembrana, que usam proteina G ligada a uma enzima efetora para acoplar o
estimulo externo a respostas intracelulares (GREENSPAN & BAXTER, 1994). Em
coragdes humanos ha, agora, evidéncias da existéncia de quatro subtipos de adrenoceptores
B (B-AR), trés possuindo uma elevada homologia (Bi, B2 € B3-AR) e um quarto subtipo,
ainda ndo clonado, o qual foi designado provisoriamente como adrenoceptor 4 cardiaco
(KAUMANN & MOLENAAR, 1997). A principal diferenca fisiologica entre
adrenoceptores f3; e 3, reside na sensibilidade para noradrenalina. Os adrenoceptores 3; tém
aproximadamente a mesma afinidade para adrenalina e noradrenalina, enquanto ,-AR tem
muito maior afinidade para adrenalina do que para noradrenalina. Conseqiientemente, 3;-
AR podem ser estimulados pela adrenalina circulante ou noradrenalina liberada
neuralmente. Por outro lado, B>-AR provavelmente respondem a adrenalina como seu
agonista natural. Alguns autores sugeriram que [,-AR seria um receptor hormonal,
enquanto ;-AR seria um receptor neuronal (MINNEMAN et al., 1981). Contudo, ;-AR
responde tanto a estimulagdo hormonal quanto neuronal e 3,-AR s3o também ativados por
altas concentracdes de noradrenalina. Ambos adrenoceptores 3; e 3, sdo funcionalmente
acoplados a adenilil ciclase (MOTOMURA et al., 1990), e podem contribuir in vitro e in
vivo para os efeitos inotropicos e cronotropicos de agonistas beta adrenérgicos neste 6rgao.

Adrenoceptores 3 cardiacos parecem ser acoplados a proteina G sensivel a toxina
pertussis (Gj). Agonistas seletivos de adrenoceptores 3 encurtam o potencial de agdo e

. ~ . . r +
causam cardiodepressao, sugerindo acoplagem direta de uma proteina G; a um canal de K

(STROSBERG & PIETRI-RUXEL, 1996; KAUMANN & MOLENAAR, 1997).



Os supostos adrenoceptores B4 cardiacos mediariam efeitos cardio-estimulantes de
agonistas parciais ndo convencionais, como bloqueadores de alta afinidade por ;- e B2-AR,
causando efeitos agonisticos a concentragdes consideravelmente maiores que aquelas que
bloqueiam estes receptores. Os supostos adrenoceptores [4 parecem estar acoplados
positivamente a cascata dependente de AMPc e podem sofrer alguma dessensibilizagao
(KAUMANN, 1997; KAUMANN & MOLENAAR, 1997).

Foi demonstrado experimentalmente que [;-AR podem funcionar como
heterodimeros tendo dois dominios principais: dominio A (do terminal amino até o centro
da terceira alca intracelular) e dominio B (do meio da terceira alca intracelular até o
terminal carboxila). Quando sintetizados como proteinas separadas, os dominios A ¢ B
podem se associar ndo covalentemente para formar um receptor funcional. A flexibilidade
da terceira al¢a assim como o importante papel funcional desempenhado pelos terminais
amino e carboxila da terceira alga no acoplamento com a proteina G, sugerem que a
ativagdo do agonista pode envolver o movimento do dominio A em relagdo ao dominio B.
HEIN & KOBILKA (1995) acreditam que, na auséncia de agonistas ou antagonistas, estes
dois dominios sejam moveis um em relagdo ao outro. Agonistas e antagonistas
estabilizariam a associacdo dos dominios A e B, por interagirem com aminoacidos
especificos em ambos os dominios, sendo que agonistas estabilizariam um arranjo
especifico destes dominios que pode ser reconhecido pela proteina G, enquanto
antagonistas estabilizariam um arranjo que nao pode ser reconhecido pela proteina G. Na
auséncia de ligante, o receptor poderia flutuar entre a conformacao ativa e a inativa, com a
conformac¢do inativa sendo mais estavel. Esta observagdo fornece suporte a hipotese da
atividade constitucional dos receptores e de que agonistas e antagonistas podem, assim,
induzir mudancas conformacionais nos receptores. Antagonistas puros poderiam agir
bloqueando o acesso dos agonistas ao receptor, sem, contudo, alterar sua conformagao e,
desta forma permitindo um baixo nivel de ativacdo basal da proteina G pelo receptor. Em
contraste, antagonistas negativos ndo apenas bloqueariam o acesso do agonista ao receptor,
mas também induziriam uma mudanca conformacional que evitaria a ativacao basal da
proteina G (HEIN & KOBILKA, 1995).

Dessensibilizagdo ¢ um fendmeno bioldégico muito comum onde a resposta a

estimulos diminui, apesar da continua presenca de estimulo de intensidade constante. Trés



processos estdo associados com o desenvolvimento de dessensibilizagdo de J
adrenoceptores: 1-um rapido desacoplamento do receptor de suas unidades efetoras através
de sua fosforilagao por diversas quinases, incluindo proteina quinase A (PKA) e quinase do
adrenoceptor beta (BARK); 2-seqliestro do receptor para o interior celular, o qual envolve,
provavelmente, alguma mudanca conformacional no préoprio receptor, possivelmente
facilitada por fosforilagdo, mas independentemente desta. Esta internalizagdo pode ser
irreversivel mas freqiientemente é reversivel e o receptor retorna a superficie da membrana;
3-downregulation, a qual demora diversas horas para ocorrer e resulta em uma diminuigao
do ntimero de receptores na membrana por sua destruicdo pelos lisossomos (COLLINS et
al., 1990; BUNEMANN et al., 1999). Assim, ativacdo do receptor pelo agonista resulta em
aumento da concentragdo intracelular de AMPc que ativa a PKA, fosforilando o receptor
ocupado pelo agonista. Isto faria com que o receptor desviasse sua acoplagem para uma
proteina G; (DAAKA et al., 1997). Logo, ap6s exposicao prolongada a altas concentragdes
de catecolaminas ocorreria dessensibilizagdo da adenilil ciclase (STROSBERG, 1995;
CASTELLANO & BOHM, 1997; BUNEMANN et al., 1999).

Ambos, B; e P2-AR possuem sitios de fosforilagio em seus dominios
citoplasmaticos, os quais sdo reconhecidos por duas diferentes quinases: PKA e BARK. A
primeira enfraquece a habilidade do receptor ativar G, enquanto a segunda fosforila apenas
os receptores ocupados por agonista (dessensibilizagdo homodloga). O processo ¢ rapido e
resulta na fixacdo de uma proteina citoplasmatica, a [ arrestina, ao receptor, resultando em
desacoplamento do B-AR de G; (CASTELLANO & BOHM, 1997).

Os trés subtipos de B-AR ndo sdo igualmente sensiveis a dessensibilizagdo. O ;-
AR, o qual possui poucos sitios de fosforilagdo e faltam os residuos de tirosina implicados
na downregulation dos B,-AR, é menos sensivel do que o ,-AR para ambos os tipos de
dessensibilizagdo (a curto e longo prazo). J4 o subtipo B3-AR ¢ quase completamente
resistente a dessensibilizacdo a curto prazo, primariamente porque este receptor nao sofre
fosforilacdo induzida por PKA ou PBARK, devido a auséncia das seqiliéncias-alvo
identificadas no subtipo 3,-AR (STROSBERG, 1995).

Além disso, adrenoceptores ; € B, sdo muito susceptiveis a oxidagdes através de

peroxidos, pois possuem os residuos extracelulares que sdo atacados por estes oxidantes.



Adrenoceptores B3, por sua vez, ndo sdo tdo susceptiveis assim, podendo representar um
“seguro contra falhas” dos outros beta-adrenoceptores (WHALEN & LEWIS, 1999).

Alguns autores propuseram que a atividade do sistema [-AR/adenilil ciclase
(BAR/AC) seria dependente da composi¢do lipidica da membrana, e que esta seria
influenciada pela dieta lipidica (LURIE et al.,, 1985; PATTEN et al, 1989;
GUDBJARNASON & BENEDIKTSDOTTIR, 1996). O efeito de dieta lipidica no sistema
sinalizador transmembrana, em corag¢do, ¢ de particular importdncia na arritmogénese
cardiaca. Este efeito arritmogénico poderia, em parte, ser devido a alteragdes na
composi¢ao colesterolémica da membrana, as quais poderiam influenciar a atividade do
sistema BAR/AC e, subseqlientemente, as respostas inotrdpica e cronotrdpica do coracao,
sob influéncia simpatica (PATTEN et al., 1989). No entanto, a resposta dos tecidos a
estimulagdo adrenérgica ¢ resultado de uma cadeia de eventos e, o passo desta seqiiéncia
que estaria alterado pela hipercolesterolemia ndo estd claramente definido (MOKLER et
al., 1985).

Membranas celulares sdo compostas principalmente de proteinas e lipideos polares,
como glicerofosfolipideos e glicoesfingolipideos, além de esterdis, os quais formam a
matriz da bicamada. O ambiente lipidico dentro da bicamada consiste de esterdis e das
cadeias de acidos graxos destes fosfolipideos, mas a composi¢ao deste meio ¢ variavel e
pode ser significativamente alterada pela dieta, pela idade e pela agdo de diversos
hormonios (PATTEN et al., 1989; FIELD et al., 1990). A bicamada lipidica da membrana
celular oferece um ambiente dindmico para o funcionamento de enzimas, canais idnicos e
receptores, de modo que mudangas na composi¢ao lipidica das membranas podem causar
alteracdes em suas fungdes. As células podem controlar a absor¢do lipidica em suas
membranas, alterando sua composi¢cdo e, desta forma, a organizacdo dos componentes
lipidicos, modulando o microambiente das proteinas de membrana. Assim, as mudangas no
ambiente lipidico da membrana podem facilitar mudangas conformacionais nos segmentos
transmembrana do receptor, liberando ou obstruindo sitios de fixa¢ao do ligante no receptor
(GUDBJARNASON & BENEDIKTSDOTTIR 1996). Logo, o aumento ou a diminui¢io da
propor¢do de colesterol da membrana pode afetar grandemente a atividade de algumas
proteinas transmembrana e, consequentemente, o funcionamento do 6rgdo. (LURIE et al.,

1985; BRODERICK et al., 1989).



O metabolismo de colesterol ¢ regulado e influenciado por diversos fatores. Dentre
eles encontram-se a ingesta alimentar, os hormonios tireoideanos, os estrogenos, as beta-
endorfinas e a insulina. Os hormoénios tireoideanos e os estrogenos exercem um efeito
redutor do colesterol; a deficiéncia de insulina promove aumento na concentragdo sérica de
colesterol. Também a melatonina influencia o metabolismo de colesterol por promover a
liberacdo de hormodnios tireoideanos, insulina e beta-endorfinas (SANDYK &
AWERBUCH, 1994). Estudos recentes também mostram uma ligagdo do metabolismo de
colesterol a serotonina cerebral, um neurotransmissor regulado pela melatonina, e que
poderia funcionar como mediador dos efeitos desta sobre o colesterol. Assim, a
hipercolesterolemia pode ser originada por diversos fatores e caracteriza-se por defeitos do
metabolismo de lipoproteinas, constituindo-se o principal fator de risco para doengas
cardiovasculares (LURIE et al., 1985; MOKLER et al., 1985; GRUNDY & BEARN, 1988;
MARINETTI, 1990; RUBATTU et al., 1993; WALD & LAW, 1995; DANEV et al,
1997), por promover alteracdes na contratilidade cardiaca e na responsividade vascular
(MOKLER et al., 1985). Estudos indicam que hipercolesterolemia ¢ capaz de alterar a
responsividade vascular a intimeros agentes vasoconstritores. Aumentadas respostas
pressoras a noradrenalina foram demonstradas em vasos sangiiineos isolados e perfundidos
com plasma hipercolesterolémico, bem como in vivo, em animais hipercolesterolémicos
(BLOOM et al., 1975; MOKLER et al., 1985).

O sistema nervoso simpatico (SNS), por sua vez, também parece ser grandemente
influenciado pela ingesta alimentar. Evidéncias experimentais indicam que a atividade do
sistema nervoso simpatico pode se alterar rapidamente em fun¢do do estado dietético do
animal, onde jejum pode suprimir sua atividade enquanto dietas ricas em gorduras e
carboidratos podem aumentd-la (CRANDALL et al, 1983; KAUFMAN et al, 1991),
podendo a insulina constituir o elo de ligagdo entre a captacdo dos nutrientes da dieta e a
atividade simpatica. Insulina possui também importante papel na sintese enddgena de
colesterol, visto ser sua principal moduladora pela ativagdo da enzima chave da sintese de
colesterol (MARINETTI, 1990). Foi proposto que a resisténcia a captagdo de glicose
estimulada por insulina e hiperinsulinemia compensatoria resultam em dislipidemia e
hipertensao (BONAA & ARNESEN, 1992). Especificamente, apos 48h de jejum ocorre

diminuicdo da atividade do sistema nervoso simpatico no corag¢do € no pancreas, enquanto



alimentos caloricos promovem aumento (CRANDALL et al., 1983). Regimes dietéticos
resultando em diminui¢do do peso corpdéreo causam aumento do tonus parassimpatico.
Assim, aumentados niveis de lipideos plasmaticos correlacionam-se com um tonus
simpatico cronicamente aumentado (DANEV et al., 1997).

O mecanismo que embasa a associagao entre lipideos sangliineos e freqiiéncia
cardiaca pode estar sob influéncia do sistema nervoso autondmico. A atividade do sistema
nervoso simpatico estd aumentada em alguns individuos com hipertensdo essencial, o que
também influencia a atividade cardiaca (KAUFMAN et al., 1991; CASTELLANO &
BOHM, 1997). Freqiiéncia cardiaca elevada é freqiientemente observada em individuos
hipertensos, os quais possuem também alteragdes nas concentragdes plasmaticas de lipideos
(BONNA & ARNESEN, 1992; WANNAMETHEE & SHAPER, 1994; MA et al., 1996,
DANEV et al., 1997). Assim, alteracdes na atividade do SNS que resultam em elevada
freqliéncia cardiaca e/ou elevada pressdo arterial podem ser favoraveis a ocorréncia de
arritmias, com conseqiiente progressao para fibrilacdo ventricular, uma causa comum de
morte cardiaca subita.

H4 também evidéncias que mecanismos adrenérgicos podem influenciar o
metabolismo lipidico e energético, pois catecolaminas sdo os mais importantes hormonios
que estimulam agudamente a degradagdo dos estoques de triacilglicer6is a acidos graxos e
glicerol, ¢ modulam o metabolismo lipoproteico. Estimulacdo de adrenoceptores o,
resultante de aumentada atividade nervosa simpatica, pode induzir mudangas no tonus de
esfincteres pré-capilares, diminuindo assim a oferta de lipoproteinas ricas em
triacilglicerdis para a agdo da lipase endotelial, o que resulta em diminui¢ao do catabolismo
de VLDL e da sintese de HDL (BONAA & ARNESEN, 1992). E possivel que mudangas
na atividade simpdtica, induzidas por dieta, possam justificar a relacdo entre freqiiéncia
cardiaca e concentragdo sangiiinea de lipideos. Elevada freqiiéncia cardiaca, refletindo
aumentada atividade nervosa simpatica, pode desempenhar importante papel no
desenvolvimento de aterosclerose através dos lipideos sangiiineos e da pressdo arterial,
além de ter importante e mais direto papel na ocorréncia de mortes subitas cardiacas,
contribuindo para o grande numero de obitos relacionados a estes fatores (RUBATTU et
al., 1993; WANNAMETHEE & SHAPER, 1994; KOSKINEN et al., 1995). Um estudo

realizado em homens brancos e sauddveis demonstrou que a freqiiéncia cardiaca



correlaciona-se positivamente com niveis séricos de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e inversamente com lipoproteinas de alta densidade (HDL) (BONAA & ARNESEN,
1992). Além disso, existe um complexo cross-talk entre receptores 3 adrenérgicos, que
promovem vasodilatagdo, e receptores de LDL, visto que um aumento nos niveis de AMPc
resulta em elevada expressdo de receptores de LDL. Estudos em porcos com niveis
elevados de colesterol (dez vezes superior ao dos animais controle) mostraram que $-AR
diminuiram em torno de 30% nas membranas plasmaticas cardiacas. Contudo, foi
demonstrado que a vaso-regulacao esta alterada a concentragdes séricas de LDL muito mais
baixas, e que a leve oxidagdo desta lipoproteina, modificando o funcionamento dos B-AR,
conduz a alteracdes da atividade vasomotora (BREHM et al., 1998).

GANGULY (1991) observou que alteragdo na concentragdo plasmatica de
noradrenalina sugere modificacdes na atividade simpdtica, apds o aumento da carga de
trabalho imposta ao coragdo por constrigdo aortica. Este efeito foi associado com
aumentado nivel de adrenolutina e aumento do numero de receptores adrenérgicos
presentes no miocardio, mas com diminui¢do da responsividade aos agonistas adrenérgicos.
Este autor sugere que os radicais livres, gerados durante a oxidagdo das catecolaminas
derivadas da persistente ativacdo simpatica, possam promover alteragdes no funcionamento
dos B-AR ou mecanismos pds-receptor.

Como o colesterol plasmatico tem sido implicado como um dos importantes fatores
na incidéncia de doengas cardiovasculares e na hipertensao, isto tem gerado uma busca por
formas efetivas de diminuir seus niveis plasmaticos objetivando a reducdo na incidéncia
destas doencas na sociedade. Agentes hipocolesterolémicos, de origem natural ou sintética,
além de uma re-educagdo alimentar, com consumo de gorduras e proteinas de fontes
vegetais, bem como dietas com alta quantidade de fibras efetivas na reducao dos niveis de
colesterol plasmatico tém sido valorizadas (GRUNDY & BEARN, 1988; MARINETTI,
1990; MARFO et al., 1990; FARIAS et al., 1996).

A Croton cajucara Benth. é uma planta tipicamente brasileira, da regido amazonica,
sendo citada como espécie medicinal no Acre e Amazonas (DI STASI et al., 1989).
Pertence a familia Euphorbiaceae, e vem sendo comercializada em feiras livres, em Belém
do Para, para o tratamento de variados sinais e sintomas. E conhecida com o nome de

“sacaca”, que significa “feitico” (SIMOES, 1979). Extratos de folhas e cascas de C.



cajucara sao utilizadas no tratamento de distarbios renais, gastricos, hepdaticos, no
tratamento de diabetes e também para reduzir o colesterol sangiiineo (VAN DER BERG,
1982; ITOKAWA et al., 1989; KUBO et al., 1991; FARIAS et al., 1996). Além disso, o
cha das cascas de sacaca ¢ tido como auxiliar no tratamento da malaria, diabetes,
inflamacao do figado, vesiculas e rins (VAN DER BERG, 1982). O cha das folhas ¢
utilizado pelos indios Tenharins (Humaitd-AM) contra dores de estdmago, febres, ictericia
e maléria. Além disso, trata-se hepatite incluindo-se folhas de meldo de Sdo Caetano ou
Mormodica charantia L. no preparo do cha de sacaca (DI STASI et al., 1989).

Além disso, certas substancias extraidas desta planta apresentaram atividades anti-
inflamatérias, antinociceptivas, significante efeito hipoglicémico em ratos diabéticos
induzidos por aloxano, atividade anti-ulcerogénicos e, mais recentemente, estuda-se sua
possivel atividade antitumoral (CARVALHO et al., 1996; FARIAS et al., 1997, MACIEL
et al., 2000).

Os objetivos do nosso trabalho foram induzir hipercolesterolemia em ratos, por
meio da ingesta de dieta contendo 15% de gordura, e analisar o efeito do tratamento com o
infuso de cascas de sacaca sobre o perfil lipidico plasmatico destes animais. Analisamos
também a sensibilidade ao efeito cronotropico de agonistas de adrenoceptores 3 do atrio

isolado de ratos hipercolesterolémicos, tratados ou nao com infuso de sacaca.



FIGURA 1b - As cascas do caule C. cajucara.



OBJETIVOS

Induzir hipercolesterolemia em ratos por meio da ingesta de dieta

hipercolesterolémica;

Analisar o efeito do tratamento com o infuso das cascas de sacaca sobre o perfil

lipidico no plasma de ratos normocolesterolémicos e hipercolesterolémicos;
Analisar a sensibilidade ao efeito cronotropico de agonistas de B-AR em atrio

direito isolado de ratos normocolesterolémicos e hipercolesterolémicos, tratados ou nao

com o infuso de sacaca.
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METODOLOGIA

1. Preparo do infuso a partir das cascas de sacaca

As cascas de sacaca foram adquiridas em Belém do Pard e moidas na Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Unicamp para serem acondicionadas a vacuo, em embalagem
inviolavel, e armazenadas em temperatura ambiente, até o momento do uso. As cascas de
Croton cajucara foram coletadas em uma plantagdo experimental em Benfica, proxima a
Belém do Par4d. Uma amostra foi identificada por Nélson A. Rosa e depositada no herbario
do “Museu Paraense Emilio Goeldi” sob niimero 247.

O infuso das cascas de sacaca a 10% foi preparado, diariamente, misturando-se 10 g
do p6 das cascas de sacaca em 100 mL de dgua fervente. A mistura foi tampada e deixada
em contato durante 20 minutos. Em seguida, escorriam-se as goticulas contidas na tampa de
vidro para o infuso, pois estas contém o 6leo com o principio ativo da planta, e processava-
se a filtragdo do infuso, fazendo-o passar através de filtro de papel. Este infuso foi

fornecidos ad libitum a cada rato, em substituicao a agua de beber, durante 15 dias.

2. Animais

Utilizamos ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus, var. albina, Rodentia,
Mammalia, S.P.F.), com idade de 6, 10 e 12 semanas, os quais foram fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Estadual de Campinas e pela Anilab-Centro de Criagao e
Fornecimento de Animais de Laboratdrio, sendo mantidos no biotério do Departamento de
Fisiologia e Biofisica do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas, pelo
menos por uma semana antes do inicio do tratamento.

Os animais foram alojados, a partir da décima semana, em gaiolas metabodlicas
individuais para controle de ingesta alimentar e hidrica. A sala era dotada de controle de
temperatura, a qual era mantida constante (22 + 2°C) e do ciclo claro-escuro de 12/12

horas, com o ciclo claro iniciando-se as 6:30 horas.
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O peso corporal dos animais foi avaliado semanalmente para determinar suas

alteracdes com relacdo a ingesta alimentar e/ou ao efeito do infuso de sacaca.

3. Grupos experimentais e tratamento

3.1. Animais Normocolesterolémicos (N)

Entre dez e doze semanas de idade os animais foram pesados e continuaram a
receber como alimento ra¢do balanceada para roedores, Marca Purina, contendo 4% de
gordura. Diariamente foi avaliado o consumo de ragdo e liquido ingerido pelos animais, que

tinham acesso livre a 100 g de ragdo/dia e 100 ml de 4gua ou infuso/dia.

3.2. Animais Hipercolesterolémicos (H)

Os animais deste grupo, ao completarem seis semanas de idade foram pesados e, em
seguida foram distribuidos em gaiolas coletivas (trés animais por gaiola) onde passaram a
receber uma dieta especialmente preparada para induzir concentragdes plasmaticas elevadas
de colesterol, sob marca Purina (racao # 5001) e fabricada por Dyets Inc. (2508 Easton
Avenue, P.O. Box Bethlehem, PA 18017). Esta dieta contém 15% de gordura proveniente
de manteiga de cacau, 1,25% de colesterol e 0,5% de 4cido colico (PAIGEN et al., 1987).
Acido célico é sintetizado no figado a partir do colesterol, sendo um dos componentes
primarios dos 4acidos biliares que atuam na emulsificacdo dos lipideos, facilitando sua
digestdo e, conseqiientemente, sua absorcao.

Quatro semanas apoOs o inicio deste tratamento, ao completaram 10 semanas de
idade, catorze animais permaneceram em jejum por 16 horas. Ao término deste periodo
foram anestesiados com pentobarbital sédico (60 mg/Kg, i.p.) para retirada de uma amostra
de sangue, por pun¢do cardiaca, para avaliagdo da concentracdo plasmadtica de colesterol
total, HDL, LDL, VLDL e triacilglicerdis, sendo posteriormente reincorporados aos seus
respectivos grupos. A partir da décima semana de idade os ratos redistribuidos em quatro
grupos de acordo com o liquido que receberam para beber.

Assim, 0s grupos experimentais se delinearam da seguinte forma:

12



Normocolesterolémico-Agua (NA): animais normocolesterolémicos que receberam agua

para beber;

Normocolesterolémico-Infuso (NI): animais normocolesterolémicos que receberam o

infuso de sacaca a 10% diariamente, em substituicao a agua;

Hipercolesterolémicos-Agua (HA): animais onde a hipercolesterolemia foi induzida pela

dieta e que receberam agua para beber;
Hipercolesterolémicos-Infuso (HI): animais onde a hipercolesterolemia foi induzida pela
dieta e que a agua de beber foi substituida por infuso das cascas de sacaca a 10% oferecido

diariamente.

Delineamento experimental:

GRUPO/IDADE 6* a 10* semana 11% e 12* semana Final da 12?

semana

Normocolesterolémicos

NA Dieta 4% gordurat+agua Dieta 4% gordura+agua

NI Dieta 4% gordurat+agua Dieta 4% gordura+infuso 10%
Hipercolesterolémicos Coleta de dados

HA Dieta 15% gordura+agua Dieta 15% gordura+agua

HI Dieta 15% gordura+dgua Dieta 15% gordura+infuso 10%
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4. Coleta de sangue para avaliacdo das concentracoes plasmdticas de indicadores do

metabolismo lipidico

Quando os animais completaram 12 semanas de vida, no 14° dia de tratamento com
o infuso das cascas de sacaca, a ragao foi retirada e os animais foram mantidos em jejum,
durante 16 horas. Todos os animais do estudo (normocolesterolémicos dgua ou infuso e
hipercolesterolémicos agua ou infuso) tiveram tratamento semelhante.

Na manha do 15° dia os ratos foram anestesiados com pentobarbital sodico (60
mg/Kg; i.p.). Apés 45 minutos, tempo necessario para o efeito do anestésico, foi realizada a
coleta de cerca de cinco ml de sangue, por puncdo cardiaca, com seringa descartavel e
agulha hipodérmica 30x8. O sangue foi, em seguida, centrifugado (2500 rpm por 10 min) e
o soro obtido armazenado em geladeira ou freezer a -20°C até a dosagem de colesterol
total, HDL e TAG. Os valores de LDL e VLDL foram obtidos indiretamente a partir da
formula de FRIEDEWALD (1972).

5. Avaliacdo das concentragoes plasmaticas

5.1. Analise do colesterol plasmatico

Os niveis plasmaticos de colesterol total foram avaliados por colorimetria através da
utilizagdo de kit para dosagem de colesterol (Laborlab). O método se baseia em uma reacao
enzimatica-colorimétrica utilizando-se as enzimas lipase, colesterol oxidase e a peroxidase,

para determinag@o do colesterol no plasma ou no soro.

5.2. Analise dos triacilglicerois

Os niveis plasmaticos de triacilglicerdis foram avaliados por colorimetria,
utilizando-se kit para dosagem enzimatica (Laborlab). O método possui o seguinte
fundamento: a hidrolise dos triacilglicerdis ¢ catalisada por uma lipase que induz a
producao de glicerol e acidos graxos livres. O glicerol gerado ¢ posteriormente fosforilado

por adenosina 5-trifosfato em presenca de gliceroquinase, resultando em glicerol-3-fosfato.
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Este, por sua vez, sofre uma oxidagao catalisada pela enzima L-glicerol-3-fosfato oxidase
produzindo dgua oxigenada. Um intenso cromogeno vermelho ¢ produzido pela peroxidase
que catalisa a copulagdo oxidativa da 4-aminoantipirina e 2-hidroxi-3,5-

diclorobenzenosulfonato de sddio com agua oxigenada.

5.3. Lipoproteinas

Os niveis plasmaticos de HDL foram avaliados por espectrofotometria utilizando-se
um kit de dosagem (Laborlab) de HDL colesterol precipitante. A lipoproteinas de alta
densidade (HDL) sdo separadas seletivamente, por precipitacao, das de baixa e muito baixa
densidade (LDL e VLDL, respectivamente), usando-se o sulfato de dextran em presenca de
ions Mg2+.

Apos a obtengdo direta dos valores de HDL calculamos os niveis de LDL e VLDL a
partir da formula de FRIEDEWALD (1972), onde:

VLDL colesterol (mg/dL) = triacilglicerdis (mg/dL) / 5;
LDL colesterol (mg/dL) = colesterol total — (HDL colesterol + VLDL colesterol)

Todas as leituras foram realizadas em espectrofotdmetro com comprimento de onda

(A) =505 nm.

6. Isolamento do Atrio Direito

6.1. Preparo do Atrio Direito Isolado

Para o estudo da sensibilidade as catecolaminas em atrio isolado, os animais foram
sacrificados por imediata seccdo dos vasos e coluna cervical. O torax foi aberto
(laparotomia mediana), o coracdo rapidamente removido e o atrio direito isolado,
assegurando-se a integridade do nodo sino-atrial. Em seguida, este atrio foi preparado para
registro isométrico de suas contragdes espontaneas, sob tensdo diastdlica de 0,5g, em uma

cuba para o6rgdo isolado contendo 20 mL de solugdo fisioldgica de Krebs-Hanseleit
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(BASSANI & DE MORAES, 1988) com a seguinte composi¢ao quimica em milimolar:
NaCl: 115; KCI: 4,6; CaCl,.H,O: 2,5; KH,PO4: 1,2; MgS04.7 H,O: 2,5; NaHCOs: 25;
glicose: 11; acido ascorbico: 0,11. O 4cido ascorbico adicionado a solugdo tem a finalidade
de reduzir a oxidagdo das catecolaminas durante a obtengdo das curvas concentragao-efeito.

Para registro das contragdes espontaneas foi utilizado um transdutor isométrico de
tensdo Narco BioSystem (modelo F-60), conectado a um poligrafo Narco Bio-System
(modelo DMP-4). As preparagdes foram incubadas até obten¢do de uma freqiiéncia estavel
de batimentos espontineos, determinada por flutuagdes de freqiiéncia menores que 5
batimentos por minuto (bpm), durante um intervalo de 15 minutos. A solucao fisiologica de
incubacdo foi mantida a uma temperatura de 36,5 + 0,1°C, com o auxilio de uma bomba de
perfusio (Etica Equipamentos Cientificos S.A.), e saturada com mistura carbogénica (95%
de O, e 5% de CO,). Além disso, durante o periodo de incubagdo, a solu¢do de Krebs-
Hanseleit foi substituida a cada 15 minutos.

Os atrios que apresentaram irregularidades ritmicas ou ndo estabilizaram sua

freqiliéncia apos 60 minutos de incubagdo foram descartados.

6.2. Obtengdo da Curva Dose-Resposta

As curvas dose-resposta (CDR) foram obtidas pelo método cumulativo, com
incrementos sucessivos de 0,5 unidade logaritmica na concentragdo molar de agonista
(VAN ROSSUM, 1963). A resposta maxima foi determinada quando trés concentragdes
sucessivas crescentes do agonista ndo determinaram alteragdo da resposta obtida com a
concentragcdo imediatamente anterior.

A sensibilidade do atrio direito foi avaliada pela determinacdo do valor pD; de cada
agonista de adrenoceptores, correspondente ao logaritmo negativo da concentragdo molar
do agonista que determina uma resposta igual a 50% da resposta maxima (ECs), em cada
experimento.

Os agonistas adrenérgicos utilizados foram o isoproterenol (Bi, P2, B3 e Pa)
(MOTOMURA et al., 1990), a noradrenalina (3, B3 € Bs4) € o soterenol (MINNEMAN et
al., 1981).
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7. Pré-tratamento farmacoldgico in vitro do tecido atrial

Nos experimentos farmacoldgicos, no qual se utilizou antagonista 3 adrenérgico,
antes da obteng¢do da CDR, as preparacdes foram submetidas a tratamento farmacologico.
Este tratamento teve por objetivo produzir inibicdo dos mecanismos de recaptagdo neuronal

e extraneuronal, assim como bloqueio dos receptores a adrenérgicos e muscarinicos.

7.1. Inibicdo dos Sistemas de Captag¢do Neuronal e Extraneuronal

A inibicdo do sistema de captacdo extraneuronal foi realizada pela adi¢do de
fenoxibenzamina (10 uM) ao liquido de incubagdo. A fenoxibenzamina promove a inibi¢ao
do sistema de captagdo extraneuronal e recaptacdo neuronal (IVERSEN & WILSON, 1972;
BRYAN et al., 1981), bloqueio dos adrenoceptores oo (BESSE & FURCHGOTT, 1976;
BRYAN et al, 1981) e dos receptores colinérgicos muscarinicos (FURCHGOTT &
BURSZTYN, 1967).

A fenoxibenzamina permaneceu em contato com a preparacao por 30 minutos e,
apos este periodo, o liquido de incubagdo foi substituido, sendo ainda renovado a cada 10
minutos até o retorno de uma freqiiéncia proxima a inicial.

Para garantir o bloqueio do processo de captacdo extraneuronal, apos a estabilizacao
da freqiiéncia de batimentos espontaneos, foi adicionada corticosterona (10 uM) a
preparagao por cerca de 10 minutos, antes da realizacdo da curva concentragdo-efeito, a
qual permaneceu em contato com a prepara¢ao durante todo o processo. A corticosterona ¢
um potente inibidor do mecanismo de captacao extraneuronal (IVERSEN & SALT, 1970;
BONISCH & TRENDELENBURG, 1974).

7.2. Pré-Tratamento com Antagonista

Ap6s a inibi¢do dos sistemas de captagdo neuronal e extraneuronal realizou-se uma
incubacdo com 30 mM de CGP20712A, um antagonista adrenérgico seletivo J;
(KAUMANN, 1986) juntamente com corticosterona previamente adicionada com o pré-

tratamento (10 uM) em 20 ml de solugdo fisioldgica por um periodo de uma hora e, ao
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término deste periodo, repetindo-se o procedimento. Ao final de duas horas de incubagao
foi obtida uma CDR a isoprenalina em meio contendo antagonista. A concentragdo de
CGP20712A usada foi aquela na qual sua interagdo com o adrenoceptor 3; possui altissima

afinidade e apenas minimas interagdes a outros sitios (ZANESCO et al., 1996).

7.3. Determinagao do valor pKg do CGP20712A4

A determinacdo do valor pKg (definido como o logaritmo negativo da constante de
equilibrio de dissociagdo do complexo antagonista-receptor) do CGP20712A foi realizada
utilizando-se o método de SCHILD (SCHILD, 1947; ARUNLAKSHANA & SCHILD,
1959). Apods a realizagdo do tratamento farmacologico completo, foram obtidas curvas
dose-resposta para o isoproterenol, na presenca e na auséncia de CGP20712A a 30 nM.

ApoOs a obtencdo das curvas, foram calculadas as razdes das concentragdes
equiefetivas (DR), a partir da ECsy (pD> = - log ECso) do agonista, na presenca e na
auséncia do antagonista. A partir deste resultado a constante do equilibrio de dissocia¢do
para a interacdo do antagonista com o receptor, K, foi determinada usando-se o método de

BESSE & FURCHGOTT (1976):

Kz=/B]/(DR-1)

onde [B] indica a concentracio molar do antagonista, apresentado como logaritmo

negativo, ou pKg.

8. Anadlise Estatistica

A partir dos dados individuais foram calculados as médias e seus respectivos erros
padrdes.

A comparagdo das concentragdes plasmaticas de colesterol total, suas fracdes e do
triacilglicerol entre os diferentes grupos foi feita por meio de Analise de Variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Valores de P menores ou iguais a 5% foram aceitos

como indicativos de diferengas estatisticamente significativas. O método paramétrico foi

18



utilizado apos aplicagdo do teste de Kolmgorov-Smirnov, o qual nos indicou que os dados
apresentavam distribuicdo gaussiana normal. Entretanto, utilizamos o teste ndo-paramétrico
de Kuskal-Wallis para identificarmos a mediana e certificarmos a significancia de P.

Andlise de regressdo ndo-linear usadas para determinar os valores pD, e para a
confecgdo das curvas concentragcdo-efeito foi realizada através do software Graph-Pad
Prism (GraphPad Software, San Diego, CA), com valores para resposta na auséncia de
agonista iguais a zero.

Andlise de Variancia seguida de teste de Tukey foi utilizada para comparar a
freqliéncia inicial de batimentos espontaneos, respostas maximas e valores pD; entre os

grupos.

9. Farmacos e reagentes

Anestésico: Hipnol (pentobarbital sédico), marca Fontoveter — Divisao Veterinaria
de Cristalia — Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda;

Kits para andlise de glicose, triacilglicerdis, colesterol total e HDL colesterol da
marca Laborlab S/A Produtos para Laboratorio;

Cloridrato de isoproterenol [(4)-isoproterenol. HCI], bitartarato de noradrenalina
[(#) arterenol] e corticosterona Sigma Chemical Company — Sigma-Aldrich Quimica do
Brasil Ltda;

Cloridrato de soterenol [soterenol. HCI] fabricada por Bristol-Myers Co.
Evansville, Indiana 47721.

Hidrocloreto de fenoxibenzamina ¢ CGP207124 metanosulfonato de marca
Research Biochemicals International (RBI/Sigma), Natick, Massachussetts 01760-2447;

Todos os sais utilizados para o preparo da solugdo fisiologica foram de padrao
ACS.

As solugdes estoques foram preparadas em solugdo aquosa de acido ascorbico a 2%
e armazenadas a —20°C, por no maximo sete dias. A fenoxibenzamina e a corticosterona
foram preparadas em etanol absoluto e armazenadas a mesma temperatura, por até 30 dias.

As diluicdes para as curvas dose-resposta foram feitas em solucdo de Krebs-

Henseleit imediatamente antes do uso, e descartadas em seguida.
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RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta os pesos corporais dos ratos. Na 6* semana de vida, quando se
iniciou o experimento, as médias dos pesos dos ratos dos grupos experimentais nao
diferiram entre si. A partir desta idade, os ratos passaram a receber dieta balanceada com
4% de lipideos (normocolesterolémicos) ou dieta rica em colesterol (hipercolesterolémicos)
até completarem dez semanas. Neste periodo de quatro semanas, o ganho de peso foi
similar entre os animais normocolesterolémicos e hipercolesterolémicos. Assim sendo, na
10* semana de vida, antes do inicio do tratamento com o infuso da sacaca a 10%, os pesos
destes animais ndo foi diferente daqueles dos ratos hipercolesterolémicos. Os ratos
normocolesterolémicos e hipercolesterolémicos, que receberam agua para beber (NA e
HA), continuaram a ganhar peso nas duas semanas seguintes, de modo que seus pesos
corporais ndo foram estatisticamente diferentes ao final da 12* semana de idade. O mesmo
ocorreu com 0s ratos que receberam racdo hipercolesterolémica e foram tratados com o
infuso de sacaca a 10% (HI). Entretanto, ratos normocolesterolémicos que beberam infuso
de sacaca a 10% (NI) apresentaram ganho de peso menor que os demais grupos.

Foi avaliado também o aspecto macroscopico do figado e observamos que houve
um aumento significativo no peso do figado dos animais hipercolesterolémicos (Tabela 1).
Este 6rgao apresentava coloracdo esbranquigada, com pontos escuros, sugerindo esteatose
hepatica. A administracao do infuso nas duas concentracdes diferentes, durante 15 dias, ndo

propiciou a reversao deste quadro (Figura 2).
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TABELA 1 - Evolug¢do do peso corporal de ratos normocolesterolémicos que beberam

agua (NA), normocolesterolémicos que beberam infuso de sacaca a 10% (NI);

hipercolesterolémicos que beberam agua (HA) e hipercolesterolémicos que beberam infuso

de sacaca a 10% (HI) e peso hepatico ao final do experimento.

Grupo\ldade 6 semanas (g) 10 semanas (g) A 12 semanas (g) \v4 Figado (g)
NA 158+3 (9) 26945 (18) 41,3 306+8°(17) 12,1 8,910,3 (19)
NI 147+6 (9) 269+6" (18) 453 284+5°(18) 5,6 9,2+0,2 (19)
HA 149+5 (8) 265+4" (22) 43,7 305+9° (17) 13,1 18,7£1,2° (7)
HI 14845 (15) 269+6" (28) 44,9 300+6° (23) 10,3 20,2+0,6 © (14)

Dados apresentados como médias =*

EPM. O numero de animais

utilizados esta

representado entre parénteses. Estatisticamente diferente (p<0,05) em: * comparado aos

. . b . .
animais com 6 semanas; ~ comparado aos animais com 10 semanas; ¢ comparado ao grupo

NA (ANOVA seguida de teste de Tukey). A e V correspondem ao ganho de peso corporal

(%) entre a 6* e a 10? semana e entre a 10* e 12* semana de idade, respectivamente.
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FIGURA 2 - Fotografia do figado de um animal normocolesterolémico (A) e de outro

hipercolesterolémico (B). Figuras extraidas de Pinto (1999).
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A quantidade de racdo e de liquidos ingeridos pelos ratos foi avaliada diariamente,
no periodo entre a 10* e a 12* semanas de idade (Figuras 3A e B, respectivamente). Uma
vez que ndo houve diferengas significativas da ingesta alimentar ou liquida durante o
periodo, dentro de cada grupo, a ingesta diaria média no periodo foi calculada e esta
apresentada na Tabela 2.

A ingesta alimentar diaria média dos ratos normocolesterolémicos (NA e NI) ndo
apresentou diferencga significativa, indicando que a ingesta do infuso ndo influenciou a
ingesta de alimento. Por sua vez, os ratos hipercolesterolémicos ingeriram uma quantidade
de alimento significativamente menor comparado aos normocolesterolémicos. Entretanto,
estes animais apresentaram peso corporal semelhante aqueles dos  grupos
normocolesterolémicos na 12* semana de vida (Tabela 1). A ingesta de infuso em
substitui¢do a 4gua também nao influenciou a ingesta de ragdo com alto teor lipidico.

Quanto a ingesta liquida, n3o se observou qualquer diferenca entre os grupos

(Tabela 2).
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FIGURA 3 - Ingesta alimentar e liquida média diaria de ratos normocolesterolémicos que
beberam agua (NA), normocolesterolémicos que beberam infuso de sacaca a 10% (NI);
hipercolesterolémicos que beberam agua (HA) e hipercolesterolémicos que beberam infuso
de sacaca a 10% (HI), entre a 10" e a 12" semanas de idade. Diferengas estatisticas e

numeros de experimentos estdo apresentados na Tabela 2.

24



TABELA 2 - Ingesta alimentar e liquida média didria de ratos normocolesterolémicos que
beberam agua (NA), normocolesterolémicos que beberam infuso de sacaca a 10% (NI);
hipercolesterolémicos que beberam agua (HA) e hipercolesterolémicos que beberam infuso

de sacaca a 10% (HI).

Grupo Ingesta Alimentar (g) Ingesta Liquida (ml)
NA 35,9£1,3 (17) 35,7£1,0 (17)
NI 35,3£1,8 (18) 37,5£1,0 (18)
HA 23,240,4 *(17) 36,710,9 (17)
HI 20,6+0,4 *(23) 36,2+1,0 (23)

Dados apresentados como média = EPM. O numero de animais utilizados est4 representado
entre parénteses. Estatisticamente diferente (p<0,05) em: * comparados ao grupo NA e NI

(ANOVA seguida de teste de Tukey).
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A Tabela 3 apresenta as concentracdes plasmadticas de colesterol total em ratos
normocolesterolémicos e hipercolesterolémicos tratados ou ndo com infuso de sacaca.

A concentracdo sangiiinea de colesterol de ratos com 6 semanas de idade
corresponde ao valor basal para todos os grupos, visto que nao havia, a esta idade, qualquer
manipulacdo ou tratamento aplicado aos animais.

Na 10* semana de idade ocorreu elevacdo das concentracdes plasmaticas de
colesterol total nos ratos alimentados com ragdo contendo alto teor lipidico (HA) quando
comparados aos animais normocolesterolémicos (NA), os quais permaneceram com taxas
semelhantes aquelas da 6* semana (Tabela 3). Entretanto, até a 12° semana, nos animais
alimentados com ragdo contendo alto teor de lipideos, ndo houve nenhum acréscimo
adicional da concentragdo sangiiinea de colesterol total.

Por outro lado, observou-se que a esta idade a concentragdo sangiiinea de colesterol
total de ratos hipercolesterolémicos que beberam agua ou infuso apresentou grande
varia¢do individual, sugerindo que alguns animais eram mais resistentes aos efeitos da
racdo hipercolesterolémica enquanto outros eram mais sensiveis, de modo que a média
aritmética dos dados ndo refletia a observagdo experimental. Para definirmos se realmente
havia grupos distintos dentro do grupo de animais hipercolesterolémicos, determinamos a
freqliéncia de distribuicdo (moda) dos valores de colesterol total, estabelecendo intervalos
de dez unidades, a partir do valor minimo obtido. Observamos a ocorréncia de duas modas:
uma delas se situava entre as concentragdes de 61 ¢ 80 mg/dL e a outra entre 91 ¢ 110
mg/dL de colesterol plasmatico.

Determinamos também as medianas das concentracdes plasmaticas de colesterol
total dos grupos alimentados com ragdo hipercolesterolémica (HA e HI), as quais nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas (p>0,05; ANOVA seguida pelo teste
de Tukey). As medianas também foram semelhantes as medias dos respectivos grupos
(Tabela 3).

Assim sendo, levamos em conta os valores das modas para distribuir os dados
obtidos em dois grupos denominados: ratos ‘“sensiveis” aos efeitos da dieta, cujas
concentragdes plasmaticas de colesterol total se situavam proximos da moda superior, e

ratos “resistentes” a dieta, cuja concentracao sangiiinea de colesterol total se aproximava da
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moda inferior. No primeiro grupo, a concentragdo sangiiinea de colesterol total foi cerca de
3 vezes maior que aquela observada em ratos normocolesterolémicos, enquanto que no
segundo grupo a concentracao foi apenas 2 vezes maior. A ingesta de infuso de sacaca nao
alterou significativamente a concentragdo sangiiinea de colesterol em nenhum dos grupos

(Tabela 4).
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TABELA 3 - Concentragdo sangiiinea de colesterol total (mg/dL) em ratos com 6, 10 e 12
semanas de idade que ingeriram racdo com 4% ou 15% de lipideos, e beberam dgua (NA e

HA) ou infuso a 10% de sacaca (NI e HI).

Grupo\ldade 6 semanas 10 semanas 12 semanas Mediana Minimo Maximo
NA 39,5448 442431 35,8428 37,0 15,1 56,1
(10) (8) (17)
NI 29,7+1,8*° 29,0 16,3 46,0
(18)
HA 96,3%9,1 *° 84,2+4,8 ° 76,3 52,8 134,0
9) (20)
HI 81,244,9° 76,8 38,8 123,7
(23)

A partir da 6" semana de idade, os ratos dos grupos NA e NI continuaram a ingerir ragao
com 4% de lipideos e aqueles dos grupos HA e HI passaram a ingerir racdo com 15% de
lipideos. Entre a 10* e a 12 semana de idade, os animais dos grupos NI e HI receberam
infuso a 10% de sacaca. As coletas de sangue para andlise das concentragdes plasmaticas de
colesterol total foram realizadas apds jejum de 16 horas. Os dados estdo apresentados como
médias + EPM. Estatisticamente diferente (p<0,05) em: * comparado aos animais na 6

semana de idade; ® comparados aos grupos NA e NI na 12° semana (ANOVA seguida do

teste de Tukey).
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As concentracdes sangiiineas das lipoproteinas sdo apresentadas na Tabela 4. A
concentragdo sangiiinea de HDL foi estatisticamente similar em todos os grupos, ou seja,
nem a racdo hipercolesterolémica nem o infuso de sacaca administrado aos ratos
promoveram alteragdo na concentragao sangiiinea desta lipoproteina (Tabela 4).

A concentracdo sangiiinea de LDL foi significativamente maior em ratos que
ingeriram a dieta hipercolesterolémica, principalmente naqueles classificados como
“sensiveis”, o que indica que o aumento da concentracdo sangiiinea de colesterol total
observado nos animais alimentados com a ragdo hipercolesterolémica foi decorrente do
aumento da fracdo LDL do colesterol. O tratamento com infuso a 10% de sacaca promoveu
reducdo nas concentracdes plasmaticas de LDL, visto que ratos do grupo HI-sensivel
apresentaram uma concentragdo sangiiinea significativamente reduzida quando comparado
ao grupo HA-sensivel (p<0,05; ANOVA seguida de teste de Tukey). Entretanto, mesmo
nos ratos do grupo HI-sensivel, a concentracao sangiiinea de LDL foi maior que aquela de
ratos normais (grupo NA). Os ratos alimentados com ragdo hipercolesterolémica mas
“resistentes” ao seu efeito (HA-r e HI-r), apresentaram concentracdes plasmaticas
significativamente inferiores aquelas dos grupos “sensiveis”. Apresentaram, ainda, uma
concentracdo sangiiinea de LDL significativamente elevada em comparagcdo ao grupo
controle (NA), mas que ndo diferiram entre si (Tabela 4).

A racdo hipercolesterolémica promoveu elevagdo significativa da concentragao
sangiiinea de VLDL (p<0,05; ANOVA seguida pelo teste de Tukey). Entre aqueles
alimentados apenas com racao hipercolesterolémica, sensiveis ou resistentes ao seu efeito,
tratados ou ndo com o infuso de sacaca, ndo houve alteracdes estatisticamente significativas

(Tabela 4).
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TABELA 4 - Concentracdes sangiiineas de colesterol total, HDL, LDL e VLDL (mg/dL)
de ratos que ingeriram ragdo com 4% ou 15% de lipideos, e beberam agua (NA e HA) ou
infuso a 10% de sacaca (NI e HI). Os ratos que ingeriram rac¢ao hipercolesterolémica estao

divididos em sensivel e resistente ao efeito da ragao.

Grupo Colesterol HDL LDL VLDL Indice
Total Aterogénico

NA 35,842,8 19,14£3,1 13,6+2,7 5,1+0,4 0,87
(17) (12) 8) (15)

NI 29,7+1,8 15,3£2,4 12,5+1,4 5,240,7 0,94
(18) (12) (7) (16)

HA-sensivel  102,0+4,8"° 11,134 93447,7°"  8,0+14° 8,19
(10) 4) () (6)

HA-resistente 66,4422 *°¢ 202423  37.842,6°°¢  7,140.8° 2,29
(10) (6) ) (8)

Hl-sensivel ~ 99,3+4,7 2°¢ 239455 61245424 7941 24b 3.15
(12) ) (11) (11)

Hl-resistente 61,6+3,3 abce 16,5+3,9 43,245.6 abe 8.0+1,0 ab 2.73
(11) 9) 9) 9)

A partir da 6* semana de idade, os ratos dos grupos NA e NI continuaram a ingerir ragao
com 4% de lipideos e aqueles dos grupos HA e HI passaram a ingerir racdo com 15% de
lipideos. Entre a 10* e a 12 semana de idade, os animais dos grupos NI e HI receberam
infuso a 10% de sacaca. As coletas de sangue para andlise das concentracdes plasmaticas
foram realizadas apos jejum de 16 horas. Os dados estdo apresentados como médias + EPM
dos animais na 12° semana. A ultima coluna apresenta o indice aterogénico (Colesterol
Total — HDL / HDL). Estatisticamente diferente (p<0,05) em: * comparado ao grupo NA; °
comparado ao grupo NI; © comparado ao grupo HA-sensivel; d comparado ao grupo HA-

resistente; © comparado ao grupo Hl-sensivel (ANOVA seguida do teste de Tukey).
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A concentragdo sangiiinea de triacilgliceréis se manteve inalterada em animais
normocolesterolémicos tratados ou ndo com o infuso de sacaca (NA e NI) (Tabela 5). Em
ratos tratados com racdo contendo alto teor de lipideos, a concentracdo sangiiinea de
triacilglicerol ndo apresentou diferenga significativa entre a 6* e a 10* semana de idade, ou
seja, apos quatro semanas ingerindo esta racdo. Na 12 semana a concentragdo sangiiinea de
triacilglicerol se elevou em comparagio aos valores obtidos na 6" semana. Entretanto, este
aumento ndo foi estatisticamente diferente comparado aos ratos normocolesterolémicos. O
tratamento com infuso de sacaca ndo alterou a concentracdo sangiiinea de triacilglicerol

destes ratos tratados com a dieta hipercolesterolémica (Tabela 5).
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TABELA 5 - Concentragdo sangiiinea de triacilglicerol (mg/dL) em ratos com 6, 10 e 12
semanas de idade que ingeriram racdo com 4% ou 15% de lipideos, e beberam dgua (NA e

HA) ou infuso a 10% de sacaca (NI e HI).

Grupo\ldade 6 semanas 10 semanas 12 semanas

NA 27,843,9 25,612,7 23,8423
®) (11 (17)

NI 25,843,3
(18)

HA-sensivel 32,68 4 40,3+7,1
(8) (6)

HA-resistente 35,7£3,8
®)

HI-sensivel 39,6+6,1
(11)

HI-resistente 40,1+4,8
(€))

A partir da 6* semana de idade, os ratos dos grupos NA e NI continuaram a ingerir ragao
com 4% de lipideos e aqueles dos grupos HA e HI passaram a ingerir racdo com 15% de
lipideos. Entre a 10? ¢ a 12* semana de idade, os animais dos grupos NI e HI receberam
infuso a 10% de sacaca. As coletas de sangue para andlise das concentragdes plasmaticas de
triacilglicerol foram realizadas apos jejum de 16 horas. Os dados estdo apresentados como
médias + EPM. Os valores ndo diferiram estatisticamente (p<0,05; ANOVA seguida de

teste de Tukey).
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Analisamos o efeito da dieta e do tratamento com infuso a 10% de sacaca sobre a
sensibilidade do atrio direito isolado de ratos aos agonistas de adrenoceptores. Curvas
concentragdo-efeito monofasicas foram obtidas para a isoprenalina (Figura 4A), para a
noradrenalina (Figura 4B) e para o soterenol (Figura 5). A freqiiéncia de batimentos
espontaneos e a resposta maxima (calculadas em batimentos por minuto) aos agonistas nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (Tabelas 6, 7 ¢ 8). A
inclinagdo de cada curva concentracdo-efeito a isoprenalina e a noradrenalina foi calculada
e os valores do coeficiente de Hill obtidos ndo foram significativamente diferentes da
unidade (Tabelas 6 ¢ 7).

As curvas concentragdo-efeito para a isoprenalina (Figura 4A) em atrios direitos de
ratos normocolesterolémicos ndo diferiram entre si, enquanto para a noradrenalina (Figura
4B) observamos uma ligeira e significativa redug¢do. Quanto as curvas concentragdo-efeito
realizadas em ratos hipercolesterolémicos, todas foram deslocadas para a direita, cerca de
3,2 e 9,6 vezes respectivamente, ao nivel dos valores pD, (Tabelas 6 e 7), em relagdo as
curvas obtidas em atrios de ratos normocolesterolémicos, indicando uma diminui¢do na
sensibilidade do tecido a estes agonistas de adrenoceptores. As curvas concentragio-efeito a
isoprenalina e a noradrenalina obtidas em atrios de ratos hipercolesterolémicos tratados
com infuso a 10% de sacaca ndo diferiram estatisticamente daquelas obtidas em tecido

cardiaco de ratos normocolesterolémicos (Figura 4).
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FIGURA 4 - Curvas concentragdo-efeito a isoprenalina (A) e a noradrenalina (B) em atrios
direitos isolados de ratos normocolesterolémicos que beberam agua (NA) ou infuso de
sacaca (NI); e de ratos hipercolesterolémicos que beberam dgua (HA) ou infuso das cascas
da sacaca a 10% (HI). As diferengas estatisticas e os numeros de experimentos estdo

apresentados nas Tabelas 6 ¢ 7.
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TABELA 6 - Freqiiéncia de batimentos espontaneos (FI), sensibilidade (pD,), resposta
maxima (RM) e coeficiente de Hill das curvas concentracdo-efeito a isoprenalina em atrios
direitos de ratos normocolesterolémicos que beberam agua (NA) ou infuso (NI); e de ratos

hipercolesterolémicos que beberam dgua (HA) ou infuso das cascas da sacaca a 10% (HI).

ISOPRENALINA
Grupos n pD; FI RM Coeficiente de
Hill
NA 9 8,2240,05 26516 201+13 1,03+0,06
NI 10 8,24+0,05 26711 195+15 0,93+0,08
HA 10 7,714£0,21% 26918 180+12 1,30+0,11
HI 7 8,3610,08 26518 205+14 1,04+0,05

Dados sdo apresentados como média = EPM, sendo n o nimero de animais utilizados.

Estatisticamente diferente (p<0,05) em: * comparados aos demais grupos (ANOVA seguida

de teste de Tukey).
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TABELA 7 - Freqiiéncia de batimentos espontaneos (FI), sensibilidade (pD,), resposta
maxima (RM) e coeficiente de Hill das curvas concentragdo-efeito a noradrenalina em
atrios direitos de ratos normocolesterolémicos que beberam agua (NA) ou infuso (NI); e de
ratos hipercolesterolémicos que beberam 4dgua (HA) ou infuso das cascas da sacaca a 10%

(HI).

NORADRENALINA
Grupos n pD: FI RM Coeficiente de
Hill
NA 9 7,22+0,04 271£10 202£11 0,86+0,07
NI 10 7,0440,05% 27619 174£11 1,02+0,05
HA 10 6,24+0,21* 274+8 163£12 0,9540,08
HI 8 6,88+0,17 274+14 186£18 0,81+0,10

Dados sdo apresentados como média = EPM, sendo n o niimero de animais utilizados.
Estatisticamente diferente (p<0,05) em: * comparados aos demais grupos (ANOVA seguida

de teste de Tukey).
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As curvas concentragdo-efeito ao soterenol sdo apresentadas na Figura 5.
Em éatrios de ratos normocolesterolémicos, a resposta maxima ao soterenol foi igual a 64%
da resposta maxima a isoprenalina (Tabela 8). As respostas maximas ao soterenol obtidas
em atrios de ratos hipercolesterolémicos nao foram estatisticamente diferentes deste valor.
O coeficiente de Hill calculado para estas curvas foi menor que a unidade, mas nao diferiu
entre os grupos (Tabela 6). Houve um deslocamento a direita de cerca de 3,5 vezes na curva
concentragdo-efeito ao soterenol obtida em atrios de ratos hipercolesterolémicos, em
relacdo as curvas obtidas em atrios de ratos normocolesterolémicos (Figura 5). Para este
agonista, o deslocamento permaneceu mesmo apos o tratamento dos animais com infuso de

sacaca.
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FIGURA 5 - Curvas concentracao-efeito ao soterenol em atrios direitos isolados de ratos
normocolesterolémicos que beberam dgua (NA) ou infuso (NI); e de ratos
hipercolesterolémicos que beberam agua (HA) ou infuso das cascas da sacaca a 10% (HI).
Para comparagao, foi acrescentada a figura a curva dose-resposta da isoprenalina do grupo
normocolesterolémico que bebeu agua (ISO-NA). As diferencas estatisticas e os nimeros

de experimentos estdo apresentados na Tabela 8.
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TABELA 8 - Freqiiéncia de batimentos espontaneos (FI), sensibilidade (pD,), resposta
maxima (RM) e coeficiente de Hill das curvas concentragdo-efeito ao soterenol em atrios
direitos de ratos normocolesterolémicos que beberam agua (NA) ou infuso (NI); e de ratos

hipercolesterolémicos que beberam dgua (HA) ou infuso das cascas da sacaca a 10% (HI).

SOTERENOL
Grupos n pD; FI RM % ISO Coeficiente de
Hill
NA 3 6,32+0,08 29019 128+12 64% 0,7110,07
NI 3 6,30£0,13 28612 153+22 78% 0,6510,29
HA 10 5,69+0,17° 26917 112+12 62% 0,86+0,09
HI 8  533+0,07°° 27447 123+11 61%  0,68+0,05

Dados sdo apresentados como média = EPM, sendo n o nimero de animais utilizados.
Estatisticamente diferente (p<0,05) em: * comparados aos demais grupos (ANOVA seguida
de teste de Tukey). A coluna % ISO corresponde a porcentagem da resposta maxima do

soterenol em relagdo a isoprenalina, com os respectivos grupos
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Atrios direitos de ratos de cada grupo experimental foram tratados in vitro com
fenoxibenzamina (10 pM), para bloqueio dos receptores o-adrenérgicos (BESSE &
FURCHGOTT, 1976) e muscarinicos (FURCHGOTT & BURSZTYN, 1967), bem como
inibi¢do do processo de recaptagdo neuronal (IVERSEN et al., 1972; BRYAN et al., 1981).
Em seguida, curvas concentragdo-efeito a isoprenalina foram obtidas nestes tecidos, na
presenga de corticosterona (10 uM), um inibidor do processo de captacdo extraneuronal
(IVERSEN & SALT, 1970). Este tratamento nao alterou a freqiiéncia de batimentos
espontaneos nem a resposta maxima a isoprenalina.

Apbs este tratamento farmacoldgico in vitro, atrios direitos de ratos
hipercolesterolémicos (HA) permaneceram subsensiveis a isoprenalina, comparado aos
ratos normocolesterolémicos (NA). O tratamento dos animais normocolesterolémicos com
infuso de sacaca (NI) ndo alterou a sensibilidade do atrio direito a isoprenalina. Porém,
atrios direitos de ratos hipercolesterolémicos tratados com infuso de sacaca retornaram aos
valores controles (Tabela 9), da mesma forma como foi observado nas curvas
concentragdo-efeito para a isoprenalina sem o pré-tratamento (Tabela 6).

Os deslocamentos provocados nas curvas concentragdo-efeito da isoprenalina pelo
CGP20712A, um antagonista seletivo de adrenoceptores [3;, foram paralelos e, em nenhum
dos grupos experimentais foi observada diminui¢do da resposta maxima ao agonista,
caracterizando assim um antagonismo do tipo competitivo. A partir dos deslocamentos
horizontais observados nas curvas concentragao-efeito, ao nivel do valor pD, do agonista,
foi calculado o valor pKg do antagonista. Nossos resultados mostram que nao houve
diferencas significativas do valor pKg do CGP20712A entre os grupos experimentais

(Tabela 9).
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FIGURA 6 - Curvas concentragdao-efeito para o antagonismo do efeito cronotropico da
isoprenalina  pelo CGP20712A (CGP) em atrios direitos 1isolados de ratos
normocolesterolémicos que beberam dgua (NA) ou infuso (NI); e de ratos
hipercolesterolémicos que beberam agua (HA) ou infuso das cascas da sacaca a 10% (HI).

As diferencas estatisticas e o numero de experimentos estao apresentadas na Tabela 9.
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TABELA 9 - Freqiiéncia de batimentos espontaneos (FI), sensibilidade (pD,) e resposta
maxima (RM) das curvas concentragdo-efeito a isoprenalina na presenca e na auséncia de
30 nM de CGP20712A e valores pKg do CGP20712A em atrios direitos de ratos
normocolesterolémicos que beberam dgua (NA) ou infuso (NI); e de ratos

hipercolesterolémicos que beberam agua (HA) ou infuso das cascas da sacaca a 10% (HI).

Grupo [CGP20712A] ausente [CGP20712A] 30 nM DR pKs

FI RM pD; FI RM pD;

NA (3) 296+13 158+14 8,56+0,08 240+14° 198+12 6,94+0,06 45,60+13,30 9,14+0,12
NI(3) 276+3 180+15 8,46+0,03 270+11 1567 7,36+0,06° 12,80+2,50  8,57+0,08
HA (7) 267415 170£16 8,03+0,14° 230+15 192424 7,05+0,20 17,8044,90° 8,61+0,17
HI(6) 293+14 151+7 8,30+0,03 246+12* 175£21 7,03+0,20 25,10+£5,40  8,76+0,21

Os tecidos foram previamente tratados com fenoxibenzamina (10 pM) e corticosterona (10
uM). Os dados sdao apresentados como médias £ EPM. Os niimeros de animais utilizados
sdo apresentados entre parénteses abaixo de cada grupo. Estatisticamente diferente (p<0,05)

. . b
em: * comparado aos valores obtidos na auséncia do antagonista; ° comparado ao grupo NA

(ANOVA seguida de teste de Tukey).
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DISCUSSAO

As médias dos pesos dos ratos no inicio do tratamento, quando os mesmos
apresentavam 6 semanas de idade, ndo diferiram significativamente entre si. Partimos entao
da premissa que os efeitos observados ao final do experimento, quando os ratos
apresentavam 12 semanas de idade, eram aqueles decorrentes dos tratamentos que cada
grupo recebeu. Nossos resultados mostraram que todos os ratos ganharam peso de maneira
significativa e sem diferengas entre os grupos, da sexta a décima semana de vida. Na
décima segunda semana observou-se que os ratos normocolesterolémicos que beberam
agua (NA) ganharam peso, enquanto o grupo de ratos normocolesterolémicos que bebeu
infuso de sacaca a 10% (NI) ndo apresentou ganho significativo de peso. O consumo médio
diario de racdo nao foi diferente entre os grupos NA e NI, o que sugere que o infuso das
cascas de sacaca exerceu alguma influéncia sobre o ganho de peso corporal dos ratos NI.
GRASSI-KASSISSE (1997) ja havia relatado que ratos ingerindo infuso de sacaca a 5%
apresentaram ganho de peso corporal menor que aqueles que ndo ingeriram o infuso. A
autora sugeriu que estes ratos poderiam apresentar alteragdes nos processos de absorc¢do
e/ou armazenamento do alimento ingerido ou, ainda, aumento da taxa metabdlica, que
causaria maior gasto energético. Por sua vez, FARIAS et al. (1996) utilizando extrato das
folhas de Croton cajucara na dose de 200 mg/Kg, ndo observaram qualquer alteragdo no
peso corporal de ratos machos alimentados com dieta hipercolesterolémica.

Ratos alimentados durante quatro semanas com ragao hipercolesterolémica também
ganharam peso durante este periodo, e nas duas semanas seguintes, independentemente de
receberem o infuso de sacaca ou agua para beber. Este ganho de peso ndo foi
significativamente maior que aquele apresentado pelos ratos normocolesterolémicos nos
periodos correspondentes (10" ¢ 12’ semanas).

A leptina ¢ um hormdnio sintetizado em proporcao a massa de gordura corporal, que
atua no hipotdlamo induzindo a saciedade e, desta forma, regulando a massa de tecido
adiposo. Alguns autores sugeriram que a ingesta de dieta com alto teor de gordura, por

curto periodo de tempo, estaria associada a diminui¢do da concentragdo plasmatica de
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leptina, o que acarretaria maior consumo de alimento e, consequentemente, aumento do
peso corporal (AINSLIE et al., 2000).

Nossos resultados mostraram que os ratos apresentaram consumo significativamente
menor da ra¢do contendo 15% de gordura do que aquela contendo 4%. Porém, o consumo
calorico apresentado pelos ratos do grupo NA e HA (17; 140,246,8; 17; 114,1£5,1,
respectivamente) ndo diferiu significativamente, o que pode Ter contribuido para um ganho
de peso semelhante nos dois grupos. Por outro lado, a ingesta alimentar ndo foi alterada
pela ingestdo do infuso, ou seja, ndo diferiu entre os ratos normocolesterolémicos (NA e
NI) e nem entre os hipercolesterolémicos (HA e HI). O mecanismo pelo qual o infuso de
sacaca impediu o ganho de peso corporal dos ratos normocolesterolémicos (NI) ainda ¢
desconhecido. Este efeito ndo foi observado no grupo hipercolesterolémico tratado com
infuso de sacaca. Em nossos estudos ndo foi analisada a secre¢do ou a acdo da leptina e,
portanto, ndo ¢ possivel afirmar qual a participacdo deste hormdnio em nossos resultados.
O consumo hidrico ndo foi diferente entre os animais estudados.

Em um estudo para determinar a citotoxidade dos compostos provenientes da sacaca
em modelos de cultura celular utilizando fibroblastos isolados de pulmdo e células
hepaticas de hamster chinés, demonstrou-se que o infuso de cascas de sacaca e também a
desidrocrotonina (DHC), uma substancia quimica extraida da sacaca, apresentaram alto
grau de toxicidade se colocados em contato direto com as células. O dleo essencial extraido
da sacaca, por outro lado, ndo demonstrou hepatotoxidade (BIGHETTI, 1999). Nossos
resultados mostraram que a administracdo de infuso a 10% das cascas de sacaca, como
substituto da agua aos animais normocolesterolémicos, ndo causou qualquer alteracio
macroscopica ou no peso do figado. Lesdes hepaticas, causadas por alcoolismo, ingestao de
venenos ou de substincias toxicas, sdo acompanhadas, freqiientemente, por
desenvolvimento de tecido fibroso na estrutura hepdtica, destruindo muitas das células
parenquimatosas e, eventualmente concentrando-se em torno dos vasos sangiiineos,
causando compressao destes vasos e impedindo, assim, o fluxo de sangue na circulacio
porta-hepatica. Estas disfuncdes acarretam alteragdo na aparéncia do figado, podendo ser
observadas macroscopicamente, e se refletem no peso do 6rgdo, que fica aumentado
(GUYTON & HALL, 1996). Sendo assim, aparentemente, a administragdo deste infuso a

10% nao foi toxica ao figado dos animais normocolesterolémicos.
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No entanto, entre os animais alimentados com a dieta hipercolesterolémica,
observamos aumento significativo no peso do figado (hepatomegalia), bem como alteracao
macroscopica do 6rgdo, que apresentou coloracdo esbranquicada, indicativo de esteatose
hepatica, onde ha excessiva deposi¢do de lipideos, triacilglicer6is e colesterol, nos
hepatocitos (GUYTON & HALL, 1996). A administracao de infuso de sacaca durante 15
dias ndo alterou este quadro.

Interessantemente, nos ratos normocolesterolémicos e, portanto, com a funcdo
hepatica normal, observamos que o tratamento com o infuso de sacaca promoveu menor
ganho de peso enquanto que nos ratos hipercolesterolémicos, que apresentaram figado
esteatoso, o tratamento com infuso de sacaca foi ineficaz. Esteatose hepatica promove,
além de mudancas macroscopicas, alteracdes em algumas fun¢des hepaticas. Podemos,
portanto, supor que o efeito que o infuso de sacaca sobre o ganho de peso poderia ser
dependente de um tecido hepatico integro.

A sintese de colesterol pelo figado ¢ bastante alta em ratos, quando comparada a
outras espécies (DIETSCHY et al., 1988). Macacos apresentam uma taxa cerca de 40%
menor; coelhos, 20%; e humanos, cerca de 16%. Da mesma forma, a atividade da acil-CoA
colesterol acil transferase (ACAT), enzima que limita a quantidade absorvida de colesterol,
tende a ser mais alta em ratos do que em coelhos, humanos e hamsters (SUCKLING &
STANGE, 1985). Assim sendo, a indugdo de hipercolesterolemia em ratos, por ingestao de
dieta rica em lipideos, ¢ um processo bastante dificil e necessita de alguns cuidados
importantes. Em nosso caso, para que a hipercolesterolemia se desenvolvesse por meio da
dieta oferecida aos ratos, foi necessaria a ingesta desta dieta a partir da 6" semana de idade.
Estudos pilotos demonstraram que animais que iniciaram a ingesta desta dieta com 8§ ou 10
semanas de idade ndo desenvolveram hipercolesterolemia (dados ndo apresentados). Por
sua vez, nossos resultados demonstram que a administragdo desta ra¢do a partir da sexta
semana de idade até a décima semana quase triplicou suas concentragdes plasmaticas de
colesterol total.

CARDONA-SANCLEMENTE et al. (1988) observaram que a adi¢do de 0,5% de
colesterol na dieta induzia, em 3 semanas, um aumento de 50 a 70% na concentragao

plasmatica de colesterol em ratos. Por outro lado, SULTAN et al. (1990) observou que o
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aumento da concentracdo plasmatica de colesterol s6 foi significativo, em ratos, quando
estes eram alimentados com uma dieta contendo 1% de colesterol, mas nao 0,5%.

RUBATTU et al. (1993) trabalhando com um periodo idéntico ao utilizado em
nosso experimento, ou seja, seis semanas de ingesta de ragdo hipercolesterolémica, obteve
concentragdo plasmatica de colesterol igual a 220+19 mg/dL em ratos geneticamente
hipertensos (SHR). Entretanto, o valor obtido antes da administragdo desta dieta
hipercolesterolémica ja se apresentava elevado (84+2 mg/dL), comparado aos valores
obtidos em nosso estudo (36+3 mg/dL). Estes autores utilizaram uma ragdo diferente
daquela que nos utilizamos, contendo 1% de colesterol, 0,5% de acido cdlico e contetido
normal de vitaminas. Provavelmente, a diferenga observada entre estes resultados e os
nossos pode ser devido aos métodos utilizados na medicdo, visto que os aumentos na
concentragdo sangiiinea do colesterol foram proporcionais nos dois estudos.

Em nosso estudo, a concentragdo sangiiinea de colesterol total de ratos alimentados
com ragdo hipercolesterolémica (HA e HI) apresentou grande variacdo individual,
sugerindo que alguns animais eram mais resistentes ao efeito da ragdo, enquanto outros
eram mais sensiveis a esta dieta. A ocorréncia de dois subgrupos dentro dos grupos HA e
HI foi confirmada pela analise da frequéncia de distribuicdo, determinada em intervalos de
dez unidades, a partir do valor minimo obtido, que revelou ser a distribui¢do bimodal.
Determinamos também as medianas das concentragdes plasmaticas de colesterol total,
sendo que estas ndo diferiram estatisticamente das médias, o que nos autorizou a adotar as
médias para as analises subsequentes (SNEDECOR & COCHRAN, 1989).

Considerando a distribui¢do bimodal, verificamos que cerca de 50% dos ratos
tratados com racdo hipercolesterolémica apresentavam concentragdo sangiiinea de
colesterol em torno da moda superior e os restantes se distribuiram em torno da moda
inferior. Esta observacao permitiu a divisdo dos ratos hipercolesterolémicos em dois grupos
que foram designados ““sensiveis” ou “resistentes” aos efeitos da dieta.

Os resultados obtidos dos grupos HA e HI mostraram que o tratamento com infuso
de sacaca ndao promoveu qualquer alteracdo nas concentragdes plasmaticas de colesterol
total.

A diminui¢@o nos niveis plasmaticos de colesterol total em ratos tratados com infuso

das cascas de sacaca ou com extrato hidro-alcoolico das folhas desta planta foi relatada
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anteriormente (OLIVEIRA et al., 1995; FARIAS et al., 1996 a,b). FARIAS et al. (1996)
demonstraram que o tratamento, de ratos hipercolesterolémicos durante 10 semanas com
extrato de Crofon cajucara, na dose de 200 mg/Kg, mas ndo 100 mg/Kg, reduziu
significativamente as concentragcdes séricas de colesterol total e de LDL-colesterol sem,
contudo, alterar a concentragdo de triacilglicer6is e de HDL-colesterol. Este efeito resultou
em elevacdo da razao HDL/colesterol total e em queda do indice aterogénico.

Nossos dados mostraram que os ratos hipercolesterolémicos tratados com infuso de
cascas de sacaca ndo apresentaram reducdo nos niveis plasmaticos de colesterol total. No
entanto, observamos reducao significativa na concentragdo sangiiinea de colesterol total de
ratos normocolesterolémicos que receberam infuso de sacaca a 10% (NI) por 15 dias,
quando comparados aos ratos normocolesterolémicos que beberam 4agua. Em nossos
experimentos ndo houve controle rigoroso da dose de extrato ingerido pelos ratos, uma vez
que optamos por um método de tratamento que privilegiasse a forma como este ¢ utilizado
popularmente. Assim sendo, estas diferencas poderiam justificar as diferengas nos
resultados por nds obtidos e aqueles relatados pelos autores supracitados.

E importante salientar que os ratos hipercolesterolémicos mantiveram a dieta rica
em gordura durante o tratamento com infuso de sacaca o que, comparando com a pratica,
constituiria um método terapéutico medicamentoso nao associado a mudanca de habito
alimentar, o que constitui uma das medidas terapéuticas mais importantes no tratamento da
hipercolesterolemia. Podemos especular, com base neste fato, que o tratamento cronico
com infuso de sacaca, aliado a uma dieta equilibrada, poderia causar diminui¢do nas
concentragdes plasmaticas do colesterol total. Porém, esta hipotese nao foi testada.

A concentracdo sangiliinea de HDL ndo sofreu alteragdo significativa ao longo do
periodo experimental, nem decorrente da ragdo fornecida aos animais, nem da
administracdo do infuso de sacaca. Por outro lado, a concentragdo sangiiinea de VLDL
apresentou elevacdo decorrente da ingesta da ragdo hipercolesterolémica, sem sofrer
modificacdes em resposta ao tratamento com infuso de sacaca. Também a fracdo LDL
apresentou elevacao decorrente da ingesta da racdo hipercolesterolémica, a qual foi maior
nos grupos “sensiveis” (HA-s e HI-s). O tratamento dos ratos com infuso de sacaca nao
alterou a concentracdo sangiiinea de LDL quando comparados os grupos “resistentes” ao

efeito da ragdo hipercolesterolémica (HA-r e HI-r). Porém, quando comparados os grupos
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“sensiveis” (grupos HA-s e HI-s), aquele que bebeu o infuso de sacaca apresentou uma
reducdo significativa de sua concentracdo sangiiinea, embora ndo a tenha normalizado.
Estudos anteriores demonstraram que uma importante parcela (30 a 60%) do colesterol ¢
secretado pelo figado na forma de LDL (CARDONA-SANCLEMENTE et al., 1988). O
infuso de sacaca reduziu parcialmente as concentragdes desta fracdo, considerada mais
prejudicial, porém manteve inalterada a concentragdo sangiiinea de colesterol total nos ratos
hipercolesterolémicos, provavelmente devido ao aumento, ndo significativo, na
concentragio sangiiinea de HDL (HA-s vs HI-s). E importante ressaltar que esta redugio na
fragdo LDL do colesterol acompanhada de uma elevacdo da fragdo HDL pode ser de grande
importancia fisiologica. Isto ¢ ainda corroborado pelo calculo do indice aterogénico,
significativamente menor nos animais hipercolesterolémicos tratados com o infuso de
sacaca

Taxas aumentadas de IDL e LDL estao associadas com riscos de doencas arteriais
coronarianas pois, favorecem sua reten¢do na parede vascular e se tornam mais susceptiveis
a oxidag¢do (KRAUSS, 1994; AUSTIN & EDWARDS, 1996). Além disso, principalmente a
fracdo LDL estd diretamente relacionada com os fatores de risco que caracterizam a
resisténcia a insulina (AUSTIN & EDWARDS, 1996). Além do aumento da resisténcia a
insulina e outros distarbios metabodlicos ja citados, os quais sdo acarretados pela dieta
hiperlipidémica, a dislipidemia pode também acarretar elevadas concentracdes de
triacilglicerdis, diminuic¢do da fragdo HDL de colesterol, predominancia da fracdo LDL e de
suas precursoras (IDL e VLDL, principalmente), além de hiperlipidemia pds-prandial
(TASKINEN, 1995).

Nao observamos alteragdo nas concentracdes plasmaticas de triacilglicerol em ratos
normocolesterolémicos, tratados ou ndo com infuso a 10% das cascas de sacaca durante 15
dias. Os ratos hipercolesterolémicos apresentaram aumento da concentracdo sangiiinea de
triacilglicerol apds a ingesta de racdo com 15% de lipideos, porém ndo se tornou
estatisticamente significativo. O tratamento com infuso das cascas de sacaca a 10% ndo
alterou este quadro. Provavelmente, este aumento na concentragcdo de triacilglicerol esta
intimamente ligado ao aumento nas concentragcdes de VLDL e LDL, pois este representa o
precursor natural de suas sinteses no figado. Como ja foi citado, uma dieta rica em gordura

pode acarretar elevados indices plasmaticos de triacilglicerdis, além de outros distirbios
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metabolicos (TASKINEN, 1995). Concentracdes plasmaticas de triacilglicerdis acima de
1,5 mmol/L j& sdo considerados preocupantes do ponto de vista clinico (TASKINEN,
1995).

WANNAMETHEE & SHAPER (1994) observaram que os niveis de triacilglicer6is
sdo positivamente correlacionados ao colesterol sangiiineo e inversamente correlacionados
com a concentracdo sangiiinea de HDL, e que a freqliéncia cardiaca parece ser
positivamente mas independentemente correlacionada com a concentragdo sangiiinea de
triacilglicerdis, embora nenhuma relagdo causal tenha sido estabelecida entre estes
parametros. Estes autores também sugeriram que a associacao entre lipideos sangiiineos e
freqiiéncia cardiaca pode estar sob a influéncia do sistema nervoso autonOmico, pois
aumento da atividade simpdtica, o qual eleva a freqiiéncia cardiaca, exerce também enorme
influéncia no metabolismo lipidico sangiiineo. As catecolaminas inativam a lipoproteina
lipase in vitro, e reducgdo da atividade da lipoproteina lipase poderia levar a redugdo da taxa
de remogao de triacilgliceréis, elevando sua concentragdo plasmatica e, subseqiientemente,
aumentando os niveis de VLDL e LDL, com reducdo dos niveis de HDL (BONAA &
ARNESEN, 1992; DANEV et al., 1997).

Nossos resultados mostraram que, em atrios direitos de ratos hipercolesterolémicos,
houve diminui¢ao na sensibilidade da resposta ao isoproterenol, agonista ndo-seletivo de
Bi-AR e ,-AR, a noradrenalina, agonista seletivo ;-AR, e ao agonista parcial soterenol.

Subsensibilidade ao efeito de agonistas pode ser causada por aumento da atividade
dos sistemas de metabolizacdo das catecolaminas, diminui¢do do numero de B-AR,
decorrentes da continua presenca de catecolaminas na fenda sindptica, ou da oxidacao
destas aminas (GANGULY, 1991; CASTELLANO & BOHM, 1997; ZANESCO et al.,
1997, COMMUNAL et al., 1998), diminui¢cdo da afinidade entre o agonista ¢ o receptor,
causada por alteracao na estrutura do receptor (COLLINS ez al., 1990; HEIN & KOBILKA,
1995; GUDBJARNASON & BENEDIKTSDOTTIR, 1995), ou ainda por alteragdes do
ambiente lipidico da membrana (BRODERICK et al., 1989; HAENEN et al., 1990;
GUDBJARNASON & BENEDIKTSDOTTIR, 1996; BREHM et al., 1998), e/ou por
alteragdo das vias intracelulares de sinalizagdo que conduzem ao efeito (LURIE et al.,

1985; GUDBJARNASON & BENEDIKTSDOTTIR, 1995).

49



LEWIS et al. (1982) estudando tecido cardiaco de coelhos hipercolesterolémicos e
LURIE et al. (1985) estudando heméceas de codornas alimentadas com dieta
hipercolesterolémica, demonstraram uma perda da sensibilidade para a estimulacdo f3
adrenérgica sem, contudo, haver alteragdo no numero de receptores. Além disso, MOKLER
et al. (1985) j& haviam demonstrado que a interagdo do ;-AR cardiaco com o agonista
isoproterenol e com o antagonista metoprolol ndo havia sido alterada em coelhos
alimentados com dieta rica em colesterol.

Utilizando uma dieta a base de 6leo de peixe, rico em acido eicosapentaendico
(EPA), PATTEN et al. (1989) mostraram que esta dieta era rapidamente incorporada nas
membranas cardiacas de macacos e alterava significativamente as propriedades de binding
dos B-AR. Estes autores sugeriram que as mudangas na afinidade dos B-AR poderiam ser
conseqiiéncia de alteragdes na composi¢do de 4cidos graxos dos fosfolipides da membrana
ao invés de mudancas no status de colesterol da membrana.

Em nossos experimentos, subsensibilidade aos agonistas de B-AR nao foi
acompanhada de alteragdo na resposta maxima ao soterenol, o que permite concluir que nao
houve downregulation dos adrenoceptores em atrio direito de ratos hipercolesterolémicos,
uma vez que sendo agonista parcial, o soterenol necessita ocupar todos os receptores para
desencadear a resposta maxima e que, portanto, alteragdo do numero de receptores
presentes levaria a alteracdo de sua resposta maxima. Além disso, como para o soterenol
ndo hé receptores de reserva, a poténcia pode ser indicativa da afinidade. Portanto, como
nds observamos diminuicdo da poténcia do soterenol, nossos dados poderiam indicar
diminui¢do da afinidade entre a populacdo de adrenoceptores e o agonista parcial. Houve,
portanto, diminui¢do na sensibilidade entre a populagdo de B-AR de atrios direitos de ratos
hipercolesterolémicos para o agonista parcial soterenol, o que sugere que o mecanismo
responsavel por esta subsensibilidade ¢ semelhante aquele proposto por LEWIS et al
(1982) e por LURIE et al. (1985), que observaram diminui¢do de sensibilidade sem
alteracdo no numero de receptores.

A possibilidade de que os sistemas de recaptacdo poderiam ter sido afetados pelo
colesterol proveniente da dieta e que, através do infuso da sacaca poderiam ter sido
restaurados, encontra embasamento na literatura. Varios autores ja sugeriram que pode

haver inibi¢do da recaptagdo extraneuronal da noradrenalina por certos esterois, incluindo o
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colesterol (IVERSEN & SALT, 1970; BLOOM, 1975; RIBEIRO et al, 1998).
EILDEMAN et al. (1978) observaram in vitro que o extrato de [ lipoproteina
potencializava os efeitos da noradrenalina nos vasos cerebrais por reduzir a atividade da
enzima monoamino oxidase (MAO). Tais efeitos também sdo relatados em musculo
cardiaco e, como conseqiiéncia, tenderiam a potencializar os efeitos do neurotransmissor
por sua exposi¢ao mais prolongada na fenda sinaptica (BLOOM et al., 1975). Entretanto,
nossos resultados demonstraram que a inibi¢ao da recaptagdo neuronal e extraneuronal nao
alterou a subsensibilidade relacionada a dieta hipercolesterolémica observada entre os
grupos.

Considerando que os resultados com agonista parcial sugerem que niao houve
alteragdo do numero de receptores e que os processos de metabolizacdo dos agonistas
também ndo estdo alterados em nosso modelo experimental, a subsensibilidade do atrio
direito de ratos hipercolesterolémicos aos efeitos cronotropicos positivos do isoproterenol,
noradrenalina e soterenol poderia ser atribuida a diminui¢do da afinidade entre os agonistas
e a populagao de receptores e/ou a alteracdo dos mecanismos intracelulares de transdugao
do sinal (KENAKIN, 1993).

O uso de antagonistas poderia, neste caso, nos auxiliar, uma vez que o0s
antagonistas ndo possuem efeitos e, portanto, o pKg de um antagonista reflete a constante
de dissociagdo entre o antagonista e o receptor a qual, neste caso, ndo ¢ afetada pelos
eventos intracelulares de transducdo do sinal, uma vez que estes ndo sdo acionados quando
da interacdo do antagonista com o receptor (KENAKIN, 1993).

O composto CGP20712A, possui afinidade para B;-AR (pKp=9,6) cerca de cem
vezes maior que sua afinidade para ,-AR (pKg=5,4), podendo ser usado para bloqueio
especifico das respostas mediadas por $;-AR (LEMOINE & KAUMANN, 1991). Sendo
um antagonista competitivo, ndo tem efeito e, assim sendo, mudancas na afinidade entre
este composto e a populagdo de adrenoceptores de qualquer tecido, sdo indicativas de
alteracdes na estrutura dos receptores (KENAKIN, 1993)

Nossos resultados mostraram que ndo houve alteragdes da constante de dissociacdo
(pKg) do CGP20712A em atrios direitos de ratos hipercolesterolémicos tratados ou nado
com infuso de sacaca, indicando que a estrutura tridimensional do receptor nao foi alterada

de modo a modificar a afinidade deste antagonista.

51



A inativacdo de proteinas de membrana, tanto diretamente, por meio de ataque
destas proteinas por radicais livres, como indiretamente, por meio de perturbagdo da
membrana lipidica, ¢ uma das possiveis rotas pela qual o estresse oxidativo inativa as
funcdes celulares (HAENEN et al., 1990; PETERS et al., 1997). BREHM et al. (1998)
propuseram que existiria um complexo cross-talk entre receptores [ adrenérgicos e
receptores de LDL, visto que aumento nos niveis de AMPc resulta em elevada expressao de
receptores de LDL. Estes autores demonstraram que niveis moderadamente elevados de
LDL resultaram em diminuicdo na densidade de B-AR acoplados funcionalmente sem,
contudo, haver alteracdes da relagdo P;-/B,-AR em artérias coronarias. HAENEN et al
(1990) observaram que em membranas cardiacas isoladas, a fungdo dos B-AR era reduzida
por estresse oxidativo, sugerindo que, neste estado, a adenilil ciclase ndo estaria inativa
mas, mais provavelmente, o acoplamento entre a enzima e o receptor estaria enfraquecida,
pois estes autores observaram que havia um aumento no numero de B-AR enquanto a
formag¢do de AMPc estava reduzida, em membranas de ventriculos. Em atrio esquerdo e
fatias de ventriculo direito a eficacia de agonistas -AR foi reduzida em 30%, enquanto a
resposta maxima mediada por B-AR foi reduzida para 50%. Membranas de atrio esquerdo
expostas a estresse oxidativo ndo apresentaram alteracdo na densidade de B-AR, nem na
afinidade ao isoproterenol. Aparentemente, o efeito que o estresse oxidativo tem sobre a
fluidez da membrana, via indugdo de peroxida¢do de lipideos, pode explicar a reducdo na
formagao de AMPc pelo estresse oxidativo em atrio esquerdo. Contudo, ndo se pode excluir
que os radicais livres produzidos durante o estresse oxidativo inibam diretamente a
formacgdo de AMPc, por exemplo, por inativar a proteina G. PETERS et al. (1997) sugerem
ainda que ¢ provavel que ocorram injurias de outros componentes subcelulares que podem
ter importante papel na transducdo dos estimulos B-adrenérgicos, desta forma abrandando
sua resposta.

A administracdo do infuso de sacaca a 10% reverteu a subsensibilidade observada
para a isoprenalina e para a noradrenalina sem, porém, deslocar a curva concentragao-efeito
ao soterenol. Dados prévios em nosso laboratério demonstraram um deslocamento para a
esquerda da curva dose-resposta a isoprenalina em atrio direito isolado de ratos que
receberam o infuso de sacaca 5%. Entretanto, observou-se também um aumento da resposta

maxima, fato ndo verificado neste estudo. Assim, como o infuso de sacaca ¢ composto de
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outras substancias, uma delas ou mesmo o conjunto destas substancias poderiam apresentar
uma atividade scavenger e, se oxidacao das lipoproteinas na membrana celular alterando a
funcionalidade do receptor, ou de outras proteinas acopladas a membrana, uma possivel
atividade scavenger do infuso poderia explicar a recuperacao da sensibilidade dos B-AR de
atrios direitos de animais hipercolesterolémicos tratados com sacaca, visto que nenhuma
alteragdo foi observada em animais normocolesterolémicos. Entretanto nos nao avaliamos
se o infuso apresenta ou nao esta propriedade.

Também alteragdes na composicdo de acidos graxos da bicamada lipidica da
membrana do musculo cardiaco, induzidas por dietas gordurosas (CRANDALL et al.,
1983; PATTEN et al., 1989), associada a alteragdes na concentragdo plasmatica de lipideos
e de catecolaminas pode ter importantes implicagdes na fun¢ao dos -AR (HAENEN et al.,
1990; GANGULY, 1991; GUDBJARNASON & BENEDIKTSDOTTIR 1996). Logo, a
interacdo de um agonista ou antagonista com um receptor ndo dependeria apenas das
propriedades estruturais destes compostos ou dos proprios receptores, mas poderia ser
também influenciada pelo ambiente lipidico da membrana (GUDBJARNASON &
BENEDIKTSDOTTIR, 1996). De acordo com esta hipdtese, os lipideos que circundam as
moléculas do receptor poderiam modular sua atividade ao interferirem em sua estrutura
tridimensional e, consequentemente, modificar a afinidade aos ligantes. Além disso, o
estado fisico do dominio lipidico onde se insere o receptor poderia regular sua mobilidade
lateral na membrana, e a interacdo do complexo ligante-receptor com a molécula
transdutora da proteina G a qual, por sua vez, modificaria a atividade das moléculas
efetoras que geram sinais intracelulares (LURIE et al., 1985; GUDBJARNASON &
BENEDIKTSDOTTIR, 1995).

Colesterol ¢ um importante componente lipidico de membranas plasmaticas de
células de mamiferos (BRODERICK et al., 1989), e em musculo cardiaco, os efeitos de um
estado hipercolesterolémico ndo estdo bem definidos, mas € crescente o interesse no papel
desempenhado pelos acidos graxos insaturados e pelo colesterol na fungdo da membrana
celular de cardiomidcitos, no que se refere ao desenvolvimento de fibrilagdo ventricular e
morte cardiaca subita. A ingesta de gorduras polinsaturadas altera a composicao de acidos
graxos e aumenta a fluidez da membrana celular (LURIE et al., 1985; MARINETTI, 1990).

Por sua vez, uma elevada ingesta de gorduras saturadas pode ter efeito contrario. Aumento
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da fluidez da bicamada lipidica da membrana de hepatdcitos e de eritrocitos aumenta a
atividade estimulada da adenilil ciclase, e a sintese de AMPc, provavelmente por favorecer
a estimulagdo do complexo PB-AR-proteina G-subunidades cataliticas da adenilil ciclase.
Por outro lado, enrigecimento da bicamada lipidica da membrana celular, como foi
observado em eritrocitos de codornas alimentadas com dieta rica em colesterol, causa
efeitos opostos, tais como a perda de até 50% da sensibilidade a estimulag¢do adrenérgica,
avaliada por meio da quantidade de AMPc formado em resposta a estimulacao por
isoproterenol, porém ndo observaram nenhuma alteracdo da afinidade a agonistas beta
adrenérgicos (LURIE et al., 1985). Mudangas significativas nos fosfolipideos de membrana
podem facilitar a internalizacdo de receptores com subseqiiente seqliestro ou
downregulation. Mudancas reversiveis nos lipideos da membrana podem também servir
para regular as propriedades de binding dos receptores de membrana, sua afinidade ou o
namero de sitios de binding (GUDBJARNASON & BENEDIKTSDOTTIR, 1995).

Assim, com base nestes resultados, novas questdes surgem: qual relacdo ha entre
uma dieta hipercolesterolémica e o sistema nervoso simpatico? Qual a relagdo entre a
sacaca e o colesterol? Serdo seus efeitos relacionados a sua ingesta e/ou metabolismo? Tera
a sacaca algum efeito sobre o sistema nervoso central? Ou, ainda, serdo seus efeitos
atuantes na membrana plasmatica? Poderia ter o infuso da sacaca algum efeito
antioxidante?

Novos estudos sdo necessarios e as respostas a estas perguntas podem auxiliar no

esclarecimento de muitas patologias onde esta envolvida hipercolesterolemia.
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CONCLUSAO

O protocolo estabelecido para indugdo de hipercolesterolemia em ratos, por meio de
dieta administrada durante 6 semanas contendo 15% de gordura, 1,25% de colesterol e
0,5% de 4cido colico, foi eficaz. Porém, os ratos apresentaram diferentes susceptibilidades
a este processo, o que permitiu a divisdo em dois grupos: sensiveis e resistentes, embora
ambos apresentassem aumento significativo da concentragdes sangiiineas de colesterol total

e de suas fracdes;

A ingesta de infuso de sacaca a 10% durante 15 dias ndo reverteu as elevadas
concentragdes plasmaticas de colesterol total de ratos hipercolesterolémicos aos valores

controles,

A fracdo HDL do colesterol ndo apresentou alteragdes, seja pela dieta, seja pelo
tratamento com o infuso de sacaca; a fragdo LDL aumentou acentuadamente, o que sugere
que o aumento do colesterol total foi devido principalmente ao aumento desta fracdo. A
dieta hipercolesterolémica administrada aos ratos promoveu aumento nas concentracdes de
triacilglicerol, ndo significativo, e da fragdo VLDL do colesterol, intimamente ligados a

sintese da fracdo LDL do colesterol;

O infuso de sacaca reduziu a fragdo LDL do colesterol sem, contudo, alcangar os

valores obtidos em ratos controles;

Atrios direitos de ratos que ingeriram a ragdo hipercolesterolémica apresentaram
diminuicdo na sensibilidade aos efeitos cronotropicos do isoproterenol, noradrenalina e

soterenol;
O infuso de sacaca a 10% reverteu a subsensibilidade para a isoprenalina e

noradrenalina aos valores controles. No entanto, ndo se observou o mesmo efeito para o

soterenol;
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Nao houve diferenca nas respostas maximas do soterenol, o que sugere que nao
houve alteragdes do nimero de adrenoceptores estimulados por este agonista. Também nao
se observaram alteragdes no pKg do CGP20712A, indicando que ndo houve mudangas na
afinidade do antagonista para o B;-AR e, conseqiientemente, alteragdes na estrutura do

receptor promovidas pela dieta ou pelo tratamento com infuso de sacaca.
A subsensibilidade aos agonistas de -AR observada em atrios direitos de ratos

hipercolesterolémicos poderia ser decorrente de alteracdes nos mecanismos intracelulares

de transducao do sinal.
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