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RESUMO

O mesocarpo de babagu (Orbignya phalerata, Arecaceae) é popularmente usado no Maranhao,
nordeste do Brasil, como alimento e medicamento. Esse trabalho avaliou o efeito do tratamento
com extrato bruto aquoso do mesocarpo de babacu (EAB) na bioquimica sanguinea de
camundongos C3H/HePas que desenvolveram o tumor de Ehrlich. Camundongos C3H/HePas
(n=10 por grupo), com idade de 120 e 240 dias, receberam, via oral, ad libitum, EAB (2mg/mL)
durante 15 ou 30 dias. Em seguida ao ultimo dia do tratamento os animais receberam, via
intraperitoneal, 10° células de tumor de Ehrlich. Os animais foram sacrificados dez dias apés a
implantacdo do tumor, quando foram obtidos o soro e as células tumorais. As células foram
quantificadas em cdmara de Neubauer com auxilio de microscépio 6tico de luz comum e 0 soro
foi utilizado para determinar, por ensaios colorimétricos, a concentracdo de colesterol,
triglicérides, proteinas totais e albumina. O tratamento com EAB induziu aumento significativo
no numero de células tumorais em camundongos C3H/HePas. A determinacdo do perfil lipidico
mostrou que o tratamento com EAB resultou na reducdo da concentracdo de colesterol total e das
fragbes HDL, LDL e no aumento da concentracdo de triglicérides . Além disso, os valores de
VLDL e de proteinas totais foram maiores do que o controle em animais tratados previamente
com EAB. Assim, é possivel concluir que o tratamento oral com EAB aumenta a invasividade do
tumor, possivelmente por reduzir a concentracdo de colesterol. Adicionalmente, o consumo de
EAB tem efeitos variaveis sobre alguns parametros bioguimicos do sangue, dependendo da idade
e do tempo de tratamento, o que inviabiliza o seu uso no tratamento de tumores com as mesmas

caracteristicas do tumor ascitico de Ehrlich.

Palavras-chave: Mesocarpo de babacu; Tumor de Ehrlich; C3H/HePas; Lipoproteinas;

Proteinas Totais; Senescéncia.



ABSTRACT

The babassu mesocarp (Orbignya phalerata, Arecaceae) is popularly used in Maranhdo,
northeast of Brazil, as food and as medicine. It was the aim of this work to evaluate the effect of
the babassu mesocarp extract (BME) on the biochemical parameters in mice bearing Ehrlich
Ascitic tumor. C3H/HePas (N = 10 for group) with age of 120 and 240 days, were treated orally
with BME (2mg/mL) during 15 or 30 days. At the end of this period the animals received, by
intraperitoneal route, 10° cells of Ehrlich tumor. The animals were sacrificed ten days after the
tumor implantation, when it was obtained the serum and the tumoral cells. The total number of
tumoral cells was quantified in Neubauer chamber with aid of an optic microscope. The
concentration of cholesterol, LDL, HDL, VLDL, triglicérides, total proteins and albumin was
determined in serum, by colorimetric assay. The oral treatment with BME significantly increases
on the number of tumoral cells. BME also affect the lipidic profile due to a strong reduction on
the concentration of total cholesterol and HDL, LDL fractions. It was also observed a significant
increase on the triglycerides concentration. Besides, the values of VLDL and total proteins were
larger than the control in animals treated with EAB. Based on this, it is reasonable to propose
that the reduction of cholesterol seems to be increased the tumor virulence. Additionally it was
observed that BME induced a variable effect on blood biochemistry. Those results altogether
makes BME unfeasible for using in the treatment of tumors with the same characteristics of the

Ehrlich ascitic tumor.

Keywords: Babassu mesocarp; Tumor of Ehrlich; mice; Lipoproteins; total proteins; senescence.
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1 INTRODUCAO
1.1 Babacu

Orbignya phalerata Mart, familia Arecaceae [Palmae], é uma palmeira oleaginosa
cujo fruto é conhecido como coco babagu, coco de macaco, aguacu ou uauagu (PIO
CORREA, 1984; ANDERSON e BALICK, 1988). Esta espécie, nativa do Brasil, tem a sua
maior densidade demografica no meio norte brasileiro, com marcada predominancia nos
Estados do Maranhdo, Piaui, Tocantins e Mato Grosso (PINHEIRO e FRAZAO, 1995).

A avaliagédo proporcional das diferentes partes que compdem o fruto do babacgu
mostra que 15% do peso total do fruto correspondem ao epicarpo; 20% ao mesocarpo e 58%
ao endocarpo incluindo as améndoas (ROSENTHAL, 1975).

Do mesocarpo € obtida uma farinha amplamente comercializada no Maranh&o. A
farinha é obtida a partir da secagem e trituracdo do mesocarpo. O mesocarpo transformado em
po é peneirado, umedecido e finalmente torrado em fogo alto (BALICK, 1988).

Segundo Rosenthal (1975), a farinha de mesocarpo de babacu tem em sua
composicdo 68,3% de amido; 1,54% de proteinas; 0,27% de lipidios; 1,25% de glicidios
sollveis, 2,51% de fibras e aminoacidos. Além disso, apresenta hemicelulose e pentosanas
(GARROS-ROSA, 1986) entre outras substancias organicas.

A farinha do mesocarpo de babacu é utilizada pela populagdo como alimento e
como medicamento. Dados etnobotanicos indicam que essa farinha pode ser utilizada no
tratamento de feridas cronicas, Ulceras gastricas e duodenais e inflamacdes diversas, tumores,
obesidade entre outras doengas (BARROQUEIRO et al., 2001; CARVALHO FILHO, 2003).

Os primeiros relatos investigando os efeitos bioldgicos do mesocarpo de babagu
no sistema imunologico foram feitos em 1994, por Gaitan et al. Estes autores detectaram a
endemicidade de bdcio, em criancas com idade escolar, em uma determinada area do estado
do Maranhdo, constatando que a maioria dessas criangas consumiam, em larga escala, as
farinhas de mesocarpo de babacu e de mandioca, 0 que os levou a suspeitar que o
aparecimento do bocio estava relacionado ao consumo dessas farinhas. Assim, utilizando
animais de laboratorio e cultura de tecidos, demonstraram que o tratamento com mesocarpo
de babacu isolado ou associado & mandioca aumentava significativamente os titulos de
anticorpos antitiredide, em ensaios in vivo ou in vitro, indicando que o consumo constante da
farinha de mesocarpo de babacu de fato estava entre os fatores de risco relacionados ao

aumento de respostas autoimunes.

A possibilidade do extrato aquoso do mesocarpo de babacu (EAB) apresentar
substancias capazes de induzir ou agravar doencas autoimunes foi também investigada em

experimentos realizados no Laboratorio de Imunofisiologia da Universidade Federal do



Maranhdo (UFMA). Os resultados obtidos mostraram que animais tratados com EAB
apresentavam significativo aumento na producéo de anticorpos auto-reativos anti-DNA, anti-
miosina murina, anti-hemacias (GUERRA et al, 1998), antiinsulina (BARROQUEIRO, 2001,
BARROQUEIRO et al., 2001; GUERRA et al., 2001) e anti-L-tiroxina (BARROQUEIRO et
al., 2001). Esses resultados em conjunto mostraram uma importante correlacdo entre o
consumo do mesocarpo de babagu e 0 aumento das respostas imunes auto-reativas em ensaios

pré-clinicos.

Barroqueiro (2001) demonstrou que a administracdo de extrato aquoso do
mesocarpo de babacu (EAB), em curto prazo, por via intraperitoneal, ou em longo prazo, por
via oral, induziu elevacdo da glicose sérica em camundongos. Entretanto, Carvalho Filho
(2003), Azevedo (2004) e Silva (2007) constataram que esse efeito hiperglicemiante nao
acontecia em todas as linhagens de camundongos, sugerindo uma possivel relacdo entre os

efeitos do tratamento e a linhagem utilizada no estudo.

Da mesma forma, Pinheiro (2005) mostrou uma forte correlagéo entre a linhagem
de camundongos utilizada e os efeitos do EAB em camundongos portadores do Tumor
ascitico de Ehrlich. Segundo os autores, consumo de EAB por camundongos da linhagem
C3H/HePas potencializava o crescimento tumoral, enquanto nos camundongos da linhagem
C57BI/6, o tratamento ndo alterava o padrdo de crescimento do tumor. Dessa forma, foi
sugerido que, ndo sé o tempo de administracdo e a idade, mas, sobretudo, o tipo de H-2 dos
camundongos poderia interferir no resultado, fortalecendo a hipdtese de que o efeito do EAB
sobre o sistema imunoldgico poderia estar relacionado ao Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC).

1.2 Bioquimica sanguinea

O colesterol € necessério a biossintese de varios horménios, da vitamina D e do
acido biliar. Pode ser encontrado nas membranas celulares de todos os tecidos do corpo
humano e ¢ transportado no plasma sanglineo de todos os animais. Pequenas quantidades, ou
formas clivadas, de colesterol também sdo encontradas nas membranas celulares das plantas.
O colesterol foi identificado pela primeira vez, na forma sélida, em pedras da vesicula biliar,
(RAVEL, 1997).

A maior parte do colesterol presente no corpo é sintetizada pelo organismo,

apenas uma pequena parte é ingerida na dieta. portanto, a concentracdo de colesterol no



sangue ndo é somente aumentada ao se aumentar a ingestdo de colesterol na dieta. O
colesterol € mais abundante nos tecidos que o sintetizam ou nas membranas das células
densamente agrupadas, como ocorre no figado, medula espinhal, cérebro e placas
ateromatosas nas artérias (CAMPBELL, 2000). Tem papel central em muitos processos
bioquimicos, porém, é mais conhecido pela associacdo existente entre doencas
cardiovasculares e as diversas lipoproteinas que o transportam, em decorréncia do aumento da

concentracdo no sangue (hipercolesterolemia).

Os principais lipidios do plasma humano sdo colesterol, ésteres do colesteril,
triglicérides, e &cidos graxos ndo-esterificados. Os lipidios sdo substancias insollveis em agua
e sdo transportados na forma de lipoproteinas, que podem ser divididas, de acordo com a sua
densidade, em cinco classes: quilomicrons, lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL),
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) e
lipoproteinas de alta densidade (HDL). A funcdo principal das lipoproteinas plasmaticas
parece ser o transporte dos triglicérides e do colesterol dos locais de origem — no intestino
(origem exogena) e no figado (origem endogena) para os locais de armazenamento e
utilizacdo (HENRY, 1988).

Os triglicérides e o colesterol entram no plasma na forma de particulas de
lipoproteinas ricas em triglicérides (quilomicrons e VLDL) e sofrem mudancas
intravasculares devido a acdo da enzima lipase lipoprotéica, que hidrolisa os triglicérides e 0s
digliceridios em &cidos graxos e monogliceridios. As particulas de superficie, chamadas de
fosfolipidios, e as apolipoproteinas sdo transferidas de VLDL a HDL por interagdo com a
lecitina colesterol aciltransferase (LCAT) para formar ésteres de colesteril e lisolecitina. Os
ésteres do colesteril sdo subseqientemente transferidos a IDL, que € convertida em LDL rica
em ésteres de colesteril. A LDL ¢, assim, um produto final do metabolismo da VLDL
intravascular (HENRY, 1988; WYNGAARDEN, 1988).

O colesterol é o principal componente da LDL, enquanto é um componente menor
das VLDL e HDL (RAVEL, 1997). O HDL deve ser visto como tendo um papel vital no
transporte do excesso de colesterol dos tecidos extra-hepaticos de volta para o figado, por
onde é excretado pela bile (transporte reverso do colesterol). A remoc¢do do excesso de
colesterol celular das paredes arteriais pode ter um papel crucial em diminuir o acimulo de
colesterol nas mesmas, inibindo a aterogénese (WYNGAARDEN, 1988).

VariagOes significativas nas dosagens do colesterol e triglicérides limitam sua

utilizacdo clinica. Estas variagdes podem ser analiticas, quando relacionadas & metodologia e
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a procedimentos utilizados pelos laboratorios, e pré-analiticas quando relacionadas aos fatores
intrinsecos dos individuos, tais como: estilo de vida — obesidade, idade, consumo de alcool,
estresse, sedentarismo, tabagismo, entre outros uso de medicacdo incluindo drogas
hipolipemiantes; doengas associadas: diabetes, hipotireoidismo, entre outras; procedimento de
coleta e preparo da amostra. Os fatores pré-analiticos, especialmente 0s de origem biolégica
intra-individuai como idade, sexo e raca, sdo 0s principais responsaveis pela variabilidade dos
resultados (RAPP, 2002).

Segundo a referéncia para a trigliceridemia desenvolvida pelo Consenso da
Conferéncia do National Institute of Health sobre hipertrigliceridemia, valores acima de
400mg/dL sdo considerados anormalmente altos, devem sofrer futuras avaliagbes e ser
tratados; e valores inferiores a 200mg/dL devem, geralmente, ser aceitos como normais.
Pessoas com concentracdes de triglicérides plasmaticos de jejum entre 200mg/dL e 400mg/dL
apresentam um problema diferente, porque esses niveis estdo associados a um risco de cerca
de duas vezes maior para o desenvolvimento de doencas vasculares. Para o paciente, estes
niveis de triglicérides podem ser normais ou representar um marcador para riscos aumentados
de aterogenicidade (RAPP, 2002).

A elevagdo dos triglicérides no soro estd associada ao aumento do risco de
doengas coronarianas (NAKAYA, 2002), devido a um efeito aterogénico direto das
lipoproteinas ricas em triglicérides, particularmente as VLDL (LIBBY, 2001). O tamanho das
particulas de VLDL liberadas depende da disponibilidade de triglicérides no figado. As
VLDL muito grandes, ricas em triglicérides, sdo secretadas quando esta ocorrendo sintese
excessiva de triglicérides hepaticos, como na obesidade, na diabetes melito ndo-insulino-
dependente (DMNID) e nos casos de excesso do consumo de alcool. Em contrapartida, as
pequenas VLDL sdo secretadas quando a disponibilidade de triglicérides, mas ndo a de
colesterol, é diminuida (WYNGAARDEN, 1988).

Os valores de referéncia para o colesterol total, segundo o Programa Nacional de
Colesterol Americano (National Cholesterol Education Program - NCEP, 1987) sdo de até
200mg/dL (FRANCESCHINI, 2001). Altos niveis de LDL e baixos niveis de HDL estdo
relacionados com doengas cardiacas (SACKS, 2007). E desejavel ter baixos niveis de
colesterol total e LDL na circulacdo sangiiinea, mas também é desejavel ter uma concentracdo
tdo alta quanto possivel do colesterol na forma de HDL (ABBASI, 2000).

Elevadas concentracdes de triglicérides no soro estdo associadas a pelo menos

quatro condicOes patogénicas que aceleram a aterosclerose (RAPP, 2002): diminuigdo dos
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niveis de HDL no soro (ABBASI, 2000); aumento das lipoproteinas remanescentes; pequena
elevacdo na LDL e aumento das condi¢bes trombogénicas, sugerindo que a ocorréncia de
algum tipo de hipertrigliceridemia pode estar relacionada ao aparecimento ou agravamento da
aterosclerose (NAKAYA, 2002), sendo que esse risco € maior nas mulheres que nos homens
(AUSTIN et al., 1998; SPOSIT, 2001). Quando a elevacéo de triglicérides é controlada pelo
ajustamento do HDL-colesterol e de outros fatores de compensacéo, os riscos de desenvolver

uma doenca arterial cronica (DAC) diminuem significativamente.

O aumento de HDL retarda o aparecimento de aterosclerose e conseqiientemente
faz a diminuicdo da progressdo das doencas da artéria coronaria. A HDL exerce efeito
protetor com enzimas antioxidantes que podem prevenir algum processo inflamatério inicial.
O papel anti-aterogénico da HDL tem implicacGes importantes para o controle das doencas
cardiacas (LIBBY, 2001). Embora a sintese acentuada de triglicérides possa levar a um
aumento da eliminacéo de triglicérides, o numero de particulas de VLDL liberadas ndo esta
necessariamente aumentando. Ao contrério, sdo liberadas particulas maiores de VLDL
contendo mais triglicérides (WYNGAARDEN, 1988). A elevacdo rapida dos triglicérides
reflete um incremento nas VLDL. E importante observar que nem todas as VLDL sdo
aterogénicas e a determinacdo laboratorial dos niveis de triglicérides ndo distingue entre
aterogénicas (pequenas VLDL) e ndo-aterogénicas (particulas grandes de VLDL) (CULLEN,
2000).

O tumor de Ehrlich possui poucas células inflamatorias e estroma escasso. Um
elevado indice mitotico e a grande invasividade caracterizam essa neoplasia (FECCHIO et al.,
1990). Esse tumor cresce em cavidades serosas como a abdominal e pleural, bem como em
musculos. Ndo se observa, porém, crescimento em visceras parenquimatosas, como figado
(FUNG et al., 1988). O tumor de Ehrlich ¢ um bom modelo para estudos envolvendo
citologia, por crescer na forma ascitica, o que permite a obtencdo de células tumorais isoladas
(KLEIN e KLEIN, 1951). Além disso, é um excelente modelo para o entendimento do
comportamento dos tumores malignos e para 0 estudo de compostos com atividade
antitumoral (SIGIURA, 1965; HOSSNE, 2002).

Devido a pouca afinidade das células do tumor de Ehrlich por tecidos
parenquimatosos, como o figado, nos propusemos a quantificar os componentes lipidicos, 0s

quais sdo sintetizados em maior quantidade e armazenados neste 6rgdo (HENRY, 1988).

Muito tem sido publicado acerca do uso de produtos naturais no controle das

dislipidemias. O mesocarpo de babacu é empregado popularmente como antiinflamatério e
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suplemento alimentar. Com base nessas consideracdes investigamos os efeitos da
administracdo oral do EAB sobre os componentes lipidicos e protéicos em camundongos

portadores do tumor ascitico de Ehrlich.



2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos do extrato aquoso de mesocarpo de babacu sobre os
componentes lipidicos e protéicos do sangue de camundongos que desenvolveram o tumor

ascitico de Ehrlich.

2.2 Especificos

= Determinar o numero de células tumorais em camundongos de adultos e
idosos desenvolveram o tumor ascitico de Ehrlich apds tratamento com extrato

de babacu;
= Dosar colesterol total, colesterol HDL e triglicérides no soro

= Determinar a concentracdo de proteinas totais e albumina no soro



3 MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos das linhagem C3H/HePas (H-2%), (10
animais/grupo), com idade de 4 meses (25 a 30 gramas) e 8 meses , fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). Os animais foram mantidos em
temperatura ambiente de 26 + 2°C, com umidade relativa de 44-56%, em ciclos de claro e
escuro de 12 horas, com acesso livre a dgua e racdo. Todo o procedimento descrito foi
revisado e aprovado pelo Comité de Etica Experimental da UEMA. Os animais com quatro
meses de idade foram considerados como animais adultos jovens e os com oito meses de

idade como adultos idosos.

3.2 Extrato Aquoso do Mesocarpo de Babagu (EAB)

O extrato foi preparado com 20g de farinha do mesocarpo de babagu, ressuspenso
em 500mL de agua filtrada. A suspensdo foi submetida a maceragdo por 24 horas, a
temperatura ambiente, sob agitacdo constante. Em seguida, foi filtrada e a &gua renovada para
mais uma extracdo de 24 horas. O produto da extracdo correspondente a 1 litro foi
considerado como extrato aquoso do mesocarpo de babacu (EAB). Para determinagcdo do
rendimento e da concentracao final do extrato, trés aliquotas de 1 mL do EAB foram levadas a

estufa até a completa evaporacdo do solvente com peso seco de aproximadamente 20mg/mL.

3.3 Administracdo do EAB

Os camundongos receberam por via oral, ad libitum, EAB na concentracdo de
20mg/mL. Estes animais foram divididos em trés grupos: o primeiro 0 recebeu agua e racao
(Controle), o segundo recebeu agua, racao e EAB durante 15 dias e o terceiro 4gua, racédo e
EAB durante 30 dias.

3.4 Manutenc¢ao do tumor de Ehrlich

Para a obtencdo das células neoplasicas transplantaveis, camundongos, oito dias
depois da inoculagdo do tumor ascitico de Ehrlich, foram sacrificados, e o fluido ascitico
aspirado com auxilio de seringa e agulhas estéreis apds excisdo da parede abdominal. Este



liquido ascitico foi injetado em outros animais para manutencdo do tumor (KLEEB, 1997,
NASCIMENTO et al, 2007).

3.5 Tratamento com EAB e implantacdo do tumor

Os animais com 4 e 8 meses de idade foram tratados por via oral, durante 15 ou
30 dias com EAB. Em todos os casos o extrato foi oferecido em garrafas colocadas nas

gaiolas.

Apbs 48 horas do final do tratamento com EAB, 0s animais receberam o indculo
de 10° células tumorais, via intraperitoneal. O desenvolvimento tumoral foi acompanhado a
partir da determinacdo da variagdo ponderal e do nimero total de células tumorais, células de

baco e medula, 10 dias apds a inoculacéo do tumor.

3.6 Determinacéo do numero de células tumorais

As células do tumor de Ehrlich foram obtidas com auxilio de seringa e agulha da
cavidade peritoneal. Em seguida foram centrifugadas e ressuspensas na proporc¢ao de 1:100
em PBS diluidas a 1:2 em azul de Tripan, para determinacdo do numero e da viabilidade
celular. O namero total de células vivas e mortas foi determinado em cdmara de Neubauer,

com auxilio de microscopio 6tico de luz comum.

3.7 Obtencéo do soro

O sangue foi obtido por punc¢do cardiaca ao término do periodo de administragdo
do EAB por via oral, e 10 dias depois da implantacdo das células do tumor de Ehrlich por via

intraperitoneal.

Apbs a retracdo do coagulo as amostras foram centrifugadas a 1500 rpm durante

10 minutos e o soro obtido foi armazenado a -20°C até a realiza¢do dos ensaios.

3.8 Avaliacdo bioquimica no soro

Os ensaios bioguimicos foram realizados em procedimentos totalmente
automatizados - Architect-C8000 Abbott.®



3.8.1 Dosagem de colesterol total: O colesterol total foi dosado pelo método enzimético
colorimétrico com colesterol-esterase, colesterol oxidase e reacéo catalisada pela peroxidase.
O ensaio consistiu em adicionar 2,5 uL do soro a cuvetas contendo 240 mL do tampéo de
reacdo (Tampdo Fosfato 50mmol, pH 7,0, contendo: fenol 24 mmol/L; colato de sodio 500
umol/mL; azida sodica 15 mmol/L; 4-aminoantipirina 500 pmol/L; colesterol esterase 250
U/L; colesterol oxidase 250 U/L e peroxidase 1000 U/L). As cuvetas foram incubadas por 5
minutos a 37° C e a leitura foi realizada por espectrofotometria a 500/670nm de densidade
Gtica.

3.8.2 Dosagem de colesterol-HDL: O HDL-colesterol foi dosado com kit HDL-Colesterol
Direto FS (Fluido Estavel). A determinacéo do colesterol HDL consistiu em adicionar 2,5 uL
do soro a cuvetas contendo 160 uL do tampédo R1 de reacdo (Tampédo R1 a 26mmol, pH 7,0,
contendo: 4-aminoantipirina 0,6mmol/L; peroxidase 1600 U/L; ascorbato oxidase 1800 U/L;
anticorpo de B-lipoproteina anti-humana) e 40 uL de tampédo R2 (Tampéo R2 pH 7, contendo
colesterol esterase 800 U/L, colesterol oxidase 4000 U/L) ; As cuvetas foram incubadas por 6
minutos a 37° C e a leitura foi realizada por espectrofotometria a 660/700nm de densidade
Gtica.

3.8.3 Dosagem de triglicérides: Os triglicérides foram determinados pelo método enzimatico
colorimétrico. O ensaio consistiu em adicionar 2,5 uL do soro a cuvetas contendo 200 uL do
tampédo de reacdo (Tampdo Fosfato 50mmol, pH 6,9; acetato de magnésio 4mmol/L; 4-
cloranfenicol 5 mmol/L; 4-aminoantipirina 300 umol/L; atp 1,0 mmol/L; lipase da
lipoproteina 1400 U/L; glicerolquinase 1000 U/L; glicerolfosfato oxidase 1500 UJ/L;
peroxidase 900 U/L; azida sodica 7 mmol/L). As cuvetas foram incubadas por 5 minutos a

37° C e a leitura foi realizada por espectrofotometria a 500/660nm de densidade ética.

3.8.4 Determinagdo do Colesterol VLDL: O LDL-colesterol foi calculado pela férmula de
Friedwald LDL-colesterol colesterol total - (HDL-colesterol + triglicérides/5) para valores de

triglicérides inferiores a 400mg/dL segundo Friedwald.

3.9 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média * desvio padréo (S.D.). Os dados foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Newman Keuls, sendo

considerado como nivel de significancia p<0,05.
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4 RESULTADOS
4.1 Determinagdo do nimero de células tumorais

O ndmero de células tumorais foi quantificado em camundongos C3H/HePas
tratados com EAB. Conforme mostra a Figura 1, o tratamento com EAB induziu aumento
significativo no nimero de células tumorais, em camundongos com 4 meses de idade, tratados

por 15 ou por 30 dias com EAB em comparacdo ao controle e aos animais da mesma idade.

Nos animais com 8 meses de idade somente o tratamento durante 15 dias teve

efeito sobre o desenvolvimento tumoral ao aumentar o nimero de células tumorais.
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FIGURA 1: Efeito do tratamento oral com extrato aquoso de mesocarpo de babacu
(EAB) sobre o numero de células tumorais em camundongos C3H/HePas tratados ou néo
por via oral, ad libitum, durante 15 e 30 dias, com EAB (5 mg/kg). Ao final do tratamento os
animais receberam 10° células do Tumor de Ehrlich, via ip. Apds 10 dias os animais foram
sacrificados para obtencdo das células tumorais. Os dados representam a media + desvio
padréo de 10 animais por grupo. (*) p<0,05 em relagdo ao controle de mesma idade.
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4.2 Avaliacdo bioquimica dos animais

4.2.1 Concentracéo sérica de colesterol total e fragdes

O tratamento prévio com EAB, durante 15 e 30 dias, reduziu significativamente a

concentracdo de colesterol total no soro independentemente da idade dos animais (Figura 2A).

O mesmo ocorreu na avaliagdo da concentragdo de HDL (Figura 2B) e LDL (Figura 2C).
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4.2.2 Concentracao de triglicérides

A concentracéo de triglicérides foi significativamente maior nos dois grupos tratados

durante 30 dias, independentemente da idade dos animais como mostra a Figura 5.
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FIGURA 3: Efeito do tratamento oral com mesocarpo de babacu (EAB) sobre a
concentracgdo de triglicérides em camundongos C3H/HePas, adultos (4 meses) ou idosos (8
meses), tratados ou né&o, via oral ad libitum, durante 15 e 30 dias, com extrato aquoso de
mesocarpo de babacu (5 mg/kg). Ao final do tratamento os animais receberam 10° células do
Tumor de Ehrlich, via ip. Ap6s 10 dias foram sacrificados para obtencdo do soro. Os dados
representam a média + desvio padrdo de 10 animais por grupo. (**) p<0,01 e (***) P<0,001

em relagdo ao controle de mesma idade
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4.2.3 Colesterol VLDL

A Figura 4 mostra que a relacdo colesterol / triglicérides foi maior do que o
controle em todos os grupos tratados com EAB. E também possivel notar que o aumento teve

relacdo direta com o tempo de tratamento, mostrando relacdo entre a dose e o efeito.
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FIGURA 4: Efeito do tratamento oral com extrato aquoso de mesocarpo de babacu
(EAB) sobre a concentracdo de VLDL em camundongos C3H/HePas com tumor de Ehrlich.
Animais adultos (120 dias) ou idosos (240 dias) foram tratados ou ndo por via oral, ad
libitum, durante 15 ou 30 dias, com EAB (5 mg/kg). Ao final do tratamento os animais
receberam 10° células do Tumor de Ehrlich, via ip. Ap6s 10 dias foram sacrificados para
obtencdo do soro. Os dados representam a média + desvio padrdo de 10 animais por grupo.
(**) p<0,01 e (***) P<0,001 em relacéo ao controle de mesma idade.
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4.2.4 Concentracao sérica de proteinas totais, albumina e globulinas

O tratamento com EAB durante 15 ou 30 dias, aumentou significativamente a
concentracdo sérica de proteinas totais em animais idosos, com 8 meses de idade, mas ndo

alterou esse mesmo parametro nos animais adultos com 4 meses de idade (Figura 5A).

Por outro lado, € possivel observar que o mesmo tratamento nao induziu variaces

significativas na concentracdo de albumina (Figura 5B) nem de globulina (Figura 5C).
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FGURA 5: FIGURA 4: Efeito do tratamento oral com extrato aquoso de mesocarpo de
babacu (EAB) sobre a concentracdo de VLDL em camundongos C3H/HePas com tumor de
Ehrlich. Animais adultos (120 dias) ou idosos (240 dias).
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5 DISCUSSAO

A farinha do mesocarpo de babacu (Orbignya phalerata, Arecaceae) ¢é
amplamente utilizada pela populacdo maranhense para tratar feridas crénicas, colites
duodenais, Ulceras, artrite, célicas menstruais, esgotamento nervoso, celulite, varizes e no
tratamento de tumores. Essa farinha também é utilizada pela populacédo, dissolvida em agua
ou diretamente na comida, como suplemento alimentar (REGO, 1995; BARROQUEIRO et
al., 2001; CARVALHO FILHO, 2003; NASCIMENTO et al., 2006).

Macrdéfagos peritoneais estimulados com EAB apresentam aumento da capacidade
fagocitica e da producdo tanto de peroxido de hidrogénio como de Oxido nitrico de forma
dose-dependente (NASCIMENTO et al., 2006). Assim, considerando que o EAB exerce um
efeito modulador sobre a ativacdo de macrofagos e proteinas especificas e ainda o efeito pro-
tumoral do extrato em camundongos C3H/HePas, (Pinheiro, 2005) este estudo investigou 0s
efeitos da administracéo oral do extrato aquoso de mesocarpo do babacu durante 15 e 30 dias,
sobre as concentragdes séricas de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol
VLDL e triglicérides em camundongos adultos (4 meses) e idosos (8 meses) transplantados
com células de tumor de Ehrlich. Foram adicionalmente quantificadas as concentracdes
séricas de proteinas totais, albumina e globulinas, na perspectiva de que estas informacGes
pudessem contribuir para um melhor entendimento dos efeitos do EAB sobre organismo

murino.

Embora a maioria dos trabalhos sobre desenvolvimento tumoral utilize
camundongos jovens, com 30 a 60 dias de idade, nds optamos aqui por avaliar o
desenvolvimento tumoral e o efeito do mesocarpo de babagcu empregando animais adultos,
com idade de 120 dias, e animais idosos, com idade de 240 dias. Esse estudo foi desenvolvido
com base na premissa que cerca de 50% dos diagnosticos de cancer humano sao feitos em
pessoas com idade maior do que 65 anos (GOECKLER et al., 2003).

O efeito potenciador do crescimento tumoral nos animais C3H/HePas apresentou
peculiaridades: Nos animais com 4 meses o efeito foi independente do tempo de tratamento e
nos animais idosos com 8 meses, o efeito s6 foi observado no grupo tratado por 15 dias
(Figura 1). E possivel que o tratamento tenha efeito cumulativo, ou ainda que, os animais
idosos desenvolvam tolerancia ao tratamento, o que terminaria por se refletir nos resultados

obtidos. No entanto, essa hipotese precisa ainda ser melhor investigada.
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O tratamento com EAB alterou significativamente a concentracdo sérica de
lipidios, incluindo colesterol total e as fragbes HDL e LDL em animais jovens e idosos
(Figura 2).

As maiores redugOes de colesterol total foram observadas nos animais idosos que
fizeram uso oral da suspensdo de mesocarpo por 15 e 30 dias (Figura 2A). Esses resultados
confirmam os anteriormente descritos por Matos (2006) e Pinheiro (2008) os quais detectaram
também significativa reducdo na concentracdo sérica de colesterol em animais desta mesma
linhagem, submetidos ao tratamento com EAB, em varios intervalos. Assim, é possivel inferir
que o tratamento com EAB afetou o metabolismo dos lipidios em animais que desenvolveram
o tumor de Ehrlich, da mesma forma do observado anteriormente em outros protocolos de

tratamento utilizando animais sem tumor.

O colesterol interfere nas interaces cooperativas entre os fosfolipidios
(LADBROOKE, WILLIAMS e CHAPMAN, 1968; CHAPMAN, 1975; HAEFNER et al,
1984) e a concentragéo de colesterol circulante tem relagdo direta com a sua concentragéo na
membrana celular e com a modulacdo de sua fluidez (ANDERSON, 1993). Por isso,
variacdes na concentracdo de colesterol podem alterar tanto a expressdo de receptores como a
secrecédo de produtos (XIE, COHEN e LINDA, 1999).

Outro parametro do perfil lipidico avaliado foi a concentracdo sérica da
lipoproteina de alta densidade (HDL). Considerando que o figado € um local importante de
armazenamento e metabolizacdo dos lipidios, foi possivel evidenciar que o tratamento com
EAB durante 15 e 30 dias, em animais com o tumor ascitico de Ehrlich, diminuiu
significativamente a concentracdo sérica de HDL, tanto em animais adultos, quanto em idosos
(Figura 2B). A reducdo de HDL tem sido relacionada a diminuicdo da atividade da enzima de
origem hepatica, a lecitina colesterol aciltransferase plasmaética, a qual atua na catalisacdo do
colesterol na superficie da lipoproteina de alta densidade plasmatica (HDL) promovendo o
efluxo de colesterol dos tecidos periféricos, uma vez que a acil CoA é responsavel pela
esterificacdo do colesterol no figado (RAVEL, 1997).

Além disso, o tratamento com EAB em animais idosos também induziu uma
acentuada reducdo na concentracdo de LDL (Figura 2C). Dessa forma, € possivel que a
diminuigdo de colesterol observada em animais com tumor de Ehrlich seja decorrente da
reducdo da principal funcéo das lipoproteinas plasmaticas, que € o transporte de triglicérides e
do colesterol dos locais de origem — no intestino (origem exdgena) e no figado (origem

enddgena) para os locais de armazenamento e utilizacdo (HENRY,1988),
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A nossa suposicao para explicar essa drastica reducdo de colesterol total e fracoes
fundamenta-se na hipotese de que ha um elevado consumo de lipidios durante a evolucdo do
tumor de Ehrlich, por conta da invasividade desse tipo de carcinoma. Adicionalmente, hd uma
elevada concentragdo de colesterol no fluido ascitico como forma de favorecer a proliferagdo
das células tumorais (BRENNEMAN et al, 1974). Assim, € possivel que o consumo de
colesterol por ser aumentado no fluido ascitico sofra reducdo na circulagdo e que essa
mobilizacdo seja ainda potenciada pelo o tratamento com EAB. Durante a evolugdo do tumor
de Ehrlich a proliferacdo celular se intensifica em presenca de prostaglandinas (COCKERILL,
1995; ABBASI, 2000). Considerando que as prostaglandinas séo derivadas de uma cascata de
reacdes na qual o consumo de colesterol é exacerbado, € razodvel supor que o tratamento com

EAB tenha aumentado ainda mais esse consumo.

Na verdade, como o EAB pode ter induzido aumento no numero de células por
reduzir o colesterol total, e aumentar a glicose sanguinea (dados ndo mostrados), visto que o
aumento no numero de células tumorais tem sido freqiientemente associado a reducdo de
colesterol (RAMACHANDRAN, et al, .1986). Segundo esses autores foi observado que a
inibicdo na sintese de colesterol pelas células endoteliais favorecia a adesdo de células
tumorais, estimulando, conseqiientemente a infiltracdo dessas células no organismo -

metéastase.

A concentracdo de triglicérides foi significativamente maior ap6s 30 dias de
tratamento com EAB, independentemente da idade dos animais (Figura 3), o que se refletiu na
concentracdo de VLDL, que apresentou cinética semelhante. Nesse caso ocorreu também, nos
animais adultos, importante reducdo do c-HDL. Em geral, uma intensa hipolipidemia é
observada quando macrdfagos esplénicos aumentam os seus indices fagociticos, pois essa
atividade resulta em acumulo de grande quantidade de gordura, o que também poderia
explicar os resultados encontrados. Outra explicacdo para a reducdo lipidica seria a depuracao
plasmética feita pela fagocitose de estruturas encontradas nas lipoproteinas HDL e LDL
(COOPER, 1985). Na verdade, muitas hipoteses podem ser levantadas quanto a reducéo

lipidica observada, mas o fato € que o EAB atuou como agente hipolipemiante.

O tratamento com EAB em animais com tumor de Ehrlich mostra que esse extrato
deve ser evitado por pacientes que apresentem etiologia semelhante ao tumor aqui estudado
tendo em vista que o extrato apresenta efeito estimulador do crescimento tumoral. Por outro

lado, o importante efeito hipolipemiante do extrato deve ser melhor investigado.
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6 CONCLUSOES

Os resultados permitiram concluir que:

= O tratamento com EAB apresentou efeito hipolipemiante ao reduzir a
concentracdo sérica de colesterol total e das fragcdes HDL, LDL em animais
adultos e idosos com tumor de Ehrlich o que pode estar também relacionado

ao aumento de células tumorais e a sua maior invasividade;

= O tratamento com EAB durante 30 dias aumentou a concentracdo de

triglicérides independentemente da idade dos animais.

= Os valores de VLDL foram maiores do que o controle, de forma tempo

dependente.

= O EAB néo deve ser usado por pessoas com tumores de etiologia semelhante
ao tumor ascitico de Ehrlich, pois o extrato, além de aumentar a proliferagdo

de células tumorais, afeta varios parametros bioquimicos do sangue.
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