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Resumo

A regulacdo do metabolismo lipidico através do consumo de fitoterapicos é uma estratégia
para reduzir o risco de doencas cardiovasculares. Diante disso, o objetivo do estudo foi avaliar
o efeito do Oleo de cartamo sobre a resisténcia a insulina e hipertrofia ventricular esquerda
(HVE) em camundongos com auséncia de receptor para LDL (LDLr-/-) com diferentes dietas.
Os Camundongos LDLr-/- foram divididos em quatro grupos: C: dieta padrdo; CCA: dieta
padrdo e 2mg/kg/dia de 6leo de cartamo; HL.: dieta hiperlipidica; HLCA: dieta hiperlipidica e
2mg/kg/dia de O6leo de cartamo. ApoOs 15 dias de experimento foi quantificado as
concentragdes séricas de colesterol total e suas fragdes, triglicerideos, proteina C reativa,
insulina, glicose e calculado o indice de Homa. Laminas histoldgicas com tecido cardiaco
foram preparadas e coradas com hematoxilina e eosina, para avaliacdo histolégica geral; e

coradas com picrosirius red para avaliar da area de depdsito de colageno. Os resultados
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obtidos demonstraram que o 6leo de cartamo preveniu a redugdo dos niveis séricos do HDL e
do aumento dos niveis da PCR, preveniu parcialmente a resisténcia insulinica e a
hiperinsulinemia nos camundongos do grupo HLCA. O uso de 6leo de cartamo equilibrou os
fatores anti-hipertroficos em relacdo aos fatores hipertréficos (hiperinsulinemia e processo
inflamatorio), prevenindo a HVE nos camundongos do grupo HLCA. Em concluséo o éleo de
cartamo preveniu o desenvolvimento da HVE e parcialmente a resisténcia a insulina.

Palavras-chave: Colesterol; Doencas cardiovasculares; Fitoterapico; Glicose; Hipertrofia

ventricular esquerda.

Abstract

The regulation of lipid metabolism through the consumption of herbal medicines is a strategy
to reduce the risk of cardiovascular diseases. Therefore, the aim of the study was to evaluate
the effect of safflower oil on insulin resistance and left ventricular hypertrophy (LVH) in mice
with the LDL receptor (LDLr -/-) with different diets. LDLr -/- mice were divided into four
groups: C: standard diet; CCA: standard diet 2mg/kg/day of safflower oil; HL: hyperlipidic
diet; HLCA: hyper dietalipid and 2mg/kg/day of safflower oil. After 15 days of experiment,
total cholesterol and its fractions, triglycerides, C-reactive protein, insulin, glucose and
adaptation to the Homa index were quantified. Histological slides with cardiac tissue were
prepared and stained with hematoxylin and eosin, for general histological evaluation; and
stained with picrosirius red to assess the collagen deposit area. The results obtained showed
that safflower oil prevented the reduction of serum HDL levels and increased levels of CRP,
partially prevented insulin resistance and hyperinsulinemia in the HLCA group mice. The use
of safflower oil balanced the anti-hypertrophic factors in relation to the hypertrophic factors
(hyperinsulinemia and inflammatory process), preventing LVH in the HLCA group mice. In
conclusion, safflower oil prevented the development of LVVH and partially insulin resistance.
Keywords: Cholesterol; Cardiovascular diseases; Phytotherapic; Glucose; Left ventricular

hypertrophy.

Resumen

La regulacion del metabolismo de los lipidos mediante el consumo de hierbas medicinales es
una estrategia para reducir el riesgo de enfermedades cardiovasculares. Por tanto, el objetivo
del estudio fue evaluar el efecto del aceite de cartamo sobre la resistencia a la insulina y la
hipertrofia ventricular izquierda (HVI) en ratones con el receptor de LDL (LDLr -/-) con

diferentes dietas. Los ratones LDLr -/- se dividieron en cuatro grupos: C: dieta estandar;
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CCA: dieta estdndar 2mg/kg/dia de aceite de cartamo; HL: dieta hiperlipidica; HLCA:
hiperdietalipido y 2mg/kg/dia de aceite de cartamo. A los 15 dias de experimento se
cuantifico el colesterol total y sus fracciones, triglicéridos, proteina C reactiva, insulina,
glucosa y adaptaciéon al indice Homa. Se prepararon portaobjetos histolégicos con tejido
cardiaco y se tifieron con hematoxilina y eosina, para evaluacion histoldgica general; y tefiido
con rojo picrosirius para evaluar el area de depdsito de colageno. Los resultados obtenidos
mostraron que el aceite de cartamo previno la reduccién de los niveles séricos de HDL vy el
aumento de los niveles de CRP, previno parcialmente la resistencia a la insulina y la
hiperinsulinemia en los ratones del grupo HLCA. El uso de aceite de cartamo equilibré los
factores antihipertroficos en relacion con los factores hipertroficos (hiperinsulinemia y
proceso inflamatorio), previniendo la HVI en los ratones del grupo HLCA. En conclusion, el
aceite de cartamo previno el desarrollo de HVI y parcialmente resistencia a la insulina.

Palabras clave: Colesterol; Enfermedades cardiovasculares; Fitoterapicos; Glucosa;

Hipertrofia del ventriculo izquierdo.

1. Introducéo

No ano de 2015, 17,7 milhdes de pessoas morreram por doencas cardiovasculares,
representando 31% de todas as mortes em nivel global (Organizacdo Mundial de Saude,
2019). Segundo o cardidmetro, indicador do nimero de mortes por doencas cardiovasculares
no Brasil, criado pela Sociedade Brasileira de Cardiologia, estima-se que aproximadamente
220 mil pessoas morrerdo até o final do ano de 2020 (Sociedade Brasileira de Cardiologia,
2020).

Um dos principais fatores para o desenvolvimento das doencas cardiovasculares € a
dislipidemia, que é caracterizada pelo aumento plasmatico de triglicerideos (TG), colesterol
total (CT), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e/ou diminuic¢do de lipoproteina de alta
densidade (HDL) (Faludi et al., 2017). A trilogia, disfuncdo endotelial (Giribela et al., 2011)
processo inflamatorio e estresse oxidativo (Garcia et al., 2011), no ambiente cardiovascular,
decorrente da dislipidemia, é considerada o denominador comum entre as condi¢cdes que
promovem e apoiam a aterogénese (Silva et al., 2015), hipertrofia cardiaca e a resisténcia
insulinica (Sarto et al., 2018). Além disso, com a producdo elevada de acidos graxos livres
(AGL), reduz a sensibilidade a insulina no tecido muscular, havendo producdo de

interleucinas, fatores de crescimento e outras citocinas e com isso, culminando com a
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resisténcia insulinica e hipersinsulinemia (Faludi et al., 2017), que s&o fatores hipertroficos
cardiacos.

Dentre as estratégias para tratamento e prevencdo das DCV, o combate as
dislipidemias e hiperglicemia com o uso de fitoterapicos se encontra em evidéncia em muitos
debates na literatura cientifica. As caracteristicas medicinais do céartamo (Carthamus
tinctorius L.) foram descobertas na China a mais de 2.500 anos (Zhao et al., 2009) e tem sido
largamente utilizado na medicina tradicional chinesa para tratar processos inflamatorios e
doencas cardiovasculares como acidente vascular cerebral (AVC), aterosclerose e
cardiomiopatias, dentre outros (Bao et al., 2015).

Portanto, considerando o aumento das pesquisas e a aplicabilidade do 6leo de cartamo
nas doencas metabdlicas e nas cardiomiopatias, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
6leo de cartamo (Carthamus tinctorius L.) sobre a resisténcia a insulina e na hipertrofia
ventricular esquerda (HVE) em camundongos com auséncia de receptor para LDL (LDLr-/-)

alimentados ou ndo com dieta hiperlipidica.

2. Metodologia

Para este estudo foram utilizados camundongos machos com 3 meses de idade,
homozigotos para o gene do receptor de LDL (LDLr-/-), provenientes do Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME), pesando 25+3 g. De acordo com o0s procedimentos experimentais
estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
Os animais foram mantidos em ambiente de temperatura controlada (25 + 1°C) com ciclo
claro e escuro (12 horas) no laboratério experimental da UNIFENAS. Este estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Animais da Universidade José do Rosério Vellano
(UNIFENAS, Alfenas, MG, Brasil) (n°® 05A/2011). O periodo experimental de

acompanhamento foi 15 dias.

2.1 Grupos Experimentais
Os camundongos foram divididos em 4 grupos com dez animais cada:
1. Grupo C: receberam dieta padrdo (Nuvital®);

2. Grupo HL: receberam dieta hiperlipidica (20% de gordura total, 1,25% de

colesterol e 0,5% de &cido célico);
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3. Grupo CCA: receberam dieta padrdo e o Oleo de cartamo por gavagem na dose
2g/kg/dia (6leo de cartamo Copra®);
4. Grupo HLCA: receberam dieta hiperlipidica e 6leo de cartamo na dose 2g/kg/dia.

Todos os animais receberam agua e racéo ad libitum.

Apo6s 15 dias de experimentacdo, 0os camundongos permaneceram em jejum por 8
horas e posteriormente foram anestesiados utilizando-se xilazina (Bayer AS®) e cetamina
(Parke-Davis®), nas concentragbes de 10 e 100 mg/Kg, respectivamente. Foi realizada a
retirada da amostra de sangue por puncdo retro-orbital do plexo venoso para andlise sérica de
glicose, insulina e CT e suas fragcdes LDL, VLDL, HDL e TG.

O coragdo foi removido e o ventriculo esquerdo (VE) foi isolado para determinar a
presenca de HVE, através da relacdo do peso do VE (mg)/peso corporal (g). Na sequéncia 0s
VE foram fixados por 24 horas em formaldeido a 10%, para determinacdo do didmetro dos

cardiomidcitos e da deposicdo de colageno.

2.2 Analise sérica

As amostras de sangue passaram por centrifugacdo para obtencdo do soro (3.000 rpm
por 10 minutos). O nivel sérico de glicose foi medido pelo método enzimatico colorimétrico.
O nivel sérico de insulina foi determinado usando um kit comercial especifico de ELISA
(DAKO Ltda, High Wycombe, Bucks, Reino Unido). O indice Homa (Homa-ir) foi calculado
pela formula: {Homa-ir = [insulinemia rapida (mU/L) x glicemia rapida (mmol/L)]/22,5} para
determinar a resisténcia a insulina. Ensaios enzimaticos foram usados para medir TG, CT e
HDL, assim como descrito por (Hedrick et al., 2001). O nivel de proteina C-reativa (PCR) foi
calculado por turbidimetria e fotometria (Humastar 300®) e os resultados foram expressos em
mg/dL. As concentracdes de LDL foi determinada de acordo com a formula (Shin & Ajuwon,
2018): LDL (mg/dL) = TC — HDL - TG/5.0; e o valor de VLDL foi calculado segundo a
formula VLDL (mg/dL) = TG/5.0 (Friedewald, Levy & Fredrickson, 1972).

2.3 Analise morfométrica e histolégica
Para as analises morfométricas do didmetro dos cardiomiocitos e da deposicdo de

colageno, cortes de 4 um de largura do VE embebidos em parafina foram corados com

hematoxilina-eosina e picrosirius red, respectivamente. Fotomicrografias foram tiradas do
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mesmo ponto pre-fixado de secgdes transversais de VE de cada camundongo usando uma
camera digital acoplada ao Leica IM50. O diametro dos cardiomiécitos foi medido de 8 a 12
celulas em cada seccdo por animal (Tian et al., 2006). Secgdes coradas com picrosirius red
foram submetidas a uma luz polarizada e cada fotomicrografia foi analisada pela imagem
LGMC (Armstrong, Binkley, Baker, Myerowitz & Leier, 1998) e as &reas coradas em
vermelho foram selecionadas para determinar a porcentagem do depoésito de colageno no
tecido cardiaco (Shirani, Pick, Roberts & Maron, 2000).

2.4 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A analise de
variancia (ANOVA) foi seguida do teste de tukey, para comparacdo das médias entre 0s

diferentes grupos. As diferencas foram consideradas significativas para o valor de p<0,05.

3. Resultados

Na analise sérica, os camundongos do grupo HL apresentaram niveis elevados de CT,
LDL, VLDL e TG e reduzidos de HDL com relacdo aos camundongos do grupo C. O
tratamento com 6leo de cartamo no grupo HLCA preveniu parcialmente o aumento nos niveis
séricos de TG e VLDL e preveniu totalmente a reducdo nos niveis séricos de HDL e o

aumento dos niveis séricos da PCR (Tabela 1).
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Tabela 1: Niveis séricos de colesterol total (CT), colesterol LDL (LDLc), colesterol VLDL
(VLDLc), colesterol HDL (HDLc), triglicérides (TG), glicose, insulina, indice HOMA
(Homa-ir) e proteina C-reativa (PCR).

Grupos C CCA HL HLCA
CT (mg/dL) 253+19  252+10%¢  612+123bd 579+10P
LDLc (mg/dL) 165+10 168+4°4 531+192bd 47741230
VLDLc (mg/dL) 27+3 25+3° 57+43bd 39+2¢
HDLc (mg/dL) 61+3 59+9° 23+13bd 63+4°
TG (mg/dL) 13345 12634 286+920¢ 185+6%0¢
Glicose (mmol/L) 5.6+0.2 5.4+0.1 5.8+0.3 5.5+0.1
Insulina (MU/mL) 2.8+0.2  25+0,2°¢  6.1+0.820d 4.3+0.3%0¢
Homa-ir 0.7+0.06  0,6+0.05°¢  1.6+0.08%Pd 1.0+0.143P¢
Proteina C-reativa 6+0,4 4.8+0.6%¢  14.8+0.82Pd 5,7+1¢
(mg/dL)

Valores sdo expressos como média + EPM. Diferentes letras indicam diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05 — Teste de Tukey). C — dieta padrdo; CCA - dieta padrdo e 6leo de
cartamo; HL - dieta hiperlipidica; HLCA - dieta hiperlipidica e 6leo de cartamo. # P<0.05 vs
C; P P<0.05 vs CCA,; ¢ P<0.05 vs HL; ¢ P<0.05 vs HLCA.

Fonte: Autores.

Os niveis de insulina e Homa-ir dos grupos tratados com dieta hiperlipidica (grupo
HL), bem como os niveis séricos de PCR, tiveram aumento quando comparados com 0S
animais que receberam dieta padrdo, indicando a presenca de resisténcia a insulina e
inflamacdo cardiaca neste grupo. O 6leo de cartamo preveniu parcialmente a resisténcia
insulinica e a hiperinsulinemia (HLCA versus HL). Os niveis séricos de glicose nao
apresentaram diferencas entre os grupos estudados (Tabela 1).

Os resultados (Tabela 2 e Figura 1) demonstraram aumento (38,7%) da proporcao do
peso ventricular esquerdo (mg)/ peso do animal (g), ou seja, HVE (grupo HL versus demais
grupos). Isso ocorreu em consequéncia do aumento do didmetro dos cardiomidcitos e depdsito
de colageno no miocéardio ventricular esquerdo. O 6leo de cartamo preveniu totalmente essa
HVE, prevenindo principalmente o aumento do didmetro dos cardiomidcitos e parcialmente o

depdsito de coldgeno (HLCA versus HL).
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Tabela 2: Efeitos do 6leo de cartamo sobre os parametros morfométricos do coracdo de
camundongos LDLr-/-.

Grupos C CCA HL HLCA
Diametro dos 18+0,8 19+0.8° 24+0,63Pd 20+0.2¢
cardiomidcitos (pm)

Colageno (%) 4.8+0.2 4.7+0.6%¢ 11.2+0.820d 6.9+0.8¢
VE peso (mg)/peso 3.1+0.19 3.240.11°¢ 4.3+0.12%04d 3.5+0.44°¢

corporal (g)

Valores sdo expressos como média + EPM. Diferentes letras indicam diferenga significativa
entre os grupos (p<0,05-Teste de Tukey). C — dieta padrdo; CCA - dieta padrdo e 6leo de
cartamo; HL - dieta hiperlipidica; HLCA - dieta hiperlipidica e 6leo de cartamo. 2P<0.05 vs C;
b'P<0.05 vs CCA, ¢ P<0.05 vs HL; ¢ P<0.05 vs HLCA.

Fonte: Autores.

Figura 1: A — Fotomicrografia corada com hematoxilina/eosina representativa do ventriculo
esquerdo mostrando o diametro dos cardiomiécitos. B — Fotomicrografia corada com
picrosirius red mostrando a distribuicdo do colageno intersticial (marcado em vermelho pela
mancha) no miocardio ventricular esquerdo dos camundongos. C — dieta padrdo; CCA - dieta

padrdo e 6leo de cartamo; HL - dieta hiperlipidica; HLCA - dieta hiperlipidica e 6leo de

cartamo (400x).

Fonte: Autores.
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4. Discussao

O oleo de cartamo contém substancias antioxidantes e anti-inflamatorias e atua na
atividade da enzima lipase lipoproteica (LPL). Esta enzima faz parte da familia de lipases, e
encontra-se no revestimento do limen do endotélio capilar e sua principal funcéo é hidrolisar
moléculas de triglicerideos presentes nas lipoproteinas, aumentando os niveis plasmaticos de
HDL, bem como diminuindo os niveis de LDL e TG (Hwang, 2016).

No presente estudo o 6leo de cartamo nos camundongos do grupo HLCA pode ter
aumentado a atividade da enzima lipase lipoproteica (LPL), elevando a taxa de oxidacdo de
gordura e, consequentemente preveniu parcialmente o aumento dos niveis séricos de TG.
Além disso, a LPL ativada pode gerar &cidos graxos livres e glicerol que serdo captados pelos
tecidos (Beisiegel, Weber & Bengtsson-Olivecrona, 1991; Seo, 2000). O aumento na
atividade da LPL influenciou as concentragfes de lipideos plasmaticos (Olszewer, 2012)
podendo tal fato explicar a prevencéo parcial no aumento tanto de TG quanto do VLDL no
grupo HLCA.

O oleo de cartamo no presente estudo, ndo apresentou efeitos muito significativos nos
niveis séricos de LDL e CT nos camundongos do grupo HLCA, comparado ao grupo HL.
Contudo, estudos de Bao et al. (2015) demonstraram que camundongos alimentados com
dieta hiperlipidica e adicdo de diferentes concentracdes de extrato de Carthamus tinctorius L.,
reduziu CT, LDL, TG e indice aterogénico, enquanto houve aumento de HDL, melhorando
significativamente o metabolismo lipidico, prevenindo a aterogénese. No modelo animal do
presente estudo, dislipidemia genética associada a alimentar, observou-se que o principal
efeito do Oleo de cartamo foi prevenir a diminuicdo da molécula HDL, pois os polifendis
antioxidantes (lignanas, flavonas e serotonina) presente no 6leo de cartamo (Xidan et al.,
2014) evitaram a oxidacdo do HDL e consequentemente sua remocdo hepatica nos
camundongos do grupo HLCA.

O HDL possui papel anti-inflamatério (Garcia et al., 2011) e antioxidante, acdes estas
atribuidas a apolipoproteina A-1 (apo A-1), apolipoproteina A-Il (apo A-11) e principalmente
devido a presenca de paraoxonase (Moo, 2001). Neste estudo, o 6leo de cartamo pode ter
prevenido diretamente a oxidacdo da molécula do LDL ou indiretamente pela acdo do HDL, e
consequentemente reduziu os mediadores e citocinas pré-oxidantes e inflamatdrias
cardiovasculares, demonstrado pela prevencdo do aumento sérico da PCR. Efeitos estes, que
também foram demonstrada em estudos que observaram a diminuicdo da oxidacdo da

molécula de LDL e a prevencdo da aterosclerose em animais com deficiéncia em

10
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Apolipoproteina E (Koyama et al., 2006), em ratas ovariectomizadas (Cho et al., 2000) e em
ratos machos (Moon et al., 2001) tratados com 6leo de cartamo.

Estudos demonstraram que o 6leo de cartamo bloqueou a via inflamatéria envolvendo
NF-kB (L&zaro, 2009) e desativou 0s genes envolvidos com as citocinas inflamatdrias
(Kawashima et al., 1998), mostrando um potente efeito anti-inflamatério do dleo de cartamo,
também observado em nossos resultados.

A glicemia no presente estudo ndo teve influéncia da adicdo do 6leo de cartamo na
dieta. Este resultado também foi observado em estudos feitos por Campanella et al. (2014),
quando avaliaram o efeito da suplementacdo de 6leo de cartamo sobre peso corporal, perfis
lipidico e glicidico e capacidade da atividade antioxidante enzimatica em ratos Wistar,
induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica.

Tal fato pode ter ocorrido devido a alguns fatores como o tempo do estudo, da
quantidade de 6leo adicionada ou do tipo de produto derivado do 6leo de cartamo em que foi
testado (Barter et al., 2004; Serrato & Marian, 1995). Contudo, no presente estudo, mesmo
nos animais do grupo HL, ndo se observou variagdes dos niveis séricos da glicose, pois 0
aumento dos niveis séricos da insulina compensaram e preveniram 0 aumento sérico da
glicemia.

A dislipidemia severa nos camundongos do grupo HL ativou o processo inflamatorio
tecidual, aqui demonstrado pelo aumento dos niveis séricos da PCR. Estudos demonstraram
que camundongos LDLr-/- alimentados com dieta hiperlipidica ativaram a via inflamatdria
CD40/CD40L (Garcia et al., 2008), intensificaram o processo inflamatorio e oxidante (Silva
et al., 2015) cardiovascular, com aumento do estresse oxidativo (Sarto et al., 2018) e a
diminuicdo da biodisponibilidade do éxido nitrico com HVE (Garcia et al., 2008) . Este
estresse oxidativo pode ter oxidado os substratos receptores da insulina, gerando a resisténcia
a insulina e a hiperisulinemia nos camundongos do grupo HL no presente estudo.

O Oleo de cartamo nos camundongos HLCA modulou o processo inflamatorio e
oxidativo, tanto pelo aumento do HDL quanto pela acdo direta dos polifendis do 6leo de
cartamo, que aumentaram a defesa antioxidante e reduziram os danos celulares (Khalid, 2017;
Koyama et al., 2006) prevenindo o aumento dos niveis séricos da PCR, um marcador do
processo inflamatorio, e prevenindo em boa parte a resisténcia insulinica e hiperinsulinemia.

O efeito do 6leo de cartamo na prevencdo sérica de HDL nos camundongos do grupo
HLCA associada a sua funcdo cardiovascular protetora, antioxidante e anti-inflamatoria
(Garcia et al., 2011; Holvoet, 2008), reduziu o processo inflamatdrio e preveniu em parte a

resisténcia insulinica e a hiperinsulinemia nos camundongos do grupo HLCA. O efeito
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antioxidante do 6leo de cartamo associado com o efeito do HDL, pode ter aumentando a
biodisponibilidade do 6xido nitrico, protetor endégeno anti-hipertréfico (Garcia et al. 2008).
Portanto, o uso de 6leo de cartamo buscou equilibrar os fatores anti-hipertréficos (6xido
nitrico) em relacdo aos fatores hipertréficos (hiperinsulinemia e processo inflamatorio),
prevenindo a HVE nos camundongos do grupo HLCA, principalmente pela reducdo do
didmetro dos cardiomidcitos, e em parte na prevencdo do depdsito de colageno na matriz

extracelular.

5. Consideracoes Finais

O 6leo de cartamo preveniu o desenvolvimento da HVE e parcialmente a resisténcia a
insulina em condicbes de dislipidemia genética associada a dieta hiperlipidica. Sugerimos
portanto, que o0 uso do 6leo de cartamo por seres humanos deve ser cauteloso e maiores
investigacdes devem ser realizadas no sentido de elucidar os efeitos do uso de cartamo na
resisténcia a insulina em portadores de diabetes mellitus tipo 2, assim como na
hipercolesterolemia, pois no presente estudo ndo se observou resultados na reducéo do LDL e
CT.
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