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SUMARIO: Dosou-se 0 “clearing factor” (lipase lipoproteica), em pancreas de ratos normais
apos serem submetidos a algumas condicdoes experimentais. As seguintes conclusdes podem

ser extraidas:

a) O pancreas é 0 orgao mais rico nesta enzima (8 vezes mais que o tecido adiposo,
até entao considerado o mais rico em CF);

b) O jejum total de 48 horas diminui significativamente a atividade de CF;

¢) O complamin, um derivado do acido nicotinico, agindo sobre a arteriosclerose ex-
perimental, nao afeta a atividade da enzima;

d) O acido épsilon-aminocaproéico (AEAC) potente antagonista da heparina, inibe a ati-
vidade do CF pancreatico;

e) Ratos com arteriosclerose experimental apresentam niveis diminuidos desta enzima

no pancreas.

O “clearing factor” (CF) ou lipase

lipoproteica fol descoberto por
Hahn, o qual observou que caes com
hiperlipemia alimentar, quando trans-
fundidos com sangue contendo hepa-
rina, nao mais apresentavam o plas-
ma turvo e sim limpido(}).

Este “clareamento” foi também pro-
duzido “in vitro” quando o plasma de
um animal, previamente injetado com
heparina, fol misturado com plasma
lipémico. O termo “clearing factor”
fol introduzido para indicar a presen-
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ca no plasma de um componente ativo
sobre os quilomicrons; ele atua atraves
de um processo lipolitico, acompanha-
do por hidroélise dos componentes tri-
glicerideos das particulas lipidicas,
havendo, na primeira fase do clarea-
mento, um acumulo de monogliceri-

deos (3) (9).

O mecanismo fol posteriormente
elucidado quando se observou que o
acido graxo liberado se combinava,
com a albumina. Os substratos desta
enzima, no plasma, sao principal-
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mente os quilomicrons e as lipoprotei-
nas de muito baixa densidade (VLDL)
(very low density lipoproteins) (4).

O CF apresenta o maximo de ativi-
dade a 37°C e pH 7,2 — 7.6. £ inibido
pelo cloreto de sodio 0,7 M, assim co-
mo pela protamina e sais biliares (2)
(°).

A demonstracao de alteracoes nos
lipideos sangiiineos, ap6s a injecao de
heparina, atraiu a atencao de inu-
meros pesquisadores Interessados em
‘estados clinicos relacionados com o

metabolismo lipidico, em especial, a
arteriosclerose (3).

Individuos com cirrose de Laennec
apresentam um CF aumentado, de-
monstrando a possibilidade de o figa-
do agir inativando esta enzima (°).

Portadores de arteriosclerose pos-
suem um CF bem baixo. Em sobrevi-

ventes de infarto do miocardio, o CF
esta diminuido, assim como em casos
de nefrose lipoidica (3) () (6). O mes-
mo Sse observa em individuos jovens
com obesidade, havendo uma elevacao
significativa apos a volta ao peso nor-
mal (?) (7).

A hiperlipemia idiopatica (hiperqui-
lomicronemia ou hiperlipoproteine-
mia tipo I de Fredrikson) parece ser
um defeito genético de sintese do CF,
0 que explica a deficiente remocao de
triglicerideos do plasma destes indi-
viduos. Apds a injecao de heparina, a
mobilizacao de CF se faz de maneira
precaria nestes casos (8) (9).

Em animais tratados com glicocor-
ticoides, parece haver liberacao de um
inibidor do CF (19) (11) (12),

Todavia, nao encontramos, em tra-
balhos anteriores, valores alterados
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desta enzima no plasma de animais
adrenalectomizados (13) ou apds je-
jum prolongado (14).

Esta enzima foi, outrossim, demons-
trada em pos-acetdnicos de varios teci-
dos. Existe elevada atividade no cora-
¢cao que é inibida por antibiéticos. O
pulmao e tecido adiposo sao também
multo ricos nesta enzima (3).

O Jejum provoca aumento da ati-
vidade do “clearing factor” no miocar-
dio do rato, embora baixe a atividade
da enzima no tecido adiposo (3) (4).
Também o “Stress” e a injecao de de-
xametozana causam baixa significati-
va neste ultimo (15) (16).

O CF foj descrito no rim, sendo este
estudo de grande importancia fisiolo-
gica, ja que inumeras doencas renais
apresentam disturbios no metabolis-
mo lipidico. Parece existir o CF na

medula renal e uma lipase diferente
no cortex (2) (3). |

Muito interessantes também sao os
achados concernentes a atividade da
enzima na glandula mamaria. Imedia-
tamente antes do parto, o CF desta
glandula atinge niveis altos, assim
permanecendo durante a lactacao (3).

O estudo da atividade lipolitica da
parede vascular apresenta grande in-
teresse, ja que se sabe que na arte-
riosclerose existe acumulo de gordu-
ras neste local. A existéncia de ativi-
dade acentuada na parede vascular
(Inclusive na superficie endotelial dos
capilares) levanta a possibilidade da
existéncia de um mecanismo protetor
no vaso Impedindo a deposicdo lipidi-
ca.

Pudemos observar anteriormente a
existéncia desta enzima no sémen hu-
mano normal. Neste liquido, verifica-
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mos também que os acidos graxos li-
vres se acham em concentracao eleva-
da (). ;

Nosso interesse em dosar o CEF no
pancreas foi despertado por varios fa-
tores. As experiéncias de LANSING
que conseguiu proteger animails da
arteriosclerose experimental por inje-
cao de extratos pancreaticos ricos em
elastase, despertaram nossa curiosida-
de. Convém frisar que o pancreas € a
principal fonte de elastase no orga-
nismo (8) (%).

LANGER demonstrou que estes ex-
tratos provocam normalizacao do li-
pidograma em homens (!°). LOEVEN
cbservou que o CF faz parte do com-
plexo enzimatico que é a elastase (*°).
Este mesmo autor provou mails recen-
temente que o teor de elastase pan-
creatica acha-se significativamente
diminuido em individuos com arte-
riosclerose (21).

Estes achados juntamente com a
total falta de dados na literatura
mundial concernentes a dosagem do
CF no pancreas, levaram-nos a reali-
zacao deste trabalho que pode dividir-

-S€ em partes.

Primeiramente, estabeleceremos o0s
valores de CF pancreatico em ratos
normails, confrontando-os com os de

outros tecidos (especialmente com o
tecido adiposo, o0 mais rico em CF).

Em segundo lugar, estudaremos a
acao de drogas (que atuem sabida-
mente na arteriosclerose experimen-
tal) sobre o CF.

O complamin, o 7-[2-hidroxi-3 (2-
-hidroxietil) -metilaminopropil] teofi-
lina, um derivado do acido nicotinico,

que age protegendo animais da arte-
riosclerose experimental, sera estuda-
do (%2).

O 4cido épsilon-aminocaproico
(AEAC), outra droga a ser estudada,
além de antagonista da heparina (23)
parece ter acao aterogénica em coe-
lhos (24). Além disto, inibe a elasta-

se (%°).

Como ja é sabida a influéncia do je-
jum sobre o CF em outros orgaos (?)
(3), achamos interessante descrever a
acao da restricao total de alimentos
sobre a atividade desta enzima no pan-
creas.

Finalmente os achados de Lansing e
Loeven nos levaram ao estudo do teor
de CF em pancreas de ratos com ar-
teriosclerose experimental.

MATERIAL E METODOS

Utilizamos um total de 317 ratos Wistar
(pesando aproximadamente 200 gramas)
em nossas experiéncias. Foram divididos em
o grupos:

a) Normais: 43 ratos normails foram es-
tudados, dosando-se o CF no pancreas e
tecido adiposo.

Eram sacrificados e o tecido rapidamen-
te extraido em éter-acetona gelado (1:1),
segundo a técnica de Robinson (4). A ati-
vidade do “clareamento” era determinada
a 37°C, segundo Baker(s). A inclinacao da
curva de densidade optica representada
contra o tempo de incubacao em minutos
(K) foi usada para medir-se a atividade
enzimatica.

b) Um segundo grupo incluiu ratos com
complamin (10 ratos injetados e 31 nor-
mais). A injecao de 50 mg. por via intra-
peritoneal, era feita 24 horas antes de sa-
crificar-se o animal. A extracao e dosagem
se faziam do mesmo modo como relatado
no item a).

¢) Um terceiro grupo incluiu 161 ratos
tratados com AEAC. A injecao de 50-200 mg
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por via intraperitoneal, fazia-se 6-120 horas
antes de sacrificar-se o animal e remover
a glandula.

d) Um quarto grupo incluiu 92 ratos, nos
quals se fazia uma total retirada de ali-
mentos (com ingestao “ad libitum” de
agua) durante 24-96 horas. O animal apds
0 periodo de jejum, era sacrificado e o
pancreas extraido.

e) Um ultimo grupo foi feito com 25 ani-
mais, em 9 dos quais se administrou um re-
gime rico em. colesterol e aterogénico(26).
Durante 3 meses, os ratos foram alimenta-
dos “ad libitum” com a seguinte dieta: co-
lesterol 5,0 g, propiltiuracil 0,3 g, colato de
sodio 2,0 g, caseina 20,0 g, misturas de sais
e vitaminas 6,0 g, acticar 20,5¢ e manteiga
40,0 g, cloreto de sodio 0,2 g.

Apos este periodo, eram sacrificados e o
pancreas removido. Estudos histoldgicos
comprovaram a acao aterogénica e trom-
bogénica da dieta.
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RESULTADOS

Os resultados acham-se expressos nas
Tabelas 1-5.

A Tabela 1 representa valores de CF em
tecidos normais. Surpreendentemente, os
valores encontrados no pancreas sao muito
malis elevados que no tecido adiposo, suge-
rindo a possibilidade de um papel fisiold-
gico de relevancia desta enzima neste
orgao.

Na Tabela 2, acham-se representados os
valores de CF em pancreas de ratos pre-
viamente injetados com complamin (deri-
vado do acido nicotinico) de acao ja co-
nhecida sobre a arteriosclerose experimen-
tal. Contudo, esta droga nao atua sobre
esta enzima pancreatica, ja que usando-se o
teste £ de Student, obtivemos uma diferen-
ca que nio e estatisticamente significativa:
t = 10 p > 0,1 (Nao significativo).

TABELA 1

Comparacio da atividade do “Clearing Factor” em tecidos

de ratos normais.
H

Tecido Adiposo

Pancreas

N.° de ratos K*
12 0,221 *+ 0,058
31 1,926 + 142

ﬁh
* Média aritmética = Desvio padrio.

TABELA 2

“Clearing Factor” de Ratos injetados com Complamin
.

3

N.° de Ratos K* t Probabilidade

Normais o 1,926 = 142 — >0, |
Complamin 10 1,505 + 0,98 10  NS**

H—

* Media aritmética =+ Desvio padrjo.

** Nao significativo.
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Na Tabela 3, acham-se representados oOs
valores de CF em pancreas de ratos previa-
mente injetados com AEAC em doses va-
riando de 50— 200 mg. O intervalo da in-
jecao da droga até a retirada do pancreas
variou de 6-120 horas.

Os resultados demonstram que o AEAC ¢€
um potente inibidor do CF. De fato, a nao
ser no grupo (II) ao qual administra-
do AEAC em pequenas doses (50 mg),
24 horas antes da extracido do pancreas,
em que nao houve diferenca estatistica-
mente significativa em relacio aos normais
(t = 0,8, > 0,1), em todos 0s outros 13 gru-
pos (III-XV), a diminuicao de atividade da
lipase lipoprotéica foi significativa, como
se pode observar na Tabela 3.
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Na Tabela 4, representa dados obtidos
com animais em jejum completo em tem-
pos variaveis de 24-96 horas antes da reti-
rada do pancreas. Os animais submetidos
a um jejum de 24 horas (grupo II), apre-
sentam um CF diminuido, embora sem sig-
nificacio estatistica (t = 1,89, p>0,05). O
mesmo nio ocorre no grupo III (48 horas
de jejum) onde o CF atinge a um nadir
com uma taxa bem diminuida, de signifi-
cacao estatistica evidente (t = 3,3, p<0,05).

Apos um jejum de 72-96 horas, o CF pan-
creatico apresenta niveis iguais aqueles en-
contrados nos ratos normais.

Na Tabela 5, observamos que ratos com
arteriosclerose experimental apresentam
um CF pancreatico estatisticamente dimi-
nuido.

TABELA 3

AEAC e “Clearing Factor” no Pancreas de Ratos

Grupo Intervalo N9 de Dose (mg) K* t Probabilidades
(horas) Ratos

I — 10 Controles 1,6336 = 0,70 — —
IT 24 15 50 1,4944 + 0,88 t = 0,8 NS**
II1 48 10 ” 0,5232 = 0,10 t = 4,0 < 0,001
IV 72 10 ” 0,3504 = 0,19 t = 5,0 < 0,001
\% 96 10 ? 0,3876 + 0,28 t = 4,9 < 0,001
VI 120 10 ” 0,7344 =+ 0,25 t = 3,2 <0,010
VII 24 15 100 0,3192 + 0,20 t = 4,9 <0,001
VIII 48 10 » 0,4064 + 0,10 t = 4,9 &
IX 72 9 ? 0,3120 + 0,16 t = 5,1 ”?
X 96 10 ? 0,3840 =+ 0,12 t = 5,0 7
XTI 6 10 200 0,5432 = 0,14 t = 4,0 ”?
XIT 24 10 ” 0,4840 = 0,16 t = 45 ”
XIIT 48 10 & 0,3320 + 0,11 t = 5,0 &
XTIV 72 10 & 0,3480 =+ 0,12 t = 5,0 ”
XV 96 10 ?? 0,2328 = 0,08 t = 5,2 7

* Media aritmetica =+ Desvio padrao.
** Nao significativo.

ﬂm
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TABELA 4

‘Clearing Factor” no Pancreas de Ratos apds jejum
—_————

Grupo Tempo N© de Ratos K* t Probabilidades
I Normais —_ 31 1,926 += 1,420 — —

II Jejum 24 horas 17 1,338 = 0,740 t = 1,89 NS* *

111 ? 48 7 10 0,990 = 0,304 t = 3,30 <0,05

IV ”? 72 7 10 2,000 = 1.440 t = 1,10 NS**

V ? 96 24 2,110 = 1,440 t = 0,40 NS *

———
* Media aritmética + Desvio padrao.
** Nao significativo.

TABELA 5

“Clearing Factor” no Pancreas de Ratos com Arteriosclerose Experimental

Grupos K* t Probabilidade
Normais 16 1,452 =+ 0,67 | — —
Arteriosclerose 9 0,450 =+ 0,40 t = 4,3 < 0,001

* Medla aritmética + Desvio padrio.

DISCUSSAO Os acidos graxos livres penetram
no adipocito e se transformam no

Varios tecidos sao ricos em ‘“‘clearing complexo acido-graxo-coenzima 4 que,
factor” (CF') tissular: rim, miocardio a0 reagir com o L-glicerolfosfato (for-
e tecido adiposo. Este ultimo, mercé mado a partir do glicogénio ou glico-
de sua importante funcao no metabo- se, visto que o tecido adiposo nao pos-
lismo lipidico, era considerado o mais sulr glicerol-quinase), formara trigli-
rico em CF, até neste nosso trabalho. cerideos.

Com efelto, o tecido adiposo desem- Observamos, contudo, que o péan-
penha papel fundamental na capta- creas € bem mais rico em CF que o
cao dos acidos graxos dos trigliceri- tecido adiposo (8 vezes) sugerindo
deos dos quilomicrons e VLDL (lipo- que deva desempenhar papel fisiolo-
proteinas de muito baixa densidade). gico de relevancia neste 6rgao. Alias,
Desde que estas macromoléculas nao LANSING e LOEVEN (8) (18) (19)
podem penetrar através do endotélio mostraram anteriormente o papel
capilar do tecido adiposo, sao hidro- protetor desempenhado pela elastase
lisadas pelo CF deste, ja que se locali- contra a arteriosclerose, assim como,

za no endotélio capilar (8). também, que o pancreas é a grande
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fonte de elastase nos organismos Su-
periores.

O achado de valores diminuidos de
elastase em pancreas de individuos
arterioscleroticos confirmam estes da-
dos 21).

Como o CF parece fazer parte do
complexo multienzimatico que é a
elastase, nossos achados de valores
muito altos em pancreas de ratos (em
relacao aos encontrados no tecido adi-
poso), assim como uma diminuicao
estatisticamente significativa de CF
em glandulas pancreaticas de ratos
com arteriosclerose confirmam “in to-
tu” resuitados anteriores obtidos com
elastase.

O complamin, o 7-[2- hidroxi-3
(2-hidroxi-etil) -metilamino propil]-
-teofilina, um derivado do acido nico-
tinico, que age protegendo animais
da arteriosclerose experimental, reve-
lou-se sem acao (em doses de 50 mg)
sobre o CF pancreatico.

Ja o acido épsilon amino caproico
(AEAC) é potente antagonista da he-
parina e inibidor da elastase (23) (*°).
Dali, talvez, possuir poderosa atividade
aterogénica em coelhos (24).

Em doses de 50 — 200 mg de AEAC
injetados 24 — 120 horas antes da re-
tirada do pancreas, a fim de efetuar-
se a determinacao da atividade do
CF, revelou-se o0 AEAC potente inibi-
dor do CF pancreatico. Isto pode ser
a possivel explicacao para sua ativi-
dade aterogénica, além de confirmar
achados de outros autores, de que ini-
be a elastase e antagoniza a heparina.

Embora o jejum nao altere o CF
plasmatico (14), diminui significativa-
mente a atividade desta enzima no te-
cldo adiposo (3) (%). Dai, dosarmos a

mesma ho pancreas, verificando uma
queda da atividade que atinge a um
nadir 48 horas apos a retirada de ali-
mentos (t = 3,3, p < 0,09), e retor-
nando a normalidade 72 — 96 horas
apos o0 inicio do jejum.

Também o achado de valores dimi-
nuidos de CF pancreatico no pancreas
de ratos com arteriosclerose experi-
mental comprovam achados de outros
autores em relacao a elastase (8) (18)
(19).

Estes dados todos provam que a li-
pase lipoprotéica no pancreas € uma
enzima que deve desempenhar papel
importante nesta glandula. Embora
estes nossos dados sejam originais,
confirmam suposicoes anteriores de
diferentes autores como LANGER e
LOEVEN de que o “Clearing Factor”
faca parte do complexo elastasico e
que tenha papel importante na pro‘e.
cao contra a arteriosclerose.

SUMMARY

“Clearing Factor” Pancreatic.

Pancreatic lipoprotein lipase has
been studied 1n pancreas of normal rat
and after submitting these animals
to several experiments. The conclu-
sions are the follwing:

a) Pancreas is very rich in this en-
zyme (8 times more than adipo-
se tissue).

b) Total activation of 48 hours de-
creases significantty lipoprotein
lipase ativity of pancreas.

¢) Complamin a, derivative of ni-
cofinic acid (having some acti-
vity against experimental athe-
rogenesis), does not affect acti-
vity of the pancreatic enzyme.
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