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RESUMO
A crescente substituicdo dos alimentos in natura por produtos industrializados (ricos
em carboidratos simples, lipidios, elevado teor em sédio e baixo teor em fibras),
associados a um estilo de vida sedentario, vem contribuindo para o0 aumento da
prevaléncia de pessoas obesas e consequentemente pré-dispostas ao
desenvolvimento da Sindrome Metabdlica (SM), condig¢édo clinica que compreende
alteracdes especificas, incluindo obesidade abdominal, resisténcia a insulina,
dislipidemia e hipertensdo. Varias opcbes terapéuticas convencionais, bem como
espécies vegetais com propriedades medicinais, tém sido utilizadas no tratamento
dos disturbios verificados na SM. Nesse contexto, a Parkinsonia aculeata L.,
indicada popularmente para o controle do diabetes, vem sendo estudada quanto ao
seu perfil fitoquimico e farmacoldgico, revelando resultados promissores em modelos
animais de diabetes e de dislipidemias. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar os efeitos bioquimicos e moleculares do extrato hidroalcodlico (HA) e particao
(HAP - HA/acetato de etila) de P. aculeata sobre o perfil glicEmico de ratos Wistar
com SM induzida por Dieta Ocidentalizada (DO). Foram acompanhados 42 ratos
Wistar machos pos-desmame (21 dias), divididos inicialmente em dois grupos, que
receberam dieta padrdo para roedores (Presence®- DP) ou DO durante 150 dias. Em
seguida, esses animais foram divididos em seis subgrupos, os quais foram tratados
por gavagem durante 30 dias consecutivos, com HA ou HAP (130 ou 65 mg/kg/dia),
Metformina (500 mg/kg/dia) ou agua destilada (10 ml/kg/dia). A evolucdo ponderal
de todos os animais foi avaliada semanalmente até os 150 dias de consumo das
dietas. Aos 90, 120 e 150 dias foram registradas as dimensdes corporais e teste de
tolerancia oral a glicose (TTOG) e aos 150 dias, o teste de resisténcia a insulina
(TRI), perfil lipidico, hematolégico e de proteinas séricas. A evolucdo ponderal
continuou sendo avaliada uma vez por semana durante os 30 dias de tratamento e
ao final todas as variaveis supracitadas foram novamente avaliadas. Posteriormente,
os animais foram anestesiados e eutanasiados por decapitacdo. Em seguida, foram
determinados o peso dos oOrgdos (coragdo e figado), dos tecidos (adiposo,
abdominal e epididimal), os niveis séricos de corticosterona, IL-6, IL-8, TNF-q,
insulina e a concentragcdo do glicogénio hepatico e muscular. Nossos resultados
mostraram gque 0s animais submetidos a DO apresentaram sinais de SM (aumento
da circunferéncia abdominal, dislipidemia, hiperglicemia), com diferenca (p<0,05)

meédia de 23,01% * 0,78% no peso a partir da 102 semana, chegando a 23,85% =+



0,96% na 222 semana. Aos 150 dias, todos os subgrupos DO apresentaram nitida
tolerancia a glicose nos tempos de 60, 90 e 120 minutos, e o TRI através do K
revelou um aumento médio (p<0,05) no tempo de meia vida da glicose de 75,63%,
comparados ao grupo DP. Os subgrupos DO apresentaram aumento meédio (p<0,05)
de colesterol e triglicerideos de 23,59% e 38,75%, respectivamente, comparados
aos do grupo DP. O tratamento com a particio HAP (130 mg/kg), mesmo com a
continuidade do consumo da DO pelos animais (do 150° ao 180° dia), trouxe 0s
niveis de colesterol, de triglicerideos, da glicemia de jejum, das concentracdes
séricas de insulina, de IL-6 e de TNF-a, bem como das concentragdes de glicogénio
muscular e hepatico, a valores comparaveis aos do grupo DP. Adicionalmente o
tratamento com HAP (130 mg/kg) promoveu o aumento (p<0,05) nos niveis de HDL-
c. Contudo, o tratamento com HA (130 ou 65 mg/kg) ou HAP (130 ou 65 mg/kg) ndo
modificou o peso do tecido hepatico, adiposo abdominal ou epididimal. Finalmente,
concluimos que a DO induz um quadro caracteristico de SM (obesidade central,
dislipidemia, hiperglicemia de jejum, elevados niveis de IL-6 e de TNF-a) em ratos
Wistar e que o tratamento com o HAP (130 mg/kg) foi capaz de restabelecer a
homeostase glicémica e lipidica, além de reduzir a liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, que contribuem para o estado de inflamacg&o cronica de baixo grau
existente em individuos obesos.

Palavras-chave: Resisténcia insulinica. Diabetes tipo II. Obesidade. Dieta

ocidentalizada. Parkinsonia aculeata.



ABSTRACT
The increasing substitution of fresh food for processed products (with high levels in
simple carbohydrates, lipids, sodium and low levels in fiber), associated with a
sedentary lifestyle, has contributed to the increasing prevalence of overweight people
and consequently predisposed to the development of the Metabolic Syndrome (MS),
which is a clinical condition with several specific changes, including abdominal
obesity, insulin resistance, dyslipidemia and hypertension. Many conventional
treatment options, like plant species with medicinal properties, have been used in the
treatment of disorders observed in MS. In this context, Parkinsonia aculeata L.,
popularly indicated for diabetes control, has been studied both in phytochemical and
pharmacological profiles, showing promising results in animal models of diabetes and
dyslipidemia. Therefore, the aim of this study was to evaluate the biochemical and
molecular effects of hydroalcoholic extract (HA) and partition (HAP - HA/ethyl
acetate) of P. aculeata on the glycemic profile of Wistar rats with MS, induced by
Westernized Diet (WD). Forty-two Wistar male rats were observed after ablactating
(21 days), initially divided into two groups, which received standard rodent feed
(Presence® - SD), or WD by 150 days. Then these animals were divided into six
subgroups, which were treated by gavage for 30 consecutive days with HA or HAP
(130 or 65 mg/kg/day), Metformin (500 mg/kg/day) or distilled water (10 ml/kg/day).
Once a week, until 150 days of diet consumption, the weight gain of those animals
was evaluated weekly until the end of 150 days consuming these diets. At 90, 120
and 150 days body dimensions and oral glucose tolerance test (OGTT) were
registered and at 150 days, Insulin resistance test (IRT), lipid and hematology profile
and serum proteins. The weight gain was remained evaluating once a week for the
30 days of treatment and in the end of it, all parameters mentioned above were
evaluated again. Later, the animals were anesthetized and euthanized by
decapitation. Then the weight of the organs (heart and liver), tissues (fat, abdominal
and epididymal) and serum levels of corticosterone, IL-6, IL-8, TNF-q, insulin and
hepatic and muscle glycogen concentration were measured. Our results showed that
animals submitted to westernized diet showed signs of metabolic syndrome
(abdominal obesity increase, dyslipidemia, hyperglycemia), with difference (p<0.05)
average of 23.01% + 0.78% in weight from the 10th week, reaching 23.85% + 0.96%
at 22 weeks. After 150 days, all the WD subgroups revealed visible glucose tolerance

at 60, 90 and 120 minutes, and IRT through Ki; showed an average increase



(p<0.05) in the half-life of 75.63% glucose, compared to the SD group. The WD
subgroups demonstrated an average increase (p<0.05) of cholesterol (23.59%) and
triglyceride (38.75%), compared to the SD group. The treatment with the HAP130
partition, even with the continuity of WD consumption by the animals (from 150 to
180 days), brought the levels of cholesterol, triglycerides, fasting blood glucose,
concentration of serum insulin, IL-6, TNF-a, muscle and liver glycogen to comparable
values of the SD group. Additionally, the treatment with HAP (130 mg/kg) caused an
increase (p<0.05) in HDL-c levels. However, the treatment with HA (130 or 65 mg/kg)
or HAP (130 or 65 mg/kg) hasn’t changed the weight of epididymal, liver and
abdominal fat tissues. Finally, we conclude that the WD induces a characteristic chart
of MS (central obesity, dyslipidemia, fasting hyperglycemia, high levels of IL-6 and
TNF-a) in rats Wistar and the treatment with HAP (130 mg/kg) was able to restore
glycemic and lipid homeostasis and to reduce the release of pro-inflammatory
cytokines, which contribute to a low level chronic inflammation state in obese
individuals.

Keywords: Insulin resistance. Diabetes type Il. Obesity. Westernized diet.

Parkinsonia aculeata.
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extrato hidroalcoodlico de P. aculeata (HA) nas doses de 130 mg/kg
(HA 130), 65 mg/kg (HA 65) ou extrato hidroalcodlico de P. aculeata
particionado com acetato de etila (HAP) nas doses de 130 mg/kg
(HAP 130), 65 mg/kg (HAP 65) ou metformina (500 mg/kg) ou veiculo
(Controle Presence® e Dieta Ocidentalizada - 1ml/kg) durante 30 dias
consecutivos (do 150° - 180° dia de consumo das dietas). Os dados
estdo representados pela média + erro-padrdo da média (n = 6
individuos por grupos), submetidos & ANOVA duas vias, com

aplicagdo do pos-teste de Bonferroni *(p < 0,05). Legenda: (A) -
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FIGURA 15

gquando comparado o grupo dieta ocidentalizada; (B) - quando
comparado o Controle Presence®; (C) - quando comparado o grupo

Metformina.

Concentracdo de glicogénio no tecido hepatico (A) e concentracdo
de glicogénio no musculo tibial (B) de ratos Wistar machos ao final
do tratamento oral com extrato hidroalcodlico de P. aculeata (HA)
nas doses de 130 mg/kg (HA 130), 65 mg/kg (HA 65) ou extrato
hidroalcodlico de P. aculeata particionado com acetato de etila (HAP)
nas doses de 130 mg/kg (HAP 130), 65 mg/kg (HAP 65) ou
metformina (500 mg/kg) ou veiculo (Controle Presence® e Dieta
Ocidentalizada - 1ml/kg) durante 30 dias consecutivos (do 150° -
180° dia de consumo das dietas). Os dados estdo representados
pela média + erro-padrdo da média (nh = 6 individuos por grupos),
submetidos @ ANOVA duas vias, com aplicagdo do pos-teste de
Bonferroni (p < 0,05). Legenda: & em relacdo ao grupo controle dieta

Presence®; ® em relacso ao grupo controle dieta Ocidentalizada.
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1 INTRODUCAO

A Sindrome Metabdlica (SM) tem sido alvo de muitos estudos nos ultimos
anos. Os fatores de risco metabdlicos associados a SM sao: dislipidemia
(hipertrigliceridemia, niveis elevados de LDL-colesterol e niveis baixos de HDL-
colesterol), hipertenséo arterial, hiperglicemia e distirbios da coagula¢do (aumento
da adesdo plaquetaria e do inibidor do ativador do plasminogénio-PAl-1). Ha
também um estado pro-inflamatorio, com aumento da proteina C reativa (PCR), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 6 (IL-6) (ALBERTI; ZIMMET; SHAW,
2005). A prevaléncia da SM no mundo ocidental contemporaneo esta diretamente
relacionada com as alteracdes na estrutura da dieta, associadas as mudancas
econbmicas, sociais e demograficas. Especificamente as mudancas na estrutura
dietética sdo caracterizadas por uma maior ingestdo de alimentos que contém
acucares simples, gorduras saturadas, sédio e baixa ingestdo de fibra. Este padrao
alimentar € denominado de "dieta ocidental" (BATISTA; RISSIN, 2003).

De fato, a obesidade € considerada um importante fator de risco para o
desenvolvimento de resisténcia a insulina, sendo essa a principal caracteristica do
diabetes tipo Il (DEFRONZO; TRIPATHY, 2009). Estima-se que 366 milhdes de
pessoas no mundo sdo portadoras de diabetes tipo Il, podendo chegar a 552
milhdes de diabéticos em 2030 e cerca de 55% dos casos desta patologia sao
atribuidos a obesidade (OLOKOBA-AB; OBATERU; OLOKOBA-LB, 2012). No Brasil,
75% da populacdo com diabetes tipo Il ndo esta4 no peso ideal, sendo 42,1% com
sobrepeso e 32,9% com obesidade (GOMES et al., 2006). Essa realidade estimula
cada vez mais os pesquisadores a tentar entender os mecanismos moleculares
associados ao desenvolvimento de resisténcia a insulina relacionada a obesidade, e
por vezes encontrar alternativas terapéuticas para controlar o desequilibrio
metabolico desencadeado pela SM.

No Brasil, uma grande variedade de espécies vegetais tem sido estudada ou
utilizada pela medicina popular como forma alternativa para controlar as alteragoes
verificadas na SM, especificamente quanto a resisténcia a insulina/diabetes tipo Il.
Varios autores reportam a utilizacao de espécies vegetais, muitas das quais tém sido
usadas etnofarmacologicamente ou experimentalmente para tratar os sintomas
dessa doenca (KAR et al., 1999 e 2003; LAMBA et al., 2000; NOVAES et al., 2001;

MCCUNE; JONHNS, 2002; SAID et al., 2002; VOLPATO et al., 2002; HUO et al.,
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2003; ELDER, 2004; SAXENA; VIKRAM 2004; LEITE et al., 2007 e 2011). Entre
essas espécies vem tendo destague a P. aculeata, a qual € amplamente utilizada na
medicina tradicional como hipoglicemiante (ANDRADE-CETTO e HEINRICH, 2005;
DE-ALMEIDA et al., 2005). Estudos em modelos de ratos diabéticos revelaram que
uma fracdo soluvel em agua, do extrato hidroetandlico e do metanol de P. aculeata,
reduziu os niveis de glicose no sangue e na urina, e melhorou os parametros
bioquimicos e fisioldgicos relacionados ao metabolismo dos carboidratos, lipideos e
proteinas (LEITE et al., 2007 e 2011; MARZOUK et al., 2013). Segundo Cazarolli et
al. (2006 e 2009), os efeitos benéficos no controle do diabetes, a melhora na
tolerancia da glicose, no perfil lipidico, na biossintese de glicogénio, na captacao e
na sinalizacdo de insulina podem estar relacionados a presenca dos flavonoides,
principalmente aqueles pertencentes a classe dos C-glicosilados, 0os quais estao
presentes em quantidade importante nos extratos das folhas de P. aculeata
(BESSON et al., 1980; EL-SAYED et al., 1991; ALI et al. 2005).

Diante das evidéncias supracitadas, o escopo deste estudo foi investigar o
efeito do extrato hidroalcodlico e da particdo polar das folhas de P. aculeata quanto
a atividade hipoglicemiante em ratos Wistar com Sindrome Metabdlica induzida por

Dieta Ocidentalizada.
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2 EMBASAMENTO TEORICO

- Influéncia da Transic&o Nutricional

Segundo Popkin (2001), repercussfes na saude da populacdo de diversos
paises em desenvolvimento vém sendo observadas devido as alteragbes na
estrutura da dieta, associadas a mudancas econdémicas, sociais e demograficas. As
modificacdes na estrutura dietética sdo caracterizadas por uma maior ingestao de
alimentos que contém acuUcares simples, gorduras saturadas, s6dio e de baixa
ingestdo de fibra. Esse padrdo alimentar € denominado de "dieta ocidental"
(BATISTA; RISSIN, 2003).

Monteiro et al. (2000), relatam que entre 1988-1996 foi observado um
aumento do consumo de acUcares, refrigerantes, acidos graxos saturados, acidos
graxos trans, presentes nas margarinas e produtos industrializados, e consideravel
reducdo do consumo de carboidratos complexos, frutas, verduras e legumes nas
regides metropolitanas do Brasil. Mondini e Monteiro (1995) informam que entre
1962-1988 o consumo de margarina no Brasil subiu de 0,4 para 2,5% do total de
calorias, além de um incremento da densidade energética, favorecido pelo maior
consumo de carnes, leite e derivados ricos em gorduras. Atrelados a crescente
substituicdo dos alimentos in natura ricos em fibras, vitaminas e minerais por
produtos industrializados (BARRETO; CYRILLO, 2001), esses fatores nutricionais
associados a um estilo de vida sedentario, favorecido por mudancas na estrutura de
trabalho e avancos tecnolégicos, vém contribuindo para o aumento da prevaléncia
de pessoas obesas e consequentemente pré-dispostas ao desenvolvimento da
Sindrome Metabdlica (POPKIN, 1999).

- Sindrome Metabdlica (SM)

A Sindrome Metabdlica (SM) tem sido alvo de muitos estudos nos ultimos
anos e pode ser definida como um grupo de fatores de risco inter-relacionados, de
origem metabdlica, que diretamente contribuem para o desenvolvimento da diabetes
tipo 1l e/ou doenca cardiovascular (DCV) (PENALVAN, 2008).

Os fatores de risco metabdlicos associados a SM sédo: dislipidemia

aterogénica (hipertrigliceridemia, niveis elevados de LDL-colesterol e niveis baixos
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de HDL-colesterol), hipertensdo arterial, hiperglicemia e distlrbios da coagulagéo
(aumento da adesao plaquetaria e do inibidor do ativador do plasminogénio-PAlI-1).
Ha também um estado pré-inflamatério, com aumento da proteina C reativa, fator de
necrose tumoral alfa e interleucina 6 (ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2005).
Especificamente a(s) causa(s) para o desenvolvimento da SM ainda ndo é/séo
clara(s). Mas, sabe-se que a predisposi¢cao genética, a alimentacao inadequada e o
sedentarismo estdo entre os principais fatores de risco que contribuem para o seu
desencadeamento (LIESE; MAYER-DAVIS; HAFFNER, 1998).

Em abril de 2005, foi publicada a primeira Diretriz Brasileira de Diagnostico e
Tratamento da Sindrome Metabdlica, com o apoio da Sociedade Brasileira de
Cardiologia (SBC), que utilizou o critério NCEP ATPIII para definir SM (SBC, 2005).
Em 2006, a IDF formulou nova definicdo para SM, considerando as diferentes etnias
(ALBERTI; ZIMMET; SHAW, 2006).

- Aspectos Epidemiolégicos da SM

A incidéncia de SM representa um espectro de alteracbes metabdlicas, que
incluem diferentes fatores como foi dito anteriormente (obesidade central,
dislipidemia, hiperglicemia e hipertensao arterial). Esses fatores tém aumentado de
forma crescente em todo o mundo, de modo que a sindrome se tornou um desafio
na saude publica geral (STOTHARD et al., 2009). Estima-se que de 25% a 40% de
individuos entre 25 e 64 anos de idade tenham Sindrome Metabdlica (San Antonio
Heart Study) (LORENZO et al., 2007; KLEIN et al., 2007). Essa ocorréncia encontra-
se disseminada em diferentes grupos étnicos e populacfes de diferentes paises
(LOPES, 2007).

Segundo Ford (2004), a prevaléncia da SM nos Estados Unidos, ao analisar
8814 individuos com 20 anos de idade ou mais, foi de 23,7%, sendo mais alta em
pessoas mais velhas (43,5% em individuos com idades entre 60 e 69 anos). Por sua
vez, a prevaléncia da SM no México foi de 27% e na ltalia de 29%, segundo Aguilar-
Salinas (2004) e Irace (2005), respectivamente. No Brasil, apesar do aumento de
estudos sobre o tema, ainda ha uma caréncia na literatura no que concerne a
prevaléncia da doenca. Mas, Cavagioni et al. (2008), ao realizarem um estudo da

prevaléncia da SM no Brasil, encontraram valores proximos a 24%.

26



- Sindrome Metabdlica e os Fatores Associados a Obesidade

As grandes alteracbes no padrdo alimentar da populacdo mundial, que
consome cada vez mais gorduras totais, agucar, carboidratos refinados, baixo teor
de &cidos graxos insaturados e de fibras, tém contribuido sobremaneira no
agravamento da prevaléncia da obesidade (CUPAPRI, 2005). No Brasil, dados da
Pesquisa de Orcamento Familiar (POF), realizada entre os anos de 2008 e 2009,
mostram que 49,0% da populacao total de adultos apresentam sobrepeso e 14,8%
séo considerados obesos (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE, 2008
- 2009). Desta forma, a obesidade atualmente é considerada uma epidemia mundial
e de carater multifatorial, devido a relacdo direta entre excesso de tecido adiposo,
inflamacédo sistémica, desenvolvimento de doencas cardiovasculares e metabdlicas
(HAN et al., 2013).

Além dessas correlagcbes, as evidéncias cientificas apontam a obesidade
como um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de resisténcia a
insulina, por existir uma correlacdo direta entre resisténcia insulinica e excesso de
acidos graxos livres (AGL) circulantes, oriundos do tecido adiposo (principalmente
da gordura abdominal) e de lipoproteinas ricas em triglicerideos. De modo geral, os
AGL reduzem a sensibilidade a insulina, por competirem com a glicose como
substrato energético, inibindo a sua captacao insulino-mediada (GUERRE-MILLO,
2004; PANKOW et al., 2004), assim como, podem reprimir a expressdo do GLUT4
(transportador de glicose dependente da insulina) em miécitos e adipdcitos
(HOTAMISLIGIL; SPIEGELMAN, 1994). Dessa forma, o0s niveis de insulina
permanecem elevados no sangue (hiperinsulinemia).

O diagnéstico de SM é estabelecido pela presenca de trés dentre quaisquer
dos cinco componentes descritos pela National Cholesterol Education Program’s
Adult Treatment Panel Il - ATPIII (NCEP, 2001), segundo recomendacédo da |
Diretriz Brasileira de Diagndstico e Tratamento da Sindrome Metabdlica (SBH, 2004,
[I-DBSM, 2005; SBC, 2005). A Internacional Diabetes Federation desenvolveu novos
critérios para o diagnostico da SM (IDF, 2005), considerando a obesidade abdominal
associada a dois ou mais componentes da SM (SBC, 2005) (Quadro 1).
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Quadro 1 — Componentes da Sindrome Metabdlica segundo o
NCEP-ATP IlI

COMPONENTES NIVEIS

e Obesidade abdominal por
meio de circunferéncia

abdominal
Homens >102 cm
Mulheres > 88cm
e Triglicerideos = 150 mg/dL
e HDL colesterol
Homens < 40 mg/dL
Mulheres < 50 mg/dL
¢ Pressao arterial 2 130 mmHg ou = 85 mmHg
¢ Glicemia de jejum =110 mg/dL

Fonte: SBC — Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2005

- Sindrome Metabdlica e Resisténcia a Insulina / Diabetes Tipo |l

A obesidade é considerada um fator de risco para o desenvolvimento de
resisténcia a insulina, sendo essa a principal caracteristica do diabetes tipo Il
(DEFRONZO; TRIPATHY, 2009). Estima-se que 366 milhdes de pessoas no mundo
séo portadoras de diabetes tipo I, podendo chegar a 552 milhdes de diabéticos em
2030. Cerca de 55% dos casos desta patologia sao atribuidos a obesidade
(OLOKOBA-AB; OBATERU; OLOKOBA-LB, 2012). No Brasil 75% da populacdo com
diabetes tipo Il ndo esta no peso ideal, sendo 42,1% com sobrepeso e 32,9% com
obesidade (GOMES et al., 2006). Essa realidade estimula cada vez mais 0s
pesquisadores a tentar entender os mecanismos moleculares associados ao
desenvolvimento de resisténcia a insulina relacionada a obesidade.

Holland et al. (2011), relatam que o excesso de tecido adiposo e 0 consumo
elevado de gorduras sdo capazes de sintetizar e ativar proteinas com acoes
inflamatorias que influenciam na via intracelular da insulina causando prejuizos na
translocacdo do GLUT4 para a membrana plasmatica, previamente mediada pelo
aumento da expressao de receptor TLR-4 (toll like receptors 4) (REYNA et al., 2008).
Essa realidade faz com que o tecido adiposo passe de funcdo primaria de

armazenador de energia para a de 6rgdo enddcrino, com funcdes de sintetizar e
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liberar proteinas biologicamente ativas, denominadas adipocinas, com acdes pro-
inflamatorias e anti-inflamatdrias (GALIC; OAKHILL; STEINBERG, 2010).

Dessa forma, o excesso de tecido adiposo pode levar a um estado de
inflamacédo crbnica de baixo grau, induzindo o recrutamento de macréfagos aos
adipdcitos em resposta a quimiotaxia e assim liberando as adipocinas pro-
inflamatdrias, que sdo capazes de induzir alteragdes intracelulares, influenciando
diretamente na fosforilagdo dos substratos do receptor da insulina (LE et al., 2011).
Esse mecanismo caracteriza a resisténcia a insulina, que decorrente da disfuncéo
metabdlica e molecular (translocacdo do GLUT4), diminui a capacidade do musculo
esquelético e dos outros tecidos ao captar glicose para as células, levando a um
estado hiperglicémico (CASTRO et al., 2013).

- Obesidade e Processo de Inflamacédo Subclinica x Resisténcia a Insulina

O excesso de Acidos Graxos Livres (AGL) circulantes ativam proteinas de
membrana plasmatica denominados TLR-4, que por sua vez ativam vias
inflamatdrias que vao interferir na captacdo de glicose pela sinalizagdo da insulina
(GAO et al., 2004; DASU; JIALAL, 2010). Esse € o inicio de uma cascata de
competicdes por sitios de ligacdo, onde os AGL, ao se ligarem ao receptor TLR-4,
ativam JNK (c-jun N-terminal kinase) e IkK (lkappa kinase), os quais prejudicam a
geracdo de substratos (IRS-1/IRS-2) provenientes da ativacdo dos receptores de
insulina. Por sua vez, esses prejudicam sua fosforilacdo em residuos de tirosina e a
subsequente translocacdo do GLUT4 (NGUYEN et al., 2007, ANDREASEN et al.,
2011).

Contudo, os AGL ativam outras vias inflamatérias que comprometem a
sensibilidade a insulina. Os AGL, ao se ligarem aos receptores TRL-4, induz a
ativacdo de ikK. Por sua vez, a ativacdo dessa molécula pode comprometer a
sinalizacao da insulina por duas formas:

1) Apoés ser ativada, o IkK pode diretamente fosforilar IRS-1 em residuos de
serina, atenuando a atividade de tirosinas.

2) A ativacao de IkK leva a fosforilacdo de IkkB. Quando essa proteina ganha
grupo fosfato, sdo formadas cadeias de poliubiquitinas, que vao induzir a
degradacéo proteassomal de ikkB, sendo um inibidor de fator de transcricao kB (NF-

kB). Com a degradacédo de ikkB, ocorre subsequente aumento da expressédo de NF-
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kB, que vai agir no nucleo celular se ligando ao DNA e, portanto, induzindo a
transcricdo génica de mediadores inflamatérios como TNF-a (fator de necrose
tumoral alfa) e IL-6 (interleucina 6) (BARMA et al., 2009).

O mecanismo em que TNF-a induz o desenvolvimento de resisténcia a
insulina esta na ligacdo de TNF-a aos seus receptores na membrana plasmatica
TNFR1 e TNFR2, sendo capaz de ativar também as proteinas inflamatorias IkK e
JNK. Assim, da-se sequéncia na resposta inflamatdria causada por estas moléculas
(ALVARO et al., 2004; VALEDO et al., 2009).

Outra via que esta relacionada a resisténcia a insulina e tem sua ativacéo
favorecida pela sobrecarga de nutrientes de forma cronica € o mTOR (mammalian
target of rapamycin). Essa molécula, com atividade quinase, possui dois complexos
distintos funcionais: mTOR complexo 1 (MTORC1) e mTOR complexo 2 (nTORC?2).
De modo geral, essa molécula é fundamental no fator de crescimento celular e no
metabolismo, a qual regula varias funcbBes celulares. Estudos apontam que o
complexo mTORC1 possui relacdo negativa com a sinalizacdo da insulina por
ativacdo de p70 S6 kinase 1 (S6K1), influenciando na fosforilacdo de IRS-1 em
residuos de serina (SHAH; HUNTER, 2006; TZATSOS; KANDROR, 2006).

De modo geral, existem varios mecanismos de ativacdo de vias inflamatdrias
como JNK, IKK/ikKB/NF-kB e mTOR/S6K1 (Fig. 1), que a principio encontram-se
ativados nas pessoas obesas ou naquelas que fazem uso excessivo de gordura
durante a alimentacdo. E essas, por sua vez, apresentam prejuizo na sinalizacédo da

insulina e consequentemente uma reducdo na captacéo de glicose.
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Figura 1 - Possiveis mecanismos de resisténcia a insulina, ativados na obesidade
ou na ingestao excessiva de gorduras.
Fonte: Adaptado de BARBOUR, L.A. et al., 2007
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- Modelos Experimentais de Inducédo de Resisténcia a Insulina

A grande similaridade e homologia entre os genomas dos roedores e dos
humanos tornam esses modelos animais importante ferramenta para o estudo de
condigbes que afetam os humanos, as quais podem ser mimetizadas em ratos. A
obesidade pode ser induzida em animais com alterag6es neuroenddcrinas, dietéticas
ou genéticas.

Os modelos mais utilizados para inducédo de obesidade em ratos séo: lesao
do ndcleo hipotalamico ventromedial através da administragdo de glutamato
monossodico ou lesdo elétrica direta; ooforectomia; alimentagdo com dietas
hipercaloricas; e manipulacdo genética para obesidade (VON; TRINDADE EM,;
TRINDADE MR, 2006). Muitos desses modelos, ao final, resultam na inducdo de
resisténcia a insulina obtida através da mudanca no padrdo dietético. Por exemplo, a
administracdo de uma dieta rica em frutose (35% da dieta), produto utilizado como
adocante de bebidas e doces, no lugar da sacarose, inicia uma cadeia de eventos
metabdlicos, o que pode levar a hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia, resisténcia a
insulina e promover elevacdo da pressao arterial. A fisiopatologia dos distlrbios
metabdlicos induzidos por sobrecarga de frutose deve-se principalmente a inibicdo
da enzima fosfofrutoquinase, o que leva a inibicdo da via glicolitica (VASDEV;
LONGERICH; GILL, 2004).

Apesar dos modelos experimentais relatados na literatura com o propdésito de
induzir resisténcia a insulina e a obesidade (por ex: administracdo de somatotropina
e de glicocorticoides (MORENO et al., 2005) e administracdo do monoglutamato de
sédio (HIRATA et al., 1997), o modelo que se aproxima a grande parte da obesidade
humana é o de obesidade exdgena, no qual é oferecido ao animal um maior aporte
caldrico, através de uma sobrecarga de carboidratos ou de gordura, isoladamente ou
em associacdo. Essa dieta € denominada dieta “ocidentalizada”, de fast-food ou
ainda dieta cafeteria. E uma dieta de alta palatabilidade que faz com que os animais
substituam sua dieta padréao.

No modelo de obesidade exdgena, acrescenta-se ou associa-se a racao
padrdo substancias altamente cal6ricas que variam de acordo com os diferentes
grupos de pesquisa, como bacon ou banha, castanhas, leite condensado,
refrigerantes, chocolate, amendoim, guloseimas, etc. Essa dieta produz um

incremento de peso corporal total de aproximadamente 30-40% ao final de 12
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semanas de estudo, além de produzir aumento significante na quantidade de
gordura visceral e apresentar resisténcia a insulina e hiperleptinemia (WOFFORD;
HALL, 2004). Estudos revelam que ratos da linhagem Wistar submetidos a dieta
hipercalorica e hiperlipidica, durante trés meses, mostraram ganho de peso corporal
em 1,4 vezes mais quando comparados com animais controle (DA-SILVA et al.,
2010).

Contudo, outros estudos em roedores que tentam reproduzir os efeitos
fisiolégicos e metabdlicos associados ao consumo de dieta de cafeteria através da
combinagdo de uma dieta comercial associada a alimentos ricos em gorduras e
acucares (BUETTNER et al., 2007; BAYOL et al., 2008) ndo retratam com precisao
0os padrdes de consumo na populacdo humana, pois essas dietas experimentais
apresentam guantidades inadequadas de proteina (CHEN et al., 2008; SHAFAT,
MURRAY, RUMSEY, 2009).

Dessa forma, pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito de aproximar
cada vez as dietas experimentais a realidade observada na Pesquisa de Or¢camento
Familiar (POF) do Brasil, através da aquisicdo crescente de alimentos ricos em
lipideos, carboidratos simples e gordura trans (LEVY-COSTA et al.,, 2005).
Entretanto, mantem-se uma demanda proteica que atenda a necessidade fisioldgica
dos animais nas diferentes etapas do desenvolvimento, de forma a evitar o processo
de subnutricdo na presenca da reducdo do aporte proteico, podendo ser verificadas
as alteracdes metabdlicas nos animais, mediadas pelos alimentos introduzidos na
dieta experimental. Cavalcante et al. (2014) verificou que a prole de fémeas
alimentadas com dieta ocidentalizada mostrou hiperfagia, hiperinsulinismo,
hipertrigliceridemia, maior peso de gordura visceral, alto nivel de LDL-c, baixo de

nivel de HDL-c e teste de tolerancia a glicose alterada.

- Hipoglicemiantes Orais Utilizados no Controle do Diabetes Tipo I

Os tratamentos indicados para o controle do diabetes tipo Il visam manter a
glicemia adequada, seja com dieta hipocaldrica, aumento da préatica de exercicios
fisicos ou uso de medicagdes. Entre as classes de hipoglicemiantes disponiveis no
mercado tém-se: Biguanidas (metformina, fenformina), Tiazolidinedionas
(rosiglitazona, pioglitazona), Sulfonilureias (clorpropamida, glibenclamida, gliclazida,

glipizida, glimepirida), Inibidores da Alfa-glucosidase (acarbose, miglitol, voglibose).
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Contudo, o uso dos hipoglicemiantes orais € indicado quando o controle da
alimentacdo e o aumento da atividade fisica ndo forem capazes de obter um bom
controle da glicemia, de forma a trazé-la para proximo dos niveis normais (PAN et
al., 1997; HIRSCH; RIDDLE, 1997; DEL-PRATO; PENNO; MICCOLI, 2009).

BIGUANIDAS

A metformina € a mais utilizada da classe das biguanidas e seu principal
efeito anti-hiperglicemiante consiste na reducdo da gliconeogénese hepatica
(HUNDAL et al., 2000; BOSI, 2009), resultando na melhora da acdo da insulina no
figado, diminuindo a producdo hepatica da glicose em 10 a 30% e, no musculo,
aumentando a captacdo de glicose em 15 a 40%, bem como estimulando a
glicogénese. No adipécito, a metformina inibe a lipélise e a disponibilidade de acidos
graxos livres (AGL). Além disso, ela diminui a absorcao gastrointestinal de glicose,
aumenta a sensibilidade a insulina nos tecidos muscular e adiposo, e melhora
indiretamente a resposta da célula B a glicose por reduzir a glicotoxicidade e os
niveis de acidos graxos livres (KIRPICHNIKOV; MCFARLANE; SOWERS, 2002).
Nos tecidos periféricos, a metformina facilita o transporte de glicose por aumentar a
atividade da tirosinaguinase nos receptores de insulina (HUNDAL et al., 2000,
MATTHAEI et al., 1991, HUNDAL et al., 1992) e estimula a atividade da
glicogeniosintetase (SANTOS et al., 1995). Ocorre também melhora do perfil lipidico,
com diminuicdo de 20 a 25% nos niveis de triglicérides e de até 10% do LDL-
colesterol, e aumento de até 17% dos niveis de HDL-colesterol, com diminuicdo de
20 a 30% do fator inibidor de ativacao do plasminogénio (PAI-1). No diabetes tipo II,
0 uso isolado de metformina diminui a glicemia em cerca de 25%, ou 60 a 70 mg/dl e
a hemoglobina glicosilada em 1,5 a 2% (CUSI; DE-FRONZO, 1998). Em adi¢c&o, um
efeito protetor nas células 3 tem sido demonstrado em ensaios in vitro (MARCHETTI
et al., 2004)

TIAZOLIDINEDIONAS

A rosiglitazona e a pioglitazona séo tiazolidinedionas de segunda geracéo.
Elas agem aumentando e sensibilizando a acdo da insulina no figado, masculos e

adipécitos, diminuindo a resisténcia periférica. Elas ativam o0s receptores
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intracelulares peroxisome proliferator activated receptor (PPAR-Y) nucleares que
regulam a expressdo de genes que afetam o metabolismo glicidico e lipidico,
responsaveis pela captacao de glicose mediada por insulina nos tecidos periféricos e
pela diferenciacdo de pré-adipécitos em adipécitos, entre outros efeitos. As
tiazolidinedionas aumentam a expressdo dos transportadores de glicose (GLUT4),
da lipoproteina lipase e reduzem a expressdo da leptina e do fator de necrose
tumoral (TNF-a). As tiazolidinedionas inibem a oxidagcédo de cadeias longas de acidos
graxos no figado, diminuindo a gliconeogénese e a disponibilidade de AGL. Embora
induzam a diminuicdo de 15 a 20% dos niveis de triglicérideos e aumento de 5 a
10% do HDL-c, os niveis de colesterol total e do LDL-c podem nédo se alterar ou
aumentar de 10 a 15%. As tiazolidinedionas diminuem os niveis glicémicos em torno
de 20%, mas ndo aumentam a secrecdo de insulina. Quando comparada a
metformina, observou-se que a troglitazona tém maior efeito potencializador da acao
periférica da insulina e menor efeito em diminuir a producdo hepatica de glicose
(INZUCHI et al., 1998).

SULFONILUREIAS

As sulfonilureias sdo secretagogos de insulina, sua acdo é determinada
através de ligacdo aos receptores U-pancreaticas (subunidade SUR1 do canal de
potassio), resultando na secrecédo de insulina (MALAISSE; LEBRUN, 1990).

As sulfonilureias (SU) séo classificadas de acordo com sua geracao e essa
leva em consideracao seu mecanismo e tempo de meia vida. A clorpropamida é uma
SU de 12 geracdo, cujo tempo de meia vida € mais longa (36 a 60h), devido a
formacdo de metabdlitos com excre¢cdo mais lenta. A glibenclamida, gliclazida e
glipizida pertencem a 22 geracdo e semelhante as de 32 geracdo, como a
glimepirida, tém meia vida mais curta, de 8 a 16h (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION-ADA, 2000; PAM et al., 1997).

O mecanismo de acao das sulfonilureias € semelhante: atuam em receptor de
membrana, inibindo o efluxo de potassio. A despolarizagdo da membrana favorece o
influxo de calcio e subsequente estimulo da secrecéo de insulina. A nivel celular, as
SU agem inibindo os canais de Kartp, despolarizando a célula beta pancreatica e

estimulando o influxo de Ca® e a secrecéo de insulina (URSICH et al., 1992).
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A curto prazo, as SU aumentam a secrec¢éo de insulina, mas a longo prazo
(mais de 6 meses), a secrecado de insulina pode estar igual ou até diminuida em
relacdo aos niveis iniciais, mas o efeito hipoglicemiante persiste e possivelmente
esta relacionado aos efeitos extra pancreaticos. Alguns estudos sugerem que elas
aumentem o numero de receptores de insulina e/ou tenham efeito pés-receptor,
facilitando as a¢0es da insulina. As SU nao restauram a primeira fase de secrecéo
de insulina ao estimulo da glicose venosa, mas exageram a segunda fase, dai a
importancia de usar SU de acdo mais curta. A principal indicacdo de SU é em
pacientes DM2, na auséncia de infec¢cdo ou cetose, com peso normal ou magro,
cujos niveis de insulina estdo normais ou diminuidos, ndo conseguindo um controle

satisfatério com dietas e exercicios (ARAUJO et al., 1988).

INIBIDORES DA ALFA-GLICOSIDASE

Os inibidores competitivos da a-glicosidase, como a acarbose, o miglitol e a
voglibose, agem como antagonistas enzimaticos da amilase e sucrase e diminuem a
absorcao intestinal da glicose (SEGAL, 1997; JENMEY et al., 1993). Desta forma, a
absorcéo dos carboidratos ocorre tardiamente, concomitante a secrecao de insulina,
com consequente reducdo da glicemia pés-prandial (BALFOUR; MCTAVISH, 1993;
VAN et al., 2005). Possui beneficio moderado no controle glicémico, com reducao da
HbAlc em torno de 0,7% (VAN et al., 2005), estando indicada naqueles pacientes
com glicemia de jejum adequada e glicemia pds-prandial elevada. Outra vantagem
esta relacionada a auséncia de ganho de peso ou hipoglicemia (NATHAN et al.,
2009; SEGAL, 1997; JENMEY et al., 1993).

- Espécies Vegetais Utilizadas no Controle do Diabetes Tipo Il

Uma alternativa para controlar as alteracdes verificadas na SM,
especificamente quanto a resisténcia a insulina/diabetes tipo I, reporta a utilizagéo
de espécies vegetais, muitas das quais tém sido usadas etnofarmacologicamente ou
experimentalmente para tratar os sintomas dessa doenca (KAR et al., 1999 e 2003;
LAMBA et al., 2000; NOVAES et al., 2001; MCCUNE; JONHNS, 2002; SAID et al.,
2002; VOLPATO et al., 2002; SYEM et al., 2002; HUO et al., 2003; ELDER, 2004;

SAXENA; VIKRAM, 2004; LEITE et al., 2007 e 2011).
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No Brasil, uma grande variedade dessas espécies tem sido utilizada pela
medicina popular para o tratamento da diabetes tipo Il, dentre estas podem ser
citadas a Bauhinia forficata, Eugenia jambolana, Myrcia uniflora, bem como a
Parkinsonia aculeata L. (LEITE et al., 2007), sendo algumas dessas espécies
nativas do bioma caatinga, no qual ja foi descrito mais de 596 de porte arboéreas ou
arbustivas e 1788 espécies herbaceas. Dentre as espécies endémicas, 180
pertencem as familias Caesalpinaceae, Mimosaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae,
Celastraceae e Cactaceae (JOLY, 1998).

O mecanismo de acao pelos quais essas espécies reduzem a glicemia pode
ser atribuido aos seguintes fatores: aumento da liberacdo de insulina através da
estimulacao das células B-pancreéticas; resisténcia aos hormdnios que aumentam a
taxa de glicose; aumento do nimero e da sensibilidade do sitio receptor de insulina;
diminuicdo da perda de glicogénio; aumento do consumo de glicose nos tecidos e
orgédos; eliminacao de radicais livres; resisténcia a peroxidagao de lipideos; correcéao
da desordem metabdlica causada em lipideos e proteinas e estimulo ao aumento da
microcirculacdo do sangue no organismo (HUO et al., 2003; SAID et al., 2002; LI et
al., 2004; VOLPATO et al., 2002).

Ha muitas substancias extraidas de espécies vegetais que reduzem a
glicemia e a grande variedade das classes fitoquimicas indica a variedade de
mecanismos de ac¢ao responsaveis pelo efeito hiperglicémico. No entanto, algumas
destas substancias podem ter potencial terapéutico, enquanto outras podem
produzir efeito colateral devido a sua toxicidade, especialmente hepatotoxicidade
(IVORRA et al., 1989; WANG; NG, 1999; BAE et al., 1999; LAMBA et al., 2000;
PEREZ-GUTIERREZ, 2002).

Dentre as classes fitoquimicas que apresentam atividade hipoglicemiante,
destacam-se os flavonoides, os quais podem aumentar a liberagdo de insulina das
ilhotas de Langerhans de maneira dose-dependente, estimulando os efeitos da
insulina nas células através de segundo mensageiro, melhorando as desordens no
metabolismo lipidico e inibindo o processo inflamatério causado por radicais livres
(NEGRI, 2005).

Sezik et al. (2005) e Leite et al. (2007), relacionam que, entre os flavonoides,
0 controle da glicemia desencadeada por alguns extratos vegetais pode ser inferido
pela presenca de C-glucosideos presentes em algumas Caesalpiniaceae. Ainda com

relacdo aos flavonoides C-glicosideos, além do controle glicémico, trabalhos
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demonstraram propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias, as quais estdo
diretamente relacionadas com o diabetes tipo Il e suas complicagbes (ANDRADE-
CETTO; WIEDENFEL, 2001; KUPELI et al., 2004; HASEGAWA et al., 2008;
SHIBANO et al., 2008).

- Parkinsonia aculeata L. (Caesalpiniaceae)

Parkinsonia aculeata L. (Caesalpiniaceae) € uma arvore abundante das zonas
aridas, semiaridas e subumidas compreendida entre o sul dos Estados Unidos da
Ameérica e o norte do Uruguai (HAWKINS et al., 2007), vulgarmente conhecida como
vassoura, espinho Jerusalém, talo verde mexicano ou turco (CORRELL;
JOHNSTON, 1970). Essa espécie atinge entre 4-10 m de altura, seu tronco e galhos
séo verdes (Fig. 2A), com espinhos medindo de 7-12 mm de comprimento (Fig. 2B).
Apresenta folhas medindo de 20-40 cm de comprimento, contendo de 20 a 30 pares
de foliolos ovais 3-8 mm (Fig. 2C) e ramos de flores amarelas com cinco pétalas
(Fig. 2D) (DIVYA et al, 2011; PENA-CHOCARRO, 2006). A P. aculeata é utilizada
como uma arvore ornamental e na medicina tradicional sdo usados infusbes e
decoctos de folhas, flores e frutos. O macerado das flores e folhas em alcool é
utilizado como tratamento do reumatismo (DIVYA et al., 2011; ORWA et al., 2009).

Figura 2 — Parkinsonia aculeata: detalhe do caule (A), dos espinhos (B), das
folhas (C) e das flores (D). Fonte: Franco, E.S. (2011).
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De modo geral, a P. aculeata tem atraido a atencado de muitos pesquisadores
nos ultimos anos, devido ao aumento do uso do extrato aquoso de suas folhas na
medicina popular. No norte da Nigéria e da india sdo utilizadas para tratamento de
hepatopatias, doencas bacterianas, febre tiféide, diabetes, tripanossomiase e
ictericia (HASSAN et al.,, 2008). Contudo, foi referida a P. aculeata efeito
hepatoprotective, antioxidante (HASSAN et al., 2008; MRUTHUNJAYA; HUKKERI, 2008),
antiemético (CRUZ-VEJA et al., 2000), antiespermatogénica (GUPTA et al.,, 2007) e
antimicrobiana (ALI et al., 1999). No México, a P. aculeata é amplamente utilizada
na medicina tradicional como hipoglicemiante (ANDRADE-CETTO; HEINRICH,
2005).

Foi registrada a ocorréncia da P. aculeata na regido do Xingd, Nordeste do
Brasil, onde € conhecida popularmente como planta antidiabética. Segundo
informacdes da comunidade local, a preparacao tradicional € sob a forma de infusdo
da parte aérea da planta (~15g/L) e ingerida durante o dia para controlar as
complicacBes relacionadas ao diabetes e dislipidemias (De-ALMEIDA et al., 2005).
Estudos em modelos ratos diabéticos revelaram que uma fracdo solivel em agua,
do extrato hidroetandlico e metanol de P. aculeata, reduziram os niveis de glicose no
sangue e na urina, e melhoraram os paradmetros bioquimicos e fisiol6gicos
relacionados ao metabolismo dos carboidratos, lipideos e proteinas (LEITE et al.,
2007 e 2011; MARZOUK et al., 2013).

Quimicamente, Bhatia; Gupta; Seshadri (1966) foram os primeiros a relatarem
a existéncia de trés C-glicosideos nas folhas de P. aculeata. O primeiro (epi-
orientina) € um C-glicosideo da luteolina, que se assemelha a orientina na
composicado, reacdes quimicas e espectros de UV e de IV, mas difere em peso
molecular e rotacdo, podendo ser um epimero de orientina. O segundo
(Parkinsonin-A), que € um C-glicosideo de 5-O-metil luteolina, o qual esta
intimamente relacionado a orientina. O terceiro (Parkinsonin-B) € um C-glicosideo de
5,7-di-O-Metil luteolina, que tem estereoquimica relacionada com epi-orientina. Em
1980, Besson et al. apresentaram as Unicas flavonas C-glicosiladas isoladas de
folhas P. aculeata, que eram: orientina (em vez de epiorientina), iso-orientina (em
vez de Parkinsonin-A), vitexina e isovitexina (em vez de Parkinsonin-B). Por sua vez,
El-Sayed et al. (1991) relataram que o0s extratos metandlicos (80% e 50%) das
folhnas de P. aculeata apresentavam varios flavonoides, incluindo na época novas

flavonas C-glicosiladas (orientina, iso-orientina, vitexina, iso-vitexina, lucenin-II,
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vicenin-Il, diosmetin 6-C-B-glicosideo, apigenina, luteolina, kaempferol e chrysoeriol).
Nas ultimas investigacbes quanto aos componentes fitoquimicos foi incluida uma
nova flavona epoxi-iso-pentylflavanone (ALI et al., 2005).

Leite et al. (2007), prévio ao estudo farmacolégico quanto a atividade
hipoglicemiante, realizaram uma triagem fitoquimica do extrato hidroalcodlico obtido
das folhas de P. aculeata, a qual constatou a presenca de taninos, esterdides e uma
alta concentracdo de flavonoides. E segundo Cazarolli et al. (2006 e 2009), os
efeitos benéficos dos flavonoides presentes na P. aculeata sao refletidos no controle
do diabetes frente & melhoria da tolerdncia da glicose, do perfil lipidico, da
biossintese de glicogénio, da captagéo de insulina e sua sinalizagéo.

Diante das evidéncias supracitadas, o escopo deste estudo € avaliar os
efeitos bioguimicos e moleculares do extrato hidroalcodlico (HA) e particdo (HAP -
HA/acetato de etila) de P. aculeata sobre o perfil glicémico de ratos Wistar com

Sindrome Metabdlica (SM) induzida por Dieta Ocidentalizada (DO).
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3

OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito antidiabético de Parkinsonia aculeata L. (Caesalpiniaceae) em

ratos Wistar com sindrome metabdlica.

3.2 Objetivos Especificos

Obter extrato hidroalcodlico de P. aculeata;

Obter a particdo polar do extrato hidroalcodlico de P. aculeata com acetato de
etila;

Determinar a toxicidade aguda (DLso) do extrato hidroalcodlico e da particdo polar
de P. aculeata em camundongos Swiss webster;

Induzir Sindrome Metabdlica (SM) em ratos Wistar utilizando Dieta Ocidentalizada
(DO);

Avaliar a evolugéo ponderal de ratos Wistar alimentados com DO, antes e apds 0s
tratamentos, com o extrato hidroalcodlico ou particdo polar de P. aculeata;
Determinar a glicemia de jejum, a tolerancia oral a glicose e a resisténcia a
insulina nos ratos Wistar com SM, antes e apdés o tratamento, com o extrato
hidroalcodlico ou particdo polar de P. aculeata;

Determinar o perfil lipidico (colesterol total, Triglicérides, HDLc e LDLc) nos ratos
Wistar com SM, antes e ap0s o tratamento, com o extrato hidroalcodlico ou
particdo polar de P. aculeata;

Determinar os niveis de glicogénio hepatico e muscular nos ratos com SM, apés o
tratamento, com o extrato hidroalcoodlico ou particdo polar de P. aculeata;
Determinar 0s niveis seéricos das citocinas IL-6, IL-8, TNF-a, corticosterona e
insulina em ratos Wistar com SM, apds o tratamento, com o extrato hidroalcodlico
ou particao polar de P. aculeata;

Identificar, entre as propostas de tratamento (extrato hidroalcodlico ou particdo
polar de P. aculeata), qual apresenta melhor atividade anti-hiperglicémica e/ou

anti-hiperlipidémica.
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4 METODOLOGIA
4.1 Material Botanico

O material botanico foi coletado na regido de Xingo, localizado no semiarido
nordestino, entre os estados de Alagoas, Bahia, Pernambuco e Sergipe,
correspondendo a uma area aproximada de 45.000 km2, sendo essa cortada pelo rio
Sédo Francisco. A planta foi identificada pela Botanica Hortensia Pousada Bautista
(INCRA-BA) e uma exsicata foi depositada (N° 500) no herbario do Xing6 (Canindé
de S&o Francisco, Sergipe, Brasil).

4.2 Obtencao dos Extratos Orgéanicos

As partes aéreas da Parkinsonia aculeata foram secas em estufa, com
circulacao forcada a 50°C, e trituradas em moinho de facas até a pulverizacdo. A
droga vegetal obtida foi armazenada sob refrigeracdo até o momento de ser

submetida ao processo de extragao.
- Extracdo direta e particdo do extrato hidroalcodlico de P. aculeata:

- Extrato hidroalcodlico de P. aculeata - HA

O extrato hidroalcodlico foi obtido a partir da maceracdo do material vegetal
(500 g) em etanol/agua (1: 1, v / v) sob agitacdo mecanica (TECNAL®, modelo TE-
1400), durante 48 horas a 23°C, e posteriormente filtradas em papel de filtro
qualitativo. O material vegetal residual foi novamente submetido a extracdo com a
solucdo hidroalcodlica 50%, sendo esse processo repetido por seis vezes para
completa exaustdo do material vegetal. Em seguida, o extrativo foi concentrado em
evaporador rotativo (TECNAL®, modelo TE-211) para total eliminacdo do etanol.
Apos a retirada do etanol, o material foi separado em duas partes: uma congelada e
liofilizada, cujo produto foi identificado como extrato hidroalcodlico de P. aculeata
(HA) e na outra o extrativo foi apenas concentrado em evaporador rotativo (extrato
hidroalcoolico de P. aculeata sem solvente) (Fig. 3).
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- Particéo do extrato hidroalcodlico de P. aculeata — HAP

O extrato hidroalcodlico de P. aculeata sem solvente foi submetido a particao
com acetato de etila (1:1). Essa mistura foi colocada em funil de decantagcdo para
obtencéo da fracdo polar. Posteriormente, a fracdo polar foi colocada em evaporador
rotativo para remocgédo de solvente residual, seguida de congelamento, para ser
submetida ao processo de liofilizagcdo. O produto obtido foi identificado como extrato
hidroalcodlico de P. aculeata particdo com acetato de etila (HAP) (Fig. 3).

500g das partes agreas
de F. sculeals

|

Maceragdo com
Etano: Agua

destilada (1:1) £50 IMCLEmama S0
agiacia macanca (23°0)
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———————————— Famogia da
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avaprady

e
Extrato | 2
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. zem salvente
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Extrato Hidroalcodlico de
i —| P. sculests paricionado
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Figura 3 - Fluxograma para obtenc¢éo do extrato hidroalcodlico de Parkinsonia aculeata (HA) e
sua fracao polar através de particdo com acetato de etila (HAP).

42



4.3 Modelo Animal e Principios Bioéticos

Para determinacdo da toxicidade aguda dos extratos organicos de P.
aculeata, foram utilizados 12 camundongos fémeas Swiss webster, ndo-isogénicas,
nuliparas, (25 - 30 g), provenientes do Biotério do Laboratério de Imunopatologia
Keizo Asami (LIKA - UFPE). Todos os animais passaram por uma adaptagcao de 72
horas antes de cada ensaio e foram mantidos sob condi¢cbes padrdes (temperatura
de 22 + 2°C, umidade relativa do ar de 30—70% com controle do ciclo claro/escuro).
Os animais tiveram acesso a racdo comercial (Presence®) e & agua ad libitum antes
dos experimentos.

Para a inducédo e o tratamento da Sindrome Metabdlica, foram utilizados 42
ratos Wistar machos com peso inicial (45-559) aos 21 dias de vida, provenientes do
biotério de criacdo do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco, que receberam dieta e 4gua ad libitum, de acordo com o grupo
experimental que pertenciam, descrito abaixo.

Estes estudos foram aprovados e registrados pela Comiss&o de Etica no Uso
de Animais (CEUA) do Centro de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Pernambuco, sob o n® 23076.035789/2012-03. Os procedimentos adotados nos
experimentos seguiram as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laboratorio (SBCAL).

4.4 Avaliacdo da Toxicidade Aguda in vivo do extrato hidroalcodlico de P.
aculeata e da sua particdo polar com acetato de etila - Método de Classes
(OECD, 2001)

A toxicidade aguda por gavagem (v.g) foi realizada utilizando-se
camundongos Swiss webster fémeas (n=6 animais/grupo). Os animais foram
mantidos em jejum prévio de 12 horas e foram pesados antes de serem tratados
com o extrato hidroalcoolico (HA) ou particdo polar de P. aculeata (HAP)
(5000mg/kg, 2500 mg/kg, 1250 mg/kg, 500 mg/kg ou 250 mg/kg). O grupo controle
recebeu agua destilada (5mL/kg; v.g.). Ocorrendo mortalidade de 2-6 animais até o
14° dia, administrou-se a dose subsequente menor até possibilitar a estimativa de
uma faixa de DL50%, conforme os padrdes da Globally Harmonised System (GHS)

(OECD-423/2001).
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4.5 Modelo Experimental

Foram utilizados 42 ratos Wistar machos com peso inicial (45-55g) aos 21
dias de vida, provenientes do biotério de criacdo do Departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco.

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno (n=3/caixa) sob
condicbes constantes de temperatura (22 + 2°C), umidade relativa de 55-60%, e
receberam agua ad libitum e iluminacdo em ciclo invertido (20h00 — 08h00: claro;
08h00 — 20h00: escuro), visando mimetizar o ambiente natural dos roedores.

Inicialmente, os animais foram divididos em dois grupos de acordo com a
dieta fornecida: 1) grupo dieta padrdo de laboratério controle Dieta Presence® (DP)
e 2) grupo experimental, composto por seis subgrupos (n=6), todos alimentado com
Dieta Ocidentalizada (DO) (figura 4) durante 150 dias. Os detalhes da dieta estéo

descritos no item 4.6.

42 ratos machos Wistar
com 21 dias de vida

Grupo controle Grupo alimentado com
alimentado com Dieta < > Dieta Ocidentalizada
Presence® (DP) n=6 (DO) n=36

Figura 4 — Formacdo dos grupos experimentais (n=42)

4.6 Dieta e Tratamento

A Dieta Ocidentalizada (DO) experimental é caracterizada por apresentar um
maior teor de lipidios saturados, quando comparada a dieta padrao para animais de
laboratério. A dieta foi constituida de alimentos hiperenergéticos, triturados e
misturados, formando pellets e ofertados aos animais. Os dados sobre a
composicdo da dieta ja foram publicados em trabalhos anteriores do grupo (FERRO-
CAVALCANTE et al., 2013; FERRO-CAVALCANTE et al., 2014).

Também foi utilizado o Mix de mineral AIN-93G-MX (Rhoster®) essencial para
a etapa de crescimento, do desmame até os 60 dias de vida, e em seguida alterado

para o Mix de mineral AIN-93M — MX (Rhoster®), utilizado na manutencdo dos
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animais adultos. A composicdo percentual centesimal dos macronutrientes das

dietas em relagdo ao seu valor energético encontra-se apresentado no quadro 2.

Quadro 2 - Composicdo de macronutrientes segundo o Valor Energético Total (VET) da dieta
normocaldrica para roedores (Presence®) e da Dieta Ocidentalizada elevada em lipideos, aglcar
simples e saédio.

Dieta Proteina Carboidrato Lipidio VET
(% kcal VET) | (% kcal VET) | (% kcal VET) (kcal/g)

Omdgntahzada 19 46 35 4,04

crescimento

Omdentahfada 15 51 34 4.08

manutengéo

Presence** 26 63 11 3,6

*Os célculos da composicdo centesimal de macronutrientes foram baseados nas informacdes
nutricionais enviadas pela empresa fornecedora dos produtos e na Tabela Brasileira de Composicéo
de Alimentos (TACO).

**Determinado pelo Instituto Adolfo Lutz, 1985.

Completados 150 dias de consumo da DO, os 36 animais (DO) (divididos
previamente em seis subgrupos) foram aleatoriamente redistribuidos entre os seis
tratamentos: extrato hidroalcéolico de P. aculeata (HA) nas doses de 130 ou 65
mg/kg; extrato hidroalcodlico de P. aculeata particionado com acetato de etila (HAP)
nas doses de 130 ou 65 mg/kg; Metformina (500 mg/kg; v.o. - NETO et al., 2013) ou
veiculo (10 ml/kg), diariamente, durante 30 dias. O grupo que foi alimentado com DP
recebeu veiculo (10 mL/kg) por igual periodo de tempo, conforme exposto na figura
5.

Durante o periodo experimental, foi registrado um indice de mortalidade de
6,25% (n=3 animais), sendo o estudo finalizado com a utilizacédo de 42 animais.
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42 ratos machos Wistar
com 21 dias de vida

Grupo controle Grupo alimentado com
alimentado com Dieta = > Dieta Ocidentalizada
Presence® (DP) n=6 (DO) n=36
150 dias de 150 dias de
exposicao a DP exposicdo a DO
l = HA 130 mg/kg (n=6)
Agua destilada HAP 130 mg/kg (n=6) .«

(veiculo) 10 mL/kg > HA 65 mg/kg (1=6)

HAP 65 mgikg (n=6) =

Metformina 300 mg/kg (n=6)

Agua destilada (veiculo)
10 mL/kg (n=6)

Figura 5 — Delineamento experimental dos grupos a serem tratados, durante 30 dias por via
oral, com extrato hidroalcodlico de P. aculeata (HA) 130 ou 65 mg/kg; extrato hidroalcodlico
de P. aculeata particionado com acetato de etila (HAP) 130 ou 65 mg/kg, Metformina (500
mg/kg) ou veiculo (10 ml/kg).

4.7 Avaliagdes in vivo

Evolucédo Ponderal

A determinacdo da evolucdo corporal foi realizada utilizando balanca
eletronica digital (marca YIHUA, modelo SF-400), uma vez por semana, a partir do
21° dia até a instalagdo da Sindrome Metabdlica, no 150° dia, e durante o tratamento

gue ocorreu do 150° ao 180° dia.

Determinacéo das Medidas Murinométricas

As medidas de circunferéncia abdominal, circunferéncia toracica e
comprimento naso-anal foram determinadas durante a inducdo da Sindrome
Metabolica aos (90, 120, 150 dias) e ao final do tratamento (180 dias). A partir
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destes parametros, mais o peso corporal, foram determinados o indice de Massa
Corporal (IMC) e o indice de Lee nos tempos mencionados (NOVELLI, 2007).

Peso (g)
IMC = -
(Comprimento naso — anal (cm))?
Y
'peso
Lee = __VP () /10
comprimento nase — anal (cm)

Determinacgédo do Perfil Hematoldgico

Ao atingir 150 e 180 dias de consumo da dieta, todos os animais foram
colocados em jejum por 8 horas e anestesiados com quetamina (50mg/kg; i.p.) para
serem coletadas amostras de sangue através do plexo infra-orbital com o auxilio de
tubo capilar (microhematdcrito) para avaliacdo do perfil hematolégico.

Os parametros hematolégicos (hemécias 10°mm?® hemoglobina g/dL,
hematécrito%, plaquetas 10°/mm?, leucécitos 10%/mm? e linfécitos10®/mm?®) foram
determinados imediatamente apds a coleta, através do analisador automético de
células hematolégicas ABX Micros 60 HORIBA®.

Determinacéo do Perfil Lipidico

Aos 150 dias de consumo da dieta DO (periodo necessario para inducdo da
Sindrome Metabdlica) e aos 180 dias (final do tratamento), todos os animais foram
colocados em jejum por 10 horas e anestesiados com enflurano (por via inalatério)
para serem coletadas amostras de sangue através da puncdo do plexo infra-orbital
com o auxilio de tubo capilar (microhematocrito com heparina) para avaliacdo do
perfil lipidico [Colesterol total (CTO), Triglicerideos (TG) e High-Density Lipoprotein
cholesterol — HDL-c]. As amostras foram centrifugadas a 7500 r.p.m. por 15 minutos
para obtencdo do soro, o qual foi utilizado para analise do colesterol total e das
fracbes através do meétodo de diagnostico por quimica seca da VITROS 250
Johnson & Johnson®.

O Low-Density Lipoprotein cholesterol — LDL-c foi calculado segundo a

férmula de Friedewald: LDL-c = (CTO - HDL) - (TG/5)
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Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

Aos 90, 120 e 150 dias de consumo da DO ou DP, os animais foram
submetidos ao TOTG. Para esse teste, os animais foram colocados em jejum de seis
horas e foi coletado sangue através da puncdo da ponta da cauda para
determinacao da glicemia (T0). Em seguida, foi administrada solucéo glicosada 50%
(2g9/kg) por gavagem, para que aos 30, 60, 90 e 120 minutos novas coletas de
sangue fossem efetuadas para determinar a curva glicémica, através da interpolacéo
dos pontos da glicémica versus os tempos de coleta, acima mencionados (American
Diabetes Association - ADA, 2010; SIEVENPIPER et al., 2000).

Teste de Tolerancia a Insulina (TTI)

Para a avaliacdo da sensibilidade a insulina, aos 150 dias de consumo da DO
ou DP, os animais foram submetidos ao TTI. Nesse teste foi administrada insulina na
dose de 50 yU/100 g de peso corpéreo na veia peniana e foi determinada a
concentracdo de glicose sérica em diferentes tempos de coleta de sangue (0 —
tempo basal a 16 minutos) apos a administracao da insulina. Esse teste foi realizado
com os animais anestesiados com enflurano (via inalatéria) (PANVELOSKI-COSTA
et al.,, 2011). Posteriormente, foi calculada a constante de decaimento da glicose
(KITT, %/min.) a partir da regresséo linear das concentragdes de glicemia obtidas
durante o TTI (SERAPHIM; NUNES; MACHADO, 2001).

4.8 Avaliacdes ex vivo

Método de Eutanasia e Obtencdo do Sangue

Ao final do experimento, os animais foram deixados em jejum por 10 horas,
posteriormente anestesiados com anestésico inalatério (enflurano) e submetidos a
eutanasia através de decapitacdo. No momento da decapitacdo, o sangue dos
animais foi coletado em dois tubos diferentes: um com anticoagulante (EDTA) e
outro em tubo seco. Esse ultimo foi imediatamente centrifugado a 7500 r.p.m. por 15
minutos, para obtencéo do soro que foi utilizado nas analises das citocinas, insulina,
corticosterona, perfil lipidico e de proteinas totais. O sangue coletado em tubo com

EDTA foi utilizado para determinar o perfil hematoldgico.
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Dosagem de IL-6, IL-8 e TNF-a no soro

A dosagem das interleucinas IL-6, IL-8 e TNF-a foi realisada utilizando o soro
dos animais alimentados com DO e tratados durante 30 dias com HAP130, HAPG65,
HA130, HA65, Metformina ou veiculo, ou alimentados com DP. Os protocolos
empregados seguiram as especificagdes correspondentes aos Kit's, padronizado
para cada variavel: IL-6 (Rat IL-6 Platinum ELISA®), IL-8 (Rat IL-8) e TNF-a (Rat
TNF-alpha Platinum ELISA®)

Dosagem de Corticosterona Sérica

A dosagem de corticosterona foi realizada ao final dos tratamentos (180 dias),
concomitante ao consumo, utilizando kit ELISA. O protocolo para determinacao
dessa variavel seguiu o indicado pelo fabricante (Corticosterone EIA Kit) Enzo Life

Sciences®.

Determinagéo de Insulina Sérica

A insulina sérica de todos os animais foi determinada ao final do experimento.
Para este processo foi utilizada Kit Elisa para dosar insulina em soro de ratos
(Cayman Chemical®), utilizando o protocolo indicado pelo fabricante.

Modelo de Avaliacdo da Homeostase (HOMA)
O HOMA foi determinado segundo Matthews et al. (1985), que emprega as
medidas das glicemias e de insulina de jejum para indicar o indice de resisténcia a

insulina.

Determinacéo do Peso Relativo dos Orgaos e Tecidos

Apés a eutanasia, os 6rgaos (coracédo e figado) e tecidos (adiposo epididimal -
TAE e adiposo abdominal - TAA) dos animais foram imediatamente retirados e
pesados em balanca digital com precisdo de 0,005 gramas. Os valores foram
expressos em peso relativo (grama de 6rgao ou tecido / cada 100 gramas de peso
corporal total), obtidos através do seguinte céalculo: peso do tecido ou 6rgao do

animal x 100) / peso corporal do animal no momento da eutanasia.
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Determinacéo da Concentracdo de Glicogénio Hepatico e Muscular

Apos a pesagem do figado total, uma amostra de 500 mg aproximadamente e
0,70 mg do musculo tibial foram coletadas. O contetudo de glicogénio hepéatico e
muscular foram determinados pelo método de Hassid et al. (1957). As amostras de
figados e musculo tibial foram digeridas inicialmente por 30 min para a extracdo do
glicogénio em solugdo KOH 5,5M, em banho fervente. A extracao final foi feita em
duas etapas através da precipitacdo com etanol a 70%, ainda em banho fervente.
Utilizando-se uma solugdo de antrona 1M em acido sulfarico (responsavel pela
hidrélise do glicogénio, transformando-o em glicose), determinou-se o conteddo de
glicogénio. A antrona reage com a glicose produzida, tornando a amostra
esverdeada (método colorimétrico). O produto da reacéo foi determinado a 540nm
de absorbancia em espectrofotometro (Femto® 700 Plus). Os dados foram

expressos como mg de glicogénio por 100 mg de tecido.

4.9 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos por média + erro padrdo da média e para fins
estatisticos, sendo considerada a significAncia minima de 0,05 (p<0,05). A
normalidade das medidas foi avaliada através do teste de Kolmogorov Smirnov. Os
dados paramétricos foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) duas vias,
com aplicacdo do pos-teste de Bonferroni ou ANOVA, ou uma via com aplicacdo de
pés-teste de Turkey. Os dados foram analisados estatisticamente pelo programa
Prism® 4.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, California, US).
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5 RESULTADOS

| - Indugéo da Sindrome Metabdlica em ratos Wistar por Dieta Ocidentalizada

- Evolucéo Ponderal

A evolucédo ponderal dos animais alimentados com a Dieta Ocidentalizada (DO)
revela que, a partir da décima semana de consumo dessa dieta, todos os
componentes dos subgrupos demonstraram peso corporal significativamente maior
(p < 0,05) quando comparado ao grupo controle Dieta Presence® (DP) e assim se
mantiveram até a 222 semana. Esse aumento em percentual variou de 23,01% +
0,78% (102 semana) a 23,85% + 0,96% (222 semana) (Fig. 6).
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Cortrole Presence®
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—=— Subgrupo 2
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Figura 6 - Evolug&o ponderal (gramas) semanal de ratos Wistar machos, alimentados com
Dieta Ocidentalizada ou ragdo padrdo de laboratério (controle Presence®), do pos-
desmame até a 222 semana (150 dias). Os dados estdo representados pela média +* erro-
padrao da média (n = 6 animais/grupos), submetidos a ANOVA duas vias, com aplicacdo
do pos-teste de Bonferroni *(p < 0,05). Legenda: (*) quando comparado cada subgrupo x grupo

controle Presence®
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- Medidas Murinométricas

A tabela 1 apresenta os valores referentes ao indice de Massa Corporal
(IMC), indice de Lee (ILee), Medida da Circunferéncia Toracica (MCT) e Abdominal
(MCA) dos animais alimentados com DP ou DO, aos 90, 120 e 150 dias. Conforme
pode ser observado, o IMC dos subgrupos alimentados com DO, 1/6 aos 90 dias e
4/6 aos 150 dias, apresentaram aumento médio significativo (p<0,05) de 12,68% e
28,26%, respectivamente, comparado ao grupo DP. Quanto ao ILee, 0s subgrupos
alimentados com DO 4/6 aos 150 dias apresentaram aumento médio significativo
(p<0,05) de 11% comparados ao grupo DP. O MCT apresentou aumento médio
significativo (p<0,05) de 9,30% em 2/6 subgrupos aos 90 dias comparados ao grupo
DP. Por fim, a MCA apresentou aumento medio significativo (p<0,05) em 3/6 aos 90
dias, 4/6 aos 120 dias e 1/6 aos 150 dias, respectivamente de 10,76%, 10,72% e
10,65% comparados ao grupo DP.
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Tabela 1 — indice de Massa Corporal {IMC), indice de Lee (ILee), Medida da circunferéncia tordcica (MCT) e Medida da circunferéncia

abdominal (MCA) de ratos Wistar machos alimentados, a parir do desmame, com dieta ocidentalizada ou dieta padrio de

laboratério (Presence®), determinados aos 90, 120 e 150 dias.

Controle

Variaveis/Unidade Dias Presence?® Subgrupo 1 Subgrupo 2 Subgrupo 3 Subgrupo 4 Subgrupo & Subgrupo &
IMC {g/cm?) " 0.71+0.02 0.80+0,03 0.79+0.04 0.80 £ 0,02 0.72+002 0.84 £ 003" 0.79+ 0,03
ILee (g/cm?) g 0.32 + 0,00 0.33+0,01 0.33+0,01 0,33+ 0,01 0.31+0,01 0.33+0,00 0,32 +0,01

MCT (cm) = 1256+ 057 1417+033" 1350+018 1275+025% 1350+026 14 75+034 1350+043
MCA (cm) 1542+ 070 1733+033* 1650+045 17.00+029* 1655+040 1692 +049° 1667 +0.60
IMC (g/cm?) " 0.84 £ 0,06 0.89+0.04 0.89+0.07 0.90 £ 0,02 0.88+0.03 0.91+002 0.84 £ 0,07
ILee (g/cm?) E 0.34 + 0,01 0.34 + 0,01 0.34 + 0,01 0,34 £ 0,00 0.33+0,01 0.34 + 0,00 0,33 +0,01
MCT (cm) E 1506 £ 037 16,05+035 1558+027 1580+039 1542+020 1583 +017 1517+0.38
MCA (cm) 16,33+ 0,31 18617+ 038" 18.00+032* 1817 +042* 1500+ 034 1767 +017 16,83 +0.28
IMC (g/cm?) " 0.69+ 0,05 0.92+004* 0,88 +004% 0.80 £ 0,03 0.82+0,03 0.89+002 085+005
ILee (g/cm?) g 0.30 £ 0,01 0,34+ 000 0,33+001* 0,32 £ 0,00 0.32 +0,01 0.33+000% 033+£001*
MCT (cm) E 1583+028 1658+044 1567+031 1583+017 1555 +015 1617+028 1508 +0.30
MCA (cm) 1717 +040 1900+056" 1860+040 1800+037 16800+058 18586+047 1758+054

Dados representados pela média + erro-padrdo da media (n = 6 animais/grupo), submetidos a ANOVA duas vias, com aplicacido do
pos-teste de Bonferroni *{p < 0,03). Legenda: (*) guando comparado cada subgrupo x grupo controle Presence®



- Perfil Hematoldgico

A ingestdo da Dieta Ocidentalizada, a partir do desmame até os 150 dias, ndo alterou significativamente os parametros
hematolégicos de nenhum dos subgrupos (tabela 2) quando comparado ao grupo DP. Resultado semelhante é observado no perfil

das proteinas séricas (tabela 3).
Tabela 2 — Perfil hematologico dos ratos Wistar machos alimentados durante 150 dias, a partir do desmame, com dieta ocidentalizada ou dieta padrio de

laboratério (controle Presence®).

hepn?;?gqggﬁtsus P?;Sn;;c;l:@ Subgrupo 1 Subgrupo 2 Subgrupo 3 Subgrupo 4 Subgrupo 3 Subgrupo B l-_liiizfunrg'a
Hemécias (105/mm?3) 8,61+0,92 7.94 +152 7.82+1.80 8,49+033 8,72 + 0,67 8,80+ 0,40 873+041 5-10
Hemuoglobina (mag/dL) 1598 1,36 14322272 14,92 £1,23 14,95+ 0,29 1515+ 1,24 15,68 = 0,81 15,28 £ 0,83 11-19
Hematocrito (%) 46,30 + 586 43,12 + 8,25 4372 +7.24 4572 + 1,09 46,77 +3.81 47,53 +2 50 4542 +3 27 35 - 57
Flaguetas (10%mm?® 578,67 £+ 218,01 54483 +264 61 56760+34630 63817 +190,04 G4500+19056 59300+19839 {9420+ 5539 200 —1500
Leuchcitos (10%mm?) 82322236 6,22x148 836127 873207 9.07 =197 6,23 %181 934107 3-17
Linfocitos (105/mm?) 68,17 + 3,14 62,28 + 8 57 60,30+ 5,19 62,78 +637 62,62 + 4 44 65,48 + 845 57,36+778 65 — 83

Dados representados pela média + emo-padrdo da media (n = 6 animais/grupo), submetidos 24 ANOVA duas vias, com aplicacdo do pos-teste de Bonferroni

p < 0,05). Legenda: (*) guando comparado cada subgrupo x grupo controle Presence®
HILLYER E QUESEMBERRY (1997); SHARF & REGIMA (1998).

Tabela 3 - Perfil das proteinas séricas de ratos Wistar machos, alimentados durante 150 dias, a partir do desmame, com dieta

ocidentalizada ou dieta padréo de laboratorio.

Proteinas séricas F‘?;;é:::lzﬁ Subgrupo 1 Subgrupo2 Subgrupo 3 Subgrupo 4  Subgrupo 5  Subgrupo 6 Ea?g:éar?c?;
Proteina total (mg/dL) 7.04+01 6,55 +0,14 6,80 + 047 6,66 + 0,18 6,68 + 008 6,95 + 0,09 7,10 £0.23 6,50 +022
Albumina (mg/dL) 420+ 007 429+ 016 407+ 040 421+017 428 +007 433+007 447 +013 3,50 +022
Globulina (mg/dL) 2,84 + 0,06 2,26 + 0,06 273+014 245+ 004 240 + 004 2,62 + 0 06 245+ 014 233+033

Bonferromi f{p < 0,03). Legenda: (*) quando comparado cada subgrupo x grupo controle Presence®
HILLYER E QUESEMBERRY ({1997); SHARF e REGIMA (1998).

Dados representados pela média + erro-padric da média (n = 6 animais/grupo), submetidos 3 ANOWVA duas vias, com aplicacdo do pés-este de
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- Perfil Lipidico

A verificacdo do perfil lipidico de todos os subgrupos, aos 150 dias de consumo de DO, revelou um quadro caracteristico de

dislipidemia. Os animais apresentaram um aumento médio significativo (p<0,05) nos niveis de colesterol total (23,59%) e

triglicerideos (38,75%) quando comparados ao grupo DP (tabela 4).

Tabela 4 - Perfil lipidico (mg/dL) de ratos Wistar machos, alimentados durante 150 dias, a partir do desmame, com dieta ocidentalizada ou

dieta padrdo de laboratdrio (Presence®).

. Controle FPadrao de
Ferfil lipidico Presence® Subgrupo 1 Subgrupo 2  Subgrupo 3 Subgrupo 4 Subgrupo & Subgrupo 6 referéncia’
Colesterol total 68,99 + 1,46 84,46 + 6,07 86,22 +3.31% 85,72+ 315%° 8399+293 84,97 £4 54  B615 13,11 78,50 £1,12
Triglicerideos 96,77 £ 048 133,22 £589% 12513 £950% 13118 £5,93* 14357 £493° 137TAT7 £3.11* 13536 £615° 9267 +£2.03
HDOL-c 2887 £ 0,30 2754 £ 067 2722 £1.30 26,86 £ 0,37 26,20 £ 0,68 28,02 £119 2642 +£0.84 2700 £1.24
LDL-c 2076 £149 30,28 £592 33,97 £4 30 3269+ 293 2907 +2 89 2877 +349 30,99 +£4 25 17,50 £ 0,99

Dados representados pela média + erro-padrio da média (n = 6 animais/grupo), submetidos 4 ANOWVA duas vias, com aplicagio do pos-teste de

Bonferroni *{p < 0,03). Legenda: (*) guando comparado cada subgrupo x grupo controle Presence®
HILLYER E QUESENBERRY (1997); SHARP & REGIMA (1998).
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- Perfil GlicEmico

Teste de Tolerancia Oral a Glicose

A figura 7 apresenta o perfil glicémico do grupo controle alimentado com DP e
dos subgrupos alimentados com DO nos tempos de 90, 120 e 150 dias, através do
Teste de Tolerancia Oral a Glicose. Por meio desse teste, em seus respectivos
tempos, foi possivel acompanhar a instalacdo das alteracdes glicémicas nos
subgrupos alimentados com a DO.

Observa-se que aos 90 dias de consumo da DO, 2/6 dos subgrupos
apresentaram, nos tempos de 60 e 90 minutos, o transporte de glicose
significativamente (p<0,05) mais lento que aquele apresentado pelo grupo DP (Fig.
7A). Aos 120 dias, todos os subgrupos apresentaram, nos tempos de 90 e 120
minutos, concentracdo glicémica significativamente (p<0,05) superior aquela
apresentada pelo grupo DP (Fig. 7B). E, aos 150 dias de consumo da dieta DO,
todos os subgrupos nos tempos de 60, 90 e 120 minutos apresentaram nitida
tolerancia a glicose, mantendo concentracdes seéricas significativamente (p<0,05)
maiores do que aquelas apresentadas pelo grupo DP (Fig. 7C).
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Figura 7 — Perfil glicémico de ratos Wistar machos, alimentados durante 90 dias (A), 120
dias (B) e 150 dias (C) a partir do desmame, com dieta ocidentalizada ou dieta padrao de
laboratério (Presence®) e submetidos ao teste de tolerancia oral a glicose (TTOG). Os
dados estdo representados pela média + erro-padrdo da média (n = 6 individuos por
grupos), submetidos & ANOVA duas vias, com aplicacdo do pés-teste de Bonferroni *(p <

0,05). Legenda: (*) quando comparado cada subgrupo x grupo controle Presence®

Teste de Resisténcia a Insulina

A figura 8 apresenta o perfil glicémico do grupo controle alimentado com DP e
dos subgrupos alimentados com DO nos tempos de 90, 120 e 150 dias, através do
Teste de Resisténcia a Insulina (TRI), da glicemia de jejum e do indice de
Decaimento da Glicose (Kitt). O TRI foi empregado como complemento ao Teste de
Tolerancia Oral a Glicose (TTOG) aos 150 dias, apresentado anteriormente, com o
propésito de diagnosticar a nivel molecular as alteracdes envolvidas no transporte
da glicose para os tecidos.

Contrariamente ao observado nos animais alimentados com DP, o transporte
de glicose para os tecidos foi significativamente (p<0,05) reduzido nos animais
alimentados com DO e, administragdo de insulina intravenosa nao foi capaz de

reverter esse quadro. Conforme ilustrado na figura 8A, a reducdo da concentracao
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sérica de glicose, do tempo zero até o final do teste (16 minutos) nos animais
alimentados com DO foi significativamente menor (p<0,05) quando comparados com
o grupo DP em 26,08% e 51,29%, respectivamente.

Em relacédo a glicemia de jejum, foi verificado um aumento médio de 21,51%
(p<0,05) nos subgrupos alimentados com DO quando comparados com o grupo DP
(Fig. 8B). O Kitt, determinado através da regressao linear negativa, revelou que o
tempo de meia vida da glicose sérica apresentou um aumento médio de 75,63%
(p<0,05) nos subgrupos alimentados com DO, quando comparados ao grupo DP
(Fig. 8C).
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Figura 8 — Perfil glicémico de ratos Wistar machos durante o Teste de Resisténcia a
Insulina (TRI) (A); glicemia com seis horas de jejum antes do TRI (B); Taxa de Decaimento
da Glicose (K1) (C). Os animais foram alimentados durante 150 dias, a partir do
desmame, com dieta ocidentalizada ou dieta padrdo de laboratério (Presence®). Os dados
estdo representados pela média + erro-padrdo da média (n = 6 individuos por grupos),
submetidos & ANOVA duas vias, com aplicagdo do pds-teste de Bonferroni *(p < 0,05).

Legenda: (*) quando comparado cada subgrupo x grupo controle Presence®
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Il - Efeito do extrato hidroalcodlico (HA) e particdo (HAP - HA/acetato de etila) de P.

aculeata em ratos Wistar com Sindrome Metabdlica, sobre:

- Evolugéo Ponderal

Na primeira semana de tratamento, o peso corporal dos animais alimentados
com DO e concomitantemente tratados por via oral com HA (130 ou 65 mg/kg), HAP
(130 ou 65 mg/kg) ou Metformina (500 mg/kg) nédo diferiu daquele exibido pelo DO.

Na segunda semana de tratamento, o grupo HAP130 apresentou uma reducao
de 0,93% no seu peso corporal (variagdo entre a sua primeira e segunda semana),
fato que fez o referido grupo ndo apresentar diferenca significativa (p<0,05) quando
comparado com os grupos DP e DO. Ao verificarmos o ganho de peso na segunda
semana, o grupo HAP130 apresentou uma reducao significativa (p<0,05) de 8,92%
qgquando comparado ao grupo DO e um ganho significativo (p<0,05) de 16,26%
comparado ao DP (Fig. 9).

Na terceira e quarta semana de tratamento, os grupos HAP130 e Metformina
nao apresentaram diferenca significante (p<0,05) quando comparado tanto com o
grupo DO quanto com o grupo DP. Contudo, ao avaliarmos separadamente esses
grupos (HAP130 e Metformina), frente a cada controle (DO ou DP), verificamos que
o HAP130, guando comparado com o grupo DO, apresentou reducdo no peso de
6,78% (terceira semana) e 2,95% (quarta semana), e quando comparado com 0O
grupo DP, o HAP130 apresentou ganho de 13,51% (terceira semana) e 15,00%
(quarta semana). Quanto ao grupo Metformina, esse apresentou reducdo de 7,19%
(terceira semana) e 7,80% (quarta semana) quando comparado com o grupo DO e
ganho de 13% (terceira semana) e 9,25% (quarta semana) quando comparado com

o grupo DP (Fig. 9).
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FIGURA 9 — Efeito do tratamento oral com extrato hidroalcodlico de P. aculeata (HA - 130
ou 65 mg/kg), extrato hidroalcodlico de P. aculeata particionado com acetato de etila (HAP
— 130 ou 65 mg/kg), metformina (500 mg/kg) ou veiculo (1ml/kg) - durante 30 dias
consecutivos (do 150 aos 180 dias) sobre a evolugcdo ponderal. Os dados estéo
representados pela média + erro-padrdo da média (n = 6 individuos por grupos),

submetidos & ANOVA duas vias, com aplicacdo do poés-teste de Bonferroni (p < 0,05).

Legenda: ®) em relacdo ao grupo controle dieta Presence® ® em relacdo ao grupo controle dieta

Ocidentalizada.

- Medidas Murinométricas

Os valores referentes ao indice de Massa Corporal (IMC), indice de Lee
(ILee), circunferéncia abdominal e circunferéncia toracica dos animais alimentados
com DP, DO ou DO e concomitantemente tratados com HA (130 ou 65 mg/kg), HAP
(130 ou 65 mg/kg) ou Metformina (500 mg/kg) estdo apresentados na tabela 5.
Como pode ser verificado, os valores referentes ao IMC e circunferéncia abdominal
dos grupos alimentados com DO e concomitantemente tratados com HAP130 ou
metformina ndo diferiram dos registrados no grupo DP. Por outro lado, os grupos
tratados com HAP130 ou HAP65 apresentaram ILee semelhante ao verificado no
grupo DP. No que concerne o valor da circunferéncia toracica, os grupos tratados
com HAP130, HA130 ou HA65 também foram comparaveis ao grupo ao DP.
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Tabela 5 — Indice de Massa Corporal {IMC), indice de Lee (ILee), Medida da circunferéncia tordcica (MCT) e Medida da circunferéncia
abdominal (MCA) de ratos Wistar machos, apds tratamento oral com extrato de hidroalcodlico de P. aculeata (HA) nas doses de 130
mg/kg (HA 130), 65 mg/kg (HA 65) ou extrato hidroalcodlico de P. aculeata particionado com acetato de etila (HAP) nas doses de
130 mg/kg (HAP 130), 65 mg/kg (HAP 65) ou metformina (500 mg/kg) ou veiculo (controle Presence® e Dieta Ocidentalizada — 10

mbU/kg) durante 30 dias consecutivos (do 1507 - 180® dia de consumo das dietas).

Varidveis/Unidade F_E;:;rn':!; DSi::IIJnI;nE‘I:aEIliizE;Za Metformina HAP 130 HAP 85 HA 130 HA &5
IMC (g/cm?) 0.68 £ 0,01 0.80 £ 0,02% 0,77+ 0,02 0.75+ 0,03 0,80 £0,03* 0,90 £ 0,05 0,82 £ 0,02*
ILee (g/icm?®) 0.300+0003 0320+0003" 0320+0002% 030040003 0310+0004 0.330+0008" 0.320+0002*
MCT {cm) 1642024 2017 +028 18,83 £ 0,36 1950066 2042 +052% 2042+052* 2083 +042°
MCA (cm) 15,92 £ 0,20 16,42 £ 027 1517018 15582027 17082024 16331033 16,33 £ 017

Dados representados pela média + erro-padrioc da media (n = 6 animais/grupo), submetidos a ANOVA duas vias, com aplicacdo do

pos-teste de Bonferroni {p < 0,05). Legenda: (*) em relacdo ao grupo controle Presence®; (F) em relacdo ac grupo controle Dieta
Ccidentalizada.

O perfil lipidico dos animais alimentados com DO e concomitantemente tratados com HA (130 ou 65 mg/kg), HAP (130 ou 65
mg/kg) ou Metformina (500 mg/kg) esta registrado na figura 10. Como podemos verificar apenas os grupos tratados com HAPG5,
HA130 ou Metformina apresentaram concentracao sérica de colesterol total semelhante ao DP. No que concerne a concentracao
dos triglicerideos séricos, os grupos HAP130, HAP65 e Metformina ndo apresentaram nenhuma alteracdo quando comparado com
o grupo DP. Ademais, os grupos tratados com HAP130 ou HA65 apresentaram significativo (p<0,05) aumento (34,53% e 38,32%,

respectivamente) na concentracao de HDL-c, quando comparado ao grupo DP.
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FIGURA 10 - Perfil lipidico (mg/dL) de ratos Wistar apés o tratamento oral com extrato
hidroalcodlico de P. aculeata (HA - 130 ou 65 mg/kg), extrato hidroalcodlico de P. aculeata
particionado com acetato de etila (HAP — 130 ou 65 mg/kg), metformina (500 mg/kg) ou
veiculo (1ml/kg) - durante 30 dias consecutivos (do 150 aos 180 dias). Os dados estéo
representados pela média + erro-padrao da média (n = 6 individuos por grupos),
submetidos a ANOVA duas vias, com aplicacdo do pos-teste de Bonferroni (p < 0,05).

Legenda: * em relacdo ao grupo controle dieta Presence®; ® em relagdo ao grupo controle dieta
Ocidentalizada.

As tabelas 6 e 7 registram os valores correspondentes as variaveis
hematolégicas e das concentracdes das proteinas séricas, respectivamente. Como
pode ser verificado, nenhuma alteracdo referente a essas vareaveis foi observada

entre oS grupos.
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Tabela 6 — Perfil hematoldgico de ratos Wistar, apos o tratamento oral com extrato hidroalcodlico de P. aculeata (HA) nas doses de 130 mg/kg (HA 130), 65

mg'kg (HA 65) ou extrato hidroalcodlico de P. aculeafs particionado com acetato de etila (HAP) nas doses de 130 mg/kg (HAP 130), 65 mg/kg (HAP 65) ou

metformina (300 mg/kg) ou veiculo (Controle Presence® e Dieta Ocidentalizada - 1ml/kg) durante 30 dias consecutivos (do 150° - 180° dia de consumo das
dietas).

hfﬂi‘;ﬂg;ﬁ;ﬁ O ek . Metformina HAP 130 HAP 65 HA130 HA 65 'ﬁf:f::::f
Hemacias (106/mm?) 734£036  7.00£022  683+016  657£007 660£011  7.05£014 690012 510
Hemoglobina (mg/dl) ~ 13.2840,58  1310£049  1224:030 12,67£016 1287+017 1342:017 13,30£0,16 1119
Hematocrito (%) 3758+162 3652+134 3474+078 3498060 35484054 38284064 37,3305 3557
Plaquetas (105/mm?) 485,20 £13,92 532,50 +14,72 51180 +50,32 536,17 £+42,99 539,50 17,84 574,00 £3522 55717 +11,94 200 - 1500
Leucocitos (105/mm?) 794+115  462+055  914+157  678+067  608+067  558+057  7.68+115 3-17
Linfécitos (105/mm?) 6534+242 7292+408 67.61+297 58874558 5951+182  7000+£299 56.85+537 65 - 83

Dados representados pela média + erro-padrio da média (n = 6 animais/grupo), submetidos a AMOVA duas vias, com aplicacio do pos-teste de Bonferroni
fip = 0,09). Legenda: (*)em relacio ao grupo controle Presence®; (%) em relacio ao grupo controle Dieta Ccidentalizada.
HILLYER E QUESENMBERRY (1997); SHARF & REGIMNA (1998).

Tabela T - Perfil das proteinas séricas de ratos Wistarapds o tratamento oral com extrato hidroalcodlico de P. aculeata (HA) nas doses de 130 mg/kg
(HA 130), 65 mglkg (HA 63) ou extrato hidroalcodlico de P. acuwleata particionado com acetato de etila (HAP) nas doses de 130 mgfkg (HAP 130), 65

mg/kg (HAP 65) ou metformina (500 mg/kg) ou veiculo (Controle Presence® e Dieta Ocidentalizada - 1ml/kg) durante 30 dias consecutivos (do 150° -

180" dia de consumo das dietas).

Controle Controle Dieta Padrao de

Proteinas séricas Presence® Ocidentalizada Metformina HAP 130 HAP 65 HA130 HA 65 referéncial

Proteina total (mg/dL) 6,22 £ 0,18 6,08 + 0,11 592+012 612+ 0,05 6,30 + 0,06 5,80 £ 0,05 6,30 £ 0,03 6,90 + 0,22
Albumina (mg/dL) 2,98 £ 0,08 295+0,09 282+008 310+005 3,06 £ 0,07 280+018 313+ 0,04 3,90 £ 0,22
Globulina (mg/dL) 3,23+013 3,13+ 0,11 310+ 0,06  3,02+009 3,24 + 0,06 284 0,04 295+014 233+0,33

Dados representados pela média + erro-padrdo da média (n = 6 animais/grupo), submetidos a ANOWVA duas vias, com aplicagdo do pos-teste de

Bonferroni 5p < 0,09). Legenda: (*) emrelacido ao grupo controle Presence®; (F) emrelacdo ao grupo controle Dieta Ocidentalizada.
HILLYER E QUESEMNBERRY (1997} SHARF e REGIMA (1998).

63



- Niveis Séricos de Corticosterona

Os niveis séricos de corticosterona dos animais alimentados com DO e
concomitantemente tratados com HA (130 ou 65 mg/kg), HAP (130 ou 65 mg/kg) ou
Metformina (500 mg/kg) estdo registrados na figura 11. Foi possivel identificar a
concentracéo de corticosterona no grupo tratado com Metformina, significantemente
(p<0,05) reduzida (21,94%) quando comparada ao grupo DP. Os demais grupos nao
apresentaram nenhuma diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo
DO ou DP.

Corticosterona (ngémL)

Figura 11 - Niveis séricos de corticosterona de ratos Wistar machos, apos tratamento oral
com extrato hidroalcodlico de P. aculeata (HA) nas doses de 130 mg/kg (HA 130), 65
mg/kg (HA 65) ou extrato hidroalcodlico de P. aculeata particionado com acetato de etila
(HAP) nas doses de 130 mg/kg (HAP 130), 65 mg/kg (HAP 65) ou metformina (500 mg/kg)
ou veiculo (Controle Presence® e Dieta Ocidentalizada - 1ml/kg) durante 30 dias
consecutivos (do 150° - 180° dia de consumo das dietas). Os dados estdo representados
pela média * erro-padrdo da média (n = 6 individuos por grupos), submetidos a ANOVA

duas vias, com aplicagéo do pos-teste de Bonferroni (p < 0,05). Legenda: *) em relagéo ao

grupo controle dieta Presence”; ¥ em relagdo ao grupo controle dieta Ocidentalizada.

-Concentractes de IL-8, IL-6 e TNF-a

A figura 12 (A, B, C) apresenta os valores das concentracdes séricas (pg/ml)
das citocinas IL-8, IL-6 e TNF-alfa, respectivamente, dos animais alimentados com
DO e concomitantemente tratados com HA (130 ou 65 mg/kg), HAP (130 ou 65
mg/kg) ou Metformina (500 mg/kg). Analisando esses valores, podemos observar
gue nado ocorreu alteracao significativa (p<0,05) quanto a concentracéo de IL-8 nos
grupos tratados quando comparados ao grupo DP (Fig. 12 A).
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A concentragdo de IL-6 em todos os grupos alimentados com DO e
concomitantemente tratados com HA (130 ou 65 mg/kg), HAP (130 ou 65 mg/kg) ou
Metformina (500 mg/kg) apresentou-se significativamente (p<0,05) aumentada,
guando comparada com o grupo DP. Entretanto, os grupos HAP130 e Metformina
apresentaram uma reducgdo significativa (p<0,05) na concentragcdo de IL-6 de
37,74% e 16,07%, respectivamente, quando comparado ao grupo DO (Fig. 12 B).

Quanto a concentracdo de TNF-a, observa-se que essa se manteve
significativamente (p<0,05) elevada nos grupos (DO, Metformina, HAP 65, HA 130,
HA 65) quando comparada com o grupo DP. Em contrapartida, no grupo HAP 130, a
concentracdo sérica de TNF-a nao apresentou diferenga significativa (p<0,05)
comparada ao grupo DP, mas sim uma reducdo estatisticamente significante
(p<0,05) de 29,67% quando comparada com a DO (Fig. 12 C).
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Figura 12 - Niveis séricos (pg/mL) de IL-8 (A), IL-6 (B) e TNF-a (C) de ratos Wistar
machos apds tratamento oral com extrato hidroalcodlico de P. aculeata (HA) nas doses de
130 mg/kg (HA 130), 65 mg/kg (HA 65) ou extrato hidroalcodlico de P. aculeata
particionado com acetato de etila (HAP) nas doses de 130 mg/kg (HAP 130), 65 mg/kg
(HAP 65) ou metformina (500 mg/kg) ou veiculo (Controle Presence® e Dieta
Ocidentalizada - 1ml/kg) durante 30 dias consecutivos (do 150° - 180° dia de consumo das
dietas). Os dados estdo representados pela média + erro-padrdo da média (n = 6
individuos por grupos), submetidos a ANOVA duas vias, com aplicacdo do pdés-teste de
Bonferroni (p < 0,05). Legenda: ®em relagdo ao grupo controle dieta Presence®; ® em relacdo ao

grupo controle dieta Ocidentalizada.

- Perfil Glicémico

As figuras 13 e 14 registram os parametros relacionados ao processo de
transporte de glicose aos tecidos: glicemia de jejum apds o tratamento (Fig. 13 A),
nivel de insulina sérica (Fig. 13 B), indice de HOMA (Fig. 13 C) e Teste de
Tolerancia Oral a Glicose (TTOG) (Fig. 14 A, B e C) dos animais alimentados com
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DO e concomitantemente tratados com HA (130 ou 65 mg/kg), HAP (130 ou 65
mg/kg) ou Metformina (500 mg/kg).

Os resultados da glicemia em jejum ao final do tratamento revelam que os
grupos (HAP130, HAP65 e Metformina) ndo apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) quando comparados ao grupo DP, mas sim reducao significativa (p<0,05)
de 18,53% (HAP130), 18,80% (HAP65) e 20,05% (Metformina) quando comparados
com a DO. Quanto a esse mesmo parametro, os grupos (DO, HA130 e HABS)
apresentaram glicemia de jejum significativamente (p<0,05) maior em 39,45%,
17,75% e 18,74% quando comparados com a DP (Fig. 13A).

Os niveis de insulina sérica revelam que os grupos HAP130 e Metformina
apresentaram significativa (p<0,05) reducédo desse horménio em 45,44% e 44,41%,
respectivamente, quando comparados com o0s niveis do grupo DO. Essa reducao
permitiu que os niveis de insulina dos referidos grupos (HAP130 e Metformina) nédo
apresentassem diferenca estatisticamente significante (p<0,05) quando comparados
ao grupo DP (Fig. 13B).

A determinacédo do indice de HOMA através da relacdo da glicemia de jejum e
insulina sérica reforca os achados referentes ao nivel de insulina. Pois, os grupos
(HAP 130 e Metformina), quando ao HOMA, n&do apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) quando comparados com o grupo DP, diferente dos grupos
DO, HAP65, HA130 e HA65, que apresentaram aumento estatisticamente
significante quando comparado com o DP. Contudo, os grupos HAP65 e HA130,
mesmo apresentando aumento em relacdo ao DP, revelaram que seus indices de
HOMA foram significativamente (p<0,05) menores que aquele apresentado pelo
grupo DO (Fig. 13C).
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Figura 13 - Glicemia de jejum de ratos Wistar machos ao final do tratamento (A);
concentracao de insulina sérica (B) e indice de HOMA (C), apés tratamento durante 30
dias por via oral com extrato hidroalcodlico de P. aculeata (HA) nas doses de 130 mg/kg
(HA 130), 65 mg/kg (HA 65) ou extrato hidroalcodlico de P. aculeata particionado com
acetato de etila (HAP) nas doses de 130 mg/kg (HAP 130), 65 mg/kg (HAP 65) ou
metformina (500 mg/kg) ou veiculo (Controle Presence® e Dieta Ocidentalizada - 1ml/kg)
durante 30 dias consecutivos (do 150° - 180° dia de consumo das dietas). Os dados estéo
representados pela média + erro-padrdo da média (n = 6 individuos por grupos),
submetidos a ANOVA duas vias, com aplicacdo do poés-teste de Bonferroni (p < 0,05).
Legenda: ®) em relacdo ao grupo controle dieta Presence®; *
Ocidentalizada.

em relacdo ao grupo controle dieta

Os resultados das glicemias obtidos junto ao TTOG revelaram que 0s grupos
HAP130 e HA130 apresentaram uma curva de transporte de glicose nos tempos 0,
30, 60 e 90 significativamente (p<0,05) inferior ao observado no grupo DO (Fig. 14
A). Por sua vez, os mesmos grupos (HAP130 e HA130) apresentaram uma curva de
transporte de glicose aos tecidos estatisticamente (p<0,05) igual ao grupo DP
(Fig.14 B). E ao compararmos os grupos (HAP130, HAP65, HA130 e HAG5) ao
grupo Metformina, verificou-se que nao foi significativa (p<0,05) a diferenca entre os
grupos em nenhum dos tempos (Fig. 14 C).
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Figura 14 — Perfil glicémico de ratos Wistar machos submetidos ao Teste de Tolerancia
Oral & Glicose (TTOG) ao final do tratamento oral com extrato hidroalcodlico de P. aculeata
(HA) nas doses de 130 mg/kg (HA 130), 65 mg/kg (HA 65) ou extrato hidroalcodlico de P.
aculeata particionado com acetato de etila (HAP) nas doses de 130 mg/kg (HAP 130), 65
mg/kg (HAP 65) ou metformina (500 mg/kg) ou veiculo (Controle Presence® e Dieta
Ocidentalizada - 1ml/kg) durante 30 dias consecutivos (do 150° - 180° dia de consumo das
dietas). Os dados estdo representados pela média + erro-padrdo da média (n = 6
individuos por grupos), submetidos & ANOVA duas vias, com aplicagdo do pds-teste de
Bonferroni *(p < 0,05). Legenda: (A) - quando comparado o grupo dieta ocidentalizada; (B)
- quando comparado o Controle Presence®; (C) - quando comparado o grupo Metformina.

Niveis de Glicogénio

A figura 15 (A, B) registra os valores de glicogénio determinado no tecido
hepatico e muscular, respectivamente, dos animais alimentados com DO e
concomitantemente tratados com HA (130 ou 65 mg/kg), HAP (130 ou 65 mg/kg) ou
Metformina (500 mg/kg). Os grupos (HAP 130, HAP 65, HA 130 e Metformina)
apresentaram valores referentes a concentracdo de glicogénio hepatico
significativamente (p<0,05) iguais ao encontrado no grupo DP. Entretanto, 0s grupos
(HAP 130 e HA 130) revelaram valores de glicogénio hepatico significativamente
(p<0,05) superior em 48,58% e 49,86%, respectivamente, quando comparado ao

grupo DO (Fig. 15 A).
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Quanto a concentracdo de glicogénio muscular, verificou-se que 0s Unicos
grupos que apresentaram valores estatisticamente semelhantes (p<0,05) ao grupo
DP foram os grupos HAP 130 e Metformina. Vale ressaltar que o grupo HAP 130
apresentou valor na concentracdo de glicogénio tecidual significativamente (p<0,05)

superior em 74,15% comparada ao grupo DO (Fig. 15 B).
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Figura 15 — Concentragdo de glicogénio no tecido hepético (A) e concentracdo de
glicogénio no musculo tibial (B) de ratos Wistar machos ao final do tratamento oral com
extrato hidroalcodlico de P. aculeata (HA) nas doses de 130 mg/kg (HA 130), 65 mg/kg
(HA 65) ou extrato hidroalcodlico de P. aculeata particionado com acetato de etila (HAP)
nas doses de 130 mg/kg (HAP 130), 65 mg/kg (HAP 65) ou metformina (500 mg/kg) ou
veiculo (Controle Presence® e Dieta Ocidentalizada - 1ml/kg) durante 30 dias consecutivos
(do 150° - 180° dia de consumo das dietas). Os dados estdo representados pela média +
erro-padrdo da média (n = 6 individuos por grupos), submetidos & ANOVA duas vias, com
aplicagéo do pos-teste de Bonferroni (p < 0,05). Legenda: * em relag&o ao grupo controle dieta

Presence®; ¥ em relacdo ao grupo controle dieta Ocidentalizada.

Peso dos Orgéos e Tecidos

A tabela 8 registra os valores do tecido adiposo abdominal (TAA), tecido
adiposo epididimal (TAE), coracédo e figado dos animais alimentados com DO e
concomitantemente tratados com HA (130 ou 65 mg/kg), HAP (130 ou 65 mg/kg) ou
Metformina (500 mg/kg). Os grupos (HAP 130, HAP 65, HA 130, HA 65 e DO)
apresentaram valores referentes ao peso do TAA e TAE significativamente (p<0,05)
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superior ao encontrado no grupo DP. O grupo Metformina foi o Unico que apresentou o valor do peso do TAE estatisticamente igual

ao apresentado pelo grupo DP. Em nenhum dos grupos verificou-se diferenca significativa (p<0,05) quanto ao peso do coracdo
comparado ao grupo DP.

Tabela 8 - Peso relativo (g/ 100 g de peso corporal) do tecido adiposo abdominal (TAA), tecido adiposo epididimal (TAE), coracdo,
estdmago, figado e baco de ratos Wistar machos, apos tratamento oral com extrato hidroalcodlico de P. aculeata (HA) nas doses de 130
mg/kg (HA 130), 65 mglkg (HA 63) ou extrato hidroalcodlico de P. acuwleata particionado com acetato de etila (HAP) nas doses de 130 mg'kg

(HAP 130), 65 mg/kg (HAP 65) ou metformina (500 mg/kg) ou veiculo (Controle Presence® e Dieta Ocidentalizada - 1ml/kg) durante 30 dias
consecutivos (do 1507 - 180" dia de consumo das dietas).

Orgaos e Controle Controle Dieta .

Tecidos Presence Ocidentalizada Metformina HAP 130 HAP 65 HA130 HA G5
TAA 0.85 £ 0.16 3.78+0327 2,62 £038° 3581037 409 +028" 400+ 047 4.00+029
TAE 0.77 +£0.10 1.98 £+ 0127 1,54 + 012 1,81 £ 016" 239+£023 1,91 £ 0,33 225 +£0.26%
Coracdo 0,32 £ 0,00 0,32 £ 0,01 0,33 +£0,01 0,35 £ 0,01 0,33 +£002 0,34 £0.01 0,31+ 0,01
Figado 2.68 £0.06 290+£010 3.39+0,09% 326011 2.95+£0127 3.39 £ 0,05+ 3.22 £ 0,087

Dados representados pela média + erro-padrdo da média (n = 6 animais/grupo), submetidos a ANOVA duas vias, com aplicacdo do pos-
teste de Bonferroni *{p < 0,03). Legenda: (*) emrelagdo ao grupo controle Presence®; (%) em relacao ao grupo controle Dieta Ocidentalizada.
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6 DISCUSSAO

Segundo Frank (2011), Moreno-Aliaga et al. (2005) e Trayhurn e Wood
(2004), a diabetes tipo Il apresenta-se como uma crise global de saude publica que
ameaca as economias de todas as nacdes, particularmente as dos paises em
desenvolvimento. Essa doenca tem sido alimentada pela rapida urbanizacdo, a
transicdo nutricional e o estilo de vida cada vez mais sedentario das pessoas. A
epidemia cresceu em paralelo ao aumento da prevaléncia mundial da obesidade.

Nossos resultados reproduziram o quadro de obesidade em todos os
subgrupos alimentados com DO a partir da décima semana, que correspondeu a 70
dias de consumo da dieta. Nesse momento, o percentual médio de peso dos
subgrupos DO foi 23,01% + 0,78% maior que o controle. Esses resultados sao
corroborados com Buettner et al. (2007), os quais observaram que a oferta
prolongada de uma dieta rica em lipidios induz ganho de peso em ratos suscetiveis,
na ordem de 10 e 20% em relacdo ao controle. Segundo os mesmos autores, a
inducdo da obesidade € mais eficaz quando a dieta rica em gordura € iniciada em
uma idade jovem e continua por varias semanas, exatamente como foi realizado no
NosSso experimento.

Picchi et al. (2011), reportam que o0 ganho de peso em ratos que fazem
consumo de dieta obesogénica é gradual, aumentando discretamente durante as
duas primeiras semanas e tornando-se mais acentuado a partir da quarta semana.
Em nosso estudo, a evolugdo ponderal ocorreu de forma gradual, sinalizando
aumento no peso a partir da terceira semana, 0 que corrobora com os dados
apresentados por Picchi et al. (2011). Outros autores tém sugerido que os ratos
alimentados com uma dieta high-fat mantém a homeostase metabdlica cerca de seis
semanas, quando eles comecam a desenvolver obesidade e resisténcia a insulina
Chen et al. (2008), Matsuzawa-Nagataa et al. (2008).

A maior quantidade de calorias (12%) presente na DO (4,08kcal/g), em
relacdo a dieta DP (3,6kcal/g) associada ao maior teor de lipidios, propor¢do de
acidos graxos saturados e acucares refinados presente na DO possivelmente
influenciaram o aumento de peso corporal nos animais. Picchi et al. (2011), relatam
gue outra variavel que pode influenciar o ganho de peso dos animais € do tipo de
lipideo utilizado na formulagdo da dieta de elevado teor de gordura. Colditz et al.

(1990), em estudo prospectivo, observaram que o ganho de peso apresentou uma
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fraca associacdo positiva com a gordura animal (geralmente vista como prejudicial) e
uma associacdo negativa com a gordura vegetal (geralmente vista como
benéfica). Nessa base, mesmo que a diferenca possa ser pequena, esses dois tipos
de gordura podem ser metabolicamente diferentes em termos do seu efeito sobre o
ganho de peso (WILLETT, 1998).

Bernardis e Patterson (1968) consideram animais obesos aqueles que
apresentam um indice de Lee com valores acima de 0,300. No nosso estudo, todos
0s subgrupos alimentados com DO, aos 150 dias, apresentaram indice de Lee
acima do limite do normal (0,300). No estudo aqui apresentado, ndo foram
evidenciados resultados significativos quanto as outras medidas murinométricas, em
todos os subgrupos. Contudo, esses apresentaram peso corporal maior que o do
controle dieta padréo. Diferente do apresentado por Chang et al. (1990) e Dobrian et
al. (2000), que ao alimentarem ratos Wistar outbred com high-fat moderada (32 ou
45 kcal% de gordura), observaram uma variacao na distribuicdo do ganho de peso
corporal entre os animais, pois alguns se tornaram obesos, enquanto outros
permaneceram tado magros quanto os animais alimentados com uma dieta de baixo
teor de gordura.

O quadro da obesidade observada nesse estudo revelou que de fato os
animais apresentavam um conjunto de alteracbes metabdlicas, compativeis com a
Sindrome Metabdlica. Pois, o National Cholesterol Education Program’s Adult
Treatment Panel Il - ATPIII (NCEP, 2001) reporta que o diagnéstico de SM é
estabelecido pela presenca de trés dentre quaisquer dos cinco componentes
(obesidade, elevada circunferéncia abdominal, hiperglicemia de jejum,
hipertrigliceridemia, baixa nivel de HDL-c e hipertensdo arterial). Haja vista, o0s
subgrupos alimentados com DO apresentaram: obesidade, hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia, aumento na glicemia de jejum, tolerancia a glicose e resisténcia
a insulina.

Provavelmente o quadro da dislipidemia verificada foi decorrente do alto teor
de gordura e da alta ingestéo de carboidrato refinado demandado aos ratos. Zammit;
Waterman; Topping e McKay (2001), advogam que uma demanda maior de gordura,
proveniente da dieta, resulta em aumento da absor¢do da gordura e essa, na forma
de quilomicrons, induz uma maior producdo enddgena de lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL), e/ou diminuicdo do transporte de triglicerideos para o

tecido periférico, resultando em quadro de hipertrigliceridemia. Contudo, o quadro de
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dislipidemia foi enfatizado pela adicdo da demanda energética proveniente dos
carboidratos simples que apresentam uma utilizagdo mais rapida pelo figado, devido
ao bypassing regulado pela fosfofrutoquinase na via da glicélise. Essa via, por sua
vez, promove a ativacdo de piruvato-desidrogenase favorecendo esterificacdo de
acidos graxos, aumentando, assim, a secrecdo de VLDL (MAYES, 1993).

Além de hipertrigliceridemia, os animais dos subgrupos alimentados com DO
apresentaram também hipercolesterolemia. Segundo Proietto (2005), o aumento da
absorcéo do colesterol dietético no intestino delgado, apds a ingestdo de uma dieta
high-fat, resulta em um aumento da glicacdo de lipoproteinas ricas em colesterol
(LDL-C), diminuindo assim o seu catabolismo e a atividade do receptor de LDL-C
hepatico.

Em nossos estudos, os subgrupos, apdés 150 dias de consumo da DO,
revelaram tolerancia a glicose, hiperglicemia de jejum, resisténcia a insulina,
resultados compativeis com o quadro de diabetes tipo Il. Monnier; Colette;
Percheron e Descomps (1995), relatam que o metabolismo do colesterol é alterado
em pacientes diabéticos. Na presenca dessa doencga, a via de transporte reverso de
colesterol é alterada através de uma diminuicdo nas concentragdes de HDL-c. O
aumento da secrecdao de VLDL pode, entdo, levar a uma reacdo em cadeia
envolvendo outras lipoproteinas, como o LDL-c. Segundo Koteish e Diehl (2001), em
um cenario onde ocorre um excesso de sintese e secrecdo de acido graxo hepatico,
e a entrada de gordura no figado ultrapassa a de saida, tem-se como consequéncia
a ocorréncia de esteatose hepatica. Em nosso estudo, durante a eutanasia dos
animais, foi possivel evidenciar no parénquima hepéatico dos animais que
consumiram DO um aspecto tipico de esteatose.

Além das repercussdes atribuidas a gordura da dieta Dobrzyn et al. (2004),
advogam que os carboidratos refinados, que no nosso estudo estdo presentes na
DO, podem regular a via lipogénese através da ativacdo de cascatas enzimaticas
acetil-CoA carboxilase e HMG-CoA redutase (hidroximetilglutaril), que induzem a
sintese de acidos graxos. Nagai et al. (2002), ainda relatam que o aporte de
carboidrato simples pode reduzir o receptor ativador por proliferador de peroxissoma
(PPAR)-a mRNA, que é responsavel pela indugdo da peroxissomal [-oxidacao
mitocondrial, levando assim ao acumulo de lipidios e ao quadro de dislipidemia.

Os TTOGs realizados aos 90, 120 e 150 dias de consumo da DO revelaram

que apenas aos 150 dias todos os subgrupos apresentaram tolerancia a glicose nos
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tempos de 60, 90 e 120 minutos. Provavelmente esses achados decorrem da
exposicdo cronica a DO, que por sua vez, aos 150 dias, também apresentava
quadro tipico de dislipidemia.

Segundo Gao et al. (2004), Dasu; Jialal (2010), o excesso de acidos graxos
livres (AGL) circulantes ativam proteinas de membrana plasmética denominadas
TLR-4, que por sua vez ativam vias inflamatoérias que vao interferir na captacao de
glicose pela sinalizacdo da insulina. Assim, inicia-se uma cascata de competicdes
por sitios de ligacdo, onde os AGL, ao se ligarem ao receptor TLR-4, ativam JNK e
IKK, os quais prejudicam a geracao de substratos (IRS-1/IRS-2) provenientes da
ativacdo dos receptores de insulina. Dessa maneira, esses prejudicam sua
fosforilacdo em residuos de tirosina e a subsequente translocacdo do GLUT4
(NGUYEN et al., 2007; ANDREASEN et al., 2011).

Essa alteracdo molecular direciona a translocacdo das proteinas
transportadoras de glicose (GLUT) e foi confirmada em todos os subgrupos
alimentados com DO, ao ser realizado o TRI, pois esse evidenciou que 0s animais,
mesmo com a administracdo exdgena de insulina, ndo foram capazes de transportar
a glicose para dentro dos tecidos, caracterizando um quadro de resisténcia a
insulina associada a uma hiperglicemia de jejum, tipica de paciente com diabetes
tipo Il

Este é o primeiro estudo a mostrar os efeitos hipoglicemiantes e
hipolipemiantes do extrato hidroalcodlico e da particdo polar das folhas de P.
aculeata, em ratos Wistar com sindrome metabdlica induzida por Dieta
Ocidentalizada. Em nosso estudo, mostramos e avaliamos ainda a seguranca do
extrato e da particdo ora testada quanto aos efeitos supracitados.

A administracéo por via oral, na dose de 5 g/kg do extrato ou particdo polar de
P. aculeata, ndo produziu qualquer sinal de toxicidade ou causou mortalidade nos
animais tratados, o que sugere uma DL50 superior a 5 g/kg. Kennedy et al. (1986),
relataram que as substancias com DL50 superior a 5 g/kg apdés administracao oral
podem ser consideradas praticamente ndo toxico. Portanto, podemos sugerir que a
toxicidade aguda para P. aculeata é praticamente nula quando administrado por
essa via.

Apés 30 dias de tratamento com a particdo de P. aculeata, foi possivel
evidenciar que o grupo alimentado com a DO, e concomitantemente tratado com

HAP130, apresentou consideravel melhora quanto a evolugéo ponderal, ao IMC, ao
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ILee, & circunferéncia abdominal e toracica, de forma a reportar os resultados
desses parametros semelhantes ao grupo DP, em detrimento ao grupo que recebeu
Metformina, o qual apresentou apenas evolucdo ponderal, IMC, circunferéncia
abdominal e gordura epididimal semelhantes ao grupo DP. Contudo, os resultados
verificados no grupo Metformina encontram sustentacdo no UK Prospective Diabetes
Study (1998), que reporta que a metformina esta associada com o menor ganho de
peso entre os pacientes, sem a inconveniéncia das hipoglicemias induzidas pelo
tratamento com insulina ou sulfonilureias. Luna; Feinglos (2001), Strowig; Raskin
(2005) e Luna et al. (2006), relatam que os efeitos benéficos da metformina em
modelos de ratos obesos podem ser atribuidos a diminuicdo do contetdo de gordura
visceral, pois sabe-se que entre os efeitos farmacolégicos da metformina estao:
diminuicao da lipogénese, da oxidacao de acidos graxos e da lipotoxicidade, além de
melhora na captacdo de glicose muscular e hepatica, como também da sinalizacédo
da insulina.

Quanto aos achados (evolucao ponderal, IMC, ILee, circunferéncia abdominal
e circunferéncia toracica) referentes ao grupo HAP130, esses podem ser
relacionados a presenca dos flavonoides na particdo polar de P. aculeata. Rivera et
al. (2008), ao administrar quercetina (ex: flavonoide) em ratos magros ou obesos,
verificou reducéo significativa no peso corporal de ambos, em comparacdo com 0S
ratos do grupo controle. Ele relatou que esse efeito ndo estava relacionado a uma
reducdo na ingestao de alimentos, pois, em seu estudo, a quercetina nao alterou
esse consumo. No caso dos ratos obesos, a explicacdo que foi dada encontra
sustentacao no efeito anti-inflamatério da quercetina sobre o tecido adiposo. Vale
ressaltar que em nossos estudos os animais também ndo reduziram a ingestdo de
dieta (resultado ndo apresentado).

Entretanto, segundo El-Sayed et al. (1991) e Ali et al. (2005), os extratos
polares das folhas de P. aculeata apresentavam varios flavonoides e flavonas C-
glicosilddas: orientina, iso-orientina, vitexina, iso-vitexina, lucenin-Il, vicenin-Il,
diosmetin 6-C-B-glicosideo, apigenina, luteolina, kaempferol, chrysoeriol epoxi-iso-
pentylflavanone. Corroborando com esses achados, Leite et al. (2007), através de
triagem fitoquimica do extrato hidroalcodlico obtido das folhas de P. aculeata,
constataram a presenca de taninos, esteroides e uma alta concentragcdo de
flavonoides. Por sua vez, Andrade-Cetto; Wiedenfel (2001), Kupeli et al. (2004),

Hasegawa et al. (2008) e Shibano et al. (2008) relatam que os flavonoides C-
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glicosideos, além do controle glicémico, demonstram propriedades antioxidantes e
anti-inflamatorias, as quais estdo diretamente relacionadas com o controle do
diabetes tipo Il e suas complicacdes.

A reducéo de peso no grupo HAP130 parece ter influenciado positivamente
na reversdo do quadro de hipertrigliceridemia inicialmente constatada em todos 0s
subgrupos, antes do tratamento. Porém o grupo HAP65, mesmo sem apresentar
reducdo do peso corporal, revelou niveis de colesterol e triglicerideos semelhantes
ao grupo DP. Na realidade, Peluso (2006), explica que os flavonoides também
apresentam acdo moduladora da homeostase dos lipideos no tecido adiposo e no
figado, através da inibicdo da fosfodiesterases. Outros autores, como Zern; West
e Fernandez (2003), Kamada et al. (2005), Auger et al. (2005), demonstraram a
acao hipocolesterolémica dos flavonoides em modelos experimentais. O mecanismo
de acdo hipocolesterolémico dos polifendis, atribui-se a sua acdo antioxidante
resultante na inibicdo da oxidacdo do LDL-c, mas ha evidéncias crescentes que
esses compostos atuem por outros mecanismos, incluindo a alteracdo da absor¢ao
hepatica de colesterol, na sintese e liberacdo de triglicerideos, ou por efeitos
benéficos sobre a inflamagéo do tecido adiposo e hepatico (ZERN; FERNANDEZ,
2005). Ademais, nosso grupo tem demonstrado o efeito anti-hiperlipidémico e anti-
hiperglicémico da fracédo solavel em 4gua (WSF) e do extrato etandlico (250 mg/kg;
v.0.) das partes aéreas de P. aculeata em modelo experimental de diabetes tipo 1
(LEITE et al., 2007 e 2010).

Apesar de termos verificado a reducdo dos niveis de colesterol e triglicerideos
nos grupos HAP130 e 65, podendo ser decorrente do reflexo direto sobre o
metabolismo de sintese e liberacdo dos acidos graxos livres aumentados devido a
DO, em nosso estudo, ndo evidenciamos reducdo na massa hepatica em nenhum
dos grupos nem tdo pouco melhora macroscopica do aspecto de esteatose
verificada no figado de nenhum grupo. Burt et al. (1999), e Angulo; Lindor (2002)
relatam que o figado desempenha um papel fundamental no metabolismo dos
lipideos, referindo-se a esteatose hepatica como sendo o acumulo excessivo de
lipideos dentro dos hepatécitos, devido ao desequilibrio entre a sintese e a
degradacédo dos mesmos. Essa doenca tende a ser mais comum nos pacientes que
apresentam hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, baixo nivel de HDL-C e alto
nivel de LDL-C.
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Nos ultimos 30 dias do experimento, todos os animais foram manipulados
diariamente para receber seus tratamentos, coleta de sangue, além da determinacao
das medidas corporais. Assim, a determinacdo da corticosterona sérica foi uma
forma de medir o quanto essa manipulacdo interferiu nos animais, verificando
indiretamente a atividade do eixo hipotalamo-hipéfiseadrenal. Os animais dos grupos
experimentais ndo apresentaram aumento na concentracdo sérica de corticosterona,
pelo contrario, o grupo tratado com metformina apresentou reducédo. Mostl; Palme
(2002), reportam que o aumento na concentracdo de corticosterona sérica esta
diretamente relacionada com a resposta fisiolégica do organismo ao estresse.
Segundo Durand et al. (2003), o aumento da atividade desse hormdnio ndo somente
influencia o metabolismo (carboidratos e lipideos), mas também os sistemas
cardiovascular, respiratorio, digestivo e renal. Mello et al. (2004), advogam que todos
0os esteroides humanos, assim como os dos ratos, s&do sintetizados a partir da
molécula de colesterol. 80% das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) do plasma
sao utilizadas na sintese dos esteroides. Dessa forma, € possivel que a reducéo do
nivel de corticosterona verificada no grupo Metformina tenha alguma relacdo com a
reducgéo de LDL-c verificada no mesmo grupo.

De fato, a sindrome metabdlica (SM) é caracterizada por uma orquestra de
alteragcbes moleculares que envolvem um processo de inflamag&o subclinica,
caracterizada pela presenca de citocinas pro-inflamatérias como (IL-6, TNF-a e
PCR). Nao obstante dessa realidade, verificamos esses marcadores inflamatorios
em concentracdo elevada no grupo DO sem tratamento. Contudo, apés o tratamento
com HAP130 ou metformina, verificamos que nesses grupos os valores de IL-6,
reduzidos em relacdo ao grupo DO, e os niveis de TNF-a do grupo HAP130 foram
semelhantes aos do grupo DP. Hyun et al. (2013), relatam que a acdo anti-
inflamatéria da metformina ndo sé ocorre no endotélio, mas em varios tipos de
células, através da reducdo de NO, prostaglandina E2 (PGE2) e citocinas pro-
inflamatoria (IL-6 e TNF-a) através da ativacao dos inibidores de NF-kB em
macréfagos. Entretanto, verificamos uma concentragdo de TNF-a no grupo HAP130,
semelhante ao grupo DP e inferior ao grupo DO sem tratamento.

Quanto a reducéo dos niveis dos marcadores inflamatérios no grupo tratado
com HAP130, nossos resultados encontram suporte nas propriedades antioxidantes
e anti-inflamatéria dos flavonoides que séo relatadas por: Rice-Evans et al. (1996),

Pietta (2000), Rice-Evans (2001) e Kim et al. (2004). Pois, ao falarmos de extratos
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das folhas de P. aculeta, devemos lembrar que segundo El-Sayed et al. (1991), a
mesma apresenta varios flavonoides aglicona e glicosilados. Rice-Evans et al.
(1996) e Mira et al. (2002), reportam que as duas caracteristicas estruturais
antioxidantes classicas dos flavonoides sdo decorrentes da presenca de um grupo
catecol no anel B e de uma dupla ligagao C2-C3, em conjugagdo com um grupo oxo
em C4. O primeiro serve para doar hidrogénio/elétrons, o que estabiliza os radicais
livres, e a segunda serve para fazer ligacdbes com metais de transicdo, tais como
ferro e cobre.

Ko et al. (1998) e Sadik; Sies e Schewe (2003) inferiram que a luteolina e os
seus glicosideos apresentam atividade antioxidante por ter a capacidade de retirar
as espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio. Vale ressaltar que a luteolina é um
exemplo de flavonoide, que na forma glicosilada, foi identificado nos extratos polares
das folhas de P. aculeata. Consonante a essa linha, Cheng e Breen (2000) e Mira et
al. (2002), relatam que essa classe fitoquimica quelata metais de transicdo que
podem induzir danos oxidativos através da reacdo de Fenton. Por sua vez, Hu; Kitts
(2004), Kong et al. (1999), Nagéao; Seki e Kobayashi (1999) e Sadik; Sies e Schewe
(2003) reportam que a luteolina e os seus glicosideos inibem enzimas pré-oxidante e
Choi et al. (2008) e Lim et al. (2007), verificaram que o mesmo grupo fitoquimico
ainda induz a sintese de enzimas antioxidantes.

No que concerne a atividade anti-inflamatéria, mediante a reducéo de IL-6 e
TNF-a no grupo HAP130, verificada em nosso estudo, essa pode estar relacionada a
presenca de luteolina glicosilada nos extratos da folha de P. aculeata. Xagorari et al.
(2001), Chen et al. (2004), Kim; Jobin (2005) e Kim et al. (2005), advogam que a
atividade anti-inflamatéria decorrente da lutolina e de seus compostos glicosideos,
mesmo em concentracfes baixas na ordem de micromolar, esta ancorada na
inibicdo do fator nuclear Kappa B (NF-KappaB), cujo aumento da expressédo desse
fator induz sintese e liberacéo de citocinas, quimiocinas e enzimas pro-inflamatérias
(por exemplo, TNF, IL-1, IL-6, COX-2, iINOS). Por exemplo, Xagorari et al. (2001),
verificou que a luteolina apresentou uma potente inibicdo de TNF-a de macroéfagos,
mesmo com o estimulo de lipopolissacarideo (LPS). Por sua vez, Jang et al. (2008),
relataram a reducédo na producgéo de IL-6 in vitro e in vivo através da inibicdo de via
de sinalizacdo de JNK e AP-1, mesmo com estimulo de LPS. Esses ultimos autores
verificaram em camundongos suplementados com luteolina (em &agua potavel) a

diminuicdo dos niveis de IL-6 no plasma.
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As avaliagbes realizadas para verificar o metabolismo dos carboidratos
(TTOG, TRI, Kitt e HOMA) e o nivel de insulina sérica, nos grupos alimentados com
DO e tratados com HAP130, HAP65, HA130, HAG5 ou Metformina, revelaram que os
grupos HAP130 e HA130 apresentaram um comportamento semelhante ao grupo
tratado com Metformina. Estes achados encontram varios respaldos na literatura,
por exemplo: Weisberg et al. (2003) e Hajer et al. (2008), afirmam que a obesidade
estd associada a um estado proé-inflamatério de baixo grau, caracterizada por
infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo e muscular, disfuncdo de adipdcitos e
producdo anormal de mediadores pro-inflamatoérios. Grande parte dessas alteracdes
verificamos em nosso experimento, no grupo controle DO sem tratamento, sendo
importante reportar ao quadro de inflamacéo decorrente da obesidade, para trazer-
nos a relacao existente entre esse quadro e a resisténcia a insulina. Pois, todos os
subgrupos anteriormente alimentados com DO exibiram nitido quadro de resisténcia
a insulina, e ao final do tratamento, verificamos que o grupo controle ndo tratado
apresentou concentracdes de citocinas pro-inflamatoérias elevadas (TNF-a e IL-6).
Alvaro et al. (2004), Nguyen et al. (2007), Valedo et al. (2009) e Andreasen et al.
(2011), advogam que o aumento nos niveis de TNF-a induz a resisténcia a insulina,
pois essa citocina ativa seus receptores na membrana plasmética (TNFR1 e
TNFR2), ativando por sua vez as proteinas inflamatérias (IkKk e JNK), as quais
prejudicam a ativacdo dos receptores de insulina e subsequente a translocacéo do
transportador de glicose (GLUT). Dessa forma, ao verificarmos que o grupo HPA130
apresentou reducao no nivel das citocinas (TNF-a e IL-6), provavelmente o controle
dessa resisténcia a insulina foi mediado nesse grupo por esse mecanismo.

Podemos descartar alguns mecanismos quando nos reportamos ao controle
da glicemia por meio da utilizacdo de iso-orientina isolada. Andrade-Cetto e
Wiedenfeld (2001), Sezik et al. (2005), Revilla-Monsalve et al. (2007) e Shibano et
al. (2008), verificaram que a acao hipoglicemiante desse C-glicosideo, em modelo
animal e em estudos clinicos, ndo envolve estimulo da liberacdo de insulina ou
modulacédo da absorcéo intestinal da glicose. Contudo, s&o apenas dois mecanismos
gue podemos descartar, mas muitos outros podem estar envolvidos na reducdo da
resisténcia insulinica atrelados a homeostase da glicose sérica, ora verificada em
nosso estudo.

Os nossos resultados, quanto a concentragdo do glicogénio hepético e

muscular, revelaram que o grupo HAP130 apresentou homeostase no perfil
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glicémico, pois a concentragcdo de glicogénio, em ambos o0s compartimentos,
apresentou-se semelhante ao grupo DP. Segundo Beardsall et al. (2003) e Ferrer et
al. (2003), a homeostase da glicose é mantida pelo equilibrio da producéo de glicose
hepatica e sua utilizacdo pelos tecidos periféricos. De modo geral, nos mamiferos, a
glicose é armazenada na forma de glicogénio no figado e nos musculos, que sdo os
principais locais de sintese e armazenamento dessa reserva energética. Dessa
forma, ao verificarmos aumento da concentracdo de glicogénio muscular e hepatico,
podemos inferir que houve um maior transporte de glicose para os tecidos, fato que
fez reduzir o consumo de reserva energética (glicogénio). Esse transporte, por sua
vez, esté diretamente relacionado aos achados discutidos acima, no que concerne a
reducao de resisténcia a insulina, também verificada no grupo HAP130.

N&o obstante dos nossos resultados, quanto a concentracdo de glicogénio,
Leite et al. (2011), verificaram que o tratamento com extrato hidroalcodlico de P.
aculeata em ratos diabéticos, induzidos por aloxana, fizeram a concentracdo de
glicogénio hepatico e muscular nos animais diabéticos aproximar-se daquela
verificada nos animais controle. Os autores inferiram que a melhora desse perfil se
deu possivelmente pela estimulacédo da glicogénese e/ou inibicdo da glicogendlise,
ligadas a melhorias na sinalizagéo da insulina. De modo geral, alguns autores como
Andrade-Cetto; Wiedenfel (2001), Vats; Yadav e Grover (2003), Sezik et al. (2005) e
Folador et al. (2010), vém relatando, ao longo dos anos, os efeitos de espécies
vegetais utilizadas na medicina popular para o tratamento da diabetes, e em sua
maioria observaram que as espécies ativas apresentam flavonoides C-glicosilados,
mostrando acao anti-hiperglicémica potencialmente importante, em
diferentes ensaios in vivo e in vitro, incluindo a reduc@o dos niveis de glicose no
soro, estimulacdo da secrec¢do de insulina, regulacdo da atividade da enzima no
metabolismo dos carboidratos, estimulacdo da captacdo de glicose e
armazenamento de glicogénio nos tecidos periféricos.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A dieta ocidentalizada promoveu aumento no ganho de peso corporal, na

circunferéncia abdominal, ILee e IMC de ratos Wistar;

Os animais alimentados com dieta ocidentalizada apresentaram nitidos sinais de
Sindrome Metabdlica (aumento da circunferéncia abdominal, dislipidemia,
hiperglicemia, resisténcia a insulina e aumento na concentragdo sérica dos

marcadores inflamatérios TNF-a e IL-6);

O extrato hidroalcodlico de P. aculeata e a particdo desse em acetato de etila ndo

induziu a mortalidade em nenhum animal na dose de 5g/mg;

O tratamento com HAP (130 mg/kg) promoveu reducdo dos niveis de glicose
sérica, melhora na sinalizacdo insulinica e aumento da concentracdo do

glicogénio hepatico e muscular;

A dislipidemia apresentada pelos animais alimentados com dieta ocidentalizada
foi positivamente alterada apoés o tratamento com HAP (130 mg/kg), com reducéo

dos niveis séricos de colesterol total, triglicerideos e aumento de HDL-c;

Os niveis séricos de corticosterona ndo foram alterados pela dieta ocidentalizada,
nem pelo tratamento com HAP (130 mg/kg), anulando assim a possibilidade de

interferéncia de estimulos estressores nos resultados apresentados;

O tratamento com HAP (130 mg/kg) reduziu os niveis séricos de IL-6 e TNF-a

dos animais alimentados com dieta ocidentalizada;

O consumo da dieta ocidentalizada aumentou o peso do figado e dos tecidos
adiposo abdominal e epididimal,

A particdo do extrato hidroalcodlico de P. aculeata com acetato de etila foi a que
melhor controlou as alteracdes verificadas nos ratos Wistar com a sindrome

metabdlica.
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