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RESUMO

A obesidade é um problema de saude complexo, de etiologia multifatorial,
relacionado ao desenvolvimento de inumeras comorbidades, e de dificil
abordagem terapéutica e resolucdo. Atualmente, o uso cronico dos
medicamentos convencionais disponiveis tem elevado custo e podem
desencadear efeitos colaterais indesejaveis. Nesse contexto, a P. aculeata é
uma planta da familia Fabaceae, que desperta a curiosidade da comunidade
cientifica como possibilidade de tratamento alternativo das condigbes
associadas ao excesso de peso, ja sendo utilizada empiricamente pela
populacdo como estratégia de controle de dislipidemias e diabetes. O objetivo
deste trabalho foi avaliar se o extrato hidroalcodlico de P. aculeata possui efeito
residual capaz de melhorar o perfil murinométrico e inflamatério hepatico de ratas
submetidas a uma dieta ocidentalizada. Nesse ensaio pré-clinico, foram
utiizadas 16 ratas Wistar, alimentadas dieta ocidentalizada hipercal6rica e
hiperlipidica para indugdo do excesso de peso, iniciada ap6s o desmame aos 21
dias. Apos 8 semanas de inducgéo, a amostra foi subdividida em dois grupos com
8 animais cada, em grupo nao-tratado (O) com veiculo 1,5 ml/kg, e grupo tratado
(OP) com o extrato hidroalcoolico de P. aculeata 140 mg/kg, administrados via
gavagem durante 30 dias. A administragdo cessou uma semana antes da
eutanasia, por guilhotina. Foram avaliados dados de ingestdo alimentar e
contribuicdo energética de macronutriente, dados murinométricos (peso,
circunferéncias toracica e abdominal), e dados relativos ao perfil inflamatorio e
histolégico hepatico (peso do figado absoluto e relativo, mieloperoxidase - MPO,
guantitativo de lipidios hepaticos e histomicrografia hepatica). A significancia
utilizada foi p <0,05. Como resultado, ndo foi constatada diferenca nos dados
relacionados a ingestdo alimentar e murinométricos, mas o peso relativo do
figado (O = 2,67 £ 0,23; OP = 2,43 + 0,13; p = 0,0241) e quantitativo de lipideos
hepaticos (O = 9,77 + 2,02; OP = 7,83 £ 0,58; p = 0,0483) tiveram uma reducao
no grupo tratado (OP). Além disso, a histologia demonstrou diminuicdo do
infiltrado lipidico no grupo OP em comparacédo com o O. A MPO nao demonstrou
diferenca entre grupos. Dessa forma, foi possivel verificar que a P. aculeata
possui efeito residual benéfico capaz de atenuar parametros inflamatérios
hepaticos causados pela dieta ocidentalizada, mesmo na continuidade de seu
consumo.

Palavras-chave: obesidade; dieta ocidental; figado; medicamento fitoterapico.



ABSTRACT

Obesity is a complex health issue, of multicausal etiology, linked to the
development of various comorbidities, and of difficult therapeutic approach and
resolution. Currently, there is an elevated cost in the chronic use of available
conventional drugs, which can also lead to undesirable collateral effects. In this
regard, P. aculeata is a plant from the Fabaceae family that is stirring the scientific
community’s curiosity as a possible alternative treatment of obesity-associated
ailments. It's already being empirically used by local population as treatment
strategy for dyslipidemia and diabetes control. The aim of this study is to evaluate
if P. aculeata holds residual effect capable of improving murinometric and hepatic
inflammatory parameters on female rats submitted to western-style diet. This pre-
clinic trial utilized 16 female Wistar rats, fed western-style hypercaloric and
hyperlipidic chow diet for overweight induction, starting at 21 days post-weaning.
8 weeks after induction, the sample was split, 8 animals each, into group non-
treated (O) with vehicle 1,5 ml/kg, and group treated (OP) with P. aculeata hydro-
alcoholic extract 140 mg/kg, administered through oral gavage, for 30 days.
Administration stopped one week before euthanasia, by guillotine. The evaluated
data was diet ingestion and macronutrient caloric contribution, murinometric
parameters (weight gain, thoracic, and abdominal circumference), and hepatic
inflammation and histological related parameters (absolute and relative liver
weight, myeloperoxidase, total hepatic lipids, and hepatic histology). P value
significancy of < 0,05 was used. As results, difference in diet ingestion and
murinometric measurements was not found, though relative liver weight (O = 2,67
+0,23; OP = 2,43 £ 0,13; p = 0,0241) and total hepatic lipid count (O = 9,77 + 2,02;
OP = 7,83 + 0,58; p = 0,0483) presented lower values on treated group (OP).
Furthermore, hepatic histology demonstrated decreasing of lipid infiltration on OP
group compared to O. MPO did not show difference between groups. Thus, it was
possible to verify the beneficial residual effects of P. aculeata capable of
attenuating inflammatory hepatic parameters caused by western-style diet, even
with continued consumption.

Keywords: obesity; western diet, liver; phytotherapeutic drugs.
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1. INTRODUCAO

A obesidade € uma condi¢do multifatorial associada ao desenvolvimento de
diversas doencas crénicas nao transmissiveis (DCNTs), como hipertensdo
arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus (DM), dislipidemias e doencas
hepaticas (Meldrum; Morris; Gambone, 2017). Sua prevaléncia vem aumentando
vertiginosamente ao longo dos anos, sendo considerada um problema de satude
publica mundial, onde no Brasil, esse aumento é mais acentuado na populacdo
adulta feminina (Ferreira; Szwarcwald; Damacena, 2019). Dentre os principais
fatores relacionados ao desenvolvimento da obesidade, tém-se a adoc¢ao de
hébitos alimentares inadequados (consumo exagerado de alimentos com alta
densidade energética, ricos em acucar e lipidios) e sedentarismo na rotina dos
individuos (Ma et al., 2022).

Em concomitancia as DCNTs, ha o estabelecimento da inflamacéao crbnica
sistémica de baixo grau no individuo, uma vez que o tecido adiposo €
metabolicamente dinamico, podendo executar uma fungdo enddcrina, e capaz
de sintetizar e liberar compostos como as adipocinas e citocinas, que regulam a
homeostase metabdlica. (Francisqueti; Nascimento; Correa, 2015). Um dos
exemplos de marcador inflamatorio e estresse oxidativo, que tem sua expressao
aumentada em individuos obesos é a mieloperoxidase (MPO), uma enzima
presente em neutréfilos com papel importante no sistema imunolégico. Porém,
devido ao seu potencial inflamatério e de leséo aos tecidos, também se relaciona
com doencas como hipertensdo, diabetes, doencas neurodegenerativas,

cardiovasculares, hepaticas e aterosclerose (Koch et al., 2021).

Durante um quadro inflamatério, mediadores, como histamina e serotonina,
aumentam a permeabilidade vascular, que favorece o influxo de células imunes
no local, resultando na liberacdo da MPO. Na obesidade, a infiltracdo de
neutrofilos no tecido adiposo aumenta a expressao da mieloperoxidase, onde no
figado, essa infiltracédo € considerada um bom preditor de doencas inflamatorias,
além da MPO também estar presente nas células de Kupffer, macréfagos

residentes no figado (Khan; Alsahli; Rahmani, 2018).

Para reducéo ou até mesmo reversdo do cenério inflamatorio definido a partir
da obesidade, tém-se estudado drogas sintéticas. Porém, o uso crénico desses

medicamentos, como orlistat, sibutramina e liraglutida (analogo do GLP-1), além



do desencadeamento de efeitos colaterais, pode acarretar num elevado custo
orcamentério para o estado e para o paciente (Joyce et al.,, 2016; Meldrum;
Morris; Gambone, 2017; Francisqueti; Nascimento; Correa, 2015). O Ministério
da Saude mostrou que, em 2019, 22% dos 6 bilhdes direcionados ao tratamento
de doencas crbnicas foram atribuidos ao excesso de peso e obesidade
(Ministério da Saude, 2022). Nesse contexto, muitos paises em desenvolvimento
onde o sistema de saude publico ndo alcanca a populagcdo por inteiro no
fornecimento de remédios convencionais, 0 uso de fitoterapicos pode ser uma

alternativa de maior alcance e mais acessivel (Franco et al., 2022)
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Nesse contexto, uma planta que vem sendo estudada € a Parkinsonia
aculeata (P. aculeata). E uma arvore da regido do nordeste brasileiro, da qual a
partir da infusdo de suas partes aéreas (caule, flores e folhas) a populagéo local
obtém um cha com propriedades para controle da diabetes e dislipidemias.
Esses efeitos foram previamente comprovados em estudos da literatura,
incluindo melhora de outros parametros inflamatérios relacionados ao excesso
de peso em ratos (Franco et al., 2022). No entanto, ndo ha estudos com fémeas
gue avaliem se a P. aculeata possui efeito residual (acéo que persiste apos o fim
do tratamento) e se o0 mesmo atua na melhora do perfil inflamatorio hepatico

apos inducao do excesso de peso por dieta.

Logo, os achados presentes na literatura sugerem o potencial do extrato
da P. aculeata como tratamento alternativo para uma variedade de condi¢des
associadas a obesidade, com melhora de parametros inflamatorios, lipidicos e
glicidicos. Assim, considera-se uma possibilidade efetiva, segura e de baixo
custo em comparacdo com as opcoes de tratamento tradicionais atuais. No
entanto, sdo necessarios estudos experimentais para consolidar esses efeitos e

investigar seus mecanismos de acao.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.10besidade, estilo de vida e repercussdes

A obesidade pode ser definida como o acumulo anormal ou excessivo de
gordura corporal, prejudicando a saude, e possui etiologia multifatorial. Nas
tltimas décadas, a prevaléncia de individuos com excesso de peso aumentou
drasticamente. Segundo dados publicados pelo Ministério da Saude, cerca de
60% dos brasileiros apresentam excesso de peso, e 1 em cada 4 pessoas tem
obesidade, de acordo com a Pesquisa Nacional de Saude PNS/2020 (Ministério
da Saude, 2022; Meldrum; Morris; Gambone, 2017; Ferreira; Szwarcwald;

Damacena, 2019).

Sendo assim, para mimetizar o cenario de obesidade/excesso de peso no
presente estudo, foi utilizada uma dieta ocidentalizada (hipercalérica e
hiperlipidica), adaptada de Ferro Cavalcante et al., 2014, tendo como origem o
trabalho de Carvalho et al., 2013, que por sua vez, tomou como base a Pesquisa
de Orcamentos Familiares - POF de 2002/2003. A partir dos resultados de
ambos o0s estudos (elevacdo da gordura visceral, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia, aumento do colesterol, LDL, reducédo do HDL e alteracbes
na tolerancia a glicose), assim como no estudo de Nascimento et al. (2020), esse
padrdo dietético tornou-se modelo experimental no Grupo de Pesquisa em

Nutricdo Experimental e Metabolismo - NEM para inducédo da obesidade.

Ensaios pré-clinicos (modelos animais) e clinicos (humanos) confirmam a
associagao entre o consumo calorico excessivo com o0 aumento da adiposidade
e inflamacdo do tecido adiposo (Kawai; Autieri; Scalia, 2020). O processo
inflamatorio ocorre a partir do aumento dos estoques energéticos e sobrecarga
de acidos graxos livres (AGL), frente a uma situacdo de excesso de peso
induzida por dieta hiperlipidica, onde o tecido adiposo sofre expansao anormal,
resultando em hipoxia e senescéncia celular. Esses dois cenarios iniciam e
mantém a inflamacdo subclinica caracteristica da obesidade, marcado pela
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), aumento da secrecao de
citocinas inflamatérias (TNF-a e MPC-1) e diminuicdo da producdo das
adiponectinas, que possuem papel protetor. Nesse contexto, a desregulagéo

secretoria entre citocinas inflamatorias pelos adipdcitos disfuncionais, perturba o



funcionamento do préprio tecido adiposo e outros 6rgaos (Kawai; Autieri; Scalia,

2020; Francisqueti; Nascimento; Correa, 2015).

Dentre os marcadores inflamatérios, tém-se a mieloperoxidase (MPO).
Uma enzima expressa em células imunes, como neutrofilos e macréfagos,
liberada em locais de inflamacdo. Sua reacgéo libera potentes oxidantes, que
normalmente sdo toxicos para microorganismos invasores, porém sua producao
excessiva ou desregulada pode danificar tecidos e resultar em varias doencas,
de forma direta ou indireta. Entre elas, pode-se citar aterosclerose, cancer,
doencas renais, hepaticas, pulmonares e esclerose multipla (Khan; Alsahli;
Rahmani, 2018).

Dentre as doencas hepaticas, ha o desenvolvimento da doenca hepéatica
gordurosa nao alcoolica (DHGNA), que quando néo tratada, pode avancar para
cirrose e carcinomas, sendo uma das principais causas de doencas hepaticas
cronicas, com uma prevaléncia mundial de cerca de 20-30%. Em sua
fisiopatologia, ocorre o acumulo de lipidios nos hepatdcitos, e consequente
infiltrac&o de células imunes, estabelecendo um processo inflamatério que pode
resultar em seu desenvolvimento. Na auséncia de tratamento, pode progredir e

estabelecer o quadro de fibrose e cirrose hepatica (Rensen et al., 2009).

Nesse cenario, 0 estudo de Rensen et al.,, 2009 com pacientes obesos
(IMC > 40 kg/m?), evidencia aumento das células de Kupffer MPO-positivas na
esteatose hepatica ndo alcodlica, seus niveis plasmaticos também se mostrando
elevados, evidenciando maior expresséo e atividade da MPO na perpetuacéo da
inflamac&o crénica observada na esteatose hepatica. Na pesquisa realizada por
Wang et al., 2014, foi revelado que ratos alimentados com dieta hiperlipidica
tiveram um aumento da infiltracao de neutrofilos e expressao e atividade da MPO
no tecido adiposo, juntamente com ganho de peso e sinalizacdo insulinica
prejudicada. Concluindo-se, entdo, que a ativacdo da MPO no tecido adiposo

contribui para o desenvolvimento da obesidade.

Atualmente, o tratamento do excesso de peso se da através de
intervencgdes no estilo de vida e/ou terapia farmacoldgica e cirdrgica. No entanto,
a terapia farmacoldgica frequentemente apresenta beneficios a curto prazo

apenas, e pode levar ao reganho de peso apés término do uso do medicamento,



efeitos colaterais adversos, e abuso da droga (Zambare et al., 2020). Tendo em
vista essas informacdes, fica evidente a necessidade de mais estudos que
busquem formas de tratamento alternativas, com efetividade comprovada e

menos repercussdes para o individuo.

2.2Extrato P. aculeata e seus usos
A comunidade académica tem estudado ao longo dos anos a area dos

nutracéuticos e fitoterdpicos, com foco especialmente em plantas que séo
comumente utilizadas pela populagcdo como forma de tratamento complementar
ou alternativo no controle de alteragdes metabdlicas. Assim, destaca-se a
Parkinsonia aculeata, pertencente a familia Fabaceae, onde no Brasil sua
presenca € registrada na regido nordeste, ao qual a populacdo local utiliza a
infusdo e decoccao de suas folhas, galhos e flores devido sua acao antidiabética
(Menezes et al., 2020). Pesquisas que buscaram elencar seus componentes
fitoquimicos reportaram a presenca de uma enorme variedade de compostos
bioativos, como flavonas, antocianinas, glicosideos, alcaldides, taninos,

terpenoides, saponinas, entre outros (Abdelaziz et al., 2020).

Dentre o0s beneficios, destaca-se 0 seu potencial antioxidante,
hipoglicémico, hepatoprotetor, hipolipemiante e anti-inflamatorio. A pesquisa de
Abdelaziz et al., 2020, chegou a identificar até 69 compostos no extrato da planta
e suas fracoes, e confirmou sua capacidade antioxidante. Os estudos realizados
por Menezes e colaboradores, 2020, demonstraram que 0 extrato da planta
atenuou os niveis de glicose urinéria e sanguinea, além de melhorar parametros
bioquimicos e fisiologicos ligados ao metabolismo de carboidratos, lipidios e
proteinas em animais diabéticos. Também se observou melhora na sinalizacao
insulinica no figado, musculo e tecido adiposo de ratos obesos (Menezes et al.,
2020; Abdelaziz et al., 2020).

O estudo de Leite et al., 2007, utilizou ratos diabéticos tratados com a
porcdo hidrossoluvel de P. aculeata por 16 dias em dieta padrdo, onde foi
possivel observar melhora nos parametros glicEémicos e de dislipidemia
(colesterol total, LDL, VLDL, triglicerideos e HDL). J4 a pesquisa realizada por

Franco em 2022, que avaliou o efeito do extrato hidroalcodlico da fracédo polar
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de P. aculeata no perfil lipidico e inflamatério de ratos alimentados com dieta
ocidentalizada, obteve resultados similares ao estudo anteriormente citado. Visto
gue houve diminuicdo significativa dos niveis de colesterol, LDL e triglicerideos
em comparagao com 0 grupo néo tratado, mesmo com a continuacao da dieta
ocidentalizada. Além disso, se evidenciou uma melhora significativa também nos
niveis de IL-6 e TNF-a (Franco et al., 2022).

Outro ponto abordado no estudo foi 0 uso de diferentes concentra¢gdes do
extrato (35, 70 e 140 mg/kg) com intuito de avaliar se tais resultados seriam
dose-dependentes. Como concluséo, foi possivel observar que a dose de 140
mg/kg particularmente foi a mais eficaz nos parametros avaliados (Franco et al.,
2022). Em contrapartida, Leite et al. (2011), utilizando concentragcfes de 125 e
250 mg/kg, ndo relatou dose-dependéncia em seu trabalho com o extrato
hidroalcoodlico de P. aculeata na maioria dos critérios analisados (Leite et al.,
2011). Sendo assim, com intuito de avaliar a toxicidade aguda, citotoxicidade
(200 mg/kg) e embriotoxicidade (100 ml/L) da fracdo polar do extrato
hidroalcodlico de P. aculeata, o trabalho de Menezes et al., 2020, considerou o
seu uso seguro tendo em vista os testes realizados, j& que ndo foram
identificadas alteracdes ou anormalidades nos parametros histopatologicos,

hematoldgicos, comportamentais avaliados.
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OBJETIVO

3.1 Geral
Avaliar se 0 extrato de P. aculeata possui efeito residual capaz de
melhorar o perfil murinométrico e inflamatério hepatico de ratas

submetidas a uma dieta ocidentalizada.

3.2 Especificos

@ Avaliar o efeito residual do extrato hidroalcodlico de P. aculeata na
variacdo de peso corporal ao longo do periodo de exposicao a dieta
ocidentalizada.

@ |Investigar as alteracdes na ingestdo alimentar média semanal das ratas
durante a administracdo do extrato de P. aculeata.

® Medir o impacto do extrato hidroalcoolico de P. aculeata no peso absoluto
e relativo do figado nas ratas expostas a dieta ocidentalizada.

® Analisar as mudangas nas circunferéncias toracica e abdominal das ratas
apos a administracdo do extrato de P. aculeata em conjunto com a dieta
ocidentalizada.

® Quantificar os niveis de marcadores inflamatorios hepaticos, como a
mieloperoxidase (MPO), apds o tratamento com o extrato de P. aculeata.

® Avaliar possiveis modificacbes morfoloégicas e estruturais hepaticas

induzidas pelo extrato hidroalcodlico de P. aculeata.



3. METODOLOGIA

3.1Desenho do estudo
Estudo experimental, composto por 16 fémeas recém desmamadas da

linhagem Wistar provenientes da colonia do departamento de Nutricdo da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As ratas foram mantidas por 08
semanas em dieta obesogénica (estilo ocidental) para inducédo de alteracbes
metabdlicas e murinométricas. O projeto foi encaminhado para a Comisséo de
ética em utilizacdo de animais (CEUA) do Centro de Biociéncias da UFPE sob
namero de protocolo 0017/2022. Os animais foram mantidos no biotério Naide
Regueira Teoddsio compondo dois grupos experimentais: grupo com dieta
ocidentalizada (O), grupo com dieta ocidentalizada e extrato hidroalcodlico de P.
aculeata (OP). As etapas das fases experimentais estéo representadas na figura
1.

Can Yau

Lo

Murinometria

Inducdo obesidade Tratamento Fim do tratamento Eutanasia
(P. aculeata ou agua) (P. aculeata ou agua) Coleta de amostras
SEMANA 1 SEMANA 8 SEMANA 12 SEMANA 13
21 dias 77 dias 107 dias 113 dias

SEMANAS DE EXPERIMENTO
DIAS APOS DESMAME

Figura 1 — Desenho experimental

(Fonte: a autora, 2023)

Inicialmente as ratas foram mantidas em gaiolas individuais com ciclo de
luz invertido: claro (20:00 as 8:00) e escuridao (08:00 as 20:00), com temperatura
de 22°Ct1, umidade relativa de 45-50%. As 16 ratas foram aleatoriamente
subdivididas para comporem 0s grupos segundo o protocolo de tratamento. A
dieta indutora de obesidade foi a dieta ocidentalizada (O) adaptada de Ferro
Cavalcante et al., 2014, totalizando 4,6 Kcal/g; 39,68% carboidrato; 24,50%
proteina e 35,80% lipidio (Ferro Cavalcante et al., 2014). Segundo Gajda et al.,

2007, uma contribuicdo energética lipidica entre 30% e 50% é considerada high
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fat diet (HFD), ou hiperlipidica, como € o caso da dieta adaptada utilizada (Gajda
et al., 2007)

As dietas foram elaboradas em forma de pellets e ofertadas ad libitum
com troca a cada dois dias para evitar excesso de umidade e alteracdo da
palatabilidade. O acompanhamento da evolugcéo ponderal e glicemia de jejum
serviram de base para indicar as mudancas no perfil nutricional e metabdlico.
Em seguida foram realizadas murinometria e eutanasia por guilhotina, seguido

de avaliacdo metabdlica através do material sanguineo coletado.

3.2Ingestdo alimentar semanal média
A ingestédo alimentar dos animais foi aferida trés vezes na semana em

dias alternados (segundas, quartas e sextas), em uma balanca eletronica digital
(Bel®, modelo L2102). Recolhia-se a racao restante da gaiola do animal, pesava-
se 0 rejeito, e substituia-se com racdo fresca. Ao final de cada semana, os

valores do rejeito eram subtraidos da oferta, e obtinha-se a média.

3.3Extrato de Parkinsonia aculeata
As partes aéreas de Parkinsonia aculeata foram coletadas na regiao de

Xingo, localizado no semiarido nordestino, entre os estados de Alagoas, Bahia,
Pernambuco e Sergipe, correspondendo a uma area aproximada de 45.000 kmz,
sendo essa cortada pelo rio S&o Francisco. A espécie vegetal ja foi identificada
pela Botanica Hortensia Pousada Bautista (INCRA-BA) e uma exsicata encontra-
se depositada (N° 500) no herbario do Xing6é (Canindé de Séo Francisco,

Sergipe, Brasil).

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

submetida ao processo de extragao.

3.3.2 Extracao direta e particdo do extrato hidroalcoodlico de P. aculeata

Extrato hidroalcodlico de P. aculeata
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O extrato hidroalcodlico foi obtido a partir da maceracdo do material
vegetal (500g) em etanol/dgua (1:1, v/v) sob agitagdo mecéanica (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 extrato
foi concentrado em evaporador rotativo (TECNAL®, modelo TE-211) para total
eliminacdo do etanol. Apos a retirada do etanol, o material foi submetido a
particio com acetato de etila para obtencdo da particdo polar do extrato
hidroalcodlico de P. aculeata.

Particdo do extrato hidroalcodlico de P. aculeata

O extrato hidroalcoodlico de P. aculeata sem solvente foi submetido a
particdo com acetato de etila (1:1). Essa mistura foi colocada em funil de
decantacédo para obtencao da fracdo polar. Posteriormente, a fracdo polar foi
colocada em evaporador rotativo para remocao de solvente residual. O produto
obtido foi identificado como particdo do extrato hidroalcodlico de partes aéreas

de P. aculeata em acetato de etila (PEHPAac).

Figura 2 - Particdo do extrato hidroalcéolico da P. aculeata

(Fonte: imagens retiradas da dissertagdo “Avaliagdo do efeito residual da fragdo polar de
Parkinsonia aculeata em ratas wistar com excesso de peso induzido por dieta ocidental em
parametros fisio metabdlicos e comportamentais”, Souto, 2023) 1: Particdo em acetato de etila

(1:1); 2: Obtencéo da fracao polar; 3: Remocéo do solvente residual no evaporador rotativo.

3.3.3 Administracdo do extrato hidroalc6olico de P. aculeata
Aos 77 dias pO6s-desmame, um grupo recebeu por gavagem o extrato

vegetal - PEHPAc na dose de 140 mg/kg ou veiculo (1,5 ml/kg), diariamente,
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durante 30 dias as 12:00. A dose escolhida esta baseada em resultados prévios
publicados pelo grupo (Franco et al., 2022). O grupo que nao foi suplementado,
recebeu como tratamento agua filtrada (1,5 mi/kg) por periodo igual ao do
tratamento. Este procedimento foi adotado para minimizar o efeito estresse de
manuseio e minimizar a variagao experimental entre os grupos (Balcombe et al.,
2014).

3.4Avaliacdo murinométrica
Com intuito de avaliar a evolugcéo ponderal do peso corporal dos animais

ao final do periodo experimental e realizar correlagdo entre os indicadores e
indices, foi registrado as 07:00 o peso corporal, onde ele foi mensurado por meio
de uma balanca eletronica digital no periodo pré-intervencéo (ao final desmame),
durante e apos o periodo experimental. Circunferéncia toracica e abdominal dos

animais seguiram o protocolo de Macédo et al., 2021.

3.5Eutanasia
O método realizado nos animais foi por guilhotina. O procedimento

ocorreu as 14:00 apos jejum de 8 horas e foram coletadas amostras sanguineas

para analise bioquimica, bem como tecidos para futuras investigacoes.

3.6Dosagem de lipideos
Para avaliacdo dos lipideos hepaticos, foi aplicada a metodologia de Folch

(1957), onde o objetivo é determinar o valor quantitativo de lipideos presente na
amostra. A analise consiste em extrair e determinar o percentual de lipidios
ligados as proteinas e carboidratos no tecido hepatico, através da utilizacdo de
solventes polares (solucéo de cloroférmio: metanol (2:1) e solucdo de sulfato de
sédio a 1,5%). Para o célculo do percentual de gordura, considera a formula:
Gordura por cento (p/p) = (P1 xVb) x 100/ (Va x P2). Onde P1 = peso dos lipidios
na aliquota tomada, P2 = peso da amostra, Va = Volume da aliquota (5 ml) e Vb

= volume inferior do extrato lido na proveta (Folch; Lees; Sloane Stanley, 1957).
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Figura 3 — Extracao de lipidios hepaticos

(Fonte: imagens retiradas da dissertagédo “Avaliacdo do efeito residual da fragdo polar de
Parkinsonia aculeata em ratas wistar com excesso de peso induzido por dieta ocidental em
parametros fisio metabdlicos e comportamentais”, Souto, 2023) 1 e 2: Cloroférmio 99,8%
P.A./ACS Estabilizado com Amnileno e Alcool metilico P.A. ACS (2:1); 3: Sulfato de s6dio anidro
P.A./ACS 1,5%; 4: amostra do tecido hepético; 5: maceracao do tecido hepatico; 6: filtragdo dos

solventes; 7: solucao bifasica com fracéo polar e apolar.

3.7Analise Mieloperoxidade (MPO)
Os niveis da mieloperoxidase foram avaliados segundo protocolo descrito

por Bradley et al., (1982). Os figados coletados ao término do experimento foram
tamponados com tampdo PBS-HTAB para serem triturados com o auxilio do
homogeneizador (IKA ® T10 basic). Os homogenatos foram centrifugados em
centrifuga refrigerada na rotacdo de 4000 rpm durante 5 minutos, a 4 °C.
Posteriormente, 100 uL do sobrenadante de cada amostra foram adicionados a
1,9 mL da solucdo de reacdo (o-Dianisidine dihydrochloride) - 0,167 mg/mL,

18



tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 6,0 e peréxido de hidrogénio 0,0005%). Apds
a incubacdo por 10 minutos, a reacdo foi lida em leitor de placas com
comprimento de onda de 450 nm. Os resultados foram expressos como unidade
de mieloperoxidase por miligrama de tecido (MPO / mg de tecido) (Bradley et al.,
1982).

3.8Histomicrografia hepatica
O figado foi imerso em formol tamponado 10%, permanecendo no mesmo

por 48 horas. Posteriormente, as amostras foram clivadas e submetidas a técnica
histolégica de impregnacéo e inclusdo em parafina. Foram realizados cortes
transversais com espessura de 2mm no figado, os quais foram desidratados em
alcool etilico em concentragcbes crescentes (70%, 80%, 90%, absoluto),
diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina. Em sequéncia, foi
realizado cortes de 3 um para posterior técnica de coloragcédo pela Hematoxilina-
Eosina (H.E), analisados em microscopio de luz, da marca NIS Elements Nikon®

e fotografados em fotomicroscopio Nikon Eclipse 80i.

3.9Analise estatistica
Para fins estatisticos considerou-se a significancia de p<0,05. A avaliacao

da normalidade foi realizada através do teste de Shapiro-Wilk. Para
comparacdes entre os grupos, foi utilizado o teste T ndo-pareado. Para as
medidas de interacdo entre dois fatores, foi usado o teste ANOVA two-way.
Quando detectada diferenca entre os grupos, foi utilizado o teste post-hoc de
Tukey. Os dados estdo expressos em média e desvio-padrdo da média. Todos

os dados foram analisados pelo programa estatistico GraphPad Prism 9.0.
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5. RESULTADOS
5.1 Evolucao ponderal semanal (EPS)

N&o houve diferenca na EPS entre os grupos O e OP ao longo das
semanas, como pode ser observado na figura 4 (O = 255,5 + 31,5; OP = 275,4
+ 25,8; p = 0,9349).
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Figura 4 — Peso dos animais (g)

(Fonte: a autora, 2023) O = Grupo obesogénico; OP = Grupo obesogénico tratado com extrato
de P. aculeata. Pl = periodo de inducéo da obesidade; PT = periodo de tratamento; TA = testes

nos animais. Teste ANOVA two-way.

5.2 Circunferéncia toracica e abdominal

As medidas referentes a circunferéncia toracica ndo demonstraram
diferencas intragrupo (O = 14,58 + 0,24; OP = 14,13 + 0,74; p = 0,3064). O
mesmo resultado foi observado na circunferéncia abdominal (O = 16,57 + 1,57,
OP =16,13 £ 0,99; p = 0,7994).
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Figura 5 — Circunferéncia toracica e abdominal dos animais (cm)

(Fonte: a autora, 2023) O = Grupo obesogénico; OP = Grupo obesogénico tratado com extrato

de P. aculeata. Teste T ndo-pareado.

5.3 Ingestéo alimentar semanal (IAM)

N&do houve diferenca na IAM em gramas considerando o periodo

experimental como um todo. Porém, ao comparar individualmente cada semana,

pode-se observar diferenca apenas na primeira (O =43,9 £ 2,6; OP = 23,0 + 3,0;
p = <0,0001) e ultima (O = 80,30 + 8,5; OP = 64,7 £ 9,3; p = 0,0141).
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Figura 6 — Ingestao alimentar semanal (g) dos animais



(Fonte: a autora, 2023) O = Grupo obesogénico; OP = Grupo obesogénico tratado com extrato
de P. aculeata. Pl = periodo de inducéo da obesidade; PT = periodo de tratamento; TA = testes
nos animais. Teste ANOVA two-way. Teste post-hoc Tukey.

5.4 Ingestdo caldrica total e dos macronutrientes

N&o houve diferenca quanto a ingestédo caldrica total (p = 0,6244) e de
cada macronutriente: protéica (O = 1175 + 113; OP = 1150 + 83; p = 0,6254),
lipidica (O = 1717 + 165; OP = 1681 + 122; p = 0,6216) e glicidica (O = 1904 +
183; OP = 1864 + 135; p = 0,6238), como indicado na figura 7 abaixo.
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Figura 7 — Ingestao caldrica total, proteica, lipidica e glicidica dos animais (kcal)

(Fonte: a autora, 2023) O = Grupo obesogénico; OP = Grupo obesogénico tratado com extrato
de P. aculeata. Teste T ndo-pareado.

5.5 Peso do figado em (g) e (%)
Quanto ao peso do figado, o valor absoluto em gramas néo apresentou
diferenca (O = 7,19 + 1,11; OP = 6,70 = 0,52; p = 0,2883). No entanto, ao
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relativizar o valor em gramas do figado pelo peso do animal, é possivel observar
diferenca estatistica entre os grupos (O = 2,67 + 0,23; OP =2,43 £ 0,13 p =
0,0241).
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Figura 8 — Peso do figado absoluto (g) e relativo (%) dos animais

(Fonte: a autora, 2023) O = Grupo obesogénico; OP = Grupo obesogénico tratado com extrato
de P. aculeata. Teste T ndo-pareado.

5.6 MPO

N&o houve diferenca em relacdo ao nivel de mieloperoxidase entre os

grupos experimentais, como pode ser observado na figura 9 (O = 1,64 = 0,23;
OP =2,00 + 0,54; p = 0,1353).
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Figura 9 — Concentracado de MPO no figado dos animais (u/mg)

(Fonte: a autora, 2023) O = Grupo obesogénico; OP = Grupo obesogénico tratado com extrato
de P. aculeata. Teste T ndo-pareado.
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5.7 Determinacéo de lipideos hepaticos

A analise quantitativa de gordura do figado pelo método de Folch et al.
revelou uma diferenca estatistica significante entre os grupos da dieta
ocidentalizada (O) e o tratado com o extrato (OP), onde o grupo OP teve uma
reducdo no percentual de gordura presente no tecido hepatico, como mostra a
figura 10 (O =9,77 + 2,02; OP = 7,83 + 0,58; p = 0,0483).
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Figura 10 — Percentual de gordura hepatica dos animais (%)

(Fonte: a autora, 2023) O = Grupo obesogénico; OP = Grupo obesogénico tratado com extrato
de P. aculeata. Teste T ndo-pareado.

5.8 Histomicrografia hepatica

Morfologicamente, o figado dos animais de ambos o0s grupos estava bem
desenvolvido, com uma delgada capsula externa constituida por mesotélio, e
I6bulos contendo veias de vérios calibres. O parénquima mostrou hepatécitos
dispostos desordenadamente em torno da veia centro-lobular. Suas células
apresentam morfologia poliédrica, nucleo central, nucléolo proeminente e
citoplasma acidofilo. Entre os hepatdcitos, encontram-se as células de Kupffer.
O grupo obesogénico nado tratado (O) apresentou vesiculas lipidicas
caracteristicas da esteatose hepatica, enquanto o grupo tratado com P. aculeata

(OP) apresentou essas vesiculas em menor quantidade em comparacgao.



Figura 11 - Histomicrografia do figado dos animais dos grupos experimentais

(Fonte: imagens retiradas da dissertagdo “Avaliacdo do efeito residual da fragdo polar de
Parkinsonia aculeata em ratas wistar com excesso de peso induzido por dieta ocidental em
parametros fisio metabdlicos e comportamentais”, Souto, 2023) O = Grupo obesogénico; OP =
Grupo obesogénico tratado com fitomedicamento P. aculeata. A - Grupo O com vesiculas
lipidicas (setas) caracteristica de uma esteatose hepatica. B - Grupo OP apresentando vesiculas

lipidicas numa menor quantidade das encontradas no grupo DO. Coloragéo HE.
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6. DISCUSSAO

Com a realizacao deste trabalho, os resultados obtidos mostram que o
tratamento com o extrato nas ratas submetidas a dieta ocidentalizada n&o alterou
a ingestdo ou medidas murinométricas dos animais. No entanto, ao analisar os
parametros hepaticos e inflamatérios, como peso do figado, histologia e
concentracao lipidica do tecido, foi possivel observar o efeito benéfico de P.
aculeata, atenuando o dano no figado em comparag¢ao com o grupo nao tratado.

Quanto & MPO, nao houve diferenga entre 0s grupos.

A partir da dieta ofertada, tendo caracteristica hipercalérica, hiperlipidica
e com elevada contribuicdo em carboidratos simples, houve ganho de peso nos
animais, corroborando com estudos anteriores de composicao dietética similar,
resultando em alteracbes em medidas murinométricas e metabdlicas dos
animais. Entre Ferro Cavalcanti et al., 2014, e Nascimento et al., 2020, ambos
estudos com composicdes dietéticas similares, foi relatado elevacao do peso,
gordura corporal, hiperglicemia, hiperinsulinismo e dislipidemias (Carvalho et al.,
2013, Ferro Cavalcanti et al., 2014; Nascimento et al., 2020).

Com relacéo a ingestao alimentar, foi possivel observar que ndo houve
diferenca entre os grupos, tendo em vista que ambos estavam no mesmo modelo
dietético para inducdo da obesidade, diferindo apenas em relacéo ao tratamento
fitoterapico, onde também néo foi observado interferéncia no ganho de peso e
ingestao alimentar. Esses resultados podem ser corroborados com os estudos
de Franco et al., (2022), onde os animais alimentados com dieta ocidentalizada
sem tratamento e tratados ndo demonstraram diferencas na ingestdo em
gramas, contribuicdo energética e peso entre si. Também ndo foram
contempladas mudancas em outros parametros murinomeétricos como
circunferéncia toracica (CT) e abdominal (CA). Logo, infere-se que a
administracdo do extrato por si s6 ndo possui efeito que contribui com a perda
de peso ou mesmo alteracdes murinométricas, corroborando assim com a

literatura.

Na avaliacdo do cenario metabdlico, pesquisas relatam a melhoria do
perfil lipidico no tratamento com a P. aculeata a partir de outros parametros,
como niveis séricos de lipidios circulantes, triglicerideos, colesterol etc. (Leite,

2007; Leite, 2011). Esses parametros ndo foram avaliados no presente estudo
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tendo em vista que ja ha comprovacao da planta com acdo na melhora do perfil
lipidico. Porém, foi realizado analise histoldgica, onde observou-se reducdo do
infiltrado lipidico hepético, e consequente reducdo da esteatose hepética no
grupo tratado. Assim como em Seyedan et al., 2019, com ratos submetidos a
dieta hiperlipidica, onde a histologia mostrou esteatose macrovesicular, que foi
atenuada no grupo tratado com extrato da C. cauliflora, planta da mesma familia

(Fabaceae) de P. aculeata.

Tais resultados se relacionam de forma consistente com o dado obtido
acerca da dosagem de lipidios no figado encontrada através da andlise de Folch,
onde houve reducéo significativa do percentual de &cidos graxos no grupo OP
tratado com o extrato. A pesquisa de Alshammari, 2018, realizada com ratos
adultos induzidos a esteatose através de dieta deficiente em metionina e colina
(MCD), também quantificou pelo método de Folch os lipidios no figado, apés
tratamento com solucdo preparada com broto germinado de Vigna radiata,
também da familia Fabaceae. A andlise dos resultados mostrou uma reducéo
significativa de diferentes lipidios (triglicerideos, colesterol, fosfolipidios e acidos

graxos livres) no tecido. (Alshammari GM, Balakrishnan A, Chinnasamy T., 2018)

Além disso, houve reducao significativa do peso relativo do figado no
grupo OP em comparacdo com o grupo O, sugerindo assim relacdo com a
reducdo do infiltrado lipidico hepatico através dos resultados obtidos na
histomicrografia hepéatica e analise de Folch. Esse resultado também é
observado no estudo de Leite et al. (2007) e Leite et al. (2011) com ratos
diabéticos tratados com o extrato a 125 mg/kg, € nos animais tratados com

extrato a 250 mg/kg, respectivamente.

Uma das hipéteses levantadas por Seyedan et al., (2019) para justificar
esses achados histologicos € que o tratamento com C. cauliflora pode estar
prevenindo o dano ao figado causado pela dieta através da diminuicdo no nivel
de malondialdeido (MDA), produto final da lipoperoxidacdo. Esse marcador atua
como indicador de dano hepatocelular e esta correlacionado com aumento do
peso hepético, além de aumentar atividade da enzima antioxidante superoxido
desmutase (SOD), atenuando danos histopatolégicos. Concluindo assim que
potencialmente a diminui¢do dos lipidios se deu pela presenca de flavonoides e

saponinas do extrato, substéncias essas também presentes na P. aculeata.
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Porém, sdo necessarias mais investigacdes para elucidar completamente seu

mecanismo de acdo (Seyedan et al., 2019).

Quanto a concentracdo de mieloperoxidase no tecido hepético nao
demonstrou diferenca entre os grupos, resultado esse que vai de encontro ao
descrito na literatura, em pesquisas que fazem avaliacdo do nivel sérico da
enzima (Wang et al., 2014). No entanto, esse estudo avaliou a concentragao
tecidual hepatica da MPO. Possivelmente, o tempo de inducéo da dieta nao foi
o suficiente para causar maiores alteracdes, sendo necessario reavaliacdes em

pesquisas futuras para confirmar essa hipétese.
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7. CONCLUSAO

Através desse estudo, pode-se verificar que o efeito residual do extrato
de P. aculeata foi capaz de atenuar parametros inflamatérios hepéticos
causados pelo excesso de peso, com reduc¢do do infiltrado lipidico e esteatose
hepéatica. Além disso, ndo houve diferenca na ingestdo e medidas
murinomeétricas entre os grupos. Esses dados reforcam os beneficios do uso do
extrato nas consequéncias do excesso de peso induzido por habitos alimentares
inadequados, mesmo na auséncia da reducao ponderal e manutencéo da dieta
desbalanceada. No entanto, sédo necessarios mais trabalhos que elucidem com
maior exatiddo como esse processo acontece, e que avaliem uma amplitude

maior de repercussdes e/ou parametros e numa amostra mais variada.
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ANEXOS
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