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RESUMO

O estilo de vida ocidental ¢ caracterizado pelo sedentarismo e pelo consumo de
alimentos ricos em gorduras e agucares, podendo predispor o desenvolvimento de
doencgas cronicas como a obesidade e a sindrome metabdlica. Modelos experimentais
sdo fundamentais para elucidagdo da fisiopatologia, desenvolvimento e tratamento desta
e de outras doengas. Assim como no desenvolvimento de novos métodos de tratamentos
através de insumos naturais. Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do
extrato de Solanum sessiliflorum Dunal em modelos experimentais submetidos a dieta
hipercaldrica e hiperlipidica. Ratos Wistar machos divididos em cinco grupos
receberam a dieta durante 24 semanas, com exce¢do do grupo controle saudavel (SA),
que recebeu ragao comercial AIN-93 e agua filtrada durante todo o experimento. Apos
esse periodo, os trés grupos com intervengao passaram a receber gavagens didrias: dois
deles com o extrato do fruto nas doses de 150 mg/kg (MN150) e 300 mg/kg (MN300) e
outro recebendo 150mg/kg de metformina (ME), durante 8 semanas. Para avaliacdo da
composigao corporal foram considerados o peso corporal, impedancia bioelétrica (BIA),
circunferéncias corporais € o indice de Lee. Também foram avaliados os parametros
bioquimicos € o peso dos 6rgaos apos eutandsia. Como resultado, os grupos tratados
com o extrato em ambas as doses (MN 150 e MN300) apresentaram menor peso do
figado em comparagdao aos demais (11,3g e 12,5g, respectivamente). Estes mesmos
grupos foram os que apresentaram menores valores séricos de LDL-colesterol, 9,25 e
8,0mg/dL, respectivamente, sugerindo que o fruto possui potencial de protecao hepatica,

mesmo com a continuidade da administragao da dieta hipercalorica e hiperlipidica.

Palavras chaves: mana-cubiu; Solanum sessiliflorum dunal; dieta ocidental;

composi¢ao corporal.



ABSTRACT

The Western lifestyle is characterized by a sedentary lifestyle and consumption of foods
rich in fats and sugars, which may predispose to the development of chronic diseases
such as obesity and metabolic syndrome. Experimental models are essential to elucidate
the pathophysiology, development and treatment of this and other diseases. As well as
new treatment methods through natural inputs. Thus, the aim of this study was to
evaluate the effect of mana-cubiu extract (Solanum sessiliflorum Dunal) in experimental
models submitted to a high-calorie and high-fat diet. Male Wistar rats divided into five
groups received the diet for 24 weeks, with the exception of the healthy control group
(SA), which received AIN-93 commercial chow and filtered water throughout the entire
period. the experiment. After this period, the three intervention groups began to receive
daily gavages: two of them with the fruit extract at doses of 150 mg/kg (MN150) and
300 mg/kg (MN300) and another receiving 150mg/kg of metformin (ME ) for 8 weeks.
For the assessment of body composition, body weight, bioelectrical impedance (BIA),
body circumferences and the Lee index were considered. The biochemical parameters of
lipid and liver profiles were also evaluated, as well as the weight of the organs after
euthanasia. As a result, the groups treated with mana-cubiu extract at both doses (MN
150 and MN300) had lower liver weight compared to the other 11.3g and 12.5g,
respectively. These same groups were the ones with the lowest serum levels of LDL-
cholesterol, 9.25 and 8.0mg/dL, respectively, suggesting that the fruit has great potential

for protection, even with continued administration of a high-calorie and high-fat diet.

Keywords: mana-cubiu; Solanum sessiliflorum dunal; western diet; body composition.
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1 INTRODUCAO

Modelos experimentais permitem elucidar mecanismos de desenvolvimento de
doengas ndo transmissiveis (DCNT), como o diabetes, obesidade e dislipidemias. Deste
modo, os sinais e sintomas destas doeng¢as acontecem de forma similar ao desenvolvido
em individuos humanos (COSTA et al., 2014). Uma das espécies mais empregadas
neste tipo de estudo € a Rattus norvegicus albinus da linhagem Wistar, devido a
semelhanca de seu DNA com o DNA humano (MATTARAIA e MOURA, 2012). Além
disso, a espécie ¢ bastante compativel com as mudangas realizadas na dieta para
investigacao de seus efeitos, um aspecto importante para experimentacdo na area de
nutricao. Esta também ¢ considerada uma das espécies mais resistentes aos
experimentos, favorecendo as diferentes técnicas e andlises as quais 0s animais possam

ser submetidos ao longo dos experimentos (LOVEGROVE et al., 2015).

No caso dos modelos experimentais com condi¢des associadas ao consumo
alimentar, a indugdo de doencas como a sindrome metabolica (SM) ¢ resultante de
alteracdes como a resisténcia periférica a insulina, hipertensdo arterial,
hipercolesterolemia e aumento da atividade geral do sistema nervoso simpatico,
permitindo avaliar a influéncia destes fatores apos a instalacao da condigdo patoldgica e
as consequentes estratégias de tratamento e intervencao (COSTA et al.,, 2014).
Considerando que as DCNT acometem grande parte da populagdo mundial e possuem
como tratamento mais empregado o uso de farmacos, a ocorréncia de reagdes adversas
também estd comumente relacionada, como aumento do apetite, ganho de peso, maior
risco de doengas cardiovasculares e disturbios gastrointestinais, tornando crescente a
busca por métodos alternativos de tratamento ou terapias coadjuvantes para reducao da
dose destes medicamentos (GONDI e RAO, 2015; BOLAND, EDELMAN e
WOLOSIN, 2013).

O mana-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) é um fruto conhecido
popularmente como cocona ou cubiu e proveniente da biodiversidade da Regido
Amazonica. Desde 2015 passou a ser cultivado em Antonina, no litoral Paranaense.
Além da sua utilizagdo como alimento, o fruto também ¢ utilizado como cosmético e
como remédio pela populagdo produtora, com o objetivo de controlar doengas e
sintomas como pruridos na pele, para redugdo dos niveis de colesterol, acido urico e

glicemia (SERNA-COCK, 2015; YUYAMA et al, 2005; OLIVEIRA, 1999). Esta
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possivel atividade farmacologica do mana-cubiu pode estar relacionada aos compostos
bioativos presentes no fruto, os quais desempenham atividade antioxidante, atuando na

reducdo do estresse oxidativo (CERQUEIRA et al., 2007).

Desta forma, a realizacdo deste trabalho justifica-se pela possibilidade de oferta
de novos métodos de controle de DCNT, como o diabetes, obesidade e/ou dislipidemia,
priorizando a qualidade de vida dos pacientes portadores destas desordens em
minimizar ou evitar a presenca de efeitos adversos e demais maleficios do uso
prolongado de drogas farmacologicas. Outro importante aspecto ¢ a possivel utilizacdo
de frutos da biodiversidade brasileira como matéria-prima para novos suplementos
alimentares ou em produtos farmacéuticos com a finalidade de controle glicémico,
agregando valor cientifico, social e também econdmico pela geragdao de renda para a

populagdo que sobrevive e alimenta-se desses cultivos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Analisar a composicdo centesimal, as atividades bioldgicas e o efeito da
administracdo do extrato do Solanum sessiliflorum Dunal em modelos experimentais

submetidos a dieta hipercaldrica e hiperlipidica.

1.1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir extrato etanolico de mana-cubiu;

e Realizar a composi¢ao centesimal do fruto;

e Avaliar a toxicidade preliminar do extrato pelos métodos Artemia salina, hemolise
e atividade alelopatica em sementes de Lactuca sativa,

e Verificar o efeito do consumo do Solanum sessiliflorum Dunal sobre os parametros
bioquimicos e composicao corporal em ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus)

submetidos a dieta hipercalorica e hiperlipidica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1. Padrao alimentar ocidental: Riscos e consequéncias

A dieta ocidental, apesar de ndo possuir uma definicdo especifica, ¢ descrita
como sendo o habito alimentar composto por lanches frequentes e excessivamente
caloricos. Esse padrao se desenvolveu apos mudangas comportamentais ¢ de estilo de
vida da populagdo mundial, principalmente no ocidente, gerado pelo desenvolvimento
agricola e de tecnologias, reduzindo significativamente os custos da alimentacdo e
aumentando sua disponibilidade. O aumento da ingestdo caldrica associado a0 menor
gasto caldrico sdo os fatores determinantes para as alteragdes corporais e metabolicas
encontradas atualmente, desencadeados pela maior inatividade fisica, menor exposi¢ao
ao sol, sono insuficiente, aumento do estresse psicologico cronico, tabagismo e poluigdao
ambiental. Nutricionalmente a dieta ocidental ¢ caracterizada pela alta ingestdo de
acucares refinados e gorduras saturadas, como alimentos processados, fritos e pré-
embalados, e consequentemente, com baixa ingestdo de alimentos in natura, como
frutas, vegetais, graos integrais, carnes magras, peixes, nozes € sementes, representando
uma dieta pobre em fibras e micronutrientes (MALESZA et al., 2021; ZINOCKER
M.K. e LINDSETH, 2018).

Evolutivamente, essas mudangas sao muito recentes, datadas ha cerca de 250
anos, no periodo pos-revolugdo industrial. Deste modo, o genoma humano nao sofreu
adaptagdes para acompanhar estes processos, resultando na incompatibilidade entre a
fisiologia humana e o estilo de vida adotado. Como consequéncia os quadros de
hiperinsulinemia, resisténcia a insulina, dislipidemia, hiperestimulagdo do sistema
nervoso simpatico, inflamacdo sistémica de baixo grau, disbiose e estresse oxidativo se
tornam cada vez mais frequentes, relacionando-se com doengas como a obesidade,
diabetes tipo 2 (DM2), neoplasias e doengas cardiovasculares (MALESZA et al., 2021).
Além destas alteragdes, existe ainda a perda de diversidade da microbiota intestinal, que
pode, inclusive, ser permanente, e possivelmente induzir alteragdes metabolicas
hereditarias por meio do epigenoma. Portanto, as alteracdes da colonizagdo intestinal
causadas pela dieta ocidental sdo potencialmente seletivas em manter cepas bacterianas
que promovem por diferentes meios o desenvolvimento de doencas relacionadas a

inflamagio (ZINOCKER M.K. e LINDSETH, 2018).
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O publico jovem ¢ um dos mais aderentes ao padrdo alimentar ocidental e ao
estilo de vida acelerado da atualidade global. Os alimentos descritos como “junk foods”
estdo presentes em pelo menos uma refeicdo em metade dessa populacdo, ou seja,
compreende o consumo diario de produtos de panificagdo, bebidas agucaradas e/ou com
cafeina, batatas fritas, chocolates, macarrdo, pizza, entre outros, em 50% do publico
infanto-juvenil. Outro aspecto recente que impactou negativamente os habitos de vida e
alimentares da populacdo mundial foi a pandemia de COVID-19 em 2020, gerando
mudancas drasticas na rotina diaria nas mais diferentes culturas. A maior inatividade
fisica ocasionada pelo confinamento transitorio, a mudanca no padrdo alimentar,
frequéncia das refei¢des, maior quantidade de lanches e maior consumo de “comfort
foods” (alimentos que trazem conforto emocional) resultou no ganho de peso expressivo
da populagdo em geral, trazendo consequéncias para saude no periodo pds-pandémico.
Como o consumo frequente de “junk food” tende a afetar o sistema imunolédgico, ha um
risco maior durante periodos como a pandemia, tornando criancas e adolescentes que
apresentam este habito, ainda mais vulnerdveis nestas situacdes (SINGH S A, et al.,

2021).

DUNFORD E.K., POPKIN B. e NG S.W. (2022) fizeram um levantamento do
consumo alimentar de adultos americanos entre os anos de 2015 e 2018 e constataram
que 47% da ingestdo total de energia; 48% da ingestdo de gordura saturada; 75% da
ingestao de agucar e 46% da ingestdo de s6dio consumidos derivam de “junk food”.
Como conclusdo, os autores enfatizam a necessidade de investigar a associagcdo de
aspectos sociais e familiares, assim como a exposi¢do ao marketing de alimentos nao
saudaveis e niveis de atividade fisica destes consumidores, para compreender melhor
este comportamento. Ainda assim, os resultados demonstraram diferencas entre os
subgrupos sociodemograficos, destacando a necessidade de politicas publicas que
auxiliem a reduzir o consumo deste grupo de alimentos para a populacdo americana

como um todo, mas considerando as disparidades raciais/étnicas na populacao.

Deste modo, ¢ nitido o importante papel da nutri¢do, tanto na prevengao, como
no tratamento da obesidade e complicagdes associadas, tornando-se o foco de pesquisas
nessa area e evidenciando estratégias dietéticas para reduzir a gordura corporal através
das diferentes recomendagdes de macronutrientes, teor de fibras e ingredientes
alimentares bioativos. Dentre as principais recomendagdes dietéticas para o tratamento

da obesidade e/ou promocao da perda de peso estdo: Dieta com baixo teor de gordura;
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Dieta com baixo teor de carboidratos e alto teor de gordura; Baixo teor de carboidratos
e alto teor de proteina. De modo geral, o controle da ingestdo alimentar ¢ um dos fatores
mais importantes na eficacia do tratamento dietético da obesidade devido a sua relagdo
com o balanco energético. No entanto, a maioria dos individuos tem dificuldade em
manter a perda de peso deste modo a longo prazo, devido ao aumento do apetite e as
adaptacdes do gasto energético consequentes da restricdo calorica. Sendo assim, o
consumo alimentar ¢ influenciado pela composi¢do dietética, mas também por aspectos
como a palatabilidade dos alimentos, como cheiro e sabor, influenciando diretamente na
regulagdo do apetite e na patogénese da obesidade. Dietas ricas em aglcar e gorduras
saturadas podem influenciar as fungdes hipotalamicas relacionadas ao aprendizado e a
memoria, além de promover sensacdes de recompensa gerada por neurotransmissores
como a dopamina, estimulando ainda mais o apetite. Deste modo, as mudancas de
hébitos alimentares e de comportamento devem ser trabalhadas em conjunto e de modo

consciente para haver eficacia (AASETH J, et al., 2021; ABETE et al., 2010).

O tratamento farmacoldgico ¢ comumente iniciado quando as mudangas de
estilo de vida nao resultarem em melhora apdés doze meses de intervengdo. Os
medicamentos para controle de peso devem ser considerados para pacientes com IMC
>30 kg/m2 ou IMC >27 kg/m2 associado a comorbidades relacionadas ao excesso de
peso. Os agonistas de GLP-1 (Liraglutida) ou o inibidor de lipase (Orlistat) sdo as
opgOes inicialmente prescritas para esta finalidade, mas também podem ser feitas
combinagdes entre alguns farmacos, como a bupropiona e naltrexona ou a fentermina e
o topiramato, aprovados em alguns paises como os Estados Unidos (AASETH J, et al.,

2021).

2.2. Obesidade e composi¢ao corporal

A obesidade se tornou um problema de saude publica mundial e tem evoluido de
maneira crescente nas ultimas décadas. Trata-se de uma doenca multifatorial, definida
como o acumulo excessivo de gordura corporal, causando consequéncias negativas a
saude. Os adipodcitos, células do tecido adiposo, produzem vérias citocinas, como
adiponectina, leptina, interleucina (IL-6), adipsina, TNF-a, resistina e aromatase, que
estdo relacionadas tanto com a obesidade, como hipertensdo, aterosclerose, diabetes e

trombose. Estas por sua vez, estdo fortemente associadas ao comportamento alimentar,
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inflamac¢ao cronica e doengas metabolicas. Sendo assim, as causas da obesidade podem
resultar de fatores ambientais como a dieta, com elevado consumo de alimentos
ultraprocessados e “fast foods”, sedentarismo, alteragdes do microbioma e alteragdes da
expressdo génica. Dietas ricas em gordura e hipercaldricas estdo fortemente
relacionadas ao aumento da prevaléncia de obesidade. Estudos comprovam a maior
preferéncia de individuos obesos por gorduras, seja por suas propriedades sensoriais, ou
pelos efeitos metabdlicos de prazer e recompensa pos-ingestdo (SPINELLI E

MONTELEONE, 2021).

A classificacdo da obesidade ¢ comumente realizada segundo o indice de massa
corporal (IMC) (TABELA 1), com valores superiores a 30 kg/m? Entretanto, esse
método indica apenas a relagdo de peso e estatura, sem considerar a composi¢ao
corporal ou a distribui¢ao do tecido adiposo. Segundo a ABESO (2016), a associagao da
medida da circunferéncia abdominal com o IMC fornece uma avaliacdo de risco mais
precisa e reduz as limitagdes de cada uma das avaliagdes quando aplicadas de maneira
isolada. O IMC pode ser utilizado isoladamente para o rastreamento inicial da

obesidade, como método de prevencao primaria.

TABELA 1 — CLASSIFICACAO INTERNACIONAL DA OBESIDADE SEGUNDO
O INDICE DE MASSA CORPORAL E RISCO DE DOENCA (OMS) QUE DIVIDE A
ADIPOSIDADE EM GRAUS OU CLASSES.

IMC (kg/m2) Classificacao Obesidade grau/classe Risco de doenca
<18,5 Magro ou baixo peso 0 Normal ou elevado
18,5-24.9 Normal ou eutrofico 0 Normal
25-29.9 Sobrepeso ou pré-obeso 0 Pouco elevado
30-34,9 Obesidade I Elevado
35-39.9 Obesidade 11 Muito elevado
40 Obesidade grave I Muitissimo elevado

Fonte: ABESO, 2016.

As medidas de circunferéncias corporais exigem apenas uma fita métrica como

ferramenta de avaliacao e podem ser utilizados em conjunto ao IMC para complementar
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este método avaliativo, como € o caso das circunferéncias corporais (MAYORAL et al.,
2020). A circunferéncia da cintura ¢ uma das medidas mais utilizadas e ¢ considerada
como critério para avaliagao do excesso de adiposidade abdominal, definida por valores
superiores a 80cm em mulheres e 94cm em homens para predigdo do risco aumentado
para complicagdes metabolicas. A partir dessa afericdo, podemos obter a relacao
cintura-quadril (RCQ) e relacdo cintura-estatura (RCEst), que indicam a adiposidade
abdominal elevada para RCQ quando iguais ou superiores 0,85 em mulheres ou 0,90 em
homens. J4 para RCEst, este diagndstico ¢ referente a valores iguais ou superiores a
0,50 para mulheres e homens (HOLMES e RACETTE, 2021; SPINELLI e
MONTELEONE, 2021; MAYORAL et al., 2020).

Apesar de muito utilizadas e de facil aplicagdo, as circunferéncias corporais nao
avaliam a composicao corporal. Para isso, métodos de avaliagdo individualizada e mais
precisos ja foram desenvolvidos e validados, como a pesagem hidrostatica, que avaliar o
peso corporal submerso em agua; composicao corporal por absorciometria com raios-X
de dupla energia (DEXA) e técnicas de imagem como ressonancia magnética,
tomografia computadorizada e ultrassom. Estes ultimos, porém, apresentam custo
elevado, por necessitarem de equipamentos especificos e profissionais técnicos
capacitados, limitando seu uso na pratica clinica. Nesse contexto, as alternativas de
avaliacdo mais empregadas sdo pela somatoéria de medidas de pregas cutaneas e a
analise de bioimpedancia. O primeiro método ¢ realizado através da afericdo das
medidas com o uso de um adipémetro e equacdes de estimativa da densidade corporal e
do percentual de gordura corporal. O resultado obtido ¢ baseado na correlagdo entre a
quantidade de tecido adiposo subcutineo e a gordura corporal total, sendo que as dobras
cutaneas mais utilizadas sdo: subescapular, triciptal, biciptal, suprailiaca e da coxa.
Apesar de pratico e de baixo custo, esta avaliacdo tem sua limitacdo relacionada ao
treinamento e capacitacdo do profissional avaliador e da equacdo de predi¢cdo escolhida

(ABESO, 2016).

A bioimpedancia ou impedanciometria elétrica (BIA) fornece informagdes sobre
os valores relativos a massa gorda e massa livre de gordura, assim como o
acompanhamento de mudangas nos compartimentos corporais , os quais podem resultar
em maior risco de doencas. A avaliacdo por BIA considera a composi¢ao hidrica do
corpo humano, e os ions condutores elétricos. Deste modo, a corrente elétrica de baixa

intensidade produzida pelo aparelho ¢ submetida a maior resisténcia do tecido adiposo e
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maior condug¢do do tecido muscular esquelético. Levando em consideragdo as diferentes
composi¢des dos tecidos, sdo estimadas as medidas de resisténcia e a reatancia,
utilizadas para avaliagdo do percentual de cada compartimento corporal. Sendo,
portanto, um método bastante pratico e ndo dependente da habilidade técnica do
profissional avaliador. Entretanto, como fatores limitantes, estdo alguns critérios que
exigem uma preparacdo prévia do individuo avaliado: jejum de pelo menos quatro
horas; auséncia de atividades fisicas pelo periodo de 12 horas; abstinéncia alcodlica e de
cafeina por 24 horas; limitagdo do uso de diuréticos por sete dias; e para mulheres,
deve-se realizar a avaliacdo entre o 7° e 21°dia do ciclo menstrual (HOLMES e

RACETTE, 2021; ABESO 2016).

De modo geral, a avaliagdo da composi¢ao corporal ¢ fundamental para
avaliacdo do estado nutricional e monitoramento da progressao da obesidade durante as
intervengdes médicas e dietéticas (HOLMES e RACETTE, 2021). Como muitos fatores
e varidveis estdo relacionados a obesidade, se faz necessario um acompanhamento
interdisciplinar aos pacientes, permitindo a correta verificagdo de possiveis alteracdes e
de comportamento alimentar com o objetivo de promover a alimentacao mais saudavel e
prevenir a progressao da obesidade e do risco de desenvolvimento das doengas cronicas

relacionadas (SPINELLI e MONTELEONE, 2021).

2.3. AlteragOes metabdlicas e doencas cronicas nao transmissiveis

2.3.1. Dislipidemias

A maioria das complicacdes relacionadas a obesidade resulta em condi¢des que
incluem: doenga arterial coronariana; hipertensdo; Diabetes tipo 2 (DM2), disturbios
respiratorios e dislipidemia. Esta tltima ¢ definida pelos niveis alterados de colesterol
e/ou triglicerideos séricos, incluindo alteracdes de lipoproteinas. A obesidade por si s6
aumenta o risco cardiovascular, por meio de fatores de risco como aumento dos
triglicerideos plasmaticos em jejum, colesterol LDL elevado, colesterol HDL baixo,
niveis elevados de glicose e insulina no sangue e pressdo arterial elevada. Estas
alteracdes lipidicas também sdo caracteristicas do quadro de SM. Uma das ligagcdes
importantes entre obesidade, sindrome metabdlica (SM) e dislipidemia parece ser o
desenvolvimento de resisténcia a insulina nos tecidos periféricos, levando a um aumento

do fluxo hepatico de acidos graxos de fontes alimentares, lipdlise intravascular e tecido
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adiposo resistente aos efeitos antilipoliticos da insulina. O quadro de dislipidemia
associado ao excesso de peso ¢ caracteristico por promover a elevacdo sérica de
triglicerideos (TG), acidos graxos livres (AGL), HDL-Colesterol diminuido e LDL-
Colesterol normal ou levemente aumentado. As concentracdes plasmaticas de
apolipoproteina (apo) B também sdo frequentemente aumentadas, em parte devido a
superproducdo hepatica. As principais diretrizes sugerem o uso de um perfil lipidico
padrdo em jejum ou ndo-jejum que inclua colesterol total (CT), LDL-C, HDL-C, nao-
HDL-C e TG como teste de triagem de escolha. E em casos de TG >4,5 mmol/L (>400
mg/dL), é preferivel repetir o perfil lipidico em jejum (BERBERICH e HEGELE, 2022;
KLOP et al., 2013).

De mesmo modo, a grande maioria dos casos de hipertrigliceridemia com inicio
na idade adulta resultam de causas secundarias (TABELA 2) como ¢ o caso do consumo
de alto teor de energia, gordura e agucares, consumo de alcool, presenca de SM, DM2,
doenca renal e até o uso de alguns medicamentos, como corticosteroides, estrogénio
oral, tamoxifeno, tiazidas, betabloqueadores nao cardiosseletivos, sequestrantes de
acidos biliares, ciclofosfamida, antirretrovirais e agentes antipsicoticos, capazes de
aumentar a producdao de TG e/ou prejudicar sua depuracio (BERBERICH E HEGELE,
2022).

O diagnostico individualizado de hipercolesterolemia envolve primeiramente a
avaliagdo dos niveis de colesterol, obtidos a partir do exame de perfil lipidico padrao,
bem como uma avaliagdo do risco individual, através do uso de uma calculadora de
risco cardiovascular validada, ou seja, avaliagdo do risco de Framingham, como
SCORE, QRISK ou American College of Cardiology/American Heart Association. Nos
casos de individuos diagnosticados com hipercolesterolemia, ¢ importante considerar a
correlacdo direta entre os niveis de colesterol e o risco de eventos de doenca
cardiovascular, principalmente doenca arterial coronariana, mas também acidente
vascular cerebral isquémico e doencga arterial periférica. Os niveis de LDL-Coslesterol
mais baixos durante o tratamento esta associado ao menor risco para complicagdes, sem
efeitos negativos observados mesmo com os valores mais baixos de LDL-Colesterol
obtidos em ensaios clinicos. Portanto, ndo havendo necessidade de reduzir o tratamento
nos individuos que atingem niveis muito baixos de LDL. O tratamento com a dose
maxima tolerada de uma estatina de alta intensidade ¢ recomendado como tratamento de

primeira linha para individuos com niveis de LDL acima de 194 mg/dL e fatores de
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risco associado para doencas cardiovasculares. Considerando a redugdo dos niveis de
TG, atualmente faltam evidéncias do beneficio da farmacoterapia para melhorar os
resultados dos riscos cardiovasculares, sendo que a maioria dos agentes que reduzem os
TG também afeta outros componentes do perfil lipidico (BERBERICH E HEGELE,
2022).

TABELA 2- FATORES SECUNDARIOS DO ESTILO DE VIDA E CONDICOES
MEDICAS ASSOCIADAS A DISLIPIDEMIA

Disturbio lipidico primario associado 1 LDL-C T TG | HDL-C

Estilo de vida

Obesidade X X X
Sedentarismo X X X
Alcool em excesso X

Tabagismo X

Fatores dietéticos

Alto teor de gordura trans X
Alto teor de gordura saturada X
Alto teor de carboidratos X X

Condicoes médicas

Doenga hepatica obstrutiva X
Hipotireoidismo X
Sindrome nefrotica X
Anorexia X
Sindrome metabolica X X

Resisténcia a insulina X X
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Disturbio lipidico primario associado 1 LDL-C 1TG | HDL-C
Diabetes melito X X
Doenga hepatica gordurosa nao alcoolica X X

Fonte: Adaptado de BERBERICH E HEGELE, 2022.

2.3.2. Diabetes mellitus

O DM ¢ um disturbio metabdlico caracterizado pelos niveis elevados de actcar
no sangue, resultante da inadequa¢do acdo da insulina. E atualmente ¢ tido como a 5°
principal causa de morte no mundo. Sao descritos trés principais tipos de DM: Tipo 1, 2
e diabetes gestacional, entretanto, a literatura cientifica recente sugere que mesmo
alguns individuos classificados dentro destas classificagdes, podem apresentar variagdes
etioldgicas bem definidas, caracterizando subtipos clinicos desta doenca (KHAN et al.,

2019; SKYLER et al., 2017).

Simplificadamente, o DM ¢ caracterizado pela hiperglicemia, mas existem
multiplos mecanismos que podem resultar no quadro de hiperglicemia. E sdo estas
variagdes que justificam as diferentes apresentacdes da doenca (TABELA 3), assim
como sua progressao, resposta a medicamentos e as possiveis complicagdes. O DM do
tipo 1 (DM1) ¢ uma doenga autoimune, em que as células B-pancredticas sao destruidas
pelo préprio sistema imunolédgico, ndo havendo a produgdo de insulina (KHAN et al.,

2019; PEARSON, 2019).
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TABELA 3 - CLASSIFICACAO ETIOLOGICA DO DIABETES

Classificacao etiolégica do DM. Tipos de diabetes
Tipo 1A: deficiéncia de insulina por destrui¢ao
DM tipo 1 autoimune das células B comprovada por exames
laboratoriais

Tipo 1B: deficiéncia de insulina de natureza
idiopatica

Perda progressiva de secre¢do insulinica combinada

DM tipo 2 RV .
com resisténcia a insulina

DM gestacional Hiperglicemia diagnosticada durante a gestagdo, na
auséncia de critérios de DM prévio

Monogénicos (MODY); diabetes neonatal;
secundario a endocrinopatias; secundario a doengas
do pancreas exdcrino; secundario a infecgdes;
secundario a medicamentos

Outros tipos de DM

Fonte: American Diabetes Association, 2019.

Ja no diabetes tipo 2 (DM2), apesar de haver a producdo da insulina, ela ndo ¢
eficaz em controlar os niveis de glicose sanguinea. Por fim, o diabetes mellitus
gestacional (DMG) refere-se ao desenvolvimento pontual da doenga por mulheres
durante o periodo de gestacdo, devido, principalmente, as variagdes hormonais
envolvidas neste processo (KHAN et al., 2019; PEARSON, 2019). Cronicamente, a
glicemia persistente no DM pode resultar em complicacdes como disfun¢do e faléncia
de diferentes orgaos, especialmente olhos, rins, nervos, coracdo € vasos sanguineos,
como exemplos: retinopatia, insuficiéncia renal, infeccdes nos pés e pernas (pé
diabético) e doengas cardiovasculares (KHAN et al., 2019). De acordo com a American

Diabetes Association (ADA), existem quatro métodos para o diagnostico da doenga:

e Glicemia de jejum: Realizado com jejum so6lido de 8 horas previamente ao
exame. Valores igual ou superiores a 126 mg/dL;

o Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG): Através da administracao de
solucdao de xarope contendo 75 g de glicose, antes da qual ¢ realizado um
exame de sangue para determinar a glicose de jejum e apos 2 horas da

administracdo. Glicemia igual ou superior a 200mg/dL apds 2h;
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e Hemoglobina glicada (HbAlc): Valores refletem o historico da glicemia de
120 dias. Hemoglobina glicada superior a 6,5%.

e Glicemia pos-prandial ou aleatoério: maior ou igual a 200 mg/dL em
pacientes que apresentaram sintomas de hiperglicemia ou crise

hiperglicémica.

Os habitos alimentares, como a alta ingestao calorica, e os hébitos de vida, como
o sedentarismo, sdo os principais fatores causais para o desenvolvimento do DM2 e por
1sso devem ser os principais alvos de intervengdo no tratamento. Entre os objetivos do
tratamento do DM estdo a manutencao e restauracdo da qualidade de vida; reducdo do
risco de complicagdes; satisfacdo com o tratamento; e a prevengdo e tratamento das
complicagdes cronicas através da melhoria do controle metabdlico (PFEIFFER e
KLEIN, 2017). Concomitantemente, se faz necessario o inicio do uso ou intensifica¢do
do tratamento medicamentoso. Dentre as opcdes mais usuais estdo: metformina,
sulfonilureias, tiazolidinedionas (TZDs) e inibidor de a-glucosidase (PFEIFFER e
KLEIN, 2017; BABU, LIU e GILBERT, 2013).

Além da insulina e dos andlogos da insulina, os tratamentos para o diabetes
incluem farmacos que aumentam a secrecdo de insulina, que estimulam ou reduzem
producdo hepatica e endogena de glicose. Existem ainda medicamentos que alteram a
glicemia por diferentes mecanismos, como os hipoglicemiantes. Porém, sabe-se que
caracteristicas individuais de cada portador da doenga resulta em diferentes respostas a
estes tratamentos, reforcando a necessidade de um tratamento personalizado e
compativel com as condi¢des limitantes de cada caso (SKYLER et al, 2017). A
metformina ¢ um dos medicamentos mais populares e mais utilizados para esta
finalidade. Este farmaco pertence a classe das biguanidas de medicamentos
antidiabéticos. Seu mecanismo de agdao ¢ complexo e ainda ndo totalmente elucidado,
porém, sabe-se que ela nao ¢ metabolizada no corpo humano e a concentracao de
metformina permanece alta no figado, intestinos, rins e bexiga, 6rgaos de principal acao
do medicamento. A metformina reduz a concentracdo de glicose plasmatica em jejum e
hemoglobina glicada. Consequentemente, ocorre a supressao da producdo de glicose
hepatica, pela gliconeogénese, ou restaurando a fungao das células B-pancreaticas. Deste

modo, esta droga funciona principalmente diminuindo a taxa de producdo da glicose
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hepatica e aumentando a acdo da insulina nos musculos esqueléticos (KHAN et al.,

2019).

As principais vantagens do uso da metformina, que justificam sua ampla
utilizagdo, sdo a reducdo da mortalidade, a auséncia de risco de hipoglicemia e o efeito
anoréxico, que auxilia na promog¢ao da perda de peso. Também sao observados efeitos
benéficos nas concentragdes lipidicas dos individuos tratados por este método.
Entretanto, apesar das vantagens, a metformina comumente apresenta efeitos colaterais
gastrointestinais, principalmente na fase inicial do tratamento. Por este motivo, ¢
recomendada uma dose mais baixa no inicio do tratamento, cerca de 500mg, por via
oral, at¢ duas vezes ao dia (PFEIFFER e KLEIN, 2017). Porém, devido suas reagdes
adversas e dificuldade de adaptacdo de alguns individuos com o uso de farmacos
sintéticos, a prevencdo da doenga, por meio de fontes naturais de tratamento, ¢ um tema
que devem estar em constante pesquisa. Os compostos presentes em plantas sdo opgdes
de tratamento muito vantajosas, primeiramente por serem de natureza abundante e de
baixo custo para producdo, e também, por apresentarem reagdes adversas geralmente
menores em comparagdo aos compostos sintéticos utilizados (BABU, LIU e GILBERT,

2013).

2.3.3. Sindrome metabodlica

A sindrome metabdlica (SM) ou sindrome X ¢ definida pela Organizagdo
Mundial de Satde (OMS) como uma condig¢do patoldgica caracterizada pela obesidade
abdominal, resisténcia a insulina, hipertensdo e hiperlipidemia. Condigdes estas que
estdo inter-relacionadas e compartilham mecanismos fisiopatolégicos em comum. Seu
desenvolvimento estd relacionado com habitos alimentares, como a alta ingestdo
calorica, o baixo consumo de fibras e o estilo de vida sedentario. Com a globalizagao,
estes comportamentos passaram a se tornar comuns no mundo todo e ndo apenas na
populacdo ocidental, como originalmente (SAKLAYEN, 2018). A defini¢do da OMS
foi a primeira a unir os principais componentes da resisténcia a insulina, obesidade,
dislipidemia e hipertensdo. Para estabelecer o diagnostico de SM ¢ obrigatério, segundo
essa referéncia, que esteja presente o quadro de resisténcia a insulina ou DM2

(QUADRO 1). Caso contrario, mesmo que todos os demais critérios estejam presentes,

o individuo ndo receberd o diagnostico de SM (HUANG, 2009).
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Critérios OMS NCEP/ ATPIII IDF
Glicemia de jejum >110 >100 >100
(mg/dL)

Glicemia ap6s 120min >140 N.A. N.A.

(TOTG) (mg/dL)

HDL colesterol (mg/dL)

Homens <35 <40 <40

Mulheres <40 <50 <50

Triglicerideos (mg/dL) >150 >150 >150

Relagdo cintura/quadril

Homens >(,9 N.A. N.A.

Mulheres >(,85

Indice de massa >30 N.A. N.A.

corporal/IMC (kg/m)

Pressdo arterial (mmHg) >140/90 >130/85 mmHg  >130/85 mmHg

Circunferéncia da cintura

(cm)

Homens N.A. >102 >94

Mulheres >89 >80
Alteracao de Trés ou mais dos Circunferéncia

Defini¢ao do diagnostico

glicemia
associado com
dois ou mais
critérios

cinco critérios

da cintura e
mais dois dos
quatro demais
critérios

Fonte: A autora, 2023.

Legenda: OMS: Organizagdo Mundial da Satide; NCEP/ATPIII: National Cholesterol Education
Program/Adult Treatment Panel III; IDF: International Diabetes Foundation.

A defini¢do do NCEP ATP III ¢ um dos critérios de sindrome metabodlica mais

utilizados. Ele incorpora as principais caracteristicas de hiperglicemia/resisténcia a

insulina, obesidade visceral, dislipidemia aterogénica e hipertensao. Assim, a defini¢ao

ndo se baseia em nenhuma nocdo preconcebida da causa subjacente da sindrome

metabolica, seja resisténcia a insulina ou obesidade. J4 a IDF (International Diabetes

Foundation) publicou outros critérios para a SM, que apesar de incluirem os mesmos

critérios gerais das outras defini¢cdes, ndo insere a presenga obrigatoria da resisténcia a

insulina para diagnostico, mas considera a presenga de obesidade (HUANG, 2009).



29

De modo geral, a exigéncia de multiplos critérios para defini¢do do diagndstico
assegura que individuos portadores de um dos critérios, de maneira isolada, ndo sejam
diagnosticados com as diferentes alteracdes fisiopatologicas que caracterizam a SM. E
apesar das diferentes definigdes, todos os parametros utilizados relacionam as

caracteristicas centrais da sindrome (HUANG, 2009).

A fisiopatologia da SM engloba varios mecanismos complexos, também
relacionados aos critérios diagndsticos, porém nem todos foram ainda totalmente
elucidados. Além de fatores genéticos e epigenéticos, o estilo de vida e fatores
ambientais sdo identificados como os principais contribuintes para o desenvolvimento
da sindrome. Sendo assim, a elevada ingestdo calorica também ¢ considerada um dos
fatores causais, uma vez que promove adiposidade visceral, resisténcia a insulina,

inflamagao cronica e ativagao neuro-hormonal (FAHED et al, 2022; HUANG, 2009).

O actimulo de gordura corporal esta associado ao desenvolvimento de alteracdes
com hipertensdo arterial, aumento de triglicérides e glicemia, e a reducdo do HDL-
colesterol (GOBATO et al, 2014). O préoprio acumulo de tecido adiposo exerce uma

fun¢do endocrina que justifica mecanismos adicionais para o desenvolvimento da SM.

As adipocinas liberadas incluem hormoénios, como a leptina e adiponectina, além
de peptideos que desempenham um papel importante na fisiopatologia da resisténcia a
insulina e SM. Os niveis de leptina, por exemplo, sdo diretamente proporcionais a
obesidade e aos niveis de gordura corporal. Consequentemente, em individuos obesos, o
elevado nivel de leptina sem o correto controle do apetite € o consequente controle
glicémico, sugere uma alteracdo denominada resisténcia a leptina. Além disso, o

excesso do hormonio também estd relacionado ao maior risco cardiovascular e

inflamacao, contribuindo para progressao da obesidade e SM (FAHED et al, 2022).

A insulina ¢ um hormdnio peptidico secretado pelas células B-pancredticas em
resposta a elevagdo da glicemia, exerce efeitos anabolicos inibindo a lipdlise e a
gliconeogénese hepatica, aumentando a captagdo de glicose no figado, musculos e
tecidos adiposos. Quando a resisténcia a insulina (RI) se desenvolve nos tecidos
adiposos, a inibi¢do da lipdlise mediada pela insulina ¢ comprometida. A RI ¢
caracterizada pela reducdo da capacidade da insulina em estimular a utilizagdo da

glicose. Sendo assim, as células B-pancreaticas aumentam a produgdo e a secre¢ao de
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insulina como mecanismo compensatdrio, enquanto a tolerancia a glicose permanece
normal. E possivel detectar a RI pelos valores de glicemia e insulina sérica em jejum,
através do indice de avaliagdio do modelo homeostatico de resisténcia a insulina
(HOMA-IR) e do indice de verificagdo quantitativa da sensibilidade a insulina

(QUICKI) (FAHED et al, 2022; GOBATO et al, 2014).

Um estudo transversal com 79 adolescentes de 10 a 18 anos avaliou a associagao
de indicadores de composi¢cdo corporal com RI e SM. Como resultado, o indice de
massa corporal (IMC); a porcentagem de gordura corporal; a circunferéncia abdominal
e a gordura subcutanea apresentaram correlagdo positiva com a RI, mas apenas o IMC
correlacionou-se com os componentes da SM. O IMC mostrou-se ainda o indicador

antropomeétrico mais efetivo na identificacao da RI (GOBATO et al, 2014).

2.4. Modelos experimentais

Modelos experimentais sdao fundamentais para elucida¢do da fisiopatologia,
desenvolvimento e tratamento de diferentes tipos de doengas, de maneira muito similar
ao comportamento destas em organismos humanos (COSTA et al., 2014). Uma das
espécies mais adequadas para estes estudos € a Rattus norvegicus albinus, por
apresentar boa resisténcia as atividades experimentais e possuir grande semelhanca
genética aos seres humanos (LOVEGROVE et al., 2015; MATTARAIA E MOURA,
2012). Sendo que as espécies de roedores comumente utilizadas em modelos
experimentais com inducao de doengas por meio da dieta sdo os ratos Sprague-Dawley,

ratos Wistar, camundongos C57BL/6 J e hamster sirio dourado (WONG et al., 2016).

Os modelos animais de obesidade podem ser geneticamente modificados, como
0s monogénicos, que possuem mutagdo em apenas um gene para produzir a doenca, ou
modelos de obesidade induzidos por dieta (diet-induced obesity - DIO). No primeiro
caso, além de um periodo de indugd@o muito mais rapida, quando comparado ao modelo
DIO, ¢ possivel desenvolver alteracdes de fendtipos bem especificas, facilitando a
analise de intervencdes sobre a doenga, reduzindo a variabilidade de resultados. Por
outro lado, se distanciam da simulacdo do estado de obesidade em humanos, adquiridas
por hébitos de vida e alimentares, capazes de promover a sindrome metabolica. As
dietas utilizadas reproduzem a chamada “dieta de cafeteria”, que ¢ altamente palatavel e

possui grande semelhanca na composi¢do nutricional com a dieta humana. A forma
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comercial desta dieta ¢ também hiperlipidica e hipercalorica e permite boa padronizagao
do consumo alimentar dos diferentes grupos experimentais. Neste modelo experimental,
os animais recebem alimentos caloricos, ricos em acgucar e/ou gorduras, ad libidum,
promovendo a progressdo da obesidade e de diabetes, de forma lenta e gradual. Desta
forma, a patologia se desenvolve de maneira similar as condi¢cdes de desenvolvimento
em humanos, em resposta ao excesso de energia ingerida e gasto calorico insuficiente

(DOULBERIS et al, 2020; FUCHS et al., 2018).

Para escolha do modelo de inducao adequado ¢ importante considerar os
mecanismos subjacentes a hiperglicemia e o possivel impacto para os resultados do
estudo. Esses mecanismos podem incluir resisténcia a insulina e/ou faléncia das células
beta. Basicamente, os modelos animais de DM2 podem ser obesos € ndao obesos,
resultando ou ndo em alteragdes como dislipidemia e aterosclerose, nos casos da

presenca da obesidade (KING, 2012).

As diferentes dietas utilizadas para indu¢do da SM incluem dieta rica em frutose;
rica em sacarose; rica em gordura; rica em frutose/gordura ou rica em sacarose /ricas em
gordura. Desta forma, os estudos visam avaliar as alteracdes metabdlicas ocasionadas
pelo consumo alimentar e os efeitos hormonais e do metabolismo da glicose de lipideos
envolvidos. A frutose ¢ um monossacarideo frequentemente usado como intensificador
de sabor para tornar os alimentos mais palataveis. Estudos sugerem que o consumo
excessivo de frutose poderia favorecer o actimulo de triglicerideos e colesterol no

figado, devido suas propriedades lipogénicas, resultando na redugdo da sensibilidade a

o~

insulina, resisténcia a insulina e/ou intolerancia a glicose. No figado, a frutose
convertida em frutose-1-fosfato, com a consequente clivagem em gliceraldeido e fosfato
de diidroxiacetona. A fosfofrutoquinase ¢ um regulador negativo do metabolismo da
glicose e permite que a frutose entre na via da glicdlise continuamente. A frutose-1,6-
bifosfato ¢ entdo convertida em piruvato por meio do processo de glicolise, interferindo
em diferentes processos do metabolismo da glicose simultaneamente. Considerando
todos estes aspectos, € possivel afirmar que a inducdo de SM com a frutose ¢ mais
eficiente em comparagdo com glicose ou amido, resultando em consequéncias ao peso
corporal, adiposidade, hipertrigliceridemia, hiperlipidemia, hipertensdo, intolerancia a
glicose e diminui¢do da sensibilidade a insulina em animais de laboratorio. Doses
relativamente baixas de frutose, cerca de 10%, acrescidas na 4gua dos animais parecem

ser suficientes para induzir a SM (WONG et al., 2016).
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O modelo de inducdo com dietas de alto teor de gordura tem como objetivo o
desenvolvimento de obesidade, hiperinsulinemia e a consequente alteracdo da
homeostase da glicose devido a compensacao insuficiente pelas ilhotas pancreaticas. A
alimentacdo comercial utilizada para roedores contém, em média, 26% de proteina, 63%
de carboidrato e 11% de gordura, enquanto que as dietas hiperlipidicas para inducdo de
obesidade contém, aproximadamente, 58% de calorias proveniente dos lipideos. As
fontes de lipideos das dietas sdo variadas, como 6leos de milho, cartamo, azeite, banha
de porco e sebo bovino, podendo variar em quantidades de 20 a 60%, sendo utilizadas

tanto para modelos de SM, como para obesidade (WONG et al., 2016; KING, 2012).

O excesso caldrico € essencial para o desenvolvimento da obesidade, tanto em
humanos, como em modelos experimentais. Mesmo que as dietas hiperlipidicas
apresentem alto potencial sacietogénico, reduzindo o consumo alimentar, o consumo de
uma pequena quantidade da dieta rica em gorduras ¢ capaz de aumentar de forma
significativa o peso e a gordura corporal dos animais, devido ao seu alto aporte calorico.
Além disso, o método de oferta da dieta ad libitum, ou seja, de livre acesso, afeta a
ingestdo alimentar, que tende a ser estimulada. O periodo de oferta ¢ outro fator
determinante para o desenvolvimento da obesidade, variando de oito dias a 27 semanas.
Para escolher um modelo animal para um estudo de obesidade induzida por dieta, deve-
se considerar que ratos e camundongos respondem diferentemente a esse tipo de dieta;
além disso, estirpe, sexo e idade afetam a resposta a dieta obesogénica, sendo animais
jovens e machos mais sensiveis as comorbidades relacionadas a obesidade.
Considerando todos estes fatores, os marcadores que podem avaliar o desenvolvimento
da obesidade, com base nos critérios metodoldgicos escolhidos, sdo o peso corporal;
ganho de gordura; parametros relacionados a inflamacdo; concentragdo de hormdnios;
glicemia sanguinea; perfil lipidico; e marcadores de satide hepéatica. Idealmente, estes
marcadores devem ser utilizados em conjunto, caracterizando o perfil complexo da
obesidade. Em animais, como nao ha pontos de corte especificos para estes parametros,
¢ imprescindivel que os estudos incluam um grupo controle ndo obeso (saudavel), para

que os resultados possam ser comparados (DE MOURA E DIAS et al. 2021).

A administracdo de frutose aos animais ¢ um dos fatores para desenvolvimento
do quadro de SM e obesidade, por favorecer a resisténcia a leptina e a insulina,
promovendo aumento do peso corporal, da gordura abdominal, hiperglicemia e

hiperinsulinemia em roedores. Modelos animais de obesidade (DIO) podem ser
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induzidos por diferentes tipos de dieta e sdo utilizados para estudo do papel da
alimentacdo, fisiopatologia e etiologia da doenca, assim como também em testes
farmacoldgicos. Mimetizando o estilo de vida ocidental, caracterizada pela dieta rica em
acucares e gorduras, sendo o principal meio de indugcdo da obesidade ¢ DM2 em

humanos (FUCHS, et al., 2018).

De modo geral, a frutose e a sacarose, amplamente utilizadas como adogantes de
alimentos ou bebidas, fornecem menos saciedade do que outros tipos de agucar,
incentivando assim a ingestdo excessiva (GUNAWAN; AULIA e SOETIKNO, 2021).
Entretanto, dietas obesogénicas nem sempre resultaram em aumento do peso corporal
dos animais de grupos experimentais em comparacao com os ratos que recebem dietas
controle. Diferencas na ingestdo de energia entre grupos dietéticos podem dificultar a
interpretacdo das consequéncias metabolicas de uma determinada dieta ou de um
composto terapéutico testado. De mesmo modo, as diferencas na composi¢do da dieta
tém um impacto direto nos resultados metabolicos e fisiopatologicos em modelos de

roedores de obesidade induzidos por dieta (KOTZE-HORSTMANN et al., 2022).

Comparativamente, as dietas mais utilizadas para inducdo do modelo
experimental DIO foram avaliadas quanto as consequéncias obesogénicas e
inflamatoérias. A dieta de cafeteria e a dieta hiperlipidica com 45% a base de gordura
foram testadas em modelos de roedores Wistar machos, juntamente ao grupo controle,
durante 15 semanas. Embora ambas as dietas ricas em gordura tenham resultado em
aumento da adiposidade e esteatose hepatica, o peso corporal dos animais do grupo que
recebeu a dieta de cafeteria teve aumento significativo € mantiveram-se elevado em
comparacgdo aos outros dois grupos, assim como ocorreu com os valores obtidos na

avaliacdo do TOTG (SAMPEY, et al., 2011).

2.5. Compostos bioativos como forma de tratamento de doencas cronicas

Agentes farmacologicos s3o a forma de tratamento mais empregada para SM e
DM2, incluindo o controle de suas alteragdes, como hipertensao, dislipidemia e
hiperglicemia. Apesar da eficacia, este método apresenta uma série de possiveis efeitos
colaterais, como tontura, dores de cabega, palpitagdo, angioedema, entre outros. Por este

motivo, é crescente o interesse cientifico em estudar compostos bioativos e dietéticos
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que atuem na prevengdo e tratamento desta doenca, amenizando seus sintomas e

evitando complica¢des e agravamento (SAHELL, et al., 2019; ALAM, et al. 2014).

Produtos naturais, principalmente de origem vegetal, sdo o principal material de
estudo para desenvolvimento de novos tratamentos, devido a grande disponibilidade e
baixo custo das matérias-primas. E como mencionado, fornecem grande variedade de
compostos bioativos, com menos reagdes adversas. Entre os fitocompostos que podem
ser empregados estdo os flavonodides, terpendides, saponinas, carotenoides, alcaloides,
polissacarideos, estilbenos, taninos e glicosideos. Os efeitos anti-hiperglicémicos
resultantes do tratamento com plantas sdo geralmente atribuidos a sua capacidade de
melhorar o desempenho do tecido pancreatico, pelo aumento da secre¢do de insulina ou

pela redugdo da absorcao intestinal de glicose (SAHELL, et al. 2019).

Os polissacarideos dietéticos sdo compostos comestiveis provenientes de
plantas, graos, frutas, vegetais e cogumelos comestiveis e suas atividades
farmacologicas vem sendo estudadas, devido sua baixa toxicidade. Dentre os beneficios
associados ao composto estdo a acdo anti-inflamatéria, protecdo da pele, acdo
antioxidante, modulacdo imunoldgica, efeito hipolipemiante e controle do DM. Os
taninos, por sua vez, sdo compostos polifendlicos complexos e classificados como
taninos hidrolisaveis e condensados. Entre os beneficios a saude relacionados a estes
compostos, sdo citados sua capacidade sequestradora de radicais livres e ativagdo de
enzimas antioxidantes, sendo, portanto, utilizados no controle de doengas crdnicas,
como o DM. Um dos mecanismos de agdo para tal efeito € sua agdo em aumentar as vias
de sinalizacdo de insulina e a translocacdo de GLUT-4, aumentando a captagdo de
glicose. Outra forma de controle ¢ a partir da reducio na absorcao intestinal de glicose e
a indugdo da regeneracdo das células B pancreaticas, também inibem a atividade da a-
amilase e o-glicosidase ¢ aumentam a atividade da insulina nas células adiposas

(SHEHADEH, SUAIFAN E ABU-ODEH, 2021).

Terpenoides sao metabodlitos secundarios constituidos a partir de unidades de
isopreno e por isso, sdo categorizados em hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos, sesterpenos, triterpenos, tetraterpenos e poli-isoprenos. Possuem
significativa atividade antioxidante e acdo inibitéria da a-glicosidase. Além disso, sdo
capazes de promover o aumento dos niveis de insulina e a captagdo de glicose nos

tecidos, podendo inibir varias vias de sinalizagdo no metabolismo de carboidratos e
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proteger as células pancreaticas, resultando em um eficaz controle das alteragdes

relacionadas ao diabetes (SHEHADEH, SUAIFAN E ABU-ODEH, 2021).

Da mesma forma, o uso de plantas para o tratamento da obesidade, além de
considerar suas causas, tem como possibilidades diferentes formas de intervengao,
incluindo terapias medicinais, comportamentais e fisicas, além de intervengdes
cirirgicas, entre outras. Como modalidades de medicina complementar e alternativa s@o
utilizados, principalmente, suplementos de ervas e estratégias dietoterapicas para perda
de peso. O uso de plantas medicinais, seja com compostos puros ou extratos, incluem
espécies ja estudadas para o tratamento da obesidade, entre elas: Aloe vera, Achyranthes
aspera, Panax japonicu, Aegle marmelos, Citrus paradisi, Cucurbita moschata, Ilex
paraguariensis, Achyrocline satureioides, Annona montana, Artemisia princeps,
Artemisia princeps, Camellia the, Carica papaya, Dioscorea nipponica, Garcinia
cambogi, Hunteria umbellata, Moringa oleifera, Nelumbo nucifera, Persea americana,
Punica granatum L., Taraxacum officinale, entre outras (HERNANDEZ BAUTISTA et
al., 2019; GAMBOA-GOMEZ, et al., 2015).

O beneficio do consumo frequente de frutas e vegetais no tratamento de doengas
cronicas ¢ amplamente conhecido e recomendado por profissionais da saude. Muito
destes efeitos benéficos estao relacionados aos nutrientes e compostos presentes nestes
alimentos, como os polifendis, incluindo flavonodides, antocianinas e acidos fendlicos,
por exemplo. Estes estdo presentes em grande quantidade nas plantas citricas, que
também contém naringina, naringenina, nobelitina, narirutina e hesperidina, os quais
apresentam importante atividade antioxidante e anti-inflamatoria (ALAM, et al. 2014).
A toranja (Citrus paradisi) e o limao (Citrus limon L.) sdo frutas pertencentes a familia
Rutaceae e representantes dessa classe. A toranja ¢ resultante da hibridizagdo natural de
pomelo e laranja. Ja o limdo ¢ a terceira espécie citrica mais prevalente, depois da
laranja e da tangerina. O efeito anti-obesidade de toranja ja foi avaliado em diferentes
formas de utilizacdo, desde o fruto in natura, na forma de suco, infusdo e também em

capsulas. O uso destes frutos mostrou-se eficiente na redugdo do risco cardiovascular e

diabetes (GAMBOA-GOMEZ, et al., 2015).

O abacate (Persea americana) pertence a familia Lauraceae e nativo da América
Central e do Sul. Suas folhas t€ém sido utilizadas como tratamento alternativo para

doencgas como hipertensao, diarreia, hemorragia e dor de garganta. Alguns estudos sobre
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seus efeitos anti-obesidade foram relacionados ao uso tanto das folhas, como do fruto.
Os extratos aquoso, metanolico e hidroalcoodlico foram testados em ensaios
experimentais, sendo os principais constituintes quimicos relatados pela literatura: os
alcanois, glicosideos terpenoides, derivados contendo anel furano, flavonoides e

cumarina (GAMBOA-GOMEZ, et al., 2015).

2.6. Solanum sessiliflorum Dunal (Mana-cubiu)

O mana-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) ¢ um fruto originario da regido
amazoOnica, tanto brasileira, quanto peruana e colombiana. O fruto pertence a familia
Solanaceae, assim como a batata (Solanum tuberosum L.), a pimenta (Capsicum spp), a
berinjela (Solanum melongena L.) e o tomate (Solanum lycopersicum) (SEQUI, 2016).
O enquadramento taxondmico ¢ apresentado no Quadro 2. Alguns compostos ja foram
identificados nesta espécie, presentes principalmente em seu exocarpo, como o acido p-
cumarico, acido p-hidroxidihidrocumaérico, naringenina, salicilato de metila, &cidos
graxos, como ¢steres metilicos e etilicos (CARDONA; CUCA e BARRERA, 2011).
Solanaceae ¢ uma das familias botanicas mais diversas presente nas Américas, na
Argentina, por exemplo, a Solanaceae representa a quarta familia em numero de
espécies, correspondendo a 1611 espécies s6 na América do Sul. O Peru e o Equador
sdo os locais com maior diversidade por area, enquanto o Chile e o Brasil tém a maior

porcentagem de espécies endémicas (PALCHETTI, BARBOZA e CANTERO, 2020).

A caracterizacdo fenotipica e genotipica do mana-cubiu foi realizada por Silva
Filho et al. (2005), estudo em qual avaliaram a estrutura genética relacionada ao
processo produtivo e de 28 etnovariedades do fruto. Dentre elas, nove diferentes
fenotipos foram identificados, sendo que a maior parte dos frutos possuiam formato
globular de tamanho classificado como médio, similar a um limao (SILVA FILHO et al.,
1998). De modo geral, todas as variedades apresentaram grande variabilidade

agrondmica e genética (SILVA FILHO et al., 2005).

As diferentes etnovariedades do mana-cubiu foram estudadas por Yuyama
(2007) segundo sua composi¢cdo centesimal, e como caracteristicas da espécie, foram
encontrados elevado teor de umidade (aproximadamente 90%) e baixa concentragdo de

proteinas (de 0,4 a 0,7%) e lipidios (de 0,3 a 1,8%). Neste mesmo estudo, avaliou-se a
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composi¢ao de minerais do fruto, sendo que o potassio foi aquele encontrado em maior
quantidade, enquanto o sodio foi o mineral menos abundante. Por este motivo, 0 mana-
cubiu torna-se uma boa opg¢ao alimentar para individuos em dietas com restri¢do de
sodio (SILVA FILHO et al., 2005). Além disso, as fibras insoliveis sdo as mais
presentes no fruto, contribuindo também para sua inclusao dietética em populagdes com
dietas hipocaloricas, devido sua baixa densidade energética avaliada (MAIA et al.,

2015; YUYAMA, 2007).

QUADRO 2 — ENQUADRAMENTO TOXONOMICO DO Solanum Sessiliflorum

Dunal
HIERARQUIA TAXONOMIA
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Ordem Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Espécie S. sessiliflorum

Em analise quanto a atividade antioxidante do mana-cubiu, foi realizado um
estudo com sua triagem fitoquimica in vitro, com a finalidade de identificacdo dos
principais compostos antioxidantes presentes em seu extrato hidroetanolico. Foram
detectados alcaloides, acidos organicos, fenois e flavonoides. J4 em seu extrato aquoso,
foi identificada a presenca de antocianinas, gomas, taninos ¢ mucilagem (MASCATO et
al., 2015). A capacidade antioxidante de frutas e vegetais ¢ fortemente relacionada ao
seu teor de fenolicos totais, que pode ser influenciado pelas condigdes agrondmicas,
como o cultivo e pos-colheita, assim como pelo estadio de maturacao dos frutos. A
estrutura dos compostos fendlicos e o numero de grupos hidroxila também interferem na
capacidade antioxidante da substincia presente no alimento (PALAFOX-CARLOS;
YAHIA E GONZALEZ-AGUILAR, 2012).

Os flavonoides representam uma grande classe de compostos fenolicos
encontrados em frutas e vegetais e sdo constituidos por dois anéis aromaticos ligados

por uma cadeia de trés carbonos, que formam um anel heterociclico oxigenado. Os
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flavonoides sdo classificados como flavan-3-6is, flavanonas, flavonois, antocianidinas,
flavonas e isoflavonas de acordo com diferencas na estrutura genérica do anel C, grupos
funcionais nos anéis e a posi¢do em que o anel B esta ligado ao anel C. A ingestdo de
flavonoides esta relacionada com a reduc¢ao do desenvolvimento de doengas como o
cancer, doencas cardiovasculares, osteoporose, doengas neurodegenerativas € o
diabetes. Neste ultimo caso, por apresentarem influéncia na digestdo de carboidratos,
assim como na secrecao e sinalizagdo de insulina e absorc¢ao de glicose (FARIA, et al.
2021; BABU, LIU e GILBERT, 2013).

Os flavonoides, assim como clorofilas, carotenoides e acido citrico, foram
detectados no mand-cubiu. Este ultimo em maior concentracdo, seguido do acido
clorogénico, acidos cafeico e quinico, os quais permanecem circulantes no plasma
humano apdés metabolizagdo, mantendo seu potencial antioxidante in vivo
(NASCIMENTO, et al., 2022; FARIA, et al., 2021). Estudos evidenciam a capacidade
de reversdo dos efeitos da SM pelo acido cafeico, por meio da reducdo de marcadores
inflamatérios, como o TNFa e outros parametros de estresse oxidativo. Sugerindo ser
um potencializador de drogas mais comumente usadas para este tratamento, devido suas
atividades anti-obesidade, antidiabética, hipolipidémica e hipotensora (MUHAMMAD
ABDUL KADAR, et al., 2021).

2.7. Efeitos biologicos do mana-cubiu

O efeito hipoglicemiante do mand-cubiu foi investigado em experimento com
ratos diabéticos, através da sua administragdo como suplemento alimentar. Os animais
foram induzidos ao diabetes pela injecao de estreptozotocina na dose de 40 mg/kg. Apos
o periodo de duas semanas, os animais foram selecionados de acordo com a
concentragdo de glicose sérica (valores superiores a 300 mg/dL) e distribuidos em dois
grupos com dez ratos em cada. A dieta base para os animais foi a ragdo de caseina,
variando apenas a fonte de fibra alimentar da dieta. Apds as quatro semanas de
tratamento, os ratos que receberam a fibra do mana-cubiu apresentaram uma reducao de
glicose sérica, quando comparado com o grupo controle, sugerindo a influéncia do fruto

na reducdo da concentracao de glicose no sangue (YUYAMA et al., 2005).

Além da possibilidade de controle do diabetes, 0 mana-cubiu foi avaliado como

matéria-prima na elaboragdo de geleia dietética, com o objetivo de atender as
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necessidades de consumo de individuos diabéticos. O mana-cubiu e outros frutos e
vegetais como a uva, morango, alface, e cenoura sao fontes naturais de xilitol, que ¢ um
alcool pentahidroxilado que possui metabolismo independente de insulina e capaz de
substituir a glicose em diferentes preparagdes. Como resultado, a geleia dietética
mostrou ser bem aceita e com carateristicas sensoriais satisfatorias segundo a pesquisa,
mesmo contendo baixo valor energético, mostrando ser um potencial substituto ao

produto convencional rico em agucares (YUYAMA et al., 2005).

Como descrito, a dislipidemia também pode ser caracterizada como uma doenga
cronica que pode ser ocasionada pelos habitos de vida e habitos alimentares dos
individuos, e assim como o diabetes, pode ser controlada com o uso de plantas, visando
a reducdo do uso de farmacos em longo prazo (MAIA et al, 2015). Com esta
perspectiva, o efeito hipolipemiante do mana-cubiu também vem sendo explorado por
pesquisas cientificas, em estudo a respeito do efeito do fruto sobre os marcadores do
perfil lipidico, foi avaliada a agdo da farinha de mana-cubiu sobre a lipemia de ratos
hipercolesterolémicos. A administracao da farinha do fruto reduziu as concentracdes de
colesterol total, LDL-colesterol e colesterol hepatico, além de aumentar a excrecdo de
colesterol pelas fezes e os niveis HDL-colesterol nos ratos. Sendo assim, os resultados
apresentados confirmam a hipdtese levantada como hipocolesterolemiante, conforme o
uso popular do fruto (MAIA et al., 2015). Além dos efeitos relacionados a doencas
cronicas nao transmissiveis (DCNT), o mana-cubiu possui ainda resultados promissores
em seu uso na cicatrizagdo de feridas quando testado em coelhos (GONCALVES, et al.,
2013). Assim como em seu potencial de fitorremediacao resultantes da exposi¢cdo ao
metilmercurio (MeHg). O tratamento com o mana-cubiu revelou um efeito protetor
desta fruta diante dos danos causados por MeHg, que ¢ capaz de reduzir a concentracdo
espermatica e os niveis de testosterona, possivelmente causados pelas espécies reativas

de oxigénio (SILVA et al., 2014).

2.8. Cultivo e origem do fruto

Somado aos beneficios alimentares e relacionados a saude, o fruto também se
tornou um bom recurso econdmico para os produtores, principalmente por ser de facil
cultivo e muito produtivo (SILVA FILHO et al., 1996). Apesar de ter origem

amazonica, o0 mana-cubiu passou a ser produzido no litoral paranaense no ano de 2015,
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gracas ao projeto Restauragio de Areas de Preservagdo Permanente (RAPPs) que o
inseriu na Mata Atlantica do Parand (FIGURA 1). Seu meio de cultivo ainda é em
pequena escala, pois € produzido por agricultores locais e utilizado como matéria-prima
na elaboracdo de subprodutos comercializdveis na regido, como sucos, geleias,
compotas ¢ molhos. Por este motivo, o fruto apresenta vasto potencial para
sociobiodiversidade local, com potencial de ser popularizado a diversidade brasileira
(BIASSIO, 2011). Popularmente, o fruto ja ¢ consumido com as finalidades testadas
(controle glicémico e lipidémico) em experimentos cientificos, sem que houvesse ainda

a devida comprovagado (SILVA FILHO et al., 2002).

FIGURA 1 - REGIAO DE CULTIVO DO MANA-CUBIU NO ESTADO DO PARANA
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FONTE: Adaptado de Google Images (2019).

O método de produgdo de frutos, utilizando meios de cultivo agricola que
respeitam a producao local, agrega valor socioambiental e gera renda as comunidades
regionais e de agricultores familiares, caracterizando o conceito de sociobiodiversidade.
Consequentemente, os frutos cultivados com tais caracteristicas, apresentam elevado
valor nutricional, em relagao as produgoes de larga escala. O cultivo sazonal tem menor

produtividade, mas respeita a demanda natural do solo, os fatores ambientais e
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climaticos, que sao fatores determinantes para a composi¢ao nutricional dos frutos que

serdo colhidos (GRISA, 2007).

O Brasil ¢ considerado o terceiro maior produtor de frutas do mundo, a0 mesmo
tempo que um dos maiores problemas de satide do pais sdo as DCNT. O consumo de
frutas contribui diretamente na prevengao destas doengas, por apresentarem compostos

bioativos e diversidade de nutrientes (BRASIL, 2011).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAGEM E COLETA

A espécie foi coletada durante o periodo de safra do ano de 2019, na
Associagdo de Produtores Rurais de Antonina — Parana (APRAN), situada na estrada
Rio Pequeno, s/n, Cachoeira, no municipio de Antonina, no litoral do estado do Parana,
Brasil (Latitude 25° 16°31°” S e Longitude 4° 41’55 O). O total de 5kg foi armazenado
em caixas isotérmicas e transportados até o laboratdrio de fitoquimica do Departamento
de Farmacia da Universidade Federal do Parand, campus Botanico, em um periodo de
até 2 horas. Os frutos foram higienizados em agua corrente, sanitizados com solucao de
hipoclorito (200 ppm) por um periodo de 15 minutos e submetidos a secagem em
temperatura ambiente (+22°C), em seguida, foram removidos os pedanculos, folhas e
talos (FIGURA 2).

A etapa seguinte, conforme descrito na Figura 3, foi a etapa de avaliacdo fisica
dos frutos, classificando-os segundo seu estddio de maturagdo e intensidade de
ocorréncia de defeitos. Os frutos em grau de maturacdo intermediario, entre o fruto
verde e maduro, foram selecionados para obten¢do dos extratos. Posteriormente, os
frutos foram fatiados para entdo serem liofilizados. Apds a liofilizagdo, passaram pelo

processo de moagem, dando origem a amostra com caracteristica de po.

O material possui autorizagao prévia de acesso ao patrimonio genético com
nimero 010004/2015-7 (ANEXO 1) e foi anteriormente identificado no Museu
Botanico de Curitiba mediante deposito de uma exsicata no Herbario Municipal sob o

numero 379033 (ANEXO 2).



FIGURA 2 — MANA-CUBIU DA MATA ATLANTICA PARANAENSE

Fonte: A autora, 2019.
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FIGURA 3 — DELINEAMENTO DO ESTUDO

Fonte: A Autora, 2023.
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3.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS

O extrato etandlico foi preparado a partir do fruto liofilizado e triturado, em
sistema fechado a quente em aparelho de Soxhlet, utilizando o solvente etanol 80% v/v,
(CARVALHO, 2001). Apés a adigcdo da amostra e de alcool etilico no Soxhlet, todo o
sistema foi levado ao aquecimento (80°C) e deixado em refluxo continuo para que o
solvente pudesse realizar a adequada extragdo dos compostos bioativos do fruto. Apos a
obtencdo do extrato, o mesmo foi concentrado em rotaevaporador e levado a secura em
banho-maria a 50°C, para completa evaporacdo do solvente. Para completa extracdo de

agua, o extrato seco foi liofilizado (CARVALHO, 2009).

3.3. ANALISE DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE PELO METODO DPPH

O potencial antioxidante foi determinado pelo método descrito por Brand-
Willians; Cuvelier e Berset (1995), com modificagdes propostas por Rufino et al.
(2007), por meio da avaliacdo da capacidade dos antioxidantes presentes nos extratos
em sequestrar o radical estavel DPPH. Para isso, uma solu¢do de metanol contendo 0,06
mmol/L de DPPH foi preparada e, em seguida, armazenada a 20 °C até o momento de
sua utilizacdo. A solucao de trabalho foi obtida por diluicdo em metanol da solugdo
estoque de DPPH (0,06 mmol/L) até obtengdo de uma solucdo com absorbancia de
aproximadamente 0,980 + 0,02 a 515 nm. As amostras dos extratos foram testadas nas
concentragdes de 100, 200, 300, 400 e 500pg/mL. Para calcular a atividade antioxidante
foi substituida a inibicdo de 50% do radical DPPH e analisado o resultado
correspondente a concentragdo do extrato para reduzir 50% da concentracdo do radical

inicial (EC 50). Foram utilizados como padrdes a vitamina C e rutina.

3.4 AVALIACAO DA TOXICIDADE PRELIMINAR

3.4.1. Toxicidade preliminar por Artemia salina

A avaliagdo da toxicidade preliminar dos extratos foi realizada pelo ensaio com
Artemia salina, conforme metodologia proposta Meyer et al. (1982). A solucgdo salina

foi preparada dissolvendo 14,31g de sal marinho em 400 mL de agua purificada



45

destilada, com pH ajustado para 9,0, utilizando uma solucdo de carbonato de sodio

(99% m/m).

Os ovos de Artemia salina (200 mg/ 400mL) foram adicionados a solug¢do para
serem eclodidos por um periodo de 48 horas, sob aeracdo continua e exposicao a luz. A
temperatura foi controlada entre 27 e 30°C, e o pH entre 8-9. Os extratos contendo 20
mg das amostras foram diluidos em lauril sulfato de sodio (SDS) até obtencdao de
concentragdo inicial de 10mg/mL. Apds, volumes de 2,5, 25 e 250uL foram transferidos
para tubos de ensaio, correspondendo respectivamente a 10, 100 e 1000pug/mL e o

solvente foi evaporado em estufa a temperatura de 35°C.

Logo ap6s a eclosdo dos ovos, 10 nauplios de Artemia salina foram transferidos
para cada tubo de ensaio contendo as amostras € para os tubos controles. Os controles
negativos consistiram de tubos com o solvente solubilizador da fracdo, o qual foi
evaporado juntamente com as amostras. Foi realizado o ajuste do volume de todos os
tubos de 4gua do mar artificial para 2,5 mL. Apds 24 horas os nduplios mortos e vivos
foram contados com auxilio de lupa e iluminagdo incandescente. As fragdes das

espécies foram consideradas toxicas quando a CLso for menor que 1000 pg/mL.

3.4.2. Toxicidade preliminar por hemolise

A determinagdo da atividade hemolitica com sangue de carneiro foi realizada
conforme adaptagdes de ASLAM et al. (2011) e RASOOL et al. (2015). Foram
transferidos 3 mL de sangue de carneiro, previamente homogeneizado sob leve
agitacdo, para um tubo de ensaio e centrifugados durante cinco minutos a 3000 rpm com
PBS gelado. Foram realizadas lavagens seguidas com PBS, descartando sempre o
sobrenadante. Os eritrocitos precipitados foram diluidos a 2%. Para realizar a prova de
hemolise foram preparados eppendorfs com hemolise a 100% (controle positivo);
hemolise basal (branco); controle solvente e os testes (amostras). Foram preparadas
solucdes do extrato nas concentragdes de 1000 pg/mL, 750 pg/mL, 500 pg/mL, 250
pg/mL, 100 pg/mL e 75 pg/mL em 200 pL de solugdo de eritrocito a 2%. Todas as
amostras, os controles e o branco foram realizados em triplicatas. Os eppendorfs foram

incubados em estufa com temperatura controlada de (37 = 0,5) °C por 30 minutos.
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Ap6s, foram centrifugados a 3000 rpm durante cinco minutos e posteriormente foi

realizada a leitura da absorbancia em microplaca de Elisa de 96 pogos a 576 nm.

A porcentagem de hemolise em relagdo ao controle foi calculada de acordo
com a seguinte equacao:
% hemolise = (Absa/ Abst)*100

Em que: Absy = Absorbancia da amostra;
Abst absorbancia do triton.

3.4.3. Toxicidade preliminar em sementes de Lactuca sativa

Para essa analise foram colocados 5 mL da solucdo do extrato nas
concentragdes de 250 ug/mL, 500 ug/mL e 1.000 pg/mL em placas de Petri, contendo
duas folhas de papel filtro Whatman n°. 6. Sobre cada disco de papel filtro, foram
semeadas cinquenta didsporas da alface (Lactuca sativa), com quatro repetigdes para
cada solucdo, segundo Brasil (2009). O controle foi realizado com o mesmo
procedimento, utilizando somente dgua destilada. Apds, as placas foram levadas a uma
camara de germinacao (BOD), em condi¢des de luz constante (160W), temperatura de

25°C e umidade relativa (£ 80%).

3.5.1 Germinagao

Para essa andlise foram realizadas leituras diarias no periodo de sete dias, no
mesmo horario, abrindo-se as placas em fluxo laminar. O teste foi realizado em quatro
repetigdes. As sementes foram consideradas germinadas quando a protrusdo da radicula
através do tegumento tornou-se visivel (LABORIAU, 1983). As médias dos indices de

velocidade de germinacao foram submetidas ao Teste Scott-Knott (p<0,05).

3.5.2 Crescimento

Os bioensaios de crescimento foram realizados de acordo com a metodologia
descrita por Barnes et al. (1987) e Macias et al. (2000), onde apds trés dias da protrusao

radicular, o alongamento da raiz (radicula) e do hipocétilo (dez plantulas por placa)
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foram medidos utilizando papel milimetrado. Os resultados das leituras de crescimento

foram submetidos ao Teste de Scott-Knott para comparacao das médias.

3.5. ANALISES FISICO-QUIMICAS

O teor de solidos soluveis totais do fruto foi determinado por meio de leitura
direta do suco da espécie (filtrado em papel filtro) em refratometro digital, a 20 °C
(IAL, 2005). O pH foi determinado de acordo com a metodologia AOAC n° 942.15
(2000), com medidor digital de pH, calibrado com tampdes de pH 4 ¢ 7 (AOAC, 2000).
A acidez titulavel (ATT) foi quantificada com solu¢cdo de NaOH 0,1 mol/L (AOAC,
2000; método 942.15) e o resultado expresso como g de acido citrico/100 g de amostra.
A determinacao de umidade foi realizada por secagem em estufa a 105 £ 5 °C até peso
constante (AOAC, 2005; método 925.09). A determinacdo do residuo mineral fixo foi
realizada por incineragdo em mufla a 550 £ 5 °C por 5 horas (AOAC, 2005; método
923.03).

Os lipidios totais foram obtidos a partir de extragdo etérea por fluxo intermitente,
utilizando éter etilico como solvente sob refluxo, em aparelho Soxhlet (AOAC, 2005;
método 920.85). A determinagdo das proteinas foi realizada pelo método de Kjeldahl
(AOAC, 2005; método 920.87). O teor de fibra alimentar total foi determinado pelo
método enzimatico gravimétrico, separando-se fibra soltivel e insolivel, de acordo com

a metodologia n° 985.29 (AOAC, 2000).

O valor energético total foi calculado segundo a conversdo de Atwater. Os teores
de proteinas e de carboidratos foram multiplicados por 4 quilocalorias (kcal), e o teor de
lipidios foi multiplicado por 9 kcal (OSBORNE; VOOGT, 1978). O valor energético

total corresponde a soma de todos esses resultados.
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3.6. ENSAIO EXPERIMENTAL IN VIVO PARA AVALIACAO DO EFEITO DO
EXTRATO DE MANA-CUBIU EM RATOS SUBMEDITOS A DIETA
HIPERCALORICA E HIPERLIPIDICA

3.6.1 Comité de ética no uso de animais (CEUA)

O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentagio Animal do
Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR e ao Comité de Etica em Experimentagdo
Animal da Universidade Positivo, ambos aprovados, sob os numeros 978B e 501,

respectivamente (ANEXOS 3 E 4).

3.6.2 Delineamento do estudo

O ensaio experimental foi realizado em parceria com a Universidade Positivo,
local de origem e alojamento dos animais durante todo o periodo de experimento. Os
ratos da linhagem Wistar eram todos machos e foram fornecidos pelo biotério com
aproximadamente 90 dias de vida. Apos a chegada dos animais a sala de
experimentacdo, 0os mesmos permaneceram em ambientagdo durante 72h, antes do
inicio da oferta da dieta hipercaldrica (FIGURA 4).

Logo apds o recebimento, os animais foram divididos aleatoriamente nos
seguintes grupos:
1° - Controle SA: grupo controle saudavel, recebeu dieta padrdo e sem tratamento;
2° - Controle DI: grupo controle que recebeu a dieta hipercaldrica, sem tratamento;
3° - Controle ME: grupo com sindrome metabolica recebendo metformina (150mg/kg);
4° - MN150: grupo que recebeu a dieta hipercalodrica e extrato na dose de 150 mg/kg;
5°- MN300: grupo que recebeu a dieta hipercalorica e extrato na dose de 300 mg/kg.

O tempo total de oferta da dieta, antes da intervencdo de tratamento, foi de 24
semanas (seis meses) € o tempo que compreendeu o tratamento dos grupos intervencao
e controles foi de oito semanas, totalizando 32 semanas (oito meses) de experimentagao.
Todos os grupos foram pesados semanalmente para mensurar as variagdes de peso.
Também foram submetidos aos testes de impedancia bioelétrica (BIA), sob sedagdo,
para andlise da composicdo corporal em dois momentos: antes do inicio da
administracao dos extratos e apds as oito semanas de intervengdo. Os animais também

foram submetidos ao teste de tolerancia oral a glicose (TOTG) para avaliacdo da
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resposta glicémica em cinco momentos: semanas 1, 12 , 24, 28 ¢ 32. Os demais exames

laboratoriais foram feitos apenas apds a eutanasia.

FIGURA 4 — DELINEAMENTO DO ENSAIO EXPERIMENTAL IN VIVO
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3.6.3. Dieta e condigdes de alojamento

Os ratos foram mantidos durante todo o experimento em condi¢des controladas
de temperatura (~22°C), umidade (~50%) e iluminagao (ciclo claro-escuro de 12h/12h),
em ambiente com sistema de exaustdo de ar. As gaiolas foram higienizadas a cada dois

dias, sendo forradas com maravalha e abrigando apenas dois animais em cada.

O ensaio experimental in vivo em animais seguiu o protocolo de modelo
experimental de obesidade em ratos Wistar estabelecido pela Universidade Positivo,
com duragdo de 24 semanas, durante as quais os ratos receberam dieta comercial
hipercalorica e hiperlipidica (FIGURA 5) (PragSolugdes®, Brasil), contendo 5,9 kcal/g,
destas 18,2% correspondente a proteinas; 66,8%, a gorduras; e 15% de carboidratos
(TABELA 4). A 4gua ofertada para estes grupos era acrescida de frutose em uma
concentragdo de 20% (4 kcal /mL — Lowgucar®, Brasil), ad libitum. Os animais dos
grupos controle saudavel receberam apenas a racdo comercial AIN-93 (Presence®,
Brasil), composta por 3,9 kcal/g, contendo 20% de proteinas; 10% de gorduras; e 70%

de carboidratos, associada a oferta de agua filtrada, sem adi¢do de frutose.

FIGURA 5 — DIETA COMERCIAL HIPERCALORICA E HIPERLIPIDICA

e

Fonte: A Autora, 2019.
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TABELA 4 - COMPOSICAO DAS DIETAS SEGUNDO INFORMACOES DOS
FORNECEDORES

Ingredientes Dieta padraoAIN-93 Dieta obesogénica
(®Presence) (®Pragsolution)

g/Kg % g/Kg %

Umidade 130.00 13.00 150.50 15.50

Proteinas

Proteina pura 225.00 22.50 ND

Proteina isolada de soja ND 209.00 20.90

Lipideos

Oleo de soja 35.00 3.5 10.00 1.00

Banha ND 490.00 49.00

Carboidratos

Sacarose 100.00 10.00 100.00 10.00

Amido de milho 184.30 18.43 ND

Maltodextrina 63.00 6.3 ND

Fibras 110.00 11.00 ND

Mix de minerais 100.00 10.00 10.0 1.00

Mix de vitaminas 10.00 1.00 20.0 2.00

Metionina 30.2 3.02 3.0 0.300

Lisina 12.50 1.25 3.0 0.300

Total 1.000 100 1.000 100

Legenda: ND - Nao descrito pelos fornecedores.

3.6.4 Obtencao do extrato para gavagem

Os extratos etanolicos foram obtidos através da amostra liofilizada com adigao
do solvente extrator (etanol 80%), posteriormente filtrados, concentrados em rota-
evaporador, e levado a secura em chapa elétrica de aquecimento a 50°C e para total
evaporacdo do solvente. Apos o processo, para elimina¢do da 4dgua, os extratos foram
liofilizados e armazenados sob refrigeracao at¢ o momento de uso. Para administragdo a
via escolhida foi a gavagem esofagica, para possibilitar a completa ingestao da dose

estabelecida. Portanto, os extratos foram pesados semanalmente de acordo com a doses



52

ajustadas por quilo de peso corporal nas concentragcdes de 150 mg/kg e 300 mg/kg de
animal e entdo diluidos em agua destilada em temperatura ambiente, para oferta aos

animais.

3.6.5 Avalia¢ao da composi¢ao corporal

Para avaliagdo da composicao corporal foram avaliados os parametros de peso
corporal, impedancia bioelétrica (BIA), circunferéncias corporais e calculo de
estimativa do indice de Lee, antes do inicio da administragdo dos extratos e apds as oito

semanas de intervengao.

O peso corporal dos animais foi aferido em balanca digital GEHAKA® — BG
8000 com auxilio de um recipiente plastico para acondicionamento dos animais
enquanto era realizada a leitura do peso (FIGURA 6). Os animais foram pesados
individualmente, no periodo da manha e com a balanca tarada, para descontar o peso do

aparato.

Para realiza¢do da bioimpedancia, foi seguido o protocolo descrito por Hall,
Lukaski & Marchello (1989), com algumas modificagdes, os animais foram sedados
com uso de isofluorano inalatorio (2,5%) e imobilizados em decubito ventral sobre uma
estrutura rigida nao condutora para melhor posicionamento dos eletrodos. Foi utilizado
gel condutor Mercur® para posicionar os eletrodos nas quatro extremidades corporais
dos animais (membros inferiores e superiores) ligados ao aparelho (RJL Systems BIA
Analyzer, modelo Quantum X) para realizagao da leitura das medidas de Reactancia e
Resisténcia, utilizadas para calcular o percentual da massa livre de gordura, solidos

corporais totais e gordura corporal total (FIGURA 7).

A partir destes dados, foi possivel obter o percentual de gordura corporal a partir

da seguinte equagao:

% Gordura Corporal = (Gordura Corporal Total x 100) / Peso
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FIGURA 6 — PROCEDIMENTO DE MONITORAMENTO DO PESO CORPORAL
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Fonte: A Autora, 2019.

No mesmo momento em que os animais foram mantidos sedados para realizacao
da BIA, foram aferidas as medidas de circunferéncia toracica e abdominal e do
comprimento naso-anal, com o uso de uma fita métrica ineldstica. A medida da
circunferéncia toracica foi realizada na regido das costelas do animal, e a circunferéncia
abdominal em seu maior diametro. Ambas as avaliagdes foram realizadas em dois
momentos, apds o periodo de sem intervengdo (apenas recebendo a dieta) e apds o

periodo de tratamento.

O indice de Lee foi obtido através da divisdo da raiz ctbica do peso corporal em

gramas pelo comprimento naso-anal em milimetros e multiplicado por 1000. Este
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parametro ¢ considerado para avaliagdo de obesidade e correlagdo com a massa adiposa

corporal.

FIGURA 7 - TESTE DE BIOMPEDANCIA (BIA)

Fonte: A autora, 2019.

3.6.6 Teste Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG)

Para mensuracdo da glicemia (TOTG) a coleta de sangue foi realizada pela veia
da cauda, através de uma pequena perfuracao feita com uso de agulha, apds a assepsia
com alcool 70%. A gota de sangue obtida foi transferida para a fita glicémica acoplada
ao glicosimetro portatil Accu-chek Active - Roche®. Para aferi¢do os animais foram
mantidos em jejum de oito horas e a coleta foi realizada no momento zero, ao inicio do
procedimento e ap6s 120 minutos da administragdo de glicose por via oral, através de

gavagem (FIGURA 8).
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O procedimento foi realizado em diferentes momentos durante o experimento:
antes da administragdo da dieta; 12 semanas apds o inicio da dieta; 24 semanas apos o
inicio da dieta (antes do inicio do tratamento); quatro semanas pds-tratamento e oito

semanas pos-tratamento.

FIGURA 8 — AFERICAO DA GLICEMIA PARA O TESTE ORAL DE
TOLERANCIA A GLICOSE (TOTG)

Fonte: A utora, 2019.

3.6.7 Eutanasia e analises bioquimicas

Apos o final do periodo da administragao dos extratos (tratamento), os animais
foram mantidos em jejum por 8 horas e foram eutanasiados utilizando uma overdose de

isoflurano inalatdrio, seguido de exsanguinagdo por pungao cardiaca.

O sangue foi coletado, por meio de puncdo cardiaca e centrifugado durante
cinco minutos, a 3.000 rpm, para a separagdo do soro. O soro foi conservado em gelo,

para realizacdo das andlises bioquimicas que incluiram: perfil lipidico (colesterol total,
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LDL, HDL e triglicerideos), glicemia de jejum, enzimas hepaticas (AST e ALT), uréia e
creatinina. Os kits comerciais Anality Ci-Series (Abbott Park, Illinois, EUA)

correspondentes foram utilizados para realizacdo das analises.

Os orgaos dos animais (figado, rim, pancreas, coragdo, estdmago e intestino)
também foram retirados no momento da eutandsia, lavados em solu¢do salina (0,9%) e

pesados um a um (balanca analitica Bel M214-A1IH, Brasil).

3.6.8 Descarte das carcacas

ApoOs eutanasia e coleta de 6rgaos e sangue, as carcacas foram descartadas como
material de risco bioldgico em dias e horarios disponibilizados pela direcdo do biotério

da Universidade Positivo.

3.7. ANALISES ESTATISTICAS

As andlises de composicdo fisico quimica e capacidade antioxidante foram
expressos em media e desvio padrdo, analisados pelo software GraphPad Prism 6
(Graphpad Software*, Inc, San Diego, CA). As diferengas entre as médias seguiram a
analise de variancia ANOVA seguida pelo teste Tukey (p<0,01).

Para o teste de toxicidade preliminar por Artemia salina utilizou-se o teste de
Probits com regressao linear pelo software SPS5 Statistics", num intervalo de confianca
de 95% E para os resultados de atividade alelopatica foram analisados pelo teste de
Scott-Knott, pelo programa Sisvar 5.7.

Os dados do ensaio experimental foram analisados pelo Software GraphPad
Prism 6 (Graphpad Software*, Inc, San Diego, CA) utilizando o teste estatistico

ANOVA, seguido por Bonferoni, com nivel de significdncia de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 Amostragem

O dimensionamento da amostra coletada foi realizado a partir de 25 unidades
dos frutos, escolhidas aleatoriamente no momento da higienizacdo. A média de peso
das 25 unidades foi de 79,3 g + 23,14 (TABELA 5). O didmetro maximo, que
corresponde a maior medida entre as extremidades do fruto, no sentido horizontal, teve
uma média de 5,42cm, enquanto o didmetro minimo, menor medida entre as mesmas
extremidades, foi de 4,12 cm, apresentando, portanto, a média de 4,77 cm entre esses
valores. A altura, distancia entre as extremidades do fruto no sentido vertical, foi de

5,43 cm.

Em analise similar, Sereno e colaboradores (2018) avaliaram o
dimensionamento do fruto obtiveram como diametro minimo 4,95 cm e maximo de 6,04

cm, valores muito proximos aos encontrados nesse estudo.

TABELA 5 - DIMENSIONAMENTO DA AMOSTRA

Dimensionamento Média e DP*
Peso (g) 79,30 + 23,14
Diametro méx (cm) 5,42 £ 0,63
Diametro min (cm) 4,12+0,51
Meédia diametro (cm) 4,77 £0,54
Altura (cm) 5,43 £ 0,56

Legenda: *Valores obtidos a partir de 25 amostras e representados como média = desvio
padrao.

As mesmas 25 unidades de frutos, utilizadas para caracterizagao da amostra
foram analisadas segundo a intensidade de ocorréncia de defeitos. Os defeitos
apresentados pela amostra foram: manchas, amassados e sinais de apodrecimento. Os
frutos amassados podem ter sofrido choque mecanico durante o transporte ou

acondicionamento nas caixas, ja as manchas e sinais de apodrecimento, sao defeitos
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naturalmente esperados em frutos pelo processo de deterioragdo. Nao foram encontradas

deformagdes em nenhuma das 25 unidades dos frutos (TABELA 6).

TABELA 6 - INTENSIDADE DE OCORRENCIA DE DEFEITOS

Ocorréncia de defeitos Numero de frutos Percentagem*
Manchas 2 8%
Deformagoes 0 0%
Amassados 3 12%
Apodrecimento 2 8%
Total 7 28%

LEGENDA: *Valores obtidos a partir de 25 amostras e representados em niimero total e
porcentagem.

4.2 Determinag¢do do potencial antioxidante pelo método DPPHe

Para a avaliagdo dos resultados da andlise da atividade antioxidante pelo método
de reducdo do radical DPPH, ap6s o célculo da porcentagem de inibi¢do do DPPH e da
concentracdo efetiva para reducdo de 50% do radical DPPH (CE50), por meio de
regressao linear. Realizou-se a comparacdo das amostras com os padroes utilizados:
vitamina C e rutina e segundo os resultados obtidos (TABELA 7), o extrato analisado
reduziu 32,42 pg/mL (£ 12,89) do radical. Os GRAFICOS 1 ¢ 2 apresentam os pontos
das concentragdes realizadas para cada amostra e controles, com sua respectiva

porcentagem de atividade antioxidante do radical DPPH.

Em estudo sobre a capacidade antioxidante do mana-cubiu, o fruto demonstrou
ser necessaria uma pequena concentracao (19,84 g/L), para redugdo de 50% do radical
DPPH. Comparativamente, a casca foi a fracdo com maior teor de fendlicos totais,
assim como foi a parte do fruto com maior capacidade antioxidante detectada pelo
método de captura radical livre de 2,2'-azinobis (3-etilbenzothiazolina-6-sulfonica)
(ABTS). Portanto, os autores concluiram que os resultados sugerem um potencial
preventivo do fruto sobre danos oxidativos, justificando parcialmente seu uso

tradicional no controle glicémico (SERENO et al, 2020).
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TABELA 7 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE MANA-
CUBIU PELA REDUCAO DO RADICAL DPPH EXPRESSOS PELA
CONCENTRACAO EFETIVA EM 50% (CE50)

Amostra CEsy (ug/mL) + DP
Vitamina ¢ 4,92 £0,06*
Rutina 7,18+ 0,07 °

b
Mana-cubiu 32,42 £12,89

LEGENDA: Resultados expressos em média + desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferencga estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05).

GRAFICO 1 — CURVAS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA INIBICAO DO
RADICAL DPPH DOS PADROES VITAMINA C E RUTINA
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FONTE: A autora, 2019.
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GRAFICO 2 — CURVAS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA INIBICAO DO
RADICAL DPPH DO EXTRATO ETANOLICO DE MANA-CUBIU

Extrato etanodlico - Mana-cubiu
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FONTE: A autora, 2019.

Diferentes estudos associaram compostos antioxidantes a beneficios para a
satde. Acidos fendlicos simples, acidos hidroxicindmicos, flavonoides, flavan-3-6is,
isoflavonoides, antocianidinas, cumarinas, lignanas e taninos sdo exemplos de classes
de compostos com potencial contra o diabetes (FARIA, et al. 2021). Entre os principais
compostos bioativos presentes no manda-cubiu citados pela literatura estdo os
carotendides (B-caroteno e licopeno); vitamina C; clorofilas; flavonoides; e pectina
(NASCIMENTO, et al., 2022). O mana-cubiu apresenta maior teor de carotendides na
casca do fruto (13,74 pg/g), quando comprado a sua polpa (7,44 ng/g) e € relatado um
aumento dos teores de [-caroteno e licopeno conforme o avanco do estddio de

maturacao do fruto (SERENO et al., 2018).

O 4cido citrico foi encontrado como o composto antioxidante com maior
concentragdo no mana-cubiu, assim como o acido clorogénico, um éster de acidos
cafeico e quinico. E importante mencionar que dos acidos fendlicos detectados na
maioria das frutas, os acidos ferulico e cafeico, permanecem circulantes no plasma
humano em suas formas conjugadas apds metabolizados, mantendo atividade

antioxidante também in vivo (FARIA, et al. 2021).

O Lycium ¢ um dos géneros pertencentes a familia Solanaceae ¢ compreende
aproximadamente 80 espécies. Qian e colaboradores (2017) em um trabalho de revisao

fizeram o levantamento de 355 constituintes quimicos e nutrientes presentes neste
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género, entre eles: 22 glicerogalactolipideos, 29 fenilpropanoides, 10 cumarinas, 13
lignanas, 32 flavonoides, 37 amidas, 72 alcaloides, quatro antraquinonas, 32 &cidos
organicos, 39 terpenoides , 57 esterois, esteroides e seus derivados, cinco peptideos e
trés outros constituintes, além dos polissacarideos. Entre as agdes farmacologicas
relatadas na literatura, destacam-se a acdo antiglaucomaticas, imunorreguladoras,
antitumorais, antioxidantes, antienvelhecimento, neuroprotetoras e redutoras do nivel de

acucar no sangue (QIAN, et al., 2017).

4.3. Toxicidade preliminar

A toxicidade preliminar utilizando o microcrustaceos Artemia salina permite
determinar a concentragdo média letal (CL50) a partir de diferentes concentracdes (10,
100, 500 e 1000 pg/mL), como uma etapa prévia a realizacdo do experimento com
animais. Para que uma amostra seja considerada téxica segundo a metodologia, ¢
necessario que os resultados de letalidade sejam em concentragdes inferiores a
1000pg/mL de extrato. Portanto, conforme os dados apresentados na tabela 4, o extrato
testado como amostra ndo possui toxicidade, apresentando a CL50 superior a

1000pg/mL (TABELA 8).

TABELA 8 — ENSAIO DE MORTALIDADE DE Artemia salina e CLs

MORTALIDADE CONCENTRACAO oL INTERVALO DE
AMOSTRA (ug/mL) (ug/nsioL) CONFIANCA DE
95% (ng/mL)
10 100 500 1000
Extrato etandlico 1 0 2 3 >1000 -
de mana-cubiu
Metanol 0 0 0 0 >1000 -

LEGENDA: Resultados expressos em numero de obtidos de Artemias por concentracao de extratos
(ng/mL).

Segundo o ensaio da analise da atividade hemolitica (TABELA 9), o extrato
etanolico de mana-cubiu também obteve auséncia de toxicidade, uma vez que os valores
obtidos (4,10 a 6,64%) foram inferiores aos do controle (6,47 a 7,57%), sem que

houvesse diferenga estatistica entre os mesmos. A variagdo de concentragdes nao
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apresentou atividade crescente em relacao a concentragdao do extrato testada, permitindo

considerar-se que o fruto ndo apresenta toxicidade significativa (GRAFICO 4).

TABELA 9 — ATIVIDADE HEMOLITICA DO MANA-CUBIU

Amostra Atividade Hemolitica (%)
Controle Triton 100 +2,00°
Controle Metanol 7,57 +7,57°
Controle PBS 6,47 + 6,47°
100 mg/mL 6,64 + 2,09
250 mg/mL 5,72 +0,24°
500 mg/mL 3,95+1,76°
750 mg/mL 537+0,49°
1000 mg/mL 4,10+2,00°

LEGENDA: Resultados expressos em média + desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05).

GRAFICO 3 — ATIVIDADE HEMOLITICA DO MANA-CUBIU
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Em outros estudos, com diferentes métodos de avaliacdo, pesquisadores
apresentaram dados que contribuem para os achados nas analises apresentadas por
ambos os métodos citados. Hernandes e colaboradores (2014) estudaram a
citotoxicidade do mana-cubiu em células de medula 0ssea, demonstrando resultados

seguros em ratos da linhagem Wistar, ou seja, com auséncia de efeitos genotoxicos. Os



63

achados a respeito desta investigagdo sugerem o consumo seguro do mand-cubiu para
animais e humanos.

Outro estudo avaliou o potencial citotoxico de nove extratos de frutas de Manaus
(Amazonas/Brasil), entre eles o mana-cubiu. A andlise foi realizada pelo ensaio de
viabilidade celular com fibroblastos humanos. Os extratos foram testados nas
concentragdes de 100 e 200 pg/mL em DMSO e se mostraram ndo citotoxicos pela
viabilidade das células MRC 5. Este fendomeno ¢ frequentemente observado em altas
concentragdes de compostos antioxidantes, como relatado anteriormente para acido
ascorbico, tocoferois, carotenodides e alguns flavonoides, como ¢ o caso do mané-cubiu

(FARIA, et al., 2021).

Para analise do ensaio de atividade alelopatica, o comprimento do hipocétilo das
sementes de alface (Lactuca sativa) mantidas em contato com o extrato do fruto testado
foi superior (8,3 a 8,8mm), quando comparado aos controles (4,1 a 5,7mm). Da mesma
forma, todas as concentracdes do extrato auxiliaram ainda na velocidade de germinagdo
das sementes, apresentando um IVG até 6,39% superior aos controles, demonstrando

assim a possivel auséncia de fitotoxicidade sobre a espécie analisada (TABELA 10).

TABELA 10— ATIVIDADE ALELOPATICA DO MANA-CUBIU

Amostra Velocidade de Crescimento Crescimento

germinagdo — [VG (%) hipocétilo (mm) Radicula (mm)

Agua 12,58 £ 0,53" 5,78 £0,57° 14,65+ 1,25°
Metanol 14,44 +0,53° 4,66 +0,57 18,51 + 1,25°
Manéa-cubiu 100 mg/mL 19,66 + 0,53° 8,33+0,57° 16,26 + 1,25*
Manéa-cubiu 250 mg/mL 19,66 + 0,53° 8,73+0,57° 15,40 + 1,25°
Mané-cubiu 500 mg/mL 19,66 + 0,53° 9,68 £0,57° 13,63+ 1,25°
Manéa-cubiu 750 mg/mL 20,0 £0,53° 8,78 £0,57° 17,21 +1,25°
Mané-cubiu 1000 mg/mL 20,33 +0,53° 4,11 £0,57° 17,21 +1,25°

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05).

Segundo Rezende et al. (2003), os metabodlitos secundérios liberados por
determinada planta, quando geram efeitos inibitorios ao desenvolvimento de outra
espécie vegetal, ou seja, tem efeito prejudicial sobre ela, podem ser classificados como

fitotoxinas. A alelopatia ¢ definida como um mecanismo de influéncia, positiva ou
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negativa, entre plantas que crescem em uma mesma regido, devido a produgdo de
compostos quimicos com acdo direta ou indireta, que podem estimular o crescimento de

outras espécies vegetais proximas, ou inibi-lo (RICE, 1984; CHOU, 1999).

Em estudo com 55 plantas chinesas foram avaliadas a capacidade antioxidante e
efeitos alelopaticos das espécies para avaliagao da relagdo entre os dados. A capacidade
antioxidante foi definida pelos métodos ORAC e DPPH, além da quantificagdo de
fenodlicos totais. A alelopatia foi descrita como os efeitos inibitorios ou estimuladores de
amostras de plantas secas em estufa no crescimento da alface e como resultados, os
pesquisadores concluiram que a atividade alelopatica teve uma correlagdo positiva com
a capacidade antioxidante, sugerindo que a capacidade antioxidante das plantas pode ser
usada como um indicador para selecionar plantas para triagem de potenciais espécies

alelopaticas (ANIYA, et al., 2022).

4.4 Analises fisico-quimicas

Os resultados obtidos nas andlises fisico-quimicas corroboram com as
caracteristicas sensoriais apresentadas pelo mana-cubiu, com sabor &cido e adstringente,
como verificado no valor apresentado para pH, correspondente a 3,86. Assim como o
teor determinado para agucares totais, relativamente baixo, com média de 1,28g/100g,

conforme TABELA 11.

Uma avaliagdo do pH, considerando as diferentes fracdes do fruto, foram
obtidos valores de 3,33 e 5,23, para polpa e casca, respectivamente, ressaltando a
informacao caracteristica sensorial do fruto (SERENO et al., 2018). Esta caracteristica
também € observada em outros frutos da familia Solanaceae, ainda com maior
intensidade, como ¢ o caso do pimentdo doce (Capsicum annuum L.), € do comarim
(Capsicum frutescens L.) que apresentam frutas com grande quantidade de polpa e
sabor bastante picante. O mana-cubiu, por apresentar menor picancia, ¢ usado

comumente na elaboragdao de compotas doces e geleias (TEIXEIRA, et al., 2019).
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TABELA 11 - CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO MANA-CUBIU

Analise Resultado
Acidez 1,43 +£ 0,20
pH 3,86
Proteinas (g/100g) 0,57 +0,15
Lipideos (g/100g) 1,17+ 0,33
Umidade (%) 7,4+0,24
Cinzas (%) 0,08 £ 0,02
Agucares Totais (g/100g) 1,03 = 0,005

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padrio.

A avaliagdo da quantidade proteica do fruto difere em suas fracdes, a casca do
mana-cubiu apresentou 1,28g de proteinas/100g, enquanto sua polpa contém 0,83g/100g
(SERENO, et al, 2018). Quando comparado o teor proteico do fruto inteiro
(0,57g/100g) encontrado no mana-cubiu com outros frutos representantes da familia
Solanaceae, o tomate (1,1g/100g) e a berinjela (1,2g/100g) apresentam teor

relativamente maior do que o analisado (TACO, 2017).

4.5 Ensaio experimental in vivo

Os resultados obtidos para os experimentos foram seccionados em diferentes
etapas para melhor correlagdo dos dados. Para avaliagdo do impacto da dieta ofertada e
dos tratamentos sobre o perfil glicémico, foram analisados os resultados obtidos para o
teste oral de tolerancia a glicose (TOTG); glicemia de jejum; hemoglobina glicada; e
glicose média estimada.

Para avaliagdo da composi¢do corporal e o impacto da intervengdo realizada
(extratos e metformina) foram consideradas as circunferéncias abdominal e toracica;
teste de bioimpedancia; indice de Lee; e o semanal monitoramento do peso corporal dos
animais.

Os demais parametros bioquimicos foram seccionados em perfil lipidico,
considerando os niveis séricos de colesterol total; triglicerideos; HDL colesterol; VLDL
colesterol; e LDL colesterol. E pardmetros de func¢des renal e hepatica, compreendido
pela determinacao das enzimas AST e ALT; ureia; creatinina; e o calculo da relacao

ureia/creatinina (relagao U/C).
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4.5.1. Parametros relacionados ao perfil glicémico

O efeito do uso do extrato de mand-cubiu sobre os parametros bioquimicos dos
animais portadores de sindrome metabdlica foi avaliado segundo o controle glicémico.
O efeito hipoglicémico do extrato, segundo o teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)
na Ultima semana de avaliagdo, demonstrou que os valores de glicemia dos animais que
receberam o extrato na dose de 150mg/kg apresentaram valores (76mg/dL e 110mg/dL)
mais proximos aos animais pertencentes ao grupo controle saudavel (72mg/dL e
102mg/dL). Esse padrao de variagdo foi observado tanto no momento zero, quanto apos
120 minutos da ultima afericdo glicémica e, novamente, apds as oito semanas de

administracao do extrato (TABELA 12).

TABELA 12- TESTE ORAL DE TOLERENCIA A GLICOSE (TOTG)

Controle ME Controle DI Controle SA MN 150 MN 300

Jejum* 74+11,4° 77+8,5° 81+10,1° 82+6° 84+6°

120 min* 93+21,2° 85+5,7° 98+14,3° 83+4° 86+72

Jejum** 77+14° 94+8 2 71+9° 90+7° 88+17°
120 min** 122+20° 127472 107+15° 117+11°2 117+13°
Jejum*** 95+9° 91+8° 81+8° 90+11° 92+11°
120 min*** 124+33 2 114+7° 83+7° 1154262 137+10°
Jejum” 96+7° 90+£11° 86+7° 83+5° 95+10°
120 min” 150412 121+11° 100+12° 117+14°2 127+12°2
Jejum™ 83+10° 81+8° 72+£11° 76+5° 83+8°

120 min** 113+11° 114+13° 102+13° 110£17° 120+12°

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA seguido de Bonferroni
(p<0,05). *Antes da dieta; **12 semanas pds-dieta; ***Pré-tratamento; +Pds-tratamento
de 4 semanas com extratos; ++Pds-tratamento de 8 semanas com extratos. Grupo que
recebeu a dieta e tratado com metformina (Controle ME); Grupo que recebeu a dieta e
sem tratamento (Controle DI); Grupo que recebeu a dieta padrdo e sem tratamento
(Controle SA); Grupo que recebeu a dieta e extrato de mana-cubiu na dose de 150mg/kg
(MN 150); Grupo que recebeu a dieta e extrato de mana-cubiu na dose de 300mg/kg
(MN 300).

Apesar dos grandes beneficios na utilizacdo dos modelos experimentais
induzidos por dieta, estudos com ratos DIO costumam ser mais extensos ¢ demorados,

podendo promover diferentes fatores adicionais que podem limitar a interpretacdo dos
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resultados obtidos. Como ainda ndo ha uma padronizagdo nos modelos DIO, grande
parte dos experimentos faz uso de dietas que contém elevados teores de lipideos, sendo
a maioria composta de 45 e 60% das calorias do valor energético total ingerido
(DOULBERIS et al., 2020). Sendo a linhagem Wistar a mais utilizada para estudos de
obesidade induzida por dieta, ¢ comumente apresenta resultados positivos relacionados
ao aumento de peso corporal, porém, para as alteracdes na insulinemia e intolerancia a

glicose ainda s3o pouco relatados um padrao de apresentagao (FUCHS, et al., 2018).

Observando individualmente o efeito da dieta hiperlipidica sobre o ganho de
peso e alteracdes metabolicas em camundongos, o estudo realizado por Pereira e
colaboradores (2018), também nao observou diferencas estatisticamente comprovadas
nos resultados obtidos para o TOTG. Segundo os autores, apesar da auséncia da
diferenca significante, o estudo verificou uma tendéncia ao desenvolvimento de DM nos
camundongos e ressalta a importancia deste parametro na avaliagdo bioquimica do
experimento. Visto que para o diagnostico do DM, além dos sintomas clinicos de
politria, polidipsia e perda ponderal, o teste de glicemia de jejum e o TOTG sao alguns

dos parametros de diagnostico.

O efeito do extrato aquoso das folhas de Witheringia solanacea, também da
familia Solanaceae foi testado em ratos saudaveis nas doses de 250, 500 e 1000 mg/kg,
indicando a reducao significativa dos niveis de glicose no sangue apds 1 hora de TOTG,
nas duas maiores doses testadas. A dose de 500mg/kg reduziu ainda os niveis de glicose
no sangue em ratos hiperglicémicos, induzidos por aloxano em quatro e cinco horas de
tratamento, indicando um possivel efeito agudo do extrato sobre os parametros

avaliados (SAHELLI, et al. 2019).

Com objetivo de identificar o potencial terapéutico de frutas tropicais
consumidas em Manaus, no Brasil, foi realizada uma avaliacdo comparativa da
composi¢ao quimica e atividades biologicas dos frutos por Faria e seus colaboradores
(2021). Os nove frutos avaliados, incluindo o mana-cubiu, foram submetidos a anélise
de inibicdo da o -glicosidase, o mana-cubiu, o murici € o jenipapo foram ativos,
apresentando valores de IC 50 (14,5 — 38,8 pg/mL) melhores que o controle positivo
(acarbose, 62,3 pg/mL). A atividade antiglicacdo relaciona-se com a atenuacdo de

problemas de saide como DM, pela aplicacdo de antagonistas de produto final de
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glicagdo avancada (AGE), demonstrando efeito benéfico no modelo experimental

induzido por frutose.

A fim de investigar as consequéncias obesogénicas e inflamatorias da dieta de
cafeteria em comparagdo com uma rica em gorduras (contendo 45% de banha) em
modelos de roedores, Sampay e colaboradores (2011) utilizaram ratos Wistar machos
para monitoramento do peso corporal, que aumentou dramaticamente e permaneceu
significativamente elevado em ratos alimentados com a dieta de cafeteria. Assim como
nos testes de tolerdncia a glicose e a insulina, que demonstraram hiperinsulinemia,
hiperglicemia e intolerancia a glicose exageradas nos ratos alimentados com esta dieta.
Segundo os autores, essa diferenca entre os resultados obtidos ¢ justificada pelo fato de
os macrofagos se infiltram nos tecidos metabdlicos no inicio do ganho de peso e

contribuem diretamente para a inflamacao, resisténcia a insulina e obesidade.

Para os resultados obtidos no presente estudo, os pardmetros bioquimicos
relacionados ao perfil glicémico (TABELA 13) também ndo tiveram um padrdo de

apresentacao, assim como relatado na literatura.

TABELA 13 — PARAMETROS BIOQUIMICOS DE PERFIL GLICEMICO APOS AS
OITO SEMANAS DE INTERVENCAO

Controle ME  Controle DI  Controle SA MN 150 MN 300

Hemoglobina

Glicada (%) 4,25+0,26° 4,07+£0,10*  4,30+0,25° 4,05+0,08% 4,19+0,30°
Glicose média

estimada (mg/dL) 75,28+7,43%  70,15£2,73%  76,71£7,22%  69,54+2,17°% 73,48+8,74°
Glicemia de jejum

(mg/dL) 84,57+£15,99% 71,0+9,04° 87,0£9,07° 76,5+8,30%  82,0+9,64°

Legenda: Resultados expressos em média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA seguido de Bonferroni
(p<0,05). Grupo que recebeu a dieta e tratado com metformina (Controle ME); Grupo
que recebeu a dieta e sem tratamento (Controle DI); Grupo que recebeu a dieta padrao e
sem tratamento (Controle SA); Grupo que recebeu a dieta e extrato de mana-cubiu na
dose de 150mg/kg (MN 150); Grupo que recebeu a dieta e extrato de mana-cubiu na
dose de 300mg/kg (MN 300).
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4.5.2. Avaliag¢ao do peso e composi¢ao corporal

Os dados obtidos na analise de medidas corporais demonstraram menores
valores para circunferéncia abdominal nos ratos do grupo controle saudavel (SA)
(20,29cm 4+2,36) em relagcdo aos grupos tratados com metformina e com o extrato do
fruto em sua maior dose (MN300) no segundo momento de avaliagio (TABELA 14).
Para os dados obtidos na aferi¢do da circunferéncia toracica dos animais, observou-se
uma redu¢do nestas medidas entre os dois momentos de avaliagdo em todos os grupos,
com excecao ao grupo controle SA (16,43cm e 17,36cm, nos dois momentos avaliados,

respectivamente) (TABELA 15).

Os resultados referentes ao teste de bioimpedancia (BIA) revelaram que os
grupos de animais diabéticos tratados com o extrato do fruto na concentracao de
300mg/kg (MN 300) e o grupo tratado com metformina (controle ME) foram os tnicos
que obtiveram reducdo no percentual de gordura corporal, comparando os dois
momentos de avaliacdo. Mesmo o grupo tratado com a menor dose do extrato (MN 150)
teve uma pequena alteracdo deste parametro, enquanto que o0s grupos que nao
receberam nenhum tipo de tratamento (controles DI e SA) aumentaram

significativamente seus percentuais de massa adiposa (TABELA 16).

Segundo os dados obtidos pela andlise do indice de Lee houve uma discreta
elevacao dos resultados entre os dois momentos de avaliagdo para todos os grupos do

experimento (TABELA 17).

TABELA 14- CIRCUNFERENCIA ABDOMINAL

Circunferéncia Controle Controle Controle MN 150 MN 300
abdominal ME DI SA

Pre-tratamento 23754262 24,56+2,887  21,8+1,64°  22,56+3,02°  24,4+2,37°
Pos-tratamento  26,5+3467  23,13+3,4°  20,29+2,36° 23,06+2,73°  25,06+2,74°

Legenda: Resultados expressos em média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA de duas vias, seguido de
Bonferroni (p<0,05). Grupo que recebeu a dieta e tratado com metformina (Controle
ME); Grupo que recebeu a dieta e sem tratamento (Controle DI); Grupo que recebeu a
dieta padrdao e sem tratamento (Controle SA); Grupo que recebeu a dieta e extrato de
mana-cubiu na dose de 150mg/kg (MN 150); Grupo que recebeu a dieta e extrato de
mana-cubiu na dose de 300mg/kg (MN 300).
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TABELA 15- CIRCUNFERENCIA TORACICA

Circunferéncia Controle Controle Controle MN 150 MN 300
toracica ME DI SA

Pre-tratamento 18,8+1,42° 24,5+1,04° 16,43+0,93°  17,29+1,29  18,06+1,35°
Pos-tratamento 17,5¢1,83%  17,25+1,04°  17,36%1,55°  16,88%0,74° 17,441,47°

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA de duas vias, seguido de
Bonferroni (p<0,05). Grupo que recebeu a dieta e tratado com metformina (Controle
ME); Grupo que recebeu a dieta e sem tratamento (Controle DI); Grupo que recebeu a
dieta padrao e sem tratamento (Controle SA); Grupo que recebeu a dieta e extrato de
mana-cubiu na dose de 150mg/kg (MN 150); Grupo que recebeu a dieta e extrato de
mana-cubiu na dose de 300mg/kg (MN 300).

TABELA 16- BIOIMPEDANICA (BIA)

Controle Controle Controle MN 150 MN 300
ME DI SA

% Gordura
pré-tratamento  60,97+8,02°  40,44+11,6° 27,35+9,13° 4545504  49,59+8,54°
% Gordura
poOs-tratamento 42 40+18,07° 59,54+8,57°  48,39+8,03"  46,15+11,03%°  47,54+10,91%

Legenda: Resultados expressos em média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA de duas vias, seguido de
Bonferroni (p<0,05). Grupo que recebeu a dieta e tratado com metformina (Controle
ME); Grupo que recebeu a dieta e sem tratamento (Controle DI); Grupo que recebeu a
dieta padrdao e sem tratamento (Controle SA); Grupo que recebeu a dieta e extrato de
mana-cubiu na dose de 150mg/kg (MN 150); Grupo que recebeu a dieta e extrato de
mana-cubiu na dose de 300mg/kg (MN 300).



71

TABELA 17- INDICE DE LEE

Controle ME Controle DI Controle SA MN 150 MN 300

Indice de Lee

pré-tratamento 222 13+22,20° 224,22+421,53° 199,09+16,34° 208,08+23,29° 218,31£17,85°

Indice de Lee

pos-tratamento  230,04+£19,18° 231,22423,69° 212,65+17,23° 212,30£20,57° 227,21£13,75°

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA de duas vias, seguido de
Bonferroni (p<0,05). Grupo que recebeu a dieta e tratado com metformina (Controle
ME); Grupo que recebeu a dieta e sem tratamento (Controle DI); Grupo que recebeu a
dieta padrao e sem tratamento (Controle SA); Grupo que recebeu a dieta e extrato de
mana-cubiu na dose de 150mg/kg (MN 150); Grupo que recebeu a dieta e extrato de
mana-cubiu na dose de 300mg/kg (MN 300).

A bioimpedancia foi um dos parametros avaliados por Angéloco e colaboradores
(2012) em ratos tratados com dietas ricas em lipideos e sacarose com intuito de
correlacionar a andlise direta da carcaga, os pardmetros bioquimicos e antropométricos
observados. No estudo foram utilizados 24 ratos machos Wistar, alimentados com dieta
padrao, rica em lipideos ou rica em sacarose por um periodo de quatro semanas. O
grupo controle recebeu dieta padrdo AIN-93; o grupo com dieta rica em gorduras
recebeu dieta contendo 50% de lipideos, sendo 70% proveniente de gorduras saturadas;
e o grupo com dieta rica em sacarose foi alimentado com maior propor¢ao de
carboidratos simples, contendo 3,50% de amido de milho e 59,85% de sacarose. A
maior ingestdo de lipideos levou a um aumento do percentual de gordura hepatica e de
colesterol e reduziu a quantidade de 4gua corporal total no grupo com dieta rica em
gorduras, mas sem que houvessem alteragdes nas avaliagdes antropométricas ou
alteragdes nos parametros da bioimpedancia. No grupo alimentado com dieta rica em
sacarose, também nao foram observadas mudancas na antropometria e bioimpedancia.
Porém, observou-se uma associagao positiva entre a gordura da carcaga e os indices de
massa corporal, de Lee e circunferéncia abdominal. Diferentemente do observado neste

estudo.
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Como forma de determinar a composic¢do corporal e o teor de dgua corporal, a
analise de bioimpedancia ¢ amplamente utilizada em seres humanos, por ser um método
rapido, ndo invasivo e reprodutivel. Porém, poucos estudos utilizaram essa técnica em
animais de laboratério. Resultados apresentados previamente em outros estudos
demonstraram que os dados de resisténcia ndo se correlacionam com a gordura da
carcaga determinada quimicamente, sugerindo que a BIA ndo ¢ suficientemente sensivel
para medir a composi¢cdo corporal de ratos ou detectar as diferencas em grupos
recebendo diferentes dietas. Além disso, a reatdncia se correlacionou negativamente
com a gordura da carcaca e encontrou ampla varia¢do intragrupo, mostrando a
heterogeneidade desses animais e suas diferentes respostas a mesma dieta
(ANGELOCO, et al. 2012). Devido a auséncia de um marcador especifico e de
consenso, tanto para camundongos quanto para ratos, que defina a presenga ou auséncia
de obesidade, alguns estudos estabeleceram parametros proprios, como a diferenga de
15% ou 20g no peso corporal entre grupos de teste e controle; determinagdo do indice
de adiposidade; criagdo de pontos de corte; e o calculo do indice de massa corporal.
Sendo que a maioria dos estudos considera as diferencas no ganho de peso corporal
total como o principal parametro para avaliar o desfecho do desenvolvimento da

obesidade (DE MOURA E DIAS, et al., 2021).

Com o objetivo de comparar a massa corporea ¢ o indice de Lee em ratos
submetidos a dieta comercial em relacdo a dieta suplementada com sacarose, Malafaia e
colaboradores (2013) utilizaram uma amostra de 40 animais dividida em dois grupos,
com duracdo de trés meses para intervencdo. Vinte animais do grupo controle
receberam apenas dieta de racdo comercial e agua e os outros vinte animais, do grupo
experimento, receberam a mesma racdo suplementada com sacarose 300 g/L na agua,
ambos os grupos submetidos a0 monitoramento do peso corporal semanalmente. Como
resultado, verificou-se diferenca estatisticamente significativa entre o 14° até o 78° dia,
indicando que a sacarose interferiu no ganho de peso dos ratos. A média de peso foi
maior no grupo experimento em todos os periodos, tendo como referéncia o peso inicial,
entretanto, ndo houve diferenca significativa na comparagdo do indice de Lee (grupo

controle 322,3 £11,4; grupo experimental 323,9 + 12,3).

A influéncia do sabor doce da dieta também foi avaliada em ratos obesos
alimentados com uma dieta de cafeteria em trés diferentes grupos experimentais: o

primeiro, recebeu apenas a dieta de cafeteria; o segundo, recebeu a mesma dieta, com
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reducdo calorica de 30%; e o ultimo grupo, com dieta de cafeteria associada a pratica de
atividade fisica moderada em esteira. O experimento de nove semanas demonstrou
maior ganho de peso corporal e o indice de Lee em animais que receberam apenas a
dieta de cafeteria isolada, em ambos os sexos. A dicta de cafeteria com restricao
calérica diminuiu significativamente o ganho de peso e o indice de Lee especialmente
em fémeas, enquanto essa relacdo foi observada apenas para o indice de Lee nos

machos (ALVAREZ-MONELL, et al. 2022).

O actmulo de gordura corporal depende da interacdo entre diferentes vias
metabolicas, assim como entre genes e a dieta. Ratos linhagem Wistar apresentam
expressao diferencial de genes no tecido adiposo subcutdneo em comparagdo com ratos
Sprague-Dawley, resultando em maiores acumulo de gordura corporal. O consumo de
uma dieta hiperlipidica gera a maior captagdo de acidos graxos e a maior lipogénese,
aumentando o tamanho e a quantidade de células do tecido adiposo, prejudicando a
secrecdo de hormonios como a leptina, adiponectina e grelina, intimamente ligados a
obesidade. Deste modo, o modelo experimental DIO ¢ capaz de causar as alteracdes
metabolicas e morfologicas que caracterizam a obesidade humana (DE MOURA E

DIAS, et al., 2021).

Considerando que um pico de peso corporal dos animais pode ser obtido entre a
16 e a 20° semana a partir do inicio da administracio da dieta
hipercalorica/hiperlipidica, optou-se no presente estudo pelo periodo de 24 semanas
para entdo ser iniciada a fase de interven¢do, com a administragdo dos extratos e
medicamento para o grupo controle, correspondendo a oito semanas, totalizando assim,
as 32 semanas de experimentagdo. Neste estudo, a avaliagdo do peso corporal dos
animais foi avaliada durante os oito meses de duracdo, e os resultados foram crescentes
no aumento de peso para todos os grupos, porém com oscilagdes. Considerando apenas
o periodo de tratamento, ou seja, os dois ultimos meses de experimento, o Uinico grupo
que apresentou perda de peso apds os 60 dias de ingestao do extrato de mana-cubiu, foi
o grupo MN300 (passando de 592,3g+70,7 para 583g +70,8). Os demais grupos
experimentais, assim como os grupos controles, apresentaram ganho de peso entre o 30°

e 60° dias de tratamento (TABELA 18).
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E possivel observar também que os animais do grupo controle tratados com
metformina (controle ME) obtiveram crescente ganho de peso nos meses que
antecederam a administragdo do farmaco, enquanto que o grupo controle que recebeu a
dieta hipercaldrica/hiperlipidica e sem tratamento (controle DI) manteve este ganho
ponderal em todos os procedimentos de pesagem até o ultimo més do experimento. Em
relacdo aos grupos que receberam o extrato do fruto, o grupo MNI150 apresentou
reducdo de peso no primeiro més de tratamento, seguido de uma reducgdo de, em média,
54 gramas por animal. Enquanto que o grupo MN 300 sofreu reducdo de peso, s6 apos o

segundo més de tratamento, com uma reducdo de, em média, 9 gramas por animal.

TABELA 18- MONITORAMENTO DO PESO CORPORAL

Controle ME  Controle DI Controle SA MN 150 MN 300
1° més 321,24+41,3* 335,9+20,9° 313,4+34,9* 315,7+41,2° 318,1£37,4°
2° més 355,4+48,5° 388,224 353,4+32,9* 357,94£57,3 363+£28,6°
3° més 408,2+61,6° 449,6+40,2 * 378,8449* 386,9+56,2° 402,7+44,3*
4° més 477,5+69,2° 524,3+44,5* 420,9+61,6° 438,8+71,6° 473,9+54,1°
5° més 528,4+83,9" 590,3+£57,1° 445,9+64,4° 476,7+£89,6° 519,8+71,8°
6° més 553,9+£97,6 624,3+61,9° 548,1+68,3 508,4+99,5 561+81,3
7° més* 458,4+88.5° 689,7+81,9° 517,2+74,4*% 435,9+559° 592.,3+70,7°
8° més* 470,2+91,3° 691,5+£84,3 526,8+76,1° 490,6+55,9° 583+70,8°

Legenda: Resultados expressos em média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA de duas vias, seguido de
Bonferroni (p<0,05). *Periodo de administragdo dos extratos. Grupo que recebeu a dieta
e tratado com metformina (Controle ME); Grupo que recebeu a dieta e sem tratamento
(Controle DI); Grupo que recebeu a dieta padrao e sem tratamento (Controle SA);
Grupo que recebeu a dieta e extrato de mana-cubiu na dose de 150mg/kg (MN 150);
Grupo que recebeu a dieta e extrato de mana-cubiu na dose de 300mg/kg (MN 300).

Para o grupo controle tratado com metformina (controle ME), a reducao de peso
corporal observada no primeiro més apos inicio do tratamento (7° més), pode ser
resultante da a¢ao do préprio medicamento. A metformina foi desenvolvida na década
de 50 como um farmaco hipoglicemiante oral utilizado no tratamento de diabetes do
tipo 2, ou seja, ndo dependente de insulina. Além do efeito direto no controle

glicémico, esse farmaco ¢ capaz de inibir a ingestdo de alimentos em pacientes obesos,
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tanto naqueles portadores de diabetes, do tipo 1 e 2, quanto nos nao diabéticos. Esta
acao poderia ser explicada pelos reacdes adversas do seu uso, como nauseas, vomitos,
diarreia, dor abdominal e alteragdes do paladar ou, ainda, como resposta ao aumento do
peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1). Como terceira hipotese, a metformina
parece atuar no sistema nervoso central (SNC) inibindo a expressdo do neuropeptideo Y

(NPY) e da proteina relacionada a agouti (AgRP) no hipotdlamo, substancias

conhecidamente reguladoras do apetite (WEN-SHAN, et al., 2012).

Lobato e colaboradores (2012) também utilizaram metformina (300mg/kg por 15
dias) como tratamento em modelos experimentais, para os autores o medicamento
melhorou alteragdes em ratos Wistar machos que receberam injecdes subcutaneas de
glutamato monossédico (4,0g/kg de peso corporal) para inducdo da obesidade,
reduzindo a resposta induzida por norepinefrina, que se mostrou aumentada no leito
arteriolar mesentérico dos ratos obesos. Entre os resultados decorrentes do uso do
medicamento estdo o menor indice de Lee, menor acimulo de gordura, controle da
dislipidemia, da resisténcia a insulina e da hiperinsulinemia. O peso da massa magra dos
ratos tratados com metformina ndo foi diferente dos ratos controle, mas os niveis de
colesterol, triglicerideos e colesterol LDL foram restaurados aos niveis de controle apds

o tratamento com o farmaco.

Estudos demonstram que a elevada ingestao de gorduras e de sacarose, por si s0,
também pode resultar em uma menor ingestdo alimentar em grupos experimentais,
mesmo que o consumo de energia se mantenha equivalente aos grupos controle. Essa
mudanca na ingestdo de alimentos pode ser resultante do mecanismo de regulacao da
ingestao alimentar em ratos em resposta a maior a maior densidade energética da dieta.
A ingestdo de gordura resulta no aumento da gordura hepatica e do colesterol sérico,
além da reducdo da agua corporal total, demonstrando que dietas ricas em gordura
alteram o perfil lipidico dos animais. No entanto, essas mudangas bioquimicas nem
sempre refletem em variaveis antropométricas, podendo depender da duragdao da
intervengdo do estudo ou da variagdo dietética com diferentes propor¢des de gordura a
titulo de comparagio (ANGELOCO, et al. 2012). Em modelos animais DIO, uma
diminui¢do no comportamento motivacional em relagdo ao paladar doce e a reducao do
respectivo consumo foram relatados para ratos machos. Assim como o aumento da

preferéncia por baixas concentracdes de sacarose e a perda de peso induzida por dieta

(ALVAREZ-MONELL, et al. 2022).
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A idade e o sexo dos animais sdo fatores que podem interferir no
desenvolvimento da obesidade, em modelos DIO a doenga se desenvolve melhor em
animais mais jovens, por isso a importdncia de iniciar a oferta da dieta ainda nos
primeiros dias de vida. O ganho de peso também parece ser mais rapido em animais
mais jovens. Em roedores considerados idosos, ocorre menos inflamacdo, causando
menos alteragdes glicémicas e hepaticas (DE MOURA E DIAS, et al., 2021). Como a
espécie atinge a idade adulta proximo aos dois meses de vida e o tempo de oferta da
dieta utilizado neste estudo foi de seis meses, apds o periodo de tratamento os animais
jé se encontravam em idade mais avangada, totalizando 11 meses, o que pode justificar
o comportamento mais lento no ganho de peso corporal, inclusive dos animais do grupo

SA, para o qual ndo houve intervencao.

SKALICK; NARATH E VIIDIK (2001) investigaram a influéncia das condi¢des
de alojamento na composi¢cdo corporal de ratos idosos. Os ratos Sprague-Dawley
machos foram divididos em 2 grupos de 32 animais cada, um grupo com 4 animais em
cada caixa e outro com apenas um animal alojado. Ambos os grupos foram mantidos
com oferta de alimentagdo ad [ibitum dos cinco aos 23 meses de idade, com
monitoramento mensal do peso corporal e trimestral para composi¢do corporal por
analise de bioimpedancia. Como resultado, o peso corporal aumentou em ambos 0s
grupos ao longo do tempo, entretanto, a partir dos seis meses de idade, o grupo com
mais animais por alojamento obteve ganho de peso mais significativo. Tanto a massa
livre de gordura quanto a gordura corporal total aumentaram em ambos os grupos,
principalmente apds os oito meses de idade. A quantidade de gordura, expressa em
porcentagem do peso corporal, aumentou com a idade, mas se estabilizou apos os 14
meses de idade. A diferenca entre os grupos foi significativa para as idades de 11 a 20
meses, concluindo que os animais perdem tecido magro e ganham gordura a medida que

envelhecem.

4.5.3. Peso dos 6rgios

Com relacdo ao peso dos o6rgdos coletados apos a eutanasia (FIGURA 9), os
resultados demonstram semelhangas principalmente em relagdo ao peso do figado dos

animais tratados com o fruto (MN150 e MN300) 11,30g + 2,35 ¢ 12,50g + 3,32,



77

respectivamente € o grupo controle SA 14,42g + 2,06 (p<0,01), os quais diferiram
estatisticamente dos demais grupos que receberam a dieta hiperlipidica, tanto sem
tratamento (controle DI) 17,70g + 4,52, quanto o grupo tratado com metformina
(controle ME) 15,90g + 2,46 (TABELA 19), destacando positivamente os possiveis
efeitos protetores do consumo do fruto. De maneira oposta, os resultados para os grupos
controle DI ¢ ME podem ser justificados pelo efeito do consumo habitual do padrao de
dieta ocidental, composta por alimentos ricos em gorduras saturadas e agucares, em
promover o aumento da deposicdo de lipidios em tecido hepético e muscular. O
acimulo de gordura hepatica, por sua vez, prejudica a depuracdo de insulina e pode
resultar em resisténcia a insulina, tanto hepatica, como do tecido adiposo, favorecendo,
inclusive, o quadro de DM2. Estes resultados sugerem a existéncia de maultiplas
manifestagdes e mecanismos fisiopatologicos do quadro de obesidade (ALWAHSH et

al., 2017). E um potencial protetor do extrato com relagdo a estes fatores.

O peso médio do figado observado no estudo de Santana et al. (2017) foi de 11,3
gramas (£ 0,4) e 12,8 gramas (= 0,4) para os grupos controle e intervencao,
respectivamente. Os autores investigaram os efeitos terapéuticos do 6leo de cartamo em
modelo experimental de sindrome metabolica em ratos Wistar alimentados com dieta
altamente palatavel pelo periodo de 10 semanas. Na fase pré-tratamento, os animais que
receberam a dieta palatdvel mostraram ganho de peso, adiposidade visceral, glicemia e
triglicerideos séricos significativamente mais elevados do que aqueles do grupo

controle, com foco nos resultados para o peso do figado.

O estudo de Gaiva e colaboradores (2003), que avaliou ratos Wistar machos,
recém-desmamados, alimentados ad [libitum por oito semanas com diferentes dietas
(ragdo comercial; racdo comercial com 15% de 6leo de soja; ragdo comercial com 15%
de 6leo de peixe; e ragdo comercial com 15% de soja e 6leo de peixe) obteve como
resultado o ganho de peso corporal maior em ratos que receberam a ragao com o6leo de
peixe e com a combinagdao 6leo de soja mais 6leo de peixe, assim como o peso do
figado, o contetido lipidico e a taxa de lipogénese aumentaram nos animais destes

mesmos grupos.



FIGURA 9 — ORGAOS COLETADOS APOS EUTANASIA
- ‘ w .

Fonte: A Autora, 2019.
Legenda: A- Rins; B- Figado; C-Pancreas; D- Coragdo; E- Estomago; F1- Tecido adiposo
abdominal; F2- Tecido adiposo epididmal
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TABELA 19- PESO DOS ORGAOS (g)
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Controle Controle Controle MN 150 MN 300

ME DI SA
Figado 17,70+4,52%  15,90+2,46" 14,42+2,06° 11,30+2,35°  12,50+3,32°
Rim direito 1,5040,16*  1,45+0,19°  1,62+022°  1,50+025°  1,40+0,24°
Rim esquerdo  1,54+0,21° 1,44+0,12° 1,59+0,15% 1,50+0,20* 1,50+0,34°
Péncreas 0,94+027%  1,09+037%  0,95+034°  0,83+0,52°  0,90+0,53°
Estémago 2,4040,32%  2,14+020°  2,44+0,15°  1,90+0,16°  2,10+0,33°
Coragio 1,73£0,25*  1,51+0,19*  1,64+020*  1,50+0,18*  1,50+0,17°

Legenda: Resultados expressos em média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA seguido de Bonferroni
(p<0,05). Grupo que recebeu a dieta e tratado com metformina (Controle ME); Grupo
que recebeu a dieta e sem tratamento (Controle DI); Grupo que recebeu a dieta padrao e
sem tratamento (Controle SA); Grupo que recebeu a dieta e extrato de mana-cubiu na
dose de 150mg/kg (MN 150); Grupo que recebeu a dieta e extrato de mana-cubiu na
dose de 300mg/kg (MN 300).

Outro 6rgdo que parece ser afetado pela SM ¢ o pancreas, tecido com maior peso
médio obtido para o grupo controle DI (1,09g + 0,37) neste estudo. A comparagdo entre
animais com SM e saudaveis, também foi realizada por Auberval e colaboradores
(2014), em que os animais foram divididos em grupos que recebiam dieta hiperlipidica
(21% de lipideos) e racdo comercial (3% de lipideos), respectivamente. Apos dois
meses de experimento, a dieta hiperlipidica induziu o aumento do peso corporal,
insulina e triglicerideos séricos. Também houve aumento na deposicao de gorduras e
glicogénio no figado. E hiperplasia no pancreas dos animais com dieta rica em gorduras,
decorrente do aumento do volume das ilhotas pancreaticas em resposta a
hiperinsulinemia, com achados que incluiram células aumentadas, orificios € um
aumento na area de superficie das ilhotas. O estresse oxidativo tecidual também foi
elevado no figado, pancreas e vasos sanguineos, sem que houvesse alteragao do estresse

oxidativo plasmatico.

A resisténcia a insulina (RI) ¢ definida como a incapacidade da insulina em
manter a homeostase da glicose e ¢ considerada um fator causal nao apenas para a SM,
mas também para doenga hepatica gordurosa ndo alcoolica, sindrome dos ovarios

policisticos (SOP), obesidade, DM2 e doencas cardiovasculares, como a aterosclerose.
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Uma justificativa para o efeito direto entre a RI e estas doencas ¢ hiperresponsividade
das células beta-pancreaticas as condi¢cdes metabdlicas desfavoraveis, como estilo de
vida ocidentalizado. A falha das células beta no DM2 e na obesidade ¢ uma
consequéncia da incapacidade em sustentar secrecdo de insulina elevada. Sendo assim,
ao contrario de o papel das células beta em compensar a R, ela se torna o principal
causador da hipersecrecao de insulina. Essa mudanga de panorama influencia inclusive
novas abordagens de tratamento do DM2 e da SM, em que o foco passa a ser a
prevenc¢do da acdo hipersecretora das células beta e ndo mais o controle glicémico por si
s0, como abordado tradicionalmente (NOLAN e PRENTKI, 2019; JI HYE HUH, et al.,
2017).

As células beta das ilhotas pancreaticas sdo definidas por sua capacidade de
produzir, armazenar e secretar insulina em resposta a nutrientes como glicose, lipidios e
um subconjunto de aminoacidos. Sdo células extremamente sensiveis ao ambiente de
nutrientes e¢ pode responder a pequenas mudancas nas concentracdes de glicemia,
desencadeando mudancas significativas na secre¢dao de insulina em apenas alguns
minutos através do complexo processo de acoplamento estimulo-secrecdo. Devido a
adaptagdo destas células serem ajustadas pelas oscilagdes agudas nas concentragdes
glicose e acidos graxos livres, de maneira cronica, como ocorre na SM, a resposta das
células beta aos estados fisioldgicos e fisiopatoldgicos de excesso destes nutrientes
podem variar, gerando as respostas adaptativas tanto na quantidade, como na fun¢do das
células. Entretanto, em alguns individuos, este processo tem inicio com a resposta
periférica da insulina, gerando a RI e posteriormente a resposta compensatoria das
células beta. Independentemente de o inicio do processo ser resultante do excesso de
nutrientes, resisténcia a insulina ou ambos, o processo de transi¢do entre a resposta
adaptativa de células beta para uma resposta patologica ¢ determinante para a

progressao do diabetes (HUDISH, REUSCH e SUSSEL, 2019).

4.5.4. Parametros bioquimicos relacionados ao perfil lipidico e fungdes renal e hepatica

Nos exames bioquimicos realizados apds a finalizagdo do experimento,
observaram-se valores inferiores de LDL colesterol nos animais pertencentes aos grupos

MN150 e MN300 em comparacao aos demais grupos avaliados (TABELA 20).
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Estes achados corroboram com os dados encontrados por Maia e colaboradores
(2015) no estudo sobre o efeito hipolipemiante do mana-cubiu. Segundo os autores, 0s
tratamentos com farinha de mana-cubiu reduziram as concentragdes de colesterol total

(-21,6%), LDL colesterol (-56,8%), colesterol hepatico (-32,1%) e aumentaram a

excregao de colesterol fecal (+116%)

TABELA 20- PARAMETROS BIOQUIMICOS DE PERFIL LIPIDICO

Controle ME

Controle DI

Controle SA

MN 150

MN 300

Colesterol Total

(mg/dL) 53,14+£10,85* 63,67+£30,53*  49,71£17,09* 40,13+13,84* 33,88+15,04°
Triglicerideos

(mg/dL) 61,67+6,86"  121,40440,51* 62,43+18,49"° 91,71+50,09° 53,14+22,74°
HDL Colesterol

(mg/dL) 20,86+4,74%  22,5044,93%  18,046,32%  16,0£5,53%  14,63+5,78°
VLDL Colesterol

(mg/dL) 11,2942,69*  24,20+,23° 12,4343,60*  22,13+13,93% 12,5+6,55°

LDL Colesterol

(mg/dL) 21,0£7,77*  26,5424,75"  19,29+8,98°  9,25+7.72%  8,0+6,66"

Legenda: Resultados expressos em média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA seguido de Bonferroni
(p<0,05). Grupo que recebeu a dieta e tratado com metformina (Controle ME); Grupo
que recebeu a dieta e sem tratamento (Controle DI); Grupo que recebeu a dieta padrao e
sem tratamento (Controle SA); Grupo que recebeu a dieta e extrato de mana-cubiu na
dose de 150mg/kg (MN 150); Grupo que recebeu a dieta e extrato de mana-cubiu na
dose de 300mg/kg (MN 300).

O aumento do LDL colesterol ¢ um conhecido risco em portadores da SM, assim
como a obesidade, a resisténcia insulinica, a hipertensao arterial sistémica (HAS) e a
dislipidemia (SZABO et al.,, 2008). Desta forma, entende-se que esta alteracdo
bioquimica ¢ resultante do processo de inducdo da doenca nos modelos experimentais
deste estudo. A concentracao sérica de colesterol ¢ um indicador da deposicao de acidos
graxos no tecido adiposo e no figado, por isso, quando apresentado em valores elevados
no sangue, demonstra maior deposicao hepatica e adiposa. Assim como os triglicerideos
sérios, os quais sdo o principal componente do tecido adiposo e, por essa razao, podem

indicar alteragdes metabolicas (DE MOURA e DIAS, et al., 2021).
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Neste ultimo caso, os resultados observados pelos grupos experimentais
correspondentes aos niveis séricos de triglicerideos demonstraram diferengas
significativas entre o grupo controle DI (121,40 mg/dL + 40,51) em relacdo aos demais,
com excecdo do grupo MN 150. Indicando o impacto da doenca na promogdo da
hipertrigliceridemia e a potencial protecdo a partir dos tratamentos com metformina e o
extrato do fruto na dose de 300mg/kg. (53,14mg/dL) (p<0,01), os quais ndo diferiram ao

grupo controle saudavel (SA).

Um estudo com o objetivo de caracterizar e comparar diferencas nas respostas
metabodlicas induzidas por dietas, em modelos animais de obesidade, avaliou
associacoes entre medidas de composi¢ao corporal e o metabolismo. As dietas utilizadas
eram com baixo teor de gordura; médio teor de gordura associado ao alto teor de agucar;
e alto teor de gordura, e foram comparadas através de modelagem estatistica
multivariada. Para o experimento, ratos Wistar machos jovens foram aleatoriamente
distribuidos entre os trés grupos com 24 animais cada, por um periodo de 17 semanas.
Os resultados demonstraram que o aumento da adiposidade visceral e a
hipertrigliceridemia foram as Uinicas consequéncias metabodlicas comuns nos grupos que
receberam as dietas com médio teor de gorduras e alto em actcar e dieta com alto teor
de gorduras. Entretanto, nenhum destes dois grupos apresentou alteragdes de glicemia
de jejum, justificada pela auséncia de outras variaveis que também permaneceram
inalteradas como ingestdo caldrica e peso corporal final. As alteragdes relacionadas a
insulina e ao tecido adiposo foram mais significativas no grupo que recebeu a dieta com
médio teor de gorduras e alto em agucar, assim como as concentragdes séricas de leptina
e adiponectina, sugerindo que o elevado teor de agucar teria mais influencia nestes
parametros do que o teor alto em gorduras. J& as alteracdes de funcdo hepatica e do
metabolismo de colesterol foram predominantes no grupo alimentado com dieta de alto
teor de gorduras. Sendo a ingestdo caldrica similar entre os trés grupos avaliados,
resultando em uma discreta variagdo de peso corporal final (KOTZE-HORSTMANN, et
al., 2022).

A prevaléncia de doenca hepatica gordurosa nao alcodlica que acomete adultos
obesos ¢ cerca de 80%. Acometendo também mais da metade de individuos portadores
de DM2 ou com hiperlipidemia. Naturalmente, tanto a quantidade de energia ingerida,
quanto a qualidade da dieta, associados aos habitos de vida de sedentarismo, sao os

fatores que mais impactam no aumento de peso corporal, no acimulo de gordura
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hepdtica e na hiperglicemia. A ingestdo de frutose, em longo prazo, promove o aumento
do actimulo de gordura nos tecidos adiposo e hepatico, dados que estdo associados ao

maior risco de DM (ALWAHSH, et al., 2017).

O papel do figado e do pancreas no desenvolvimento da hiperinsulinemia em
diferentes modelos experimentais de obesidade foi estudado por Alwahsh e
colaboradores (2017). Ratos sedentarios foram alimentados com uma dieta com baixo
teor de gordura, contendo 13% kcal de gordura; dieta rica em gordura, contendo 35% da
composicdo da dieta; e dieta rica em gordura, contendo 22% de gordura, com
associacdo de etanol e frutose (30%). Os animais foram eutanasiados em periodos de
uma, quatro e oito semanas ap6s indugdo da obesidade. E ap6s o maior periodo (oito
semanas) o peso corporal dos animais com dieta de baixo teor de gorduras aumentou
trés vezes, enquanto o grupo com dieta de alto teor de gorduras teve um aumento de
peso de 2,8 e 2,4 vezes para dietas rica em gordura e acrescida de etanol e frutose. Neste
ultimo grupo, entretanto, os animais apresentaram maior peso de figado e com menor
consumo alimentar no periodo entre quatro e oito semanas. Os niveis séricos de
triglicerideos aumentaram em todos os grupos experimentais, com maior destaque para
o grupo com dieta rica em gordura e acrescida de etanol e frutose, apds as oito semanas,
assim como a glicemia e os niveis de leptina. Por fim, a avaliacdo da expressao génica
de insulina pancredtica demonstrou resultados superiores para os grupos de ambas as
dietas com alto teor de gorduras, em comparacdo com a dieta pobre em gorduras,

sugerindo a maior predisposi¢do ao DM e/ou SM.

O elevado consumo de frutose gera acumulo de triglicerideos e colesterol no
figado, em resposta aos efeitos estimulantes da lipogénese, reduzindo a sensibilidade a
insulina. Dietas de inducdo de SM contendo 60% de frutose do total de calorias ¢ capaz
de causar hipertensdo e aumentar a glicemia de jejum, assim como o ganho de peso e
dislipidemia, tornando-se um importante fator no desenvolvimento de doenga hepatica
gordurosa. As dietas hiperlipidicas, que contem entre 30 e 70% de gorduras em sua
composi¢ao, também promovem aumento do peso corporal, hiperglicemia, resisténcia a
insulina e dislipidemia, aumentando os acidos graxos livres no sangue. No metabolismo
lipidico, os triglicerideos sdo hidrolisados em glicerol e trés acidos graxos, que se
difundem livremente na corrente sanguinea, tornando-se os principais substratos para a
producao hepatica de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL). Sendo assim, uma

dieta que combina a administragdo de altos teores de frutose e gorduras se torna um
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modelo que mais se assemelha a tendéncia atual de héabitos alimentares, contendo altas
concentragdes de gorduras saturadas e carboidratos refinados, fator essencial no
desencadeamento da SM, obesidade e DM2 (GUNAWAN; AULIA e SOETIKNO,
2021).

A medida que a quantidade de gordura hepatica armazenada aumenta, este 6rgio
¢ exposto ao maior dano oxidativo, gerando lise em suas células, e consequentemente,
elevando as concentragdes séricas das enzimas AST e ALT. Deste modo, o aumento nas
concentragdes de ambas as aminotransferases pode estar associado ao aumento do peso
do figado e a esteatose hepdatica. A dieta rica em gordura (71% do valor caldrico
ingerido) predispoe o desenvolvimento de padrdes semelhantes a esteatose e niveis de
triglicerideos hepaticos elevados em ratos das linhagens Wistar e Sprague-Dawley,

sendo os machos mais suscetiveis que as fémeas (DE MOURA e DIAS, et al., 2021).

De modo a confirmar estes dados, os resultados obtidos no presente estudo
referentes as enzimas hepaticas, alanina aminotransferase (AST) e aspartato
aminotransferase (ALT) foram superiores para o grupo com a SM sem tratamento e
melhores para os grupos MN150 em comparagdo aos demais grupos. O grupo MN150 ¢
0 que mais se aproxima aos parametros encontrados para o controle saudavel (99,5 U/L)

(P<0,01), com diferenca estatistica significativa (TABELA 21).

TABELA 21- PARAMETROS BIOQUIMICOS DE FUNCOES RENAL E

HEPATICA
Controle ME Controle DI Controle SA MN 150 MN 300
AST (U/L) 79,14+18,99° 138,00+54,12°  99,50+25,49° 75,00+34,49° 133,0463,19°
ALT (U/L) 37,43+7,18"  57,40+28,40°  54,67+17,43% 31,0£18,20"  65,38+51,05°
Ureia (mg/dL) 2429+624%  39,33+15,11°  24,14+7,82%  20,88+10,37° 18,25+4,74"
Creatinina (mg/dL)  0,44+0,09° 0,43+0,13* 0,47+£0,17% 0,30+0,09* 0,34+0,09°
Relagio U/C 55,29+7.32%  89,0+18,47°  52,047,35"  61,8649,94"  54,13+6,71°

Legenda: Resultados expressos em média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA seguido de Bonferroni
(p<0,05). Grupo que recebeu a dieta e tratado com metformina (Controle ME); Grupo
que recebeu a dieta e sem tratamento (Controle DI); Grupo que recebeu a dieta padrao e
sem tratamento (Controle SA); Grupo que recebeu a dieta e extrato de mana-cubiu na
dose de 150mg/kg (MN 150); Grupo que recebeu a dieta e extrato de mana-cubiu na
dose de 300mg/kg (MN 300).
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A SM ¢ um conhecido fator de risco para o desenvolvimento de doenca renal
cronica e outras alteragdes como doenca microvascular, caracterizada por
microalbuminuria, redu¢do da taxa de filtracdo glomerular, atrofia tubular, fibrose
intersticial e glomeruloesclerose. Tais alteragdes podem ser resultantes tanto da RI,
quanto de hipertensdo arterial, dislipidemias, ativagdo de processos inflamatdrios,
fibroticos, disbiose e geragdo de estresse oxidativo, os quais causam desequilibrio nos
principais fatores vasoativos e, portanto, disfuncdo endotelial, deteriorando a fungao
renal (TRUJILLO, et al., 2018). Por este motivo, marcadores de avaliagdo da fungao
renal se mostram fundamentais para o monitoramento do avanco e progressio da
doenca. Os valores obtidos no presente estudo para ureia nos animais pertencentes ao
grupo controle DI foram os mais elevados entre todos os grupos experimentais (39,33
mg/dL + 15,11), enquanto que os grupos que receberam o extrato do mana-cubiu com
tratamento, em ambas as dosagens, foram os que obtiveram menores médias (grupo MN

150: 20,88 mg/dL &+ 10,37; grupo MN 300: 18,25 mg/dL + 4,74).

O consumo excessivo de gordura e acucar esta associado a varias doencgas
cronicas. No entanto, a variagdo do teor destes componentes da dieta afeta o desfecho
dos estudos realizados. Uma dieta rica em gordura (31,99% de carboidratos, 40,7% de
gordura, 11,8% de proteina) e frutose (30%) foi avaliada quanto as alteracdes
patologicas em oOrgdos (figado, rins, pancreas, musculos e bago) de modelos
experimentais. Ratos Wistar machos com idades entre 8 e 12 semanas receberem a dieta
por oito semanas. Mesmo contendo 4cidos graxos insaturados, acido linoleico (14,57%)
e acido palmitoleico (8,28%), e acidos graxos saturados, como acido estearico (13,62%)
e acido miristico (10,09%), a dieta ndo promoveu a obesidade dos ratos. Porém, as
analises histologicas do figado demonstraram importante grau de esteatose hepatica
(78,33%), associado ao aumento nos niveis sé€ricos de fosfatase alcalina, triglicerideos,
colesterol total e acido urico. Os resultados histopatoldgicos confirmaram lesdes
moderadas (45%) nos rins, vacuolizagdo discreta do pancreas e aumento discreto de
células inflamatérias no baco e musculo. Deste modo, os autores concluiram que
embora a dieta rica em gorduras e frutose ndo tenha promovido a obesidade apds oito
semanas de administracdo, resultaram em alteracdes hepaticas e renais significativas,
dislipidemia e hiperuricemia como consequéncia metabolica do excesso de acidos

graxos e frutose (YUSTISIA, et al., 2022).
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5. CONCLUSAO

A caracterizagdo fisico-quimica do mana-cubiu demonstrou que o fruto possui
baixa concentragdo de agucares totais € pH acido, atributos caracteristicos ao seu sabor
adstringente. O fruto apresentou significativa atividade antioxidante e os ensaios de
toxicidade preliminar indicaram auséncia de toxicidade pelos métodos Artemia salina,
hemolise e fitotoxicidade em sementes de Lactuca sativa, sugerindo o consumo seguro

para animais e seres humanos.

Nos modelos experimentais submetidos a dieta hipercalérica e hiperlipidica, o
fruto demonstrou ter papel importante na prote¢do das funcdes renais e hepaticas,
mesmo com a continuidade da oferta da dieta nos grupos que receberam os tratamentos
com a gavagem dos extratos. Além disso, os valores relacionados aos perfil lipidico dos
grupos que receberam os extratos (MN 150 E MN 300mg/kg) nas duas doses (9,25 e 8,0
mg/dL, respectivamente) foram inferiores aos controles (ME 21,0; DI 26,5; SA 19,29
mg/dL).

A avaliacdo do possivel efeito do fruto relacionado ao controle de peso e
obesidade ainda é inconclusiva com as analises realizadas neste estudo, um dos fatores
limitantes para a utilizacdo do modelo experimental de obesidade e sindrome
metabolica induzida por dieta ¢ a auséncia de padronizacdo nos protocolos para
desenvolvimento das doengas. De modo geral, os marcadores mais utilizados para
avaliar a presenca destas alteracdes incluem o monitoramento do peso e composi¢ao
corporal, além de exames bioquimicos de perfil lipidico e glicemia, de modo

complementar. Sendo assim, se fazem necessarios novos experimentos para

esclarecimento desta e de outras possiveis acdes do extrato.
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Esta autorizacho esta vinculada as informagdes, declaragdes e lermos de compromisso firmados pelo coordenador do
projelo @ pelo representante legal, conslanles do Processo n® 010004/2015-7. Alividades de acesso aos conhecimenlos
tradicionais associados, de acesso ¢ de remessa de componente do palrimbnio genético com finalidade comercial,
aphcagdo industrial, bioprospecgdo ou desenvolvimento tecnolégico ndo estio autorizadas.

Caso seja identificado uso econdmico de produto ou processo, passivel ou nao de protecdo intelectual, onginado das
amostras de componente do patrimdnio genético acessado no &mbito desta autorizagdo, a instituigdo beneficiada se
compromete a adotar as providéncias cabiveis, nos termos da legislagéo vigente, junto ao CGEN/MMA.

Se ocorrer coleta de espécie nio autorizada ou néo identificada, devera ser cbservado o que consta no Decreto n' 6.514,
de 22/07/2008, no que refere & Mora e fauna, e em particular sobre espécies ameagadas de extinglio ou de endemismo
estrito.

A remessa de amosira de componenle do palrimdnio genético devera ser precedida da assinatura do Termo de
Transleréncia de Material (TTM) ou do Termo de Responsabiidade para Transporte de Amostra de Componente do
Patriménio Genético (TRTM). A remessa para instituicbes nacionais esta isenta de autorizagdo prévia. Contudo. a
remessa para instituigbes sediadas no exterior depende de autorizagdo prévia do CNPg, nos termos das resolugbes do
CGEN 152004 e 20/2006. Os modelos dos termos, assim como as citadas resolugbes, estdo disponiveis em
hitp://www.cnpq.briweb/guest/remessa-e-transporte e devem ser enviados a0 CNPq em meio eletrbnico para o enderego
apg@cnpq.br, preferencialmente em formato .pdl. Ainda, para a remessa de componente do patrimdnio genético para
instiluigiio sediada no exterior, deverd ser solicitada ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis - IBAMA, por meio de lormulanio especifico e mediante a apresentagio de TTM ou TRTM, licenca de
exportagio complementar a autorizagio de remessa. especialmente quando se tratar de remessa de espécies constantes
m%daMMOMH&mam das Espécies da Flora e Fauna Selvagens em Perigo de
g {Cites).

Brasilia, 07 de Janeiro de 2015

Marcelo Marcos Morales
Dirator de Ciéncias Agrarias, Biologicas e da Salde

Para visuahzar a versdo digital da Autonzagdo de Acesso e de Remessa de Amostra de Componente do Patnménio
Genético, V.Sa. poderd utlzar a ferramenta disponibiizada pelo CNPg para esse fim na pdgina
htip./iservicosweb.cnpq . brivisualizador'</a= e informar 0 namero do protocolo 3425834357251855 para recuperd-la do
banco de dados do CNPQ, ou poderd selecionar 0 arquivo salvo em seu computador (em formalo PKCS7). V.5a. pode
também usar oulro aplicativo disponivel no mercado capaz de reconhecer arquivos no padrdo PKCS7 para fazer a
visualizagio e extragdo do documento.
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ANEXO 2 — IDENTIFICACAO DO MUSEU BOTANICQ MUNICIPAL PARA
DEPOSITO DA EXSICATA NO HERBARIO

Prefeitura Municipal de Curitiba
Secretaria Municipal do Meio Ambiente
Departamento  de Producio Vegetal
Divisio do Museu Botinico Municipal

Herbario MBM

DECLARACAO

Declaro para os fins que se fizerem necessarios que se encontra tombada no herbdno do
Museu Botinico Municipal de Cunitiba (MBM), uma exsicata de planta pertencente & familia
Solanaceae, cujo nome cientifico é Solamm sessiliflorum Dunal, coletada na localidade Estrada
do Rio Pequeno, Municipio de Antonina, Estado do Parand, Brasil, coordenadas 25°16'317S ¢
48°41°55"W, por Paulo Marceniuk, em 30/01/2016. depositada por Aiane Benevide Sercno,
atendendo ao Projeto CNPq n® 010004/2015-7. A referida exsicata foi identificada por Aiane
Benevide Sereno, ¢ encontra-se depositada no Herbirio MBM sob o n® de registro 379033,
estando a disposiglo ¢ podendo ser consultada para todas e quaisquer eventualidades.

Curitiba, 04 de julho de 2016

S

4

Jm{mm Weidlich Motta
Curador do Herbério MBM
Matr. 35721

Av. Eng. Ostoja Roguski n 690 - CEP: 80210-390 - Bairro Jardim Botinico - Curitiba - Parand
Fone: (41) 33621800 Fax: (41) 3264-7365 - e-mail: herbaniombm@smma.cunitiba, pr.gov.br
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ANEXO 3 — CERTIFICADO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA NO USO

DE ANIMAIS (CEUA) — UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

Ministério da Educagéo 5
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

U F P R Setor de Ciéncias Biolégicas
Comissdo de Etica no Uso de Animais

DNIVERSIGADE FEDERAL DO PARANA (CEUA)

CERTIFICADO

A Comisséo de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana (CEUA/BIO — UFPR), instituida pela Resolugio N°
86/11 do Conselho de Ensino Pesquisa e Extensao (CEPE), de 22 de dezembro de
2011, CERTIFICA que os procedimentos utilizando animais no projeto de pesquisa
abaixo especificado estao de acordo com a Diretriz Brasileira para o Cuidado e a
Utilizagdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos (DBCA) estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e com as
normas internacionais para a experimentagéo animal,

STATEMENT

The Ethics Committee for Animal Use from the Biological Sciences Section of the
Federal University of Parana (CEUA/BIO — UFPR), established by the Resolution N°
86/11 of the Teaching Research and Extension Council (CEPE) on December 22"
2011, CERTIFIES that the procedures using animals in the research project specified
below are in agreement with the Brazilian Guidelines for Care and Use of Animals for
Scientific and Teaching purposes established by the National Council for Control of
Animal Experimentation (CONCEA) and with the international guidelines for animal
experimentation.

PROCESSO/PROCESS: 23075.122454/2016-38
APROVADO/APPROVAL: 17/10/2017 — R.0. 09/2017

TiTULO: Caracterizagao fisico-quimica e analise dos efeitos hipoglicemiantes de
manacubiu (Sofanum sessiliflorum Dunal) e jambo (Syzygium malaccense L.) em
ratos ! :

TITLE: Characterization  and evaluation of hypoglycemic - effects of (Solanum
sessiliflorum Dunal) and rose apples (Syzygium malaccense L.} in rats

AUTORES/AUTHORS: ‘ Claudia Carneiro Hecke Kriiger, Luciana Gibbert, Aiane
Benevide Sereno, Eduardo Gomes de Sousa Neto, Fernando Augusto Lavezzo Dias,
Renata Bertin, Elisabeth do Nascimento, Marina Talamini Piltz, Aline Borsato
Hauser, Deise Perhs Montrucchio.

DEPARTAMENTO/DEPARTMENT: Nutrigdo

e 2 uﬂ

ProfaOra. Katya Naliwaiko
Codrdenadora da CEUA
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ANEXO 4 — CERTIFICADO DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS (CEUA) — UNIVERSIDADE POSITIVO

A COMITE DE ETICA EM PESQUISA
( f Rua Prof™ Padro Vinato Parigot de Souza, 5.300
& E—f Fone: (41) 3317-3260 ou 3317-3290

£ T . Fax: (41} 217-3030
UNIVERSIDAIE ceua@up.com.br

POSITIVO

PROTOCOLO CEUA 504

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADD PELD
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - UP)

IDENTIFICACAD

EFEITO HIPOGLICEMIANTE DE EXTRATOS DE FRUTOS DAS FAMILIAS Solanaceae e
Myrtaceae EM RATOS COM DIABETES TIPO 2

PROFESSOR ORIENTADOR |
THAIS ANDRADE COSTA |

INSTITUICAD DO PESQUISADOR
Universidade Positivo

[ALUNDS ENVOLVIDOS ]
[Nenhum aluno envolvida |

OBIETIVD

Avaliar a agao hipoglicemiante de exirato etandlico de mana-cubiu (Solanum Sessiliflorum Dunal), fisalis
(Physallis peruviana), gabiroba (Campomanesia xanthocarpa), jambol3o (Syzygium cumini) e jambo
vermelho (Syzygum Malaccense Mem & L. M. Pemy) em ratos wistar machos com Diabetes Melitus tipo
2
- Dbjetives especificos:

« Ayaliar a influénecia do extrato de mana-cubiu (Solanwem Sessiliflorum Dunal), de fisalis [Physallis
peruviana) em resposta glicémica, parametros bisgquimicos e hematologicos preliminarmente em modslo
animal de diabetes melito tipo 2.

= &yaliar a influéncia do extrato de gabiroba (Campomanesia xanthecarpa), jambolao (Syzygium cumini)
e jambo vermelho (Syzygium Malaccense Mem & L. M. Pemy) em resposta glicémica, parametros
bioquirnices & hematologicos preliminarmente em modedo animal de diabetes melito tipo 2

« Analiar o efeito e 3 toxicidade de produtos naturais em modelo experimental de diabetes tipo 2 em
ratos Wistar machos.

« Comparar o efeito do extrato com o medicamento metformina na resposta glicémica em ratos Wistar.

SINTESE D0 PROJETO
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AN COMITE DE ETICA EM PESQUISA
.2 -} Rua Prof® Pedro Virato Parigot de Souza, 5.300
'{_E Fone: (41) 3317-3260 ou 3317-3290

Fax: (41) 317-3030

ceua@up.com.br

UNIVERSIDADE

POSITIVO

PROTOCOLO CEUA 501

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO PELO
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - UP)

O ensaio experimental in vivo em animais seguird o protocolo de indugdo de diabetes em ratos wistar
estabelecido pela Universidade Positivo de Curitiba. Os extratos serfo provenientes da Universidade
Federal do Parana. O experimento ccomera durante 60 dias, apds a indugdo. Os ratos serfo divididos
em 13 grupos compostos por 8 grupos em cada grupo, totalizando 104 ratos:

1% grupo controle saudavel (sem a indugdo da doenga);

2% grupo controle com Diabetes Mellitus tipe 2, sem tratamento;

3% grupo com diabetes recebendo metformina (300 ma/kg dissolvidos em solugdo salina);

4% grupo com diabetes recebendo extrato de mand-cubiu em menor dose (150 mgikg);

5% grupo com diabetes recebendo extrato de mana-cubiu em maior dose (300 mgkag);

6% grupo com diabetes recebendo extrato de fisalis em menor dose (150 mg/kg);

7% grupo com diabetes recebendo extrato de fisalis em maior dose (300 mg/kg);

&% grupo com diabetes recebendo extrato de jambo em menor dose (150 mafkg);

9°: grupo com diabetes recebendo extrato de jambo em maior dose (300 mg/kg);

10° grupo com diabetes recebendo extrato de jamboldo em menor dose (150 mogikg);

11% grupo com diabetes recebendo extrato de jamboldo em maior dose (300 mg/ka);

12° grupo com diabetes recebendo extrato de gabiroba em menor dose (150 mgikg);

13% grupo com diabetes recebendo extrato de gabiroba em maior dose (300 mgkg);

(g ratos utilizados serdo provenientes do Biotério da Universidade Positivo e serfo mantidos no biotério
até a indugdo completa do Diabetes Mellitus tipo 2, que ccorre durante 24 semanas. Apos as 24
semanas de indugdo de DM 2, os animais passardo a receber os extratos dos respectivos frutos,
conforme a divisdo de grupos, por um periodo de 60 dias. Os extratos serdo administrados via gavagem
oral, uma vez ao dia, com auxilio da contengéio mecdnica para imobilizagdo momentdnea dos animais.
As caixas serao trocadas a cada 2 dias, assim como a dgua dos bebedouros acrescida de frutose 20%.
Os animais permanecerio recebendo a dieta hipercalérica durante a intervengio para gque ndo haja
emagrecimento causado pela alteragfo da dista ou outros possiveis vieses.

s animais serdo pesados semanalmente e serfo submetidos 4 coleta de sangue para curva glicémica
em 3 momentos: antes do inicio da administragéo dos extratos; no 30° dia de tratamento; e no final do
experimento, no 60° dia.

O presente projeto seguird as recomendagdes éticas determinadas pela lei 11.794 de 2008 (BRASIL
2008) e recomendagdes do comité de &tica no uso de animais da Universidade Positive.

Apos oz 60 dias de experimento, os animais serdo mantidos por jejum por & horas e serdo
submetidos 4 inalagdo de isoflurano para que posteriormente seja feita a pungdo cardiaca. Os animais
gerdo pesados semanalmente e serdo submetidos a coleta de sangue para curva glicémica em 3
momentos: antes do inicio da administragio dos extratos; no 30° dia de tratamento; e no final do
experimento, no 60° dia.

Se houver sinais clinicos de desconforto ou alteragdes cardio-respiratérias, neurclégicas ou digestivas
ndo previstas, que possam estar comprometendo a qualidade de vida dos animais, esses serdo
submetidos a eutanasia antes do periodo previsto de 60 dias de tratamento.

Apds a eutanasia serfio coletadas amostras do figado, pulm&es, pancreas, rins e coragio para futuras
andlises bioquimicas e histoldgicas, visando maximizar o uso de animais e evitar futuro uso animal para
experimentos com design similar ao utilizado neste projeto.

COMENTARIOS DO RELATOR

Sem comentarios adicionais

PARECER
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-';LE-}
UNIVERSIDADE

POSITIVO

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA ANALISADO PELO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Rua Prof® Pedro Virnato Parigot de Souza, 5300
Fone: (41) 3317-3260 ou 3317-3290
Fax: (41) 317-3030
ceua@up.com.br

PROTOCOLO CEUA 501

COMISSAC DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS (CEUA - UP)

Recomenda a Aprovagéo
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