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RESUMO

Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2), obesidade e sindrome metabolica (SM) tém se tornado
problemas de salude publica em todo o mundo ocidental. O arsenal terapéutico atualmente disponivel
ainda é ineficaz em reduzir significativamente as morbidades associadas a estas doencas. Espécies do
género Terminalia sdo utilizadas na Asia para o tratamento do diabetes e obesidade, enquanto no
Brasil ndo existem relatos para o uso de plantas deste género no tratamento destas patologias. Estudos
fitoguimicos recentes sugerem que as espécies asiaticas e brasileiras apresentam um perfil quimico
semelhante. Por este motivo, no presente projeto decidimos investigar as atividades antidiabética,
antiobesidade e anti SM das folhas de Terminalia phaeocarpa e Terminalia glabrescens. Neste estudo
foram realizados ensaios in vitro para a atividade de a-glicosidase, a-amilase e lipase; e in vivo para
teste de tolerancia oral ao amido (TTA) e sacarose (TTS). Os extratos etanolicos brutos e respectivas
fracOes das duas Terminalias também foram avaliados em camundongos Swiss machos com DMT2
induzida pela associacdo de frutose/nicotinamida/estreptozotocina tratados por 4 semanas. A espécie
mais ativa foi testada em um modelo de obesidade associada a SM, induzida pela associacdo de dieta
hiperlipidica e frutose. Nestes camundongos foram avaliados parametros séricos como glicose,
insulina, triglicerideos, colesterol total, hemoglobina glicada, alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (FAL), creatinina e acido Urico. Além disso, a
pressao arterial sistélica (PAS), a peroxidacdo lipidica e a atividade hepatica de glicogénio fosforilase
(GP), fosfoenol-piruvatocarboxiquinase (PEPCK) proteina tirosina fosfatase 1-B (PTP1-B), também
foram mensuradas. Glicose, acido Urico e creatinina foram mensurados na urina. Os testes in vitro
monstram que os extratos e fragdes de T. phaeocarpa e T. glabrescens inibem de forma concentracéo-
dependente a atividade das enzimas testadas, enquanto que in vivo, somente o extrato e fragdes de T.
phaeocarpa reduziram significativamente a glicose plasmética no TTA. Nos camundongos DMT2,
somente o0 extrato bruto (EB) e a fracdo acetato de etila (FAE) de T. phaeocarpa induziram uma
reducdo consistente na glicemia, triglicerideos, colesterol total, ALT, AST, FAL, a peroxidagdo
lipidica e a atividade da PTP1-B. Nos camundongos com SM, o tratamento com FAE de T.
phaeocarpa reduziu significativamente o ganho de massa corporal, niveis séricos de glicose,
triglicerideos, colesterol total, &cido Urico, protéina total, insulina, ALT, AST, a PAS e a disfuncéo
endotelial em artérias mesentéricas, enquanto que aumentou a sensibilidade a insulina, niveis de
hemoglobina total e FAL. Houve também uma reducdo consistente de triglicerideos hepaticos, e da
adividade da PTP1-B hepéatica em camundongos com SM tratados com T. phaeocarpa. Os presentes
resultados permitem concluir que a planta T. phaeocarpa é mais promissora do que T. glabrescens
para o tratamento de disturbios metabdlicos. T. phaeocarpa apresenta atividade antidiabética por um
mecanismo dependente da inibicdo da absorcdo de glicose no trato gastrintestinal, pela inibicdo da
neoglicogenese através da quebra de gordura e aumento da sensibilidade a insulina, via inibicdo da

enzima PTP1-B. Adicionalmente, os presentes resultados também permitem concluir que o tratamento

X



com T. phaeocarpa melhora o perfil metabdlico e alteracbes cardiovasculares associadas a SM
induzida por dieta hiperlipidica.

Palavras-chave: Sindrome metabodlica, diabetes millitus tipo 2, Terminalia phaeocarpa, Terminalia

glabrescens, a-glicosidase, a-amilase, lipase, sensibilidade a insulina, PTP1-B, PEPCK.
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ABSTRACT

Type 2 diabetes mellitus (T2DM), obesity and metabolic syndrome (MTS) have become a
public health problem throughout the western world. The currently available therapeutic arsenal is still
ineffective to significantly reduce the morbidities associated with these diseases. Species of the genus
Terminalia are used in Asia for the treatment of diabetes and obesity, while in Brazil there are no
reports of the use of plants of this genus in the treatment of these diseases. Recent phytochemical
studies suggest that Asian and Brazilian species have a similar chemical profile. For this reason, in the
present project we decided to investigate the antidiabetic and antiobesity activities of the leaves of
Terminalia phaeocarpa and Terminalia glabrescens. In this study, in vitro assays were performed for
a-glucosidase, a-amylase and lipase activity; and in vivo for oral starch tolerance (OStTT) and sucrose
(OSuTT) test. Crude ethanolic extracts and respective fractions of the two Terminalia were also
evaluated in male Swiss mice with T2DM induced by the association of fructose / nicotinamide /
streptozotocin treated for 4 weeks. The most active Terminalia was tested in a MTS model induced by
the association of high fat diet and fructose. In these mice, serum parameters such as glucose, insulin,
triglycerides, total cholesterol, glycated hemoglobin, alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), alkalin phosphatase (ALP), creatinine and uric acid were evaluated. In
addition, systolic blood pressure (SBP), lipid peroxidation and hepatic activity of glycogen
phosphorylase (GP), phosphoenol-pyruvatocarboxykinase (PEPCK) protein tyrosine phosphatase 1-B
(PTP1-B), were also measured. Glucose, uric acid and creatinine were measured in the urine. In vitro
tests showed that extracts and fractions of T. phaeocarpa and T. glabrescens inhibit activity of the
enzymes tested in a concentration-dependent manner, while in vivo only T. phaeocarpa extract and
fractions significantly reduced plasma glucose in OStTT. In T2DM mice, only crude extract (CE) and
ethyl acetate fraction (EAF) of T. phaeocarpa induced a consistent reduction in glycemia,
triglycerides, total cholesterol, ALT, AST, ALP, lipid peroxidation and liver PTP1-B activity. In MTS
mice, treatment with EAF of T. phaeocarpa significantly reduced body mass gain, serum glucose
levels, triglycerides, cholesterol, total, uric acid, total protein, insulin, ALT, AST, PAS and endothelial
dysfunction in mesenteric arteries, while insulin sensitivity, total hemoglobin and ALP levels
increased. These results allow us to conclude that the Terminalia phaeocarpa plant is more promising
than Terminalia glabrescens for the treatment of metabolic disorders. T. phaeocarpa exhibits
antidiabetic activity by a mechanism dependent on inhibition of glucose absorption in the
gastrointestinal tract, by inhibition of neoglycogenesis through fat breakdown and increased insulin
sensitivity via inhibition of PTP1-B enzyme. Additionally, the present results also allow us to
conclude that T. phaeocarpa treatment improves metabolic profile and cardiovascular changes

associated with hyperlipidic diet-induced MTS.
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1 INTRODUCAO

A sindrome metabdlica (SM) é uma constelacéo de fatores de risco metabdlicos inter-
relacionados que promovem diretamente o desenvolvimento de diabetes e doengas
cardiovasculares (DCV). A resisténcia a insulina (RI), obesidade e inflamacéo parecem ser os
mecanismos subjacentes predominantes para a SM (DANDONA et al., 2005; RIDKER,; et al.
2004). A SM esté fortemente correlacionada com diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) devido a
relagdo entre obesidade e Rl (MARCHESINI et al., 2004). De fato, a Rl é um defeito
fisiopatologico caracteristico na maioria dos individuos com DMT2 e a obesidade é a causa
mais comum de RI (BASTARD et al., 2006; KAHN et al., 2006). DMT2 e obesidade séo
importantes distrbios enddcrinos e crescentes problemas de salude. Eles sdo disturbios
metabdlicos cronicos caracterizados pelo metabolismo prejudicado de carboidratos, proteinas
e gorduras. Estes distdrbios metabolicos estdo frequentemente associados a varias disfuncdes
fisiolégicas (CHADT et al., 2018; DEFRONZO et al., 2015). DMT2 e obesidade estdo
associados a um risco aumentado de doencas metabdlicas e inflamatorias, como doenca
hepéatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) e DCV (VAN GAAL et al.,, 2006). A RI
induzida pela obesidade no figado, tecido adiposo branco, musculo esquelético e nos vasos,
combinada com secregdo insuficiente de insulina pelas células B pancreaticas para superar
essa resisténcia, € a principal causa do DMT2 (KUSMINSKI et al., 2009).

1.1 DIABETES MELLITUS

O diabetes mellitus (DM) é um distarbio metabolico crénico caracterizado por altos
niveis de glicose no sangue que resultam de deficiéncia absoluta ou relativa de insulina (no
contexto de disfungdo das células B), agdo defeituosa da insulina ou ambos (COLE e
FLOREZ, 2020; PUNTHAKEE et al., 2018). A epidemia do DM e suas complicagOes
representa uma grande ameaca a saude global. A Federacdo Internacional de Diabetes (FID)
estimou em 2015 que 1 em cada 11 adultos, entre 20 e 79 anos (415 milhdes de adultos),
apresentava DM no mundo e que esta estimativa esta sujeita a aumento (IDF, 2015; CHO et
al., 2018). De fato, DM constitui um grupo de doencas mais comuns e de crescimento mais
rapido no mundo, projetadas para afetar 693 milhdes de adultos até 2045 (CHO et al., 2018);

e 0s maiores aumentos virdo das regides que enfrentam transaces econdmicas, de niveis de
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baixa renda para niveis de renda media (IDF, 2015, 2019). As razBes para a epidemia
crescente de DM sdo madltiplas, incluindo envelhecimento da populacéo, desenvolvimento
econbmico, urbanizacdo, habitos alimentares pouco saudaveis e estilos de vida sedentarios
(ZHENG et al., 2018). DM néo é uma doenca Unica, mas um grupo de doencas multifatoriais
complexas do sistema enddcrino, amplamente categorizadas por um Unico critério de
diagndstico: hiperglicemia, a via final comum em que convergem desequilibrios metabolicos
dispares (COLE e FLOREZ, 2020). A perda da massa funcional das células f € 0 mecanismo
principal que leva ao DM (EIZIRIK et al., 2020). O DM € uma doenca heterogénea. Seus
subtipos, conforme categorizados atualmente, no entanto, ndo Se encaixam na compreenséo
contemporanea dos fendtipos do diabetes e estdo sujeitos a muitas discussdes e criticas
(BASILE et al., 2014; GRANT et al, 2010; REDONDO, 2013; ROLANDSSON e
PALMER, 2010; THOMAS e PHILIPSON, 2015). Evidéncias sugerem que mesmo o0 DMT2,
representando 90-95% dos casos de DM, é heterogéneo (UDLER et al., 2018). As abordagens
que utilizam biomarcadores clinicos ou genéticos identificaram subtipos de DMT2
clinicamente distintos e associados diferencialmente a complicac6es diabéticas (AHLQVIST
et al., 2018; UDLER et al., 2018). O atual sistema de classificacdo apresenta desafios para o
diagndstico e tratamento de pacientes com DM, em parte devido as defini¢cdes conflitantes e
confusas dos subtipos de DM (SCHWARTZ et al., 2016). Novas formas de agrupar pacientes
com DM em subgrupos, que preveem a progressdo da doenca e o risco de complicacdes, estao
sendo investigadas (AHLQVIST et al., 2018; PEARSON, 2019). Embora o DM seja
classicamente dividido em diabetes mellitus tipo 1 (DMT1, uma forma autoimune de inicio
precoce), e DMT2 (uma forma ndo autoimune de inicio tardio), existem subtipos adicionais
clinicamente reconheciveis, como diabetes monogénico (por exemplo, MODY, maturity-
onset diabetes of the young), diabetes gestacional e uma forma auto-imune de inicio tardio
(LADA, latent autoimmune diabetes in the adult) (COLE e FLOREZ, 2020).

O DMTL representa 5 a 10% de todos os casos de diabetes (ADA, 2011). Ele é
causado pela disfuncdo e apoptose das células 3, devido a um processo autoimune, levando a
necessidade ao longo da vida de terapia com insulina exogena (EIZIRIK et al., 2020). A
doencga e consequéncia de um dialogo complexo entre macrdéfagos invasores ou residentes e
células T, que liberam quimiocinas e citocinas no microambiente das ilhotas pancreaticas e
emitem sinais pré-apoptéticos (EIZIRIK et al., 2009; GONZALEZ-DUQUE et al., 2018;
THOMAIDOU et al., 2018). Esse didlogo € determinado pelo historico genético e pela idade

do paciente, bem como por fatores ambientais, como infec¢fes virais e dieta, entre outros
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(DIMEGLIO et al., 2018; ILONEN et al., 2019; OP DE BEECK e EIZIRIK, 2016). Pacientes
com DMT1 geralmente apresentam cetoacidose diabética (PUNTHAKEE et al., 2018). A
cetoacidose diabética é a consequéncia de uma falta absoluta ou relativa de insulina e um
aumento concomitante de hormonios contrarreguladores, que resulta geralmente na triade de
hiperglicemia, acidose metabdlica e cetose (DHATARIYA et al., 2020).

O DMT2, caracterizado por hiperglicemia permanente, ¢ uma doenca multifatorial
envolvendo fatores genéticos e ambientais. A fisiopatologia do DMT2 é complexa. Sua
principal causa ¢ uma secre¢do prejudicada, progressiva, de insulina pelas células [
pancredticas, geralmente em um contexto pré-existente de resisténcia a insulina no musculo
esquelético, figado e tecido adiposo (DeFRONZO et al., 2015). A falha progressiva das
células B € uma caracteristica importante da doenga. Atualmente, existe um esquema
proposto, chamado de “The B Cell-Centric Model: The Egregious Eleven” (Figura 1), que
apresenta diferentes 6rgdos além do pancreas, bem como onze problemas, que desempenham
um papel fundamental na insuficiéncia progressiva das células B e na patogénese do DM,

incluindo o DMT2 (SCHWARTZ et al., 2016).
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denominador comum final em DM. S&o mostradas onze vias mediadoras conhecidas de
hiperglicemia. Muitas delas contribuem para a disfungdo das células . Figado, musculo, tecido
adiposo (mostrado em marrom para representar uma associa¢ao adicional com a resisténcia a insulina
(R1)), cérebro, colon / bioma e inflamag&o (todas mostradas em azul). Os outros resultam da disfuncéo
das células B através de efeitos a jusante [insulina reduzida, efeito de incretina diminuido, defeito
celular, estbmago / intestino delgado por meio de amilina reduzida, rim (mostrado em verde)]. SGLT-
2: Sodium-glucose cotransporter-2 (SCHWARTZ et al. 2016).

Quando os ciclos de feedback entre a acdo e a secre¢do de insulina ndo funcionam
adequadamente, a sua acdo em tecidos sensiveis a insulina e a sua secrecao pelas células 3 das
ilhotas pancreéticas sdo afetadas, o que resulta em niveis anormais de insulina e glicose no
sangue (STUMVOLL et al., 2005). A hiperglicemia evidente é precedida por pré-diabetes
(ABDUL-GHANI et al., 2006; DEFRONZO, 2009), uma condicdo de alto risco que
predispde os individuos ao desenvolvimento de DMT2 (DEFRONZO et al., 2015; TABAK et
al., 2012). Pré-diabetes é tipicamente definido como concentra¢cdes de glicose no sangue

maiores que o normal, mas menores que os limiares de diabetes (TABAK et al., 2012). O pré-



diabetes é caracterizado por qualquer um dos seguintes: glicose em jejum prejudicada (GJP),
tolerdncia a glicose prejudicada (TGP) ou niveis aumentados de hemoglobina glicada
(HbAZc); individuos com pré-diabetes tém niveis de HbAlc entre 5,7-6,4 % (DeFronzo et al.,
2015). A GJP é definida como concentracfes plasmaticas de glicose em jejum entre 6,1-7,0
mmol / L, sem TGP (ADA, 2014; WHO, 2006). Individuos com GJP manifestam resisténcia
hepética a insulina e diminuicdo da secrecdo precoce de insulina (primeira fase) (ABDUL-
GHANI et al., 2006). Enquanto a TGP ¢ definida como concentracdes plasmaticas de glicose
em jejum inferiores a <7,0 mmol / L, mas 2 horas ap0s a carga de 75 g de glicose durante um
teste de tolerancia a glicose (TTG), as concentracGes de glicose no plasma se encaixam entre
7,8-11,1 mmol / L (ADA, 2014; WHO, 2006). A TGP é caracterizada pela Rl no musculo e
secrecdo diminuida de insulina (segunda fase) apds uma refeicdo, (ABDUL-GHANI et al.,
2006). Assim, a secrecdo diminuida de insulina e a Rl também caracterizam individuos com
pré-diabetes.

A insulina é o hormonio central envolvido no controle do metabolismo de glicose e
lipidios. Os efeitos bioldgicos da insulina sdo mediados pela ligacdo ao receptor de insulina,
que consiste em duas subunidades a de ligagdo extracelulares e duas subunidades P tirosina
quinase intracelulares (KELLERER et al., 1992). A insulina também pode se ligar ao receptor
do fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1R) ou seus heterodimeros, embora com
afinidade reduzida em comparacdo a ligacdo ao receptor de insulina (BELFIORE et al.,
2009). A ativacdo do receptor de insulina leva a ativacdo e autofosforilacdo do receptor
tirosina quinase, que inicia varias cascatas de fosforilacdo (KASUGA et al., 1982). Apds essa
ativacdo, a modulacdo de uma rede de reguladores metabodlitos, controlados no nivel da
atividade enzimatica ou da expressdo génica, levam ao aumento da captacdo de glicose,
armazenamento de glicose, sintese lipidica, sintese proteica e supressdao da gliconeogénese e
lipolise, conforme ilustrado na Figura 2 (ARTUNC et al., 2016).
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Figura 2: A via de sinalizacdo da insulina. A) Ativacdo das vias de sinalizagdo da insulina. A
ligacdo a insulina leva ao recrutamento de isoformas do substrato do receptor de insulina (IRS) e
subsequente ativacdo da via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) — Akt, que regula o metabolismo da
glicose e lipidios, biossintese de proteinas e apoptose celular. A ativacdo induzida por insulina da via
da proteina quinase ativada por mitdgenos (MAPK) aumenta a proliferacdo celular. B) Regulacdo
negativa das vias de sinalizacdo da insulina: Hiperglicemia, hiperinsulinemia, niveis elevados de
acidos graxos livres (AGL) e inflamacdo ativam serina/treonina-quinases, proteinas adaptadoras e
fosfatases, diretamente ou via intermediarios lipidicos, disfuncdo mitocondrial ou inducdo do estresse
do reticulo endoplasmatico (ER). aPKC, proteina quinase C atipica ; AS160, substrato do Akt 160kDa;
FoxO, forkhead box O; Grb, growth factor receptor-bound protein; GSK3, glycogen synthase kinase 3;
IKK, IxB kinase; JNK, c-Jun N-terminal kinase;, mTORC, mTOR complex; PDK1,
phosphatidylinositidedependent protein kinase 1; PIP2, phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate; PIP3,
phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate; PKC, protein kinase C; PPA, protein phosphatase A; PTEN,
phosphatase and tensin homologue; PTP1B, proteina-tirosina fosfatase 1B; p85, PI3K 85kDa
regulatory subunit o; pl10, PI3K 110kDa catalytic subunit o; Raf-1, RAF proto-oncogene
serine/threonine-protein kinase; SHIP, SH2 domain-containing inositol phosphatase; SOCS,
suppressor of cytokine signalling; SOS, son of sevenless homologue 1; S6K1, ribosomal protein S6
kinase 1 (ARTUNC et al., 2016).



A transducdo do sinal de insulina deve ser rigorosamente controlada para evitar
perturbacdes metabolicas e proliferativas graves. Reguladores negativos dessa transducéo de
sinal sdo frequentemente ativados pela insulina. Esse mecanismo de feedback inibe a via de
sinalizacdo nos pontos criticos, tanto no receptor de insulina, no IRS ou no Akt (ARTUNC et
al., 2016). Esses reguladores negativos incluem proteinas tirosina e serina/treonina fosfatases
(BRADY e SALTIEL, 2001; ELCHEBLY et al., 1999), que controlam os niveis de
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PI13), como a fosfatase e homologo de tensina (PTEN)
(LAZAR e SALTIEL, 2006; VINCIGUERRA e FOTI, 2006). Outro mecanismo inibidor bem
estudado da via de sinalizacdo da insulina é a fosforilacdo de serina/treonina do receptor de
insulina e do IRS, através da ativacdo de serina/treonina-quinases, predominantemente c-Jun
N-terminal quinase (JNK), proteina quinase C (PKC) e MAPK (COPPS e WHITE, 2012;
FRITSCHE et al., 2011; WEIGERT et al., 2005).

No estado de RI, a resposta celular a insulina é reduzida; portanto, a ativacao da via de
sinalizacdo da insulina requer concentragdes aumentadas de insulina. Contribuintes
importantes para a RI sdo hiperinsulinemia, hiperglicemia, inflamacgdo, excesso lipidico,
disfuncdo mitocondrial e estresse no reticulo endoplasmatico (BOUCHER et al., 2014). As
serina/treonina-quinases sao ativadas por niveis plasmaticos elevados de insulina, glicose ou
acidos graxos livres; por lipidios ou intermediarios do metabolismo lipidico (como ceramidas
e diacilglicerol); ou por concentragcbes aumentadas de citocinas e niveis aumentados de
espécies reativas de oxigénio (ARTUNC et al.,, 2016). A desregulacdo da cascata de
sinalizacdo da insulina, levando a RI, € bem descrita em tecidos-alvo classicos da insulina,
que tém papéis importantes na regulacdo do metabolismo de glicose e lipidios. O receptor de
insulina, no entanto, é onipresente, e a sinalizacdo funcional da insulina é encontrada em
outros tecidos alvo periféricos ndo classicos da insulina, incluindo a vasculatura e o rim
(HALE e COWARD, 2013; POTENZA et al., 2009). No rim, por exemplo, a insulina se liga
a receptores em células epiteliais e endoteliais ao longo do néfron (CONTI et al., 1989;
COWARD et al., 2005; HALE e COWARD, 2013).

As alteracGes fisiopatologicas envolvidas no DMT2 dificultam o controle dos niveis
de glicose no sangue (DEFRONZO et al,. 2015), resultando em hiperglicemia e
hiperlipidemia, que desencadeiam varias outras condi¢des fisiopatoldgicas (ARTUNC et al.,
2016), aumentando assim o risco de mortalidade associado ao diabetes. O DMT2 é um
distarbio progressivo e complexo, dificil de tratar efetivamente a longo prazo. O DMT2

requer cuidados médicos continuos, autogestdo do paciente e estratégias para controle de



niveis anormais de glicose, para normalizar o perfil lipidico e a pressdo arterial, a fim de
prevenir ou minimizar complicagdes microvasculares (retinopatia, nefropatia e neuropatia) e
macrovasculares (doenca cardiaca coronaria, cardiomiopatia, doenca cerebrovascular, doenca
arterial periférica) (HANDELSMAN et al., 2015; INZUCCHI et al., 2012; POZZILLI et al.,
2010; VIIGIMAA et al., 2020), que sdo as causas mais comuns de mortalidade em pacientes
com DMT2 ou obesidade (CALCUTT et al., 2009). Por fim, uma verdadeira "cura" para o
DMT?2 exigira a elucidacdo de sua etiologia molecular e intervencGes eficazes para combater
a epidemia da obesidade (DEFRONZO et al., 2015). A modificacdo da dieta e do estilo de
vida representa um aspecto importante da prevencdo do DMT2. Ensaios clinicos mostraram
que intervenc@es intensivas no estilo de vida podem reduzir a incidéncia de DMT2 até 58%,
em comparagdo com os grupos controle (KNOWLER et al., 2002).

Uma dieta com lipidios e carboidratos de alta qualidade (ou seja, baixo em acidos
graxos trans, alto em &cidos graxos poliinsaturados e com baixo indice glicémico e carga
glicémica) em vez de lipidios e carboidratos de baixa qualidade, é muito importante para a
prevencdo de DMT2 (BHUPATHIRAJU et al., 2014; LEY et al., 2014; SCHULZE e HU,
2005). As recomendaces alimentares para prevenir o DMT2 geralmente promovem dietas
ricas em gréos integrais, frutas, nozes e legumes; e com baixo teor de gréos refinados, carne
vermelha ou processada e bebidas acucaradas (LEY et al., 2014). Além disso, a desnutri¢do
(por exemplo, exposicdo a fome) durante o inicio da vida pode aumentar o risco de DMT2
mais tarde na vida (LI et al., 2010).

O aumento da atividade fisica € um componente essencial de todos os ensaios eficazes
baseados no estilo de vida para a prevencdo de DMT2. Evidéncias prospectivas mostraram
que tanto o exercicio aerébico quanto o treinamento de resisténcia tém efeitos benéficos na
prevencdo de DMT2 (GR@NTVED et al., 2012) . No entanto, EKELUND e colaboradores
(2009) mostraram que gastar mais tempo em atividade fisica de intensidade moderada a
vigorosa, € benéfico para prevenir a resisténcia a insulina, independente do tempo que o
individuo passou sedentario (EKELUND et al., 2009). Por outro lado, outro estudo mostrou
que o tempo de sedentarismo estava associado a um risco aumentado de DMT?2,
independentemente da atividade fisica (ROCKETTE-WAGNER et al., 2015), sugerindo que
as intervencdes no estilo de vida, por si s6, nem sempre sdo funcionais. A intervencdo no
estilo de vida, por si s6, embora inicialmente eficaz, esta associada a recuperacdo da massa
corporal em alguns individuos (ALI; et al., 2012; DANSINGER et al., 2007; PURCELL et

al., 2014). No entanto, pode-se esperar que individuos com pré-diabetes, que perdem peso e



mantenham um programa de atividade fisica, beneficiem de um perfil lipidico melhorado,
risco cardiovascular reduzido e conversdo reduzida de pré-diabetes em diabetes
(TUOMILEHTO et al., 2001).

A prevencdo mais eficaz do diabetes exigiria, portanto, a identificacdo de individuos
com pré-diabetes e intervencdo com modificacdes no estilo de vida, além de medicamentos
antidiabéticos e anti-obesidade (DEFRONZO e ABDUL-GHANI, 2011;FERRANNINI et al.,
2011; GARVEY et al., 2014). Varios agentes farmacoldgicos foram efetivos em diminuir a
incidéncia de DMT2, quando administrados a pacientes com pre-diabetes, sendo a maior
reducdo obtida com as glitazonas (DEFRONZO et al., 2011). Outros agentes, como acarbose
e agonistas dos receptores do peptideo semelhante ao glucagon 1 (glucagon-like peptide-1,
GLP-1), retardam/previnem a evolucdo de pré-diabetes para diabetes (CHIASSON, 2006;
ROUX, LE et al., 2017). A Associacdo Americana de Diabetes (AAD) recomenda que
individuos de alto risco (HbAlc > 6,5 %; IMC > 30 kg/m?; idade < 60 anos) com GJP ou
TGP, sejam tratados com metformina (NATHAN et al., 2007; ZINMAN et al., 2010).
Pioglitazona, combinacbes de baixas doses de rosiglitazona e metformina também séo
eficazes na prevencdo da conversao de pré-diabetes em diabetes (DEFRONZO et al., 2011;
ZINMAN et al., 2010). No entanto, uso clinico das glitazonas (pioglitazona, rosiglitazona) é
limitado pelo alto risco de efeitos adversos, incluindo ganho de peso, insuficiéncia cardiaca
congestiva, fraturas Osseas, edema macular e possivelmente céncer de bexiga
(SCHERNTHANER et al., 2013; SINGH e CORREA, 2020).

A gestdo do T2DM é complicada por multiplos distarbios fisiopatoldgicos. O controle
glicémico durdvel requer medicamentos antidiabéticos que revertem o0s defeitos
fisiopatologicos presentes no DMT2 (ABDUL-GHANI et al., 2015; DEFRONZO, 2009).
Como nenhum medicamento inverte as multiplas anormalidades, a terapia combinada
(polifarmacia) ganhou ampla aceitacdo e continuara a crescer (DEFRONZO et al., 2015;
GRAM et al., 2011;HARRISON et al.,, 2012). Os medicamentos antidiabéticos orais
atualmente disponiveis incluem: secretagogos de insulina (sulfonilureias, liberadores
prandiais de insulina de acdo rapida); inibidores de a-glicosidase (acarbose, voglibose e
miglitiol); sensibilizadores de insulina (biguanidas e tiazolidinedionas); inibidores do co-
transportador 2 de sédio/glicose (SGLT2, dapagliflozina, canagliflozina, empagliflozina).

As sulfonilureias tém efeitos diretos nas células 3 das ilhotas. Os farmacos se ligam ao
receptor de sulfonilureia das células f (SUR) -1, parte de um complexo transmembranar com

canais de potassio Kir 6.2 sensiveis a adenosina 5'-trifosfato (canais KATP) (ASHCROFT e



GRIBBLE, 1999). A ligagdo da sulfonilureia fecha esses canais KATP; isso reduz o efluxo de
potéssio celular favorecendo a despolarizacdo da membrana. Por sua vez, a despolarizacdo
abre canais de calcio dependentes da voltagem, resultando em um influxo de calcio e na
liberacdo de insulina (Figura 3) (KRENTZ e BAILEY, 2001).
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Figura 3: Efeito das sulfonilureias e outros agentes na liberacdo de insulina pelas células p das
ilhotas pancreéticas. Outros secretagogos, repaglinida, nateglinida, também estimulam a secrecéo de
insulina através do complexo SUR-Kir 6.2. linibidores da fosfodiesterase (PDE), peptideo semelhante
ao glucagon (GLP) -1, agem via adenosina monofosfato ciclica (CAMP) e proteina quinase A (PKA)
para promover a sintese de proinsulina. Transportador de glicose-2 , GLUT2. (KRENTZ e BAILE,
2005).

Quando as sulfonilureias interagem com SUR1 na membrana plasmatica das células 3,
elas causam liberagdo imediata de granulos de insulina pré-formados adjacentes a membrana
plasmatica : "primeira fase" da liberagdo de insulina (RORSMAN; RENSTROM, 2003). As
sulfonilureias também aumentam a extensdo (“segunda fase”) da liberagdo de insulina que
comeca aproximadamente 10 minutos depois, a medida que os granulos de insulina séo
translocados na célula f (GROOP, 1992). A estimulacdo prolongada da 'segunda fase' de

liberacdo de insulina envolve a secrecdo de granulos de insulina recém-formados. As
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sulfonilureias podem causar hipoglicemia, uma vez que a liberacdo de insulina é iniciada
mesmo quando as concentracdes de glicose estdo abaixo do limiar normal da liberagdo de
insulina estimulada pela glicose (aproximadamente 5 mmol / L) (KRENTZ e BAILEY,
2005).

A metformina (1,1-dimetil-biguanida), agente anti-hiperglicémico oral administrado
isoladamente ou como parte da terapia combinada (ZINMAN et al., 2010), é de longe o
farmaco mais usado para o tratamento do DMT2, particularmente em pessoas com sobrepeso
e obesas (VIOLLET et al., 2012). Sua principal acdo € diminuir os niveis de glicose no
sangue, inibindo a gliconeogénese hepatica, bem como aumentando a sensibilidade a insulina
no figado e nos musculos esqueléticos (GRISOUARD et al., 2010; HUNDAL et al., 2000;
JANIC et al., 2017; SONG, 2016; VIOLLET et al., 2012). No entanto, alguns de seus
mecanismos de acdo no trato gastrointestinal, envolvendo o aumento do metabolismo
anaerobico de glicose antes de sua absor¢cdo no fluxo sanguineo, ndo devem ser
negligenciados (SONG, 2016). Os mecanismos de a¢do da metformina a nivel molecular s&o
complexos e ainda ndo sdo totalmente compreendidos; um resumo esquematico de sua acgdo é

mostrado na Figura 4.
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Figura 4: Representacdo esquematica dos mecanismos de agdo moleculares da metformina.
(c)AMP adenina monofosfato (ciclica); AC — adenilato ciclase; Akt- proteina quinase B, AMPK -
proteina quinase ativada por monofosfatofosfato de 5-adenosina, ATP - adenosina trifosfato, CRTC 2
- coativador de transcrigdo regulado por CREB 2, eNOS - 6xido nitrico sintetase endotelial, GLUT 4 -
transportador de glicose tipo 4, IRS - substrato do receptor de insulina, LKB1 - figado quinase B1, m /
cGPDd (h) - difosfato de guanosina, ChREBP - elemento de ligagdo a carboidratos, mPTP - poro de
transicdo da permeabilidade mitocondrial, NAD (H) - nicotinamida adenina dinucleotideo, NO - 6xido
nitrico, OCT1 - transportador de cations organicos 1, PI3K - fosfatidilinositol-4,5- bifosfato 3-quinase,
PKA - proteina quinase A, ROS - espécies reativas de oxigénio, SIRT-1 - sirtuina 1, SREBP - proteina
de ligagdo a elementos reguladores de esterol, TSC2 - complexo de esclerose tuberosa 2. (JANIC et
al., 2017).

Sabe-se que a metformina atua atraves da via da proteina quinase ativada por AMP
(via AMPK) ou por mecanismo de acdo independente da AMPK (JANIC et al., 2017). Ao
entrar na célula hepética, a metformina inibe a gliconeogénese, principalmente por sua acao
nas mitocondrias, onde inibe o complexo 1 na cadeia respiratoria mitocondrial. 1sso evita a

formacdo de ATP (adenosina-5'-trifosfato), rico em energia. Como resultado, as
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concentragdes de ambos, ADP (adenosina difosfato) e AMP (adenosina monofosfato)
aumentam. Niveis aumentados de ADP e AMP em comparacdo com ATP, levam a falta de
energia necessaria para processos enzimaticos de gliconeogénese que consomem muita
energia (HARDIE, 2006). Niveis elevados de ADP e AMP na via de sinalizacdo da
metformina tém dois efeitos: a ativacdo de  AMPK e quinase do figado- B1 (liver kinase B1,
LKB1), que regula a AMPK (HARDIE, 2006). AMPK é a enzima mais importante na
regulacao do balanco energético celular; uma vez ativada, ela inibe a gliconeogénese por meio
de acOes direcionadas a varias proteinas-chave envolvidas na gliconeogénese (HARDIE,
2006; PRYOR; CABREIRO, 2015; VIOLLET et al., 2012). Os efeitos independentes da
AMPK da metformina sdo gerados por varias vias diferentes, como:

v' A metformina aumenta a atividade do receptor de insulina e seu substrato, o que
aumenta a captacdo de glicose na célula hepatica (PERNICOVA e KORBONITS, 2014);

v" A metformina se opde ao efeito do glucagon, diminuindo assim a glicemia em jejum;
indiretamente, através do aumento da formacdo de AMP, que se liga diretamente a
enzima AC e inibe sua funcdo. A metformina também inibe a formacdo de (c)AMP
mediada por glucagon, o que inibe a glicogenolise (MILLER et al., 2013);

v" A metformina inibe a glicerofosfato desidrogenase mitocondrial (MGDP). A inibicdo de
mGDP impede que o glicerol entre no processo de gliconeogénese e altera o estado
redox da célula. Isso reduz a conversao de lactato em piruvato e, portanto, a entrada de
lactato na gliconeogénese (MADIRAJU et al., 2014).

No trato gastrointestinal, a metformina diminui a absorcdo de glicose. Também
aumenta a producdo de horménios e peptideos intestinais. Ela desempenha um papel
particularmente importante no eixo da incretina: aumenta a acdo do peptideo semelhante ao
glucagon 1 (GLP-1), que estimula a secrecdo de insulina dependente de glicose e inibe a
secre¢do de glucagon (MULHERIN et al., 2011).

A metformina é o medicamento mais utilizado no tratamento da hiperglicemia em
pacientes com DMT2. Embora os efeitos adversos graves sejam raros, até 30% dos pacientes
relatam sintomas gastrointestinais, incluindo diarreia, cadimbras, nauseas e vomitos, o que
pode causar desconforto grave e levar a interrupcdo do uso do farmaco (OKAYASU et al.,
2012).

Os estudos epidemioldgicos tém melhorado nossa compreensdo dos fatores de risco
para 0 DMT2. A RI desempenha um papel importante na patogénese do DMT2. O aumento

da adiposidade e a obesidade sdo fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento de
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Rl e DMT2 ( DEFRONZO et al., 2015; TAHRANI, 2017). Embora a genética desempenhe
um papel importante no desenvolvimento do DMT2 (BARNETT et al., 1981; MAMBIYA et
al., 2019), a epidemia crescente de DMT2 ndo pode ser explicada apenas por novas mutacdes
genéticas, mas é amplamente explicada pela epidemia da obesidade (AL-GOBLAN et al.,
2014; BERUMEN et al., 2019).

1.2 OBESIDADE

A obesidade esta se tornando uma epidemia global e quase triplicou em todo o mundo
desde a década de 1970. Em 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos (39% da populacdo adulta do
mundo) estavam acima do peso, dos quais mais de 650 milhdes eram obesos. Destaca-se que
340 milhdes de criangas e adolescentes de 5 a 19 anos e 41 milhdes de criangas com menos de
5 anos estavam com sobrepeso ou obesidade em todo o mundo (OMS, 2020). A incidéncia
global de sobrepeso e obesidade aumentou na medida em que quase um terco da populacao
mundial agora é considerada com sobrepeso ou obesa (CHOOI et al., 2019).

A obesidade é caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura no tecido adiposo e
em outros 6rgdos. Clinicamente a obesidade pode ser definida por um indice de massa
corporal (IMC = [peso (kg)] / [altura (m?)]) acima de 30 (PANZHINSKIY et al., 2013). Estilo
de vida sedentério e 0 aumento da ingestdo de calorias sdo 0s principais contribuintes para o
ganho de peso. MutagOes nos genes da leptina ou seus receptores, interrupcdo da via de
sinalizacdo da melanocortina e mutacGes nas moléculas a jusante do receptor de
melanocortina 4 (MC4R), também foram atribuidas ao desenvolvimento da obesidade
(RAMACHANDRAPPA e FAROOQI, 2011). Assim, a obesidade é uma condicdo
heterogénea decorrente de interagdes genéticas e de estilo de vida (MACLEAN et al., 2017;
SCHWARTZ et al., 2017) e esta correlacionada com varias disfuncbes patologicas com

repercussdes importantes para a saude individual e comunitaria (KYROU et al., 2018).

A obesidade é intimamente associada a RI, embora 0s mecanismos moleculares exatos
desta ligacdo ndo sejam completamente compreendidos. Varias hipoteses foram propostas,
incluindo, entre outras, inflamagéo metabdlica crénica de baixo grau, alteragdes nos niveis de
adipocinas (leptina, resistina, adiponectina), e a lipotoxicidade devido ao aumento dos niveis
circulantes de é&cidos graxos livres (BEALE, 2013; CALDWELL et al., 2006;
HOTAMISLIGIL, 2005, 2008; ROMEO et al., 2012; SHOELSON et al.,, 2006). A

inflamacdo metabolica cronica de baixo grau, denominada "metaflammacéo”, é considerada
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uma das caracteristicas de doencas metabolicas, como obesidade e diabetes, e ocorre em
varios tecidos metabdlicos, incluindo tecido adiposo, figado, musculo, cérebro e intestino
(ERTUNC e HOTAMISLIGIL, 2016). A inflamacdo metabdlica crénica de baixo grau esta
consistentemente associada a excesso da massa gorda corporal e é caracterizada por
infiltracdo e ativacdo de macrdfagos pro-inflamatérios e outras células imunes que produzem
e secretam citocinas pré-inflamatdrias (BURHANS et al., 2018; CHAWLA et al., 2011).

A obesidade é agora considerada como uma condicdo médica, que ndo contribui
apenas para o risco de desenvolver DMT2 e DCV, mas também afeta negativamente a
longevidade e a qualidade de vida (MARTEL et al., 2017). A obesidade é o principal fator
que impulsiona o aumento da incidéncia de DMT2, uma vez que 70% do risco associado a
DMT?2 esta relacionado ao ganho de peso (NGUYEN et al., 2011). Oitenta por cento dos
individuos com DMT2 séo obesos, destacando o papel central do aumento da adiposidade
como fator de risco para o diabetes (CHADT et al, 2018). No entanto, em alguns casos, a
obesidade ndo € necessaria nem suficiente para causar DMT2 (NGUYEN et al., 2011). De
fato, alguns individuos obesos e resistentes a insulina ndo desenvolvem hiperglicemia,
indicando que suas células  pancreaticas ainda produzem e secretam quantidades suficientes
de insulina para compensar a eficiéncia reduzida da acdo da insulina na periferia (ABBASI et
al., 2002; KAHN e FLIER, 2000; KAHN, 2001). Assim, além do aumento da massa adiposa,
é provavel que fatores adicionais determinem o risco de disfuncdo das células beta e a
suscetibilidade ao DMT2 (CHADT et al., 2018).

Trés hipoteses principais foram desenvolvidas nos Gltimos anos para explicar os
mecanismos celulares e moleculares que ligam a obesidade ao DMT2: A "hipoGtese da
inflamacéo; A "hipotese de transbordamento lipidico”; A "hipotese de adipocina".

(1) A "hipdtese da inflamac&o™, afirma que a obesidade representa um estado de
inflamacdo crénica em que as moléculas inflamatorias produzidas pela infiltracdo de
macrofagos no tecido adiposo exercem alteragdes patoldgicas nos tecidos sensiveis a insulina
e nas células p (Figura 5; CHADT et al, 2018).
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The “inflammation hypothesis” I
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Figura 5: The “inflammation hypothesis.” Fisiopatologia da resisténcia periférica a

insulina associada a inflamacéo crénica induzida pela obesidade. DAG, diacilglicerol; IL-1,

interleucina-1; MCP-1, proteina quimiotatica de mondcitos; TNF, fator de necrose tumoral; TLR-4,

receptor Toll-like 4. (CHADT et al., 2018).

(2) A "hipétese de transbordamento lipidico", também conhecida como "hipotese de

expansibilidade do tecido adiposo”, prevé que, componentes e metabolitos lipidicos

potencialmente prejudiciais, devido ao aumento dos estoques lipidicos ectopicos na

obesidade, podem exercer efeitos citotoxicos nas células periféricas, incluindo células

hepaticas e - pancreaticas, prejudicando a fungéo, a sobrevivéncia e a regeneracdo (Figura

6; CHADT et al, 2018).
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The “lipid overflow hypothesis”
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Figura 6: The “lipid overflow hypothesis.” Fisiopatologia dos estoques lipidicos ectdpicos
induzidos pela obesidade que causam resisténcia periférica a insulina e funcéo prejudicada das
células p. CPT-1, carnitine palmitoyl transferase 1; DAG, diacylglycerol; GLUT2, glucose
transporter 2; HAD, B-hydroxyacyl dehydrogenase; IRS1, insulin receptor substrate 1; MafA,
pancreatic beta-cell-specific transcriptional activator MafA; PKC, Protein kinase C (CHADT et al,
2018).

(3) A "hipdtese de adipocina" Foi proposto que a expansdo dos estoques de gordura
na obesidade causa secrecdo disfuncional de fatores enddcrinos produzidos pelas células
adiposas brancas, resultando em comprometimento metabdlico dos tecidos alvo da insulina e,

eventualmente, falha nas células B produtoras de insulina (Figura 7) (CHADT et al., 2018).
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The “adipokine hypothesis” ]
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Figura 7: The “adipokine hypothesis.” Fisiopatologia da disfuncio de adipocinas, induzida pela
obesidade em células adiposas, contribuindo para a resisténcia periférica a insulina. .AdipoR2,
adiponectin receptor 2; AMPK, AMP-activated protein kinase; PEPCK, phosphoenolpyruvate
carboxykinase; RBP4, retinol binding protein 4 (CHADT et al, 2018).

Assim, a resisténcia a insulina, vista no contexto do diabetes e da obesidade, ndo esta
presente apenas no musculo e no figado, mas também no tecido adiposo, no rim, no trato
gastrointestinal, na vasculatura, no cérebro e nas células B-pancreéticas (GERICH et al., 2001,
HONKA et al., 2013; KLEINRIDDERS et al., 2014; SAMUEL e SHULMAN, 2012). Estas
caracteristicas destacam o importante papel destes 6rgdos na homeostase da glicose, tornando-
os grandes alvos terapéuticos. O acumulo de gordura ectépica € um dos principais
mecanismos pelos quais a obesidade impacta a sensibilidade a insulina. Portanto, existem
atualmente varias intervencdes terapéuticas em desenvolvimento que visam melhorar a
gordura ectopica. Com uma melhor compreensdo das vias de sinaliza¢do da insulina, varios
agentes estdo em desenvolvimento visando diferentes componentes dessa via (TAHRANI,
2017) .

Vérios farmacos também fazem parte do arsenal terapéutico no tratamento da
obesidade. Orlistat, inibidor da lipase pancreética e principal medicamento para o tratamento
da obesidade a longo prazo, leva a uma reducdo media do peso corporal de 3% ao longo de
um periodo de 1 ano (YANOVSKI e YANOVSKI, 2014). No entanto, o orlistat também pode
produzir efeitos adversos incluindo, insuficiéncia hepéatica subaguda e lesdo renal aguda
(FILIPPATOS et al., 2008), dor abdominal, inchaco, flatuléncia, fezes oleosas, diarreia,

diminuicdo da absorcdo de vitaminas lipossoltveis (LI et al., 2005). Outros medicamentos
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anti-obesogénicos, como fenfluramina, sibutramina e rimonabant, foram retirados do mercado
em alguns paises devido a seus efeitos adversos graves, incluindo problemas cardiovasculares,
aumento na pressdo arterial, disturbios de humor e até tendéncias suicidas (DIETRICH e
HORVATH, 2012). Comparado aos medicamentos anti-obesogénicos, a cirurgia para perda
de peso por bypass gastrico ou bandagem gastrica é mais eficaz (BULT et al., 2008), mas é
relativamente caro, fisicamente invasivo e inaplicavel & maioria das pessoas com sobrepeso
(MARTEL et al.,, 2017). Tratamentos anti-obesogénicos alternativos eficazes, seguros e
amplamente disponiveis seriam benéficos. Assim, farmacos que atenuam o diabetes, a
obesidade e induzam beneficios metabdlicos em pacientes obesos, sem afetar negativamente
outras funcgdes do corpo, sdo extremamente necessarios.

A obesidade é uma doenca multifatorial, considerada como uma condi¢do que néo
contribui apenas para o risco de desenvolver DMT2, mas também para o risco de desenvolver
varios outros problemas de saude, incluindo DHGNA, osteoartrite e varios tipos de cancer
(GUH et al., 2009; PI-SUNYER, 2009; VISSCHER e SEIDELL, 2001), que s& umas das
complicacdes da SM. A maioria das pessoas com obesidade mostra sinais de inflamagéo
crénica, hipertensdo e Rl (HASLAM e JAMES, 2005; MCARDLE et al., 2013); que juntas

séo conhecidas como mecanismos subjacentes predominantes para a SM.

1.3 SINDROME METABOLICA

A SM, também conhecido como sindrome de RI, refere-se a um conjunto de disturbios
metabolicos que sdo causas ou consequéncias da RI e que coexistem particularmente em
pacientes obesos e sedentarios (GRUNDY et al., 2005; SIMMONS et al., 2010). A SM é uma
questdo global séria, com relevancia clinica substancial. Ela representa uma epidemia mundial
crescente que afeta aproximadamente 20% dos adultos (O’NEILL e O’DRISCOLL, 2015).
Geralmente € aceito que os principais "fatores de risco metabdlico” que caracterizam a SM
incluem RI, obesidade central, dislipidemia aterogénica, TGP, estado pro-trombético, estado
pro-inflamatorio e hipertensdo (Figura 8) (GRUNDY, 2006a; O’NEILL e O’DRISCOLL,
2015).
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Figura 8: Os principais fatores de risco da sindrome metabélica. Cada fator de risco possui
varios componentes. PAIL, plasminogenactivator inhibitor 1; CRP, C-reactive protein; IFG, impaired
fasting glucose; IGT, impaired glucose tolerance; IL, interleukin; SAA, serum amyloid A protein;
T2DM, type 2 diabetes mellitus; TNFa, tumour-necrosis factor-o. (GRUNDY, 2006a).

Existem varios critérios estabelecidos por diferentes associacdes para definicdo e
diagnostico da SM. Como ilustrado na Tabela 1, os detalhes especificos utilizados para a
definigdo precisa da SM diferem entre varias entidades, tais como, a Organiza¢do Mundial da
Saude (OMS), o Grupo Europeu de Pesquisa em Insulina (EGIR), o Programa Nacional de
Educacdo em Colesterol - Painel de Tratamento para Terceiros Adultos (NCEP: ATPIII), a
Associacdo Americana de Endocrinologia Clinica (AACE) e a Federacdo Internacional de
Diabetes (IDF) (O’NEILL et al., 2016). A defini¢cdo mais aceita consiste em trés ou mais dos
seguintes indicadores: pressdo arterial (PA) > 135/85 mmHg, glicemia em jejum (GJ) > 6,1
mmol/L, colesterol lipoproteico de alta densidade (HDL) < 1,0 mmol/L (masculino) ou < 1,3
mmol/L (feminino), triglicerideos (TG) > 1,7 mmol/L e circunferéncia da cintura > 102 cm
(masculino) ou > 88 cm (feminino) (GRUNDY et al., 2005).
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Tabela 1: Critérios para definir e diagnosticar SM, conforme estabelecido por diferentes

entidades (Adaptado de O’NEILL et al, 2016).

Definicdo SM OMS EGIR NCEP: ATPIII AACE IDF
Fundamental Alto nivel de Resisténcia a Tolerancia a CC (especificidade
insulina insulina glicose diminuida  étnica e de género)
Componente + 2 dos seguintes:  + 2 dos seguintes: Qualquer 3dos  + 2 dos seguintes: + 2 dos seguintes:
seguintes:
Obesidade CC > 37 polegadas  CC >94 cm (M) CC>40
abdominal IMC > 30 kg/m? >80 cm (F) polegadas (M)
>35 polegadas
(F)
Triglicerideos >150 mg.dL™ >2 mmol.I* >150 mg.dL* >150 mg.dL* >150 mg.dL*
C-HDL C-HDL C-HDL C-HDL C-HDL
<35 mg.dL™ (M) <lmg.dL* <40 mg.dL* (M) <40 mg.dL™* (M) <40 mg.dL™* (M)
<39 mg.dL™ (F) <50 mg.dL* (F) <50 mg.dL* (F) <50 mg.dL™ (F)
Pressdo arterial >140/90 mm Hg >140/90 mm Hg  >130/85 mm Hg >130/85 mm Hg >130/85 mm Hg
ou medicagdo
PA
Microalbumindria >30 mg.g™*
Glicemia de jejum >6,1 mmol.I" >110 mmol.I* >5.6 mmol.I" ou

DMT2
Abreviaturas: HDL, lipoproteina de alta densidade; CC, circunferéncia da cintura; PA, pressao arterial; IMC, indice de

massa corporal; F, fémea; M, machos; DMT?2, diabetes mellitus tipo 2.

De acordo com as opinides atuais, existem duas principais causas subjacentes da SM:
obesidade (especialmente obesidade abdominal) e resisténcia a insulina; esses dois parametros
estdo intimamente e reciprocamente interrelacionados (GRUNDY, 2006b). A prevaléncia da
SM estd aumentando com o numero de obesos (Ford et al., 2004); de fato, como esperado, a
SM aumenta com o indice de massa corporal (IMC) (O’NEILL e O’DRISCOLL, 2015). A
SM ¢ conhecidamente associada a um risco aumentado de doencas cardiovasculares (DCV),
diabetes mellitus (DM) e cancer (GIRMAN et al., 2004; GRUNDY et al., 2004; O’NEILL et
al., 2016). De fato, a SM contribui para um risco 3 vezes maior para as DCV e 5 vezes maior
para 0 DMT2 (ESPOSITO et al., 2012). A SM também tem sido associada a varias outras
condigdes incluindo doencas renais (AGRAWAL et al., 2009; LEE et al., 2018; PRASAD,
2014), célculos biliares e doengas hepaticas gordurosas ndo alcodlica (DHGNA) (GRUNDY
et al., 2005).

O DHGNA abrange um espectro de doengas hepaticas, variando de figado gorduroso
ndo alcoolico (FGNA, também conhecido como esteatose simples) ao esteato-hepatite ndo
alcodlica (EHNE) e pode levar a fibrose ou cirrose avangada e carcinoma hepatocelular

(CHC) (BRUNT, 2010; KLEINER e BRUNT, 2012; MATTEONI et al., 1999;
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NASCIMBENI et al., 2013). A prevaléncia de DHGNA é estimada entre 17 a 33 % na
populagéo em geral, enquanto atinge 75 % em pacientes obesos e ainda mais em pacientes
com DMT2 (MASARONE et al., 2014, 2018). A DHGNA é caracterizada pelo acumulo
excessivo de gordura nos hepatdcitos (esteatose). Quando a esteatose € acompanhada por
degeneracdo por baldo hepatocelular e inflamacg&o lobular, a doenca hepética € diagnosticada
como EHNE (KLEINER e BRUNT, 2012). O excesso de gordura no figado é extremamente
comum e a prevaléncia de DHGNA tem aumentado rapidamente, paralelamente a epidemia de
DMT?2 e obesidade, levando a DCV. RI, lipotoxicidade e disfuncdo endotelial sdo entre os
principais fatores fisiopatologicos implicados na DHGNA, obesidade e DCV associadas a SM
(FRIEDMAN et al., 2018; LAKKA et al., 2002). Dessa forma, a DHGNA tem sido
considerada a expressdo hepética da SM, ndo apenas como um fator de risco cardiovascular,
mas também como responsavel por doenca renal progressiva (Targher e Byrne, 2013 Petta et
al., 2016). Embora a esteatose simples seja geralmente benigna, EHNE pode progredir para
cirrose e doenca hepética terminal (HAMMOUTENE e RAUTOU, 2019). Pacientes com SM
e EHNE também desenvolvem CHC na auséncia de cirrose (KANWAL et al., 2018;
PARADIS et al., 2009). Compreender os mecanismos da DHGNA e, em particular, como a
esteatose simples progride para o0 EHNE e depois para a cirrose e / ou cancer de figado, é da
maior importancia. A visdo atual da patogénese do EHNE centra-se na resposta dos
hepatdcitos a RI, a lipotoxicidade e também na disfuncdo endotelial, enquanto que o sistema
imunoldgico e a ativacdo das células estreladas hepaticas sdo considerados eventos
secundarios (Hammoutene et Rautou, 2019).

O endotélio vascular desempenha um papel fundamental na patogénese e nas
complicagcdes da DHGNA. O endotélio vascular, representando a interface entre o sangue e
outros tecidos do corpo, ndo é apenas uma barreira fisica, mas esta envolvido em diferentes
processos fisioldgicos, como hemostasia, transporte de metabdlitos, inflamacéo, trombose,
angiogénese e tonus vascular (ZAPOTOCZNY et al., 2019). O endotélio hepéatico é formado
principalmente de células endoteliais sinusoidais hepaticas (LSECs, liver sinusoidal
endothelial cells ). As LSECs sdo células endoteliais altamente especializadas na interface
entre o sangue derivado do tecido adiposo visceral e o intestino, por um lado, e as células
estreladas hepaticas e os hepatdcitos, por outro lado (ZAPOTOCZNY et al., 2019).

Os lipidios da dieta presentes na circulagdo devem ser transportados atraves do
endotélio vascular para serem metabolizados pelos tecidos. Em condi¢des fisioldgicas, 0s

LSECs sdo os principais reguladores da troca lipidica bidirecional entre o sangue e 0
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parénquima hepatico; a fenestra de LSEC forma uma barreira seletiva para lipidios
(HAMMOUTENE e RAUTOU, 2019). As LSECs sofrem alteraces morfoldgicas e
funcionais durante a esteatose hepatica. Uma das mudancas fenotipicas mais notaveis é a
perda de fenestra, também chamada de defenestracdo ou capilarizacdo sinusoidal (Figura 9),
associada a formacdo de uma membrana basal na superficie abluminal dos LSECs (COGGER
etal., 2016; MIYAO et al., 2015; ZHANG et al., 2014).
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Figura 9: A capilarizagdo do LSEC promove esteatose. Em condigdes fisiologicas, o quilomicron
cruza a fenestra de LSEC e fornece colesterol e triglicerideos para a sintese de VLDL. Os VLDL sdo
entdo liberados pelos hepatécitos e atingem o fluxo sanguineo através das fenestras. Nas condi¢des da
SM, a capilarizacdo do LSEC surge cedo no curso da DHGNA, possivelmente devido a exposi¢do dos
LSECs aos macronutrientes da dieta. FFA, acidos graxos livres; LDL, lipoproteina de baixa densidade;
LSECs, células endoteliais sinusoidais do figado; NAFLD, doenca hepatica gordurosa nao alcodlica;
ox-LDL, lipoproteina oxidada de baixa densidade; VLDL; lipoproteina de muito baixa densidade
(HAMMOUTENE e RAUTOU, 2019).

Os mecanismos iniciais por trds da capilarizacdo sinusoidal ndo sdo totalmente
identificados, mas especula-se que 0s macronutrientes dietéticos excessivos, incluindo
lipidios, carboidratos e produtos derivados da microbiota intestinal, desempenhem um papel
(COGGER et al.,, 2016). Uma primeira hipGtese que explica essa consequéncia da

capilarizacdo na esteatose pode ser a reducdo da permeabilidade ao LSEC, prejudica a
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passagem da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL, lipoproteina de muito baixa
densidade) derivada de hepatocitos em direcdo ao limen sinusoidal, induzindo assim a
retencdo de colesterol e triglicerideos no figado. No entanto, essas lipoproteinas podem
escapar do figado através do sistema linfatico (TANAKA e IWAKIRI, 2016). Como
explicacdo alternativa, HERRNBERGER e colaboradores (2014) propuseram que o0s
quilomicrons originarios do sangue e necessarios para a sintese de VLDL por hepatécitos ndo
pudessem atingir hepatocitos devido a capilarizacdo do LSEC. A sua auséncia nos hepatocitos
pode entdo estimular a sintese lipidica hepatica (lipogénese de novo) e induzir a esteatose
como mecanismo compensatorio (HERRNBERGER et al., 2014). Além disso, apo6s a
capilarizacdo do LSEC, o quilomicron e o colesterol dietético ndo atravessam mais as
fenestras para inibir a HMGCOA redutase (enzima chave da biossintese de colesterol
hepatocito), consequentemente ativando a sintese enddgena de colesterol em hepatdcitos
(FRASER et al., 2012). Juntos, esses dados sugerem que as caracteristicas da SM estdo
associadas a capilarizacdo do LSEC, que promove a esteatose (HAMMOUTENE e
RAUTOU, 2019).

A esteatose hepética esta associada ao aumento da pressédo arterial portal e aumento da
resisténcia vascular intra-hepatica, que tem um componente mecanico e dinamico (BAFFY,
2018; FRANCQUE et al., 2010, 2012; MENDES et al., 2012). A parte mecanica € devida a
compressdo do lumen sinusoidal por hepatdcitos com carga de gordura aumentada. A parte
dindmica é devida a disfuncdo endotelial do figado. A disfuncdo das LSECs ocorre no inicio
da DHGNA e promove a esteatose (CALDWELL e LACKNER, 2017; FARRELL et al.,
2008; FRANCQUE et al., 2010; IJAZ et al., 2003).

A disfuncdo endotelial € uma condicdo patoldgica, comum a todos os leitos vasculares,
definida como a incapacidade para 0s vasos sanguineos de se dilatar em resposta ao aumento

do fluxo sanguineo. A disfuncdo endotelial é geralmente indicada pela perda de

Vérias linhas de evidéncia mostram que a disfun¢do do LSEC ocorre em figados gordurosos e
estd envolvida no aumento da resisténcia vascular intra-hepéatica associada a esteatose
(GARCIA-LEZANA et al., 2018; GONZALEZ-PAREDES et al., 2016; PASARIN et al.,
2012; TATEYA et al., 2011). Varios mecanismos podem explicar essa disfuncdo endotelial
no figado, associada a esteatose (Figura 10). A disfungdo dos LSECs pode ser induzida pela

superabundancia de lipidios durante a esteatose. Além disso, a esteatose induz R1 nos LSECs,
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Physiological conditions

Metabolic syndrome

e

levando ao comprometimento da vasodilatacdo dependente de insulina (GUNNETT et al.,
2001; PASARIN et al., 2012, 2017).
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Figura 10: A disfuncdo do LSEC promove a esteatose. Em condicdes fisiolégicas, os LSECs
liberam NO, que regula o tdnus vascular intra-hepatico, por um lado, e o metabolismo lipidico
hepatico, por outro. O NO limita o contetdo lipidico hepatico inibindo a lipogénese hepatica de novo,
através de uma limitagdo da sintese de citrato nas mitocéndrias, uma inibicdo do ACC e do GPAT e
promovendo a B-oxidacdo dos acidos graxos. Nas condi¢Ges da SM, uma superabundéncia de lipidios
e RI leva a regulagdo negativa da atividade da eNOS e a regulagdo positiva da iNOS, causando
estresse nitro-oxidativo através da producédo de peroxinitrito e, eventualmente, disfuncéo endotelial. A
disponibilidade reduzida de NO promove esteatose. ACC, acetil-CoA carboxilase; AMPK, proteina
GPAT, glicerol-3-fosfato
aciltransferase; LSECs, células endoteliais sinusoidais do figado; IHRV; resisténcia vascular intra-
NO, oOxido nitrico; NOX1, NADPH oxidase 1

guinase ativada por AMP; eNOS, 6éxido nitrico sintetase endotelial;

hepatica; iINOS, 6xido nitrico sintase induzivel;
(HAMMOUTENE e RAUTOU, 2019).

Em resumo, a disfuncdo dos LSECs ocorre no inicio da DHGNA e promove a
esteatose. A disfuncdo do LSEC contribui para o estresse oxidativo, angiogénese e resposta
inflamatéria na EHNE (COULON et al., 2011, 2012, 2013; IWAKIRI et al., 2014). Em
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resposta a lipotoxicidade, os hepatocitos geram espécies reativas de oxigénio (ERO) e iniciam
uma resposta inflamatdria robusta que acentua a lesdo hepética (FRIEDMAN et al., 2018;
MARRA e SVEGLIATI-BARONI, 2018).

A lipotoxicidade associada a DHGNA nao se restringe aos hepatdcitos, mas envolve
dislipidemia sistémica, que por sua vez pode resultar no acumulo de lipidios em outros
tecidos, como o coracdo, levando a lipotoxicidade dos cardiomidcitos, sua disfuncdo e morte
(GOLDBERG et al., 2012). A cardiomiopatia lipotdxica é o principal mecanismo pelo qual
pacientes com RI, diabetes e obesidade desenvolvem hipertrofia e disfuncdo cardiaca
(SCHILLING e MANN, 2012). Em seres humanos, 0 aumento da massa cardiaca foi
postulado como resultado da deposicdo epicardica e infiltracdo no miocardio de gordurosa
(FITZGIBBONS e CZECH, 2014). De fato, o contetdo de triglicerideos no tecido cardiaco
humano é aumentado em obesos em comparacdo com individuos com peso normal (WENDE
e ABEL, 2010). A presenca ectopica de triglicerideos e metabdlitos lipidicos, como as
ceramidas, tem sido relacionada a RI, lipotoxicidade e apoptose em cardiomidcitos
(HODSON et al., 2015; TRAN et al., 2016; ZHOU et al., 2000). A Figura 11 apresenta um

dos mecanismos pelos quais a dislipidemia induz a RI nos cardiomidcitos.
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Figura 11: Mecanismos propostos pelos quais a dislipidemia induz a Rl nos cardiomidcitos. O
aumento de acidos graxos livres circulantes, como ocorre durante a obesidade e ou dieta rica em
frutose, aumentard a absorcao de acidos graxos e a producgdo de acetil CoA de cadeia longa. A acetil
CoA de cadeia longa ndo oxidada pode ser usada em vias ndo oxidativas, com a geragdo de
triglicerideos, diacilglicerol (DAG) e ceramida. DAG e ceramida foram implicados na etiologia da RI
através da ativacdo de PKC, IKK (inibidor do fator-kappa quinase nuclear) e JNK (Jun N-terminal
quinase) (TOIT e DONNER, 2012).

Os lipidios sdo importantes reguladores da funcdo cardiaca por seu papel na estrutura
da membrana, transporte celular, sinalizagdo e como substrato da B-oxidacéo para obtencdo de
energia nas mitocondrias(CEDARS et al., 2009; LIM e BODMER, 2011). A lipotoxicidade
cardiaca ndo envolve apenas acumulo excessivo de triglicerideos intramiocelulares no
coragdo, mas também alteracOes nas classes lipidicas, bem como em seu perfil de acidos
graxos; consequentemente, existe uma regulacdo da formagédo de mediadores lipidicos ativos,
que afetam o metabolismo e a funcéo cardiaca, em parte facilitando o desenvolvimento de
fibrose cardiaca, um importante contribuinte para a disfuncdo do miocardio (LUCAS et al.,
2016; MARIN-ROYO et al., 2018, 2019; SCHULZE et al., 2016; ZHOU et al., 2000).

Embora seja geralmente aceito que a intervencéo clinica de primeira linha para a SM

seja @ mudanca de estilo de vida (comportamento alimentar e atividade fisica), isso €
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insuficiente para normalizar os fatores de risco em muitos pacientes, assim, o risco residual
poderia ser alto e suficiente para justificar a farmacoterapia (GRUNDY, 2006;
SRIVASTAVA e APOVIAN, 2018). No entanto, atualmente ndo existem medicamentos
aprovados que possam reduzir de forma confiavel todos os fatores de risco metabdlico a longo
prazo (GRUNDY, 2006 ). Portanto, ha um interesse crescente em estratégias terapéuticas que
possam ter alvos multiplos que reduzam os fatores de risco de maneira mais eficaz e
minimizem problemas com polifarmacia. As opcdes terapéuticas estdo relacionadas com o
tratamento individual de cada problema, como DMT?2, hipertensdo, hiperlipidemia, obesidade.
Isso pode gerar uma serie de problemas, devido aos efeitos colaterais, custo e baixa aderéncia

relacionada com a polifarmécia.

1.4 PLANTAS MEDICINAIS E MEDICINA TRADICIONAL

DMT2, obesidade e SM sad doengas cronicas, complexas, interconectadas e que tém
em comum diversos mecanismos fisiopotoldgicos. Como resultado, elas poderiam ser objeto
de estratégias terapéuticas comuns. E geralmente aceito que modificacdes de estilo de vida e
habitos alimentares sdo os pilares do controle dessas doencas (BHUPATHIRAJU et al., 2014;
KNOWLER et al., 2002; LEY et al., 2014; ROCKETTE-WAGNER et al., 2015); no entanto,
muitas vezes ndo conseguem alcancar ou sustentar beneficios a longo prazo (PILITSI et al.,
2019; ROCKETTE-WAGNER et al., 2015). A farmacoterapia adicionada as modificacGes do
estilo de vida resulta em beneficios metabdlicos adicionais, embora limitados (PILITSI et al.,
2019). Devido aos problemas associados aos tratamentos atuais e a polifarméacia, uma grande
porcentagem de pacientes recorre a medicina alternativa para o controle de DMT2, obesidade
e SM. Como alternativa, muitas populacdes no mundo recorrem a medicina tradicional,
utilizando substancias naturais de origem vegetal.

A medicina tradicional tem uma longa historia. Ela é a forma mais antiga de
assisténcia a saude no mundo (YUAN et al., 2016); ela inclui sistema de medecina como
medicina tradicional chinesa, ayurveda indiana, unani arabe e a varias formas de medicina
indigena (WHO, 2019). A medicina tradicional é a soma de conhecimentos, habilidades e
praticas baseadas nas teorias, crencas e experiéncias das populagdes tradicionais, explicaveis
ou ndo, utilizadas na manutencdo da satde, bem como na prevencao, diagnostico, melhoria ou
tratamento de doencas fisicas e mentais (AMALRAJ e GOPI, 2016; WHO, 2019). A OMS
estimou que aproximadamente 90% da populacdo mundial dependem principalmente de
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plantas medicinais e da medicina tradicional para o atendimento das necessidades de saide
primaria da populacdo (WHO, 2014).

A OMS ndo incentiva apenas o uso de plantas medicinais, mas também recomenda
uma avaliacdo cientifica das propriedades farmacoldgicas dos extratos vegetais (DIRKS,
2004). A triagem de plantas medicinais para novos compostos bioativos é, portanto, um
objetivo importante para muitos cientistas. As plantas medicinais desempenham um papel
essencial nos cuidados de saude e sdo as principais matérias-primas para 0s medicamentos
tradicionais e convencionais (WHO, 2002). Muitos pesquisadores tém se concentrado em
produtos naturais derivados de plantas medicinais devido & ampla gama de efeitos
farmacoldgicos (SHUKLA et al., 2010). De fato, devido a complexidade de sua composicéo,
0s produtos naturais tém a vantagem de reduzir a ativacdo de multiplos mecanismos
patogénicos (CHANG et al., 2013; TELAPOLU et al.,, 2018); com a vantagem de
apresentarem efeitos adversos reduzidos (MEDAGAMA et al., 2014). Além disso, 0s
produtos naturais de origem vegetal representam uma importante fonte no processo de
desenvolvimento de novos compostos farmacologicamente ativos (VIEIRA et al., 2014).

Produtos a base de plantas, na forma de extratos vegetais ou compostos isolados, sdo
rotineiramente consumidos como suplementos de saide (MARTEL et al., 2017). De fato,
compostos derivados plantas medicinais tém sido usados para tratar doencas humanas desde
tempos imemoriais (KOEHN e CARTER, 2005; NEWMAN; CRAGG; SNADER, 2003).

As estratégias na descoberta de farmacos para controlar a SM, obesidade e diabetes
envolvem a busca de compostos alternativos. Compostos que sejam potentes inibidores de a-
glicosidase, o-amilase e lipase; que melhoram o fluxo de glicose no figado (RINES et al.,
2016); bem como compostos que sejam capazes de estimular a termogénese, diminuir a
lipogénese, aumentar a lipGlise, reduzir o apetite e alterar a microbiota intestinal (DE
FREITAS JUNIOR e DE ALMEIDA , 2017; LIU et al., 2017; MARTEL et al., 2017).
Abordagens direcionadas ao figado incluem estratégias terapéuticas visando enzimas
especificas para gliconeogénese e glicogenolise, tais como ativadores da glicoquinase
(SHARMA et al., 2015), inibidores da glicogénio fosforilase (FURUKAWA et al., 2005),
bem como inibidores da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1-B) (RONDINONE et al., 2002).
As espécies do género Terminalia sdo amplamente utilizadas e conhecidas por suas

propriedades terapéuticas.
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1.4.1 ESPECIES DO GENERO TERMINALIA Linn

Terminalia Linn € o segundo maior género da familia Combretaceae, com cerca de
250 espécies amplamente distribuidas no sul da Asia, Himalaia, Madagascar, Australia e nas
regides tropicais e subtropicais da Africa (ZHANG et al., 2019). No Brasil, as espécies de
Terminalia ocorrem preferencialmente em floresta ombréfila densa no dominio da mata
Atlantica (RIBEIRO et al., 2018). As espécies de Terminalia variam de arbustos a grandes
arvores de floresta decidua, podendo atingir at¢é 75 m de altura (STACE, 2007). As
Terminalias s8o conhecidas como uma rica fonte de metabolitos secundarios e sdo
amplamente utilizados na medicina tradicional em varios paises do mundo para o tratamento
de varias doencas e distrbios (ANAND et al., 1997; ELOFF et al., 2008). Cerca de trinta e
nove espécies de Terminalia foram investigadas fitoquimicamente, o que levou a
identificacio de 368 compostos, incluindo terpendides, taninos, flavondides,
fenilpropandides, fendlicos simples, entre outros. Estudos farmacoldgicos sugerem que alguns
dos compostos isolados mostraram varias atividades biologicas, incluindo atividade
antitumoral, anti-HIV-1, antifdngica, antimicrobiana, antioxidante, e apresentaram efeito
positivo no figado, rim, DCV, diabetes e obesidade (ZHANG et al., 2019).

Espécies do género Terminalia sdo utilizadas na Asia e em varios paises Africanos,
separadamente ou em combinacdo com espécies de género diferente, para o tratamento de
diversas doencas. Um desses produtos tradicionais, ltrifal Saghir (etrifel saqir) ou atrifal
arabizado de Triphala, € uma preparacdo comercializada no Ird ha varios anos. Ela € composta
pelos frutos de trés plantas medicinais, Phyllanthus emblica L. ou Emblica officinalis Gaertn.
(Euphorbiaceae), Terminalia chebula Retz. (Combretaceae) e Terminalia belerica Retz.
(Combretaceae), e formulada para o tratamento e controle da obesidade (KAMALI et al.,
2012). As espécies indianas Terminalia chebula e Terminalia bellerica sdo conhecidas por
seus efeitos pleiotropicos e descritas na medicina Ayurvedica para o tratamento da obesidade
e diabetes (KAMALI et al., 2012; YANG et al., 2013). Na india, Terminalia arjuna
(Combretaceae) e Terminalia paniculata Roth. (Combretaceae) sdo utilizadas
tradicionalmente para o tratamento de doencas cardiacas, hepatites e diabetes (DIXIT et al.,
2013; EESHA et al., 2011; RAMACHANDRAN et al., 2012). A pratica de medicina
tradicional de algumas partes da regido central de Camardes considera a Terminalia superba

(Combretaceae) um remédio util contra a hipertensao. Ela também é utilizada localmente para
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o tratamento de varias doencas, incluindo diabetes, gastroenterite, infertilidade feminina e
dores abdominais (ADJANOHOUN et al., 1996).

Apesar da grande descri¢do da utilizacdo de varias espécies de Terminalia de origem
Asiatica e Africana para o tratamento do DM, obesidade e SM, nédo existem relatos do uso na
medicina tradicional de espécies brasileiras para o tratamento destas patologias. Estudos
preliminares recentes do nosso grupo de pesquisa, em colaboracdo com a Universidade
Jadavpur (Calcuta, India), demonstraram que as espécies brasileiras e indianas apresentam
perfis fitoquimicos semelhantes. Estes resultados nos conduziram a investigacdo do potencial

uso de espécies brasileiras de Terminalia para o tratamento do DMT2, obesidade e/ou SM.

1.4.1.1 Terminalia glabrescens Mart.

Terminalia glabrescens Mart. (Combretaceae; Figura 12), popularmente conhecida
como capitdo, cerne amarelo, garrote, maria preta e pau-sangue, encontra-se amplamente
distribuida no territério brasileiro (GARCEZ et al., 2003). T. glabrescens é utilizada
popularmente para tratamento de varios disturbios, incluindo infeccdo intestinal, Glcera no
estomago e colica intestinal (BAPTISTEL et al., 2014). Das folhas de Terminalia glabrescens
foram descritos 0s compostos tais como: triterpenos do tipo oleanano (3[3,6p,23,28-
tetraidroxiolean-12-eno), triterpenos pentaciclicos ursélicos (acido 2a- hidroxiursélico, acido
sumaresinolico, acido arjunolico, sitosterol-3-O-B-D-glicopiranosideo e hidrocarbonetos)
(GARCEZ et al., 2003). Sabe-se que varios triterpenos possuem atividades antidiabéticas e
cardioprotetoras, e atualmente sdo apontados como novas ferramentas para combater a SM
(SANGWENI et al., 2019; SHARMA et al., 2018; SILVA et al., 2016). Triterpenos de
lanosteril (por exemplo, metil-3B-hidroxilanosta-9,24-dien-21-oato), isolados de Protorhus
longifolia (Benrh.) Engl., uma espécie vegetal endémica da Africa Austral, exibem efeitos
cardioprotetores (SANGWENI et al., 2019), e melhoram a sinalizagdo da insulina em ratos
diabéticos (MABHIDA et al., 2018).
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Figura 12: Planta Terminalia glabrescens Mart. Foto ilustrativa da espécie e em destague suas

inflorescéncias e folhas. Fonte:

https://www.flickr.com/search/?text=Terminalia%20glabrescens%20mart

1.4.1.2 Terminalia phaeocarpa Eichler

Terminalia phaeocarpa Eichler (sinbnimos: Terminalia hylobates Eichler,
Myrobalanus phaecarpa (Eichler) kuntze; Figura 13) é uma &rvore amplamente distribuida
no Brasil, ocorrendo na Mata Atlantica, no Cerrado e na Caatinga. Com relacdo a quimica da
espécie, dados ndo publicados do nosso grupo de pesquisa identificaram, pela primeira vez,
nas folhas de T. phaeocarpa, tanto no extrato etanélico, quanto na sua fracdo acetato de etila,
nove substancias de natureza fendlica (Figura 14): rutina, &cido el&gico, quercetina,
guercetina O-desoxi-hexose, 2 ’-O-galoil-quercetina-O-desoxiexose, canferol-O-desoxiexose,
2”-0O-galoil-canferol-O-desoxiexose, tercataina e acido chebuldgico (Dados ndo publicados.
Tese de doutorado em andamento na Faculdade de Farméacia, UFMG). Sabe-se que varios
compostos polifendlicos exibem atividades antidiabéticas, anti-oxidantes, vasodilatatorias,
anti-inflamatorias, anti-hipertensivas e anti-obesidade, através varios mecanismos em
diferentes tecidos (ALKHALIDY et al., 2015; DHANYA et al., 2017). Crescente nimero de
evidéncias sugere que a ingestdo de &cido elagico é eficaz para atenuar a obesidade e melhorar
as complicacdes metabolicas mediadas pela obesidade, como RI, DMT2 e doencas hepaticas.
A quercetina (aglicona da rutina; Figura 14b) melhora as fungdes cardiovasculares, hepéticas
e metabdlicas em ratos com SM, reduz a pressao arterial sistolica em humanos hipertensos e
em modelos animais de hipertensdo (EGERT et al., 2009; PEREZ-VIZCAINO et al., 2009;
YAMAMOTO e OUE, 2006), reduz as concentracdes sericas de triglicerideos e colesterol em

coelhos obesos apds 12 semanas de tratamento (JUZWIAK et al., 2005). O &cido chebulagico
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(Figura 14d), exerce atividade antidiabética em varios tecidos através diferentes mecanismos,
incluindo o aumento da sensibilidade a insulina através da via de sinalizacdo do PPARY
(SHYNI et al., 2014) e a inibicao de enzimas digestivas (HUANG et al., 2012).

Figura 13: Planta Terminalia phaeocarpa Eichler. Foto ilustrativa da espécie e em destaque suas

inflorescéncias e folhas. Fonte:

http://www.theplantlist.org/tpl1.1/record/tro-8200093
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Figura 14: Estruturas quimicas dos principais constituintes presentes no extrato etandlico e sua

fracdo acetato de etila das folhas de Terminalia phaeocarpa. Fontes das estruturas quimicas:
(COSTANZO et al., 2013; GAIKWAD et al., 2014; SRIVASTAVA et al., 2007; TANAKA et al.,

1986).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral:

Investigar os efeitos de extratos de Terminalia glabrescens e Terminalia phaeocarpa

em modelo de DMT2 e na SM induzida por dieta hiperlipidica.

2.2 Objetivos especificos:

» Avaliar, os efeitos inibitérios dos extratos brutos (EB) e fragdes de T. phaeocarpa e T.

glabrescens sobre a atividade das enzimas a-glicosidase intestinal, a-amilase e lipase

pancreatica;

» Auvaliar a atividade dos EB e fracdes de T. phaeocarpa e T. glabrescens no teste de

tolerancia oral ao amido (TTA) e a sacarose (TTS) ;

» Auvaliar em modelo murino de DMT2, sob tratamento subcrdnico com os EB e fraces, 0s

seguintes parametros:

o

(@]

o

A glicemia e o peso corporal

Os parametros lipideos do soro (colesterol total e triglicerideos);

Pardmetros hepaticos (transaminases, FAL, proteina total e albumina);

A atividade da PTP1-B no figado;

Os niveis de malondialdeido (MDA) e glutationa reduzida (GSH) no figado;
Parédmetros renais (balanco hidrico; a excrecdo urinaria de glicose, do acido urico

e da creatinina);

» Avaliar em modelo murino de SM, induzida por dieta hiperlipidica, sob tratamento

crénico com a fracdo acetato de etila de T. phaeocarpa, 0s seguintes parametros:

o

(@]

©)

o

Glicemia, o peso corporal, a ingestdo de alimentos e a excre¢do das fezes;

Perfil lipidico (colesterol total e triglicerideos) sérico, hepatico fecal e cardiaco;
Toleréncia a glicose, ao piruvato e a sensibilidade a insulina;

Parametros hepaticos (transaminases, FAL, proteina total e albumina);

A atividade da PTP1-B no figado;

A atividade de certas enzimas hepaticas envolvidas no metabolismo de glicose:
glicogénio fosforilase (GP) e a fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK);

A pressdo arterial sistdlica (PAS) e a funcdo endotelial nas artérias mesentéricas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 InvestigacOes de efeitos dos extratos sobre atividade das enzimas digestivas

3.1.1 Reagentes

A frutose (labsynth; Brasil) grau analitico, o amido de milho (Maizena; fabricante)
obtida em mercado local, o cloridrato de metforfina (Prati Donaduzzi; Brasil) obtido em
farmacia, e os kits de dosagem foram obtidos da Bioclin (Brasil) e da Interkit (Brasil). Salvo

indicacao contrério, todos os outros reagentes foram adquiridos a Sigma-Aldrich (Brasil).

3.1.2 Animais.

Neste estudo foram utilizados camundongos machos Swiss, com idade entre 5 a 8
semanas, obtidos do centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (CEBIO) —
ICB/JUFMG. Eles foram mantidos no biotério do laboratério do Departamento de
Farmacologia, em sala controlada: temperatura ambiente (23-24 ° C) e umidade (55%) com
ciclo claro / escuro de 12 horas. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacio Animal da UFMG sob o niimero de protocolo: 77/2019.

3.1.3 Material vegetal: Terminalias

Os materiais vegetais testados foram fornecidos pelo laboratério de Fitoquimica da
Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Minas Gerais, em colaboracdo com o
Prof. Dr. Ferndo Castro Braga. As folhas de Terminalia glabrescens e Terminalia phaeocarpa
foram coletadas no Campus da UFMG, no municipio de Belo Horizonte. As espécies foram
identificadas pelo Dr. Jodo Renato Stehmann e as exsicatas depositadas no Herbario do
Departamento de Boténica (BHCB) da UFMG, sob os respectivos nimeros BHCB 201961 e
BHCB 201083. Neste trabalho, foram testados os extratos etanolicos brutos (EB) de
Terminalia glabrescens, de Terminalia phaeocarpa e suas fragcbes hidrometanolica (FHM),
acetato de etila (FAE), n-hexano (Hx) e diclorometano (DCM).
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3.1.4 Ensaio in vitro de inibicdo de alfa-glicosidase

A atividade inibitoria sobre a enzima a-glicosidase foi avaliada conforme protocolo
descrito por Pereira e colaboradores (PEREIRA et al., 2012). Foram misturados, em placa de
96 pocos, 20 uL de materiais teste (3, 10, 30, 100 e 300 pg/ mL solubilizados em tampao
fosfato 0,1 mM, pH 6,8), 20 pL de glutationa reduzida (0,1 mM) e 20 pL da solucdo da
enzima a-glicosidase (0,16 U/mL). A mistura foi inicialmente incubada por 10 min a 37 °C.
Apos este periodo, a reacdo foi iniciada pela adicdo de 20 pL de p-nitrofenil-a-D-
glicopiranosideo (p-NPG, substrato).

As placas foram incubadas por 25 min a 37 °C. A reacdo foi interrompida pela adicao
de 80 pL de carbonato de sédio (Na,COs, 0,2 M). A absorbancia foi medida a 405 nm em
leitor de microplaca. Como controle positivo, utilizou-se acarbose (0,01-100 pg/mL). A
atividade inibitéria sobre a a-glicosidase estd expressa como porcentagem de inibicdo e foi

calculada de acordo com a equacdo (1) abaixo:

% Inibicdo =[1- (B-b)/ (A-a)] x100 Q)
Onde A é a atividade na auséncia do inibidor; a é o controle negativo na auséncia do inibidor;

B é a atividade na presenca do inibidor; e b é o controle negativo na presenga do inibidor.

3.1.5 Ensaio in vitro de inibicao da lipase pancreéatica

A atividade da Lipase (lipase pancreatica porcina, LPP) foi medida usando o palmitato
de p-nitrofenilo (PNP) como substrato, seguindo o protocolo usado anteriormente por
Honggiang e colaboradores (FEI et al., 2016), com pequenas modificacbes. No dia do
experimento, as solugdes de LPP (5 pug / mL) e PNP (0,5 mM) foram preparadas em tampao
Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 (combinado com 0,2% de desoxicolato de sodio e 0,1% de Goma
arabica). Os extratos / fragcdes foram dissolvidos no mesmo tampdo, enquanto o orlistat foi
dissolvido em DMSO a 20% em &gua, em seguida, dissolvido no tamp&o. Para determinar a
atividade inibitdria, em placas de 96 pocos, 50 uL de extratos ou fragcdes (em concentragdes
variando de 3 a 300 pg / mL) foram pré-incubados com 50 pL da solugéo enzimatica, a 37 °C,
por 30 min. A reacéo foi iniciada pela adigéo de 25 pL de PNP, e as placas incubadas por 60
min, a 37° C. A reacéo foi terminada pela adi¢cdo de 100 uL de tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH

8,0, e as placas colocadas no gelo. O Orlistat (em concentragdes variando de 0,003 a 0,3 pg /
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mL) foi o controle positivo. As absorvéncias foram medidas a 410 nm utilizando um leitor de
microplacas. As porcentagens de inibicdo foram calculadas utilizando a equacdo (1) descrita

no item 3.1.4.

3.1.6 Ensaio in vitro de inibi¢do da a-amilase pancreatica

O ensaio de inibicdo da a-amilase foi realizado utilizando o &cido 3,5-dinitrosalicilico
(DNSA), seguindo o protocolo anteriormente descrito por MOHAMMED e colaboradores
(MOHAMMED et al., 2017), com pequenas modificaces. A solucdo enzimatica e todas as
substancias teste foram preparadas com tampdo fosfato de s6dio 20 mM ((Na;HPO, /
NaH,PO, (0,02 M), NaCl (0,006 M), pH 6,9). Para determinar a atividade inibidora, em placa
de 96 pocos, a mixtura de 50 ul de tampao, 25 pul de amostras (em concentragdes variando de
32300 pg/ mL) e 25 pl de solugdo da enzima (amilase pancredtica porcina, 0,5 mg / ml) foi
incubada a 37 °C, durante 10 min. Posteriormente, para iniciar a reacdo, foram adicionados 50
ul de uma solucéo de amido (1%), e a mistura foi novamente incubada durante 30 min, a 37
°C. A reagdo foi parada pela adi¢ao, no meio, de 100 ul de reagente DNSA (acido 3,5-
dinitrosalicilico 96 mM, tartarato de sédio e de potéssio 5,3 M e NaOH 2 M) e as placas
foram colocadas em banho-maria por 10 min a 90° C. As absorbancias foram medidas a 540
nm, utilizando um leitor de microplacas. A Acarbose (0,01, 0,1, 1, 10 e 100 pg / mL) foi
usada como controle positivo. As porcentagens de inibicdo foram calculadas utilizando a
equacéo (1) descrita no item 3.1.4.

3.1.7 Teste de tolerancia oral ao amido (TTA) e a sacarose (TTS) em animais

euglicémicos

Camundongos Swiss machos, com idade de 8 semanas, foram utilizados. Para realizar
0s ensaios, apés 12 h de jejum, os valores da glicemia foram obtidos (glicemia do tempo
zero). Em seguida, os camundongos receberam as amostras (extratos e fracGes das
Terminalias, 100 mg/kg), por via oral. O grupo controle neutro recebeu agua destilada
(Veiculo, 0,1 ml/10 g da massa corporal). O grupo controle positivo (Padrdo) recebeu a
acarbose (10 mg/kg). Apds vinte e cinco minutos, os camundongos receberam por via oral
uma solucdo de amido (2 g/kg), parao TTA, ou sacarose (3 g/kg), para o TTS. Os niveis de

glicose no sangue, coletado da veia caudal 15, 30, 60, 90 e 120 min apds a administracdo de
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amido ou sacarose, foram medidos usando um glicosimetro (ACCU-CHEK Active, Roche
Mannhein-Germany).

3.2 Investigacao de efeitos dos extratos em um modelo de diabetes

3.2.1 Inducéo do diabetes

O diabetes foi induzido em camundongos machos (Swiss, 5-6 semanas) por um
método modificado (BADOLE e BODHANKAR, 2010; CHUKWUMA et al., 2018;
WILSON e ISLAM, 2012). Os camundongos foram inicialmente divididos em 2 grupos:
controle euglicémico (CE) e controle diabético (CD). Os camundongos do grupo CE foram
mantidos com agua potavel normal, enquanto os camundongos do grupo CD receberam uma
solucdo de frutose 10%, ad libitum, durante 2 semanas. Apds 2 semanas, a agua contendo
frutose 10 % foi trocada por agua potavel regular. Em seguida, todos os camundongos foram
jejuados por 16 horas. Os camundongos do grupo CD foram injetados com estreptozotocina
(STZ, 150 mg / kg, i.p.), dissolvida em tampéo citrato de sodio 0,1 M, pH 4,5. 15 minutos
apos a injeccdo de nicotinamida (NA, 130 mg / kg, i.p., dissolvida em salina). Os
camundongos do grupo CE receberam solucéo salina e tampdo citrato através da mesma via. 4
semanas apos a injecdo de NA/STZ, os camundongos com glicemia em jejum entre 200 e 350

mg/dL foram considerados diabéticos e selecionados para o estudo posterior.

3.2.2 Desenho experimental e tratamento

Na quarta semana apés a injecdo de NA/STZ, os camundongos foram divididos
aleatoriamente em grupos, conforme mostrado abaixo, e tratados por gavagem, entre 08 e 09

horas da manhd, uma vez por dia, durante 28 dias:

» Euglicémico (n= 8), camundongos sem diabetes tratados com agua destilada (0,1 ml/10g
m.c),

» Diabético (n= 8), camundongos diabéticos tratados com agua destilada (0,1 ml/10g m.c),

v

Diabético Met (n= 8), camundongos diabéticos tratados com Metformina (200 mg/kg m.c)

» Diabético EB Tg 100, camundongos diabéticos tratados com extrato etandlico de T.
glabrescens (100 mg/kg m.c),

» Diabético FMH Tg 100, camundongos diabéticos tratados com a fracdo hidro-metandlica

de T. glabrescens (100 mg/kg m.c),
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» Diabético EB Tp 100, camundongos diabéticos tratados com extrato etanolico de T.
phaeocarpa (100 mg/kg m.c),

» Diabético EB Tp 30, camundongos diabéticos tratados com extrato etandlico de T.
phaeocarpa (30 mg/kg m.c),

» Diabético FAE Tp 100, camundongos diabéticos tratados com a fracdo acetato de etila de
T. phaeocarpa (100 mg/kg m.c),

» Diabético FAE Tp 30, camundongos diabéticos tratados com a fracdo acetato de etila de

T. phaeocarpa (30 mg/kg m.c).
3.2.3 Massa corporal e glicemia semanal

Durante o periodo experimental, o peso corporal e a glicemia foram monitorados
semanalmente em camundongos jejuados por 12 horas. As doses das drogas foram ajustadas a
cada trés dias, de acordo com qualquer alteragdo no peso corporal, para manter uma dose
semelhante por kg de camundongo durante o estudo. Os niveis de glicose no sangue,
coletados da veia caudal, foram monitorados usando um glicosimetro (ACCU-CHEK Active,

Roche Mannhein-Germany).
3.2.4 Determinacdo dos parametros renais

Foi observado um periodo de adaptacdo as gaiolas metabdlicas. Os camundongos
foram colocados em gaiolas metabolicas por 24 horas, uma vez por semana, por 2 semanas.
Antes de iniciar e ap6s o tratamento, os camundongos foram colocados nas gaiolas
metabdlicas para a medi¢do da ingestdo de agua e do fluxo urinério de 24 horas. A excre¢do
urinaria, por 24 horas, de glicose, de &cido urico e de creatinina foi avaliada usando Kkits

especificos para o teste e seguindo as instrucdes do fabricante (Bioclin, Brasil).
3.2.5 Eutanasia, coleta de sangue e tecidos

No final do tratamento, os animais foram jejuados durante a noite e sacrificados por
decapitagdo. Uma parte do sangue foi coletada em tubos contendo EDTA, e outra parte foi
coletada em tubos secos e centrifugada (3000 rpm, 15 min, 4 ° C), o soro obtido foi
armazenado a -80 °C até uso posterior. O figado foi dissecado, lavado com soro fisiologico

frio, pesado, cortado e armazenado a -80 °C para analises bioquimicas.
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3.2.6 Determinacdo dos parametros bioquimicos do sangue

A parte do sangue que foi coletada em tubos com EDTA foi utilizada para avaliar a
porcentagem de hemoglobina glicada (HbALlc) usando o kit corespondente e seguindo as
instrucdes do fabricante (Interkit, Brasil). Os niveis séricos de glicose, creatinina, acido urico,
colesterol total (CT), triglicerideos (TG), alanina transferase (ALT), aspartato transferase
(AST), fosfatase alcalina (ALP), proteinas totais (PT) e albumina foram determinados usando

Kits especificos para o teste, seguindo as instru¢des do fabricante (Bioclin, Brasil).

3.2.7 Determinacao da peroxidacao lipidica e do perfil de defesa antioxidante no

figado

Foram medidos os teores de proteinas totais (PT), glutationa reduzida (GSH) e
malondialdeido (MDA). 0,2 mg de tecido hepatico foi homogeneizado em 1 mL de uma
solucgéo gelada de tampéo Tris-HCI 0,01 M (pH 7,4) e centrifugado a 12 000 x g por 15 min,
como descrito anteriormente por KAVUTCU colaboradores (KAVUTCU et al., 1996). O
sobrenadante foi coletado individualmente para a determinacdo dos paramétros listados
acima. A concentracdo de PT no figado foi medida com o reagente de Bradford, usando

albumina de soro bovino como padréo.

A peroxidacao lipidica no figado foi determinada medindo a quantidade de MDA nas
amostras, seguindo o protocolo descrito por Wilbur e colaboradores (1949). Aldeidos, como
0 aldeido mal6nico (MDA), formados durante a peroxidacdo lipidica, reagem com o acido
tiobarbiturico para formar um complexo de cor rosa detectdvel no comprimento de onda de
530 nm. Para a dosagem foram adicionados 500 pL sobrenadante de figado, 250 pL de acido
tricloroacético (ATC; 20%) e 500 pL de acido tiobarbitarico (ATB; 0,67%). A mistura foi
incubada por 10 minutos a 90 ° C em banho-maria. Os tubos foram resfriados a temperatura
ambiente e centrifugados (3 000 rpm por 15 min, a temperatura ambiente), subsequentemente
0 sobrenadante pipetado e a absorvancia detectada, contra o branco, a 530 nm utilizando um
espectrofotometro (WILBUR et al., 1949). A quantidade de MDA foi determinada usando a

seguinte férmula:
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DOXxVt
eXLXVixm

[MDA](mmol/g de figado) = (@)

Onde: DO ¢é a densidade Optica (nm); Vt é o volume total de sobrenadante (mL); Vi é o
volume usado para o ensaio (mL); m é a massa do figado (g); L é o caminho dptico (cm) = 1

cm; € é o coeficiente de extingdo molar = 1,56x10° mmol * cm ™.

O método desenvolvido por ELLMAN (1959) foi utilizado para determinar a
quantidade de GSH. O principio é baseado na reacdo do &cido dinitro-2,2'-ditio-5,5'-
dibenzoico (DTNB) com grupos tiol para formar um complexo de coloracdo amarela
detectada a 412 nm. 100 pL de sobrenadante e 1500 pL do reagente de Ellman (DTNB,
diluido em tampéo fosfato 0,1 M pH 6,5) foram introduzidos em tubo de ensaio, e incubado
por 1 hora a temperatura ambiente (ELLMAN, 1959). A absorvancia foi detectada a 412 nm
contra o branco. A quantidade de GSH na amostra foi determinada usando a seguinte férmula:

DOXxVt
eXLXVixm

[GSH](mol/g de figado) = 3)

Onde: DO ¢é a densidade optica (nm); Vt é o volume total de sobrenadante (mL); Vi é 0
volume usado para o ensaio (mL); m é a massa do figado (g); L é o caminho 6ptico (cm) =1

cm; € é o coeficiente de extingdo molar = 13600 mol ~* cm’™*.

3.2.8 Avaliacdo da atividade da proteina tirosina fosfatase 1B (PTP1-B) do figado

A atividade da PTP1-B no figado foi avaliada de acordo com o protocolo descrito por
Wang e colaboradores (WANG et al., 2012). 100 mg da amostra de figado congelada foram
homogeneizados em 1 ml de tampdo gelado, contendo 50 mM-Tris e 150 mM NaCl, e o
homogenato foi centrifugado (12 000 g, 15 min) a 4 ° C. O sobrenadante foi coletado
individualmente e a concentracao de proteina foi medida com o reagente de Bradford, usando
albumina de soro bovino como padrdo. A atividade de PTP1-B no sobrenadante foi medida
pela adi¢do de 50 pL de solucdo tampéo de p-nitrofenil fosfato 1mM (como substrato; pH 8,0,
contendo 50mM-Tris e 150mM-NaCl) em 50 puL de sobrenadante de tecido, contendo 20 mg
de proteina. Apos incubacdo durante 30 min, a 37 ° C, a reacdo da enzima PTP1-B foi
terminada pela adicdo de 200 uL de 3M-NaOH. A quantidade de p-nitrofenol produzido foi
medida a 405 nm com um leitor de microplacas (WANG et al., 2012).
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3.3 Investigacdo de efeitos da fracdo acetato de etila da Terminalia phaeocarpa em

modelo de sindrome metabdlica

3.3.1 Indugdo da sindrome metabdlica (SM)

A SM foi induzida alimentando camundongos machos (Swiss, 5-6 semanas), durante
um periodo inicial de 8 semanas, com uma dieta hiperlipidica (DHL, 60% de gordura,
RHOSTER-Brasil) mais frutose (10%) adicionada na agua de beber. Os camundongos de
grupo controle receberam a dieta regular (DR, Nuvilab-Brazil) e agua de beber livre de
frutose. No final da oitava semana, 0s camundongos cujo peso corporal era 20% maior que 0

peso médio de animais em DR foram considerados obesos e selecionados para o estudo.

3.3.2 Desenho experimental e tratamento

Os camundongos foram divididos aleatoriamente em grupos, conforme mostrado
abaixo, e tratados por gavagem uma vez por dia, entre 08 e 09 horas da manh&, por 8

semanas, durante as quais, a frutose foi removida:

» DR (n= 8), camundongos sob a dieta regular tratados com agua destilada (0,1 ml/10g
m.c);

» DHL (n=8), camundongos obesos tratados com agua destilada (0,1 mi/10g m.c);

» DHL Tpl100 (n=8), camundongos obesos tratados com a fracdo acetato de etila de T.
phaeocarpa (100 mg/kg m.c);

» DHL Tp 30 (n=8), camundongos obesos tratados com a fracdo acetato de etila de T.
phaeocarpa (30 mg/kg m.c);

» DHL Orlistate 10 (n=6), camundongos obesos tratados com orlistate (10 mg/kg m.c).

3.3.3 Massa corporal, glicemia, ingestdo alimentar, excrecdo de fezes e pressao

arterial sistolica (PAS) ao longo do tratamento

Durante o periodo de tratamento, os camundongos obesos foram mantidos sob a DHL.
As doses das amostras foram ajustadas a cada trés dias, de acordo com qualquer alteracdo na
massa corporal. A massa corporal, a glicemia, a ingestdo de alimento, a excrecdo de fezes e a
pressdo arterial sistolica (PAS) foram monitorados. Os niveis de glicose no sangue, coletados

da veia caudal, foram monitorados usando um glicosimetro (ACCU-CHEK Active, Roche
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Mannhein-Germany). A PAS foi monitorada por pletismografia de cauda (Tail-Cuff Blood
Pressure System, MRBP, IITC Life Science; EUA).

3.3.4 Teste de Tolerancia a Glicose, ao piruvato (TTP) e de sensibilidade a insulina
(TSI)

Os testes de tolerancia a glicose (TTG), ao piruvato (TTP) e de sensibilidade a insulina
(TSI) foram realizados 6 semanas apds o inicio do tratamento, com 3 dias de recuperacdo
entre cada teste. O sangue foi obtido da veia caudal e as medigdes da glicemia foram feitas
usando um glicosimetro (ACCU-CHEK Active, Roche Mannhein-Germany).

Para o TTG, os camundongos foram jejuados por 16 horas conforme descrito por
NAKAGAWA e colaboradores (2006) com pequena modifiacdo, seguido de administracéo
oral de glicose (2,0 g/kg), As concentracdes de glicose no sangue foram subsequentemente
medidas em 0 (antes da carga oral de glicose), 30, 60, 90, e 120 min ap6s a carga oral de
glicose (NAKAGAWA et al., 2006).

Para o TSI, os camundongos foram jejuados por 6 h, seguido de injecdo intraperitoneal de
insulina humana recombinada (Humulin-Eli Lilly Compagny ) (0,75 U/kg), conforme descrito
por RAMAKRISHNAN e colaboradores (2016). O sangue foi obtido nos tempos 0 (antes da
injecdo da insulina), 15, 30, 45 e 60 min para a medic¢do da glicose (RAMAKRISHNAN et
al., 2016). A “area sob a curva” (AUC, em unidades arbitrarias, u.u.) foi calculada para

avaliar a insensibilidade a insulina.

Para o TTP, os camundongos foram jejuados por 16 h, seguido de injecéo intraperitoneal
de piruvato (2 g/kg), conforme descrito por Foretz e colaboradores (FORETZ et al., 2010).
As concentracfes de glicose no sangue foram subsequentemente medidas em 0 (antes da
injecdo de piruvato), 30, 60, 90, e 120 min apds injecao de piruvato. A “area sob a curva”

(AUC, em unidades arbitrarias, u.u.) foi calculada para avaliar a intolerancia ao piruvato.
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3.3.5 Eutanasia e coleta de tecidos dos animais com a SM

No final do tratamento os camundongos, jejuados a noite (12h), foram sacrificados por
decapitacdo, sob anestesia com uretano (1,2 g/kg). Uma parte do sangue foi coletada em tubos
com EDTA e outra parte em tubos secos. O sangue coletada em tubos secos foi centrifugado
(3000 rpm, 15 min, 4°C), o soro obtido foi armazenado a -80 °C até o uso posterior. O figado
e o coracgdo foram dissecados, lavados com soro fisiologico frio, pesados e armazenados a -80
°C para andlises bioguimicas. Os tecidos adiposos epididimal (TA Epi), retroperitoneal e
perirenal (TA RPPR) foram dissecados e pesados. O tecido adiposo total (TAT) foi calculado
somando: TA Epi + TA PRRP. Enquanto a adiposidade foi calculada utilizando a formula:
(TAT)*100/(massa corporal). O leito vascular mesentérico foi dissecado e colocado em uma
solucdo fisioldgica (PSS) com a seguinte composicdo em mM: NaCl, 119; KCI, 4,7; KH,POy,,
0,4; NaHCO3, 14,9; MgSO0q,, 1,17; CaCl,, 2,5; glicose, 5,5; e aerada com carbogénio (95 %02
e 5% CO,). A resposta a fenilefrina e acetilcolina foi observada nas artérias mesentéricas.

3.3.6 Determinacao dos parametros bioquimicos do sangue

O sangue que foi coletada em tubos com EDTA foi utilizada para avaliar niveis de
hemoglobina total usando o kit corespondente e seguindo as instruc6es do fabricante (Bioclin,
Brasil). Os niveis séricos de glicose, creatinina, acido Urico, albumina, bilirubina total, CT,
TG, ALT, AST, PT, ALP, foram determinados usando kits especificos para o teste e seguindo
as instrucdes do fabricante (Bioclin, Brasil). O nivel da insulina foi determinado no soro
usando o “Mouse Insulin ELISA kit” (Ivitrogen, Thermo Fisher Scientific). Os Indices
QUICKI (quantitative insulin sensitivity check index) e HOMA-IR (Homeostatic Model
Assessment for Insulin Resistance) foram calculados, para avaliar sensibilidade a insulina

usando as seguintes equagoes:

HOMA-IR = FSI*FSG /22,4 (4) (SHAWKY et al., 2019),

QUICKI =1/ (Log (FSG) + Log (FSI)) (5) (KATZ et al., 2000),
Onde FSI € a concentragdo da insulina sérica em jejum (uUI/ mL) e FSG ¢ a glicose sérica
em jejum em mmol/L para a equacdo (4), ou em mg/dL para a equacéo (5).
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3.3.7 Estudos de reatividade vascular em animais com SM.

Ap0s serem removidas, anéis de artérias mesentéricas (22 ramificacdo) foram cortados
em segmentos de 2 mm de comprimento. Em seguida, os anéis de artérias foram montados em
miografos para medidas de tensdo isométrica (DMT; Dinamarca). Os parametros de contracdo
e relaxamento foram obtidos atraveés de sistema de aquisicdo de dados (PowerLab/8S,
ADInstruments Pty Ltd., Austrélia). Ap6s a montagem, as artérias estabilizaram durante 45
minutos, mantidas em PSS, a 37 °C e aeradas com carbogénio. Durante o periodo de
estabilizacdo e apds a realizacdo das curvas concentra-resposta, o0 PSS de cada cuba foi

trocado a cada 15 minutos.

A presenca de endotélio funcional foi avaliada em artérias mesentéricas pré-contraidos
com fenilefrina (0,7 uM) e posteriormente estimuladas com acetilcolina (10 uM). Os vasos
com resposta vasodilatadora induzida a acetilcolina igual ou superior a 80% foram
considerados com endotélio funcional. Para avaliar a funcdo vascular de camundongos
tratados cronicamente, foram realizadas curvas concentracdo-resposta com acetilcolina ou
fenilefrina, para avaliar a resposta vasorelaxante ou vasoconstritora dos animais,

respectivamente.

3.3.8  Andlise de TG hepéticos, fecais e cardiacos

Os TG hepéticos, fecais e cardiacos foram avaliados de acordo com o protocolo
descrito por TAHARA e colaboradores (2011), com pequenas modificacbes. Os tecidos
hepético e cardiaco, e as fezes (aproximadamente 100 mg) foram transferidos para um tubo,
imerso em 400 pl de metanol e homogeneizados. Apds adigao de cloroférmio (800 ul) e
agitacdo por 10 min, agua purificada (200 pl) foi adicionada. Esta mistura foi agitada por 10
min e depois centrifugada (2500 rpm por 5 min em temperatura ambiente) e a camada
superior removida. Uma aliquota de 50 pl da camada inferior (cloroférmio) foi transferida
para tubos novos (TAHARA et al., 2011). Os tubos foram deixados em repouso, a
temperatura ambiente, por 2 h em capela, para evaporacgédo do cloroférmio. O residuo de cado
tubo foi dissolvido em 50 pl de etanol e as concentragdes de TG foram medidas usando kits

especificos para o teste e seguindo as instrugdes do fabricante (Bioclin, Brasil).
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3.3.9 Quantificacdo do glicogénio hepatico

O teor de glicogénio hepatico foi avaliado de acordo com o protocolo descrito por
Gray e colaboradores (2007). Vinte (20) mg de tecido hepatico congelado foram dissolvidos a
95°C durante 30 min em 300 ul de KOH 0,5 M. Foram adicionadas 25 pl de Na,SO, 6% e
750 ul de MeOH 100% as amostras resfriadas. As amostras foram incubadas por 1 hora a 80
° C e centrifugadas (14.000 rpm a 4°C, 5 min). Duzentos (200) pul de amiloglucosidase (2 mg /
ml, em tampdo acetato de sodio 0,2 M pH 4,9) foram adicionados aos sedimentos, a mistura
foi incubada por 60 min a 37° C (GRAY et al., 2007). A concentracdo de glicose nas
amostras foi avaliada usando kit para determinacdo de glicose, seguindo as instrugdes do
fabricante (Bioclin, Brasil).

3.3.10 Medicéo de atividade hepética das enzimas PEPCK e GP.

Para a adividade da PEPCK, a fonte de enzima hepética foi preparada conforme ao
método descrito por HULCHER e OLESON (1973). 100 mg do tecido hepético foram
homogeneizados em 1 mL de solu¢do tampéo (TRIS-HCI 0,1M, pH 7,4, 0,2 M EDTA e 0,002
M DTT). As amostras foram centrifugadas a 1000 xg, a 4°C, por 15 min. Os sobrenadantes
foram coletados e centrifugados novamente (10 000 g, a 4°C, por 15 min). Os sobrenadantes
desta segunda centrifugacdo foram utilizados como fonte de PEPCK (HULCHER e
OLESON, 1973). A atividade da PEPCK foi avaliada conforme o protocolo descrito por
BENTLE e LARDY (1976), com pequenas modificagdes. Uma mistura composta de HEPES-
Na (50 mM, pH 6,5), inosine 5’-diphosphate (1 mM), MnCl; (1 mM), DTT (1 mM), NADH
(0,25 mM), PEP (2 mM) , NaHCO3; (50 mM) e 10 ul de solugdo da enzima hepatica
(sobrenadante de figado) foi inicialmente estabilizada a 25 °C. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de 7,2 U de Malic desidrogenase (volume final 1 mL). A atividade enzimaética foi
determinada por 2 min (340 nm, 25 ° C) (BENTLE e LARDY, 1976).

Para a adividade da GP, a fonte de enzima hepatica foi preparada conforme ao método
descrito por WU SY e colaboradores (2009). 100 mg do tecido hepatico foram
homogeneizados em 2 mL de solucdo de sacarose (0,25 mol/L). As amostras foram
centrifugadas a 12000 xg, a 4°C, por 30 min. Os sobrenadantes desta segunda centrifugacao
foram utilizados como fonte de GP (WU SY et al.,, 2009). A atividade da GP total foi
determinada usando uma reacdo acoplada a glicose-6-fosfatase (G6PD) conforme o protocolo

anterior (FREEMAN et al., 2006). O ensaio mede a formagdo de nicotinamida adenina
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dinucleotideo reduzida (NADH) durante a conversdo de glicogénio em glicose-1-fosfato por
GP. A glicose-1-fosfato é entdo convertida em glicose-6-fosfato e depois em p-D-
gluconolactona por fosfoglucomutase e G6PD, respectivamente. Uma mistura composta de
glicogénio (1 mg / mL), fosfoglucomutase (1 U / mL), G6PD (3 U / mL), fosfato de potassio
(100 mmol / L), AMP (1 mmol / L), MgCl, (mmol / L) e NAD" (5 mmol / L), foi
inicialmente estabilizada a 25 °C. A reagao foi iniciada com a adigdo de 50 uL de preparagdo
de enzima hepética. Apos 2 minutos de incubacdo, as mudancas de absorbancias, a 340 nm,

foram monitoradas por 7 min.

3.4 Anadlises estatisticas

Os calculos e andlises estatisticas foram realizados utilizando o programa Graph Pad
Prism 8.1.1. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A
percentagem de inibic¢do da atividade das enzimas foi avaliada usando o —log da concentragéo
inibitoria de 50 % da resposta (pClso), que foi calculado usando curva de regresséo nao linear.
As respostas vasodilatadoras para a acetilcolina foram expressas como uma diminuicdo
percentual da resposta contratil maxima induzida por fenilefrina. A resposta contratil para a
fenilefrina foi expressa como mN de tensdo. As sensibilidades das artérias a fenilefrina e
acetilcolina foram calculadas como a concentracdo efetiva que induz 50% da resposta
méaxima (CEsp) usando curva de regressdo ndo linear e expressas como -log da CEsp (pCEsy).
Analise de variancia (ANOVA) de duas vias ou uma via, seguida do pos-teste de Tukey,
foram utilizados para comparar 0s grupos. A andlise estatistica de coluna, seguida do teste t (One
sample t test), foram utilizados para avaliar a variagdo intragrupo. Valores de p < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo in vitro e in vivo da atividade antidiabética potencial de Teminalia

phaeocarpa e Terminalia glabrescens

4.1.1 Efeito inibitério in vitro dos extratos e fracBes de T. phaeocarpa e T.
glabrescens sobre as atividades enzimaticas da a- glicosidase, a- amilase e

lipase.

No presente trabalho, o EB e as fracbes FHM e FAE de T. glabrescens e T.
phaeocarpa foram avaliados in vitro sobre a atividade das enzimas a-glicosidase e a-amilase.
Os resultados ilustrados na Figura 15 demonstram que EB, FHM e FAE de T. phaeocarpa e
T. glabrescens inibiram, de maneira concentracdo-dependente, as enzimas o-glicosidase
(Figura 15 A e B) e a-amilase (Figura 15 C e D). FHM e FAE de T. phaeocarpa foram
inibidores significativamente mais potentes da atividade da a-glicosidase quando comparados
ao EB (Figura 15A e Tabela 2). Os EB e FHM de T. phaeocarpa foram todos inibidores
mais potentes sobre a atividade da enzima a-glicosidase, quando comparados os valores de
pICso aqueles para a a-amilase (Tabela 2). Quando comparamos o efeito de EB e fracGes de
T. glabrescens, percebemos que EB e FAE foram inibidores mais potentes da enzima a-
glicosidase quando comparado ao efeito sobre a a-amilase (Tabela 2).

O DMT?2 é caracterizado por um defeito na secre¢do de insulina e pela RI, produzindo
uma alteracdo na regulacdo da glicemia pds-prandial (GPP). Esta disfuncdo na GPP,
caracterizada por uma hiperglicemia pés-prandial (HGPP), é considerada como uma das
primeiras anormalidades da homeostase de glicose nos diabéticos (BLAAK et al., 2012). O
perfil de GPP ¢ determinado pela absorcdo de carboidratos, secrecdo de insulina e glucagon e
seus efeitos no metabolismo de glicose no figado e tecidos periféricos (BLAAK et al., 2012).
Os carboidratos da dieta representam uma fonte importante de glicose no sangue. Os
enterocitos s6 podem absorver monossacarideos, como glicose e frutose, cuja absorcdo
intestinal, a partir de maltose, sacarose e outros polissacarideos, é possivel pela acdo das a-
glicosidases e a-amilase (BLAAK et al., 2012). As enzimas o-glicosidase e a-amilase sao
consideradas alvos terapéuticos muito importantes, porque a inibi¢do de sua atividade € capaz
de diminuir significativamente o nivel de GPP no sangue apds uma dieta mista de
carboidratos (JO et al., 2011). Sabe-se que os inibidores de a-glucosidase, como acarbose,
miglitol e voglibose, reduzem a HGPP e retardam a absorcdo de glicose (BHANDARI et al.,
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2008; THILAGAM et al., 2013). Neste sentido, a inibicdo de HGPP através da inibi¢do de a-
glicosidase tem se mostrado eficaz no tratamento do DMT2 (CHIASSON et al., 2002; YANG
et al., 2014b).

Estudos de fitoquimica em andamento em nosso grupo de pesquisa (GOMES, 2020)
descreveram a presenca de compostos fendlicos, tais como rutina, &cido elagico, kampeferol
quercetina, tercataina e &cido chebulégico no EB, FHM e FAE das folhas de T. phaeocarpa.
Estudos monstram que acido chebulagico isolado de Terminalia chebula e Terminalia
macroptera (GAO et al., 2007; HUANG et al., 2012; PHAM et al., 2014), acido elagico
isolado de Terminalia superba (WANSI et al., 2007), e quercetina isolada de Matricaria
recutita (ICHIKI et al., 2007), exibiram atividade antidiabética através diferentes
mecanismos, incluindo a inibi¢do de a-glucosidase. Ndo houve investigacdo fitoquimica em
nosso grupo de pesquisa para as folhas de T. glabrescens, no entanto, a presenca de
triterpenos pentaciclicos (&cido ursoélico e acido arjundlico) foram anteriormente descritos
(GARCEZ et al., 2003). O &cido ursolico foi previamente descrito como inibidor da atividade
da a-glucosidase e da a-amilase (KALAYCIOGLU et al., 2018; ZHANG et al., 2017). Assim,
a inibicdo in vitro observada neste estudo poderia estar associada aos compostos como rutina,
acido elagico, kampeferol, quercetina, tercataina e &cido chebulagico, presentes em extratos e
fracbes de T. phaeocarpa; ou do acido ursolico descrito para T. glabrescens. Portanto, os
resultados apresentados no presente trabalho sugerem que os extratos e fragdes de T.
phaeocarpa e T. glabrescens, através da inibicdo in vitro das enzimas a-glicosidase e a o-
amilase, apresentam uma atividade compativel com um potencial uso para o tratamento do
DMT2.

Além da hiperglicemia, o DMT2 é caracterizado por niveis elevados de triglicérides

(TG). Os lipidios alimentares representam a principal fonte de calorias indesejadas que
exacerbam a progressdo do DMT2 (MCCLENDON et al., 2009; VAN DE LAAR, 2008)
Altas flutuacdes de glicose e TG pos-prandiais aumentam concentracfes plasmaticas de
algumas citocinas pro-inflamatorias, tais como IL-6, IL-1B e TNF-a, podendo causar um
estado metabdlico e hormonal deletério (BLAAK et al., 2012; SHIHABUDEEN et al., 2011).
A hipertrigliceridemia e a HGPP cronicas causam aumento do estresse oxidativo, juntamente
com a ativacdo das vias de sinalizacdo sensiveis ao estresse, vias de produtos finais de
glicosilacdo avancada (AGE), PKC e sorbitol. A ativacdo dessas vias, por sua vez, piora a
acdo e a secrecdo de insulina, desempenhando um papel fundamental nas complica¢Ges
tardias do DMT2 (EVANS, 2007; EVANS et al., 2002; TUSHUIZEN et al., 2005). A
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supressao da liberacdo de TG da dieta € uma abordagem terapéutica, capaz de retardar a
progressdo do DMT?2 e suas comorbidades (TUSHUIZEN et al., 2007; YANG et al., 2014a).
Estudos clinicos demonstraram que o tratamento de individuos obesos e diabéticos com
orlistate, um inibidor seletivo de lipase pancredtica, resulta na melhora do controle da
glicemia e na perda de massa corporal (ALDEKHAIL et al., 2015). Por este motivo, a
associacao de inibidores de lipase pancredtica com farmacos hipoglicemiantes tem sido
recomendada como uma estratégia para melhorar o controle da glicemia e lipidemia em
individuos obesos com DMT2 (CHUKIR et al., 2018). Portanto, a busca de novos farmacos
que reduzam simultaneamente a glicemia e lipidemia pode se tornar uma ferramenta

importante no arsenal terapéutico para o tratamento de individuos com DMT?2.

O EB e as fracbes FHM e FAE de T. glabrescens e T. phaeocarpa foram avaliadas in
vitro sobre a atividade da lipase pancreatica. EB, FAE e FHM de T. phaeocarpa e T.
glabrescens inibiram de maneira concentracdo-dependente a atividade enzimaética da lipase
pancreatica (Figura 15 E e F). N&o houve diferenca significativa na poténcia da atividade
inibitdria, representada por valores de pICsg, das fracdes FAE e FHM com relacdo ao EB,

tanto para T. phaeocarpa quanto para T. glabrescens (Tabela 2).

A acdo inibitoria sobre a lipase pancredtica de espécies asiaticas de Terminalia
também ja foram descritas na literatura. T. arjuna, T. catappa, T. bellirica e T. chebula
apresentam atividade inibitdria in vitro em concentracdes semelhantes as observadas com T.
glabrescens e T. phaeocarpa (ALISHA et al., 2018, GOWADIA; VASUDEVAN, 2000;
IRONDI et al., 2018; MAKIHARA et al., 2012). Destas plantas, somente T. bellirica teve um
componente, acido galico, sugerido como responsavel pelo efeito inibitério sobre a lipase
pancredtica (MAKIHARA et al., 2012). Dos compostos identificados em T. phaeocarpa,
descritos acima, somente rutina, quercetina e &cido ursélico foram identificados como
inibidores de lipase pancreatica (KIM et al., 2009; LI et al., 2011). Estes resultados, em
associacdo com resultados obtidos sobre a atividade da a-glucosidase e da a-amilase, sugerem
que os extratos e fragdes de T. glabrescens e T. phaeocarpa apresentam atividades

compativeis com um potencial efeito antidiabético em modelos de DMT2.
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Figura 15: Efeito inibitdrio in vitro de Terminalias sobre as enzimas a-glicosidase, a-amilase e
lipase. Curvas concentracdo-resposta para o efeito inibitorio sobre as enzimas a-glicosidase (A, B), a-
amilase (C, D) e lipase (E, F) dos extratos etandlico bruto (EB), das fragcdes acetato de etila (FAE) e
hidrometantlica (FHM) obtidas das folhas de Terminalia phaeocarpa (A, C, E) e Terminalia
glabrescens (B, D, F). Analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida do pos-teste de Tukey,
foram utilizados para comparar os grupos. * P < 0,05, ** P < 0,01 para FAE e *** P < 0,001 versus

EB. Os resultados estdo representados como média * erro padrdo da média de 5 experimentos.
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Tabela 2: Valores de plCs, para o efeito inibitorio de Terminalia phaeocarpa e Terminalia

glabrescens sobre as atividades das enzimas a-glicosidase, a-amilase e lipase.

Terminalia phaeocarpa Terminalia glabrescens
EB FAE FHM EB FAE FHM
a-glicosidase  546+003*°  576+005 0  573t003 0  567+008%°  534+015° 5,71+0,14”
a-amilase 4461027  547+028°  4,25+0,22 488:011 3924017 535:008
lipase 397012 3874004  3,67+0,14 4,88+0,24 4,83+0,38 4,56+0,22

Os valores de pCls, sdo expressos como -log da concentragdo inibitéria de 50 % da resposta (Clsp).
Cls, foi calculada usando curva de regressdo ndo linear. Analise de variancia (ANOVA) de uma via
seguida do pos-teste de Tukey, foram utilizados para comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da
média de 5 (para atividade das a-glicosidase e a-amilase) ou 4 (para atividade da lipase) experimentos.
* P < 0,05, ** P < 0,01 versus EB. ® P < 0,05 versus a-amilase. ” P < 0,05 versus lipase.

4.1.2 Efeitos dos extratos das Terminalias sobre o teste de tolerancia ao amido

(TTA) e a sacarose (TTS) em camundongos euglicémicos.

Os efeitos inibidores in vitro de enzimas nem sempre sdo reproduziveis in vivo. Para
confirmar a relevancia in vivo dos achados in vitro, investigamos o efeito das Terminalias nos
modelos de HGPP em camundongos euglicémicos, realizando protocolos de TTA e TTS. Os
resultados obtidos no TTA mostram que na dose de 100 mg/kg, o EB de T. phaeocarpa e as
fracdes FAE e FHM sdo capazes de reduzir significativamente o aumento de glicemia
induzida pela administracdo de amido por via oral (Figura 16). Vale a pena notar que a
reducdo da glicemia induzida pelo EB de T. phaeocarpa foi semelhante ao observado com a
acarbose, controle positivo (Figura 16A). Embora o tratamento com EB de T. glabrescens
ndo demonstrou diminuicdo significativa da curva glicémica geral (Figura 16A),
notadamente, quando avaliada a relagdo de area sob a curva para a glicemia (Figura 16C),
uma reducdo subtancial da glicemia foi observada aos 60 minutos (Figura 16A). A
discrepancia entre os resultados in vivo e in vitro de T. glabrescens podem sugerir que 0s
componentes desta planta ndo apresentam biodisponibilidade suficiente para reduzir de forma

significativa a hiperplicemia aguda, induzida pelo amido.
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Figura 16: Atividade de Terminalias no teste oral de tolerancia ao amido (TTA) camundongos
euglicémicos. (A) Glicemia durante TTA na presenca do extrato etanolico bruto (EB) de T.
glabrescens (Tg), Teminalia phaeocarpa (Tp) e acarbose. (B) TTA na presencga da fracdo acetato de
etila (FAE) e fracdo hidrometolica (FHM) de T. phaeocarpa. (C) area sob a curva (AUC) da glicemia
durante TTA na presenga dos extratos e fracdes. Todos os extratos e fragdes foram administrados na
dose de 100 mg/kg pela via oral. Analise de variancia (ANOVA) de duas vias ou uma via, seguida do
pos-teste de Tukey, foram utilizados para comparar 0s grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os valores representam a média + erro padrdo da média de 5 animais. *
P <0,05, ** P <0.01e***P<0,001 em relagdo ao controle.

ApOs ingestdo, os polissacarideos (por exemplo, amido) sdo degradados em
oligossacarideos (por exemplo, sacarose, maltose e lactose) pelas enzimas digestivas contidas
na saliva, juntamente com a a-amilase pancreética. Em seguida, esses oligossacarideos séo
hidrolizados em monossacarideos absorviveis (glicose, frutose e galactose) pelas glicosidases
(por exemplo sacarase, maltase, lactase) localizada na membrana dos enterdcitos (YUSOFF et
al., 2015). Uma vez que a glicose esteja disponivel, os enterécitos medeiam a expressao de
um co-transportador de Na / glicose, SGLT1 (transportador de sodio / glicose 1) e a glicose é
transportada ativamente para as celulas epiteliais. Para alcancar a circulagdo sanguinea, ela é
liberada a partir dessas células epiteliais por um transportador de glicose, GLUT2
(transportador de glicose 2), localizado na membrana basolateral (HANHINEVA et al., 2010).
Existem dois mecanismos concebiveis para a supressdo do aumento do nivel de glicose no
sangue apés a carga de amido. O primeiro é suprimir ou retardar a absor¢do de glicose no
intestino, e o segundo é acelerar o metabolismo de glicose uma vez no sangue (INA et al.,

2016). Pelos resultados obtidos durante o TTA com T. phaeocarpa, esses dois mecanismos

56



s80 possiveis. A supressdo ou reducdo da taxa de absorcdo de glicose no intestino pode ser
alcancada através da inibicdo da atividade de enzimas digestivas de carboidratos, como a-
amilase e a-glicosidases (maltase, sacarase). Sabe-se que o amido ¢é hidrolisado pela a-
amilase para maltose, e por sua vez a maltose € hidrolizada pela maltase em glicose. Assim, a
supressdao do aumento da glicemia ap0s a carga de amido observada neste estudo seria
associada a inibi¢do da atividade de a-amilase e / ou maltase. Para saber com mais preciséo
qual das duas enzimas (a-amilase ou maltase) seria principalmente inibida, e também para ter
uma idea sobre outro possivel mecanismo (modulacdo de metabolismo da glicose uma vez no
sangue) involvido nessa reducdo dos niveis de glicose no sangue, o ideal seria realizar um
teste de tolerancia a maltose e / ou glicose.

Os resultados ilustrados na Figura 17 mostraram que, quando o amido foi substituido
por sacarose no teste de tolerancia aguda, ambas Terminalias ndo demonstraram diminuicao
significativa da excursdo glicémica geral (Figura 17A), notadamente, quando avaliada a
relacdo de area sob a curva para a glicemia (Figura 17B). No entanto, foram capazes de
reduzir significativamente a HGPP apenas 15 minutos apds a carga oral de sacarose (Figura
17A).
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Figura 17: Atividade de Terminalias no teste oral de tolerdncia a sacarose (TTS) em
camundongos euglicémicos. (A) Glicemia durante TTS na presenca do extrato etanolico bruto (EB)
de T. glabrescens (Tg), Teminalia phaeocarpa (Tp) e acarbose. (B) éarea sob a curva (AUC) da
glicemia durante TTS na presenca dos extratos. Todos os extratos foram administrados na dose de
100 mg/kg pela via oral. Analise de variancia (ANOVA) de duas vias ou uma via, seguida do po6s-teste
de Tukey, foram utilizados para comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os valores representam a média + erro padrdo da média de 5 animais. *

P <0,05, ** P <0.01e*** P <0,001 em relagéo ao controle.

Nos grupos tratados com T. phaeocarpa, a tolerancia a glicose foi melhorada apos
administracdo de amido, apesar da falta de efeito anti-hiperglicémico p6s-prandial apreciavel
em camundongos apds uma carga com sacarose. Juntos estes resultados sugerem que a
reducdo dos picos de glicemia por T. phaeocarpa seria mais associada a um efeito
extrapancredtico de liberacdo intestinal de glicose, em vez do efeito insulinotrépico
pancreatico. Resultados semelhantes foram indicados em outros trabalhos com outras espécies
vegetais (KASABRI et al., 2011). Resultados dos TTA e TTS, juntos com os resultados
obtidos in vitro sugerem que T. phaeocarpa e T. glabrescens realmente teriam efeito
inibitorio sobre as atividades de a-amilase e a-glucosidases.

Os resultados do TTS, sugerem que T. phaeocarpa apresentaria efeito inibitoério menor
sobre a sacarase. Resultados dos TTA e TTS, juntos sugerem também que T. phaeocarpa
inibiria in vivo a atividade da a-amilase e / ou da maltase. A hipétese de que T. phaeocarpa

teria um efeito inibitorio sobre a atividade da maltase pode ser sustentada aqui pela presenca

58



nos EB e fragbes do acido chebuldgico, conhecido por ter um efeito inibitério sobre esta
enzima. De fato, Gao e colaboradores mostram que taninos com o &cido chebul&gico, isolados
de frutas de Terminalia chebula, inibem a atividade enziméatica da maltase intestinal de
mamiferos (GAO et al., 2007). Além disso, trabalhos montram que rutina e quercetina
isolados de plantas (RIYAPHAN et al., 2017), quercetina e kampferol presentes nos extratos
de Morus nigra (SILVA et al., 2020), melhoram a hiperglicemia aguda induzida em
camundongos por amido, inibindo a atividade das enzimas a-amilase e a-glicosidase. Assim
neste estudo, podemos associar a melhora da HGPP induzida pelo amido, a presenca de
compostos como rutina, quercetina, kaempferol e acido chebuldgico identificados no EB,
FHM e FAE das folhas de T. phaeocarpa (GOMES, 2020).

Baseado nos resultados citados acima, concluimos que T. glabrescens e T. phaeocarpa
apresentam efeitos compativeis com uma atividade antidiabética. Por este motivo, a sequencia

l6gica do trabalho foi testar estes extratos e fracdes em um modelo murino de diabetes.

59



4.2 Avalialagdo do tratamento subcronico com extratos e fragdes de Terminalia
phaeocarpa e Terminalia glabrescens em um modelo murino de DMT2

Uma vez demonstrado que os extratos e fracdes de T. phaeocarpa e T. glabrescens
apresentaram atividades in vitro e in vivo compativeis com uma potencial atividade
antidiabética, o proximo passo do projeto foi investigar se um tratamento subcrénico (28 dias)
com estas Terminalias reduziria as disfuncdes metabdlicas observadas em um modelo murino
de DMT2 néo-obeso.

DMT?2 é um distarbio heterogéneo, com causas genéticas e ambientais, caracterizado
por um declinio progressivo da acdo da insulina (resisténcia a insulina - RI), seguido pela
incapacidade das células-B do pancreas de compensar a RI (disfun¢do das células f)
(SRINIVASAN et al., 2005). Portanto, o uso de modelo animal apropriado de DMT2 é
altamente importante para a avaliagdo de candidatos a farmacos antidiabéticos.

O modelo nicotinamida-estreptozotocina (NA/STZ) é um dos modelos amplamente
utilizados para DMT2 ndo-genético e ndo-obeso. Este modelo caracteriza-se pela reducao dos
estoques pancreaticos de insulina e por ser capaz de liberar insulina em resposta a0 aumento
de glicose plasmatica e na presenca de farmacos secretagogos (ISLAM, 2011; MASIELLO et
al., 1998). No entanto, esse modelo geralmente ndo imita toda a patogénese clinica do DMT?2
humano. As principais desvantagens desses modelos de DMT?2 incluem a grande semelhanga
com a patogénese do diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) (ISLAM e WILSON, 2012). Além
disso, apesar de ser amplamente utilizado no desenvolvimento de diabetes, a STZ é incapaz
de induzir diretamente a RI, mas resulta em hiperglicemia causada por dano direto das células
B do pancreas (SRINIVASAN et al., 2005). Portanto, uma maneira de resolver esta limitacao,
seria a adicdo no protocolo de um método capaz de induzir RI. A utilizacdo de frutose em
solucdo para a inducdo de Rl em animais tem sido consistentemente relatada (CHUKWUMA
et al., 2018; HININGER-FAVIER et al., 2009; KUNASEGARAN et al., 2017;0YEDEMI et
al., 2020). Ha relatos de que um aumento substancial no consumo de frutose estimule
rapidamente a lipogénese e o acumulo de triglicerideos em varios tecidos, levando a uma
sensibilidade reduzida a insulina (DEKKER et al., 2010; KOLDERUP e SVIHUS, 2015;
SAMUEL, 2010; TER HORST e SERLIE, 2017). Varios modelos animais para o estudo do
DMT?2 sdo, de fato, baseados nessas observacfes. A frutose fornecida ad libitum em &agua
potével ou em dietas com concentra¢fes de 10 a 15%, por um periodo curto ou mais longo,

induz Rl ou DMT?2, respectivamente, em animais experimentais (CHUKWUMA et al., 2018;
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DAl et al., 1994). O modelo de DMT?2 escolhido para este estudo associa a Rl induzida pela
frutose e a reducdo na producdo e liberagdo de insulina induzidas pela associagdo entre
NA/STZ (ROSSINI et al., 1977; MASIELLO et al., 1998; ISLAM e WILSON, 2012). Este

modelo se aproximaria, portanto, de um quadro tipico de DMT2 em humanos.

4.2.1 Efeito do tratamento subcrénico com Terminalias na massa corporal de
camundongos DMT?2.

Os resultados apresentados na Tabela 3 demonstram que os valores de massa corporal
dos camundongos diabéticos antes do tratamento com EB e FAE de T. phaeocarpa, com
excecdo de FAE (100 mg/kg) e metformina, ndo foram significativamente diferentes dos
valores dos camundongos euglicémicos. No entanto, os valores de massa corporal dos
camundongos diabéticos antes do tratamento com EB e FHM de T. glabrescens (100 mg/kg),
foram significativamente diferentes dos valores dos camundongos euglicémicos. Vale a pena
lembrar que estes valores de massa corporal foram obtidos quatro semanas apds a
administracdo de nicotinamida e estreptozotocina. Portanto, a auséncia de queda na massa
corporal, tipica de modelos de diabetes induzidos por estreptozotocina, pode estar associada a
protecdo das células beta-pancreaticas promovida pela nicotinamida e pela acdo da frutose
previamente administrada aos camundongos.

Apoés o periodo de tratamento com as Terminalias ou com a metformina, o valor de
massa corporal dos camundongos euglicémicos foi significativamente maior do que todos 0s
grupos de camundongos diabéticos, com excecdo do grupo tratado com FAE (30 mg/kg). O
tratamento com EB e FHM de T. glabrescens (100 mg/kg), ou com as diferentes doses de EB
e FAE de T. phaeocarpa, com exe¢do de FAE (100 mg/kg), ndo alteraram significativamente
os valores absolutos de massa corporal nos camundongos diabéticos, quando comparado com

os valores antes do tratamento (Tabela 3).
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Tabela 3: Tabela 3: Pardmetros corporais dos camundongos diabéticos tratados com as
Terminalias. Pardmetros corporais obtidos antes e depois do tratamento com duas doses (30 e 100
mg/kg) do extrato etandlico bruto (EB) e da fragdo acetato de etila (FAE) das fohas de Terminalia
phaeocarpa, uma dose (100 mg/kg) do EB e da fracdo hidrometandlica (FHM) de Terminalia
glabrescens, e metformina (200 mg/kg) em camundongos diabéticos.

Euglicémico Diabético

Controle EB EB FAE FAE Metformina

30 100 30 100 200

Terminalia phaeocarpa

Antes 38,113 34,4+1,4 31,6+1,2 34,4412 34,2+0,8 30,7+1,5° 30,1+1,3%
Massa H a a a ab a
Depois  41,2+1,1 34,6+1,6 33,8+1,6 32,3+1,2 34,8+1,6 28,0+1,2 29,5+1,5
Corporal
Terminalia glabrescens
(@
Controle EB FHM
100 100
Antes  34,9+1,31 27,6+1,54%% 30,7+0,91° 28,4+0,57°%
Depois  39,2+1,42 27,2+1,13%% 29,740,76 %% 27,9+0,75 %%

Anadlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pos-teste de Tukey, foram utilizados para
comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os valores
sdo expressos em média + EPM de pelo menos 5 animais. * P < 0,05 e ®* P < 0,001 versus os valores
de camundongos euglicémicos. ® P < 0,05 versus os valores do controle diabético. Estas analises

estatisticas foram realizadas para comparar os dados obtidos durante a mesma fase do tratamento.

No entanto, quando avaliamos a variagdo (A) intragrupo da massa corporal dos
camundongos tratados com T. phaeocarpa (Figura 18A), observamos uma variacdo positiva
com a dose mais baixa de EB T. phaeocarpa e duas variacfes negativas relacionadas as doses
mais altas de EB e FAE. Enquanto isso, quando avaliamos a variag¢ao (A) intragrupo da massa
corporal dos camundongos tratados com T. glabrescens, ndo observamos diferenca (Figura
18B). Esta andlise ndo teve como objetivo a comparacdo entre diabéticos tratados e nédo
tratados. O objetivo foi avaliar a alteracdo que um determinado tratamento pode provocar nos
respectivos grupos. O significado deste tipo de efeito ndo é simples de ser explicado. A
variacdo negativa na massa corporal pode ser atribuida a efeitos toxicos ou a redugdo no

aumento de colesterol e triglicerideos observado neste modelo de DMT2. Estudos realizados
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por GOMES (2020) demonstaram que o EB e FAE ndo apresentam efeitos toxicos em
mondcitos (células THP-1) em cultura. Por este motivo, a hipotese que defendemos € que o

efeito de T. phaeocarpa estaria associado a reducéo no teor de gordura corporal.
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Figura 18: Efeito do tratamento subcrénico com Terminalias na variacdo de massa corporal em
camundongos diabéticos. (A), efeito do extrato etandlico bruto (EB) e da fracdo acetato de etila
(FAE) de T. phaeocarpa (nas doses de 30 e 100 mg/kg), e da metformina (Metf, na dose de 200
mg/kg); (B), efeito do extrato etandlico bruto (EB) e da fragdo hidrometandlica (FHM) de T.
glabrescens. Os extratos, as fracbes e a metformina foram administradas por via oral. A andlise
estatistica de coluna, seguida do teste t (One sample t test), foram utilizados para avaliar a varia¢éo
intragrupo. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os valores estdo
representados como média = EPM da diferenga (A) de massa corporal antes e apds o tratamento,
observada em pelo menos cinco camundongos. * P < 0,05 versus zero, valor que representa a auséncia

de alteragdo de massa corporal.

Este modelo de DMT?2 é caracterizado, particularmente, por RI e disfuncéo parcial das
células B-pancreaticas, que levam em um tempo curto a hiperglicemia, hiperlipidemia,
polidipsia e perda de peso, as vezes acompanhada de polifagia (WILSON e ISLAM, 2012). O
diagnostico de DMT?2 e da sensibilidade a insulina reduzida pode ser estabelecido baseando
nos niveis altos de : glicemia em jejum, glicemia apo6s 2 horas de carga oral de glicose (>
200 mg/dL), hemoglobina glicada (HbA1 > 6,5 %), insulina, TG e ALT (BENADO et al.,
2004; CHO et al., 2007; DEFRONZO et al., 2015; HARRIS, 2005). Além disso, evidéncias
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clinicas sugerem que a hiperuricemia estd fortemente associada ao metabolismo anormal da
glicose e a Rl (ABREU et al.,, 2011; JIAO et al., 2013; KRISHNAN et al., 2012). Assim,
niveis séricos aumentados de TG, ALT, acido Urico e de glicose em jejum, assim que altos
niveis de MDA, observados em camundongos diabéticos, poderiam estar associados ao
desenvolvimento da Rl e do DMT2 em modelo experimental utilizado neste estudo. Esses
resultados também sdo semelhantes as observacdes de trabalhos anteriores baseados nesses
marcadores metabdlicos para 0 DMT2 e a Rl (HININGER-FAVIER et al., 2009; OYEDEMI
et al., 2020; WILSON e ISLAM, 2012).

4.2.2 Efeito do tratamento subcrénico com Terminalias sobre a glicemia semanal de
camundongos diabéticos

Quando observamos o efeito do tratamento subcrénico com as Terminalias na
glicemia semanal, percebemos que (nas doses testadas), 0 EB e a FAE de T. phaeocarpa sédo
capazes de reduzir significativamente a glicemia nos camundongos DMT2 (Figura 19 A e B).
No entanto, quando avaliamos a variagdo (A) intragrupo da glicemia semanal dos
camundongos tratados com T. phaeocarpa, percebemos que tratamento de camundongos
diabéticos com EB (30 mg/kg) nado alterou significativamente a glicemia dos camundongos
(Figura 20A). Vale a pena destacar que ap0s 3 semanas de tratamento com a FAE de T.
phaeocarpa (100 mg/kg) a glicemia em camundongos DMT2 alcangou o mesmo nivel dos
camundongos euglicémicos (Figura 19A). O perfil de decaimento da glicemia plasmatica nos
animais tratados com o EB de T. phaeocarpa sugere que o tratamento cronico dos
camundongos DMT2 induziria um nivel de glicemia similar ao observado nos animais
euglicémicos. Enquanto isso, o farmaco padrdo metformina sé induziu uma reducdo
significativa ap6s 4 semanas de tratamento (Figura 19A). Na Figura 19C podemos perceber
qgue o tratamento com EB de T. glabrescens reduziu significativamente a glicemia em
camundongos DMT2 nas duas primeiras semanas de tratamento, mas este efeito ndo persistiu
até a quarta semana. O tratamento com FHM de T. glabrescens ndo reduziu de forma
persistente a glicemia de camundongos DMT2 (Figura 19C). Alem disso, o tratamento com
T. glabrescens ndo alterou significativamente o nivel de glicemia quando comparado aquele

antes do tratamento (Figura 20B).
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Figura 19: Efeito do tratamento subcrdnico com as Terminalias sobre a glicemia semanal em
camundongos diabéticos. (A) Efeito de extrato etanolico bruto (EB), fracdo acetato de etila (FAE)
de T. phaeocarpa, na dose 100 mg/kg, e da metformina (Metf, 200 mg/Kg); (B) Efeito de EB e FAE
de T. phaeocarpa, na dose 30 mg/kg; (C) Efeito de EB e fracdo hidrometandlica (FHM) de T.
glabrescens, na dose de 100 mg/kg. Analise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida do pos-teste
de Tukey, foram utilizados para comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os valores representam a média * erro padrdo da média obtidos de 8
animais. 1 representa que todos os pontos das curvas dos camundongos diabéticos ndo-tratados ou
tratados sdo significativamente diferentes (P < 0.01) em relacdo as curvas dos camundongos
euglicémicos. *** P < 0,001 entre 0o camundongo diabético tratado com FAE e o camundongo

euglicémico. T P < 0,05, 1 P <0,01 e 111 P < 0,001 em relagdo aos diabéticos ndo-tratados.
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Figura 20: Efeito do tratamento subcronico com Terminalias na variacdo da glicemia em
camundongos diabéticos. (A), efeito do extrato etandlico bruto (EB) e da fracdo acetato de etila
(FAE) de T. phaeocarpa (nas doses de 30 e 100 mg/kg), ou da metformina (Metf) na dose de 200
mg/kg; (B), efeito do extrato etandlico bruto (EB) e da fracdo hidrometandlica (FHM) de T.
glabrescens. Os extratos, as fracbes e a metformina foram administradas por via oral. A andlise
estatistica de coluna, seguida do teste t (One sample t test), foram utilizados para avaliar a variacdo
intragrupo. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os valores estdo
representados como média + EPM da diferenca (A) de massa corporal antes e apds o tratamento,
observada em pelo menos cinco camundongos. * P < 0,05 **, P < 0,01 e ***P < (0,001 versus zero,

valor que representa a auséncia de alteracdo de massa corporal.

4.2.3 Efeito do tratamento subcrénico com Terminalias nos niveis séricos de acido
arico, triglicerideos, colesterol total e na porcentagem da hemoglobina glicada

(HbA1c) em camundongos diabéticos.

Os camundongos com DMT2 apresentaram niveis significativamente altos de acido
arico sérico e HbAlc em comparacdo aos camundongos euglicémicos (Figura 21 A-D). O
tratamento subcrbnico com EB e FAE de T. phaeocarpa (100 mg/kg), EB ¢ FHM T.
glabrescens (100 mg/kg), ou com a metformina, reduziu de forma significativa niveis séricos
de &cido urico (Figura 21 A e B). O tratamento subcrénico com EB e FHM de T. glabrescens
(100 mg/kg), ou com a metformina (200 mg/kg), reduziu de forma significativa os niveis
HbAlc (Figura 21 C e D). Enquanto isso, somente o tratamento subcrénico com EB (100
mg/kg) de T. phaeocarpa reduziu significativamente os niveis de HbAlc, como ilustrado na
Figura 21C.
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Figura 21: Efeito do tratamento subcrénico com Terminalias nos niveis séricos de acido Urico e
hemoglobina glicada (HbAlc) em camundongos diabéticos. Efeito de extrato etandlico bruto (EB),
fracdo acetato de etila (FAE) de T. phaeocarpa, nas doses de 30 e 100 mg/kg e metformina (Metf), na
dose de 200 mg/kg, nos niveis séricos de &cido drico (A) e HbAlc (C); Efeito de EB e fracdo
hidrometandlica (FHM) de T. glabrescens, na dose de 100 mg/kg nos niveis séricos de acido urico (B)
e HbAlc (D). Analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pos-teste de Tukey, foram
utilizados para comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média de 8 animais. * P
< 0,05 e *** P < 0,001 versus camundongos euglicémicos. ¥ P < 0,05 ¢ 1 P < 0,01 versus

camundongos diabéticos.

A HbA1c é um importante marcador clinico do diabetes que ajuda a determinar o grau
de glicagdo protéica (DEGUCHI e MIYAZAKI, 2010). A sua quantidade é diretamente

proporcional ao nivel de glicose no sangue em jejum. O aumento da HbAlc e a diminuicdo
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dos niveis de Hb foram considerados fatores importantes para o progndstico de complicacbes
do diabetes (DAISY e RAJATHI, 2009; SUNDARAM et al., 2012). A reducdo nos niveis de
Hb1Ac por farmacos hipoglicemiantes tem sido correlacionada com a redugdo na mortalidade
por todas as causas (HOLMAN et al., 2014). A reducéo significativa nos niveis de HbAlc em
camundongos tratados com EB de T. phaeocarpa e T. glabrescens é compativel com o efeito
hipoglicemiante destes extratos e reforca seu potencial como farmaco antidiabético. A
auséncia de reducdo significativa nos camundogos DMT2 tratados com FAE de T.
phaeocarpa ndo diminui o potencial antidiabético desta fracdo, uma vez que a reducdo da
glicemia no DMT2, independente dos niveis de HbAlc, também est4 associada a menor
incidéncia de doengas microvasculares e infarto do miocardio (HOLMAN et al., 2008;
LIPSKA e KRUMHOLZ, 2017).

Para avaliar o efeito do tratamento subcrénico com as Terminalias no perfil lipidico
em camundongos diabéticos, os niveis séricos de CT e TG foram medidos. Os camundongos
com DMT2 apresentaram niveis significativamente altos de CT (Figura 22A e B), em
comparagdo com os camundongos euglicémicos. O tratamento subcrénico com EB e FAE de
T. phaeocarpa (100 mg/kg), ou com a metformina, reduziu de forma significativa niveis
séricos de CT (Figura 22A); enquanto que o tratamento subcrénico om EB e FHM T.
glabrescens (100 mg/kg) ndo reduziu de forma significativa niveis séricos de CT (Figura
22B). N&o houve aumento significativo no nivel sérico de TG em camundongos DMT2 néo
tratados, em compara¢do aos camundongos euglicémicos (Figura 22C). No entanto,
camundongos DMT?2 tratados com EB e FAE de T. phaeocarpa, ou com a metformina, nas
doses testadas, apresentaram niveis significativamente reduzidos de TG em comparagdo com
0s camundongos DMT2 néo tratados (Figura 22C). N&o houve diferenca significativo no
nivel sérico de TG entre os camundongos euglicémicos e os camundongos DMT2 nao
tratados ou tratados com EB e FHM T. glabrescens (100 mg/kg) (Figura 22D).
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Figura 22: Efeito do tratamento subcrdnico com Terminalias nos niveis séricos de lipidios em
camundongos diabéticos. Efeito de extrato etandlico bruto (EB), fragdo acetato de etila (FAE) de T.
phaeocarpa, nas doses de 30 e 100 mg/kg, e da metformina (Metf), na dose de 200mg/Kg, nos niveis
séricos de colesterol total (A) e triglicerideos (C). Efeito de EB e fragdo hidrometanolica (FHM) de T.
glabrescens, na dose de 100 mg/kg nos niveis séricos de colesterol total (B) e triglicerideos (D).
Anélise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pés-teste de Tukey, foram utilizados para
comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os
resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média de 8 animais. * P < 0,05, ** P
<0,01 e *** P < 0,001 versus camundongos euglicémicos. T P < 0,05, 1 P < 0,01 e 711 P < 0,001

versus camundongos diabéticos.

No presente estudo, camundongos diabéticos apresentaram niveis séricos altos de
acido urico e a alteracdo do perfil lipidico, destacada pelos niveis altos de CT em comparacao
com os camundongos euglicémicos. A hiperuricemia resulta da superproducéo de &cido Urico

pelo figado, bem como da excre¢do reduzida de &cido urico nos rins (ISHIKAWA e
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KANEKO, 2013). Em individuos com DMT2, niveis elevados de acido urico é considerado
um fator de risco para DCV, doenca renal cronica e mortalidade em geral (SHAO et al.,
2019; WANG et al., 2016; ZHAO et al.,, 2013; ZOPPINI et al., 2012). Com relacdo a
lipidemia, a RI tem um papel central na patogénese da dislipidemia diabética. Esta
dislipidemia causa aumento da liberacdo de acidos graxos livres das células adiposas
resistentes a insulina e promove mais producdo de TG. A presenca de hipertrigliceridemia,
hipercolesterolemia e reducéo do colesterol-HDL s&o as anormalidades lipidicas mais comuns
relatadas em condicdes diabéticas (LEE et al., 2017; UTTRA et al., 2011). A dislipidemia é
um fator de risco isolado para o desenvolvimento de DCV e mortalidade em geral. Quando
associada ao DMT2 o risco de mortalidade aumenta em 3 vezes (LEE et al., 2017). Em vista
de todas essas informacdes, entendemos a importancia de controlar esses parametros em
individuos diabéticos.

Os resultados deste estudo demostram que, o tratamento subcrénico com T.
phaeocarpa foi capaz de reverter a hiperglicemia, hiperuricemia e a dislipidemia. Esta
melhora do perfil lipidico pode ser associada a inibicdo da lipase pancreética, estabilizacéo
adequada do nivel de glicose plasmatica, devido a inibi¢do das enzimas intestinais ja testadas,
e também a um provavel aumento no nivel de insulina e/ou a melhora da sensibilidade a
insulina ap6s a administracdo de T. phaeocarpa. Portanto, esses efeitos hipolipidémico,
hipoglicémico e hipouricémico da T. phaeocarpa em camundongos diabéticos sugerem sua

capacidade de prevenir DCV associadas ao diabetes.

4.2.4 Parametros séricos da funcdo hepatica de camundongos diabéticos tratados

com Terminalias.

A atividade sérica da AST, ALT e FAL e os niveis séricos de proteinas totais e
albumina foram medidos para avaliar a fungdo hepatica dos camundongos diabéticos tratados
com as Terminalias. A atividade de FAL n&o foi avaliada em camundongos tratados com T.
glabrescens. Quando comparados aos camundongos euglicémicos, camundongos diabéticos
apresentaram baixos niveis séricos de protéina total (Figuras 23C; 24D), e altos niveis de
transaminases (ALT e AST) (Figuras 23A e B; 24A e B) e FAL (Figura 24C). O tratamento
subcrénico com T. glabrescens (100 mg/kg), reduziu de forma significativa niveis séricos
destas transaminases (Figura 23A e B). No entanto, ndo foi capaz de reverter a reducdo de
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niveis séricos de proteinas totais (Figuras 23C) e albumina, com excecdo do grupo EB Tg
100 onde nivel sérico de albumina n&o foi significativamente diferente quando comparado aos
camundongos euglicémicos (Figura 23D). O tratamento com EB e FAE de T. phaeocarpa, na
dose 100 mg/kg, reduziu os niveis séricos de transaminases (Figuras 24A e B) e FAL
(Figuras 24C), mas falhou em reverter, em todas as doses testadas, 0s niveis séricos de
proteina total (Figura 24D). N&o houve diferenca significativa nos niveis séricos de albumina
entre os camundongos euglicémicos, camundongos DMT2 ndo tratados e camundongos
DMT?2 tratados com EB e FAE de T. phaeocarpa (Figura 24E).
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Figura 23: Efeito hepéatico do tratamento subcronico com T. glabrescens em camundongos
diabéticos. Efeito do extrato etandlico bruto (EB) e fracdo hidrometanélica (FHM) de T. glabrescens,
na dose de 100 mg/kg nos niveis séricos de alanina aminotransferase (ALT; A), aspartato
aminotransferase (AST; B), proteinas totais (C) e albumina (D). Analise de variancia (ANOVA) de
uma via, seguida do pods-teste de Tukey, foram utilizados para comparar os grupos. Valores de p <
0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os resultados estdo apresentados como média
+ erro padrdo da média de pelo menos 5 animais. T P < 0,05 versus camundongos diabéticos. * P <

0,05, ** P < 0,01 e *** P < 0,001 versus camundongos euglicémicos.
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Figura 24: Efeito do tratamento subcrénico com T. phaeocarpa sobre parametros séricos da
funcao hepatica de camundongos diabéticos. Efeito do extrato etanélico bruto (EB) e fracdo acetato
de etila (FAE) de T. phaeocarpa, nas doses 30 e 100 mg/kg, e da metformina (200 mg/kg), nos niveis
séricos de alanina aminotransferase (ALT; A), aspartato aminotransferase (AST; B), fosfatase alcalina
(FAL; C), proteina total (D) e albumina (E). Analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do
pos-teste de Tukey, foram utilizados para comparar 0s grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os valores representam a média + erro padrdo da média de pelo menos
5 animais. * P < 0,05 ,* * P < 0,01 e *** P < 0,001 versus camundongos euglicémicos. T P < 0,05, +7

P <0,01 e {11 P <0,001 em versus camundongos diabéticos nao-tratados.

STZ exibe vérias atividades bioldgicas, incluindo toxicidade, carcinogenicidade,
teratogénese e mutagénese, ndo danifica apenas as células P-pancreaticas, mas também
produz efeitos toxicos em outros tecidos e drgdos do corpo, como o trato gastrointestinal, rins
e o figado (ABOUZED et al., 2018; EL RABEY et al., 2017; QUINE e RAGHU, 2005). O

figado é o principal 6rgédo da homeostase metabdlica dos carboidratos, a principal fonte de
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proteina serica e também o Unico local de sintese de albumina. A hiperglicemia causa
depdsitos de lipideos no figado, o que provavelmente pode causar danos neste 6rgdo. Danos
hepaticos foram documentados como uma das principais complicacbes do DM (SAFHI et al.,
2019). Embora varias vias tenham sido identificadas para lesdo hepatica, a RI é a principal
causa de lesdo hepética devido a glicotoxicidade e lipotoxicidade, ao estresse oxidativo e
aumento da producdo de EROs (ROMAGNOLLI et al., 2010). Os testes de funcéo hepatica
(TFH) sdo comumente usados na pratica clinica para rastrear danos e doengas hepaticas.
Individuos com DMT2 tém maior incidéncia de TFH anormal do que individuos néo
diabéticos (HARRIS, 2005). Os TFH mais comuns incluem analises de transaminases séricas,
FAL, protéina total e albumina (ABOLFATHI et al., 2012 ;GHANBARI et al., 2016; MORI
et al., 2003). No presente estudo, o declinio significativo nos niveis séricos de proteina total,
albumina e niveis elevados de ALT, AST, FAL (Figura 19) refletem a lesdo de hepatdcitos
no diabetes experimental (ABOLFATHI et al., 2012; GHANBARI et al., 2016; GHOSH et
al., 2015; SAFHI et al., 2019). O tratamento subcrénico com EB e FAE de T. phaeocarpa
(100 mg/kg) reduziu significativamente os niveis de ALT, AST e FAL em camundongos
DMT2 (Figura 24A-C). No entanto, o nivel sérico diminuido de proteina total, causado pelo
diabetes, ndo foi revertido ap6s a administragdo das Terminalias, nem da metformina (Figura
24D). Simultaneamente, observamos também que o tratamento com T. phaeocarpa (100
mg/kg) reduziu significativamente a massa hepética, sem qualquer alteracdo significativa
induzida pela metformina (Figura 25D). Enquanto isso, o tratamento subcrénico com EB e
FHM de T. glabrescens reduziu significativamente somente o0s niveis plasmaticos de AST
(Figura 18A). Estes resultados sugerem que o tratamento com T. phaeocarpa é capaz de
reduzir os danos hepaticos associados ao DMT2 e que o tratamento com esta espécie vegetal
poderia, a longo prazo, inibir ou prevenir o desenvolvimento de doencas hepaticas. Os efeitos
hepatoprotetores de T. phaeocarpa observados em camundongos diabéticos estdo
provavelmente relacionados ao seu conteddo em polifendis (tal como a quercetina) e seus
efeitos antioxidantes, bem como a reducdo da hiperglicemia nos camundongos DMT2. De
fato, estudos consideram a quercetina como um antioxidante devido a sua capacidade de inibir
a xantina oxidase, aumentar as defesas antioxidantes e inibir a peroxidacao lipidica (ZHAO et
al., 2014). Estudos de Dias e colaboradores (2005) revelaram que a quercetina é capaz de
melhorar significativamente os sintomas de dano hepéatico induzido pelo diabetes. A

quercetina na dieta (50 mg / kg por dia), por 30 dias, reduziu os sinais de estresse oxidativo no
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figado e diminuiu a expressdo de marcadores séricos de lesdo hepética em ratos com diabetes
induzido por STZ (DIAS et al., 2005).

4.2.5 Efeito do tratamento subcrbnico com T. phaeocarpa no indice de estresse

oxidativo e na atividade da PTP1-B do figado de camundongos diabéticos

Para avaliar o efeito do tratamento subcrénico com T. phaeocarpa no indice de
estresse oxidativo hepatico em camundongos diabéticos, os niveis hepaticos de GSH, MDA e
proteina total foram medidos. A atividade da PTP1-B hepatica também foi medida em
camundongos diabéticos. Os niveis hepaticos de GSH, MDA, proteina total e a atividade da
PTP1-B hepéatica ndo foram avaliados em camundongos tratados com T. glabrescens.
Camundongos diabéticos desenvolveram hepatomegalia, sublinhada pelo aumento da massa
do figado em comparacdo aos camundongos euglicémicos (Figura 25D). Houve também um
aumento de MDA (Figura 25B) e da atividade da PTP1-B (Figura 25C) no figado. O
tratamento com EB e FAE de T. phaeocarpa, na dose 100 mg/kg, reduziu de forma
significativa a massa relativa, os niveis de MDA, assim que a atividade da PTP1-B do figado,
ilustrados na Figura 25. Nao houve diferenca significativa entre os niveis de GSH e proteina

total hepética entre os diferentes grupos (Figura 25A e E).
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Figura 25: Efeito do tratamento com T. phaeocarpa no indice de estresse oxidativo, na atividade
da PTP1-B, na massa e protéina total do figado em camundongos diabéticos. Efeito de extrato
bruto (EB), fracdo acetato de etila (FAE) de T. phaeocarpa, nas doses 30 e 100 mg/kg, e da
metformina (Metf; 200 mg/kg), nos niveis de glutationa reduzida (GSH; A), malondialdeido (MDA,
B), na atividade da proteina tirosina fosfatase 1-B (PTP1-B; C), na massa relativa (D) e na proteina
total (E) do figado. Andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pos-teste de Tukey, foram
utilizados para comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Os valores representam a média + erro padrdo da média de pelo menos 5 animais. * P <
0,05 .,* * P <0,01 e *** P <0,001 versus camundongos euglicémicos. 1 P < 0,01 e t11 P < 0,001 em

versus camundongos diabéticos ndo-tratados.

Vaérios estudos pré-clinicos e clinicos sugerem que o estresse oxidativo desempenha
um papel importante no desenvolvimento de complicacdes diabéticas (EVANS et al., 2002).
No diabetes, a glicacdo de proteinas e a auto-oxidacao da glicose podem gerar radicais livres,
que por sua vez catalisam a peroxidacdo lipidica (BAYNES, 1991; MULLARKEY et al.,
1990) Além disso, foram demonstradas perturbagdes dos sistemas de defesa antioxidante no
diabetes (MCLENNAN et al., 1991; STRAIN, 1991). A GSH, a biomolécula mais importante
na protecdo contra a toxicidade induzida por agentes quimicos, participa da eliminacdo de
intermediarios reativos por reducdo de hidroperoxidos na presenca de glutationa peroxidase
(NICOTERA e ORRENIUS, 1986). Neste estudo, ndo houve diferenca significativa do nivel
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de GSH hepatico. No entanto, um aumento significativo da peroxidacdo lipidica, destacado
aqui pelos niveis do MDA, reflete o estresse oxidativo no figado dos camundongos DMT2.
Esses resultados estdo de acordo com os relatados por (FEILLET-COUDRAY e
colaboradores (1999) que observaram que o diabetes induzido por STZ em ratos foi
acompanhado por um aumento na suscetibilidade & peroxidagdo lipidica (FEILLET-
COUDRAY et al., 1999). O tratamento subcrénico com EB e FAE de T. phaeocarpa (100
mg/kg) reduziu significativamente os niveis de MDA, apoiando a sua atividade antioxidante
em camundongos DMT2. Dado que os extratos de T. phaeocarpa sdo ricos em compostos
fendlicos (GOMES, 2020) e conhecendo o papel positivo dos polifendis na eliminacdo de
radicais livres responsaveis pelo dano celular associado ao estresse oxidativo (ABDELAZIZ
et al., 2015; PATEL et al., 2009), esses resultados sugerem que T. phaeocarpa poderia
prevenir ou reduzir, em camundongo diabéticos, os danos hepaticos associados ao estresse
oxidativo.

A PTP1-B é uma fosfatase ndo transmembranar, que pertence a familia das enzimas
PTP. Ela é expressada em tecidos sensiveis a insulina, como figado, musculo esquelético,
cérebro e tecido adiposo (BIALY e WALDMANN, 2005; BOURDEAU et al., 2005;
OSTMAN e BOHMER, 2001). PTP1-B catalisa a desfosforilagdo do receptor de insulina e,
portanto, diminui a sinalizacdo da insulina. Além disso, regula negativamente a sinalizagdo da
leptina e contribui para a obesidade e distarbios metabdlicos associados (JOHNSON et al.,
2002; PANZHINSKIY et al., 2013). O DMT2 é caraterizado por atividade e expressao
aumentadas desta enzima (GAO et al., 2010). Inflamacdo metabdlica e aumento do estresse
oxidativo associados ao DMT2 contribuem para a superexpressao da PTP1-B (AGOUNI et
al., 2011; ZABOLOTNY et al., 2008). No presente trabalho, a indu¢cdo do DMT2 aumentou
significativamente a atividade da PTP1-B em camundongos (Figura 25B). Outras pesquisas
também demonstraram a atividade aumentada desta proteina no figado de camundongos com
diabetes induzido por STZ (WU SY et al., 2009; WU et al., 2005; ) e em camundongos
diabéticos db/db (WANG et al., 2012). O tratamento com EB e FAE de T. phaeocarpa, nas
maiores doses, reduziu significativamente a atividade de PTP1-B, de uma maneira similar ao
observado com o farmaco padrdo, metformina (Figura 25B). Estes resultados sugerem que o
tratamento com T. phaeocarpa é capaz inibir os mecanismos responsaveis pela reducdo da
sensibilidade a insulina em diabéticos. Considerando que a inibicdo da PTP1-B aumenta a
acdo da insulina e da leptina, esta enzima emergiu como um alvo atraente para o tratamento
do DMT2 e da obesidade (ZHANG e LEE, 2003). Varios produtos naturais, como flavonoides
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e taninos, foram descritos com efeito inibitério sobre a atividade da PTP1B (ZHAO et al.,
2018). De fato, kaempferol e quercetina isolados de Agrimonia pilosa (NA et al., 2016),
quercetina isolada de Broussonetia papyrifera (JIANG et al., 2012), acido elagico isolado de
Phellinus linteus (LEE et al., 2010) sdo descritos com efeitos inibidores in vitro sobre a
atividade da PTP1-B. Assim, o efeito antidiabético de T. phaeocarpa observado neste estudo
pode estar associado, pelo menos em parte, a inibicdo da atividade da PTP1-B, devido a

presenca de compostos como quercetina, kaempferol e acido elagico nos EB e FAE.

4.2.6 Efeito do tratamento subcrdnico com as Terminalias sobre a funcédo renal de
camundongos diabéticos

A ingestdo de agua, o fluxo urinério, a massa relativa dos rins, a excre¢do urinéria de

glicose, creatinina e acido Urico, bem como nivel sérico de creatinina foram medidos para

avaliar a funcdo renal dos camundongos diabéticos tratados com as Terminalias. Neste

trabalho, verificamos que a &gua ingerida, o fluxo urinario e os niveis urinarios de glicose e

creatinina aumentaram em camundongos DMT2 em comparagdo aos camundongos
euglicémicos (Figuras 26A-D; 27A-D).

Os resultados apresentados na Figuras 26 mostram que a ingestdo de agua, o fluxo
urinario e os niveis urinarios de glicose e creatinina dos camundongos diabéticos antes do
tratamento com T. glabrescens, ndo foram significativamente diferentes. Ap6s o periodo de
tratamento ndo houve diferenca significativa dos valores desses parametros entre
camundongos diabéticos ndo tratados e diabeticos tratados com T. glabrescens, com excec¢édo
dos valores da ingestdo de agua e do fluxo urinario que foram significativamente reduzidos no

grupo tratado com FHM T. glabrescens (100 mg/kg) (Figuras 26A e B).
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Figura 26: Efeito do tratamento subcrénico com Terminalia glabrescens no movimento de fluidos
e na excrecdo renal em camundongos diabéticos. Efeito do extrato etandlico bruto (EB) e fracao
hidrometandlica (FHM) de T. glabrescens na ingestdo de agua (A), o fluxo urinario (B), na excre¢do
urinaria de glicose (C) e creatinina (D). Analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pos-
teste de Tukey, foram utilizados para comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os resultados estdo apresentados como média + erro padrao da média de
8 animais. *** P < 0,001 versus camundongos euglicémicos. ¥ P < 0,05 versus camundongos

diabéticos.

Esses resultados apresentados nas Figuras 26 sugerem que, devido ao tratamento,
teria havido uma alteracdo da ingestdo de &gua e do fluxo urinario, em camundongos
diabéticos FHM T. glabrescens (100 mg/kg). No entanto, quando avaliamos a variagdo (A)
intragrupo de ingestdo de agua, fluxo urinario, e dos niveis urinarios de glicose e creatinina,
percebemos variagdes positivas de niveis urinarios de glicose e creatinina em camundongos
diabéticos tratados com T. glabrescens (Figura 27C e D). Isso significa que ndo houve
alteracdo da ingestdo de agua nem do fluxo urinario em camundongos diabéticos tratados com

T. glabrescens, no entanto, houve alteracdo na excregédo urinaria de glicose e creatinina.
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Figura 27: Efeito do tratamento subcronico com Terminalia glabrescens na variagdo de
movimento de fluidos e excre¢do renal em camundongos diabéticos. Efeito do extrato etandlico
bruto (EB) e fragdo hidrometanodlica (FHM) de T. glabrescens (100 mg/kg) na variagdo (A) de
ingestdo de &gua (A), fluxo urinério (B) e excrecdo urinéria de glicose (C) e creatinina (D). A analise
estatistica de coluna, seguida do teste t (One sample t test), foram utilizados para avaliar a variacéo
intragrupo. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os resultados estdo
apresentados como média * erro padrdo da média de pelo menos 5 animais. * P < 0,05 versus zero,

valor que representa a auséncia de alteragcdo do pardmetro considerado.

Os resultados apresentados na Figuras 28 mostram que a ingestdo de agua, o fluxo
urinario e os niveis urinarios de glicose e creatinina dos camundongos diabéticos antes do
tratamento com T. phaeocarpa, ndo foram significativamente diferentes. Enquanto isso, apds
0 periodo de tratamento, os camundongos FAE T. phaeocarpa (100 mg/kg) apresentaram

valores significativamente reduzidos de todos esses parametros quando comparado com 0s
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valores de camundongos diabéticos ndo tratados (Figura 28 A-D). Camundongos EB (100

mg/kg) de T. phaeocarpa apresentaram valores significativamente reduzidos somente da

creatinina urinaria (Figura 28D).
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Figura 28: Efeito do tratamento subcrdnico com Terminalia phaeocarpa no movimento de fluidos
e na excrecdo renal em camundongos diabéticos. Efeito do extrato bruto (EB), fracdo acetato de
etila (FAE) de T. phaeocarpa, nas doses 30 e 100 mk/kg, ou a metformina na ingestdo de agua (A), o
fluxo urinério (B); na excrecdo urinéria de glicose (C) e creatinina (D). Valores obtidos por 24 h.
Anadlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pos-teste de Tukey, foram utilizados para
comparar 0s grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os
resultados estdo apresentados como média * erro padrdo da média de 8 animais. * P < 0,05, ** P <
0,01 e *** P < 0,001 versus camundongos euglicémicos. ¥ P < 0,05 ¢ 1 P < 0,01 versus

camundongos diabéticos.

Esses resultados apresentados na Figura 28 também sugerem que, devido ao
tratamento, teria havido uma alteracdo de ingestdo de agua, fluxo urinario, niveis urinarios de

glicose e creatinina em camundongos diabéticos FAE T. phaeocarpa (100 mg/kg), e uma
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alteracdo da creatinina urinaria em camundongos EB T. phaeocarpa (100 mg/kg). No entanto,
quando avaliamos a varia¢do (A) intragrupo desses parametros em camundongos diabéticos
tratados com T. phaeocarpa (Figura 29), percebemos uma variacdo positiva somente de
niveis urinarios de glicose com a dose baixa de FAE T. phaeocarpa (Figura 29 C). Isso
significa que ndo houve alteracdo de ingestdo de agua, fluxo urinario, niveis urinarios de
glicose e creatinina em camundongos diabéticos EB e FAE T. phaeocarpa, com excec¢do do

grupo FAE T. phaeocarpa (30 mg/kg), onde foi vista uma alteracdo de niveis urinarios de

glicose.
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Figura 29: Efeito do tratamento subcrénico com Terminalia phaeocarpa na variagdo de
movimento de fluidos e excre¢do renal em camundongos diabéticos. Efeito do extrato bruto (EB),
fracdo acetato de etila (FAE) de T. phaeocarpa, nas doses 30 e 100 mk/kg na variagdo (A) de ingestdo
de agua (A), fluxo urinario (B), excrec¢do urinaria de glicose (C) e creatinina (D). A andlise estatistica
de coluna, seguida do teste t (One sample t test), foram utilizados para avaliar a variagao intragrupo.
Os resultados estdo apresentados como média + erro padrdo da média de pelo menos 5 animais. * P <

0,05 e ** P < 0,01 versus zero, valor que representa a auséncia de alteracdo do parametro considerado.
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O efeito do tratamento dos camundongos diabéticos com T. phaeocarpa foi também
avaliado nos niveis de creatinina sérica e &cido Urico urinério, bem como na massa relativa
dos rins. Conforme ilustrado na Figura 30, camundongos diabéticos apresentaram niveis
significativamente altos de creatinina sérica e acido Urico urinarios, bem como um aumento
significativo da massa relativa dos rins. Quando comparado com os camundongos diabéticos
ndo tratados, houve uma reducdo significativa de creatinina sérica e massa relativa dos rins
em camundongos diabéticos tratados com a maior dose de EB e FAE de T. phaeocarpa
(Figura 30 A e C). O tratamento de camundongos diabéticos com FAE de T. phaeocarpa
(100 mg/kg), causou um aumento significativo da taxa de excrecdo do acido Urico pelos rins
(Figura 30B). O efeito do tratamento com EB e FHM de T. glabrescens nos niveis de
creatinina serica e acido urico urinario, bem como na massa relativa dos rins, também foram
avaliados em camundongos diabéticos com EB e FHM de T. glabrescen. No entanto, os
resultados ndo foram significativamente diferentes entre diabéticos tratados e ndo tratados.
Por este motivo, optamos por ndo apresentar os resultados.
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Figura 30: Efeito do tratamento subcrénico com Terminalia phaeocarpa nos parametros séricos
da funcéo renal e na massa relativa dos rins em camundongos diabéticos. Efeito do extrato bruto
(EB), fracdo acetato de etila (FAE) de T. phaeocarpa, nas doses 30 e 100 mg/kg , ou a metformina
(200 mg/ kg), nos niveis de creatinina sérica (A), acido Urico urinario (B), e na massa relativa de rim
(C) em camundongos diabéticos. Analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pos-teste de
Tukey, foram utilizados para comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os resultados estdo apresentados como média + erro padrao da média de
de pelo menos 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01 e *** P < 0,001 versus camundongos euglicémicos.

1 P < 0,05 versus camundongos diabéticos ndo tratados.
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Os efeitos toxicos da STZ também causam lesdo renal, inflamacéo, estresse oxidativo
e disfuncdo endotelial (VALENTOVIC et al., 2006), que podem gerar nefropatia diabética
(ND). A ND é a principal causa de insuficiéncia renal crénica e doenca renal terminal no
mundo (ZHANG et al., 2012), e ocorre em 45% dos pacientes diabéticos (SAGOO e GNUDI,
2018). Altos niveis séricos de glicose, creatinina, acido drico, o0 aumento da massa renal, a
hipoalbuminemia e glicose na urina ocorrem na ND, e podem estar relacionados a0 DMT?2
(DABLA, 2010; IDONIJE et al., 2011). O dano renal € determinado pela medicdo de
parametros bioquimicos e histologicos. Neste trabalho, ndo foram avaliados parametros
histoldgicos. No entanto pardmetros bioquimicos avaliados no presente estudo demonstram
que os camundongos DMT?2 desenvolveram a ND. Esses resultados corroboram com relatos
anteriores (AHANGARPOUR et al., 2019; PALSAMY e SUBRAMANIAN, 2011), de que a
administracdo de NA / STZ leva a inducdo da ND, com aumento de ingestdo de agua, fluxo
urinario, excregdo urindria de creatinina, bem como altos niveis séricos de glicose, creatinina
e &cido urico.

Alto nivel de glicose na urina produz micgdo hiperosmdtica, isso leva a polilria e
perda de agua e eletrdlitos. Este evento ativa 0 mecanismo da sede e a polidipsia
(OZOUGWU et al.,, 2013). Mostramos neste trabalho que os camundongos DMT2,
desenvolveram polidipsia e polilria, junto com alto nivel de glicose urinaria. O aumento da
excrecdo urinaria de glicose representa um dos mecanismos pelos quais o organismo tenta
reduzir altos niveis séricos de glicose. O fluxo urinario junto com nivel de glicose urinaria dos
camundongos DMT2 foram significativamente elevados em compara¢do aos de diabéticos
tratados com a maior dose de EB e FAE de T. phaeocarpa. No entanto, camundongos DMT2
mantiveram alto nivel de glicose no sangue durante o estudo. Estes resultados sugerem que a
reducdo significativa de glicose no sangue, observada em camundongos tratados com EB e
FAE de T. phaeocarpa (100mg/kg) ndo estaria associada a eliminacdo renal de glicose, mas
envolveria outros tecidos implicados na homeostase de glicose, por exemplo o figado e/ ou
masculo. Levando em consideracdo os efeitos de T. phaeocarpa nos niveis plasméticos de
glicose, junto com seu efeito sobre a atividade da PTP1-B, podemos pensar que o figado seria
provavelmente um dos Orgdos alvos onde T. phaeocarpa age para ter seus efeitos
antihiperglicémicos.

A hiperglicemia e dislipidemia sdo fatores importantes no desenvolvimento e
progressdao da ND; a relagdo entre hiperglicemia, estresse oxidativo e dislipidemia é bem
conhecida (ARONSON e RAYFIELD, 2002; GARUD e KULKARNI, 2014; ROY et al.,
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2010). Os lipidios desempenham um papel importante na patogénese das complicacdes
associadas ao DM. A dislipidemia pode levar a ND por meio da ativacdo da via TGF-f,
subsequentemente acelerando a producédo de ROS e levando a danos glomerulares (OKOSUN

et al., 2000). A hiperglicemia causa um aumento no estresse oxidativo, resultando em

hiperglicemia contribui para anormalidades, como aumento de estresse osmético e oxidativo,
que sdo conhecidos como promotores de doengas microvasculares diabéticas, incluindo a ND
(DUNLOP, 2000). Os rins removem os residuos metabolicos, como uréia, acido Urico,
creatinina e ions, a fim de manter a composicdo quimica ideal dos fluidos corporais. As
concentracdes desses metabolitos aumentam no sangue durante doencas renais ou lesdes
renais associadas ao DM ndo controlado. A estimacao da funcdo renal é importante em uma
série de situacdes clinicas, incluindo avaliacdo de dano renal e monitoramento da progressao
da doenca renal em pessoas com diabetes. O rastreamento de DRC em pessoas com diabetes
envolve uma avaliacdo de excrecdo urinaria de albumina, niveis séricos de parametros como
creatinina e acido urico; e uma medicdo do nivel geral da funcao renal por meio de um TFG
(DE COSMO et al., 2015; NORRIS et al., 2018; RISSO et al., 2019). A TFG é a melhor
medida da funcéo renal, uma vez que leva em consideracdo a idade, o IMC e o0 sexo (LEVEY
et al., 2003). A TFG mede a taxa na qual os dois milhdes de glomérulos dos rins filtram o
plasma para processa-lo e remover seus residuos. Se os rins sdo lesados por DRC, a TFG
diminui gradualmente e a quantidade de funcdo renal remanescente pode ser estimada
medindo ou calculando a TFG (DABLA, 2010). A estimagdo da TFG envolve marcadores
bioguimicos, tais que inulina e creatinina, encontrados no soro e na urina (GOWDA et al.,
2010; STIRBAN et al.,, 2014). Em vista de todas essas informacgbes, entendemos a
importancia também de controlar os parametros tais como creatinina e acido Urico, em
individuos diabéticos. Demonstramos neste trabalho que camundongos DMT2,
desenvolveram hiperglicemia e dislipidemia associadas a ND, sublinhada por niveis séricos
elevados de creatinina e &cido Urico, bem como a excre¢do urinaria alterada destes
parametros.

A creatinina vem da via creatina / fosfocreatina. A creatina é sintetizada nos rins e
no figado (WYSS e KADDURAH-DAOQUK, 2000) e armazenada principalmente nas células
musculares estriadas (KUSHMERICK et al., 1992; SANT’ANA PEREIRA et al., 1996), onde

ela é fosforilada em fosfocreatina pela creatina quinase. Por sua vez, a fosfocreatina € usada
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para fosforilar o ADP em ATP quando a demanda de energia € alta. Tanto a creatina quanto a
fosfocreatina degradam-se espontaneamente em creatinina (BAKKER et al.,, 2018). A
creatinina € liberada nos fluidos corporais, e sua depuracdo € medida como um indicador da
TFG (STIRBAN et al., 2014). Os niveis séricos elevados de creatinina foram atribuidos a
integridade estrutural defeituosa do rim, pois a creatinina é liberada na circulacdo apds dano
celular (HUFF et al., 2005; ZANGENEH et al., 2018). Neste estudo, demonstramos que
camundongos diabéticos apresentaram altos niveis de  creatinina sérica e urindria,
provavelmente associada a estrutura do rim defeituosa. O tratamento de camundongos
diabéticos com EB e FAE de T. phaeocarpa reduziu significativamente niveis séricos de
creatinina sem alteracdo significatica da sua excrecdo urindria. Esses baixos niveis de
creatinina sérica podem estar associados a um efeito protetor de T. phaeocarpa nas estruturas
dos tabulos renais. Estudos histoldgicos serdo necessarios para confirmar tal hipétese.

Estudos epidemiol6gicos mostram que niveis séricos elevados de cido Urico estéo
associados ao desenvolvimento de alteracGes cardiovasculares e doenga renal crénica
(HOVIND et al., 2009; LIM, 2014). Em individuos com DMT2, varios trabalhos relataram a
associacdo entre niveis elevados de acido drico e o desenvolvimento da ND (TSENG, 2005;
ZOPPINI et al., 2012). O protocolo terapéutico para a redugdo do &cido urico é baseado na
inibicdo da xantina oxidase ou no aumento da sua eliminacdo urinaria (LIM, 2014). No
presente trabalho, verificamos que os niveis séricos de acido Urico aumentaram em
camundongos DMT2, enquanto que o tratamento com EB e FAE de T. phaeocarpa os reduziu
significativamente. Esta reducdo de niveis séricos de &cido drico pode ser associada a altos
niveis de &cido Urico urinario em camundongos EB e FAE de T. phaeocarpa (100 mg/kg).
Esses resultados sugerem que o aumento da eliminacdo urinaria de acido Urico, contribui para
a reducdo dos niveis séricos de acido Urico, devido ao tratamento com T. phaeocarpa. Esses
resultados corroboram com trabalhos anteriores (ANG et al., 2015; NAKAGAWA et al.,
2006; WANG et al., 2015), onde a reducdo de niveis séricos de acido Urico foi associada a
altos niveis de &cido Urico urinario. No entanto, pode haver outro mecanismo envolvido na
reducdo dos niveis séricos de acido urico, possivelmente via inibi¢do da xantina oxidase. De
fato, composto como quercetina, identificado no EB e FAE de T. phaeocarpa (GOMES,
2020), é capaz de inibir a xantina oxidase (ZHAO et al., 2014). Assim, niveis séricos
reduzidos de acido Urico observados neste estudo em camundongos diabéticos tratados com T.
phaeocarpa, também poderiam estar associados, pelo menos em parte, a inibicdo da xantina

oxidase, devido ao contetido de T. phaeocarpa em polifendis.
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Os resultados deste estudo apoiam a hipo6tese de que T. phaeocarpa teria potencial
para prevenir alteracfes cardiovasculares e renais associadas a altos niveis séricos de
creatinina e acido urico. O tratamento subcronico com EB e FAE de T. phaeocarpa (100
mg/kg) melhorou a funcédo renal em camundongos DMT2, reduzindo parametros renais como
massa relativa dos rins, niveis sericos de creatinina e acido urico, o que poderia retardar a
progressdo da ND. Estudos indicaram também efeitos antidiabéticos e renoprotetores
semelhantes com outras espécies de Terminalia, como T. chebula (RAO e NAMMI, 2006), T.
catappa (DIVYA et al., 2019) e T. bellerica (LATHA e DAISY, 2010) em ratos com diabetes
induzido por NA/STZ. Esses efeitos renoprotetores foram atribuidos a acdo sinérgica de
compostos fendlicos encontrados nos extratos (LATHA e DAISY, 2010). Compostos como
rutina, quercetina e acido elagico foram descritos com efeitos renoprotetores em modelos
diabéticos de doenca renal (AHAD et al., 2014; GANESAN et al., 2018; GOMES et al.,
2014; HAO et al., 2012; RAGHU et al., 2016). Assim, o efeito renoprotetor de T. phaeocarpa
demonstrado neste estudo poderia estar atribuido a presenca de compostos como rutina,
quercetina e acido elagico identificados no EB e FAE (GOMES, 2020). No entanto, o
tratamento subcrénico com EB e FHM de T. glabrescens, ndo foi capaz em impedir a

progresséo da ND.

Os resultados deste estudo mostram, por um lado, que T. glabrescens exibe efeitos
antidiabéticos moderados. Por outro lado, a T. phaeocarpa exibe efeitos antidiabéticos e
hepato-nefroprotetores. A melhora da sensibilidade & insulina pela inibicdo da atividade da
PTP1-B, pode contribuir para o mecanismo antidiabético de Terminalia phaeocarpa. O
tratamento subcrénico com a planta T. phaeocarpa demonstrou o seu potencial para o
tratamento do DMT2 e se colocou como opcgdo para teste com modelo murino de SM. Os
resultados obtidos apds o tratamento subcrbnico com a planta T. glabrescens ndo foram
suficientes para justificar a continuacdo dos estudos com esta espécie vegetal.
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4.3 Avaliacdo do tratamento cronico com Terminalia phaeocarpa em modelo de
sindrome metabolica induzida por dieta hiperlipidica e frutose

A obesidade e a Rl desempenham um papel central no desenvolvimento da sindrome
metabdlica (SM). A atividade excessiva de enzimas envolvidas na intolerancia a glicose e no
desequilibrio da glicemia contribui para o agravamento das complicacfes associadas a
obesidade. A atividade fisica combinada com uma dieta adequada reduziria 0s riscos
associados a obesidade (JAKUBCZYK et al., 2017). Infelizmente, essa abordagem e as
recomendacdes nem sempre sdo seguidas e respeitadas pelos pacientes. Portanto, existem
outras estratégias terapéuticas incluindo o uso de farmacos capazes de inibir a digestdo de
alimentos, especialmente gorduras, que sdo conhecidas como uma importante fonte de
calorias indesejadas na dieta (MCCLENDON et al., 2009). Assim, tendo em vista os efeitos
inibitérios de T. phaeocarpa na atividade das enzimas digestivas e os efeitos no modelo
DMT2, a fracdo FAE de T. phaeocarpa foi selecionada e testada em camundongos com SM
associada a obesidade.

Existem varios tipos de modelos animais que sdo comumente usados para a busca e/ou
o0 desenvolvimento de farmacos contra SM. Esta estabelecido que roedores alimentados com
uma combinacdo DHL/F sdo predispostos a resisténcia a insulina e desenvolvem SM com
sucesso (KOHLI et al., 2010; WADA et al., 2010). Assim, o modelo de SM induzida por
combinacdo DHL/F foi escolhido. Neste trabalho, os camundongos alimentados com DHL/F
exibiram caracteristicas Obvias dos componentes da SM, demonstrado pelo aumento da
deposicdo de gordura abdominal, diminuicdo da tolerancia a glicose, dislipidemia,
hiperinsulinemia, hiperuricemia e aumento da pressdo arterial sistélica (PAS), compativel
com relatos prévios da literatura (COATE et al., 2010; PANCHAL et al., 2011; ZHUHUA et
al., 2015).

4.3.1 Efeito da T. phaeocarpa sobre a massa corporal, a ingestdo de alimento e a

massa de 0rgdos em camundongos com SM.

A massa corporal dos camundongos foi monitorada semanalmente ao longo do estudo,
enquanto o peso de figado, rins, coragdo, tecido adiposo e a adiposidade foram medidos apos
final do estudo. Conforme mostrado na Figura 31A, quando comparados aos camundongos

DR, os camundongos alimentados com DHL/F exibiram maior ganho da massa corporal, 0
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que era Gbvio 4 semanas ap6s o inicio da dieta. O tratamento com T. phaeocarpa foi iniciado
8 semanas ap6s a introducdo da DHL/F. Podemos observar que ndo houve alteracdo
significativa da massa corporal dos camundongos tratados com FAE até a 152 semana de dieta
DHL/F ou 72 semana de tratamento com FAE de T. phaeocarpa. No entanto, na 16% semana
percebemos uma redugéo significativa na massa corporal dos camundongos tratados com FAE
(100 mg/kg), como ilustrado na Figura 31 (A e B). FAE (30 mg/kg) e o farmaco padréo,
orlistate (10 mg/kg), ndo foram capazes de reduzir o ganho da massa corporal induzidos por
DHL/F (Figura 31 A e B). O monitoramento semanal do consumo de ragdo demonstrou que,
quando comparado aos camundongos alimentados com DR, o consumo diario de DHL/F foi
significativamente reduzido, tanto em camundongos ndo tratados ou tratados com FAE
(Figura 31C). Quando comparado aos camundongos DHL ndo tratados, o consumo de racao
dos camundongos DHL tratados com FAE (100 mg/kg) foi significativamente reduzido
(Figura 31C). A discrepancia entre ganho de massa e reducdo no consumo de ragdo esta
associada ao contetdo cal6rico muito alto da dieta HFD / F.
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Figura 31: Efeito do tratamento crénico com T. phaeocarpa na massa corporal semanal e a
ingestdo de alimento em camundongos SM. Efeito do tratamento com a fracdo acetato de etila
(FAE) de T. phaeocarpa, nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE Tp30) e 100 mg/kg (DHL FAE Tp100), e
orlistate (DHL Orlistat10), na massa de tecido adiposo em camundongos que receberam dieta
hiperlipidica (DHL) em relacdo a camundongos nao tratados que receberam dieta regular (DR). Efeito
do tratamento na massa corporal (A), variagdo (A) da massa corporal (B) e ingestdo de alimento (C).
Anélise de variancia (ANOVA) de duas vias ou uma via, seguida do poés-teste de Tukey, foram
utilizados para comparar 0s grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Os valores representam a média + erro padrdo da média de pelo menos 6 animais.
representa que todos os pontos das curvas sdo significativamente diferentes (P < 0,001) em relacéo as
curvas dos camundongos recebendo dieta regular (DR). ** P < 0,01, *** P < 0,001 e **** P < 0,0001

versus camundongos DR. T P < 0,05 e 1 P <0,01 versus camundongos DHL nao-tratados.

Consistente com o aumento da massa corporal, ao final de 16 semanas de dieta, 0s
tecidos adiposos epididimal, perirenal e retroperitoneal, bem como o tecido adiposo total
(epididimal + perirenal + retroperitoneal) e a adiposidade foram significativamente maiores
em camundongos DHL em comparagdo com os camundongos néo tratados DR (Figura 32 A-
C). Quando comparado aos camundongos DHL ndo tratados, ndo houve alteracdo
significativa da massa dos tecidos adiposos, nem do indice de adiposidade devido ao
tratamento (Figura 32 A-D).
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Figura 32: Efeito do tratamento cronico com T. phaeocarpa na massa de tecidos adiposos em
camundongos com SM. Efeito do tratamento com a fragédo acetato de etila (FAE) de T. phaeocarpa,
nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE Tp30) e 100 mg/kg (DHL FAE Tpl100), e orlistate (DHL
Orlistat10), na massa de tecido adiposo em camundongos que receberam dieta hiperlipidica (DHL) em
relacdo a camundongos nédo tratados que receberam dieta regular (DR). Efeito na massa de tecido
adiposo epipidimal (TA Epi; (A)); perirenal e retroperitoneal (TA PRRP; (B)); tecido adiposo total
(TA Epi + TA PRRP; (C)) e na adiposidade (D). Analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida
do pos-teste de Tukey, foram utilizados para comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Os valores representam a média = erro padrdo da média de

pelo menos 5 animais. ** P < 0,01, *** P < 0,001 e **** P < 0,0001 versus camundongos DR.

Ao final de 16 semanas de dieta um aumento significativo da massa do figado, rins e
coracdo foi observado em camundongos DHL, em comparacao aos camudongos DR (Figura
33A-C). Quando comparados com os camundongos DHL néo tratados, os camundongos
tratados com FAE de T. phaeocarpa apresentaram valores significativamente menores da
massa desses Orgdos, com a excecdo da massa de do figado no grupo de camundongos
tratados com a dose menor (Figura 33A-C). N&o houve diferenga significativa entre os
valores da massa desses 6rgdos de camundongos DHL tratados com orlistate em comparacgéo

aos de camundongos DHL ndo tratados (Figura 33A-C).
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Figura 33: Efeito do tratamento cronico com de T. phaeocarpa nos 6rgdos viscerais em
camundongos com SM. Efeito do tratamento com a fracéo acetato de etila (FAE) de T. phaeocarpa,
nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE Tp30) e 100 mg/kg (DHL FAE Tpl00), e orlistate (DHL
Orlistat10) em camundongos que receberam dieta hiperlipidica (DHL) em relacdo a camundongos ndo
tratados que receberam dieta regular (DR). Efeito na massa de figado (A), rim (B) e coracdo (C).
Andlise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pos-teste de Tukey, foram utilizados para
comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os valores
representam a média + erro padrdo da média de pelo menos 5 animais. * P < 0,05 e ** P < 0,01 versus

camundongos DR. T P < 0,05 e 1 P < 0,01 versus camundongos DHL néao-tratados.

A obesidade, como resultado do ganho da massa corporal, é um efeito evidente da
ingestdo cronica de DHL (CHO et al., 2012; GESTA et al., 2007). O aumento da massa
corporal, pode ser amplamente atribuido ao aumento da massa de tecidos adiposos visceral
(epididimal, perirrenal e retroperitoneal), significativamente elevadas em camundongos
alimentados com DHL/F (Figura 32). Maior ganho da massa corporal associado ao aumento
da massa de tecidos adiposos séo os parametros que definem neste momento dos resultados
que os camundongos estdo obesos. Neste momento dos resultados, ndo podemos dizer que
estes camundongos tém SM, devido ao fato de que ndo estdo estabelecidos outros parametros
que, junto com a obesidade, caracterizem a SM.

Os resultados deste trabalho mostram que o tratamento crénico de camundongos com
FAE de T. phaeocarpa (100 mg/kg) impediu parcialmente o ganho da massa induzido por
DHL/F. Esses resultados também evidenciaram a correlacdo entre a reducdo da massa
corporal e a redugdo da massa de 6rgdos viscerais (figado, rim, coragdo). A redugdo do
consumo de alimentos, observada em camundongos tratados com T. phaeocarpa (100
mg/kg), contribuiria para a redugéo do ganho de massa corporal. No entanto, podem haver
outros mecanismos envolvidos na reducéo da massa corporal induzida por T. phaeocarpa. De

fato, espécies do género Terminalia exercem seus efeitos anti-obesidade através de varios
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mecanismos. Por exemplo, T. bellirica impede o ganho de peso em camundongos obesos,
inibindo a absorcdo de TG alimentares através do seu contetido em polifendis (MAKIHARA
et al., 2012). Foi descrita a presenca de polifendis na FAE de T. phaeocarpa (GOMES,
2020). Existem relatos de que os polifendis vegetais inibem a atividade da lipase pancreética
no duodeno e impedem a liberagdo (e subsequente absorcao) de &cidos graxos dos TG da dieta
(MARTEL et al., 2017). Além disso, metabolitos secundarios ligam-se aos lipidios e &cidos
biliares, reduzindo assim a absorcdo lipidica e a reabsor¢cdo de acidos biliares,
respectivamente (BIRARI e BHUTANI, 2007; MARTEL et al., 2017; MARTINS et al.,
2010), tudo isso poderia impedir 0o ganho da massa corporal. Seria, portanto, muito
interessante realizar outros estudos para avaliar o efeito do tratamento com T. phaeocarpa na

excrecdo e / ou atividade de &cidos biliares, e também no perfil de lipideos fecais.

4.3.2 Efeito da T. phaeocarpa sobre a glicemia semanal, TTG, TSI e TTP em
camundongos com SM.

Apb6s 8 semanas de alimentagdo com DHL/F ou DR, a glicemia foi monitorada
semanalmente durante o periodo restante do estudo, em camundongos jejuados por 12 horas.
Para explorar ainda mais as alteracdes metabodlicas periféricas associadas ao consumo de
DHL/F, realizamos um TTG, TTP e TSI 14 semanas ap6s o inicio da dieta, para avaliar a

tolerancia a glicose, a neoglucogénese e a RI periférica, respectivamente.

Os resultados ilustrados na Figura 34, mostram que camundongos DHL exhibiram
glicemia de jejum prejudicada (GJP), 8 semanas apds o inicio da dieta. Tratamento crénico
com a FAE (100 mg/kg) de T. phaeocarpa ou com o orlistate (10 mg/kg) foi capaz de reverter
a GJP induzida pela dieta, conforme ilustrado na Figura 34A. Quando avaliamos a variagédo
(A) da glicemia, percebemos que houve uma alteracdo positiva da glicemia de jejum em
camundongos DR, enquanto houve uma alteracdo negativa da glicemia em camundongos
DHL Tp100 e DHL Orlistat10 (Figura 34B).
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Figura 34: Efeito do tratamento crénico com T. phaeocarpa na glicemia semanal em
camundongos com SM. Efeito do tratamento com a fracdo acetato de etila (FAE) de T. phaeocarpa,
nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE Tp30) e 100 mg/kg (DHL FAE Tpl100), e orlistate (DHL
Orlistat10) na glicemia semanal em camundongos que receberam dieta hiperlipidica (DHL) em relagédo
a camundongos ndo tratados que receberam dieta regular (DR). Efeito do tratamento na glicemia (A) e
na variagdo (A) da glicemia (B). Andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida do pds-teste de
Tukey, foram utilizados para comparar os grupos. A andlise estatistica de coluna, seguida do teste t
(One sample t test), foram utilizados para avaliar a variagéo intragrupo. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes. Os valores estdo representados como média + EPM de
pelo menos 5 animais. $ P < 0,05 versus zero, valor que representa a auséncia de alteracdo de
glicemia. * P < 0,05, * * P < 0,01 e *** P < 0,001 versus camundongos DR. 1 P < 0,05 versus

camundongos DHL nédo-tratados.

No TTG, a glicose plasmatica aumentou para o pico apés 30 min de administracdo
oral de glicose em todos os grupos, como ilustrado na Figura 35 (A e B). O pico de glicemia
dos camundongos DHL néo tratados, assim como dos camundongos tratados com FAE (30
mg/kg) e com orlistate, foram significativamente superiores aquele dos camundongos DR
(Figura 35 A e B). Os valores de glicemia de DHL e DHL FAE Tp30 continuam
significativamente superiores aos valores de DR durante todo o tempo de analise (Figura 35
A). O pico de glicemia dos camundongos tratados com FAE (100 mg/kg) foi
significativamente inferior ao observado nos camundongos DHL ndo tratados, mas n&o foram

diferentes ao observado em camundongos DR (Figura 35 A). A corre¢do da glicemia pelo
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valor de glicemia basal de cada grupo, ilustrada na Figura 35B, confirma as diferencas nos
picos de glicemia e a glicemia significativamente aumentada em camundongos DHL. No
entanto, ndo é possivel confirmar a diferenca no pico de glicemia entre DHL FAE Tp100 e
DHL. O aumento da glicemia em camundongos obesos também é confirmado nos célculos de
AUC da relagao da variagdo (A) de glicemia com relagdo ao tempo (Figura 35C). Estes dados
demonstram claramente que camundongos que receberam DHL/F desenvolveram intolerancia
a glicose, que pode ser um indicativo de RI. Os dados dos protocolos de TTG também
permitem verificar que o tratamento crénico com FAE de T. phaeocarpa ndo produzem uma
alteracdo marcante na intolerancia a glicose. Contudo, o fato dos valores de glicemia dos
camundongos tratados com FAE (100 mg/kg) ndo serem diferentes dos camundongos DR e a
reducdo significativa na glicemia demonstrada na Figura 35B, podem sugerir uma reducdo na
RI desenvolvida neste modelo animal. Por este motivo, a proxima etapa ldgica serd a

avaliacdo da sensibilidade a insulina nestes camundongos.
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Figura 35: Efeito do tratamento crénico com T. phaeocarpa no teste de tolerancia a glicose
(TTG) em camundongos com SM. Efeito do tratamento com a fracdo acetato de etila (FAE) de T.
phaeocarpa, nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE Tp30) e 100 mg/kg (DHL FAE Tpl00), e orlistate
(DHL Orlistat10) no teste de tolerancia a glicose (TTG) em camundongos que receberam dieta
hiperlipidica (DHL), em relacdo a camundongos n&o tratados que receberam dieta regular (DR). Efeito
do tratamento na glicemia (A), na variago (A) da glicemia (B) e na area sob a curva (AUC) da relagdo
glicemia x tempo (C). Anélise de variancia (ANOVA) de duas vias ou uma via, seguida do pos-teste
de Tukey, foram utilizados para comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os valores representam a média + erro padrdo da média de pelo menos
5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01 e *** P < 0,001 versus DR. 1 P < 0,05 versus DHL. As cores dos

simbolos da analise estatistica correspondem as cores dos parametros analisados.
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Os resultados do TSI demonstraram um réapido declinio da glicemia nos camundongos
DR durante todos os tempos de analise (Figura 36 A e B). A curva da relacdo glicemia/tempo
para os camundongos DHL ndo tratados foi significativamente deslocada para a direita em
relacdo aos camundongos DR, demonstrando a reducdo da sensibilidade a insulina nestes
camundongos (Figura 36 A e B). O tratamento com FAE néo alterou significativamente o
perfil da curva, demonstrando que os camundongos DHL tratados mantinham-se com baixa
sensibilidade a insulina (Figura 36 A e B). Os camundongos tratados com orlistate
apresentaram uma curva glicemia/tempo deslocada para a direita, sem diferenca significativa
com a curva dos camundongos DR ou DHL. Os resultados apresentados na Figura 36B
sugerem uma alteracdo na inclinacdo de decaimento da glicemia nos camundongos tratados
com FAE e orlistate, em comparacdo com a inclinacdo nos camundongos DHL néo tratados.
No entanto, quando os valores de inclinacdo sdo avaliados, ndo existe uma diferenca
significativa entre os diferentes grupos (Figura 36 C). Esta auséncia de significancia pode
estar associada a grande variacdo nos resultados e ao curto periodo de analise (60 minutos).
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Figura 36: Efeito do tratamento crénico com T. phaeocarpa no teste de sensibilidade a insulina
(TSI) em camundongos com SM. Efeito do tratamento com a fracdo acetato de etila (FAE) de T.
phaeocarpa, nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE Tp30) e 100 mg/kg (DHL FAE Tpl00), e orlistate
(DHL Orlistat10) no teste de sensibilidade a insulina (TSI) em camundongos que receberam dieta
hiperlipidica (DHL), em relagdo a camundongos ndo tratados que receberam dieta regular (DR). Efeito
do tratamento na glicemia (A), na relacdo linear glicemia/tempo (B) e na inclinacdo da reta
glicemia/tempo (C). Analise de variancia (ANOVA) de duas vias ou uma via, seguida do pés-teste de
Tukey, foram utilizados para comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os valores representam a media + erro padrdo da média de pelo menos
5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01 e *** P < 0,001 versus DR. As cores dos simbolos da analise

estatistica correspondem as cores dos pardmetros analisados.
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DISSARD e colaboradores (2013) mostram que camundongos alimentados com a
combinacdo DHL (45 % gordura) e frutose (30 % em solucdo), desenvolveram SM 4 semanas
apos o inicio da dieta e diabetes ap6s 8 semanas (DISSARD et al., 2013). Enquanto que,
JEONG e KIM (2019) mostram que camundongos alimentados com a combinac¢do DHL (60
% gordura) e frutose (10 % em solucdo), desenvolveram SM associada & obesidade e DMT2,
10 semanas apds o inicio da dieta (JEONG e KIM, 2019). De fato, o diagnostico de DMT2
pode também ser estabelecido baseando-se na GJP, TGP (glicemia apds 2 horas de carga oral
de glicose > 200 mg/dL) e sensibilidade a insulina reduzida (BENADO et al., 2004; CHO et
al., 2007, DEFRONZO et al., 2015; HARRIS, 2005). Desta forma, os presentes resultados
demonstram que o modelo animal utilizado apresenta um fenétipo caracteristico de obesidade
associada a DMT2.

No protocolo de TTP, a administracdo intraperitoneal de piruvato induziu um aumento
rapido nos niveis de glicose plasmatica em todos os grupos (Figura 37A e B). O pico de
glicemia foi alcancado entre 30 e 90 minutos ap6s a administracdo de piruvato nos grupos
avaliados (Figura 37A e B). A comparacdo do nivel de glicemia entre 0s grupos e sua
respectiva significancia estatistica dependeu da maneira como a analise foi realizada.
Observando a Figura 37A percebemos que os camundongos DHL néo tratados apresentam
diferenga significativa na glicemia, com relagdo aos camundongos DR, somente 120 minutos
apos a administracdo de piruvato. Os outros grupos ndo apresentaram diferenca significativa
com relacdo a glicemia dos camundongos DR, engquanto que a comparacdo entre DHL
tratados e ndo tratados demonstrou que somente aqueles tratados com FAE (100 mg/kg)
apresentaram alteracdo significativa, somente no tempo de 60 minutos (Figura 37A). No
entanto, quando o valor de glicemia ¢ corrigido pelo valor de glicemia basal (A glicemia),
como ilustrado na Figura 37B, percebemos que os camundongos DHL ndo tratados e DHL
tratados com orlistate apresentaram aumento significativo na glicemia nos tempos de 90 e 120
minutos em comparagdo com os camundongos DR. Quando a comparacéo foi realizada entre
camundongos DHL néo tratados e DHL tratados com FAE, percebemos que 0os camundongos
tratados com FAE (100 mg/kg) apresentaram nivel de glicemia significativamente reduzido
nos tempos de 60 e 90 minutos ap6s administracao de piruvato (Figura 37B). Assim, além de
GJP, TGP e RI, os camundongos que receberam DHL/F exibiram gliconeogénese aumentada
e, como avaliado para as outras alteracoes, o tratamento com FAE de T. phaeocarpa foi capaz

de inibir esta disfuncéo.
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Figura 37: Efeito do tratamento crénico com a fragdo acetato de etila (FAE) de T. phaeocarpa
no teste de tolerancia ao piruvato (TTP) em camundongos com SM. Efeito do tratamento com a
fracdo acetato de etila (FAE) de T. phaeocarpa, nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE Tp30) e 100 mg/kg
(DHL FAE Tpl100), e orlistate (DHL Orlistatl0) no teste de tolerancia ao piruvato (TTP) em
camundongos que receberam dieta hiperlipidica (DHL), em relacdo a camundongos néo tratados que
receberam dieta regular (DR). Efeito do tratamento na glicemia (A) e na variagdo (A) da glicemia (B).
Anadlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida do pos-teste de Tukey, foram utilizados para
comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os valores
representam a média + erro padrdo da média de pelo menos 5 animais. * P < 0,05 e ** P < 0,01 versus
DR. ¥ P <0,05 e 11 P <0,01 versus DHL. As cores dos simbolos da andlise estatistica correspondem
as cores dos parametros analisados.

4.3.3 Efeito de T. phaeocarpa nos parametros sanguineos e metabolismo hepatico de

glicose e triglicerideos em camundongos com SM.

Os resultados apresentados no item 4.3.2 demonstram uma regulagéo disfuncional da
glicemia nos camundongos alimentados com DHL/F. Por este motivo, parametros associados
a regulacdo da glicemia e outros parametros plasmaticos marcadores do metabolismo foram
avaliados nestes camundongos.

Inicialmente, a glicemia e o nivel de insulina foram avaliados em camundongos em
jejum. Estes valores permitiram calcular parametros reconhecidos como marcadores da
capacidade de acdo da insulina, tais como HOMA-IR e QUICKI. O HOMA-IR expressa a

resisténcia a insulina hepética e pressupde que ela seja semelhante a resisténcia periférica a
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insulina. O indice qualitativo QUICKI possui a mesma base conceitual do HOMA IR, mas o
QUICKI tem uma interpretacdo distinta, pois avalia a sensibilidade a insulina, no lugar da
resisténcia (KATZ et al., 2000; MATTHEWS et al., 1985). Como ilustrado na Figura 38, 0s
valores de glicemia em jejum estdo significativamente aumentados nos camundongos DHL
néo tratados em comparacdo aos camundongos DR (Figura 38A), enquanto que o tratamento
com FAE (100 mg/kg) e orlistate reduziu significativamente a glicemia em jejum para niveis
similares ao observado em camundongos DR (Figura 38A). Com relacdo aos niveis séricos
de insulina, camundongos DHL néo tratados e aqueles DHL tratados com FAE (30 mg/kg) e
orlistate apresentaram um aumento significativo (Figura 38B). O tratamento com FAE (100
mg/kg) reduziu significativamente os niveis séricos de insulina para valores proximos aos
observados nos camundongos DR (Figura 38B). Os valores de HOMA-IR, baseados nos
dados de glicemia e insulina citados acima, demonstraram que o tratamento com FAE (100
mg/kg) foi capaz de reduzir a Rl nos camundongos DHL (Figura 38C). Estes resultados
também demonstram que a RI estd aumentada em camundongos DHL ndo tratados e ndo é
revertida em camundongos tratados com FAE (30 mg/kg) e com orlistate (Figura 38C). Com
relacdo aos valores de QUICKI, os resultados apresentados na Figura 38D demonstram que a
sensibilidade a insulina esta significativamente reduzida em camundongos DHL n&o tratados
e ndo é revertida pelo tratamento com FAE ou orlistate. Esses resultados em conjunto estdo de
acordo com os resultados de TTG, TTP e TSI e apoiam a concluséo de que os camundongos
submetidos a dieta tenham desenvolvido a SM, por apresentarem um quadro de obesidade
associado a Rl e ao DMT?2. Por outro lado, os resultados ilustrados na Figura 38 também
demonstram que a FAE de T. phaeocarpa, na dose 100 mg/kg, é capaz de reduzir a RI

induzida pela dieta em camundongos.

98



>
vy)

400- 4-
*%%
* [ ]
° [ ]
*%*
%\ 300+ 'To f_ETS- .
> T £ *k
2 . | S s B T :
T 200 °.§.° oo 24 o [ T
= K2 nd £ . v |o
9 11 8 ° il o = ¢ v o
é’ o Vv 2
O 1004 = 1- S
ﬁ v
°
0 0

C D
50- 0.54 O DR
e DHL
DHL FAE Tp 30
40 I 0.4- vV DHL FAE Tp100
Kk Kk ' O DHL Orlistatel0
° *ok %o
] —_
D_I: 30 I. o < 0.37 g;..:a ;
(@] o °
¥ 20 v _&_ 0.2-
T F
104 ° v 0.1+
Ei v v |
0 ° 0.0

Figura 38: Efeito do tratamento crbnico com a T. phaeocarpa nos marcadores séricos da
sensiblilidade a insulina em camundongos com SM. Efeito do tratamento com a fracdo acetato de
etila (FAE) de T. phaeocarpa, nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE Tp30) e 100 mg/kg (DHL FAE
Tp100), e orlistate (DHL Orlistat10) em camundongos que receberam dieta hiperlipidica (DHL) em
relacdo a camundongos ndo tratados que receberam dieta regular (DR). Efeito do tratamento nos niveis
séricos de glicose (A); insulina (B); e nos valores de indice HOMA-IR (C) e QUICKI (D). Analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida do po6s-teste de Tukey, foram utilizados para comparar 0s
grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os valores representam
a média % erro padrdo da média de pelo menos 5 animais. * P <0,05, * * P < 0,01, *** P < 0,00l e e
**** P < (,0001 versus camundongos DR. ¥ P < 0,05 ¢ 1 P < 0,01 em versus camundongos DHL

nao-tratados.

Conforme ilustrado na Figura 39A e C, camundongos DHL néo tratados apresentam
niveis séricos significativamente altos de CT e acido urico, quando comparados aos

camundongos DR. O tratamento com FAE (100 mg/kg) reduziu significativamente os niveis
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de CT seérico, enquanto que FAE (30 mg/kg) e orlistate foram ineficazes (Figura 39A). Os
niveis séricos de &cido Urico foram significativamente reduzidos pelo tratamento com FAE
(30 e 100 mg/kg) e orlistate (Figura 39B). Vale a pena notar que os niveis de &cido drico em
camundongos DHL tratados com FAE (100 mg/kg) ficaram significativamente inferiores aos
observados em camundongos DR. Embora os valores de TG de camundongos DHL né&o foram
significativamente diferentes dos camundongos DR, o tratamento com T. phaeocarpa (100
mg/kg) foi capaz de reduzir significativamente estes valores quando comparado com
camundongos DHL néo tratados, enquanto que o tratamento com FAE (30 mg/kg) e orlistate
ndo produziu um efeito significativo (Figura 39B). Também Foi observado um nivel
significativamente baixo da hemoglobina total em camundongos DHL ndo tratados em
comparacdo aos camundongos DR (Figura 39D). O tratamento cronico de camundongos
DHL/F com FAE de T. phaeocarpa (100 mg/kg) aumentou significativamente nivel da
hemoglobina total, enquanto isso, o tratamento cronico de camundongos DHL com FAE de T.
phaeocarpa (30 mg/kg) e orlistat (10 mg/kg), impediu a queda do nivel de hemoglobina
(Figura 39D).
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Figura 39: Efeito do tratamento cronico com T. phaeocarpa nos niveis de lipidios, acido Urico e
hemoglobina em camundongos com SM. Efeito do tratamento com a fragdo acetato de etila (FAE)
de T. phaeocarpa, nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE Tp30) e 100 mg/kg (DHL FAE Tpl00), e
orlistate (DHL Orlistat10) em camundongos que receberam dieta hiperlipidica (DHL) em relacéo a
camundongos ndo tratados que receberam dieta regular (DR). Efeito do tratamento nos niveis séricos
de colesterol total (A), acido drico (B), triglicerideos (C), e no nivel sanguineo de hemoglobina (D).
Anélise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pés-teste de Tukey, foram utilizados para
comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes Os valores
representam a média + erro padrdo da média de pelo menos 5 animais. * P <0,05 e ** P < 0,01versus

camundongos DR. ¥ P < 0,05, 11 P <0,01 e +71 P < 0,001 versus camundongos DHL nao-tratados.

A atividade de AST, ALT e FAL, e os niveis de PT, albumina e bilirubina séricos
tambem foram avaliados. Conforme ilustrado na Figura 40, houve um aumento significativo
nos niveis séricos de ALT e PT, enquanto os niveis séricos de FAL e bilirubina total foram
significativamente reduzidos em camundongos DHL/F, quando comparado com 0s
camundongos DR. O tratamento crénico de camundongos DHL/F com FAE de T. phaeocarpa

(100 mg/kg) diminuiu significativamente os niveis de ALT, PT e impediu a queda dos niveis
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de FAL e bilirubina total (Figura 40). Enquanto isso, o tratamento cronico de camundongos
DHL/F, tanto com FAE de T. phaeocarpa (30 mg/kg), quanto com orlistat (10 mg/kg),
impediu a queda do nivel de FAL, mas ndo melhorou niveis alterados de ALT, PT, e
bilirubina (Figura 40). Nao houve diferenca significativa nos niveis séricos de aloumina nem
da atividade de AST entre os difentes grupos, com excecdo no grupo FAE Tp100, onde foi
observado um nivel significativamente reduzido de AST em comparacdo com 0S
camundongos DHL néo tratados (Figura 40 C eD). Vale a pena lembrar que os camundongos
DHL/F desenvolveram hepatomegalia, devido a massa aumentada do figado, em comparagéo
com os camundongos DR. Essas informagdes, junto com os resultados de TFH sugerem que
camudongos alimentados por 16 semanas com DHL/F desenvolveram danos hepaticos.
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Figura 40: Efeito do tratamento crénico com T. phaeocarpa nos parametros séricos da funcao
hepéatica em camundongos com SM. Efeito do tratamento com a fracdo acetato de etila (FAE) de T.
phaeocarpa, nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE Tp30) e 100 mg/kg (DHL FAE Tp100), e orlistate
(DHL Orlistatl0) em camundongos que receberam dieta hiperlipidica (DHL) em relagdo a
camundongos nao tratados que receberam dieta regular (DR). Efeito do tratamento nos niveis séricos
de proteina total (A), bilirubina total (B), albumina (C), alanina aminotransferase (ALT; D), aspartato
aminotransferase (AST; E), e fosfatase alcalina (FAL; F). Andlise de variancia (ANOVA) de uma via,
seguida do pos-teste de Tukey, foram utilizados para comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram
considerados estatisticamente significantes Os valores representam a média + erro padrdo da média de

pelo menos 5 animais. * P <0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001 e **** P < 0,0001 versus camundongos.

A SM esté relacionada com a homeostase prejudicada de glicose e lipidios em varios
orgéos, incluindo o figado e o intestino. Os resultados anteriores deste trabalho demonstram
claramente a homestase de glicose e lipidio prejudicada em camundongos alimentados com
DHL/F. O figado e o intestino sdo envolvidos na homeostase destes parametros. Por este
motivo, neste trabalho avaliamos o efeito do tratamento cronico com T. phaeocarpa no

metabolismo hepatico de glicose e lipidios. Assim 0s niveis hepaticos de glicogénio e TG,
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bem como a atividade de PEPCK, GP e PTP1-B no figado de camundongos com SM foram
avaliados. Os niveis de TG fecais também foram avaliados.

Os niveis de glicogénio e TG hepaticos, bem como TG fecais, foram
significativamente elevados em camundongo DHL em comparagdo com os camundongos DR
(Figura 41 A, B e D). Quando comparados com os camundongos DHL n&o tratados,
camundongos DHL tratados com FAE de T. phaeocarpa apresentaram niveis
significativamente reduzidos de glicogénio e TG hepaticos, e TG fecais, com excecdo do
glicogénio hepatico em camundongo tratados com a dose menor de FAE T. phaeocarpa
(Figura 41 A, B e D). Quando comparados com os camundongos DHL n&o tratados,
camundongos DHL tratados com orlistate (10 mg/kg), apresentaram niveis significativamente
reduzidos apenas de glicogénio hepatico e TG hepaticos (Figura 41 A e D). A massa das
fezes de camundongos DR foi significativamente alta em comparacdo a das fezes de
camundongos DHL. N&o houve diferenca significativa entre a massa das fezes entre os

camundongos DHL néo tratados e os camundongos DHL tratados (Figura 41C).
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Figura 41: Efeito do tratamento cronico com T. phaeocarpa nos niveis hepéaticos de glicogénio e
triglicerideos, na massa e nivel de triglicerideos fecais em camundongos com SM. Efeito do
tratamento com a fracdo acetato de etila (FAE) de T. phaeocarpa, nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE
Tp30) e 100 mg/kg (DHL FAE Tp100), e orlistate (DHL Orlistat10) em camundongos que receberam
dieta hiperlipidica (DHL) em relacdo a camundongos néo tratados que receberam dieta regular (DR).
Efeito do tratamento nos niveis hepaticos de triglicerideos (A) e glicogénio (B); na massa das fezes
(C) e triglicerideos fecais (D). Analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do pds-teste de
Tukey, foram utilizados para comparar os grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. Os valores representam a média * erro padrdo da média de pelo menos
5 animais. * P <0,05 e **** P < (,0001 versus camundongos DR. T P < 0,05, +1 P < 0,01, §ff P <
0,001 e t111 P < 0,0001 versus camundongos DHL néo-tratados.

A atividade da enzima PTP1-B hepéatica foi significativamente aumentada em
camundongos DHL/F em comparag¢do com os camundongos DR (Figura 42A). O tratamento
crébnico de camundongos DHL/F com a FAE de T. phaeocarpa foi capaz de reduzir
significativamente a atividade de PTP1-B hepatica somente na dose maior (Figura 42A). O

tratamento crénico de camundongos DHL/F com a orlistate (10 mg/kg) falhou em impedir o
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aumento da atividade da enzima PTP1-B hepética (Figura 42A). N&o houve diferenca
estatisticamente significativa na atividade da enzima PEPCK hepatica em camundongos
DHL/F quando comparada com os camundongos DR, com excec¢do dos camundongos DHL/F
tratados com FAE de T. phaeocarpa (30mg/kg), onde foi observada uma a atividade
aumentada dessa enzima (Figura 42B). No entanto, a atividade da PEPCK hepéatica em
camundongos DHL/F tratados com FAE de T. phaeocarpa (100mg/kg) foi significativamente
reduzida em comparacdo com os camundongos DHL/F ndo-tratados (Figura 42B). Nao
houve também diferenca na atividade da enzima GP hepética entre os diferentes grupos
(Figura 42 C).
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Figura 42: Efeito do tratamento crénico com T. phaeocarpa na atividade de enzimas hepéticas
em camundongos com SM. Efeito do tratamento com a fracdo acetato de etila (FAE) de T.
phaeocarpa, nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE Tp30) e 100 mg/kg (DHL FAE Tpl00), e orlistate
(DHL Orlistat10) em camundongos que receberam dieta hiperlipidica (DHL). Efeito do tratamento na
atividade de enzimas hepaticas em relacdo a camundongos ndo tratados que receberam dieta regular
(DR). Efeito do tratamento na atividade hepatica de proteina tirosina fosfatase 1-B (PTP1-B; (A)),
fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK; (B)) e glicogénio fosforilase (GP; (D)). Analise de
variancia (ANOVA) de uma via seguida do pos-teste de Tukey, foram utilizados para comparar 0s
grupos. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os valores representam
a média £ erro padrdo da média de pelo menos 5 animais. * P <0,05 e ** P < 0,01 versus

camundongos DR. { P < 0,05 e §1 P < 0,01 versus camundongos DHL néao-tratados.

Nossa escolha para dieta rica em gorduras associada a frutose foi motivada por sua alta
similaridade com a atual dieta humana ocidental, e pelo painel de sintomas que esta dieta
causa. Os resultados deste estudo demostram claramente que os camundongos alimentados
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com a DHL/F desenvolveram a SM associada a obesidade, GJP, IG, RI, o que apoiam 0 uso
do modelo DHL/F como um dos modelos ideais para o estudo da SM (DELLA VEDOVA et
al., 2016; JEONG e KIM, 2019; LOZANO et al., 2016). A ingestdo caldrica excessiva
geralmente prejudica a homeostase de glicose, causando 1G e RI, umas das caracteristicas da
SM e do DMT2 (CANI et al., 2007; MORINO et al., 2008). A homeostase da glicose é
regulada pelo equilibrio entre gliconeogénese, glicogénese, glicogendlise e 0 metabolismo de
glicose. A gliconeogénese € um processo critico para converter substratos de carbono nao
carboidrato, como piruvato, glicerol e lactato, em glicose, regulando assim o metabolismo de
glicose em humanos (MENG et al., 2013). A gliconeogénese acelerada resulta de muitos
fatores, incluindo aumento da oferta de precursores, alteragdes no meio hormonal, adaptacgdes
intra-hepaticas e RI (COMMERFORD et al., 2002; MENG et al., 2013). Nos tecidos
periféricos, como musculo esquelético e tecido adiposo, a insulina regula a captacdo de
glicose, enquanto no figado, suprime a gliconeogénese. Além disso, a insulina estimula a
lipogénese pos-prandial e a sintese de glicogénio e proteina, mas inibe a lipolise, a
glicogendlise e o catabolismo de proteinas (SALTIEL e KAHN, 2001). O comprometimento
da via de sinalizacdo da insulina esta associado ao aumento da expressdo e da atividade da
PEPCK, umas das enzimas chave da gliconeogénese e da producdo de glicose hepatica
(O’BRIEN e GRANNER, 1996; WHITEMAN et al., 2002).

O consumo de frutose a curto e longo prazo é capaz de interromper a via de
sinalizacdo da insulina, levando a um padrdo de hiperglicemia acompanhado de
hiperinsulinemia compensatéria (COATE et al., 2013). A hiperglicemia e a hiperinsulinemia
ocorrem possivelmente porque, no figado, a frutose ativa as proteinas quinases ativadas por
mitogénio (MAPK) tais que MKK7 (proteina quinase quinase ativada por mitogénio 7) e
MAPKS8 (proteina quinase ativada por mitogénio 8), induzindo a fosforilacdo da serina do
receptor IRS-1. Esse fenémeno, por sua vez, suprime a captacdo de glicose, levando ao
aumento dos niveis de glicose no sangue e ao aumento concomitante da secre¢do de insulina
(LIM et al., 2010). Embora ndo tenhamos avaliado o IRS-1, a reducédo da sua fosforilag&do no
figado dos animais alimentados com frutose esta relacionada a Rl neste modelo (BEZERRA
et al., 2000). Nossos dados indicam que, o consumo excessivo de frutose e lipidios favoreceu
o0 desenvolvimento de RI, evidenciada pelos altos niveis séricos de glicose e insulina, com o
indice de QUICKI reduzido, bem como o aumento de indice HOMA-IR.

Sabe-se que a hiperuricemia é um contribuinte importante na fisiopatologia da RI e da
SM (NAKAGAWA et al., 2006 ; JIA et al., 2014; LOZANO et al., 2016). Além disso, a RI é
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também caraterizada pela atividade aumentada da PTP1-B (GAO et al., 2010). Mostramos
neste estudo que, camundongos DHL desenvolveram RI junto com alto nivel sérico de &cido
arico, bem como atividade excessiva da PTP1-B hepéatica. A melhora da sensibilidade a
insulina em camundongos DHL FAE100, devido ao tratamento, foi associada a baixo nivel
sérico de &cido urico, assim como na atividade reduzida da PTP1-B hepética. Estes resultados
sugerem que os efeitos hipouricémico e inibitério da PTP1-B, devido ao tratamento com T.
phaeocarpa seriam envolvidos na melhora da sensibilidade a insulina. Camundongos DHL
resistentes a insulina também exibiram neoglicogénese compromitida, destacada neste
trabalho pelos resultados de TTP, também pela atividade aumentada da PEPCK hepética. A
melhora da sensibilidade a insulina em camundongos DHL FAE100 resultou também a
melhora da neoglicogenese compromitida pela dieta, e portanto, a reducdo dos niveis séricos
de glicose e lipidios.

Niveis elevados de TG e/ou CT séricos e hépaticos, bem como altos niveis séricos de
acido urico, desempenham papeis importantes no desenvolvimento de doencas hepaticas
(NAKAGAWA et al., 2006; LIM et al., 2010). No figado, a frutose favorece a producédo
continua de acetil-CoA, que é convertido em citrato e malonil-CoA (DELARUE et al., 1996).
O citrato é o combustivel do processo conhecido como lipogénese de novo (LDN), que
contribui para o aumento da lipogénese hepatica. O malonil-CoA por sua vez inibe a atividade
da carnitina palmitoil transferase (CPT-1), impedindo a oxida¢do mitocondrial do acido graxo
livre (AGL). Além disso, a frutose ativa fatores de transcricdo que controlam a sintese de
enzimas da LDN, tais que acetil-CoA carboxilase (ACC) e sintase de acidos graxos (FAS,
fatty acid synthase) (DELARUE et al., 1996; MCGARRY, 1995). Tudo isso resulta na
oxidacdo reduzida de AGL que, consequentemente, sdo reesterificados com glicerol para
formar TG, VLDL. Como resultado, hd um aumento da LDN e acumulacdo hepética de TG,
levando a doenca hepética gordurosa ndo alcodlica (LIM et al., 2010). No presente estudo,
ndo avaliamos a esteatose hepatica, mas o TFH foi avaliado. Os dados de TFH mostram que
em camoundongos DHL/F houve alteracdes dos niveis séricos de PT, bilirubina, ALT, e FAL,
que podem ser um reflexo da presenca de lesdes hepéaticas (ABOLFATHI et al., 2012;
GHANBARI et al., 2016; GHOSH et al., 2015 ; SAFHI et al., 2019). O tratamento de
camundongos com FAE de T. phaeocarpa (100 mg/kg) foi capaz de melhorar essas
alteracdes. T. phaeocarpa tem efeitos metabdlicos benéficos, que lhe conferem propriedade
hepatoprotetora, atribuida provavelmente ao seu contetdo em polifendis. Por este motivo,

acreditamos que T. phaeocarpa tem um potencial efeito regulador da homeostase metabolica.
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A homeostase metabdlica é um termo genérico que pode ser definido como a
capacidade de manter um equilibrio de substratos em resposta a varios estimulos desafiadores
(incluindo exercicios e nutricdo). A homeostase metabolica é frequentemente caracterizada
como a capacidade de manter as concentracGes de glicose ou lipidios no sangue dentro de
uma faixa que ndo aumenta o risco de doenca (EDINBURGH et al., 2017). A ingestdo de
frutose tem sido implicada para desempenhar um papel importante nas alteracbes da
homeostase metabdlica (TAPPY, 2018; TAPPY e LE, 2010). O consumo excessivo de frutose
pode causar sérios prejuizos a saude, o figado sendo o alvo principal (COATE et al., 2010). O
figado € crucial para a manutencdo da homeostase de glicose: produz glicose durante o jejum
e armazena glicose pés-prandial. O figado desempenha assim funcbes opostas durante 0s
estados hipoglicémico (glicogendlise e gliconeogénese) e hiperglicémico (captacao de glicose
e sintese de glicogénio), portanto a regulacdo fisioldgica da producdo hepatica de glicose é um
processo complexo (PETERSEN et al., 2017). A conversao de glicose em glicogénio é uma
via importante pela qual o figado remove a glicose da veia porta ap6s uma refeicdo
(FEINMAN e FINE, 2013). Esse aumento do glicogénio hepatico pode representar um
mecanismo de protecdo contra o acumulo de gordura no figado (LOPEZ-SOLDADO et al.,
2015) e contra a hiperglicemia (ROS et al., 2011). Os resultados deste trabalho mostram que,
camundongos alimentados com DHL/F apresentaram niveis elevados de glicogénio hepético.
No entanto, contrariamente ao esperado, camundongos alimentados com DHL/F em nosso
estudo, desenvolveram hiperglicemia associada a LDN hepética prejudicada. Resultados
semelhantes foram descritos por LOZANO e colaboradores (2016), onde ratos alimentados
com a associacdo DHL/F por 4 meses, levou a hiperglicemia junto com altos niveis de
glicogénio hepético. Essa desregulacdo, observada em nosso estudo, estaria associada aos
efeitos deletérios do consumo excessivo de frutose, que participariam, entre outras coisas, do
desenvolvimento de fenotipos semelhantes aos da doenca de armazenamento de glicogénio
(DDAG, glycogen storage disease) nesses camundongos. O consumo excessivo frutose
aumenta acentuadamente a sintese hepatica de glicogénio, bem como a LDN hepatica
(HENGIST et al., 2019). A DDAG, onde os estoques de glicogénio estdo saturados, a LDN
hepéatica também é acentuadamente aumentada (BANDSMA et al., 2008). Os estoques de
glicogénio no figado podem ficar "saturados” em cenarios em que a frutose é ingerida em
grandes quantidades, quando o glicogénio ndo e utilizado com uma taxa alta (durante
condigdes do sedentarismo), ou uma combinagao dessas duas condigdes e, portanto, 0 excesso
de carboidrato é convertido em lipidios (HENGIST et al., 2019). A DDAG é uma doenga
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metabdlica genética rara, devido a um comprometimento da atividade da glicose 6-fosfatase
(G6Pase) (CHOU, 2001; JANECKE et al., 2001), resultando em acumulo excessivo de
glicogénio e gordura no figado, rim e mucosa intestinal (KISHNANI et al., 2014). A DDAG
pode ser também adquirida, os sintomas incluem intolerancia severa ao jejum, hepatomegalia
(devido ao &cumulo de TG e glicogénio no figado), hiperuricemia e hiperlipidemia,
nefromegalia (FROISSART et al., 2011; GJORGIIEVA et al., 2016; KISHNANI et al.,
2014), esteatose hepatica, insuficiéncia intestinal e renal (SAEED et al., 2020) cardiomiopatia
hipertréfica, fibrose hepatica e cirrose (BHATTACHARYA, 2015).

Foram observados neste estudo, altos niveis de TG nas fezes de camundongos com
SM. E geralmente percebido o alto contelido de TG nas fezes associado a baixos niveis
séricos de TG. No entanto, nossos resultados mostram que altos niveis de TG fecal em
camundongos com SM estdo associados a hiperlipidemia. Enquanto que, camundongos DHL
tratados com T. phaeocarpa (100 mg/kg) apresentarm niveis reduzidos de TG fecais,
associados a baixos niveis de TG séricos. E provavel que os niveis altos de TG observados
nas fezes de camundongos com SM estejam associados, ndo a uma reducdo da atividade da
lipase do trato gastrointestinal, mas a um acumulo de lipidios na mucosa intestinal. Esse
acumulo de lipidios na mucosa intestinal seria provavelmente umas das consequéncias do
desenvolvimento, pelos camundongos com SM, de fen6tipos semelhantes aos da DDAG.
Esses resultados mostram ainda mais que, T. phaeocarpa possui propriedades metabdlicas

muito interessantes, com efeitos pleiotrépicos.

4.3.4 Efeito da T. phaeocarpa nos paramétros da funcdo vascular de camundongos
com SM.
Mostramos neste trabalho que, os camundongos alimentados por 16 semanas com
DHL/F desenvolveram RI junto com dislipidemia. A dislipidemia e a Rl estdo também
associadas a hipertensdo e a disfuncdo endotelial. Sabe-se que alto consumo de frutose ou
DHL isoladamente, ou em associacdo, causa hipertensdo arterial e disfuncdo endotelial em
roedores (AKAR et al., 2012; JANG et al., 2013; NYBY et al., 2007; TRAN et al., 2009). A
relacdo reciproca entre a funcdo endotelial e a sensibilidade a insulina € um contribuidor
fisiologico que liga o metabolismo e as funcGes cardiovasculares (BARON, 2002; KIM et al.,
2008). A dislipidemia sistémica pode levar a lipotoxicidade dos cardiomiocitos, o cumulo de
TG no coragdo e consequentemente a hipertrofia e disfuncdo cardiaca (GOLDBERG et al.,
2012; SCHILLING e MANN, 2012). Baseando-se nas interacOes entre RI, dislipidemia /
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lipitoxicidade cardiéca, hipertensdo e disfuncdo endotelial, por um lado, e nos efeitos de T.
phaeocarpa sobre a lipidemia e a sensibilidade a insulina, por outro lado, foram avaliados
neste trabalho a PAS, niveis de TG cardiacos e a funcdo vascular de camundongos
alimentados com HFD / F.

A PAS foi monitorada em camundongos previamente treinados por 2 semanas. No
final do tratamento, camundongos DHL néo tratados exibiram alta PAS, em comparagdo com
camundongos DR (Figura 43A). Tratamento cronico de camundongos DHL com T.
phaeocarpa, nas doses testadas, foi capaz de reduzir significativamente a PAS (Figura 43A).
Enquanto que o tratamento de camundongos DHL com orlistate (10 mg/kg) n&o foi capaz de
impedir o aumento da PAS (Figura 43A). Embora os valores de TG cardidcos de
camundongos DHL ndo foram significativamente diferentes dos camundongos DR, o
tratamento com T. phaeocarpa (100 mg/kg) foi capaz de reduzir significativamente estes
valores quando comparado com camundongos DHL né&o tratados, enquanto que o tratamento
com FAE (30 mg/kg) e orlistate ndo produziu um efeito significativo (Figura 43B).

A funcdo vascular foi avaliada em arterias mesentéricas de camundongos,
examinando as respostas contrateis e vasodilatadoras induzidas por fenilefrina e acetilcolina,
respectivamente. Conforme ilustrado na Figura 43C, os vasos isolados de camundongos
DHL ndo tratados exibiram disfuncdes contrateis, destacadas pelo aumento da resposta
contratil mé&xima induzida por fenilefrina, em comparacdo as dos vasos isolados de
camundongos DR. No entanto, ndo hove diferanca significativa entre os grupos com relacédo
aos valores de pECs para o efeito da fenilefrina (Tabela 4). Vasos isolados de camundongos
DHL néo tratados exibiram funcdo endotelial prejudicada, ilustrada pelo significativo
deslocamento para a direita da curva concentragcdo-resposta vasodilatadora para a acetilcolina
(Figura 43D), confirmada pela diferenca significativa dos valores de pECsy em compracao
com os camundongos DR (Tabela 4). As disfuncBes endotelial e contratil observadas nos
vasos isolados de camundongos DHL foram significativamente inibidas em em vasos isolados
de camundongos DHL tratados com a menor dose de T. phaeocarpa; porém, elas foram
abolidas em vasos isolados de camundongos tratados com a maior dose de T. phaeocarpa
(Figura 43C e D).
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Figura 43: Efeito do tratamento crénico com T. phaeocarpa na fungdo cadiovascular em
camundongos com SM. Efeito do tratamento com a fracdo acetato de etila (FAE) de T. phaeocarpa,
nas doses de 30 mg/kg (DHL FAE Tp30) e 100 mg/kg (DHL FAE Tpl100), e orlistate (DHL
Orlistat10) em camundongos que receberam dieta hiperlipidica (DHL). Efeito do tratamento fungédo
cadiovascular em relacdo a camundongos ndo tratados que receberam dieta regular (DR). Efeito do
tratamento na pressao arterial sistélica (PAS; (A)), nos triglicerideos cardiacos (B). Resposta contratil
da fenilefrina (C) e vasodilatadora da acetilcolina (D) em artérias mesentéricas. Andlise de variancia
(ANOVA) de duas vias , seguida do pds-teste de Tukey, foram utilizados para comparar 0s grupos.
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os valores representam a média
* erro padrdo da média de pelo menos 5 animais. * P < 0,05, ** P < 0,01 e **** P < 0,0001 versus
camundongos DR. 11 P < 0,001 e 1111 P < 0,0001 versus camundongos DHL nao-tratados.
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Tabela 4: Valores de pCE50 para o efeito de fenilefrina e acetilcolina nos vasos de

camundongos SM tratados com a fracéo acetato de etila (FAE) T. phaeocarpa.

DR DHL DHL EAF Tp30  DHL EAF Tp100
Fenilefrina 6,61 +0,38 6,86 £ 0,20 6,21 +0,16 6,17 +0,18
Acetilcolina 7,00 +0,09 6,22 +0,03” 6,46 +0,20 6,90 + 0,16

Os valores de pCEs, sdo expressos como -log da concentragdo efetiva que induz 50% da resposta
méaxima (CEsy). CEs, foi calculada usando curva de regressdo ndo linear. Analise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida do pos-teste de Tukey, foram utilizados para comparar 0s grupos.
Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Os resultados sdo expressos
como média + erro padrdo da média de de pelo menos 5 animais. ** P < 0,01 versus camundongos

DR. {1 P < 0,01 versus camundongos DHL n&o-tratados.

A disfuncdo endotelial resulta de um fendtipo mal adaptado de células endotelias,
caracterizado por biodisponibilidade reduzida de 6xido nitrico (NO), aumento do estresse
oxidativo, expressao elevada de fatores pré-inflamatorios e pro-tromboticos e reducdo da
producdo de vasodilatadores derivados do endotélio (RAJWANI et al., 2012). A disfuncao
endotelial pode ocorrer através da interacdo entre Vvarios mecanismos. Existe uma
interconexdo entre 0 consumo excessivo de frutose, hiperuricemia, obesidade, SM e a
disfuncdo endotelial (JIA et al., 2014;LOZANO et al., 2016; NAKAGAWA et al., 2006). As
consequéncias do metabolismo de frutose podem resultar em deplecdo intracelular de ATP,
aumento da producdo de acido Urico, estresse oxidativo, inflamacdo e aumento da lipogénese,
0 que estdo associados a disfuncao endotelial (JIA et al., 2014). Embora o &cido Urico pareca
desempenhar atividade antioxidante no ambiente extracelular (So e Thorens, 2010), ele tem
efeitos prejudiciais assim que entra nas células, incluindo células endotelias, células do
producdo de NO, inducdo da agregacao plaquetéaria e atividade pré-inflamatoria (SOLTANI et
al., 2013). Assim, a hiperuricemia agrava a disfuncdo endotelial, aumentando o estresse
oxidativo e a inflamacéo (JINDAL et al., 2013). Os resultados deste trabalho demonstram que

camundogos alimentados com frutose por 16 semanas exibiram alto nivel de acido urico junto
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com a RI. Assim, a disfungdo endotelial observada em camundongos com SM néo tratados
pode estar associada & RI devido, pelo menos em parte, & hiperuricemia.

Ha uma corelacéo entre niveis baixos de acido Urico observados em camundongos
tratados com T. phaeocarpa e a disfuncdo endotelial melhorada ou abolida nesses
camundongos. Esses resultados sugerem que o efeito hipouricémico de T. phaeocarpa
contibui & melhora da funcdo endotelial em camundongos DHL tratados. De fato, a
hiperuricemia assintomatica em humanos também esta associada a disfuncdo endotelial. A
reducdo do acido drico com alopurinol melhora a funcdo endotelial (JIA et al., 2014). O
alopurinol melhora uma série de caracteristicas da SM em ratos alimentados com frutose,
incluindo hipertenséo, hipertrigliceridemia, hiperinsulinemia e RI (JOHNSON et al., 2009).

No entanto, podem haver outros mecanismos envolvidos na melhora da funcéo
endotelial observada em camundongos DHL tratados com T. phaeocarpa. A disfungédo
endotelial também esté associada a dislipidemia. A obesidade estd associada ao aumento de
TG e acidos graxos circulantes, responsavel pela ativacdo de respostas pro-inflamatérias. O
aumento de citocinas inflamatorias, incluindo IL-6, IL-8 e TNF, liga a Rl a disfuncédo
endotelial (GARCIA et al., 2010; HOTAMISLIGIL, 2005; KAO et al., 2006 ; KIM et al.,
2005). Assim, melhorar a dislipidemia reduziria os riscos de alta PAS, esteatose e hipertrofia
cadiaca, e disfuncdo endotelial. De fato, MADKHALI e colaboradores (2019) monstram que
extrato de Moringa oleifera atenua a disfuncdo endotelial induzida por DHL em ratos por
meio da sua atividade anti-hiperlipidémica (MADKHALI et al., 2019). Os resultados deste
trabalho demonstram também que camundogos DHL tratados com T. phaeocarpa (100
mg/kg), apresentaram niveis baixos de TG e CT, sugerindo que a melhora da funcéo
endotelial devido ao tratamento de com T. phaeocarpa seria também associada ao seu efeito
antihiperlipidémico. Esses efeitos vasoprotetores podem ser atribuidos a presenca de
compostos polifendis na FAE de T. phaeocarpa. De fato, varios trabalhos na literatura
mostram os efeitos benéficos dos polifendis no sistema cardiovascular. Por exemplo,
quercetina, polifenol encontrado em varias plantas e frutas, exibe efeitos vasoprotetores em
roedores com distlrbios metabdlico induzidos por frutose e/ou DHL (AKAR et al., 2012;
JANG et al., 2013; KUNASEGARAN et al., 2017).
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5 CONCLUSAO

Em resumo, este trabalho teve como objetivos: avaliar os efeitos de T. glabrescens e T.
phaeocarpa sobre a atividade das enzimas a-glicosidase intestinal, oa-amilase e lipase
pancredtica; investigar os efeitos de T. glabrescens e T. phaeocarpa em modelo murino de
DMT2 induzido por NA/STZ/frutose; e investigar os efeitos de T. phaeocarpa em modelo
murino de SM induzida por dieta hiperlipidica e frutose. De acordo com os resultados
presentes neste trabalho, sumarizamos os principais achados:

» T. glabrescens e T. phaeocarpa apresentam efeitos inibitorios sobre a atividade de

a-glicosidase, a-amilase e lipase.

» T. glabrescens exibe efeitos antidiabéticos moderados em camundongos com

diabetes induzido por NA/STZ/frutose,

» T. phaeocarpa, alem de apresentar efeitos antidiabéticos, tem também potencial

terapéutico para o tratamento da SM.

> T. phaeocarpa, exerce seu efeito anti diabético e anti SM atuando em parte pela

inibi¢ao da atividade da a-glucosidase e lipase, aumentando a sensibilidade a
insulina, inibindo a lipogénese de novo e a gliconeogénese, bem como através do
seu efeito protetor no sistema cardiovascular e no figado,

» T. phaeocarpa possui efeitos metabolicos benéficos pleiotrépicos devido a seu

conteudo em varios compostos fendlicos.

Estas observacgdes nos permitem concluir, por um lado, que as folhas de T. glabrescens
exercem efeito antidiabético moderado em comparacdo ao efeito observado com T.
phaeocarpa. O efeito antidiabético moderado de T. glabrescens poderia estar devido a via
pela qual o extrato foi administrado ou a biodisponibilidade reduzida dos componentes
bioativos presentes no extrato das folhas. Talvez ao mudar a via de administracdo ou
aumentar a dose administrada, melhorasse os efeitos farmacol6gicos de T. glabrescens. No
entanto, a inibicdo da a-glicosidase esta envolvida no mecanismo de agdo da atividade
antidiabética de T. glabrescens. Este estudo fornece assim uma base para futuras
investigacOes de potencias inibidores de a-glicosidase das folhas de T. glabrescens, para
tratamento futuro de DMT2.

Por um lado, os achados deste trabalho nos permitem concluir que T. phaeocarpa
exerce efeito anti-diabético e anti-SM dependente da dose. O EB das folhas de T. phaeocarpa
e sua FAE sdo uma mistura de diferentes compostos fendlicos como rutina, acido elagico,

quercetina, kaempferol e acido chebulégico, descritos na literatura por seus diversos efeitos
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anti-diabético e anti-obesidade. T. phaeocarpa demonstrou ter uma variedade de atividades
farmacoldgicas, como atividade hipoglicémica, hipolipidémica, hipouricémica e antioxidante.
Isso pode ser atribuido a variedade de compostos fenolicos presentes neste extrato e fragéo.
Os resultados de nosso estudo apontam para multiplos 6rgdos e mecanismos envolvidos
nessas atividades farmacoldgicas. Os componentes bioativos derivados de T. phaeocarpa
podem atingir diferentes 6rgdos ou tecidos ao longo do eixo intestino-figado-vascular. A
inibicdo da atividade de a-glucosidase e lipase, a melhora funcional e / ou estrutural da
microbiota intestinal, o aumento da sensibilidade a insulina e a atividade vasoprotetora
contribuem para o mecanismo de T. phaeocarpa. Uma das principais limitacdes do nosso
estudo é que os mecanismos de acdo do extrato e fracdo de T. phaeocarpa ndo foram
elucidados. Além disso, os componentes individuais do extrato ndo foram estudados por suas
propriedades farmacoldgicas. Estudos adicionais sobre exatos mecanismos de acdo desse
extrato, e o isolamento do compostos ativos em estado puro devem ser realizados. E
necessario descobrir quais dos constituintes acima ou outros sao responsaveis pelas atividades
farmacoldgicas observadas no presente estudo. Portanto, este estudo também fornece uma
base para futuras investiga¢cdes de novos inibidores de a-glucosidase e lipase, bem como
sensibilizadores de insulina para o tratamento de pacientes com sindrome metabdlica e

doencgas relacionadas.
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