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RESUMO

O esclareol é um diterpeno isolado a partir das folhas e flores de Salvia
sclarea e possui propriedades anti-inflamatérias e antioxidantes. Entretanto, o
esclareol possui lipofilicidade elevada. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar
os efeitos metabdlicos de esclareol em sua forma livre e em nanoformulagéo
lipossomal em camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica.
Métodos: Camundongos machos swiss, foram divididos em dois grupos: dieta
padrao (ST) e dieta hiperlipidica 60% (HF) por 4 semanas. Em seguida, cada
grupo foi dividido em 3 subgrupos de tratamentos: esclareol livre (Sc),
nanoformulacdo de esclareol (L-Sc) e apenas a nanoformulacdo vazia (L). O
esclareol (livre e em nanoformulacdo lipossomal) foi administrado, via
intraperitoneal, com volume final de 300 uL e concentracdo de 1mg/kg. O
tratamento foi realizado por 30 dias. Ao final do tratamento, foram realizados os
testes de tolerancia a glicose e de sensibilidade a insulina. Os animais foram
eutanasiados por decapitacdo para coleta do sangue e dos tecidos adiposos.
Resultados: Durante o tratamento, observou-se redugdo do peso corporal e
melhora significativa do perfil glicémico dos animais obesos submetidos a
administracdo da nanoformulacéo de esclareol. Observou-se também, reducéo
da adiposidade e aumento dos niveis de HDL nos animais tratados com a
nanoformulacdo de esclareol comparados com os animais HF L. Além disso, a
expressdo de MCP-1, NF-kB e SREBP-1c foi significativamente reduzida nos
animais HF L-Sc. Conclusédo: A nanoformulacéo lipidica de esclareol melhorou
parametros metabdlicos de camundongos obesos. Esclareol, quando associado
a nanoformulacfes pode ser uma nova estratégia terapéutica para auxiliar no

tratamento de doencas associadas a distlrbios metabdlicos.



ABSTRACT

Sclareol is a diterpene isolated from Salvia sclarea. Sclareol has been
used as ingredient in cosmetics. Furthermore, this diterpene has been shown (i)
to activate cytotoxic and cytostatic pathways against leukemia cell lines, (ii) anti-
inflammatory and (iii) antioxidant properties. However, Sclareol has low
bioavailability due to its high lipophilicity, therefore the use of Sclareol in vivo is
hampered. This study aim was to evaluate the metabolic effects of Sclareol in
different formulations (lipid nanoparticle and free) of mice with high fat diet
induced metabolic syndrome. Methods: Swiss male mice were initially divided
into two groups throughout 4 weeks: standard diet (ST) and high fat diet (HF).
Subsequently, insulin sensitivity test and glucose tolerance test were performed.
Each group was divided into 3 treatments subgroups: free sclareol (Sc), lipid
nanoparticle of sclareol (L-Sc) and empty lipid nanoparticle (L). The sclareol (free
and lipid nanoparticle) were administered intraperitoneally in 300ul and 1mg/kg
dose. Treatments were performed for 30 days. Afterward, the glucose tolerance
test and insulin sensitivity test were performed. The animals were euthanized by
decapitation, blood and target organs were collected and stored. Results: During
treatment body weight reduced. Significant improvement of glycemic profile and
HDL levels increased in HF L-Sc mice was shown. It was also observed adiposity
reduction and decreased expression of NF-KB, MCP-1 and SREBP-1 in HF L-Sc
mice compared with HF L mice. Conclusion: The lipid nanoparticle of sclareol
improved metabolic parameters in obese mice. Sclareol when associated with
lipid nanoparticle may be a new therapeutic strategy to assist in the treatment of

diseases associated with metabolic disorders.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Obesidade - Breve histérico

De acordo com a organizacdo mundial da saude a obesidade é uma
doenca cronica de causa multifatorial. Esta € definida como uma condigéo de
acumulo excessivo de gordura que pode prejudicar a saude (WHO, 2016).

Na historia da humanidade o ganho de peso e o estoque de gordura
corporal ja foram sinais de saltde e prosperidade (Seshadri, 2012). Na Austria
em 23.000 anos a.C. a estatueta de vénus, de Willendorf, representava uma
mulher que, provavelmente, era o corpo desejado pelas mulheres e homens da
época (Seshadri, 2012) (Figura 1A). Entretanto, tal estatueta apresenta
caracteristicas fisicas marcantes da obesidade e da sindrome metabdlica (Dole,
1959, Markus, 2005 e Seshadri, 2012). A hip6tese é de que naguela regido e
época as mulheres apresentavam o indice de massa corporal (IMC) abaixo do
normal e por isso tinham problemas de fertilidade. Dessa forma, o ganho e
estoque de gordura corporal eram desejados (J6zsa, 2011 e Seshadri, 2012). Ha
diversas artes do antigo Egito, datadas entre 2340 e 2180 anos a.C., que
demonstram a existéncia de homens e mulheres obesos, sendo a maioria de
familia real. Como, por exemplo, a escultura em pedra na tumba do egipcio
Mereruka que representa um homem obeso sendo presenteado com comida
pelos seus servos magros (Bray, 2009) (Figura 1B). Porém, é provavel que
apenas na Grécia antiga a obesidade foi reconhecida como prejudicial a saude.

Hipocrates 460-370 anos a.C. chamou o excesso de gordura corporal de
“corpuléncia” termo derivado da palavra “corpus” (corpo em latim) e escreveu: “A
corpuléncia ndo € apenas uma doenga em si, mas o0 prenuncio de outras”

(Haslam e James, 2005). HipOcrates reconheceu que pessoas com excesso de
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gordura apresentavam outros problemas causados por ela e até mesmo
apresentavam mortes subitas de forma mais comum do que pessoas magras
(Allison et al., 2008 e Haslam e James, 2005).

Avancando para 1660 d.C. o termo obesidade foi utilizado pela primeira
vez na Inglaterra por Tobias Venner para descrever homens e mulheres que
tinham problemas de saude por apresentarem excesso de peso (Haslam, 2007).
Este termo foi derivado da palavra latina “obesus”, que significa forte, gordo e
vulgar (Haslam, 2007). Apdés a consolidagdo da revolucao industrial, a melhoria
das condi¢Oes de vida, outras possibilidades de comidas e o aumento do estilo
de vida sedentério levou muitas pessoas a adquirirem o sobrepeso.

Os hébitos alimentares da sociedade ocidental moderna séo
caracteristicas essenciais para o aumento dramatico da taxa de obesidade. O
genoma humano foi selecionado ao longo de milhares de anos a uma
alimentacao praticamente restrita a animais selvagens e plantas (Cordain et al.,
2005). O inicio da agricultura e da agropecuaria, seguidos pela revolucédo
industrial trouxeram variedades e quantidades enormes de novos alimentos
(Cordain et al., 2005). Tais alteracBes alimentares drasticas (ex. acucares
refinados, laticinios, 6leos, alcool e sal) ocorrem em um curto periodo para que
a selecdo natural atue de forma estabilizadora. A divergéncia entre as
caracteristicas do genoma ancestral e 0os novos alimentos introduzidos pode ser
um fator importante para favorecer o aumento de doencas cronicas como a

obesidade (Cordain et al., 2005).
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Figura 1. A) Vénus de Willendorf, Austria, (23000 a.c.) — Fonte: Dole, 1959. B) Tumulo do nobre
Mereruka, Egito (2350 a.c.) — Fonte: Bray, 2009.

1.2 Obesidade e prevaléncia

Atualmente a obesidade é um problema de saude publica que afeta
diversos paises desenvolvidos e em desenvolvimento. Em escala mundial a
prevaléncia da obesidade tem aumentado ano apés ano (WHO, 2016).

Os indices de obesidade mais que triplicaram de 1975 até 2014. Em 1975,
34 milhdes de homens e 71 milhées de mulheres eram obesos, totalizando 105
milhdes de adultos obesos (NCD, 2016). Em 2005 312 milhdes de adultos no
mundo eram obesos (Haslam e James, 2005) e em 2014 os numeros
aumentaram para 266 milhdes de homens e 375 milhdes de mulheres,
totalizando 641 milhdes de adultos obesos (NCD, 2016). Um estudo revelou que,
se 0 mesmo padrdo continuar em 2030 58% da populacdo adulta de todo o
mundo estard com sobrepeso (Kelly et al., 2008). No Brasil em 2006 42,7% dos
adultos apresentavam sobrepeso, em 2011 esse numero subiu para
aproximadamente 50% e em 2014 cerca de 60% da populacdo apresentava
sobrepeso (Vigitel, 2011 e PNS-IBGE, 2014).

Outro fato preocupante € o numero de criangas com indice de massa
corporal acima de 25, que também tem aumentado a cada ano. Dez por cento

das criangas do mundo apresentam sobrepeso e entre essas criangas um quarto
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apresenta obesidade (Lobstein et al., 2016). Considerando todas as criangas do
Brasil e dos Estados Unidos 0,5% se torna acima do peso a cada ano (Lobstein
et al., 2016).

As consequéncias da obesidade levam ao desenvolvimento da sindrome
metabdlica. Esta sindrome é caracterizada por: (i) obesidade abdominal, (ii)
dislipidemia aterogénica, (iii) aumento da pressédo sanguinea, (iv) resisténcia a
insulina, (v) intolerancia a glicose, (vi) estado pré-inflamatério e (vii) estado pro-
trombotico. A sindrome metabdlica representa 0 aumento de risco para o
desenvolvimento de doencgas cardiovasculares e de diabetes melito tipo 2

(Grundy et al, 2004 e Santos et al., 2008).

1.3 Obesidade e resisténcia a insulina

A insulina é um horménio responsavel pela modulacdo de diversas vias
metabdlicas. A insulina estimula, por exemplo: (i) o transporte de glicose no
tecido adiposo e no musculo; (i) a sintese de glicogénio no figado e no musculo;
(iii) a sintese de acidos graxos e de triglicerol e (iv) o transporte de aminoacidos
(Barrett et al, 2014). A secrecédo de insulina é estimulada, principalmente, pela
entrada de glicose nas células 3 pancreaticas.

A glicose entra nas células 8 pancreaticas através do receptor de glicose 2
(GLUT2), e é metabolizada, gerando aumento de ATP. O aumento da raz&o
ATP/ADP reduz o efluxo de potéassio, despolariza a célula e aumenta o influxo
de célcio. Tal influxo de calcio € responsavel pela exocitose de granulos de
insulina e pelo pico inicial de secrecéo de insulina (Barrett et al., 2014). Apos o
pico de secrecdo, ocorre a fase prolongada da secrecdo de insulina. Niveis

elevados de glutamanto intracelular (como resultado do metabolismo de piruato
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no ciclo do acido citrico) podem diminuir o pH de granulos imaturos e dessa
forma matura-los e favorecer a secre¢ao de insulina (Barrett et al., 2014) (Figura
2).

Uma vez na corrente sanguinea a insulina se liga a seu receptor de
membrana e estimula sua autofosforilagéo e inicia a atividade de tirosina quinase
das subunidades 3. Uma vez ativado o resceptor de insulina fosforila substratos
do receptor de insulina (IRSs). Em seguida, ocorre a ativagéo da fosfoinositol 3-
quinase (PI(3)K) da qual é essencial para a acdo da insulina em diversos
mecanismos: (i) transporte de glicose, (ii) sintese de glicogénio, (iii) sintese de
proteinas, (iv) acdo antilipélise e (v) supressdo da gliconeogénese hepética
(Kahn, 1998) (Figura 3).

A resisténcia a insulina é uma patologia da qual os tecidos ndo respondem
as concentracdes normais de insulina. A resisténcia a insulina predispde o
individuo a maior risco de desenvolver diabetes melito tipo 2 (Zick, 2001). Existe
uma forte relagéo entre resisténcia a insulina e obesidade (Pinho et al., 2013). O
acumulo exagerado de gordura gera um ciclo de complicacdes metabdlicas do
qual ndo se sabe exatamente onde se inicia. No caso da resisténcia a insulina
os fatores mais estudados séo: adipocinas, marcadores inflamatérios e acidos
graxos.

O excesso de gordura causa alteracdes no perfil secretor do tecido adiposo,
levando ao aumento da sintese e da secrecéo de acidos graxos livres, glicerol,
horménios e citocinas pro-inflamatorias (Santos e Andrade, 2014 a). A obesidade
leva a diminuicdo da secrecédo de adiponectina e ao aumento da secrecao de
resistina pelos adipocitos, fatores estes relacionados ao aumento da resisténcia

a insulina (Santos et al., 2013 b). A adiponectina no figado favorece a oxidac&o
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de &cidos graxos e reduz a producédo de glicose. No musculo, a adiponectina
estimula o uso de glicose e a oxidacdo de &acido graxo, provavelmente, por
ativacao de proteina quinase ativada por AMP (AMPK) (Qatanani e Lazar, 2007).
Ja a resistina favorece a resisténcia a insulina (Qatanani e Lazar, 2007 e Santos
et al., 2013). A inflamacao é uma forma de sinalizacdo potente para a resisténcia
a insulina em animais obesos.

O aumento da secrecéo do fator de necrose tumoral (TNF) pode estimular as
vias de sinalizacdo de jun quinases (JNK) e do fator nuclear kappa B (NF-kB),
que recrutam maior numero de mediadores inflamatérios que contribuem para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina (Kahn et al., 2006 e Solinas e Karin,
2010). Ademais, a secrecdo aumentada da proteina quimiotatica de monécitos
1 (MCP-1) por adipdcitos também aumenta o recrutamento de células do sistema
imune e contribui para o desenvolvimento da resisténcia a insulina (Hajer et al.,
2008). A utilizacéo de energia do tecido adiposo hipertréfico também é um fator
associado a resisténcia a insulina.

Um estudo mostrou que a infusdo de acidos graxos em pacientes saudaveis
provoca resisténcia a insulina. Isso ocorre por meio da inibicdo ou fosforilacdo
do transportador de glicose (Roden et al.,, 1996). Niveis elevados de acidos
graxos aumentam os nhiveis de seus metabdlitos. Estas proteinas prejudicam a
sinalizacdo da insulina por meio da forsforilagdo dos IRS. Dessa forma, o
aumento de acidos graxos e de seus metabolitos reduzem a habilidade dos IRS
de ativar PI(3)K. Como consequéncia, 0s eventos a jusante da sinalizacao do
receptor de insulina sdo diminuidos (Kahn et al., 2006). Aléem de acidos graxos,

como referido anteriormente, a secrecdo aumentada de marcadores pro-


http://www.gendiag.com.br/nossos_produtos/pesquisa/proteina-quimiotatica-de-monocitos-1-mcp1-elisa
http://www.gendiag.com.br/nossos_produtos/pesquisa/proteina-quimiotatica-de-monocitos-1-mcp1-elisa
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inflamatoérios também sdo importantes fatores para o desenvolvimento da

resisténcia a insulina.
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Figura 2. Mecanismo bifasico da secrecao de insulina. — Fonte: modificado de Vega-Monroy e
Fernandez-Mejia, 2011.
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Figura 3. Via de sinalizacédo da insulina no tecido adiposo branco.- Fonte: Jung e Choi, 2014.

1.4 NF-kB

Os estresses metabodlicos causados pela obesidade (aumento de
citocinas inflamatodrias, estresse oxidativo, sinalizacao de receptores de TNF e
outros) ativam as vias de sinalizacdo de JNK/MAPK e IKK/NF-kB. Quando a
quinase IkB (IKK) se torna ativa, libera os dimeros de NF-kB por fosforilacéo.
NF-kB no nucleo regula a transcricdo de genes envolvidos com a inflamacgéo
(Solinas e Karin, 2010 e Kahn et al., 2006). A ativagdo de NF-kB mediada por
IKK nos adipécitos desencadeia o recrutamento de macrofagos e o inicio e a
manutencdo de uma reacédo inflamatoria, resultando na resisténcia a insulina
(Baker et al., 2011). Ativacao de IKK gera a fosforilagdo da regido de serina de

substratos de receptores de insulina (IRSs) e assim, também prejudica a
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sinalizacao do receptor de insulina (Baker et al., 2011 e Solinas e Karin, 2010).
Além de estar envolido na resposta inflamatéria a sinalizacdo de IKK/NF-kB
também afeta o metabolismo da glicose, uma vez que, em resposta ao estresse
metabolico e a sinais pro-inflamatérios a cascata IKK/NF-kB pode promover a
faléncia de células 3 pancreéticas em individuos resistentes a insulina, levando
a intolerancia a glicose e ao aumento do risco de diabetes tipo 2 (Solinas e Karin,
2010). Ademais, estudos mostram que a cascata de sinalizacdo IKK/NF-kB é
essencial na supernutricdo e obesidade. A dieta hiperlipidica causa inflamacao
e ativacdo da cascata IKK/NF-kB no hipotdlamo médio-basal. Tal atividade pode
prejudicar a sinalizagao central da leptina e por este motivo aumenta a ingestao

caldrica e o ganho de peso (Baker et al., 2011 e Solinas e Karin, 2010).

1.5 MCP-1

MCP-1 é um potente fator quimiotatico para mondcitos secretado por
adipdcitos e outras diversas células em resposta a estimulos, como TNF-a e NF-
kKB. MCP-1 é associado a obesidade e a resisténcia a insulina (Deshmane et al.,
2009). MCP-1 é superexpresso no tecido adiposo de animais obesos. Sartipy e
Loskutoff, 2003, mostraram que, possivelmente, o tecido adiposo branco pode
ser a maior fonte de secrecdo de MCP-1 para a corrente sanguinea de animais
obesos. Pois, MCP-1 é expresso de 10 a 100 vezes mais no tecido adiposo
branco e no plasma do que no figado, rins e pulmé&o de animais obesos. A
insulina estimula a expressao de MCP-1 tanto em adipdcitos normais quanto em
adipdcitos resistentes a insulina (Sartipy e Loskutoff, 2003). MCP-1 também
contribui para a expanséo e remodelamento do tecido adiposo branco, uma vez

que, exerce efeito angioénico em ceélulas endoteliais. Além disso, MCP-1
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favorece a adipogénese em células 3T3-L1 de forma independente do receptor

ativado por proliferador de peroxissoma (PPARYy) (Panee, 2012).

1.6 SREBP-1

As proteinas de ligacdo ao elemento regulador do esterol (SREBP) séo
fatores de transcricdo essenciais para o controle da sintese de colesterol e de
acido graxo (Feltenberger et al., 2013). Os primeiros estudos importantes sobre
o SREBP-1 identificaram que o estado nutricional pode alterar a sua expresséo
no tecido adiposo branco, no figado e no mdsculo. Sendo a maior expressao em
situacOes de animais alimentados por dieta rica em carboidratos e a menor
expressdo durante o jejum (Eberlé et al., 2004). Outro importante fator é o
receptor X alfa do figado (LXRa) que, por meio de SREBP-1 promove a formacgéo
de acidos graxos para a sintese de ésteres de colesterol que atuam como
tampdes para a concentracao livre de colesterol (Liang et al., 2002). Animais
knockout (KO) para SREBP-1 tratados com agonista de LXRa apresentam
atividade lipogénica reduzida (Liang et al., 2002). Ou seja, o fator de transcrigéo
SREBP-1 é de extrema importancia para a sintese de lipideos por meio de LXRa
(Liang et al., 2002). Além do estado nutricional, a insulina contribui para induzir
a transcricdo de SREBP-1 nos adipdcitos. A insulina participa do aumento da
transcricdo de SREBP-1 por uma via dependente de PI(3)K. Além disso,
possivelmente, a insulina produz ligantes de LXRa, aumenta a atividade de LXRa
e por este motivo favorece a atividade de SREBP-1. Logo, as respostas geradas
pela sinalizacdo de LXRa também sdo importantes para que a insulina ative
SREBP-1. Uma vez ativado, SREBP-1 aumenta a atividade de fatores

necessarios para lipogénese e adipogénese, produzindo ligantes de PPAR,


https://www.google.com.br/search?espv=2&biw=1517&bih=746&q=knockout&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwj_q7CM5fTRAhVGlpAKHeppD9MQvwUIFygA
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fatores que aumentam a sintese de acidos graxos e fatores de diferenciacao

(Eberlé et al., 2004 e Hajer et al., 2008).

1.7 Produtos naturais para o tratamento da obesidade

O estudo de produtos naturais para o tratamento da obesidade é muito
importante, pois tem como objetivo obter resultados satisfatorios, de acordo com
a pesquisa, reduzir os efeitos colaterais, visando a melhoria da saude. Diversos
estudos mostram efeitos de fitoquimicos na melhora do metabolismo de animais
obesos (Andrade et al., 2014 b; Choi et al., 2014; Kang et al., 2008; Monteros et
al., 2011 e Park et al., 2012). Um exemplo é o resveratrol, um polifendlico natural
extraido da casca de uva. Este composto apresenta propriedades anti-
inflamatdria e antioxidante causadas por meio da ativacdo de SIRT1 (Andrade et
al., 2014 b). O mirtilo exerce efeito antiadipogénico (Sanchez-Villavicencio et al.,
2017). Outro exemplo € o extrato de cha verde que pode reverter a resisténcia a
insulina por meio da regulacdo da expressédo génica de fatores da via de
sinalizacdo da insulina e da captacdo de glicose (Cao et al.,, 2007). Algas
marinhas possuem efeito antiadipogénico por meio da inibicdo da absorcéo de
lipideos, inibicdo da diferenciacdo de adipdcitos e aumento do sentimento de
saciedade (Wan-Loy et al.,, 2016). O extrato de erva-mate possui efeito
antiobesidade por meio de alteracdes da expressao de genes relacionados a
obesidade (Arcari et al., 2009). Além disso, o cha de salvia é conhecido
popularmente por ter propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes e por
melhorar a digestéo e favorecer a diminuicdo da circunferéncia da cintura. O
etrato de Salvia plebeia, por exemplo, diminue a expressdo de genes

relacionados a adipogénese e a lipogénese no tecido adiposo branco epididimal
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(Choi et al., 2016). Sementes de Salvia hispanica foram eficientes em promover
a perda de peso e a melhora do perfil glicémico em pacientes adultos obesos

(Vuksan et al., 2016).

1.8 Esclareol

O esclareol € um diterpeno que compde o Oleo essencial isolado de
plantas como a Cistus creticus (cistaceae), Cleome spinosa (Brassicaceae),
Nicotiana glutinosa (Solanaceae) e, principalmente, da superficie das flores de
Salvia sclarea (Fam. Labiatae) (Kyrikou et al., 2005 e Zerb e Bohlmann, 2015 a).
Esclareol é formado a partir de geranilgeranil difosfato por meio das enzimas
monofuncionais, difosfato sintase classe Il e difosfato sintase classe | (Zerb e
Bohlmann, 2015 a e b). A sintese de esclareol na planta é independente da
atividade de citocromo P450 (Zerb e Bohlmann, 2015 a). O esclareol € utilizado
como matéria prima na fabricacdo de fragrancias para perfumes. O 6leo
essencial que contém esclareol apresenta atividade antimicrdbica e pode ser
produzido por plantas para protegé-las da predacdo e da competicdo
(Environment Canada, 2013). Esclareol € altamente insolivel em 4gua, ou seja,
esclareol € um composto lipofilico e por este motivo tende a acumular-se no
tecido adiposo branco (Environment Canada, 2013) (Figura 4).

Alguns estudos tanto in vitro quanto in vivo demonstraram que esclareol
possui efeitos anticancerigeno, antioxidante e anti-inflamatorio. Huang et al.
2012, mostrou que macrofagos estimulados por lipopolissacarideos e tratados
com esclareol diminuiram os niveis de 6xido nitrico sintase (NOS), de 6xido
nitrico (NO) e de ciclooxigenase-2 (COX-2) de forma concentracao-dependente.

O mesmo autor mostrou que esclareol inibiu 0 aumento de NO, TNF-a e
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malondialdeido (MDA) em camundongos com edema de pata induzido por
carragenina, neste estudo o autor utilizou a concentracdo de 10mg/ml de
esclareol por via intraperitoneal, 30 minutos antes da injecao de carragenina.
Esclareol apresenta efeito anticancerigeno em cultura celular de céancer de
colon. Estudos in vitro mostram que esclareol limita o crescimento de células
tumorais por meio da inducéo a apoptose e da reducdo da expressédo de proto-
oncogénes (Hatziantoniou et al., 2006 e Patel et al., 2010). O diterpeno ativa as
caspases 8 e 9, causa degradacao de PARP, promove a parada do ciclo celular
na fase G1 e, consequentemente, inibe a sintese do DNA (Dimas et al., 2007).
Dimas et al., 2007, também mostrou que o esclareol pode distinguir as células
que estao em estado proliferativo das células em estado nédo proliferativo. Outro
estudo mostrou que esclareol pode ser eficaz em suprimir a expressao de fatores
pro-inflamatorios e pré-oxidantes, uma vez que em condrdcitos estimulados por
IL-1B o tratamento com esclareol diminuiu a expresséo de COX-2, colagenase
intersticial (MMP-1), colagenase 3 (MMP13), estromelisina-1 (MMP-3), NOS, NO
e prostaglandina E2 (PGE2) (Zerb, 2015 b).

Os trabalhos citados acima mostram promissores efeitos do esclareol
como alvo farmacolégico para diversas patologias que envolvem o aumento de
fatores pro-inflamatérios. Em contrapartida, esclareol apresenta estrutura
altamente lipofilica (Paradissis et al., 2007). Além disso, esclareol possui
toxicidade significativa (Bhatia et al.,, 2008 e Georgieva, 1989), tais
caracteristicas dificultam o estudo in vivo desse diterpeno.

Em relagdo a toxicidade do esclareol, estudos feitos em animais
experimentais mostraram que: (i) camundongos submetidos a administracéo

intraperitoneal (IP) de esclareol em doses de 1; 5 e 25 mg/kg diminuiram a
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atividade agressiva induzida por hidrocloridrato de cloridina. Entretanto, as doses
de 50 e 100mg/kg se mostraram toxicas, uma vez que reduziram a atividade
espontanea dos animais (Georgieva, 1989). (ii)) A administracéo IP de esclareol
em dose de 10mg/kg, de forma aguda, em camundongos, nédo prejudicou a
sobrevida dos animais (Huang et al., 2012). (iii) Segundo Dimas et al., 2007 a
dose maxima tolerada de esclareol livre administrado por via IP, em
camundongos, é de 50g/kg. (iv) Administracédo de esclareol por via gavagem, em
ratos, com dose de 5g/kg, em tratamento diario por 14 dias ndo apresentou
toxicidade. Provavelmente, devido a falta de absorcdo do farmaco, pois devido
a sua estrutura quimica a formulacao livre de esclareol dificilmente é absorvida
por via oral (Bhatia et al., 2008). (v) Outro estudo mostrou que a administracao,
por via IP de esclareol, em ratos, na dose de 0,1g/kg ndo apresentou toxicidade,
entretanto a dose de 0,316g/kg se mostrou tdxica, uma vez que causou peritonite
e morte (Bhatia et al., 2008). Com todos estes estudos conclui-se que,
considerando a administracéo por via IP, a dose maxima tolerada € de 50mg/kg
e a dose minima efetiva € de 1mg/kg. Além disso, o esclareol livre por via

gavagem nao apresentou nenhum efeito nos estudos citados.

Figura 4. Estrutura do Esclareol. Fonte: PubChem, 2005.
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1.9 Nanoformulacdes lipidicas

Assim como o esclareol, muitos produtos naturais que sdo potencialmente
benéficos para a melhora dos perfis lipidico, insulinico e inflamat6rio possuem
baixa biodisponibilidade. Por este motivo, altas concentragdes sdo necessarias
para um tratamento eficaz, aumentando assim a possibilidade de ocorrer efeitos
toxicos. Essas caracteristicas prejudicam o estudo in vivo de varios compostos
naturais (Coimbra et al., 2011). Para melhorar a eficacia da droga e reduzir
possiveis reacbes adversas, muitos estudos tém sido feitos sobre o
desenvolvimento de novas formulagbes de carreadores, a fim de prolongar o
tempo de permanéncia no organismo e de melhorar a farmacocinética de
compostos naturais.

Para moléculas hidrofébicas como o esclareol, existem varios tipos de
sistemas de entrega a base de lipidios, tais como, as nanoparticulas de lipidios
sélidas (SLN), veiculos lipidicos nanoestruturados (NLC), emulsGes e
lipossomas (Aditya et al., 2014). Carreadores lipidicos proporcionam diversas
vantagens como, por exemplo, ndo apresentam toxicidade, sdo estaveis,
aumentam a biodisponibilidade do farmaco, reduzem a absorcéo sistémica,
assim como a frequéncia de administracao do farmaco (Liu et al., 2012). Muitos
estudos mostram a melhoria da eficiéncia de farmacos associados a veiculos
lipidicos. Como, por exemplo, a doxorrubicina e o acido docosahexaensico
quando séo associados a NLC diminuem a citotoxicidade e a resisténcia (Mussi
et al., 2014). Em outro estudo a doxorrubicina e o acido docosahexaenoico em
SLN também apresentaram melhoria da atividade antitumoral in vitro (Mussi et
al., 2013). O resveratrol, como referido antes, & um produto natural conhecido

pelo seu efeito metabdlico extremamente benéfico (Andrade et al., 2014 b),
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porém apresenta baixa biodisponibilidade. O resveratrol associado a uma
nanoparticula lipidica aumentou a sua eficacia terapéutica (Pund et al., 2004).
O esclareol livre possui alta lipofilicidade e toxicidade. Grande parte da
toxicidade do esclareol em formulagéo livre se deve a seu rapido acumulo no
citosol. Entretanto, o esclareol encapsulado com lipossoma apresentou lento e
progressivo acumulo em outras regibes da célula além do citosol, como,
membrana e ndcleo (Paradissis et al.,, 2007). No entanto, os estudos sdo
escassos em relagédo a forma de atuagao deste diterpeno tanto em formulagéo
livre quanto encapsulado em carreadores lipidicos, bem como sobre a sua

possivel utilizacdo para o tratamento da obesidade.

2. JUSTIFICATIVA

A obesidade é um dos principais problemas de saude publica que afeta mais
de 600 milhdes de adultos em todo o mundo. As consequéncias da obesidade
sdo severas para a salude e acarretam aos seus portadores diminuicdo
significativa da expectativa de vida por predispor o organismo a uma série de
doencas e/ou disturbios metabdlicos. Tendo em vista as altas taxas de
morbidade relacionadas ao aumento da obesidade, € de extrema importancia o
empenho de pesquisadores que encontrem medidas preventivas e terapéuticas
eficazes para essa patologia e para as desordens metabolicas associadas.

Os produtos naturais sao importantes alvos de estudos para o
desenvolvimento de novos compostos terapéuticos. Os diterpenos formam uma
importante classe de produtos naturais, da qual inclui o esclareol, extraido do

Oleo essencial da planta Salvia sclarea. Este diterpeno possui efeitos citotoxico



28

bY

e citostatico contra células tumorais por meio da inducdo a apoptose e da
diminuicdo da expressdo de protooncogene. Além disso, possui papel anti-
inflamatoério diminuindo a secre¢do de citocinas pré-inflamatérias. Tais efeitos
benéficos sugerem papel promissor desse composto como nova terapéutica
para o tratamento da obesidade. Entretanto, este diterpeno é altamente insoltvel
em agua, se acumula no tecido adiposo e apresenta toxicidade significativa.
Carreadores lipidicos como, nanoformulages lipidicas aumentam a
biodisponibilidade e diminuem a toxicidade dos farmacos envolvidos. Por este
motivo, a utilizacdo de carreadores lipidicos é essencial para o estudo do
esclareol in vivo. Os diversos efeitos benéficos de esclareol associados a uma
nanoformulacgéo lipidica podem formar uma importante alternativa terapéutica

para o tratamento da obesidade.

3. OBJETIVOS

Obijetivo geral:
e Avaliar e comparar os efeitos do esclareol em diferentes formulacées (livre
e em nanoformulacéo lipidica) sobre o metabolismo de camundongos
Swiss obesos.
Objetivos especificos:
e Avaliar o efeito de esclareol sobre o peso e adiposidade dos animais.
e Avaliar se o tratamento com esclareol, nas diferentes formulagdes, altera

o perfil glicémico e lipidico dos animais.
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e Avaliar se o tratamento com esclareol, nas diferentes formulagdes, altera
a expressao de importantes genes relacionados a inflamacdo e a

obesidade.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais e desenho experimental

Todos os experimentos com animais foram realizados de acordo com
procedimentos aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo Animal da
Universidade Estadual de Montes Claros, Minas Gerais, niumero do processo:
111. Para este trabalho foram utilizados 48 camundongos machos swiss com
aproximandamente 4 semanas de idade, obtidos do centro de bioterismo da
UFMG. Os camundongos foram mantidos em ambiente controlado com acesso
livre a 4gua e a comida, de acordo com as dietas experimentais. Os animais
foram separados em dois grupos (n=24) durante um més. Grupo 1: animais
alimentados por dieta padréo “standard” (ST) e Grupo 2: animais alimentados
pela dieta 60% hiperlipidica “high fat” (HF). Apds a inducéo da obesidade cada
grupo foi separado aleatoriamente em 3 subgrupos de tratamento: apenas o
veiculo nanolipidico (L), esclareol em formulacao livre (Sc) e esclareol em
nanoformulacao lipidica (L-Sc). Ap6s um més de tratamento os animais foram
submetidos aos testes de sensibilidade a insulina e de tolerancia a glicose. Os
animais foram eutanasiados por decapitagdo com guilhotina de acordo com as

normas do comité de ética em experimentacdo animal.
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4.2 Inducao da obesidade

A inducéo da obesidade foi realizada por meio da disponibilizacdo em
tempo integral de dieta hiperlipidica indutora de obesidade 60% (HF). A dieta HF
foi preparada de acordo com protocolos ja descritos (Andrade et al., 2014 a,b e
Santos et al., 2008). A dieta HF é composta de 24,55% de carboidratos, 14,47%
de proteinas e 60,98% de gordura, apresentando um total de 5,28 Kcal/g de dieta
(Andrade et al., 2014 a, b e Santos et al., 2008). Os componentes para 1Kg desta
dieta sdo: BHT (0,014q), Bitartaro de colina (2,50g), metionina (3g), vitaminas
AIN93M (10g), minerais (35g), celulose (50g), amido de milho (62g), caseina
(200g), 6leo de soja (20g), groselha (310g) e banha vegetal (355g). Os
componentes da dieta HF foram obtidos na empresa Rhoster Industria e
Alimentos LTDA. Os animais do grupo controle receberam dieta padrao do
biotério. A dieta controle (Purina - Labina®) € composta de 50,30% de
carboidratos, 31,90% de proteinas e 17,80% de gordura, apresentando total de
2,18 Kcal/lg de dieta (Andrade et al., 2014 b). A &gua foi livremente
disponibilizada para os dois grupos. As dietas acima foram mantidas ao longo de

todo o experimento.

4.3 Peso corporal, adiposidade, consumos alimentar e energético

Para a avaliagéo de ganho e de perda do peso corporal os animais foram
pesados duas vezes por semana ao longo de todo o trabalho. A ingestédo
alimentar foi calculada subtraindo o peso da racdo remanescente pelo peso
inicial. A partir do célculo de ingestdo alimentar também foi possivel avaliar a
ingestéo energética durante todo o trabalho. A fim de analisar se o ganho e a

perda de pesos obtidos eram reflexos da alteracdo de quantidade do tecido
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adiposo branco, os tecidos adiposos brancos epididimal, retroperitoneal e
mesentérico foram pesados imediatamente apos a eutanasia (Andrade et al.,

2014 b).

4.4 Nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) de esclareol

As formulag@es livres e em nanoparticulas lipidicas de esclareol foram
desenvolvidas no laboratorio de tecnologia farmacéutica (LTF) do departamento
de produtos farmacéuticos da UFMG, pelos pesquisadores Lucas Ferreira e
Samuel Mussi. As NLS de esclareol foram preparadas por meio do método da
homogeneizagdo a quente com o agitador Ultra Turrax T-25 (Ika Labortechnik,
Alemanha) e com aparelho de homogeneizacgao do tipo ultrassom com sonda de
alta poténcia (Ultra-cell 750W; Sonics Materials Inc., EUA). A fase oleosa (FO)
foi pesada e aquecida a 85°C e a fase aquosa (FA) foi aquecida até a mesma
temperatura. A FA foi entdo lentamente vertida sobre a FO sob agitacdo (8.000
rotagcdes por minuto) no agitador Ultra Turrax T-25. Apos 2 minutos de agitacao,
a emulséo formada foi homogeneizada durante 10 minutos no ultrassom com
sonda de alta poténcia (21% de amplitude). As NLS foram resfriadas sob
agitacdo manual e o pH final corrigido para a faixa de 7,0 — 7,4 com HCI| ou NaOH
1 M. Em seguida, as suspensdes das NLS foram armazenadas em frascos de
penicilina ao abrigo da luz e mantida sob refrigeracéo (4°C) (Mussi et al., 2014).

O diametro médio das NLS foi determinado por espectroscopia de
correlacdo de fotons utilizando um Zetasizer 3000HSA (Malvern Instruments,
Inglaterra) a um angulo fixo de 90° e temperatura de 25° C. As dispersodes de

NLS foram diluidas em agua destilada previamente filtrada através de membrana



32

de éster de celulose com 0,45 pm de diametro de poro (HAWPO4700, Millipore,
EUA).

O potencial zeta foi determinado pela técnica de espalhamento dindmico
da luz e andlise da mobilidade eletroforética das nanoparticulas. As medidas de
potencial zeta foram realizadas utilizando um Zetasizer 3000HSA (Malvern
Instruments, Inglaterra) a temperatura de 25° C. As dispersfes das NLS foram
diluidas em solucdo de cloreto de sédio 1 mM previamente filtrada através de
membrana de éster de celulose com 0,45 um de didmetro de poro (HAWPO4700,
Millipore, EUA), até a contagem de 100 a 1.000 Kcps. (Mussi et al., 2014 e Mussi
e Torchilin, 2013).

As NLS com 0,2% de esclareol apresentaram diametro médio: 128 + 1

Onm; indice de polidispersividade: 0.21 + 0.05 e potencial zeta: -29.3 £ 0.9 mV.

4.5 Tratamento

Apés a inducdo da obesidade com a dieta HF 60% os grupos foram
divididos em 3 subgrupos cada (n=8), resultando em 6 grupos finais. (i) ST L, (ii)
ST Sc, (i) ST L-Sc, (iv) HF L, (v) HF Sc e (vi) HF L-Sc. O tratamento foi realizado
todos os dias, na parte da manha, durante um més. As formulagbes foram
administradas por via intraperitoneal com dose de 1mg/kg em um volume total
de 300ul. A diluicdo do L e Sc foi realizada com salina. O esclareol livre, que
apresenta composicao solida foi diluido em 1% de tween 80 e administrado em

suspencao.
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4.6 Testes de Sensibilidade a Insulina e da Tolerancia a Glicose

Para avaliagéo do perfil glicémico dos animais foram realizados testes de
sensibilidade insulinica e de tolerancia a glicose logo apds 30 dias de tratamento.
O teste de sensibilidade a insulina foi realizado pela manh&, com os animais no
estado alimentado, por meio da aplicag&o intraperitoneal de 0,75U de insulina/kg
de peso corporal. A fim de mensurar a glicemia, foram coletadas amostras de
sangue da cauda. Uma gota de sangue foi coletada no tempo zero e com 30, 60,
90 e 120 minutos decorridos da aplicacdo de insulina. O teste de tolerancia a
glicose ocorreu também pela manh& com os camundongos em jejum durante 12
horas. Os animais receberam injecéo intraperitoneal de glicose a 2 mg/g de peso
corporal. O sangue foi coletado a partir de um pequeno corte da cauda para
monitorar os niveis de glicose no tempo zero, antes da aplicacdo, e nos tempos
15, 30, 60 e 90 min apos a injecdo de glicose. O aparelho utilizado para leitura
glicémica nos dois testes foi o Accu-Chek® Advantage (Roche). Com os
resultados foram realizados dois graficos com uma curva glicémica pelo tempo.

(Santos et al., 2008).

4.7 Determinacédo de colesterol total, triglicérides e HDL

As dosagens de colesterol total e de HDL foram feitas de acordo com o
método do colesterol oxidase pelo método da hidrélise de ésteres de colesterol
pela colesterol esterase, produzindo colesterol livre. Os niveis de triglicerideos
séricos foram medidos de acordo com o método enzimatico colorimétrico pelo
meétodo da hidrdlise dos triglicerideos pela lipase lipoprotéica, produzindo glicerol
livre fosforilado pela glicerol quinase. Cujo produto sofre a acao da glicerol-P-

oxidase, que em presenca de oxigénio, produz peroxido de hidrogénio. Tais
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dosagens de colesterol e triglicerideos foram feitas por meio de kits comerciais

utilizando kits da empresa Doles, Brasil (Santos et al. 2008).

4.8 Eutanasia dos animais

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo sem uso de anestésicos.
Apés a decapitacdo o sangue foi, imediatamente, coletado em tubos de vidro,
centrifugados a 3300rpm por 10 minutos e o plasma foi coletado para a
realizacdo das dosagens. Além disso, foram coletados os seguintes tecidos:
tecidos adiposos brancos epididimal, mesentérico e retroperitoneal; tecido
adiposo marrom e figado. Os tecidos foram coletados e pesados imediatamente
apos a eutanasia, em seguida foram congelados em nitrogénio liquido e
estocados no freezer a -80°C para posteriores andlises de histologia e PCR

(Santos et al. 2013).

4.9 Histologia

Os cortes histoldgicos foram realizados a fim de verificar o nimero e a
area de adipdcitos do tecido adiposo branco epididimal dos animais. Apés a
eutanasia o tecido adiposo epididimal foi armazenado a -80 ° C. Antes do
processamento para emblocar em parafina foi necesséario a reidratacdo dos
tecidos com lavagem em série de etanol (70%, 50% e 30% em PBS) durante
uma hora em cada. Este processo evitou a quebra dos adipécitos.
Posteriormente, as amostras foram armazenadas em solucéo de formaldeido a
10% durante 24 horas. Logo depois as amostras foram colocadas no
processador automatico para impregnacdo, com os seguintes banhos (1h em

cada): etanol 70%; etanol 80%; etanol 90%; etanol 90%; etanol 100%; etanol
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100%; etanol 100%; etanol 100%; xilol1; xilol2; parafina e parafina. Apds este
processo os tecidos foram emblocados em blocos de parafina. Ao final foram
feitos cortes transversais de 5um e os tecidos foram corados com hematoxilina
e eosina. Os cortes foram analisados com microscopia de campo claro por meio
do microscopio Olympus BX50®. Foram mensurados a area e nimero de células

utilizando o software NIS-ELEMENTS® BR 2.30 (Andrade et al., 2014 c).

4.10 RT-PCR

Para a andlise da expressdo genética de importantes fatores ligados a
obesidade foi utilizado o RT-PCR. O tecido adipose branco epididimal foi
utilizado para extragdo de RNA. O RNA total foi extraido por meio da
homogeneizacgao do tecido na presenca do reagente TRIzol® (Invitrogen Corp.®,
San Diego, CA, USA) na proporcéo de 1 ml para cada 50 mg de tecido. Para
cada 1ml de trizol 0,2ml de cloroformio (Merck®) foi utilizado para formacao da
fase aquosa. O RNA foi precipitado com isopropanol a 100%, lavado com etanol
75% e ressuspendido com agua Depc. A concentracdo e a pureza foram
determinadas por espectrofotdmetro pela absorbéncia a 260 nm (A260) e pela
razdo das absorbéncias A260 / A280, respectivamente. Para prevenir a
contaminagao com DNA gendmico e com atividade RNAse as amostras de RNA
foram tratadas com DNAasel ® (Invitrogen Life Technologies).

O RNA total extraido e tratado com DNAase foi retro transcrito e
amplificado para a sintese do cDNA por meio da a M-MLYV transcriptase reversa
(Invitrogen Corp.®). Para a retro transcricao 2 ug de RNA e 0,5 ug de primer
foram incubados a 37°C por 60 min na presenca de 5 ul de tampao de reacao

M-MLV, 1,25ul de dNTPs, 25U de Rnasin recombinante, 200 U da transcriptase
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reversa M-MLV e 10 mM de DTT em um volume final de 25 pl. Os reagentes
utilizados foram da empresa Promega® Corporation (USA) (Andrade et al., 2014
c. Santos et al., 2008). Os genes especificos NF-kB, MCP-1 e SREBP-1 cDNA

foram amplificados por meio de primers especificos (Invitrogen®).

4.11 Anédlise Estatistica

Os dados obtidos foram transferidos para o software GraphPad Prism
(verséo 5.0, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA) e analisados com
confianca de 95% (P <0,05). Os dados foram expressos como Média + SEM . A
significancia estatistica das diferencas nos valores médios entre 0s grupos de
camundongos foi avaliada por one-way ANOVA e two-way ANOVA seguido por

pés-teste de Bonferroni (Santos et al., 2008).

5. RESULTADOS

5.1 Inducéo da obesidade

A anadlise do peso corporal dos animais mostrou que o grupo HF
respondeu como o esperado a ingestdo da dieta e obteve aumento significativo
do peso corporal comparado ao grupo ST. O grupo ST obteve aumento de 7,578
+ 1,382 gramas de peso corporal, ja o grupo HF obteve aumento de 10,87 +

1,955 gramas de peso corporal ao logo de 30 dias (Figura 5).
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Figura 5. Peso corporal relativo antes do tratamento. Os dados representam média + SEM e

foram analisados por meio do teste two-way ANOVA. Seguido pelo p6s-teste de Bonferroni. Foi

considerado estatisticamente significante * p<0,05; **P<0.01; ***P<0.001.

5.2 Peso corporal, adiposidade, consumos alimentar e energético

As analises de peso corporal dos animais durante os tratamentos

revelaram que o tratamento com L-Sc foi 0 mais eficaz para a diminuigéo do peso

corporal. Os animais HF tratados com L-Sc perderam cerca de 6 gramas de peso

corporal ao longo de todo o tratamento comparado com os animais HF L. (Figura

6).
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Figura 6.
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Figura 6. Peso corporal durante o tratamento. A) Peso corporal absoluto. B) Peso corporal
relativo. Os dados representam média + SEM e foram analisados por meio do teste two-way
ANOVA. Seguido pelo pds-teste de Bonferroni. Foi considerado estatisticamente significante

*»**P<0.001.

Os dados de ingestao alimentar e ingestao caldrica comprovaram que o
aumento do peso corporal dos animais HF ndo se deveu ao aumento de ingestéo

alimentar e sim ao aumento de ingestéo calorica (Figura 7).
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Figura 7.
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Figura 7. Ingestédo de dieta. A) Consumo alimentar (g de dieta por animal por dia). B) Consumo
energético (Kcal de dieta por animal por dia). Os dados representam média + SEM e foram
analisados por meio do teste one-way ANOVA. Seguido pelo pés-teste de Bonferroni. Foi
considerado estatisticamente significante **P<0.01. Todos os grupos HF vs. Todos os grupos

ST.

Além disso, com os dados de peso dos tecidos adiposos brancos epididimal,

retroperitoneal e mesentérico foi possivel confirmar que o aumento do peso
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corporal dos animais HF foi devido ao aumento de deposicao de lipideo no tecido

adiposo branco (Figura 8).
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Figura 8. Peso dos tecidos adiposos. A) Adiposidade, B) TAE, C) TAR, D) TAM, E) TAMR. Os

dados representam média + SEM e foram analisados por meio do teste one-way ANOVA.
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Seguido pelo pés-teste de Bonferroni. Foi considerado estatisticamente significante * p<0,05;

*P<0.01; **P<0.001.

5.3 Teste de tolerancia a glicose e teste de sensibilidade a insulina

Apo6s 30 dias de tratamento os TTG e de TSI foram realizados. Os
resultados do TTG revelaram que o esclareol aumentou a tolerancia a glicose
nos animais tratados, sendo que houve melhora mais pronunciada nos animais

tratados com L-Sc (Figura 9).
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Figura 9.Teste de tolerancia a glicose. A) TTG B) Area sob a curva. Os dados representam a
média + SEM e foram analisados por meio dos testes two-way e one-way ANOVA . Seguido pelo
pos-teste de Bonferroni. Foi considerado estatisticamente significante **P<0.01; ***P<0.001 HF

L vs. Todos os grupos ST e HF L-Sc. A.S.C= Areas sob a curva.

O TSI foi realizado nos animais em jejum e revelou que o grupo HF L-Sc
apresentou melhor resposta insulinica comprada ao grupo HF L. Apls a
administracdo de insulina seguida da queda glicémica, os animais HF tratados
com L-Sc responderam de forma similar aos animais ST L. Os resultados
mostraram a eficiéncia do tratamento com L-Sc na melhora do perfil glicEmico

de animais obesos (Figura 10).
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Figura 10. Teste de sensibilidade a insulina. A) TSI B) Area Sob a curva. Os dados
representam a média + SEM e foram analisados por meio dos testes two-way e one-way ANOVA.
Seguido pelo pds-teste de Bonferroni. Foi considerado estatisticamente significante **P<0.01;

**+P<0.001 HF L vs. Todos os grupos ST e HF L-Sc. A.S. C= Areas sob a curva.

5.4 Dosagens plasmaticas

O sangue periférico foi coletado no momento da eutanasia para as
andlises plasméticas. Ndo houve alterac@o nos niveis tanto de colesterol total
quanto de triglicerideos, entre todos os grupos. O esclareol em nanoformulagéo
lipidica foi eficiente para aumentar os niveis plasmaticos de HDL no grupo HF L-

Sc comparado com o grupo HF L (Figura 11).

Figura 11.
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Figura 11. Dosagens plasmaticas. A) Colesterol total. B) Triglicerideos. C) HDL. Os

dados representam média + SEM e foram analisados por meio do teste One-way ANOVA.

Seguido pelo pés-teste de Bonferroni. Foi considerado estatisticamente significante * p<0,05.

5.5 Histologia

As andlises histolégicas do tecido adiposo branco epididimal revelaram

gue os animais HF apresentaram hipertrofia dos adipécitos. O tratamento com

esclareol diminuiu a area dos adipdcitos. Entretanto o tratamento com L-Sc foi

mais eficaz comparado com o tratamento apenas com Sc. Estes resultados

demonstram que, possivelmente, a perda significativa de peso dos animais HF

L-Sc refere-se a uma menor acumulagéo de gordura pelo tecido adiposo (Figura

12).
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Figura 12.
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Figura 12. Histologia. A) Area dos adipdcitos. B) Imagens representativas do TAE de cada grupo
corado em HE. Os dados representam média + SEM e foram analisados por meio do teste One-
way ANOVA. Seguido pelo pds-teste de Bonferroni. Foi considerado estatisticamente significante

* p<0,05; ***P<0.001.

5.6 RT-PCR
As analises de expressao de mRNA indicaram que houve diminuicdo da
expressao de NF-kB, MCP-1 e SRBP-1 no TAE do grupo HF L-Sc comparado

ao grupo HF L. Esses resultados mostraram que o L-Sc foi eficiente em reduzir
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a expressao de marcadores de citocinas pré-inflamatérias e de adipogénese

(Figura 13).
Figura 13.
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Figura 13 RT- PCR. Expressado génica de mRNA: A) SREBP-1. B) NF-kB. C) MCP-1. U.A.=

Unidade arbitraria. Os dados representam média + SEM e foram analisados por meio do teste
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One-way ANOVA. Seguido pelo poés-teste de Bonferroni. Foi considerado estatisticamente

significante * p<0,05; **P<0.01.

6. DISCUSSAO

Neste estudo, foi avaliada a administragéo intraperitoneal de L-Sc e Sc
em camundongos obesos induzidos por dieta hiperlipidica. Os principais
resultados foram: (i) reducédo do peso corporal (i) reducdo da adiposidade
corporal, (iii) melhora do perfil glicémico, (iv) aumento do HDL plasmatico e (v)
diminuicdo da expressdo de marcadores inflamatdérios e lipogénicos (Figura 14).
O aumento de tecido adiposo é responsavel por causar o0s prejuizos metabdlicos
da obesidade. Dessa forma, neste estudo, a administracao de L-Sc foi eficaz em
melhorar o perfil metabdlico de camundongos obesos, principalmente, devido a
diminuicdo do excesso de gordura corporal.

O acumulo de gordura corporal esta relacionado a ocorréncia de
problemas de saude, como resisténcia a insulina, diabetes e hiperlipidemia
(Andrade et al., 2014 b; Santos e Andrade, 2014 e Santos et al., 2010). Em
pessoas obesas, as complicacbes metabdlicas ocorrem frequentemente devido
a alteracdo na secrecdo de adipocinas, ao aumento das citocinas inflamatorias
e ao acumulo de lipidios na circulacdo, o que contribui para o prejuizo da
sinalizacdo da insulina (Santos e Andrade, 2014). As complicagbes metabdlicas
decorrentes de acumulo de glicose no plasma podem evoluir para insuficiéncia
renal, amputac¢oes, aumento do risco de doencga arterial coronariana e acidente
vascular cerebral (Taylor, 1999). Outras complicacdes da resisténcia a insulina

sdo: aumento da producgdo de acidos graxos livres, aumento da gliconeogénese

hepética, aumento da producéo hepética de VLDL e diminui¢cdo do HDL (Santos
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e Andrade, 2014). O aumento dos niveis de lipideos circulantes e a secre¢ao
alterada de adipocinas podem causar hiperlipidemia; uma condigcdo também
associada a baixos niveis de HDL circulantes (Grundy et al., 2004 e Taylor,
1999).

Tratamentos que visdo a diminuicdo do sobrepeso variam desde
mudancas de estilo de vida, tratamentos farmacologicos até cirurgias bariatricas.
As alteracdes no estilo de vida com a atividade fisica e a modificacdo de
comportamentos podem contribuir para a perda de peso, mas apos 1 — 5 anos,
aproimadamente 90% dos pacientes retornam ao peso inicial ou 0 aumentam.
Quando tais alteragbes ndo sao suficientes ou eficazes, tratamentos
medicamentosos podem ser indicados, entretanto, o perde-se em média apenas
entre 2 — 8kg de peso corporal (Madsbad, 2014). Por este motivo, € de extrema
importancia o estudo de produtos naturais para o tratamento da obesidade.

Foram feitos varios esforcos no estudo de compostos naturais a fim de
prolongar o tempo de permanéncia do farmaco e melhorar a sua farmacocinética.
Os transportadores lipidicos sdo capazes de melhorar as propriedades
farmacocinéticas de farmacos lipofilicos. A utilizacdo de SLN e NLC como
transportadores para diferentes farmacos € vantajosa porque tem pouca ou
nenhuma toxicidade, é estavel, tem liberacdo controlada, biodisponibilidade
crescente e também pode minimizar a degradacdo da droga (Mussi et al., 2013).
O esclareol é um exemplo de diterpeno extraido de plantas que pode ter seu
efeito bioldgico aumentado quando encapsulado em carreadores lipidicos.

O esclareol € um diterpeno lipofilico que possui atividade anti-inflamatéria
diminuindo os niveis de citocinas pro-inflamatorias, diminui o crescimento celular

induzindo apoptose em células com cancer e aumenta a concentragdo de
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adenosina 3',5'-monofosfato ciclico (AMPc) no cérebro de camundongos. (Dimas
et al., 2007; Georgieva, 1989; Hatziantoniou et al., 2006; Huang et al., 2012 e
Mahaira, 2011). Apesar dos beneficios farmacoldgicos, o esclareol tem alta
lipofilicidade, o que dificulta o transporte no plasma e sua administragcao para
estudos in vivo (Hatziantoniou et al., 2006). Neste trabalho n6s mostramos que
as nanoparticulas lipidicas solidas modularam positivamente o esclareol. Uma
vez que, ndo foram observados sinais de toxicidade e foram obtidos resultados
positivos comparado com a formulacao livre, como por exemplo, diminuigdo de
tecido adiposo nos animais obesos.

O tecido adiposo branco atua como um importante érgdo endocrino, uma
vez que os adipocitos secretam fatores que regulam o metabolismo de lipidios e
da glicose em todo o corpo (Santos e Silva, 2014). Assim, os farmacos que visam
reduzir o excesso de tecido adiposo branco sao eficazes no tratamento da
obesidade e de distlrbios metabdlicos (Andrade et al., 2014). A administracédo
por via IP de L-Sc revelou-se eficaz na reducdo da gordura corporal e,
consequentemente, na reducdo do peso corporal dos camundongos HF. Devido
a sua estrutura e a sua caracteristica quimica, o esclareol tende a se acumular
no tecido adiposo (Environment Canada, 2013). De forma interessante, o
tratamento com L-Sc em camundongos obesos aumentou o peso do tecido
adiposo marrom, ndo apresentou efeito anorexigeno (confirmado pelo consumo
alimentar) e aumentou o nivel de HDL plasmatico. Esses resultados sugerem
que, nos animais HF L-Sc houve um aumento de atividade termogénica, com
aumento do gasto energético e consequentemente diminuicdo do peso corporal

e da adiposidade (Saito, 2013)
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A diminuicdo da gordura corporal pode restaurar a homeostase
metabdlica por meio da normalizacéo da secre¢cdo de importantes adipocinas. A
administragao intraperitoneal de L-Sc foi eficaz na melhora do perfil glicémico em
camundongos obesos com resisténcia a insulina. A obesidade € uma das
principais causas de resisténcia a insulina (Donath, 2014). Assim, uma
intervencdo que melhore a obesidade abdominal e a resisténcia a insulina tem
implicagbes importantes para a prevencdo do diabetes tipo 2. A analise
histoldgica do tecido adiposo epididimal indicou que os camundongos HF L-Sc
diminuiram a &rea de adipd6citos em comparacdo com o grupo HF L. Assim, as
nanoparticulas lipidicas de esclareol melhoraram o perfil glicémico dos
camundongos obesos, por diminuir o acumulo de lipideos nos adipécitos. Este
estudo sugere que o uso de L-Sc pode prevenir a ocorréncia de diabetes melito
tipo 2.

Outro importante resultado deste trabalho foi o aumento dos niveis
plasméticos de HDL nos animais HF L-Sc. A dislipidemia é um disturbio
metabdlico caracterizado por niveis plasmaticos elevados de triglicerideos,
colesterol total e baixo HDL (Santos e Andrade, 2014). A dislipidemia é
frequentemente associada a complicacbes da obesidade e da sindrome
metabdlica e é considerada um fator de risco para doenca cardiovascular
(Santos et al., 2013 a). O nivel de HDL tem uma raz&o inversa com o risco de
doenca arterial coronaria. A diminuicédo do nivel de HDL é considerada fator de
risco, enquanto o aumento de HDL é considerado fator protetor (Cohen e Rader,
2001). HDL exibe propriedades antioxidantes, remove 0 excesso de colesterol

das células, ajuda na manutencéo da funcao das células endoteliais e fornece

protecdo contra trombose, inibindo a atividade pro-coagulante induzida pelo
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calcio e mantendo a viscosidade do sangue normal. Uma vez que, a
administracdo de L-Sc aumentou os niveis de HDL em camundongos HF, é
possivel que as nanoparticulas lipidicas de esclareol tenham um papel protetor
para a dislipidemia e suas consequéncias. Além da dislipidemia, a obesidade e
a resisténcia a insulina também s&do associadas ao estresse oxidativo e ao
aumento da inflamacéo, principalmente no tecido adiposo branco.

Em pacientes obesos, o tecido adiposo branco é caracterizado por
inflamacé&o de alta intensidade e aumento da secrecéo e expressao de citocinas
pro-inflamatorias e lipogénicas, incluindo NF-kB, MCP-1 e SREBP-1 (Heijden et
al., 2015; Lee e Lee, 2014 e Santos e Silva, 2014). O NF-kB esta envolvido em
varias respostas celulares principalmente na inflamacdo vascular, estresse
oxidativo e disfuncao endotelial. A dieta rica em gordura leva ao aumento da
inflamacéo vascular por meio de diferentes vias de sinalizagdo, uma delas esté
ligada ao aumento do estresse oxidativo, a reducdo dos mecanismos
antioxidantes enddgenos e a ativacdo de NF-kB (Quilley, 2010). O aumento de
NF-kB estd envolvido em varias complicagcbes metabdlicas, incluindo o
desenvolvimento da resisténcia a insulina (Carlsen et al., 2009). MCP-1 € um
fator quimiotactico para mondcitos e é super-expresso na obesidade. Kanda H
et al., 2014, mostraram que o aumento da expressdao de MCP-1 no tecido
adiposo branco e no figado aumenta a infiltracdo de macréfagos e favorece a
esteatose hepatica e a resisténcia a insulina (Hatziantoniou et al., 2006; Lee e
Lee, 2014 e Santos e Andrade, 2014). Ademais, a intensidade da lipogénese
depende dos niveis de glicose e de insulina na circulacdo. Este processo ocorre
por meio da atividade de fatores de transcricdo especificos. Por exemplo, a

proteina SREBP-1c, que € ativada pela insulina. SREBP-1 ativa a expressao de
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genes glicoliticos e lipogénicos e aumenta o metabolismo da glicose e de lipideos

(Ferré e Foufelle, 2010). Varios estudos mostram o aumento da expressao de

SREBP-1 em animais obesos (Andrade et al., 2014 c e Feltenberger et al., 2013).

Neste trabalho o tratamento com L-Sc diminuiu a expresséo de MCP-1, NF-kB e

SREBP-1 no tecido adiposo branco. O esclareol em nanoformulacéo lipidica

protege os adipdcitos da superexpressdo de fatores pro-inflamatorios e pro-

lipogénicos.

1. Esclareo| incorporadoem nanoparticulas lipidicas salidas.
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Figura 14. Esclareol em nanoparticulas lipidicas melhora o

obesos.

7. CONCLUSAO

metabolismo de camundongos

Em conclusdo, o presente estudo revelou que a nanoparticula lipidica

modulou o esclareol aumentando sua eficacia. A administragdo intraperitoneal

de L-Sc em camundongos obesos induzidos por dieta HF foi eficaz na melhora
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do perfil metabdlico, na diminuicdo da adiposidade, no aumento dos niveis de
HDL e na melhora do perfil glicémico. O efeito de L-Sc estad associado, pelo
menos em parte, a diminuicdo da expressao de citocinas pré-inflamatérias (NF-
kKB e MCP-1) e do marcador de lipogénese SREBP-1. Assim, 0 uso de L-Sc pode
ser promissor para o tratamento de disturbios metabodlicos causados por

aumento no tecido adiposo.
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