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RESUMO

A obesidade é definida como uma doenca multifatorial caracterizada pelo acumulo
excessivo de gordura e a uma inflamacdo cronica de baixa intensidade. Algumas
substancias quimicas presentes em plantas sdo associadas com a prevencdo ou o
tratamento da obesidade. A Rudgea viburnoides (congonha, congonha-de-bugre ou
bugre), espécie comum do Cerrado, € rica em substancias polifendlicas, flavonoides e
saponinas. Muitos estudos evidenciam que estas substancias apresentam potencial
antiinflamatério e antiobesogénico. O objetivo desse estudo foi avaliar se as folhas de
R. viburnoides eram capazes de tratar a obesidade e modular a disfuncdo metabdlica e
inflamatoria observada nos animais alimentados com dieta rica em carboidratos. Folhas
da planta foram coletadas, secas, moidas e submetidas a extracdo com solucdo
hidroalcéolica a 70%. O extrato foi obtido apds evaporacdo completa do solvente. Os
animais foram alimentados com dieta rica em carboidratos (HC) ou dieta controle (C)
por 8 semanas. Apés este periodo, a dieta HC foi suplementada durante 4 semanas
com trés diferentes doses 40, 80 e 160 mg/Kg do extrato bruto da planta. Os animais
alimentados com dieta HC apresentaram maior adiposidade, menores tolerancia oral a
glicose e sensibilidade a insulina, maior indice HOMA-IR e menor indice HOMA-B,
maiores concentragcbes de citocinas (TNF-a, IL-6) e quimiocina (CCL2) pro-
inflamatérias no figado e tecido adiposo, maior concentracdo de resistina e
adiponectina em relagdo aos animais alimentados com dieta controle. Nos animais que
receberam o extrato bruto da planta na menor dose, mesmo apresentando adiposidade
similar aos animais HC, observou-se reversdo da intolerancia a glicose e
insensibilidade a insulina, menor indice HOMA-IR e maior indice HOMA-B, menores
concentracbes de citocinas (TNF-a, IL-6) e quimiocina (CCL2) pro-inflamatérias no
figado e tecido adiposo, menor concentracao de resistina e nenhuma alteracéo do perfil
de adiponectina. A tratamento com R.viburnoides melhorou a tolerancia oral a glicose
e a sensibilidade a insulina, assim como a inflamacao sistémica e local dos animais

alimentados com dieta HC.

Palavras-chaves: obesidade, Rudgea viburnoides, nutracéuticos
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ABSTRACT

Obesity is defined as a multifatorial disease characterized by excessive fat
accumulation and a chronic low grade inflammation. Some chemicals substances
presents in plants are associated with the prevention or treatment of obesity. The
Rudgea viburnoides (congonha, congonha-de-bugre or bugre), a common species of
Cerrado (Brazilian Savana), is rich in chemicals substances such as polyphenols,
flavonoids, triterpenes and saponins. Several studies have shown that these
substances have anti-inflammatory and anti-obesity potentials. The present study aim to
evaluate whether the crude extract of R. viburnoides was able to modulate the
metabolic and inflammatory dysfunction observed in animals fed an isocaloric-high
carbohydrate diet. Leaves of the plant were collected, dried, ground and extracted with
water-alcohol solution to 70%. The extracts tested were obtained after complete
evaporation of the solvent. The animals were fed isocaloric high-carbohydrate (HC) diet
or control diet (C) for 8 weeks. After this period, the HC diet was supplemented during 4
weeks with three different doses 40, 80 and 160 mg / kg of crude extract of R.
viburnoides. The animals fed HC diet had higher adiposity, lower glucose tolerance and
insulin sensitivity, higher HOMA-IR and lower HOMA-B, higher concentrations of
proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-6) and chemokine (CCL2) in liver and adipose
tissue, higher serum concentrations of resistin and lower adiponectin than animals fed C
diet. The animals that received the crude extract of R.viburnoides at the lowest dose,
although had a similar adiposity in relation to HC animals, showed reversal of glucose
intolerance and insulin insensitivity, lower HOMA-IR and higher HOMA-B, lower
concentrations of proinflammatory cytokines (TNF-a, IL-6) and chemokine (CCL2) in
liver and adipose tissue, lower serum resistin with no change in adiponectin profile. The
treatment with R.viburnoides improved oral glucose tolerance and insulin sensitivity, as

well as systemic and local inflammation of the animals fed diet HC.

Key Word: obesity, Rudgea viburnoides, nutraceutical
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1. INTRODUCAO

A obesidade € definida como uma enfermidade crénica multifatorial que se caracteriza
pelo acumulo excessivo de gordura e um comprometimento da saude por estar
associada a outras condi¢des, como dislipidemia, diabetes e hipertensdo (WHO, 2004;
AHIMA, 2006; REILLY et al., 2003). A OMS estima que em 2015, cerca de 2,3 milhdes
de pessoas no mundo estardo com excesso de peso e 700 milhdes serdo obesas
(WHO, 2010). No Brasil, dados da ultima Pesquisa de Orcamentos Familiar 2008-2009
(POF), mostram percentuais preocupantes de excesso de peso e obesidade na
populacdo com mais de 20 anos de idade. A frequéncia de excesso de peso e
obesidade entre os homens foi de 50,1% e 12,4%, respectivamente. Entre as mulheres,

48% delas foram classificadas com excesso de peso e 16,9% com obesidade.

A obesidade é caracterizada pela hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo. O tecido
adiposo é composto por adipécitos e células do estroma vascular — pré-adipécitos,
células endoteliais, fibroblastos e numerosas células imunes (TILG & MOSCHEN,
2006; CANCELLO & CLEMENT, 2006). A hipertrofia deste tecido favorece o
recrutamento de macrofagos, producdo anormal de citocinas proé-inflamatérias,
aumento dos marcadores pro-inflamatérios de fase aguda e seus sinalizadores
(CANCELLO & CLEMENT, 2006; WELLEN, 2003; BACH-NGOHOU et al., 2002;
BULLO et al., 2003). Essa condicao relaciona-se as respostas inflamatorias cronicas
de baixa intensidade (IYER et al., 2010; MARTINEZ, HELMING & GORDON, 2009). As
alteracbes desencadeadas pelo desenvolvimento da obesidade resultam em
desequilibrios no metabolismo de glicose e acidos graxos principalmente (ECKEL,
GRUNDY & ZIMMET 2005; DANDONA et al., 2005). Esses, comumente se manifestam
por meio de alteracdes cardiovasculares e resisténcia a insulina e/ou diabetes tipo II,
agravando as doencas de maiores causas de morbidade e mortalidade nas sociedades
atuais (POWELL, 2007; VAN GAAL, MERTENS & DE BLOCK, 2006). Estas patologias
sdo denominadas doencas metabdlicas associadas a obesidade e estdo entre as mais
comuns e deletérias enfermidades (OGDEN et. al., 2006; LEFEBVRE & SCHEEN,
2001).

Muitas plantas medicinais usadas na medicina popular ja foram avaliadas quanto ao

seu potencial no tratamento e/ ou prevencao dessas doencas (MOK et al., 2007; AHN
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et al., 2007; NAVARRO-MOLL, 2000; NICOLETTI, 2007; TINDLE et al., 2005). Alguns
extratos de plantas jA sdo comercializados como nutracéuticos para esta finalidade
(DULAK, 2005; KAMBOJ, 2000). A avaliagéo do potencial de produtos naturais usados
tradicionalmente no tratamento da obesidade e comorbidades associadas é uma linha
de pesquisa recente e em desenvolvimento (KUMAR, BANJI & HARANI, 2011; XIA &
WENG, 2010; BADIMON, VILAHUR & PADRO, 2010; YUN, 2010; IYER et al., 2010;
HASANI-RANJBAR et al., 2009; CEFALU et al., 2008; YIN, XING & YE, 2008; JOYAL,
2004). O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo (BROOKS et al.,
2006; GIULIETTI et al., 2005; BRANDAO et al., 2008; BRANDAO et al., 2009), sendo
fonte importante para obtencdo de novas substéncias para o tratamento de
enfermidades, dentre elas, a obesidade.

Véarias plantas medicinais sdo usadas no Brasil como auxiliar em “regimes de
emagrecimento”. As folhas da espécie Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. (Rubiaceae)
vem sendo comercializadas e usadas para este fim (ALVES et al., 2004; NUNES et al.,
2003). Ao cha da planta é atribuida também propriedade diurética, hipotensora e
antireumatica (SIQUEIRA, 1981; BALBACH, 1980; PENNA, 1941; FONSECA, 1940;
FREISE, 1933, TRESVENZOL, et. al., 2006; CARVALHO, 2004; NUNES et. al., 2003;
DICKEL, RATES & RITTER, 2007).

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar o potencial da espécie R.
viburnoides (Cham.) Benth. no tratamento da obesidade e suas alteracbes metabolicas

em modelo animal. Os objetivos especificos foram:

v' Tracar o perfil fitoquimico do extrato bruto e suas fracdes por meio de métodos
cromatograficos como cromatografia de camada delgada (CCD) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE);

v' Submeter o extrato bruto, em trés diferentes doses, a ensaios in vivo para
verificar a eficicia no tratamento da obesidade induzida por dieta. Para tanto,
avaliar se o tratamento com o extrato bruto da planta interfere na (i) ingestao
alimentar, (i) no ganho de peso corporal, (iii) no indice de adiposidade
(adiposidade epididimal, retroperitoneal, mesentérica), (iv) na morfologia dos
adipécitos (diametro e area), (v) na tolerancia oral a glicose (vi) e na

sensibilidade a insulina.
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v’ ApOs determinar a melhor dose, avaliar a eficacia (vii) nos parametros
sorologicos como dosagens bioquimicas de lipidios (triacilglicerol e colesterol
total), glicose, insulina e de adipocitocinas (resistina e adiponectina), (viii) na
contagem total de células sistémicas, mononucleadas e neutréfilos e (ix) nas
concentracdes de citocinas (TNF-a, IL-6) e quimiocina (CCL2) pro-inflamatorias
nos tecidos hepaticos e adiposo epididimal.

v' Avaliar as condicdes nas quais a planta vem sendo comercializada nos
mercados populares.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Obesidade e inflamacao

A obesidade é uma desordem complexa com mdultiplos fatores desencadeantes como
0S genéticos e ambientais. A causa da obesidade € normalmente atribuida a
combinacdo destes fatores e as desordens bioldgicas especificas que regulam a
homeostase (WESTERTERP-PLANTENGA et al., 2007; LIN & LIN-SHIAU, 2006).

O sedentarismo e a ma alimentacao, caracteristicos da sociedade moderna, vém sendo
considerados 0s principais fatores ambientais que contribuem para o desenvolvimento
da obesidade. O consumo incorreto de alimentos com alta densidade cal6rica contribui,
nao somente com a epidemia da obesidade, mas também com a resisténcia a insulina,
a intolerancia a glicose, a hiperlipidemia e a hipertensédo (FERREIRA et al., 2011; WOO
et al.,, 2008; ESTADELLA et al., 2004; FRIED & RAO, 2003). O balanco energético
positivo, gerado pelo maior consumo e menor gasto caldrico, assim como o tipo de
macronutriente ingerido, carboidratos ou lipidio, favorece a hipertrofia e hiperplasia dos
adipécitos e, consequentemente, a resisténcia a insulina (SCHENK, SABERI &
OLEFSKY, 2008; GREENBERG & OBIN, 2006; BAHIA et al., 2006; WELLEN &
HOTAMISLIGIL, 2003; SALTIEL & KAHN, 2001). Na obesidade, a resisténcia a insulina
desenvolve-se em resposta a uma complexa alteracdo metabdlica que envolve
aumento de &cidos graxos livres (AGLs) circulantes, secre¢do de citocinas derivadas
de adipdcitos e inflamacao cronica de baixa intensidade (GREGOR & HOTAMISLIGIL,
2011; KANDA et al.,, 2006; WELLEN & HOTAMISLIGIL, 2005; SALTIEL & KAHN,
2001).

A obesidade foi primeiramente reconhecida como uma condi¢ao de inflamacéo cronica,
de baixa intensidade, no inicio da década de 90 (BACH-NGOHOU et al., 2002; BULLO
et al., 2003; WAJCHENBERG, 2000). Nesta época constatou-se também a expressao
do gene, que codifica a citocina pro-inflamatéria, denominada fator de necrose tumoral-
alfa (TNF-a), no tecido adiposo (HOTAMISLIGIL, SHARGILL & SPIEGELMAN, 1993).
O aumento desta citocina neste tecido foi relacionado a reducdo da sensibilidade a
insulina em roedores submetidos a um protocolo de obesidade induzida pela dieta
(SHORE & JOHNSTON, 2006; BERRY et al.,, 2006; HOTAMISLIGIL, SHARGILL &

SPIEGELMAN, 1993).
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O tecido adiposo € um tecido heterogéneo composto por adipdcitos maduros e por
células da fracdo estroma-vascular. Essa fracdo inclui pré-adipécitos, fibroblastos,
células endoteliais e macrofagos (TILG & MOSCHEN, 2006; CANCELLO & CLEMENT,
2006). Na obesidade, verifica-se que o0 aumento de macréfagos no tecido adiposo, em
particular no tecido adiposo visceral, € inicialmente precedido pelo processo de
migracdo de mondcitos do sangue para esse tecido. Os mondcitos quando presentes
no tecido adiposo visceral diferenciam-se em macréfagos (FERRANTE, 2007;
CANCELLO & CLEMENT, 2006; WELLEN, 2003; BACH-NGOHOU et al., 2002; BULLO
et al., 2003). O aumento do processo de quimiotaxia de mondcitos, a partir do sangue
para o tecido adiposo visceral, € mediado pela CCL2 (MCP-1 monocyte chemotactic
protein-1). O receptor para essa proteina, denominado CCR2, €& expresso em
monaocitos presentes no sangue e em macréfagos teciduais. Além disso, a expressao
da CCL2 correlaciona-se positivamente a adiposidade, sendo a sua expressao génica
maior no tecido adiposo visceral quando comparada ao subcutaneo (CANCELLO e
CLEMENTE, 2006; KANDA et al., 2006).

A resposta inflamatoria promove o aumento da sintese de diversas adipocinas. As
adipocinas sao citocinas produzidas pelo tecido adiposo e macréfagos residentes.
Essas estdo relacionadas a regulacdo da inflamacdo sistémica, e dentre elas, a
adiponectina tem ac¢ao anti-inflamatoria (COOK & SEMPLE, 2010; BULLO et al., 2007,
GREENBERG & OBIN, 2006) e a resistina tem acao pro-inflamatéria (LEHRKE et al.,
2004; VERMA et al.,, 2003). H& forte correlacdo entre a reducdo da concentracdo
plasmatica de adiponectina, aumento da concentracdo de resistina e o aumento da
resisténcia periférica a acdo da insulina. Quando ha diminuicdo da adiposidade,
observa-se um aumento da concentracdo plasmatica de adiponectina, diminuicdo de
resistina, reducdo da resposta inflamatéria e, como consequéncia, uma diminui¢do da
resisténcia periférica a agdo da insulina (COOK & SEMPLE, 2010; SHAH et al., 2008;
TILG & MOSCHEN, 2006; FANTUZZ| et al.; 2005).

Um conjunto de fatores, dentre eles, a sintese de adipocinas, quimiocinas e citocinas,
hipertrofia de adipdcitos, hipoxia no tecido adiposo e endotoxemia devido ao aumento
da concentracdo sanguinea de lipopolissacarideos contribuem para uma maior
infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011,
MARTINEZ, HELMING & GORDON, 2009; KENNEDY et al., 2009).
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Em individuos obesos, o recrutamento e a infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo
promovem inflamacdo local (Figura 1). Conforme relatado anteriormente, essa
inflamacdo € uma condicdo determinante no desencadeamento da resisténcia
periférica a insulina, cuja génese estad diretamente relacionada ao aumento da
concentracdo plasmatica de diversas citocinas pro-inflamatorias, como o TNF-q, IL-6 e
leptina (BULLO et al., 2007; SHAH et al.,, 2008; HOTAMISLIGIL, SHARGILL &
SPIEGELMAN, 1993).
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Figura 1 — Desenvolvimento do ciclo de inflamac@o e  ntre adipOcitos e macrofagos no
tecido adiposo obeso (adaptado de HIRAI et al., 201 0).

O TNF-a causa resisténcia a insulina ao inibir a fosforilagdo da tirosina presente no
substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1). Outros mecanismos de inibicdo da
fosforilacdo do IRS-1 por mediadores inflamatorios incluem a ativacdo crdnica das
proteinas Jun N-terminal quinase (JNK), proteina quinase C (PKC) e quinase do
inibidor do fator de transcricdo NF-kB (IKK) (BULLO et al., 2007; FERRANTE, 2007).
Além da sintese do TNF-a, o tecido adiposo produz outras adipocinas, como a IL-6 e a
CCL2, que atuam em diversas vias metabolicas, bem como na resposta pro-
inflamatéria (LUMENG, BODZIN & SALTIEL, 2007; KANDA et al., 2006).
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Observa-se um aumento da liberacdo de acidos graxos néo esterificados na circulacéo
sanguinea em resposta atividade lipolitica aumentada no tecido adiposo (CARVALHO,
COLACO & FORTES, 2006; CABALLERO, 2003). Acidos graxos nio esterificados
inibem o IRS-1 e, por consequencia, induzem a resisténcia periférica a insulina no
musculo esquelético e no figado. Entre os mecanismos associados a resisténcia
periférica a insulina induzida por acidos graxos nao esterificados estdo: (i) o estresse
oxidativo, (i) a ativacdo da PKC e (iii) o estresse do reticulo endoplasmatico
(KENNEDY et al., 2009; SHAH et al., 2008). O aumento do fluxo de acidos graxos nao
esterificados a partir do tecido adiposo para o figado promove resisténcia periférica a
acao da insulina nesse tecido, devido ao aumento da expressao e atividade da enzima
glicose-6-fosfatase, da gliconeogénese e da glicogendlise (SHAH et al., 2008;
FERRANTE, 2007).

A maior causa de desenvolvimento da obesidade e, consequentemente, das
desordens inflamatorias € o consumo excessivo e/ou desproporcional de gordura e/ou
carboidratos, além do desequilibrio energético. O excesso de peso em individuos
obesos € nutricionalmente paradoxal. Nestes, podem ser observado deficiéncia
nutricional mesmo diante de um grande consumo de alimentos, ricos em energia e
pobres em nutrientes (HIRAI et al., 2010; LING & BISTRIAN, 2009). Em contrapartida,
ha evidéncias de que dietas ricas em nutrientes tém o potencial de reduzir o peso e
melhorar os parametros inflamatérios relacionados a obesidade (MARKOVIC &
NATOLI, 2009; BARNES, 2008; FU et al., 2005).

As alteracdes metabdlicas relacionadas a obesidade podem ser prevenidas ou
atenuadas com a ingestao de alimentos que contenham substancias com o potencial
de controlar a inflamacdo sistémica e localizada em 0Orgdos metabdlicos como o
adiposo e o hepatico (HIRAI et al., 2010; WOO et al., 2007; KIM et al., 2003). Dentre
essas se encontram as substancias polifendlicas, saponinas, terpenoides e inimeras
vitaminas e minerais (KUMAR, BANJI & HARANI, 2011; XIA & WENG, 2010;
RODRIGUEZ et al., 2006; RICCARDI, CAPALDO & VACARO, 2005; CALDER & KEW,
2002).

A resposta inflamatoria na obesidade é regulada por diversos fatores transcricionais.
NF-kB e JNK representam importantes moduladores da expressédo génica inflamatoria

via TLR4 (tool-like receptor) nos tecidos adiposos. Sugere-se que as substancias
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quimicas contidas nos alimentos podem alterar o eixo TLR4/NF-kB ou TLR4/IJNK
(Figura 2). Essa alteracdo poderia ser Gtil na prevencgéo da resisténcia a insulina (HIRAI
et al., 2010; DING, JIN & CHEN, 2010; SEYMOUR et al., 2009).
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Figura 2 - Via de sinalizacdo da expresséo dos gene s inflamatérios no tecido adiposo e
prevencdo e/ou tratamento das patologias relacionad as com a obesidade por

substancias quimicas (adaptado de HIRAI et al.,, 201  0).

Além dessas vias de sinalizacdo, sabe-se que o PPARy (receptor ativado por
proliferadores de peroxissomos) é de fundamental importancia na inflamagéo. Este
fator de transcricdo esta envolvido na diferenciacdo e armazenamento de gordura nos
adipécitos e, consequentemente, com a sinalizacdo anti-inflamatéria via adipocito
(DING, JIN & CHEN, 2010; GOTO et al.,, 2010; KARSTEN, 2008). Os ativadores
sintéticos de PPARYy, tiazolidinedionas (TZDs), suprimem a producao de citocinas pro-
inflamatorias incluindo TNF-a (RICOTE et. al., 1998), estimulam a captacéo de glicose
e melhoram a sensibilidade a insulina (SPIEGELMAN, 1997).
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Assim, as substancias quimicas, inclusive as de fontes naturais, que atuam como
ligantes de PPARy podem ter potencial multiplo, incluindo efeitos antidiabéticos e anti-
inflamatorios (HIRAI et. al., 2010; DING, JIN & CHEN, 2010; SEYMOUR et al., 2009).

2.2.Substancias Naturais Bioativas

Alimentos de origem vegetal sdo fontes de energia, proteina, vitaminas e minerais e a
Gnica ou principal fonte de vitamina C, folato, fibras e substancias quimicas bioativas,
dos quais o metabolismo humano também €& dependente (BASTOS, ROGERO &
AREAS, 2009; IYER et al., 2010; HASANI-RANJBAR et al., 2009; CEFALU et al.,
2008;). Elas ocorrem tipicamente em pequenas quantidades nos alimentos e podem
desempenhar diversas funcdes em beneficio da saude humana (KUMAR, BANJI &
HERANI, 2011; XIA & WENG, 2010; BADIMON, VILAHUR & PADRO, 2010; YUN,
2010; YIN, XING & YE, 2008; CARRATU & SANZINI, 2005; JOYAL, 2004).

Estudos epidemioldgicos, que avaliam o efeito de dietas ricas em alimentos de origem
vegetal, apresentam resultados interessantes. Sugere-se que a ingestao de alimentos
ricos em substancias quimicas bioativas é capaz de reduzir o risco do desenvolvimento
de doencas crbnicas, como as cardiovasculares, canceres, distirbios metabdlicos,
doencas neurodegenerativas e enfermidades inflamatérias (CARRATU e SANZINI,
2005; CANDIDO & CAMPOS, 2005). Esses alimentos, ricos em substancias bioativas,
séo denominados alimentos funcionais (SOUZA et al., 2003; BRASIL, 1999).

Outra forma de uso das substancias quimicas bioativas € por meio dos produtos
denominados nutracéuticos. Os nutracéuticos sdo definidos como “aquele ingrediente
alimentar, aditivo ou produto elaborado a partir de um alimento que se comercializa na
forma de céapsula, pé ou outra apresentacdo ndo associada ao alimento, e que
apresentem beneficios médicos e de saude, incluindo a prevencéo e/ou tratamento da
doenca” (ALONSO, 2009; HUNGENHOLTZ & SMID, 2002). Ja os suplementos
nutricionais sdo produtos alimenticios feitos com o propésito de serem ingeridos na
forma de tabletes, farinha, géis, cdpsulas de gel ou gotas e que fornegcam vitaminas,
minerais, principios ativos de plantas, aminoacidos ou outra substancia dietética
(incluindo um concentrado metabdlico, componente, extrato ou combinacdo de
gualguer um dos referidos acima) podendo estar associado a um alimento (NOONAN &

NOONAN, 2004; KWAK & JUKES, 2001).
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E importante considerar que, independente dos conceitos, os efeitos benéficos a
saude, prevencédo e ou tratamento das doencas, deve-se ao conteudo de substancias
guimicas, presentes nos alimentos ou seus produtos. Diferentes grupos de substancias
sdo consideradas bioativas como carotendides, compostos fendlicos, fitoesterois e
compostos organosulfurados,

fitoestandis (fitoesterdis saturados), tocotriendis,

carboidratos néo digeriveis, dentre outras (HIRAI et al., 2010; HASANI-RANJBAR et al.,
2009; RODRIGUEZ et. al., 2006).

As substancias naturais bioativas sdo, em sua maioria, produtos do metabolismo
secundério. Geralmente, estdo relacionados com os sistemas de defesa das plantas
contra a radiacdo ultravioleta ou as agressdes de insetos ou patégenos (CARRIL &
GARCIA, 2009; MANACH et al., 2004; SIMOES, 1999). Algumas substancias s&o
proprias de alguma espécie ou género de plantas, outras sdo reunidas por um
complicado critério de classificacdo. A Figura 3 mostra um diagrama extraido da

literatura sobre esse assunto (FILHO, 2010).
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As substancias naturais bioativas se agrupam em quatro classes principais: 0s
terpenos (hormonios, pigmentos ou Oleos essenciais), as substancias fendlicas
(flavonoides, lignina e taninos), as substancias glicosidicas (saponinas, glicosideos
cardiotonicos, glicosideos cianogénicos e glicosinolatos) e os alcal6ides (CARRIL &
GARCIA, 2009; SIMOES, 1999).

Essas substancias, em sua maioria presente em plantas, exercem varias acdes do
ponto de vista bioldégico, como atividade antioxidante, modulacdo de enzimas de
destoxificacdo, estimulacdo do sistema imune, reducdo da agregacdo plaquetaria,
modulacdo do metabolismo hormonal, reducdo da pressdo sanglinea, atividade
antibacteriana e antiviral, entre outras (ALONSO, 2009; BAKKALI et al.,, 2008;
CARRATU e SANZINI, 2005; SPARG, LIGHT & STADEN, 2004).

A importadncia de plantas com capacidade anti-inflamatoria e antioxidante vem
crescendo diante da perspectiva de sua utilizacdo para prevencdo de certas doencgas,
principalmente as doencas e agravos nao transmissiveis (DANT), entre elas a
obesidade (KUMAR, BANJI & HARANI, 2011; DINDA et al., 2010; HASANI-RANJBAR,
2009). A capacidade das substancias naturais em regular a produgédo de citocinas e
sequestrar radicais livres explicam, em parte, a correlagdo entre sua ingestdo com a
reducao do risco de doencas (BADIMON, VILAHUR & PADRO, 2010; IYER et al., 2010;
CEFALU et al., 2008). Outro possivel mecanismo para esta correlacdo refere-se a
modulacdo génica que interfere em diferentes processos intracelulares envolvidos na
resposta inflamatoria e na defesa contra o estresse oxidativo (GOTO et al., 2010;
BASTOS, ROGERO & AREAS, 2009; SEYMOUR et al., 2009; JOYAL, 2004).

Muitos estudos mostram o potencial de plantas ricas em flavonoides e saponinas como
anti-inflamatoérias (YANG, et. al., 2010; KANG et al., 2009; PAE et al.,, 2008;
DEMBINSKA-KIEC et al.,, 2008; CEFALU et al., 2008) e essas substancias estédo
presentes nas folhas da R. viburnoides, objeto do presente estudo.

2.3.Flavonoides e Saponinas

Os flavonoides ocorrem na forma de agliconas, de glicosideos ou de derivados
metilados (SIMOES, 1999; MIDDLETON, 1984). As agliconas contém quinze a4tomos

de carbono em seu ndcleo basico: dois anéis de seis membros (A e B) ligados a uma
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unidade de trés carbono (C) (SOUSA et al, 2007; TAPAS, SAKARKAR & KAKDE,
2008). A Figura 4 mostra a estrutura quimica basica dos flavonoides (1) e de outras
classes derivadas de flavonoides (2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8).
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Figura 4 — Exemplos de estruturas quimicas dos flav ~ onoides (adaptado de TAPAS,
SAKARKAR & KAKDE, 2008).

Os flavonoides sdo os metabdlitos secundarios presentes em quantidades mais
relevantes nos vegetais (ZUANAZZI & MONTANHA, 2004, apud SIMOES et al., 2004).
A eles, sao atribuidas as funcdes de protecdo para a planta contra insetos, fungos e
bactérias, protecdo contra a incidéncia de raios ultravioleta e visivel e inibidores de
enzimas (CARRIL & GARCIA, 2009; MANACH et al., 2004). Como é€ tipico para as
substéancias fendlicas, elas apresentam potencial antioxidantes e quelantes de metais.
Também a eles sao atribuidas propriedades farmacoldgicas anti-inflamatorias,
antialérgicas, hepatoprotetoras, antitrombaticas, antivirais e anticancerigenas (TAPAS,
SAKARKAR & KAKDE, 2008; DILLARD & GERMAN, 2000).

JA4 as saponinas sao substancias encontradas como glicosideos esteroidais,
glicosideos alcalbides esteroidais ou glicosideos triterpénicos. As saponinas podem

ocorrer na forma de aglicona (sem molécula de acucar) sendo denominadas, assim, de
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sapogeninas. As saponinas apresentam caracteristica tensoativas, ou seja, sdo
capazes de se dissolverem em agua originando solu¢des afrogénica (espumantes), por
diminuicdo da tensdo superficial do liquido (CARRIL & GARCIA, 2009; MANETTI,
DELAPORTE & LAVERDE, 2009; GNOATTO, SCHENKEL & BASSANI, 2005). A
Figura 5 mostra exemplos de estruturas quimicas comum as saponinas esteroidais e

triterpénicas.

Figura 5 — Exemplos de estruturas quimicas das sapo  ninas. Glicosideos saponosidicos
do tipo esteroide (A., R=H hecogenina) e do tipo tr  iterpénico (B., R=H &cido glicirretinico)
(adaptado de MANETTI, DELAPORTE & LAVERDE, 2009).

Nos dultimos 50 anos, pesquisas revelaram inumeras atividades biolégica e
farmacoldgica para as saponinas entre elas antidiabética, contraceptiva, antifungica,
anti-inflamatoria e outras (DINDA et. al., 2010; Xl et al., 2010; BHAVSAR et al., 2009;
ZHAO et al., 2008).

Espécies da familia Rubiaceae, a qual pertence R. viburnoides, ja foram estudadas
para avaliar seu potencial hipoglicemiante, antiinflamatério e/ou antioxidante como
Palicourea rigida Kunth (ROSA et al., 2010), Nauclea latifolia Sm. (GOJI et al.; 2010),
Chomelia obtusa Cham. & Schitdl. (BARROS et al., 2008), Posoqueria acutifolia Mart.
(SOUSA et al., 2007), Mitragyna ciliata Aubrev. & Pellegr. (DONGMO et al.; 2003) e
Uncaria tomentosa (Willd.) (AGUILAR et al., 2002). Sugere-se que estas propriedades
sdo devidas principalmente a presenca de substancias polifendlicas e saponinas (GOJI
et al.; 2010; HAMERSKI et al., 2005; OLEA et al.,1997; YOUNG et al., 1998).
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2.4. Rudgea viburnoides (Cham.) Benth.

A R. viburnoides s&o atribuidos os nomes populares de congonha, congonha-de-bugre
ou bugre (BALBACH, 1980; PENNA, 1941; CORREA, 1909), cot6 (FONSECA, 1940;
FREIRSE, 1933), coto-coté (BALBACH, 1980; PENNA, 1941; HOEHNE, 1920), cha-de-
bugre (PENNA, 1941), congonha-de-getio (HOEHNE, 1920; CORREA, 1909). Esses
mesmos nomes populares sdo também atribuidos a outras espécies medicinais como
Villaresia congonha Miers (Cardiopteridaceae) (CRUZ, 1982; FREISE, 1933, HOEHNE,
1920), Luxemburgia polyandria, A. St.-Hil. (Ochnaceae) (CRUZ, 1982; PENNA, 1941),
Palicurea densifolia J. A. Schultes (Rubiaceae) (BALBACH, 1980; PENNA, 1941) e
Cordia salicifolia Cham. (Boraginaceae) (PENNA, 1941; BALBACH, 1980).

A planta € comum no cerrado brasileiro, sendo suas folhas e cascas utilizadas
tradicionalmente no Brasil e pela medicina popular sob a forma de chas
(TRESVENZOL et. al., 2006; CARVALHO, 2004; NUNES et. al., 2003; DICKEL, RATES
& RITTER, 2007). A esta espécie sao atribuidas propriedades anti-reumaticas,
antissifilicas, bem como, para o tratamento da dispepsia, como diurética, hipotensora e
“depurativa do sangue” (BALBACH, 1980; SIQUEIRA, 1981; PENNA, 1941; FONSECA,
1940; FREISE, 1933; SIQUEIRA, 1981; YOUNG et al., 1998; CORREA, 1984).

R. viburnoides (Figura 7, pg. 34) é uma arvore de 4-5 m, de altura, dotada de copa
globosa, com ramos novos densos-tomentosos e quando jovem, € um arbustro. O
tronco é curto e tortuoso com 15-25 cm de diametro, casca espessa, mais ou menos
suberosa e fissurada superficialmente. As folhas sdo opostas simples, curto-
pecioladas, grossas e rugosas, discolores, glabras na face superior e fusco-tomentosas
com nervuras salientes na face inferior e possuem de 9-17 cm de comprimento por 3-8
cm de largura. As flores sdo brancas, perfumadas e se reinem em inflorescéncias do
tipo paniculas, terminais e nas axilas da extremidade dos ramos. O fruto uma drupa
ovoide, de cor vermelho escura ou preta quando maduro, tem polpa carnosa e uma
Gnica semente. A espécie floresce em mais de uma época do ano, porém
predominando durante os meses de agosto a setembro. Os frutos amadurecem,
predominantemente, em junho e julho, sendo muito procurados pelos passaros
(LORENZI, 1998).
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Anatomicamente, verificou-se que folhas de R. viburnoides apresentam epiderme
pilosa, com estrias cuticulares e estbmatos paraciticos. Idioblastos com rafides foram
observados no mesofilo e cistélitos e canais mucilaginosos na medula da nervura
central (MANTOVANI et al., 1995; ALVES et al, 2004).

A planta é muito pouco estudada. Prospecc¢do fitoquimica e o perfil cromatografico
realizado por cromatografia em camada delgada (CCD) evidenciaram a presenca de
taninos, flavonoides, triterpenos, esterdides e saponinas (ALVES et al, 2004). Dos
frutos desta planta, YOUNG e colaboradores (1998) isolaram e identificaram um novo

triterpeno, a viburgenina. Esses autores isolaram também saponinas e os triterpenos

traquelosperogineo B e arjungenino (Figura 6).
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Figura 6 — Estrutura quimica dos triterpenos (1) vi  burgenina e (2) traquelosperogineo B
isolado dos frutos de R. viburnoides (adaptado de YOUNG et al., 1998).

Outro estudo demonstrou que o extrato etandlico bruto e suas fracdes (hexanica,
diclorometano, acetato de etila e metanol/ dgua), apresentam atividade antioxidante
dose-dependente (LIUBA, 2009).

Diante do possivel efeito antioxidante e antiinflamatério da espécie R. viburnoides,
tornou-se interessante investigar se o extrato bruto oriundo da mesma é capaz de tratar
a obesidade e as alteracfes metabolicas desencadeadas por dieta em modelo animal.
Assim, o presente estudo justifica-se pelo crescente interesse no desenvolvimento de
novos produtos, como 0s nutracéuticos, para o tratamento da obesidade e suas

alteracdes metabdlicas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MATERIAIS

3.1.1. Equipamentos

-Aparelho de GPS (Etrex)

-Microscopio (Olympus, B201)

-Balancga analitica (Shimadzu, AY220)

-Banho Maria (Fisatom, 550)

-Bomba de vacuo (Tecnal, TE0581)

-Centrifuga refrigerada (Hermle, Z323K)
-Cromatégrafo composto de bomba quaternaria, injetor automatico e detector e -UV-
DAD (Agilent, 1100)

-Destilador (Quimis)

-Estufa para secagem de plantas (Sociedade Fabbe)
-Freezer (Electrolux, FE26)

-Homogeneizador (Omni Internacional, TH)

-Leitor de ELISA (Bio-tek Instruments, EL800)
-Liofilizador (Interprise 1)

-Microcamera (JVC, TK-1270/RGB)

-Moinho de facas (Tecnal, TE-625)

-Rotavapor (Fisatom, 802)

-Sistema de purificacdo de agua (MILLI-Q, Plus)
-Vértex (Phoenix, AP56)

3.1.2. Reagentes e solventes

Os solventes utilizados eram de grau analitico, exceto os usados na CLAE, que era de

grau cromatogréfico (acetonitrila).

-Acetato de Etila
-Acetonitrila (Merck)
-Acido acético

-Acido formico
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-Acido sulfarico (Synth)

-Acucar refinado (Unido)

-Agua

-Agua oxigenada (Synth)
-Albumina de soro bovino
-Alcool etilico (Synth)
-Anisaldeido sulfarico
-Aprotinina

-Cloreto de Sadio

-Cloreto Benzetbnio

-Cloridrato de Xilazina (Syntec)
-Cloroformio
-Difenilboratoetilamina

-EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid)
-Fluoreto de Fenilmetilsufonila
-Hexano

-Hidréxido de Aluminio (Teuto)
-lvermectina (Bayer®)

-Leite condensado (Moca®)
-Metanol

-n-butanol (Synth)

-Nitrogénio liquido (White Martins)
-Polietilenoglicol

-Quetamina (Vetaset)

-Racao Labina®

-Rutina

-Tween 20 (Sigma Chemical Co)

3.1.3. Outros materiais

-Alcobmetro (Alla France)

-Coluna para CLAE Phenomenex C18 (250 x 4.6 mm) 5um (Merck ®)

- Glicosimetro Accue-Check (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, Indiana, USA)
-Kits enzimaticos (Katal®)

-Kits ELISA (R&D Systems®)



-Membrana filtrante (Milipore)
-Pipeta automética multicanal e de volume variavel (HTL, Multimate)
-Placas de poliestireno (Nunc)

3.2.METODOS
3.2.1. Obtencao das folhas de R. viburnoides
As folhas de R. viburnoides (Cham.) Benth. foram coletadas na cidade de Curvelo,
Minas Gerais, na localizacdo geografica S 18°52'43,3” HO 44°35’31,2”, em 14 de abril

de 2010. A identificacdo taxonbmica da espécie foi realizada pela botanica Dr2 Juliana
de Paula-Souza.

Figura 7 — R. viburnoides frutificada (Fonte: DATAPLAMT, 2010).

A espécie coletada possui uma exsicata depositada no herbario do Departamento de
Botanica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB/UFMG) sob o nimero BHCB 148205.
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3.2.2. Preparacao das folhas para estudo

3.2.2.1. Secagem

As amostras de folhas de R. viburnoides foram secadas em estuda a 35°C, por 48h. As
folhas foram secadas entre os dias 18 e 23 de abril de 2010. Foram obtidos 1124,87 g
de folhas secas.

3.2.2.2. Moagem

Apoés secagem, as folhas foram pulverizadas em moinhos de facas, até granulometria
de 14 mesh. As amostras secas e moidas foram armazenadas em frascos de vidro em

temperatura de -1°C, para posterior extracao.

3.2.3. Preparacao do extrato bruto (EB) e suas frag  0es

O processo utilizado para a preparacdo do extrato bruto da R. viburnoides foi a
percolacdo a frio. Para a producdo desse extrato, foi utilizado p6 das folhas e alcool

etilico 70 GL°, como solvente extrator.

ApOs o processo de percolacdo, o percolato foi concentrado a vacuo até residuo,
obtendo-se o extrato bruto (EB). Em seguida, parte do extrato bruto foi liofilizada para
obtencdo de um residuo seco que foi usado nos testes farmacoldgicos. A outra parte
do extrato bruto foi submetida a fracionamento quimico. Este teve por objetivo separar
componentes de acordo com suas polaridades. Para isso, cerca de 90g do EB foi
resuspenso em agua destilada. A suspensao obtida foi transferida para um funil de
separacao e, em seguida, solventes, com diferentes polaridades, foram adicionados.

Primeiramente, o hexano foi adicionado para extrair componentes de baixa polaridade
tais como, gorduras, clorofila, éleos essenciais e triterpenos, formando a fracao
hexénica (fahex). Contrariando a ordem de extragdo com solventes de polaridade
crescente, a extracdo com n-butanol antecedeu a extracdo com acetato de etila. Isto foi
necessario porque com o acetato de etila, houve formacéo de emulsao persistente, que

impediu a separacdo das fases. Esta solucdo foi concentrada a vacuo até completa
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evaporacao do acetato de etila, seguindo a extracdo com n-butanol. Assim, o n-butanol
saturado com agua foi adicionado para a extracdo de glicosideos, saponinas e outros
compostos de alta polaridade, formando a fracdo n-butandlica (fabut). Em seguida, o
acetato de etila foi adicionado para extrair componentes de polaridade intermediaria,
principalmente, os flavonoides, formando a fracdo acetato de etila (Facet). Uma vez
terminado esse fracionamento, as fragBes obtidas foram concentradas a vacuo até
secagem completa e armazenadas a 4 °C. A Figura 8 ilustra o processo de

fracionamento adotado.

11#4,87 g das folhas de R. viburnoides

l 1) Extracao com etanol 70°GL

Extrato Hidroalcoolico 70°GL

l 2) Concentrar até secagem (rotavapor)

Extratoseco (Extrato bruto- EB)

l 3) Ressuspensao em agua destilada
Extrato aguoso

4) Extracao com Hexano

| |

Fragao Hexanica Fracdo aguosa

5) Extracdo com n-Butanol

| |

Fracao aguosa  Fragao n-Butanolica (Fabut)

| 6) Extracao com Acetato de Etila

Fracdo aguosa Fragao Acetato de Etila {(Facet)

Figura 8 — Processo de preparo dos extratos e fragd  es
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3.2.4. Caracterizacao das substancias quimicas em E B e suas fracfes

a) Cromatografia em camada delgada (CCD): Para a caracterizacao dos flavonoides e
saponinas em EB, Fahex, Fabut e Facet, 20 mg de cada amostra foram dissolvidos em
2 mL de metanol. Uma pequena aliquota (10 — 20 pL) foi aplicada, com o auxilio de um
capilar graduado, em uma placa de vidro coberta com silica gel. Essa placa foi
colocada em uma cuba cromatografica contendo o eluente especifico para cada classe
de substancia. Apos a eluicdo, a mesma foi borrifada com o revelador apropriado para
a caracterizacao de cada classe de susbstancias (WAGNER & BLANDT, 1996).

Para a identificacdo de flavonoides, o eluente utilizado foi uma mistura de acetato de
etila: acido acético: acido férmico: agua (100:11:11:26). A placa foi revelada com
difenilboratoetilamina 1% em metanol (NP) seguido de polietilenoglicol 4000 1% em
etanol (PEG). A placa foi aquecida por 5 min, a 105 °C e, em seguida, visualizada em
luz ultravioleta (UV) a 365 nm.

Para a caracterizacdo das saponinas, o eluente utilizado foi uma mistura de
cloroférmio: metanol: agua (70:30:4). A placa foi revelada com anisaldeido sulfarico. A
placa foi aquecida por 5 min, a 105 °C e visualizada no visivel.

b) Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE): A CLAE foi utilizada com o objetivo
de identificar os componentes presentes no extrato, em especial os flavonoides e
saponinas. O cromatografo utilizado (Agilent®) constitui de bomba quarternéria, auto
injetor, forno com temperatura programavel, detector DAD (diode array detector) e
programa (software) para captura e andlise dos dados.

As condigbes cromatograficas utilizadas para a identificacdo foram: coluna,
Phenomenex C18, 250 x 4,6 mm, 5 um (Merck); deteccdo, 205 - 254 nm; volume de
injecdo; 20 pL; fluxo, 1 mL/min; sistema de solvente, acetonitrila (A) e agua (B);
gradiente de eluicdo: 5% a 100% de A de 0 a 60 min, 100% de A de 60 a 70 min.
Reequilibrio da coluna: 100% a 5% de A de 70-75 min, 5% de A de 75-80 min.

b.1) Padrdo de flavondide: A rutina foi o flavondide utilizado como padrédo para a

determinacdo de tempos de retencdo. Esta substéncia (0,5 mg) foi dissolvida,
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separadamente, em 0,5 mL do sistema de solvente acetonitrila:agua (1:1) usado na

CLAE de modo a se obter uma concentracao final de 0,5 mg/mL.

b.2) Amostras: No preparo das amostras utilizou-se 4 mg do EB e suas fracdes (fahex,

fabut e facet) que foram dissolvidos em 4 mL do sistema solvente acetonitrila:agua
(1:1) usado na CLAE de modo a se obter, também, uma concentracdo final de 1
mg/mL.

3.2.5. Ensaios biolégicos

3.2.5.1. Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c jovens (idade aproximada
de 4 a 5 semanas), provenientes Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO —ICB/UFMG). Os animais
foram mantidos em gaiolas de plastico, contendo, no maximo, 6 animais/gaiola no
Biotério da Faculdade de Farméacia da Universidade Federal de Minas Gerais
(FAFAR/UFMG).

Os procedimentos experimentais realizados neste estudo foram executados de acordo
com os principios éticos da experimentacdo animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA), e foram aprovados conforme
CERTIFICADO N° 159/2010 (ANEXO 1).

3.2.5.2. Vermifugacéao

Os animais foram vermifugados com ivermectina, solugdo a 0,08%, por 7 dias,

veiculado na mamadeira de agua. Os ensaios bioldgicos se iniciaram logo depois.

3.2.5.3. Preparo da dieta rica em carboidratos e su  plementagcdo com
EB

Para induzir o aumento de adiposidade dos animais, utilizou-se uma ragao rica em

carboidratos, conforme receita padronizada pelo nosso grupo de pesquisa — para o
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preparo de 1Kg de racdo rica em carboidratos sdo necessarios 395g de leite

condensado, 395g de racdo Labina® em po6, 70g de aclcar e 86mL de agua.

A Tabela 1 apresenta a distribuicio de macronutrientes e minerais, assim como a
porcentagem de quilocalorias provenientes da dieta controle e da dieta palatavel,
obtidos através da analise bromatologica da dieta realizada no Laboratério de
Qualidade do Leite da Escola de Veterinaria da UFMG.

Tabela 1 - Distribuicdo de macro e micronutrientes e densidade caldrica (Kcal/g) da dieta

controle (C) e dieta rica em carboidratos (HC)

Dieta Controle (C) Dieta Rica em Carboidratos (HC)
Proteinas (%) 26,3 17,5
Lipidios (%) 2,6 5,0
Carboidratos (%) 55,6 64,8
Fibra bruta (%) 6,2 4,1
Minerais (%) 9,3 8,5
Energia (Kcal/g) 4,0 4,4

A dieta rica em carboidrato foi suplementada com o extrato bruto de R.viburnoides nas
doses de estudo a partir da 8% semana para parte dos animais que ja a recebiam. O EB
liofilizado foi incorporado a dieta na sua fase inicial de preparo, sendo adicionado aos
ingredientes secos, homogeneizado por trés vezes em peneira comum. Em seguida, os
demais ingredientes (Umidos) foram incorporados aos secos, formando uma massa,
com a qual manualmente se confeccionou os pelets (idénticos aos da dieta rica em

carboidratos sem extrato).

A ingestdo alimentar média foi determinada diariamente a partir da diferenca entre a
quantidade de ragao ofertada e a quantidade restante na gaiola dos animais durante as
semanas de experimento. O valor obtido foi dividido pelo nimero de animais que
estavam na caixa. O mesmo foi realizado para avaliar o consumo e verificar as doses
de tratamento quando 0s animais passaram e receber ragdo rica em carboidratos

suplementada com o extrato bruto.
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O peso corporal (PC) foi avaliado uma vez por semana em balanca semi-analitica com
capacidade para 500 gramas e variagdao de 0,01 gramas. O ganho de peso foi
calculado a partir da formula: (peso do dia — peso registrado na Ultima pesagem) —

delta de ganho de peso semanal.

O indice de adiposidade foi calculado pela relacdo entre a somatodria dos pesos dos
tecidos adiposos epididimal, mesentérico e retroperitoneal (g) e o peso de cada animal

(9), seguido de multiplicacéo por 100.

3.2.5.4. Esquema de tratamento

O tratamento com o extrato bruto de R. viburnoides foi feito nas doses 40, 80 e 160
mg/Kg/dia. Todas as doses foram incorporadas na dieta rica em carboidratos a partir da
82 semana. A relacédo de todos os tratamentos realizados e 0s respectivos grupos de
animais é descrita a seguir (Tabela 2). Ap6s a escolha da melhor dose, realizaram-se

os demais protocolos experimentais.

Tabela 2 - Grupos de animais em estudo e tipo de di  eta consumida

Grupos Dieta
1- CONTROLE Racéo controle Labina®
2-HC Ragéo rica em carboidratos sem suplementagéo
3-HC40 Racéo rica em carboidratos suplementada com EB (40 mg/Kg/dia)
4-HC 80 Rac&o rica em carboidratos suplementada com EB (80 mg/Kg/dia)
5-HC 160 Rac&o rica em carboidratos suplementada com EB (160 mg/Kg/dia)

3.2.5.5. Desenho experimental

O desenho experimental com escala temporal seguida durante o periodo de estudo (90
dias), com racao controle e dieta rica em carboidratos estd demonstrado na Figura 9. A
partir da 82 semana de estudo parte dos animais (n=36) que recebiam a dieta HC
passaram a consumir também o extrato bruto de R. viburnoides e assim permaneceram

até a 122 semana. Nessa semana todos os animais foram eutanasiados (Figura 9,
pg.41).
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3.2.5.6. Eutanasia

Apods 90 dias de estudo os animais foram colocados de jejum, no periodo noturno, por
aproximadamente 12 horas e entdo foram submetidos a eutanasia por exsanguinacao,
apos terem sido anestesiados com 100 pL de ketamina: xilazina: PBS (3:1:4). Os
tecidos adiposos epididimal, mesentérico e retroperitoneal e o figado foram removidos
e conservados em freezer - 20°C.

Animais Balb/
i TTOG TTOG
4-5 semanas = U=

1 semana B? semana 122 semana

* C (controle Labina®) n=12 * C (controle Labina®) n=12

* HC (dieta rica em carboidratos) n=48 * HC (dieta rica em carboidratos) n=12

{{ HC40: 40 mg/Kg PC do EB (n=12)
HCB0: 80 mg/Kg PC do EB (n=12)
HC160: 160 mg/Kg PC do EB (n=12)

Figura 9 — Escala temporal do desenho experimental

3.2.5.7. Obtencao do soro

O sangue foi coletado em tubos, centrifugado (3000 r.p.m) durante 10 minutos a 4°C
para obtencéo do soro e, em seguida, aliquotado em tubos individuais e congelado
(-20°C) para posterior dosagem sérica de glicose, triglicérides, colesterol, insulina,

adiponectina e resistina.
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3.2.6. Protocolos Experimentais

3.2.6.1. Teste de Tolerancia Oral a Glicose (TTOG)

Para o teste de tolerancia oral a glicose foram utilizados camundongos no estado de
jejum de aproximadamente 12 horas. Os animais receberam, via oral, por gavagem, D-
glicose na dose de 0,2g/100g de PC, e a concentracdo sanguinea de glicose foi
monitorada nos tempos 0 (estado de jejum), 15, 30, 60 e 90 minutos apds a gavagem,
utilizando um glicosimetro Accue-Check (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis,
Indiana, USA). As amostras de sangue foram obtidas da cauda dos animais ap4s um

pequeno corte.

3.2.6.2. Teste de Sensibilidade a Insulina (TSI)

Para o teste de sensibilidade a insulina foram utilizados camundongos no estado
alimentado. Os animais receberam, por injecdo intrapeitoneal, insulina na concentracao
de 0,75U1/100g de PC, e a concentracdo sanguinea de glicose foi monitorada nos
tempos 0 (estado alimentado), 15, 30, 60 e 90 minutos apo6s a injecdo, utilizando um
glicosimetro Accue-Check (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, Indiana, USA). As
amostras de sangue também foram obtidas da cauda dos animais apdés um pequeno

corte.

3.2.6.3. Célculo do indice de HOMA-IR e HOMA- B

A resisténcia a insulina foi avaliada pela aplicacao dos indices HOMA-IR (homeostasis
model of assessment) e HOMA-B (homeostasis model of assessment for [B-cell
function). O primeiro indice avalia a sensibilidade a insulina e o outro a funcdo das
células- B pancreaticas. O HOMA-IR foi calculado usando a férmula (glicemia de jejum
(mmol/L) x insulina de jejum (uU/mL) / 22,5) e 0o HOMA-B a formula [(insulina de jejum
(LU/mL) x 20) / glicemia de jejum (mmol/L) — 3,5)] descrita por MATTHEWS et al.
(1985) e atualizado por BONORA et al. (2000) .
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3.2.6.4. Anélise morfolégica dos adipocitos do teci  do adiposo

epididimal

3.2.6.4.1. Processamento do tecido adiposo epididim  al para a
microscopia de luz

Fragmento do tecido adiposo epididimal com cerca de 50-100mg foram removidos e
imersos em solucao fixadora de formaldeido a 10% em tampé&o fosfato 0,1 mol/L, pH
7,4, por um periodo de 24 horas. Em seguida, procedeu-se a etapa de desidratacdo
com a alcool 70°, a diafanizacdo com xilol e a inclusdo em parafina. Foram obtidas, no
micrétomo, seccdes histologicas de 5um de espessura. As secgBes foram colocadas
em laminas e coradas com hematoxilina, contrastada com eosina e, em seguida

avaliadas por microscopia.

3.2.6.4.2. Aquisicdo de imagem no microscopio e men  suracdo da

area a diametro

Para a determinacdo do tamanho dos adipdcitos, as laminas foram analisadas através
de microscoépio, equipado com uma camera digital (Motican 2500). O perimetro e a
area seccional foram obtidos através da medida aleatoria de 50 adipdcitos por lamina,

e posterior analise com o programa ImageJ para o processamento de imagens digitais.

3.2.6.5. Dosagens sorolbgicas

O triacilglicerol, colesterol total e glicose presentes no soro foram quantificados por Kit
enzimético (KATAL, Belo Horizonte, MG) segundo as instru¢bes do fabricante. As
dosagens de insulina, adiponectina e resistina foram quantificadas por meio da técnica
de ELISA (“kits” comerciais — Millipore para insulina e R&D Systems para adiponectina

e resistina).
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3.2.6.6. Contagem total de leucécitos, células mono  nucleares e
neutréfilos

Para contagem total de leucocitos, uma amostra de sangue foi diluida na proporcéo
1:10 em solucao de Turk. O sangue foi obtido da cauda dos animais ap6s um pequeno
corte na ponta da mesma. A contagem total foi realizada em microscopio oOtico
(Olympus), usando camara de neubauer. A contagem diferencial foi realizada apés
aplicacdo da técnica de coloracdo com kit panoptico das laminas com esfregaco

sanguineo.

3.2.6.7. Extracdo de citocinas e quimiocina dos tec  idos

Fragmentos do tecido adiposo epididimal e figado (100mg) foram homogeneizados em
1mL de solugéo de extragdo de citocinas e quimiocina (NaCl 0,4 mol/L; tween 20
0,05%; albumina de soro bovino 0,5%; fluoreto de fenilmetilsufonila 0,1 mmol/L; cloreto
de benzetbnio 0,2mmol/L; EDTA 10 mmol/L; 20 Ul de aprotinina), preparada a partir de
uma solucédo de tampéo fosfato (8g NaCl, 0,2g KCI e 2,89g Na2HPO4.12H20 diluidos
em 1 litro). O homogeneizado resultante foi centrifugado por 10min a 10000 r.p.m. a

4°C e o infranadante foi recolhido para a dosagem pela técnica de ELISA.

3.2.6.8. Determinacdo da concentracdo de citocinas e quimiocina por
ELISA

As amostras dos tecidos adiposo epididimal e figado extraidas no procedimento
supracitado e aliquotas do soro foram diluidas na proporcdo de 1:4 para o tecido
adiposo, 1:10 para o figado e para o soro 1:100 para resistina e 1:2000 para
adiponectina, em PBS contendo 0,1% de albumina bovina. As concentractes de TNF-
a, IL-6 e CCL2 nos tecidos e resistina e adiponectina no soro foram determinados
utilizando-se anticorpos obtidos da R&D Systems (DuoSet). As instrucdes do fabricante
para a realizacdo dos ensaios foram seguidas, e estdo resumidamente descritas

abaixo.

Todos os ensaios foram realizados em placas com 96 pocgos (Nunc, USA). Os
anticorpos de captura foram diluidos em PBS, pH 7,4, sendo que a sensibilizagdo

ocorreu durante aproximadamente 18 horas a 4°C. Os anticorpos de deteccdo foram
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diluidos em PBS, pH 7,4, com 0,1% de albumina bovina, sendo que a sensibilizacéo
ocorreu durante aproximadamente 2 horas a temperatura ambiente. A reacdo foi
detectada pela incubagcdo com estreptavidina conjugada com peroxidase e revelada
com OPD (“o-phenylendiamine dihidrocloride™Sigma). A reacao foi interrompida com
H.SO, a 1 mol/L. A leitura foi feita no leitor de ELISA com filtro para um comprimento
de onda de 492nm.

Para as concentracdes de insulina utilizou-se kit ELISA Millipore® que permitiu a
quantificacdo nédo radioativa de insulina no soro dos animais, seguindo as orientacdes

do fabricante.

3.2.7. Andlise Estatistica

Apés ter sido realizado o teste de normalidade e verificado que as amostras
apresentavam distribuicdo Gaussiana, as comparagfes estatisticas entre os varios
grupos foram feitas por ANOVA “one way” seguida de pés-teste Newman-Keuls. Para
comparacao entre dois grupos, quando necessario, foi utilizado o teste “t de student”.
Os resultados foram apresentados como médiaterro padrdo. O nivel de significancia
adotado foi de p<0,05. Para a realizacéo de todas as analises, foi utilizado o software
GraphPad PRISM, GraphPad software Inc. (San Diego, CA, USA).

3.2.8. Andlise das amostras comerciais

O objetivo dessas analises foi verificar as condicdes com que a planta vem sendo
comercializada nos mercados populares, tendo em vista que a mesma € empregada
em “regimes de emagrecimento”. Foram aplicados métodos farmacopéicos para
analises em drogas vegetais (partes da planta que sdo usadas como remédio), visando

avaliar a sua identidade e condi¢des sanitarias.

3.2.8.1. Obtencao das amostras

Cinco amostras de drogas vegetais comercializadas com os nomes populares de
congonha, congonha de bugre e bugre foram adquiridas em ervanarias provenientes do

Mercado Central de Belo Horizonte.
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3.2.8.2. Andlise se o peso corresponde ao descrito  na embalagem

As amostras foram pesadas e o resultado obtido foi comparado com o indicado na
embalagem. E permitida uma tolerancia de variacdes de até 9% do peso total conforme
a Lei n° 9933, de 20 de dezembro de 1999 (BRASIL, 1999a) e a Portaria Inmetro n°® 96,
de 07 de abril de 2000 (BRASIL, 2000).

3.2.8.3. Caracterizacao organoléptica (analises sen  soriais)

As amostras foram submetidas a caracterizagdo organoléptica, no que se refere a cor,
odor e textura (WHO, 1998). As amostras de congonha foram comparadas com a

amostra identificada de R. viburnoides utilizadas neste estudo.

3.2.8.4. Verificagdo da presencga de materiais estra nhos

Os farmacos vegetais devem ser isentos de fungos, de insetos e de outras
contaminacdes de origem animal. Salvo indicacdo ao contrario, a porcentagem de

elementos estranhos n&o deve ser superior a 2% m/m.

Todas as amostras foram separadas manualmente dos materiais estranhos a droga a
olho nu com o auxilio de uma pinca. Em seguida, pesou-se 0 material separado e
determinou-se seu porcentual com base no peso da amostra submetida ao ensaio. A
quantidade de amostra submetida ao ensaio foi igual a quantidade total apos pesagem

do material.

3.2.8.5. ldentificagdo das amostras por meio do per  filem CCD

3.2.8.5.1. Preparagao dos extratos

Utilizou-se 0 mesmo processo adotado para a amostra coletada e avaliada neste
estudo. Folhas trituradas foram submetidas a percolacdo a frio, com &lcool etilico a
70%, como solvente extrator. Ap0s o0 processo de percolacdo, o percolato foi

concentrado a vacuo até residuo, obtendo-se o extrato bruto (AC1, AC2, AC4 a AC5).
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Esses foram solubilizados em metanol, antes de serem aplicados as placas para

determinacao do perfil cromatografico.

3.2.8.5.2.  Determinacao do perfil cromatograficopo r CCD

Foram determinados perfis cromatograficos para flavonoides e saponinas por CCD,
com placas de silica gel Merck, para todas as amostras adquiridas. O padréo de
referencia utilizado foi a extrato bruto a 70% das folhas de R.viburnoides identificadas

para este estudo.

Para flavonoides utilizou-se o eluente acetato de etila:acido férmico:acido acético:agua
(100:11:11:26) e revelacdo com NP/PEG, seguido de observacdo no UV e para
saponinas utilizou-se cloroférmio: metanol: agua (70:30:4) e revelacdo com anisaldeido

sulfarico, seguido de aquecimento e observacado na luz visivel.
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4. RESULTADOS

4.1.Efeitos do EB das folhas de R. viburnoides no tratamento da obesidade e

suas alteracdes metabolicas induzidas por dieta

4.1.1. TTOG na oitava semana de experimento

Com o objetivo de verificar se a dieta HC alterou o metabolismo da glicose, os animais
foram submetidos ao teste de tolerancia oral a glicose na oitava semana de
experimento. Conforme pode ser observado na Figura 10 A (pg.49), nos tempos 15 e
30 minutos apds gavagem de glicose, os animais alimentados com dieta HC
apresentaram maiores concentracfes de glicose quando comparado aos animais
controle (C). A Figura 10 B (pg.49) apresenta a area sob a curva do TTOG indicando a

menor tolerancia a glicose nos animais alimentados com dieta HC.

4.1.2. TSI na oitava semana de experimento

Com o objetivo de verificar se a dieta HC alterou a sensibilidade a insulina, os animais
foram submetidos ao teste de sensibilidade a insulina na oitava semana de
experimento. Conforme pode ser observado na Figura 11 A e B (pg.50), os animais
alimentados com dieta HC apresentaram menor sensibilidade a insulina em todos os
tempos de afericdo da glicose quando comparados aos animais alimentados com dieta
C.
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Figura 10 — Teste de tolerancia oral a glicose na o itava semana de estudo. (A) Glicemia

nos tempos 0 (jejum), 15, 30, 60 e 120 minutos apds gavagem de 0,2g/100g de PC de glicose.

(B) Area sob a curva do TTOG. As barras representam a média + erro padréo, n=9. *p<0,05 vs
C.
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Figura 11 — Teste de Sensibilidade a Insulina na oi tava semana de estudo. (A) Glicemia
nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos apoés injecao intraperitoneal de 0,75U1/100g de PC de
insulina. (B) Area sob a curva do TSI. As barras representam a média * erro padrdo, n=9.
*p<0,01 vs C.

4.1.3. Ingestao alimentar, ganho de peso corporal e  indice de adiposidade

Depois de confirmado que os animais alimentados com dieta HC apresentaram
menores tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina apos 8 semanas de dieta,
iniciou-se o tratamento com trés diferentes doses do extrato bruto de R. viburnoides
durante quatro semanas, com 0 objetivo de verificar se o extrato influenciaria em

parametros metabdlicos.
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O consumo de racdo entre os animais alimentados com dieta C, HC, HC40, HC80 e
HC160 nao foi diferentes entre os grupos (Figura 12 A, pg.52). Em relagéo ao ganho de
PC (Figura 12 B, pg.52), observa-se que os animais quando alimentados com dieta HC
apresentaram ganho de peso também similar aos animais alimentados com dieta C,

assim como o0s demais grupos de animais alimentados com dieta HC suplementada.

Conforme pode ser observado na Figura 12 C (pg.52), animais alimentados com dieta
HC apresentaram maior indice de adiposidade quando comparados aos animais que
consumiram dieta C. Nao houve alteracdo desse indice para os grupos de animais que
receberam dieta HC suplementada com extrato bruto de R. viburnoides nas diferentes

doses estudadas em relacédo ao seu respectivo controle (HC).
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Figura 12 - Ingestdo alimentar, ganho de peso corporal e indice de adiposidade de

animais controle (C), alimentados com dieta rica em carboidratos (HC) e com dieta rica

em carboidrato suplementada com extrato de R. viburnoides nas doses 40, 80 e 160
mg/Kg peso corporal. (A) Ingestdo alimentar média durante as 12 semanas experimentais (as
barras representam médias * erro padrdo, n=9-12). (B) Representacdo do ganho de peso

corporal, avaliacdo semanal. (C) Percentual de tecido adiposo - soma da biometria dos sitios
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adiposos em relacdo ao peso corporal do animal. As barras representam as médias + erro
padrédo, n=9-12. *p<0,01 vs C.

4.1.4. Analise morfoldgica dos adipécitos do tecido adiposo epididimal

A analise morfologica do tecido adiposo epididimal mostrou que 0s animais
alimentados com dieta HC apresentaram aumento da area (Figura 13 B. pg.53) e do
diametro (Figura 13 C, pg.54) dos adipécitos quando comparados ao controle (C). Ja
0s animais que receberam suplementacdo com HC40 apresentaram &rea e diametro
menores que o0s animais HC. Entretanto, os demais animais que receberam
suplementacdo HC80 e HC160 o aumento da area e diametro dos adipdcitos nao foi

diferente do controle HC.

4.1.5. TTOG apos quatro semanas de tratamento

Com o objetivo de verificar se o consumo de dieta HC suplementada com as diferentes
doses do extrato bruto de R. viburnoides seria capaz de reverter a alteracdo do
metabolismo de glicose dos animais, realizou-se novamente na 122 semana de

experimento, o teste de tolerancia oral a glicose apos 4 semanas de suplementacao.

Conforme pode ser observado na Figura 14 A e B (pg.55), de acordo com o esperado,
0s animais alimentados com dieta HC apresentaram maiores concentragdes de glicose
nos tempos 15, 30 e 60 minutos apos gavagem de glicose em relacdo ao controle (C).
Apenas os animais HC40 apresentaram menores concentracdes de glicose nos tempos
15, 30 e 60 minutos apés gavagem de glicose, apresentando melhor tolerancia oral a
glicose quando comparados aos animais HC.
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Figura 13 — Andlise histolégica de secc¢des do tecid o adiposo epididimal. (A) Figuras
representativas da morfologia do tecido adiposo epididimal dos animais controle (C),
alimentados com dieta rica em carboidratos (HC), suplementado com extrato nas doses 40 (HC
40), 80 (HC 80) e 160 (HC 160) mg/Kg em aumento de 10x. Barra de escala, 50um. (B e C) —
Determinacao da area (B) e didametro (C) de adipdcitos dos animais controle, HC e respectivas
doses. As barras representam as médias + erro padrdo, n=5. *p<0,01 vs C. **p<0,01 vs HC. *
p<0,01 vs HC40. *# p<0,01 vs HC80.
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Figura 14 — TTOG na décima segunda semana de estudo , ap0s 4 semanas de

suplementagdo com o extrato bruto de  R. viburnoides. (A) Glicemia nos tempos 0 (jejum),
15, 30, 60 e 120 minutos apds gavagem de 0,2g/100g de PC de glicose. (B) Area sob a curva

do TTOG - as barras representam as médias + erro padrdo, n=9-12. *p<0,05 vs C. ** p<0,05 vs
HC.

4.1.6. TSI ap0s quatro semanas de tratamento
Uma vez que os animais HC40 apresentaram melhor tolerdncia a sobrecarga de
glicose, os mesmos foram submetidos ao teste de sensibilidade a insulina, conforme

pode ser observado na Figura 15 (pg.56). Os animais alimentados com dieta HC

apresentaram menor sensibilidade a insulina quando comparados aos controles. A
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suplementacdo da dieta com HC40 atenuou a insensibilidade a insulina induzida por
dieta HC (Figura 15 A e B).
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Figura 15 — Teste de sensibilidade a insulina reali  zado na 122 semana de estudo, apos 4
semanas de suplementacdo com o extrato bruto de R. viburnoides. (A) Percentual de
diminuicdo da glicemia nos tempos 0, 15, 30, 60 e 120 minutos apds injecao intraperitoneal
0,75U1/100g PC de insulina em animais alimentados com dieta controle (C), alimentados com
dieta rica em carboidratos (HC) e HC suplementada com extrato bruto na dose 40mg/Kg PC.
(B) Area sob a curva - as barras representam a média * erro padréo, n=6-8. *p<0,05 vs C. **
p<0,05 vs HC.
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4.1.7. Parametros sorologicos

4.1.7.1. Glicose, Colesterol total, Triacilglicerol
Insulina

. Indices HOMA e

As alteracdes no metabolismo de glicose e lipidios dos animais estudados foram

avaliadas pelas dosagens de glicose, colesterol total, triglicérides, indices HOMA-IR e
HOMA-f e insulina. Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram que os animais

alimentados com dieta HC apresentaram maiores concentracdes plasmaticas de

glicose, colesterol total e triacilglicerol, assim como maior HOMA-IR e menor HOMA-B.

Os animais suplementados com dieta HC40 apresentaram menores concentracdes

plasmaticas de glicose e colesterol, assim como menor HOMA-IR e maior HOMA-B que

o controle (HC). As concentragcfes plasmaticas de insulina ndo foram diferentes entre

0S grupos.

Tabela 3 — Parametros sorologicos e indices HOMA de

controle (C), alimentados com dieta rica em carboid

animais alimentados com dieta

ratos (HC) e suplementados com

extrato bruto de R.viburnoides (HC40). n=8. *p<0,05 vs C; ** p<0,05 vs HC.

Perfil Séricos Grupos

Glicose (mg/dL)
Insulina (ng/mL)
HOMA-IR
HOMA-B

Colesterol total (mg/dL)

Triacilglicerol (mg/dL)

CONTROLE

HC

HC 40

147,05 + 35,20
0,251 £ 0,05
2,21+0,35
23,43 £5,08

276,10 £ 45,94

145,39 + 24,27

225,47 + 39,69*
0,236 £ 0,03
3,31+1,21*
9,71 £4,29*

389,38 + 56,21*

236,19 +£ 39,83 *

83,29 * 26,30**
0,238 £ 0,09
0,99 +0,41**

95,69 + 50,23**

322,12 + 23,80**

231,28 + 45,72

4.1.7.2. Contagem de leucdcitos totais, células mon

neutrofilos

onucleares e

Para avaliar células inflamatdrias sistémicas realizaram-se a contagem de leucécitos

totais e contagem diferencial para células mononucleares e neutréfilos no sangue dos

animais. Observa-se aumento do numero de células

totais (leucocitos) e
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mononucleares nos animais que receberam dieta HC em relacdo aos C. Os animais
suplementados com HC40 apresentaram numero de células totais e mondcitos em
menor nimero quando comparados aos animais que se alimentaram com dieta HC.

N&o houve diferenca em relacdo ao numero de neutrofilos para nenhum desses
grupos.
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Figura 16 — Contagem total de células (leucécitos), mononucle  adas e neutréfilos. Animais
alimentados com dieta controle (C), com dieta rica em carboidratos (HC) e suplementados com
extrato bruto de R.viburnoides (HC40 - 40mg/Kg PC). n=8. *p<0,05 vs C; ** p<0,05 vs HC.

4.1.7.3. Adipocitocinas: Resistina e Adiponectina

Para avaliar a sensibilidade a insulina e, também, a inflamacéo sistémica, realizaram-
se as dosagens soroldgicas de resistina e adiponectina. Conforme pode ser observado

na Figura 17 (pg.59), animais alimentados com dieta HC apresentaram maior
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concentracdo sérica de resistina e menor concentracdo sérica de adiponectina em
relacdo aos animais C. Os animais suplementados com HC40 apresentaram valores
significativamente menores de resistina em relacdo ao grupo HC. (Figura 17 A).
Entretanto, os animais suplementados nessa mesma dose com extrato né&o
apresentaram diferenca em relacdo ao seu respectivo controle (HC) para os valores de

adiponectina (Figura 17 B).
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Figura 17 — Concentracdo de adipocitocinas no soro. Animais alimentados com dieta

controle (C), dieta rica em carboidratos (HC) e dieta rica em carboidratos suplementada com
extrato bruto de R. viburnoides (HC 40). Concentracdo de resistina (A) e adiponectina (B). n=5-
8. *p<0,01 vs C. ** p<0,05 vs HC.
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4.1.8. Concentracao de citocinas e quimiocinanost  ecidos hepatico e

adiposo epididimal

Para avaliar a inflamacao local, realizaram-se as determina¢des das concentracfes de
citocinas e quimiocina nos tecidos adiposo epididimal e hepatico. Os animais
alimentados com dieta HC apresentaram maiores concentragéo de IL-6, TNF-a e CCL2
no tecido hepético (Figura 18 A, B e C, pg.61) e adiposo epididimal (Figura 18 D, E e F,
pg.61) em relacdo aos controles (C). Os animais suplementados com HC40
apresentaram menores concentracdes de IL-6, TNF-a e CCL2 em ambos os tecidos

em relacdo aos animais alimentados com dieta HC.
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Figura 18 - Concentracdo de citocinas e quimiocina extraidas do figado e tecido adiposo
epididimal de camundongos. Animais alimentados com dieta controle (C), dieta rica em
carboidratos (HC) e animais alimentados com dieta HC suplementada com extrato de R.
viburnoides (HC40). Concentracdes hepéticas de IL-6 (A), TNF-a (B) e CCL2 (C).
Concentracbes no tecido epididimal de IL-6 (D), TNF-a (E) e CCL2 (F). As barras representam
a meédia + erro padrdo. n= 5-7. *p<0,01. vs C. **p<0,05 vc HC.
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4.2. Analise quimica do EB e suas fracdes

4.2.1. Rendimentos das extracdes

O processo utilizado na preparacao do extrato bruto das folhas de R. viburnoides foi a
percolacdo a frio. Apds o processo de percolagéo, o percolato foi concentrado a vacuo
até secagem completa, obtendo-se o extrato bruto (EB). Esse extrato foi obtido a partir
de 1.124,87g de po das folhas extraido com alcool etilico 70%. O rendimento

encontrado apds o processo de percolagéo foi de 31,78% (p/p) (Tabela 4).

Tabela 4 — Rendimento do EB das folhas de R. viburnoides.

P6 da planta (g) Peso extrato (g) Rendimento (%)

1.124,87 357,51 31,78

Esse extrato foi submetido a um fracionamento que teve por objetivo separar as
substancias quimicas de acordo com suas caracteristicas de polaridade. O
fracionamento foi feito a partir de 88,76 g do EB. O rendimento obtido com o0s
diferentes solventes, hexano (Fahex), acetato de etila (Facet) e n-butanol (Fabut)
encontra-se na Tabela 5. Por se tratar de uma mistura complexa, rica em substancias

polares, o fracionamento do EB permitiu separar das mesmas.

Tabela 5 - Rendimento apds o processo de fracioname nto do EB das folhas de

R.viburnoides utilizando diferentes solventes.

Particao Extrato/Fracéo Peso (9) Rendimento %
Extrato bruto EB 88,76 -

Hexano Fahex 12,38 13,95

Acetato de etila Facet 30,38 34,23
n-butanol Fabut 9,37 10,56
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4.2.2. ldentificacao de substéncias quimicas no EB e suas fragcbes por CCD

A Figura 19 (pg.64) mostra o perfil cromatografico, em CCD, obtido para flavonoides no
EB, Fahex, Facet e Fabut das folhas de R. viburnoides. As bandas de fluorescéncia
amarelas e alaranjadas, com Rfs entre 0,40 e 0,60 encontradas em todas as amostras,
indicam a presenca de flavonoides. As fluorescéncias alaranjadas indicam a presenca
de flavonoides do tipo quercetina, enquanto as amarelas podem ser devido a
flavonoides do tipo vitexina (WAGNER & BLANDT, 1996). O padrao de rutina (PR)
apresentou fluorescéncia alaranjada com Rf 0,41 que foi também revelado no EB e
suas fragdes. Outras duas bandas fluorescentes encontradas na rutina sao devido a
uma degradacdo espontanea da estrutura do heterosideo. As bandas de fluorescéncia
azul no EB e suas fragbes sdo devido a presenca de acidos organicos, do tipo
clorogénicos. Essas fluorescéncias sdo especificas para estas substancias, apés

revelacdo com o revelador proprio para elas.
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Figura 19. Cromatografia em camada delgada para ide ntificacdo de flavonoides. PR,
Padrdo de rutina; EB, extrato bruto das folhas de R. viburnoides; FAHEX, fracdo hexanica;
FACET, fracdo acetato de etila; FABUT, fracdo n-butanol. Eluente, acetato de etila, 4cido
aceético, acido formico e &gua (100:11:11:26); revelador, difenilboratoetilamina a 1% em
metanol seguido de polietilenoglicol 4000 a 1% em etanol (PEG); visualizacéo, luz ultravioleta a
365 nm.

A Figura 20 A (pg.66) mostra o perfil cromatografico, em CCD para saponinas do EB,
Fahex, Facet e Fabut das folhas de R. viburnoides, revelado com reagente anisaldeido
sulftrico, utilizado para revelar substancias como saponinas e triterpenos. O padrao de
saponina comercial (SP) apresentou-se com duas bandas marrons escuras, com Rfs

de 0,05 e 0,10. Manchas com esta mesma coloracao, e proximas a estes Rfs, puderam
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ser observadas também no EB. O EB apresentou outras bandas de coloracao variadas,
de marrom claro a azul, com Rfs entre 0,30 e 0,85. As bandas amarelas com Rfs entre
0,30 e 0,45 encontradas no EB, Facet e Fabut e as bandas azuis com Rf entre 0,53 e
0,64 encontradas no EB, Fahex, Facet e Fabut também indicam a presenca de

saponinas.

Para confirmar se as bandas amarelas encontradas nos Rfs mais polares (0,30 e 0,45;
Figura 20 A, pg.66) correspondem a saponinas e néo a flavonoides, realizou-se uma
CCD para a identificacdo de flavonoides. Utilizou-se 0 mesmo eluente para saponinas,
mas o revelador utilizado foi para flavonoides. A placa 20 B (pg.67) apresentou bandas
fluorescentes, com Rfs 0,25 e 0,34, correspondem a flavonoides. Isto confirma que as
bandas amarelas, reveladas anteriormente, presentes na placa 20 A (Rf = 0,30 e 0,45)

sao indicativas da presenca de saponinas.
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Figura 20. A - Cromatografia em camada delgada para  identificacdo de saponinas. PS,
Padrédo de saponina comercial; EB, extrato bruto das folhas de R. viburnoides; FAHEX, fracédo
hexanica; FACET, fracdo acetato de etila; FABUT, fracdo n-butanol. Eluente, cloroférmio,

metanol e agua (70:30:04); revelador, anisaldeido sulfdrico; visualizacao, luz visivel.
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Figura 20. B - Cromatografia em camada delgada para identifica  c¢cdo de flavonoides. PR,
Padrédo de rutina; EB, extrato bruto das folhas de R. viburnoides; FACET, fracdo acetato de
etila; FABUT, fracdo n-butanol. Eluente, cloroférmio, metanol e agua (70:30:04); revelador,
difenilboratoetilamina a 1% em metanol seguido de polietilenoglicol 4000 a 1% em etanol

(PEG); visualizacgdao, luz ultravioleta a 365 nm.

4.2.3. Identificacdo das substancias quimica no EB e suas fracdes por
CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi utilizada com a finalidade de
complementar a caracterizacdo das substancias quimicas presentes nas folhas de R.

viburnoides. O padréo utilizado neste sistema cromatografico foi a rutina, flavonoide
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encontrado anteriormente nos ensaios de CCD. Na Figura 21 encontra-se o
cromatograma obtido para esta substancia nos comprimentos de onda (A) 205 (A) e
254 nm (B) e o seu respectivo espectro no ultravioleta. Observa-se um pico majoritario
no tempo de retencado (TR) 15,42 min (A’), acompanhado de outro de menor amplitude
(B). O espectro de UV apresentou bandas condizentes com a estrutura de um
flavondide do tipo quercetina, a rutina.
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Figura 21 — Cromatogramas e espectro no UV do padrd o de flavondide rutina. Coluna,
Phenomenex C18 (250 x 4.6 mm) 5 uym; deteccdo, 254 nm (A) e 205 nm (B) ; volume de
injecdo, 20 ul; fluxo, 1 ml/min; sistema solvente, acetonitrila e agua (1:1). TR: rutina 15,42 min
(A).

O cromatograma do EB apresentou, em 205 nm (Figura 22 A, pg.70), 13 picos nos TRs
entre 0 e 26 minutos, indicando a presenca de substancias de polaridade elevada. Os
picos nos TRs 2,29 min (1), 3,68 min (2), 10,75 (3) e 11,06 (4) apresentaram espectro
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no UV correspondentes a acidos organicos (WAGNER & BLANDT, 1996). Os espectros
das substancias 5 e 6, nos TRs 11,68 e 12,09, respectivamente, apresentaram bandas
de absorcdo condizentes com a das chalconas (MABRY, MARKHAM & THOMAS,
1970), enquanto os picos nos tempos de 15,58 min (7) e 16,87 min (8) apresentam
espectro no UV correspondente a flavonoides do tipo quercetina. Os picos 9 (18,41
min), 10 (19,26 min), 11 (23,26 min), 12 (24,61) e 13 (25,37) s6 apresentaram absor¢éo
no UV em comprimentos de onda baixos, indicando se tratar de substancia alifaticas,
sem grupos cromoforos. Essas substancias nédo foram detectadas nos A 254 nm
(Figura 22 B, pg.69) confirmando a possibilidade de se tratar de triterpenos ou
saponinas (OLESZEK, 2002).
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Figura 22. Cromatogramas e espectros no UV do EB da s folhas de R. viburnoides.
Coluna, Phenomenex C18 (250 x 4.6 mm) 5 um; deteccdo, 254 nm (A) e 205 nm (B) ; volume
de injecdo, 20 pL; fluxo, 1 mL/min; sistema solvente, acetonitrila e agua (1:1). Picos com TRs

(©).
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As Figuras 23 (pg.72), 24 (pg.74) e 25 (pg.76) apresentam 0s cromatogramas e
espectros no UV obtidos fahex, facet e fabut. As Figuras 23 A e B apresentam 0s
cromatogramas da fahex, em 205 e 254 nm. Na deteccao a A 205 nm (Figura 23 A,
pg.71) foram observados os picos 1 (2,31 min), 2 (3,69 min), 7 (15,58 min), 8 (16,63
min), 9 (18,10 min) e 12 (24,61 min) na regido de alta polaridade. Na regido do
cromatograma referente as substancias de baixa polaridade (TRs 54,10 min, 54,18 min,
57,83 min, 63,00 min e 69,44 min), foram detectadas substancias, que ndo haviam sido
observadas em EB (19, 20, 21, 22 e 24). Nos espectros no UV para essas substancias

nao foram observadas bandas de absorcdo para substancias fendlicas.
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Figura 23. Cromatogramas e espectros no UV da fragd o hexénica das folhas de R.
viburnoides. Coluna, Phenomenex C18 (250 x 4.6 mm) 5 pym; deteccéo, 254 nm (A) e 205 nm

(B) ; volume de injecéo, 20 uL; fluxo, 1 mL/min; sistema solvente, acetonitrila e agua (1:1).
Picos com TRs (C).

O cromatograma da facet a 205 nm (Figura 24 A, pg.73) apresentou picos que eluiram
nos TRs com UV caracteristicos para flavonoides do tipo quercetina (7 e 8). Outros

picos (16, 18 e 23), de menor amplitude, foram observados na regido de menor
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polaridade.

Na Figura 24 B, a A 254 nm, os picos de retencdo caracteristicos de

flavonoides apresentam maior amplitude que os demais picos (7 e 8).
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Figura 24. Cromatogramas e espectros no UV da fracd o0 acetato de etila das folhas de R.
viburnoides. Coluna, Phenomenex C18 (250 x 4.6 mm) 5 ym; deteccao, 254 nm (A) e 205 nm

(B) ; volume de inje¢do, 20 pL; fluxo, 1 mL/min; sistema solvente, acetonitrila e agua (1:1).
Picos com TRs (C).

A Figura 25 A (pg.75) mostra o cromatograma da fabut a A 205 nm. Conforme o
esperado, foram observado picos de maior amplitude na regido para substancias de

polaridade elevada, e auséncia de picos referentes as substancias apolares. Os
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espectros no UV das substancias com TRs 15,18 min (7) e 16,50 min (8) estdo

presentes em ambos os cromatogramas (205 e 254 nm), confirmando se tratar de

flavonoides, pelas caracteristicas do espectro.
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Figura 25. Cromatogramas e espectros no UV da fragd o0 n-butanol das folhas de R.
viburnoides. Coluna, Phenomenex C18 (250 x 4.6 mm) 5 ym; deteccéo, 254 nm (A) e 205 nm

(B) ; volume de injecao, 20 uL; fluxo, 1 mL/min; sistema solvente, acetonitrila e agua (1:1).
Picos com TRs (C)

A substancia 9 néo foi detectada em nenhuma analise usando o comprimento de onda
a 254 nm. Este resultado, associado & auséncia de bandas referentes a substancias
fendlicas no UV, parece indicar que se trata de uma saponina. Ja as substancias 10, 11

e 12 nao foram detectadas na fabut indicando, portanto, que se tratam de triterpenos
livres.

4.3. Avaliagao do material comercializado

4.3.1. Material botanico

Foram avaliadas cinco amostras comerciais de congonha, adquiridas em mercado
popular de Belo Horizonte. A andlise para verificar se o peso da amostra correspondia

ao rotulado, mostrou que duas delas (A3C e A4C) apresentaram variacdo de peso
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superior a 9%, conforme especificado na Portaria n°® 96 (BRASIL, 2000). Essas

amostras apresentaram variagcéo de peso de 50,23 e 12,38%, respectivamente.

Tabela 6 - Peso correspondente na embalagem, peso d a amostra e percentual de

variacao.

Cédigo Pesoinformado (g) Peso da amostra(g) Variacao de peso (%)

Al1C 60 58,65 -2,25
A2C 90 86,44 -3,96
A3C 60 90,14 50,23
A4C 60 67,43 12,38
A5C 40 38,23 -4,43

4.3.2. Analises organolépticas (analises sensoriais )
Todas as amostras apresentaram caracteristica similares ao padrdo de R.viburnoides.

As folhas apresentaram coloragdo verde-acastanhada, inodoras, grossas e rugosas
(Figura 26, pg.78).
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Figura 26 - Amostras comerciais de congonha.

Na analise para verificar a presenca de elementos estranhos, verificou-se que todas as
amostras analisadas apresentaram percentuais acima de 2% m/m (Tabela 7, pg.79).
Os principais elementos estranhos detectados foram galhos e fragmentos de madeira.
A amostra A3C apresentou folhas com manchas esbranquicadas caracteristicas de
contaminac&o por fungos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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Tabela 7 - Percentual de elementos estranhos nas am  ostras comercializadas.

Codigo  Pesodaamostra (g) Peso elementos estranhos  (g)  Elementos estranhos (%)

AlC 58,65 15,50 26,43
A2C 86,44 45,04 52,11
A3C* 90,14 90,14 100,00
A4C 67,43 55,54 82,37
ASC 38,23 29,10 76,12

*amostra excluida — cantamina¢cdo com fungos

Os extratos obtidos das amostras A1C, A2C, A4C e A5C foram analisadas por CCD.
Elas apresentaram manchas com fluorescéncias nos mesmos Rfs para flavonoides,
observadas para a amostra referéncia de R. viburnoides (Figura 27 A, pg.80). Na CCD
para saponinas, também se observou 0 mesmo padrdo de bandas e Rfs para as
amostras e padrdo. Este resultado indica que as amostras correspondem a espécie
R.viburnoides (Figura 27 B, pg.81).
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Figura 27 A. Cromatografia em camada delgada para i dentificagdo flavonoides nas

amostras comerciais . EB, extrato bruto das folhas de R. viburnoides; A1C; A2C; A4C e A5C.
Eluente, acetato de etila, acido acético, acido férmico e agua (100:11:11:26); revelador,
difenilboratoetilamina a 1% em metanol seguido de polietilenoglicol 4000 a 1% em etanol

(PEG); visualizacgéao, luz ultravioleta a 365 nm.
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Figura 27 B. Cromatografia em camada delgada para i dentificagdo saponinas nas
amostras comerciais. EB, extrato bruto das folhas de R. viburnoides; A1C; A2C; A4C e A5C.
Eluente, cloroférmio, metanol e agua (70:30:04); Revelador, anisaldeido sulfirico; visualizagéo,
luz visivel.
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5. DISCUSSAQO

E consenso na literatura que a obesidade é uma doenca cronica inflamatéria de baixa
intensidade. Esta condicdo € sustentada pelas evidéncias de que em obesos ha um
aumento sistémico de marcadores inflamatérios e da infiltracdo de macréfagos e outras
células do sistema imune no tecido adiposo (CANCELLO & CLEMENT, 2006; BACH-
NGOHOU et al., 2002; BULLO et al., 2003; WAJCHENBERG, 2000; HOTAMISLIGIL,
SHARGILL & SPIEGELMAN, 1993). De fato, o aumento da adiposidade contribui para
uma maior producéo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-6, CCL2 e
outras) e, consequentemente, para o desencadeamento das alteracdes metabdlicas
(TRAYHURN & WOOD, 2004; WELLEN, 2003; BACH-NGOHOU et al.,, 2002).
Considera-se que os principais locais de producdo de mediadores inflamatorios na
obesidade séo o figado, o tecido linféide e o tecido adiposo (TRAYHURN & WOOD,
2004).

O diabetes, a hipertensdo e a dislipidemia sdo as doencas metabdlicas mais comuns
na obesidade (McTIGUE, LARSON & VALOSKI, 2006; FONTAINE et al., 2003;
GORAN & GOWER, 1999). O diabetes € uma enfermidade cronica decorrente de uma
progressiva insuficiéncia na secre¢do e agdo da insulina, com origem na resisténcia a
insulina (ADA, 2010). A hipertenséo arterial sistémica (HAS) ¢ uma condicao clinica
multifatorial caracterizada por niveis elevados e sustentados de pressao arterial (PA)
(SBC, 2010). J& a dislipidemia sédo alteracdes metabdlicas lipidicas decorrentes de
distarbios em qualquer fase do metabolismo lipidico, que alteram os niveis séricos de
lipoproteinas (AACE, 2000). Todas essas alteracdes, isoladas ou em associagao,
contribuem com o aumento do risco de eventos cardiovasculares fatais e nao-fatais
recorrentes na obesidade (MALTA et al., 2009; WILLIAMS, 2010).

O tratamento da obesidade envolve mudancas no estilo de vida, modificacdes na dieta
e atividade fisica, e terapias farmacolégicas (JEFFREYS et al, 2003; HARDEMAN et
al.,, 2000; WING & HILL, 2001). Entretanto, os farmacos utilizados, apesar dos
beneficios a curto-prazo, estdo sempre associados a ganho de peso apds tempo de
uso, efeitos colaterais indesejados, além de serem substéncias com alto potencial de
abuso (YANO et al., 2008; ABDOLLAHI & AFSHAR-IMANI, 2003). Dessa forma, o
potencial dos produtos naturais derivados de plantas vem sendo avaliado para o

tratamento das enfermidades cronicas, inclusive a obesidade (YUN, 2010; IYER et al.,
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2010; HASANI-RANJBAR et al., 2009; CEFALU et al., 2008; LIU, ZHANG & WANG,
2004; MAYER et al., 2009; NAKAYAMA et al., 2007; PARK et al., 2005).

Muitos extratos de plantas ja foram testados e tiveram seus efeitos comprovados como
hipoglicemiantes, sensibilizadores de insulina, redutores das concentracdes de
colesterol plasmatico, antiinflamatorios e antioxidantes (HIRAI et al., 2010; ALARCON-
AGUILAR et al., 2007; BAKKALI et al., 2008; MORO & BASILE, 2000). Esses efeitos
foram atribuidos as substancias quimicas presentes nesses produtos naturais, dentre
elas, principalmente, os flavonoides e as saponinas (YUN, 2010; YANG et al., 2010;
KANG et al., 2009; PAE et al., 2008; DEMBINSKA-KIEC et al., 2008; CEFALU et al.,
2008; OKOLI & AKAH, 2004).

A flora medicinal brasileira, devido a sua vasta diversidade, representa uma das mais
ricas fontes de substancias quimicas bioativas, que podem ser utilizadas para o
tratamento de diversas patologias (BRANDAO et al., 2009; BROOKS et al., 2006).
Além da biodiversidade, a medicina popular brasileira, baseada em diferentes culturas,
enriguece o uso das plantas, tanto aquelas de origem nativa quanto as exoticas, ou
seja, espécies introduzidas desde a descoberta do pais pelos portugueses
(CABALLERO, 1979; ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006).

Levantamento em bibliografia antiga revelou que algumas plantas nativas ja foram
utilizadas pela populacao brasileira na obesidade e doencas relacionadas. Entre elas
estdo aquelas conhecidas como congonha, congonha-de-bugre, bugre e porangaba. As
principais espécies conhecidas por esses nomes sdo a Villaresia congonha Miers
(Cardiopteridaceae) (CRUZ, 1982; FREISE, 1933, HOEHNE, 1920), Luxemburgia
polyandria, A. St.-Hil. (Ochnaceae) (CRUZ, 1982; PENNA, 1941), Palicourea densifolia
J. A. Schultes (Rubiaceae) (BALBACH, 1980; PENNA, 1941), Cordia salicifolia Cham.
(sinonimia de C. ecalyculata) e Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. (Rubiaceae)
(BALBACH, 1980; PENNA, 1941; CORREA, 1909). A indicacdo especifica para
utilizacado na obesidade € relatada para as espécies Villaresia congonha (CRUZ, 1982;
FREISE, 1933) e Cordia salicifolia (HOEHNE, 1920).

Estudos recentes sobre o comércio popular de plantas medicinais no Brasil mostraram
que, atualmente, as espécies C. ecalyculata e R. viburnoides sdo indicadas,

especificamente, para o tratamento da obesidade (FARIAS et al., 2010; NUNES et al.,
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2003). A C. ecalyculata ja foi submetida a varios estudos que mostraram efeito
hipolipidémico (CARDOZO et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2006; SILVA et al., 2009;
HAYASHI et al.,, 1990). Entretanto, as alegacbes populares de propriedades
emagrecedoras e supressora de apetite, ndo foram comprovadas em estudos que
avaliaram a massa corporal, a ingestdo alimentar e o consumo de agua, apés
administrac@o do extrato desta espécie (SIQUEIRA et al., 2006; CAPARROZ-ASSEF et
al., 2005). Tendo em vista 0s poucos estudos sobre R. viburnoides (LIUBA, 2009;
MONTEIRO et al., 2009) e que esta vem sendo utilizada na medicina popular corrente
como auxiliar nos “regimes de emagrecimento”, o presente estudo avaliou o potencial
do extrato bruto obtido de suas folhas no tratamento da obesidade e suas alteragbes
metabdlicas. Para isto, foi utilizado modelo animal no qual a obesidade é induzida por
dieta rica em carboidrato (HC) por 12 semanas, sendo esta suplementada, a partir da

82 semana, com EB de R.viburnoides.

As analises quimicas das folhas de R.viburnoides evidenciaram a presenca tanto de
flavonoides como de saponinas. Os resultados da andlise mostram que o EB e suas
fracOes sao ricos em flavonoides do tipo quercetina. A CCD para flavonoides revelou a
presenca de rutina e esta substancia foi também confirmada por CLAE. Neste, os
espectros no UV apresentaram também absorcdo caracteristica de outras substancias
fendlicas do tipo chalconas, precursores na via biossintética de flavonoides. Os perfis
cromatograficos em CCD para saponinas evidenciaram a presenca de varias bandas
caracteristicas para essas substancias. Os resultados obtidos por CLAE também
indicaram a presenca de saponinas, tanto no extrato bruto, quanto nas facet e fabut. O
pico 9 em TR 17,91 min nas fracdes, observado somente em 205 nm, foi atribuido a
essas substancias. De fato, saponinas sdo misturas muito complexas, com estruturas
quimicas bastante semelhantes. E possivel que o Unico pico observado seja, na
realidade, decorrente de varias substancias conjuntas. Outro fator que indica que este
pico seja para saponinas € o fato de que o mesmo nao foi detectado em 254 nm. Isso
acontece porque as saponinas nao apresentam grupos cromoéforos, possiveis de
deteccdo nesse comprimento de onda (GUTERRES, 2005; OLESZEK, 2002).

Outros picos (10, 11 e 12) que apresentaram 0 mesmo comportamento, ou seja, foram
detectadas em 205nm e ndo em 254nm, podem ser atribuidos a triterpenos livres. Além

disto, esses picos ndo foram detectados na fabut, nas quais as saponinas se
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solubilizam no solvente empregado. Saponinas e triterpenos ja haviam sido relatados

para extrato das cascas dos frutos maduros de R. viburnoides (YOUNG et al., 1998).

As analises quimicas realizadas por CCD e CLAE para a deteccdo de flavonoides
indicam a presenca do flavondide rutina, no EB e suas fracbes, contrariando os
resultados obtidos por ALVES e colaboradores (2004) que indicaram auséncia desta
substancia na planta. E possivel que esta variacdo seja decorrente da época de coleta
da planta, tendo em vista que as folhas usadas por esses autores foram provenientes
de vegetal adulto, enquanto as amostras usadas neste estudo foram obtidas de
individuo jovem. De fato, sabe-se que varia¢cdes decorrentes da época de coleta, local
e condicbes de cultivo, idade da planta, entre outros fatores contribuem para a
formac&o ou ndo de determinados metabolitos (SCHUBERT et. al., 2006; SIMOES et.
al., 1999).

Dietas HC, assim como dietas ricas em gorduras (HFD), tém o potencial de aumentar a
adiposidade (FERREIRA et al., 2011; LINDQVIST et al., 2005). A extensdo da
obesidade induzida por dieta depende da duracdo do periodo de alimentacdo, da
qualidade e/ou da quantidade de macronutrientes da dieta (HEREDIA et. al., 2009).
Dietas ricas em carboidratos, como a HC, aumentam a adiposidade quando
comparadas a dietas com menor percentual desse macronutriente, independente do
valor calorico total consumido. Esse aumento de adiposidade corporal é associado
com transtornos metabdlicos semelhantes aos modelos animais alimentados com dieta
HFD indutoras de obesidade (FERREIRA et al., 2011).

O extrato bruto R. viburnoides foi suplementado a dieta HC para avaliar seu potencial
sobre o0s parametros metabdlicos caracteristicos do aumento da adiposidade. A
suplementacao dietética com o extrato bruto mimetiza o efeito da ingestdo do alimento
e sua atuacao como nutracéutico. Os extratos brutos caracterizam-se por uma mistura
de vérias substancias bioativas, em baixas concentracdes. Dessa forma, tem-se
estabelecido que uma mistura complexa de substancias quimicas bioativas, como em
frutas e vegetais, pode promover beneficios a saude através de uma combinacdo de
efeitos aditivos e sinergéticos. As substancias quimicas bioativas em frutas e vegetais
podem ter complementaridade e ultrapassar o efeito das substancias isoladas,
exercendo diversas acoes benéficas a saude como a diminuicdo do estresse oxidativo,

a atuacdo no sistema imune, na expressao génica da proliferacdo de células e da
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apoptose, no metabolismo hormonal e exercendo atividades antibacteriana e antiviral
(LIU, 2002; SEERAM et al., 2004).

No presente estudo, o aumento da adiposidade visceral induzido por dieta HC
associou-se as diversas alteracdes metabodlicas como intolerancia oral a glicose e
insensibilidade a insulina, alteracdo dos lipidios plasmaticos, diminuicdo de
adiponectina e aumento de resistina, maior numero de células imunes circulantes
assim como maior concentracdo das citocinas IL-6, TNF-a e quimiocina CCL2 nos
tecidos hepatico e adiposo. Diversos trabalhos tém demonstrado que o aumento da
adiposidade induzido por dieta desencadeia alteracdes no metabolismo de lipidios e
carboidratos (WAKI & TONTONOZ, 2007; COENEN & HASTY, 2007) associadas a um
perfil pré-inflamatério sistémico e em sitios metabdlicos importantes como o figado e
tecido adiposo (HOTAMISLIGIL, 2003; FERREIRA et al.,, 2011; SPEAKMAN et al.,
2007). Desta forma, o desenvolvimento da obesidade nestes animais constituiu um
bom modelo para o estudo da expansdo do tecido adiposo, que se associou a
diminuicdo periférica da tolerancia a glicose e aumento de mediadores pro-

inflamatorios.

Os animais alimentados com dieta HC, apesar de ndo apresentarem alteracbes no
ganho de peso e ingestao alimentar, apresentaram expanséao do tecido adiposo do tipo
hipertrofico, evidenciado pelo aumento da area e diametro dos adipdcitos. Estudos
prévios de nosso grupo mostram que a dieta HC oferecida aos animais € normocaldrica
em relacdo a dieta controle, sendo diferente no que se refere a quantidade de
carboidratos simples. Confirma-se assim, que o tipo de nutriente da dieta,
independente do valor caldrico, é capaz de estimular mudancas na composi¢ao
corporal, favorecendo o aumento da adiposidade e a hipertrofia dos adipécitos
(FERREIRA et al., 2011).

Os animais alimentados com dieta HC suplementada com o extrato bruto de R.
viburnoides nas diferentes doses (40, 80 e 160 mg/Kg), durante quatro semanas,
apresentaram ganho de peso, ingestdao alimentar e adiposidade semelhante aos
animais HC. Entretanto, somente os animais tratados com a menor dose do extrato
apresentaram adipécitos menores, caracteristicos da ocorréncia da hiperplasia celular.
A hipertrofia dos adipdcitos foi originariamente considerada como a Unica via de

expansao deste tecido (BAHCECI et al., 2007; DeFRONZO, 2004; JENSEN, 1997).
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Entretanto, sabe-se que a hiperplasia dos adipécitos contribui também com esta
expansdo (BAHCECI et al., 2007; AVRAM, AVRAM & JAMES, 2007). O adipdcito ao
atingir sua capacidade maxima de armazenamento de gordura estimula o recrutamento
de novas células — pré-adipdcitos. A diferenciacdo dos pré-adipécitos em adipdcitos
maduros € denominada adipogénese (DICKER, 2005). A adipogénese pode favorecer
a substituicAo das células hipertroficas por adipdcitos jovens e menores. Estes
apresentam maior sensibilidade a insulina e, quando maduros, produzem mais
citocinas anti-inflamatoérias, em detrimento das citocinas pro-inflamatorias (OKUNO et
al., 1998). De fato, individuos obesos com poucos adipécitos hipertrofiados sdo menos
tolerantes a glicose e sensiveis a insulina que individuos de mesma adiposidade com
muitos adipdcitos hiperplasiados (ARNER et al., 2010; BAYS et al., 2008; LUNDGREN
et al., 2007).

Deve-se ainda considerar que, os relatos de uso popular que atribuem a R. viburnoides
o potencial “emagrecedor” (DICKEL, RATES & RITTER, 2007; ALVES et al., 2004,
NUNES et. al., 2003) ndo foram observados neste estudo. Frequentemente, 0 uso
popular indica para emagrecimento plantas com potencial diurético e ou laxante
(SANTOS et al., 2007; NUNES, et. al., 2003). Mesmo diante do potencial diurético
atribuido a R. viburnoides (LIUBA, 2009), o PC dos animais suplementados néo foi
diferentes dos demais grupos de animais. Ademais, o efeito antiobesogénico tambéem
nao pode ser considerado para R. viburnoides. Entende-se que este sé poderia ser
aplicado se fosse observada diminuicdo do tecido adiposo (adiposidade) nos animais
suplementados como sugerido por outros autores (AKASE et al., 2011; ARCARI et. al.,
2009).

Os animais alimentados com HC apresentaram na 82 e 122 semana de experimento
menor tolerancia oral a glicose e sensibilidade a insulina. A suplementacdo com 80 e
160 mg/Kg do extrato ndo alterou esses parametros. Entretanto, animais
suplementados com 40 mg/kg apresentaram melhora tanto da tolerancia a glicose
como da sensibilidade a insulina. Estes resultados s&o condizentes com outros estudos
gue suplementaram suas dietas com extratos de plantas ricos em substancias
polifendlicas e flavonoides (CLAUSSNITZER et al., 2011; STEFEK, 2011; ZYGMUNT et
al., 2010; MACHADO et al., 2008; TALPUR et al., 2005). Nesses, os efeitos benéficos
observados sao atribuidos a essas substancias quimicas, em especial, as do tipo

guercetina, como a rutina (FERNANDES et al., 2010; RAZAVI et al., 2009; ZHENG et
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al., 2005; ZHU et al., 2004). Estudos recentes demonstraram que animais alimentados
com dietas HC suplementadas com cha verde (RICKMAN et al.,, 2010) ou rutina
(ZHENG et al., 2005) apresentaram reducdo da glicemia, melhora da sensibilidade a
insulina e regulacdo dos lipidios séricos. A melhora dos parametros metabdlicos
induzida pela suplementacdo com esses nutracéuticos foi atribuida a prevencéo ou
reversdo do estresse oxidativo cronico gerado pela dieta HC (RICKMAN et al., 2010;
ZHENG et al., 2005).

A maior tolerancia e sensibilidade a insulina nos animais tratados com HC40 pode ser
atribuida, pelo menos em parte, a modulagédo da expanséo do tecido adiposo por meio
da hiperplasia dos adipécitos. Outros estudos mostram que animais obesos
suplementados com extrato de ginseng (KIM et al., 2011), capsaicina (KANG et al.,
2010), extrato de Sophora japonica (PARK, LEE & PARK, 2009) e antocianinas
(TSUDA, 2008) apresentaram também uma resposta metabdlica diferenciada
decorrentes das modificagcdbes na morfologia do tecido adiposo, indicativa de
modulacdo hipertréfica e/ou de estimulo hiperplasico (RAYALAM, DELLA-FERA &
BAILE, 2008).

De fato, animais tratados com as demais doses ndo apresentaram melhora da
tolerancia oral a glicose e sensibilidade a insulina. Isto é consistente com os resultados
de diametro e a area dos adipOcitos para esses grupos, uma vez que estes se
apresentaram similares ao grupo néo suplementado (HC). Confirma-se assim que, 0s
adipdcitos hipertrofiados apresentam-se menos sensiveis a acgdo da insulina,
prejudicando a captacao de glicose e favorecendo a resisténcia a insulina (POWELL,
2007; KAMEI, 2006; FLIER, 2004; STEARS & BYRNE, 2001). Uma hipétese a ser
considerada, que justificaria 0s resultados encontrados nestas doses, estaria
relacionada a concentracdo de substancias quimicas presentes no extrato. Essas
substancias em maiores concentracdes poderiam exibir comportamento pré-oxidativo,
nao permitindo a modulacdo da plasticidade dos adipdcitos e, consequentemente, a
melhora do metabolismo da glicose e de outros parametros (DECKER, 1997;
KESSLER, UBEAUD & JUNG, 2003).

A melhora do metabolismo da glicose nos animais suplementados com HC40 ficou
também evidenciada pelos indices HOMA-IR e HOMA-B. A resisténcia a insulina e a

disfuncdo progressiva do pancreas (células ) tém sido associadas a patogénese do
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diabetes tipo Il (SONG et al.,, 2007). O indice HOMA é derivado de uma avaliacdo
matematica do equilibrio entre a saida de glicose hepatica e secrecdo de insulina, a
partir das concentracdes de glicose e insulina de jejum (WALLACE, LEVY &
MATTHEWS, 2004; MATTHEWS, 1985). O HOMA-IR avalia a resisténcia a insulina e o
HOMA-B avalia a funcdo das células- B pancreaticas (WALLACE, LEVY &
MATTHEWS, 2004). HOMA-IR elevado e HOMA-[3 baixo séo, de forma independente e
consistente, associados a um maior risco de diabetes (SONG et al., 2007). Os animais
HC apresentaram maior HOMA-IR e menor HOMA-B que os animais C. Em
contrapartida, os animais HC40 apresentaram menor HOMA-IR e maior HOMA-B. E
importante observar que estes indices correlacionam glicose e insulina de jejum, e que
os resultados de concentragcéo basal de insulina foram similares entre os grupos (C, HC
e HC40). Diante disso, sugere-se que 0s animais alimentados com dieta HC40
apresentam menor resisténcia a acdo da insulina e células B pancreaticas mais
funcionantes que o controle (HC). Em outro estudo, modelos animais de obesidade
suplementados com extrato de Panax ginseng apresentaram insulina de jejum similar a
dos animais que nao receberam extrato e, também, menores valores de HOMA-IR (LIM
et al., 2009).

E de fundamental importancia, identificar quais as possiveis substancias quimicas
presentes nos extratos de plantas que sdo responsaveis pelos efeitos benéficos
observados nos estudos. Muitos estudos relatam o potencial de extratos ricos em
polifendis e flavonoides no tratamento das alteragbes do metabolismo de glicose.
Nesses, varios mecanismos de acdo sdo propostos para essas substancias. Sugere-se
que esses componentes tém o potencial de modificar a atividade de enzimas
intracelulares, incluindo tirosina quinase, proteina quinase C, fosfatidil-inositol-3-
quinase (PI3K) e proteina quinase regulada pelo extracelular (MAPK), resultando em
aumento do transporte de glicose estimulada por insulina no masculo e tecido adiposo
(NOMURA et al., 2008; BAZUINE, VAN DEN BROEK & MAASSEN, 2005; STROBEL et
al., 2005). Outro mecanismo de acdo proposto seria a capacidade de inducdo da
expressao de PPARYy por tais substancias (DING, JIN & CHEN, 2010; GOTO et at.,
2005; TAKAHASHI et al., 2003). Ao induzir a expressdo de PPARYy, os flavonoides
indiretamente aumentariam a captacdo de glicose, inibiriam a inflamacéo associada a
obesidade e, consequentemente, melhorariam a sensibilidade a insulina (KARSTEN,
2008; RICOTE & GLASS, 2007; SPIEGELMAN, 1997).
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Outra classe de substancias quimicas que demonstraram os mesmos efeitos benéficos
que foram atribuidos aos flavonoides no tratamento da obesidade e suas alteragfes
sao as saponinas (DING, JIN & CHEN, 2010; ZHAO, et. al., 2008; SPARG et. al.,
2004). Ha relatos de que estas substancias podem ser responsaveis pela melhora da
sensibilidade a insulina, por mecanismos ainda nao bem definidos (YANG et al., 2010;
BHAVSAR et al.,, 2009). Um estudo avaliou os efeitos da administracdo de extrato
metanalico rico em saponinas de Helicteres isora Linn. (Sterculiaceae) na melhora da
tolerancia oral a glicose e sensibilidade a insulina. O tratamento com o extrato reduziu
significativamente a expressdo do gene que codifica a enzima reguladora da
gliconeogénese e glicogendlise, a glicose-6-fosfatase (G6Pase) no figado de
camundongos db/db. A enzima G6Pase catalisa a producdo de glicose a partir de
precursos gliconeogénicos. Sendo assim, pequenas alteracdes na expressdo deste
gene podem alterar a glicemia (BHAVSAR et.al., 2009). Esse mesmo estudo mostrou
que a suplementagdo com saponinas também induziu a expressdo PPARy no tecido
adiposo de animais db/db (BHAVSAR et.al., 2009).

Diante desta correlacdo, apontada pela literatura, entre os flavonoides e saponinas, e
seus potenciais de acéo no tratamento da obesidade e suas alteracdes, sugere-se que
0s mesmos efeitos observados neste estudo devem-se a presencga dessas substancias
no EB de R. viburnoides. Sugere-se ainda que, um possivel mecanismo de acgéo
dessas substancias quimicas seria via ativacéo ou ligacdo de PPARYy, uma vez que foi
evidenciada modulagdo da hipertrofia dos adipdcitos dos animais suplementados na
menor dose. A modulacdo do adipdcito via PPARy contribuiria, pelo menos em parte,
com a melhora da sensibilidade a insulina observada neste estudo e também com a
sinalizacao anti-inflamatoria sistémcia e nos tecidos adiposo e hepatico, conforme sera

relatado posteriormente.

Outras alteracdes comuns na obesidade sdo as relacionadas ao metabolismo de
lipidios. Neste estudo os animais alimentados com dieta HC apresentaram valores
séricos de triacilglicerol e colesterol total elevados em relagdo aos alimentados com
dieta C. A dislipidemia € um achado comum em individuos com sobrepeso e obesos e
esta intimamente relacionada ao desenvolvimento de complicacdes cardiovasculares,
como aterosclerose (KLEEMANN et al., 2010; NGUYEN et al, 2008). A obesidade
visceral aumenta a quantidade de AGLs circulantes, uma vez que os adipdcitos

localizados nesta regido possuem alta atividade lipolitica, maior do que em outros sitios
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(GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011; KANDA et al., 2006; WELLEN & HOTAMISLIGIL,
2005; SALTIEL & KAHN, 2001). Somam-se a isso 0s niveis séricos elevados de glicose
nesses individuos. Ambos, em associacdo, agravam a resisténcia e a secrecdo de
insulina, contribuindo para a manutencdo do quadro de hiperinsulinemia sistémica
(O'ROURKE et al., 2002; FESTA et al., 2000). Os AGLs em excesso podem também
contribuir para a resisténcia a insulina via ativacdo de TLRs no tecido adiposo e
macréfagos contribuindo com o quadro de inflamacdo (GUILHERME et. al., 2008).
Além disso, aumentam a liberacdo hepatica de lipoproteinas ricas em triglicérides,
colesterdis de baixissima densidade (VLDL-c) e apolipoproteina B na circulacdo
(XIONG & ZHIPING, 2006).

Apesar dos animais suplementados com HC40 apresentarem valores de triacilgliceroéis
similar aos animais HC, a concentracdo de colesterol apresentou-se inferior aos
daqueles que ndo foram suplementados. Esta modulagdo do metabolismo de lipidios
pode ser atribuida, pelo menos em parte, as saponinas que possuem um efeito classico
na reducdo dos niveis plasmaticos de colesterol tanto em modelos animais como em
humanos (GNOATTO, SCHENKEL & BASSANI, 2005; SOUTHON et al., 1988).
Acredita-se que essa atividade moduladora esteja relacionada com a inibicdo da acgéo
da enzima colesterol aciltransferase (ACAT) (ZHAO et. al., 2008). Esta inibicdo
favoreceria a formacao de micelas pela interacdo das saponinas com os acidos biliares,
resultando em elevacdo do colesterol excretado e diminuicdo do colesterol absorvido
(complexagédo das saponinas com o colesterol adquirido na dieta) (SOUTHON et al.,
1988; SPARG et al., 2004). Um efeito esfoliante (irritante) resultante da formacgéo de
complexos com o colesterol das membranas das células intestinais também tem sido
levado em consideracdo para explicar a perda de funcdo e reducdo da éarea de
absorcao intestinal (SIMOES et al., 1999).

O potencial de alterar as concentracdes de colesterol total pode ser também atribuido a
presenca de flavonoides no extrato bruto da planta, como ja descrito por outros autores
(YUGARANI et al, 1992; BORRADAILE, CARROLL & KUROWSKA, 1999;
KUROWSKA et al., 2000). Diversos mecanismos de acgdo tém sido atribuidos aos
flavonoides para explicar seus efeitos no metabolismo lipidico. Um destes envolve
acbes no aumento da excrecdo de sais biliares nas fezes, e outro abrange a
capacidade de elevar a atividade do sistema microssomal hepatico,

consequentemente, aumentando o metabolismo lipidico (WILCOX et al.,, 2001).
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Sugere-se ainda que o aumento da atividade dos receptores de LDL e também a
inibicdo da sintese de apolipoproteina B (ROZA, XIAN-LIU & GUTHRIE, 2007)
induzidos pelos flavonoides, seja um dos responsaveis pela reducdo da concentracéo
de colesterol. A melhora do metabolismo de lipidios pode estar associada a melhora do
metabolismo de glicose e a melhora da inflamacao sistémica. Estas poderiam contribuir
para a atenuacdo do estado de resisténcia a insulina observada neste estudo e
também sugerida por outros (WOOTEN et al.,, 2008; VAN GAAL, MERTENS & DE
BLOCK, 2006; NIELSEN, 1997).

No presente estudo os animais alimentados com dieta HC apresentaram inflamagé&o
sistémica e nos tecidos hepético e adiposo epididimal. A inflamacdo sistémica foi
evidenciada na contagem total de leucocitos e contagem diferencial de células
mononucleares que se apresentaram maiores que nos animais controle. A inflamacao
local foi demonstrada pelo aumento da concentracdo de citocinas (TNF-a, IL-6) e
guimiocina (CCL2) proé-inflamatdrias no figado e tecido adiposo epididmal.

A inflamacdo crbnica de baixa intensidade caracteristica na obesidade pode ser
evidenciada por um maior numero de células imunes circulantes (PEARSON et al.,
2003) e nos tecidos (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011). A contagem total de
leucdcitos € considerada um dos marcadores mais estaveis de inflamacéo (BICKEL et
al., 2002; DANESH et al., 1998). A inflamag¢do no tecido adiposo contribui com o
quadro de inflamacéo sistémica, assim como a inflamacao observada em outros sitios
inflamatérios como o figado (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011; FERREIRA et al.,
2011; CAl et al., 2005; TRAYHURN & WOOQOD, 2004).

Neste estudo, a contagem diferencial de leucdcitos evidenciou maior nimero de células
mononucleares para o grupo de animais tratados com dieta HC. Considera-se que o
namero total de leucotcitos correlaciona-se positivamente com o de células
mononucleares, como os mondcitos circulantes (MANICONE & MCGUIRE, 2008). Os
monaocitos nos tecidos diferenciam-se em macréfagos e nestes sao responsaveis por
grande parte da producdo de TNF-a. Nos tecidos, o aumento da producdo de TNF-a
pelos macrofagos induz maior expressao de IL-6 e CCL2 pelas células destes tecidos
(MADJID et al.,, 2004; WEISBERG et al., 2003; SWEETNAM et al., 1997). Estes
resultados correlacionam-se ainda com os de hipertrofia dos adipécitos, uma vez que

estes, nesta condicdo, mostram-se importantes produtores de citocinas pro-
92



inflamatorias como TNFa, IL6 e CCL2 e, ainda, IL1[B, resistina. Os adipdcitos
hipertrofiados, em adicdo, apresentam capacidade limitada de sintese e liberagéo
adiponectina, contribuindo assim com o desequilibrio anti e pré-inflamatério comum na
obesidade (GOOSSENS et al., 2008; SELL et al., 2006; YANG et al., 2005).

Os animais suplementados com HC40 apresentaram menor inflamacao sistémica e
local que seu controle (HC). Estes animais apresentaram redu¢édo da contagem total de
leucdcitos e contagem diferencial de células mononucleares, assim como diminui¢ao
das citocinas pro-inflamatorias no figado e tecido adiposo. Os resultados sugerem que
o EB de R. viburnoides apresentou potencial para diminuir a inflamacéo sistémica e
local, e consequentemente, a infiltracdo de mondcitos nos tecidos que poderiam
contribuir com a inflamacéao local. Um estudo de fagocitose in vitro que avaliou agao do
extrato de Melilotus officinalis, mostrou efeito inibidor sobre a producédo de leucdécitos
(LUMINIT et al., 2002). Nesse estudo, o efeito sobre a producdo de leucécitos foi
atribuido ao conteudo de polifendis do extrato, assim como em outros estudo com
Eriobotrya japonica (TAKUMA et al., 2008) e Theobroma cacao (SELMI et al., 2006).
Outros estudos demonstraram diminui¢cdo das citocinas TNF-a, IL-6 e quimiocina CCL2
no tecido adiposo de animais obesos apds suplementagdo com Radix Asrtagali (HOO
et al., 2010), com extrato de Undaria pinnatifida (MAEDA et. al., 2009) e com
antocianinas (SEYMOUR et al.,, 2009). Outro estudo mostrou a diminuicdo da
expressao dessas citocinas no tecido adiposo e hepatico de animais obesos apoés
suplementacdo com capsaicina (KANG et al., 2010). De fato, a diminuicdo dessas
citocinas nos tecidos contribui com a regulagéo da inflamacéo local e sistémica.

Os animais alimentados com dieta HC apresentaram maior concentracdo seérica de
resistina e menor concentracdo sérica de adiponectina em relagcdo ao controle (C).
Esses resultados séo condizentes com o0s apresentados na literatura, uma vez que na
obesidade €& observada correlacdo significativamente inversa entre essas
adipocitocinas (TILG & MOSCHEN, 2008; BULLO et al., 2007; LEHRKE et al., 2004).
Estes resultados correlacionam-se ainda com o maior indice de adiposidade e
hipertrofia dos adipdcitos apresentado pelos animais alimentados com HC em relacéo
ao controle. Esta por sua vez, evidencia que a menor concentracdo de adiponectina
associada a maior concentracdo de resistina contribui com a resisténcia a insulina
(BERG & SCHERER, 2005; XU et al., 2003; PRINS, 2002) e para um estado mais proé-

inflamatoério (BEKRIS et al., 2006). Deste modo, as concentracfes séricas dessas
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adipocitocinas contribuiram com as alteragbes metabodlicas e, também, com a

inflamagé&o sistémica observadas.

Os animais suplementados com HC40 apresentaram concentracdo plasmatica de
resistina menores que os animais HC. Este mesmo padrdo de diminuicdo de resistina
foi também observado quando o extrato de Eucommia ulmoides Oliver
(Eucommiaceae) foi suplementado a dieta rica em gorduras (HFD) (FUJIKAWA et al.,
2010). Outro estudo avaliou o efeito do extrato de Lysimachia foenum-graecum
administrado por gavagem em animais que se alimentavam com HFD. Neste também
foi observado valores de resistina significativamente menores no grupo suplementado
em relagdo ao controle (SEO et al, 2011). E importante considerar que, em ambos 0s
estudos, o padrdo de diminuicdo de resistina pode ser associado a diminuicdo da
adiposidade observada nos animais que receberam os extratos. Entretanto, um estudo
em vitro evidenciou-se que substancias quimicas polifendlicas podem diminuir a
secrecdo de resistina pelos adipocitos (3T3-L1) e favorecer sua diferenciacdo (MIYATA
et al., 2011). E importante ainda considerar que, a expressido de resistina pode ser
alterada pela ativacdo de PPARy, uma vez que este fator de transcricdo liga-se a
regido promotora de genes-alvo e inibem a producao da resistina (PATEL et al., 2003).
De fato, a modulacdo da hipertrofia dos adipdcitos e da inflamacgéo sistémica contribuiu
com a menor concentracdo de resistina nos animais HC40, independentemente da

adiposidade.

As concentracdes plasmaticas de adiponectina nos animais suplementados com HC40
foram similares aos dos animais HC. Este resultado é condizente com outro estudo que
avaliou a expressao de adiponectina em animais obesos apds suplementacdo com
extrato de Helicteres isora (BHAVSAR et al., 2009). Nesse estudo os efeitos sobre a
melhora da hiperglicemia, hiperlipidemia e hiperinsulinemia foram atribuidos, em parte,

ao aumento da expressao de PPARYy no tecido adiposo, ndo associado a adiponectina.

Reafirma-se, assim, a possivel acdo do EB em ativar PPARy, uma vez que esta
ativagcdo poderia estar envolvida em todo o processo antiinflamatorio observado neste
estudo. Portanto, a diminuicdo da inflamacao sistémica e local, contribuiram também
com a melhora das alteracdes metabdlicas caracteristicas na obesidade, em especial,
a sensibilidade a insulina conforme observado também em outros estudos (KANG et

al., 2010; HOO et al., 2010; MAEDA et. al., 2009; SEYMOUR et al., 2009).
94



De modo geral, as substancias quimicas presentes no EB s&do as possiveis
responsaveis pelo os efeitos observados neste estudo. Acredita-se que a correlacéo
existente entre as atividades antioxidante e anti-inflamatoria atribuidas a essas
substancias explicariam tais efeitos. Uma vez que alguns extratos vegetais reduzem a
inflamacé&o por eliminar superdxidos conhecidos por participarem do recrutamento de
células inflamatérias presentes nos tecidos (THAMBI et al., 2009; RODENAS et al.,
2000). Diante disso, sugere-se que as substancias quimicas presentes no EB de R.
viburnoides, devido ao seu potencial antiinflamatério, sdo capazes de modular as

alteracdes metabdlicas na obesidade induzidas por dieta.

Nosso grupo de pesquisas tem uma intensa interacdo com a comunidade e a
verificacdo da qualidade dos produtos disponibilizados para a populacdo € uma das
nossas linhas de atuac&do. Tendo em vista que as folhas de plantas conhecidas como
congonha, congonha-de-bugre e porangaba vém sendo comercializadas em mercados
populares para uso em “regimes de emagrecimento” foi realizado um breve estudo em
amostras comercializadas no Mercado Central de Belo Horizonte. O estudo mostrou
que de um total de 11 amostras para uso como cha, cinco se tratavam de folhas secas

de R. viburnoides.

A analise macroscopica revelou a presenca de contaminacdo por fungos em uma das
amostras. Este tipo de contaminacao ja foi descrita em outros estudos que analisaram
amostras de plantas (AQUINO et al., 2010; TRESVENZOL et al., 2006; NUNES et al.,
2003). O desenvolvimento de fungos e/ou bactérias tem origem em circunstancias
relacionadas com a coleta, processamento e/ou armazenamento inadequados (NUNES
et al., 2003; MENGUE, MENTZ & SCHENKEL, 2001). Outro tipo de contaminacdo
descrita na literatura é a por metais pesados e microelementos. Esta também estaria
relacionada as condi¢cdes de sanitérias inadequadas, comprometendo a qualidade do
produto comercializado (STREET et al, 2008).

As analises quimicas evidenciaram que todas as amostras apresentaram perfil em
CCD semelhante ao padrao estudado. Este resultado mostra que as amostras
comercializadas como congonha, congonha-de-bugre e/ou bugre corresponderam a R.
viburnoides, indicando que a espécie vem sendo usada pela populagdo. Esta
constatacao revela uma condigdo preocupante, uma vez que a planta ndo conta ainda

com resultados de estudos conclusivos, que poderiam justificar 0 seu emprego no
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tratamento da obesidade. Além disto, ficou demonstrado neste estudo que, somente
em pequenas doses, seria possivel alcancar algum beneficio com o uso da planta.

Outro fator preocupante sédo as condi¢bes sanitarias improprias nas quais as plantas
sdo armazenadas e comercializadas.
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6. CONCLUSAO

As substancias quimicas presentes no extrato bruto de R. viburnoides, na menor dose
estudada (40 mg/kg) podem ser eficazes no tratamento das alteracdes metabdlicas
induzidas pelo aumento da adiposidade. Esse efeito pode ser atribuido, pelo menos em
parte, a modulacdo da resposta inflamatoria sistémica e localizada nos tecidos
hepéticos e adiposos assim como a expansdo do tecido adiposo direcionada a
ocorréncia da hiperplasia em detrimento da hipertrofia. Os resultados confirmam o
potencial dessa planta como possivel agente nutracéutico para o tratamento de

alteracdes metabdlicas associadas a obesidade.

Esta espécie vem sendo comercializada em mercados populares, entretanto a
indicacdo de uso para o tratamento das altercbes metabdlicas associadas a obesidade
nado pode ser ainda atribuida. Uma vez que, este estudo evidenciou informacdes
preliminares sobre a atividade farmacoldgica da planta. E importante considerar que o
uso indiscriminado pode ter efeitos contrarios ao esperado, como foi observado no

tratamento com as maiores doses.
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8. ANEXO |

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 15¢/2010, relativo ao projeto intitulado “Avaliacido do
potencial de Rudgea Viburnoides (CHAM.) Benth. (Congonka-de-bugre) no
tratamento da obesidade induzida por dieta em camundongoes Balb/c’, que tam
como resporsavel(is) Maria das Gracas Lins Brandio , esta(do) de acordo com os
Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacao Animal (CETEA/UFMG), tenco sido aprovado na reunido de 8/ 09/
2010.

Este certificado expira-se em 8/ 09/ 2015.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n¢ 159}2010, related to the project entitled
“Assessment of potential rudgea viburnoides (CHAM.) Benth. (Congonka-de-
bugre) in the treatment of diet-induced obesity in mice Balb/c", under the
supervisiors of Maria das Gragas Lins Brand3o, is in agreement with the Ethica! Frinciples
in Animal Experimentation, adopted by the Ethiics Committee i Animal
Experimentation (CETEA/UFMG), and was approved in September 8, 2010.

This certificate expires in September 8, 2015.
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