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RESUMO

O diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) é uma doenca metabdlica caracterizada
por hiperglicemia crénica, resultante da combinacdo entre resisténcia a acdo da
insulina e deficiéncia de secrecao de insulina. Representa hoje importante problema
de saude publica mundial, em razdo do aumento de sua prevaléncia, em propor¢des
epidémicas, e da morbimortalidade que determina. A Rhynchelytrum repens (RR) é
uma planta rica em fibras solluveis do tipo B-glucanos, avaliada previamente em
modelo de diabetes induzido por estreptozotocina em ratos, semelhante ao diabetes
mellitus tipo 1, com bons resultados sobre o controle glicémico. Seus efeitos,
contudo, ndo foram explorados em modelos animais de DM2. O objetivo deste
projeto foi avaliar o efeito do extrato da RR sobre variaveis metabdlicas em
camundongos com obesidade e diabetes induzidos por dieta hiperlipidica (DHL).
Para tanto, 16 camundongos Swiss machos alimentados com DHL da 5% a 162
semana de vida foram aleatoriamente divididos em 4 grupos contendo cada animais
cada para tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/d), ou extrato de RR nas
doses de 50 ou 100 mg/kg/d, durante 19 dias, por via intraperitoneal. Um grupo de 4
animais alimentados desde o desmame até o final do estudo foi tratado com veiculo.
Foram avaliados, em resposta ao tratamento, massa corporal, ganho de massa
corporal, ingestdo hidrica, ingestdo de dieta, eficiéncia metabdlica e tolerancia a
glicose. Ao final do tratamento, os animais foram eutanasiados e foi coletada
amostra de sangue para avaliacdo do perfil lipidico e concentracdo circulante de
transaminases, além de determinadas a massa de diferentes depdsitos de tecido
adiposo e as caracteristicas histoloégica do figado. Nas duas doses testadas, o
tratamento com o extrato de RR resultou em reducdo do ganho de massa corporal
em resposta a DHL, tendéncia de melhora da tolerancia a glicose, reducdo da
massa adiposa visceral retroperitoneal sem alteracdo da massa adiposa inguinal,
tendéncia de reducdo da ingestdo de energia e da eficiéncia metabdlica e reducédo
do acumulo lipidico no figado, em relacdo aos animais alimentados com DHL e
tratados com veiculo. Nao foram observadas modificacdes do perfil lipidico ou da
concentracéo circulante de transaminases nos grupos tratados com extrato de RR.
Esses resultados sugerem que o extrato de RR apresenta efeitos metabdlicos
favoraveis independentes de sua acdo como fibra soltvel no trato gastrointestinal, e
gue represente fonte promissora de compostos para o tratamento do DM2 e dos
distarbios metabdlicos a ele associados.

Palavras-chave: diabetes mellitus tipo 2, Rhynchelytrum Repens, adiposidade,
esteatose hepética.



ABSTRACT

Type 2 diabetes (T2D) is a group of metabolic diseases sharing chronic
hyperglycemia, resulting from a combination of insulin resistance and secretory
deficiency of pancreatic beta cells. It currently represents a worldwide public health
problem due to its increasing frequency, in epidemic proportions, and to its
associated morbidity and mortality. Rhynchelytrum repens (RR) is a plant rich in the
soluble fiber beta-glucan and was previously investigated in a rodent model of
streptozotocin-induced diabetes, which is similar to type 1 diabetes, with a favorable
effect on blood glucose levels. However, its effects were not explored in T2D animal
models. The aim of this work was to investigate the effect of a RR extract on
metabolic variables of mice with obesity and diabetes induced by high fat died (HFD).
Sixteen male Swiss mice were fed a HFD from the 5™ until the 16™ week of life and at
this time were randomly assigned into 4 groups containing 4 mice each to receive
vehicle, rosiglitazone (4 mg/kg/d) or RR extract at the doses of 50 and 100 mg/kg/d,
for 19 days, by the intraperitoneal route. Four animals were fed a control diet from
weaning until the end of the study and treated with vehicle. Body weight, body weight
gain, water and diet ingestion, metabolic efficiency and glucose tolerance in
response to treatment were determined. At the end of treatment, mice were
euthanized and blood samples were drawn for lipid profile and serum levels of liver
enzymes determination. The mass of different adipose tissue depots was evaluated,
as well of liver histological features. Treatment with both doses of RR extract reduced
weight gain in response to HFD and in a trend towards improved glucose tolerance.
There was a significant decrease in visceral retroperitoneal adipose tissue mass
without changes in subcutaneous inguinal adipose tissue mass, in addition to a trend
towards reduced energy intake and metabolic efficiency. Moreover, mice fed a HFD
and treated with both RR extract showed reduced liver fat accumulation when
compared to HFD-fed mice treated with vehicle. No changes in lipid profile or serum
levels of liver enzymes were observed. These findings suggest that the RR extract
has favorable metabolic effects independently of its action as a soluble fiber in the
digestive tract, and may hence be viewed as a promising source of active
compounds to treat T2D and its associated metabolic disturbances.

Keywords: type 2 diabetes, Rhynchelytrum Repens, adiposity, hepatic steatosis.
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1 INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) € um grupo heterogéneo de doencgas caracterizadas
por defeitos na sintese, secrecdo e/ou ac¢do da insulina. Segundo estimativas da
Federacéo Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation, IDF), havia,
em 2013, cerca de 387 milhdes de pessoas com DM, com perspectiva de aumento
para 592 milhées de casos no ano de 2035 (1). Estima-se, ainda, que
aproximadamente 179 milhdes de pessoas sejam portadoras da doenca, porém sem
diagnostico (1). O Brasil ocupa a primeira posicdo, em prevaléncia, entre os dos
paises da América Latina, e o quarto no mundo, com uma populacdo de cerca de 11
milhdes de diabéticos (1).

A importancia da doenca é representada ndo apenas por sua prevaléncia,
mas também pela morbimortalidade a ela associada. No ano de 2014, foram
constatadas 4,9 milhdes de mortes em todo mundo em decorréncia do DM (1). Isto €
atribuido as suas complicacbes macrovasculares (doenca arterial coronariana,
doenca cerebrovascular e doenca vascular periférica) e microvasculares (retinopatia,
neuropatia e nefropatia) (2).

As duas formas mais frequentes de DM séo o DM tipo 1 (DM1) e DM tipo 2
(DM2). O DM1, em geral de etiologia autoimune, é caracterizado por destruicdo das
células beta pancreaticas e deficiéncia absoluta de insulina (3). O DM2, mais
frequente, apresenta como componentes fisiopatolégicos a resisténcia a acdo da
insulina e a deficiéncia secretéria das células beta pancreaticas (3).

A abordagem terapéutica atual do DM2 visa diminuir a resisténcia a insulina e
melhorar a funcdo da célula beta pancreatica com dieta, exercicios, anti-
hiperglicemiantes e, nos pacientes obesos, com medicamentos especificos anti-
obesidade. Entre as estratégias dietéticas para o tratamento do DM2, destacam-se
dietas com elevado teor de fibras, que diminuem as concentragdes plasmaticas de
glicose e colesterol (4). Segundo a Associacdo Dietética Americana (American
Dietetic Association, ADA), fibra alimentar € a por¢cdo de plantas ou carboidratos
analogos que sao resistentes a digestdo e absorcdo no intestino delgado de
humanos, com fermentacdo completa ou parcial no intestino grosso. O termo fibra
alimentar inclui polissacarideos, lignina, oligossacarideos e substancias associadas

de plantas (5).
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Os B-glucanos séo polissacarideos de monémeros de glicose unidos por
ligagdes B-glicosidicas. Estdo presentes em fibras solluveis e, quando ingeridos,
diminuem a glicemia pos-prandial, efeito associado a propriedade deste polimero,
guando em solucéo, formar uma camada gelatinosa no intestino que reduz a taxa de
absorcdo de nutrientes no intestino delgado. Estes efeitos resultam, também, em
reducdo da concentracdo plasmatica de colesterol (6). A Rhynchelytrum repens,
conhecida como “capim favorito”, € uma planta utilizada popularmente no tratamento
do DM (7). Seus efeitos anti-hiperglicemiantes foram caracterizados em modelo
murino de DM induzido pela estreptozotocina (7,8) e atribuidos, pelo menos em
parte, ao seu rico conteido de beta-glucano. O modelo de DM induzido por
estreptozotocina apresenta caracteristicas que o assemelham ao DM1, na medida
em que este composto resulta em destruicdo seletiva das células beta pancreéticas.
Para nosso conhecimento, este foi o Unico modelo de DM em que os efeitos da
Rhynchelytrum repens foram testados, de forma que carecem, na literatura, estudos
gue tenham abordado os seus efeitos em modelo de DM2, o mais prevalente. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do extrato de Rhynchelytrum
repens em modelo murino de obesidade e hiperglicemia induzidas por dieta

hiperlipidica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DIABETES MELLITUS

O DM é caracterizado por hiperglicemia crénica resultante de deficiéncia
absoluta ou relativa da secrecdo de insulina pelas células B das ilhotas de
Langerhans no pancreas (9). E considerado importante problema de satde publica
mundial, em razéo de sua crescente prevaléncia e também da morbimortalidade que
determina. Segundo relatdrio da Federacdo Internacional de Diabetes (1), existem
aproximadamente 387 milhdes de pacientes diabéticos no mundo, com perspectiva
de aumento para 592 milhdes até 2035 (1). As complicacbes vasculares da doenca
apresentam natureza isquémica e sdo classificadas em microvasculares e
macrovasculares. As complicacBes microvasculares, especificas do DM, incluem a
retinopatia, nefropatia e neuropatia. As complicacdes macrovasculares, que sao a
doenca arterial coronariana, doenca cerebrovascular e doenca arterial periférica,
embora ndo especificas do DM, representam hoje a principal causa de mortalidade
em diversos paises (1).

H& duas principais formas da doenca, o DM tipo 1 (DM1) e o tipo 2 (DM2). O
DM1, que representa cerca de 5 a 10% dos casos de DM, é causado pela destruicdo
autoimune das células B-pancreaticas, relacionada fatores genéticos e a gatilhos
ambientais secundarios, como toxinas e virus. E mais comum entre criancas e
adultos jovens e, em razao da deficiéncia absoluta de insulina, desde o diagnéstico é
necessario tratamento com insulina exdégena para controle metabdlico (1). O DM2
representa aproximadamente 90% dos casos de DM e tem como componentes
fisiopatolégicos a resisténcia a acéo da insulina e a deficiéncia secretéria das células
B-pancreaticas. Além disso, frequentemente associa-se a obesidade e manifesta-se

no contexto da sindrome metabalica (10).
2.1.1 Fisiopatologia do diabetes mellitus tipo 2
O DM2 é um grupo de doencas metabdlicas caracterizado por hiperglicemia

cronica resultante da combinagdo de graus variados de resisténcia a acdo da
insulina e deficiéncia da secrecdo da insulina (11). Em razdo de sua elevada
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prevaléncia e associacdo com complicagbes vasculares (1), representa importante
determinante de morbimortalidade, inclusive entre individuos mais jovens (1).

A fisiopatologia do DM2 é complexa e parece resultar da interacdo entre
diversos fatores genéticos e ambientais, que influenciam a sensibilidade insulinica e
a funcdo secretéria da célula beta. A heranca genética é poligénica e os estudos
genéticos em humanos, em particular os estudos de mapeamento amplo do
genoma, permitiram a identificacdo de diversos loci de suscetibilidade ao DM2
(Quadro 1). Nestes loci, sdo encontrados polimorfismos que estdo associados a

aumento do risco de desenvolvimento da doenga.

Quadro 1 - Genes relacionados ao risco de desenvolvimento de DM2.

Gene Produto Referéncia
TCF7L2 Fator de transcricdo 7 semelhante ao 2 (12-16)
SLC30A8 Familia 30 de carreadores de solutos (transportador de zinco), (13-16)
membro 8
HHEXIIDE N&o descrito (13-16)
KCNJ11 Canal de potassio, retificador interno, subfamilia J, membro 11 (13-16)
NOTCH2 Proteina 2 homéloga do locus neurogénico notch a7
JAZF1 Proteina 27 de interacdo com TAK-1 ou proteina 802 dedo de zinco a7
KCNJ11 Subunidade alfa do componente de acao lenta do canal de potéssio (18-20)
WFS1 Wolframina (20)
GK Glicoquinase (22)
IPF-1/PDX-1  Fator de transcrigdo da célula beta (22,23)
ADRA2A Receptor adrenérgico alfa (24,25)
MODY1 Fator hepatocitario nuclear (26)
MODY3 Fator hepatocitario nuclear (27)
ADRB3 Receptor adrenérgico beta 3 (28,29)
PPARG Receptor gama ativado por proliferadores peroxissomais (30)
CAPN10 Cisteina-protease calpaina 10 (30-32)
SLC16A11 Transportador de membrana da superfamilia de transportadores (20)

principais (transportador vesicular de glutamato)
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A maior parte destes genes codifica proteinas relacionadas ao
desenvolvimento e a funcdo da célula beta. Entre os apresentados no Quadro 1,
apenas o PPARG esta relacionado também a sinalizacdo insulinica. Este dado
indica que a funcdo da célula beta € critica para o desenvolvimento do DM2. A
presenca de resisténcia a acdo da insulina no contexto de funcdo secretoria da
célula beta normal resulta em hiperinsulinemia compensatéria e auséncia de
hiperglicemia. Na auséncia de funcao secretdria adequada, no entanto, € observada
incapacidade de compensacéo da resisténcia insulinica e, assim, desenvolvimento
da hiperglicemia que caracteriza o DM (33-35).

Os fatores ambientais relacionados ao desenvolvimento do DM2 incluem
escolhas alimentares inadequadas, sedentarismo e exposicdo a contaminantes
ambientais (denominados obesogénicos ambientais) que, por sua vez, determinam
ganho de peso e obesidade (36,37). A obesidade, em especial quando caracterizada
por aumento da gordura visceral (abdominal), é importante determinante da
resisténcia a acdo da insulina (38—40). Embora os mecanismos desta associacao
nao estejam completamente definidos, acredita-se que a participacdo de vias de
sinalizacao inflamatéria iniciadas no tecido adiposo visceral seja critica (39,40).

No contexto da obesidade visceral, os adipdcitos e os macrofagos residentes
no tecido adiposo secretam uma variedade de citocinas com atividade pro-
inflamatéria que apresentam atividade sistémica, em especial no musculo
esquelético e no figado, que representam tecidos chave da acéo da insulina. Entre
estas citocinas, destacam-se o fator de necrose tumoral alfa (41-44), interleucina 6
(45), inibidor 1 do ativador do plasminogénio (46), resistina (47) e proteina 4 ligadora
do retinol (48-50) (Figura 1). Em consisténcia, diversos estudos indicam associacao
entre o aumento de marcadores séricos de inflamacao, incluindo proteina C reativa,
interleucina 6, inibidor 1 do ativador do plasminogénio e fator de necrose, e a
presenca de obesidade visceral e DM2 (51,52). A obesidade visceral esta associada
também a aumento da lipolise neste depdsito e a liberacdo de acidos graxos livres
também é implicada no desenvolvimento de resisténcia insulinica em tecidos chave

da acéo da insulina (53,54).
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Figura 1. Mecanismos que relacionam a obesidade visceral a resisténcia insulinica. O tecido adiposo
visceral contribui para o desenvolvimento de resisténcia insulinica pelo efeito direto de citocinas
(TNF-a, IL-6) e outras adipocinas (RBP-4), de reducdo da adiponectina e pela deposi¢éo de AGLNE
em outros tecidos, em especial figado e musculo esquelético. AGLNE: &cidos graxos livres néo
esterificados, RBP-4: proteina 4 ligadora do retinol, IL-6: interleucina 6, TNF-o: fator de necrose
tumoral alfa, MCP-1: proteina 1 quimiotéxica de macréfagos, CPR: proteina C reativa, PAI-1: inibidor
1 do ativador do plasminogénio, VLDL: lipoproteina de muito baixa densidade, LDL-ox: lipoproteina
de baixa densidade oxidada, ROS: espécimes reativos de oxigénio, ICAM-1: molécula 1 de adesao
intercelular. Adaptado de (55).

O'\,

Outra caracteristica da obesidade visceral que influencia o desenvolvimento

de resisténcia insulinica e, assim, o risco de desenvolvimento de DM2, é a secrecao

7

de adiponectina. Esta é uma citocina derivada do tecido adiposo cujos efeitos
fisiologicos incluem a reducdo da resposta inflamatoria sistémica, a reducdo da
concentracdo circulantes de acidos graxos livres, melhora do perfil lipidico e

s

glicémico (56,57). Na obesidade visceral, é observada reducdo da concentracao
circulante de adiponectina (58) significativamente correlacionada ao grau de

resisténcia insulinica (59,60).
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2.1.2 Tratamento do diabetes mellitus tipo 2

A abordagem terapéutica do DM2 envolve uma variedade de aspectos que
influenciam o controle metabdlico e a morbimortalidade relacionada a doenca. Entre
eles destacam-se a educacdo a respeito da doenca, medidas ndo farmacoldgicas e
farmacologicas para controle da glicemia e de fatores de risco cardiovascular,
empregados de acordo com caracteristicas individuais do paciente.

As medidas nao farmacoldgicas para obtencédo de controle glicémico incluem
modificacdes dietéticas, atividade fisica e, em alguns casos, intervencdes
psicolégicas. As medidas dietéticas, também denominadas terapia médica
nutricional, ttm como objetivo auxiliar, além do controle glicémico, o controle do
perfil lipidico, da pressdo arterial e da massa corporal quando necessario (61).
Atividade fisica € recomendada para todos os adultos portadores de DM. Entre os
portadores de DM2, é observado que a atividade fisica melhora o controle glicémico
independentemente de sua influéncia sobre a massa corporal e esse efeito é

atribuido a melhora da sensibilidade a insulina (62,63).

2.1.2.1 Terapia médica nutricional do diabetes mellitus

A dieta é importante componente da abordagem terapéutica do paciente
diabético (2) e no DM2, em particular, tem o objetivo de auxiliar o controle de
diversas variaveis metabdlicas (2). A elaboracao do plano nutricional do portador de
DM2 deve considerar diversos aspectos, entre 0s quais se destacam a ingestao
calorica diaria, a necessidade de controle da massa corporal e a quantidade de
exercicios fisicos praticada, a consisténcia do contetudo de carboidrato ingerido nas
refeicdes, o conteudo nutricional e os horarios das refei¢cdes (2).

A ingestdo caldrica diaria deve incluir aporte adequado de macro e
micronutrientes. Entre os macronutrientes na dieta (carboidratos, proteinas e
lipideos), os carboidratos influenciam diretamente a glicemia, na medida em que sua
digestdo no trato gastrointestinal tem como produto a glicose (64).

Os carboidratos sao tradicionalmente classificados em simples (mono e
dissacarideos) e complexos (polissacarideos). Um aspecto importante no contexto
do tratamento do DM é a influéncia que o carboidrato exerce sobre a glicemia.

Considerando que carboidratos simples e complexos podem apresentar efeitos
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semelhantes sobre a glicemia, do ponto de vista pratico estes macronutrientes sao
classificados com base no indice glicémico (64) e também caracterizados de acordo
com o seu conteudo de fibras, que representam o carboidrato nao digerivel (65). O
indice glicémico € uma medida do impacto do carboidrato sobre a glicemia,
determinada pelo aumento da glicemia apds a ingestdo de 50g do carboidrato em
comparagcdo com a mesma quantidade de um carboidrato em um alimento
referéncia, em geral o pdo ou a propria glicose. Valores abaixo de 55 sdao
considerados baixos e acima de 70, elevados (66). Apesar da aparente relevancia
pratica, o conceito de indice glicémico e sua aplicacdo no tratamento do DM sé&o
bastante discutidos (67,68). Estas discussfes séo centradas na possibilidade de
variacdo do indice glicémico em uma refeicdo mista, contendo outros
macronutrientes (69,70), e também na auséncia de estudos de longo prazo que
indiqguem de forma definitiva sua efetividade no tratamento do DM (64).

Na tentativa de agregar ao conceito de indice glicémico a quantidade de
carboidrato ingerida, que também influencia o efeito deste macronutriente sobre a
glicemia, foi desenvolvido o conceito de carga glicémica, que representa o produto
entre o valor do indice glicémico de um alimento e seu contetdo de carboidrato.
Assim, cada unidade da carga glicémica representa o efeito sobre a glicemia de 1g
do carboidrato referéncia, o pdo branco. Alimentos pobres em fibra em geral
apresentam carga glicémica elevada, ao passo que alimentos ricos em fibras
apresentam carga glicémica baixa. Neste sentido, as recomendac¢des nutricionais da
Associacdo Americana de Diabéticos incluem a ingestéo diaria de pelo menos 14 g
de fibras para cada 1000 kcal ingeridas (71).

2.1.2.2 Terapia farmacoldgica do diabetes mellitus tipo 2

Em concordancia com a fisiopatologia complexa e multifatorial do DM2, ha
uma variedade de classes de medicamentos, denominados anti-hiperglicemiantes,
para o controle da glicemia. Por mecanismos de ac¢ao distintos, estes medicamentos
influenciam os diferentes componentes fisiopatolégicos da doenca: a resisténcia
insulinica, a disfuncéo secretoéria da célula beta pancreética, o aumento da producéo

hepética de glicose, entre outros (4).
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Em geral, o tratamento € iniciado com um Unico medicamento e, a medida
que se torna necessario para manutencdo do controle glicémico, medicamentos de

diferentes classes sdo associados.

2.2 PRODUTOS NATURAIS NO TRATAMENTO DO DIABETES MELLITUS

A utilizacdo de produtos naturais para o tratamento de varias doencas nao é
recente. Dados histéricos reforcam a pratica da producdo, a partir de plantas, de
preparacdes com finalidade terapéutica pelos humanos (72). A despeito da
disponibilidade de inUmeros medicamentos sintéticos para o tratamento do diabetes,
a utilizacdo de produtos naturais, mesmo sem prescricdo médica, € comum entre 0s
pacientes (73). Este cenario é decorrente de diversos aspectos, entre eles os efeitos
adversos relacionados aos medicamentos sintéticos, preocupacfes a respeito da
seguranca destes, ou mesmo custo mais acessivel e maior disponibilidade dos
produtos naturais, além da crenca de que sdo mais seguros que os medicamentos
sintéticos (73,74). Soma-se a estes aspectos o fato de as plantas representarem
importante fonte de descoberta de novos medicamentos (73).

Apesar da ampla utilizacdo de produtos naturais no tratamento do DM (75),
muitos deles ndo sdo avaliados de forma adequada quanto aos seus possiveis
mecanismos de acdo, efetividade e seguranca, por meio de ensaios pré-clinicos e

clinicos.

2.3 RHYNCHELYTRUM REPENS E BETA-GLUCANO

Muitas espécies de gramineas tropicais, especialmente aqueles originadas da
Africa s&o consideradas invasoras de reservas naturais americanas devido a sua
capacidade de substituir espécies nativas (76). Entre estas gramineas, esta a
Rhynchelytrum repens ou Melinis repens (Figura 2), conhecida popularmente como
capim-favorito, capim-rosado ou capim-natal. E uma planta originaria da Africa do
Sul e que foi introduzida no Brasil por volta de 1930. Desde entdo, é facilmente

encontrada em areas abertas e ao longo de rodovias (7).
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Figura 2. Rhynchelytrum repens ou capim favorito. Fonte: Embrapa Milho e Sorgo. Disponivel em
http://panorama.cnpms.embrapa.br/plantas-daninhas/identificacao/folhas-estreitas/capim-favorito-
rhynchelytrum-repens

No Brasil, a R. repens planta € utilizada popularmente no tratamento do DM,
com relatos de reducdo de até 65% da glicemia de jejum de individuos diabéticos
(77). Estudos envolvendo ratos com diabetes induzidos por estreptozotocina
confirmaram o efeito anti-hiperglicemiante do extrato aquoso da R. repens e 0s
resultados foram atribuidos a grande quantidade de beta-glucano encontrada no
extrato (7,8). Nestes estudos, a presenca de beta-glucano no extrato de R. repens
foi determinada a partir de sua hidrélise por endoglucanase proveniente da bactéria
gram-positiva Bacillus subtilis, seguida da andlise dos polissacarideos resultantes
por cromatografia liquida de alta pressao (7,8).

Os beta-glucanos séo polissacarideos constituidos por moléculas de D-
glicose ligadas por ligacGes beta-glicosidicas (Figura 3) e encontrados na parede
celular ndo apenas de plantas, como a R. repens, mas também de bactérias e
fungos Ra. Os tipos de ligagdo glicosidica entre as unidades monoméricas de
glicose varia de acordo com a fonte de beta-glucano (plantas, bactérias ou fungos).
Nas plantas, sdo encontradas ligacbes glicosidicas 1,3 e ligacbes 1,4 (ou seja,
ligacGes glicosidicas que conectam o carbono 1 de uma molécula de D-glicose ao
carbono 3 da segunda molécula de D-glicose, no primeiro caso, e o carbono 1 e 0

carbono 4, no segundo) (78).
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Figura 3. Estrutura do beta-glucano encontrado em plantas, com liga¢des glicosidicas 1,3 e 1,4 entre
0s mondémeros de D-Glicose. Fonte: Ribeiro et al., 2009 (78).

Os beta-glucanos sdo um tipo de fibra solivel e, quando ingeridos, sao
capazes de resistir ao acido gastrico. No intestino delgado, formam uma solugéo
viscosa que recobre o epitélio intestinal e reduz a absorcdo de carboidratos e
lipideos. Este efeito € considerado o mecanismo de sua atividade, observada ha
varias décadas, em reduzir a glicemia pos-prandial (79) e a concentracao circulante
de lipideos (80). E descrita também a presenca de um receptor de beta-glucano
(Dectina 1) em células do sistema imunitario de roedores e humanos (81). Acredita-
se que a ativacdo de macrdofagos da parede intestinal pela ligacdo dos beta-
glucanos ao seu receptor na superficie destas células seja responsavel pelo papel
imunomodulador deste polissacarideo e seus efeitos benéficos em doencas que
envolvem a desregulacdo do sistema imunitario (82—85). Os diferentes efeitos dos
beta-glucanos, na parede intestinal e sobre a atividade do sistema imunitario,
explicam a variedade de aplicacdes clinicas deste polissacarideo descrita na

literatura (Quadro 2).



Quadro 2 - Aplicacdes clinicas dos beta-glucanos.
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Efeito

Mecanismo

Anti-hiperglicemiante e

hipolipemiante

Reducado da absorcao intestinal de carboidratos e
lipideos

Anti-hipertensivo

(?)

Anti-tumoral (efeito adjuvante)

Imunomodulac&o

Prevencao e tratamento de

infeccdes

Imunomodulacg&o

Adaptado de: Rahar e cols, 2011 (84)
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3 JUSTIFICATIVA

A Rhynchelytrum repens € uma planta rica em fibras soltveis do tipo beta-
glucano e seu extrato foi avaliado previamente em modelo de diabetes induzido por
estreptozotocina em ratos, com bons resultados sobre o controle glicEmico (7). A
estreptozotocina € uma droga com efeito toxico sobre as células beta produtoras de
insulina, de modo que o modelo de diabetes induzido por esta droga assemelha-se
ao DM1, uma forma menos comum de diabetes e resultante de deficiéncia absoluta
da secrecdo de insulina, sem resisténcia insulinica associada. Embora compartilhe
com o DM2 a hiperglicemia e suas complicagdes cronicas, o tratamento destas duas
formas de diabetes apresenta aspectos diferentes. Considerando-se que a
deficiéncia secretdria de insulina representa um componente fisiopatolégico do DM2,
ainda que menos acentuado que o observado no DM1, e que a R. repens néo foi
testada, para nosso conhecimento, em modelo animal de DM2, o objetivo deste
projeto é avaliar o efeito do extrato da R. repens sobre o controle glicémico de
camundongos com obesidade e diabetes induzidos por dieta hiperlipidica (DHL),

tratados com veiculo ou com extrato de R. repens.
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4. OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do extrato da Rynchelytrum repens sobre variaveis
metabdlicas em camundongos Swiss com obesidade e hiperglicemia induzidas por
dieta hiperlipidica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar o efeito do extrato da Rynchelytrum repens, em camundongos

Swiss com obesidade e hiperglicemia induzidas por dieta hiperlipidica, sobre:

(1) Massa corporal, ingestdo alimentar, eficiéncia metabdlica e ingestédo

hidrica.

(i) Tolerancia a glicose.

(i)  Concentragdo sérica de transaminases, triglicerideo e colesterol HDL.

(iv)  Caracteristicas histologicas do figado.
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5 METODOS

5.1 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi realizado em camundongos de acordo com as recomendacdes
da Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para fins Cientificos e
Didaticos, do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)
(86). O projeto foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade de Brasilia, com Unb-Doc nimero 67153/2014 (Anexo I).

Ao final do estudo, a eutandsia realizada nos animais seguiu as Diretrizes de
Pratica de Eutanasia do CONCEA (87) e o Guia de Boas Pratica para Eutanasia em
Animais, do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (88). ApOs eutanasia as
carcacas dos animais foram descartadas seguindo as normas para este tipo de
residuo (Lei Nacional de Residuos Sdlidos N° 12.305/2010).

5.2 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado na regido Centro-Oeste (campus universitario
Darcy Ribeiro, Universidade de Brasilia) em abril de 2014. Os espécimes de R.
repens (Willd.) Zizka foram identificadas e uma exsicata depositada no herbario da
Universidade de Brasilia (UnB) pelo botanico Prof. Dr. Christopher Fagg, do Instituto
de Biologia da Universidade de Brasilia, sob o voucher Fagg CW 2299 (UB).

5.3 OBTENCAO DO EXTRATO AQUOSO

O extrato aquoso bruto (4,68 g) de R repens foi obtido por infusdo, seguida de
filtracdo, congelamento e liofilizacdo. O material vegetal seco foi submetido a
extracdo por infusdo com agua destilada na proporcédo de 1:10. A 4gua destilada foi
aquecida a ebulicdo e deixada arrefecer a 70°C e em seguida foi adicionada ao
material pulverizado. O recipiente foi tampado e o infuso deixado arrefecer a 50°C,
sendo, em seguida, submetido a filtracdo em papel de filtro. O filtrado foi coletado
em frasco de vidro, protegido da luz. O frasco contendo a solugéo extrativa,
preenchido com aproximadamente 50% de seu volume total, foi levado ao freezer

(modelo EF340, Esmaltec) a -20°C para congelamento na posicdo inclinada e



26

posteriormente foi submetido a secagem por liofilizacdo em equipamento (modelo
Advantage Plus XL-70, SP Scientific).

5.4 MODELO ANIMAL

Foram utilizados camundongos Swiss machos heterogénicos, obtidos do
Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia, da

Universidade Federal de Sdo Paulo.

5.5 DIETAS

Os camundongos foram alimentados com dieta controle (10% do total de kcal
proveniente de lipideos) ou dieta hiperlipidica (DHL, 60% do total de kcal
proveniente de lipideo), da 52 a 202 semana de vida. A dieta foi obtida da empresa
Pragsolucdes (Sao Paulo, Brasil) e administrada na forma de pellet. O acesso a
dieta e a agua foi livre (ad libitum) a administracdo de DHL teve como objetivo
induzir obesidade e hiperglicemia.

Durante o estudo, os camundongos foram mantidos em gaiolas apropriadas,
em grupos de 4 animais por gaiola, em ambiente com temperatura controlada (25°

C) e ciclo claro/escuro a cada 12 horas (escuro entre 18h00 e 06h00).

5.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Quatro camundongos foram alimentados com dieta controle e 16 animais,
DHL. Apds o desenvolvimento de obesidade e hiperglicemia (162 semana de vida),
os camundongos alimentados com DHL foram subdivididos aleatoriamente (por
sorteio) em 4 grupos contendo 4 camundongos cada e foram tratados diariamente,
durante 19 dias (entre a 172 e a 202 semanas de vida), com diferentes doses do
extrato Rynchelytrum repens (50 ou 100 mg/kg/dia), rosiglitazona (4 mg/kg/dia,
agonista total do PPARY) ou veiculo via injecéo intraperitoneal. As doses do extrato
foram selecionadas a partir do estudo de de Paula e colaboradores (2005), em que
ratos Wistar com DM induzido por estreptozotocina foram tratados com extrato

Rynchelytrum repens na dose de 100 mg/kg/d, por via intraperitoneal (7).
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Segundo o delineamento descrito acima, foram compostos 5 grupos
experimentais, como descrito abaixo:

Grupo 1: dieta controle, tratamento com veiculo

Grupo 2: DHL, tratamento com veiculo

Grupo 3: DHL, tratamento com rosiglitazona (4 mg/kg/d)

Grupo 4: DHL, tratamento com extrato Rynchelytrum repens (50 mg/kg/d)

Grupo 5: DHL, tratamento com extrato Rynchelytrum repens (100 mg/kg/d)

O Tween-20 diluido em solucéo salina (0,25%, v/v; Sigma-Aldrich, St Louis,
MO, EUA) foi usado como veiculo. A rosiglitazona foi adquirida da empresa Cayman
Chemical (Ann Arbor, MI, EUA) e diluida em veiculo. O extrato Rynchelytrum repens

foi preparado conforme descrito no item 5.3 e também diluido em veiculo.

5.7 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Entre a 5% e a 16® semanas de vida, a massa corporal (em g), ingestdo de
dieta (em @) e ingestao hidrica (em mL) foram avaliados duas vezes por semana, no
periodo matutino. Durante o periodo do tratamento com o extrato de R. repens,
rosiglitazona ou veiculo (19 dias, da 17% a 20* semanas de vida), estas variaveis
foram avaliadas diariamente e, a partir dos dados obtidos, foram calculados:

(i) Ganho de massa corporal (em g) durante o tratamento (peso ao final do

tratamento — peso no dia de inicio do tratamento).

(i) Ingestdo hidrica durante o tratamento (consumo médio diario de agua

durante o periodo de tratamento, expresso como mL de agua/dia.

(i) Energia ingerida durante o tratamento (soma da energia ingerida durante

os 19 dias do tratamento, considerando a quantidade de energia, em kJ, por g

de dieta, dividida por 19), expressa como kJ/dia.

(iv) Eficiéncia metabdlica (ganho de passa corporal dividido pelo consumo de

energia em kJ durante o tratamento), expressa em g/kJ.

(iv) Massa (em g) dos depdsitos de tecido adiposo branco visceral (epididimal

e retroperitoneal), branco subcutaneo (inguinal) e marrom (interscapular).

A glicemia foi aferida no periodo da manha, apos jejum noturno de 12 horas
em animais na 12%, 17% e 20* semanas de vida, com a utilizacdo de tiras reativas
(Accuchek Performa, Roche, USA) e glicosimetro (Accuchek Performa, Roche,
USA), com limite de deteccéo entre 10 e 600 mg/dL.
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Ao final do estudo, todos os animais foram eutanasiados por meio de
decapitacdo, no periodo matutino e o sangue do tronco foi coletado, centrifugado
(4000 g durante 15 minutos a 4° C) e o soro armazenado a -80° C, para posterior
medida da concentracdo de enzimas hepaticas e avaliacao do perfil lipidico.

Foram também dissecados os depdsitos de tecido adiposo branco visceral
(epididimal e retroperitoneal), branco subcutaneo (inguinal) e marrom
(interescapular), aléem de amostras do figado. Depois desse procedimento, suas
massas foram aferidas e fragmentos do figado foram fixados em paraformaldeido
4% e embebidos em parafina para posterior analise histoldégica, com coloracdo com

hematoxilina e eosina.

5.8 DETERMINACOES BIOQUIMICAS

A concentragdo sérica de aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT), triglicerideos e HDL colesterol (HDL-c) foi analisada por
método enziméatico utilizando kits de ensaio (OSR6009, OSR6107, OSR6116,
OSR60118, respectivamente), de acordo com as instrucbes do fabricante, em
analisador quimico automético (Beckman Coulter, Inc., Brea, USA).

5.9 TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE

O teste de tolerancia a glicose (GTT) foi realizado na ultima semana de
tratamento com o extrato Rynchelytrum repens, rosiglitazona ou veiculo, em animais
submetidos a jejum diurno de 6 horas, sem restricdo a agua. Apdés o periodo de
jejum, foi coletada uma gota de sangue para determinacgéo da glicemia basal (tempo
zero) e em seguida os animais receberam uma dose Unica de solucéo de glicose (1
g/kg de peso corporal) por injecéao via intraperitoneal. Amostras de sangue da cauda
do animal foram coletadas apos 15, 30, 60 e 120 minutos da inje¢do de glicose e

analisadas em glicosimetro (Accuchek Performa, Roche, USA).



29

5.10 ANALISE HISTOLOGICA DO FIGADO

5.10.1 Fixacéo do tecido hepatico

Fragmentos do figado foram imediatamente armazenados em tubos cénicos
contendo solucéo fixadora (paraformaldeido 4% v/v, recém-preparada) por até 24 h.
Em seguida, foram transferidos para outra solucéo fixadora, Bouin (75 mL de acido
picrico, 25 mL de formol, 5 mL de &cido acético) por 4 h, lavados varias vezes em
solucdo de alcool etilico 50% (v/v) e depois conservados em alcool etilico 70% (v/v)

até o seu processamento.

5.10.2 Inclusdo em parafina

Para a realizacdo do processo inclusdo, fragmentos de tecido mantidos no
alcool etilico 70% foram transferidos para uma caixeta de metal perfurada. Este
processo de inclusdo do tecido na parafina foi realizado manualmente, como
descrito a seguir. Inicialmente os cortes de tecidos conservados foram submetidos a
desidratacdo em &lcoois em concentragcbes progressivas (alcool 70% - v/v, alcool
95% e alcool absoluto [2 banhos]) e diafanizacdo por imersdo em solucédo de alcool
absoluto e xilol (v/v) e, por udltimo, foram imersos por uma hora em parafina
(Paraplast, Leica Biosystems, Alemanha) fundida na estufa (60°C). Para isso, 0s
cortes de tecidos foram fixados na posicao vertical e no fundo da forma, com o
auxilio de uma pinca pré-aquecida.

O material parafinizado foi mantido em temperatura ambiente até a realizacéo
de cortes de tecido no microtomo (Rotary microtome, modelo RM2125, Leica

Biosystems, Alemanha).

5.10.3 Corte no micrétomo

Os tecidos incluidos em blocos de parafina permaneceram durante 30
minutos a -20°C antes da microtomia, para evitar enrugamento do tecido durante o
corte. Os blocos foram cortados em microtomo (Rotary microtome, modelo RM2125,
Leica Biosystems, Alemanha) em espessura de 5 um e os fragmentos obtidos foram

transferidos para banho-maria (40°C), distendidos com o auxilio de uma pinca e
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aderidos em laminas. As laminas foram transferidas para estufa a 60°C por

aproximadamente 2 horas e depois armazenadas em temperatura ambiente.

5.10.4 Coloracdo com hematoxilina-eosina

As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina. Para a realizacao desta
etapa, elas foram imersas em xilol (3 banhos por 2 minutos), alcool etilico absoluto
(3 banhos por 2 minutos), alcool etilico a 95% (1 banho por 2 minutos), alcool etilico
a 80% (1 banho por 2 minutos), alcool etilico a 75% (1 banho por 2 minutos),
lavadas em agua corrente, lavadas em agua destilada por 3 minutos e imersas em
solucéo de hematoxilina de Harris por 1 minuto (5 mg hematoxilina, 50 mL de alcool
absoluto, 100 mg de aliumen de potassio, 2,5 g de 6xido vermelho de mercurio, 1000
mL de agua destilada). Posteriormente as laminas foram lavadas em agua corrente
até tirar o excesso de hematoxilina, imersas em &cido cloridrico (1 mL) e é&lcool a
70% (v/v) e novamente lavadas em agua corrente.

Para imersdo em eosina, as laminas foram inicialmente imersas em solugéo
Sccot, lavadas em &gua corrente, lavadas em agua destilada, imersas em alcool
etilico a 80% (3 banhos) éalcool etilico a 95%, alcool etilico absoluto (2 banhos) e
imersas em eosina (1 g de eosina em 100 mL de agua destilada) por 1 minuto. Para
finalizacdo do processo de coloracdo, as laminas foram imersas em solucdo de
alcool etilico a 95%, alcool etilico a 100% (2 banhos) e em xilol (2 banhos de 3
minutos).

Para fixagdo das laminulas, as laminas foram cuidadosamente secas com
papel absorvente e receberam uma gota de resina liquida Entellan (Entellan new,
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) sobre o corte histologico. As imagens dos cortes de
tecidos foram capturadas por uma camara digital acoplada a um microscoépio de luz

(Axio imager Al, Zeiss Inc., Jena, Alemanha) com aumento de 10 vezes.

5.11 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados no programa estatistico Graph Pad Prism 5.0.
Todos os resultados foram expressos como meédia + erro padrdo da média (EPM). O
teste t de Student ndo pareado ou a andlise de variancia de um fator (one way

ANOVA) seguida do poés-teste de Newman-Keuls foram usados para comparar as
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médias entre dois ou multiplos grupos, respectivamente. O nivel de significancia

adotado foi o valor p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 GANHO DE MASSA CORPORAL E HIPERGLICEMIA INDUZIDAS POR DIETA
HIPERLIPIDICA

Na 5% semana de vida, os camundongos foram divididos aleatoriamente em 2
grupos, um contendo 4 animais e o outro, 16. Neste momento, ndo foi observada
diferenca entre os grupos com relacdo a massa corporal (Figura 4A). A partir deste
periodo, um grupo foi alimentado com dieta controle (n = 4) e os outros 4 grupos,
com DHL (n = 16). A partir da 16° semana de vida, ap6és 11 semanas de
administracdo de DHL, observou-se aumento significativo da massa corporal nos
grupos de camundongos alimentados com DHL em relacdo ao grupo alimentado
com dieta controle (Figura 4B). Ao final da 16* semana de vida, antes do inicio do
tratamento com extrato de R. repens, rosiglitazona ou veiculo, 0s animais
alimentados com DHL apresentaram ganho cumulativo de massa corporal, desde a

5% semana de vida, superior ao do grupo em dieta controle (Figura 4C).
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Figura 4. Massa corporal de camundongos Swiss alimentados com dieta controle ou dieta
hiperlipidica. (A) Massa corporal na 5* semana de vida, antes da randomizagdo em grupos para
receber dieta controle ou hiperlipidica, (B) Massa corporal na 16* semana de vida, apds 11 semanas
da administrac&o de dieta hiperlipidica, e (C) Ganho de massa corporal da 5% & 16* semana de vida.
Camundongos alimentados com dieta controle (n = 4) ou DHL (n = 16), a partir da 5 semana de vida.
Dados apresentados como média £+ EPM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado com dieta controle (Teste t
de Student ndo pareado).
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A partir da 12* semana de vida, os camundongos alimentados com DHL,
apresentaram um aumento da glicemia em jejum em relacdo aos camundongos que
receberam dieta controle (114,0 + 3,8 mg/dL versus 73,8 = 6,1 mg/dL,
respectivamente), como apresentado na Figura 5A. Esta diferenca foi ainda mais
acentuada na 17 semana de vida, antes do inicio do tratamento com diferentes
doses do extrato R. repens, rosiglitazona ou veiculo (115,0 = 12,9 mg/dL no grupo
alimentado com dieta controle versus 147,9 + 5,5 mg/dL no grupo alimentado com

DHL, respectivamente, Figura 5B).
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Figura 5. Hiperglicemia induzida pela dieta hiperlipidica. (A) Glicemia em jejum na 12% semana de
vida e (B) glicemia em jejum na 17° semana de vida em camundongos alimentados com dieta
controle (n = 4) ou DHL (n = 16), a partir da 5* semana de vida. Dados apresentados como média +
EPM. * p < 0,05 vs. grupo alimentado com dieta controle (teste t de Student ndo pareado).

6.2 EFEITO DO EXTRATO RYNCHELYTRUM REPENS SOBRE O GANHO DE
MASSA CORPORAL E TOLERANCIA A GLICOSE

Os camundongos que receberam dieta controle foram tratados com veiculo e
0s gque receberam DHL foram divididos em 4 grupos, e cada um recebeu um dos
seguintes tratamentos durante 19 dias: veiculo (Tween-20 0,25%), rosiglitazona (4
mg/kg/d) ou o extrato R. repens (50 ou 100 mg/kg/d). Depois deste periodo, foi
observado aumento do ganho de massa corporal nos animais que receberam DHL e
que foram tratados com rosiglitazona, em comparacdo com 0S animais que
receberam dieta controle ou DHL e veiculo. Foi observada tendéncia de reducdo da
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massa corporal dos animais alimentados com DHL e tratados com diferentes doses
(50 e 100 mg/kg/d) do extrato de R. repens em relagéo aos alimentados com DHL e

tratados com veiculo, porém esta diferenca néo foi significativa (Figura 6).
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Figura 6. Efeito do extrato Rynchelytrum repens sobre o ganho de massa corporal. Ganho de massa
corporal apds 19 dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/d) ou extrato Rynchelytrum
repens (50 ou 100 mg/kg/d), nos camundongos alimentados com dieta controle ou DHL, a partir da 5°
semana de vida. Dados apresentados como média + EPM. * p < 0,05 por andlise de variancia
(ANOVA) seguida de pos-teste de Newman-Keuls. n = 4 camundongos por grupo. DC: dieta controle;
ROSI: rosiglitazona 4 mg/kg/d; E50: extrato Rynchelytrum repens na dose de 50 mg/kg/d; E100:
extrato Rynchelytrum repens na dose de 100 mg/kg/d.

Com o intuito de avaliar o efeito do extrato de R. repens sobre a hiperglicemia
induzida pela DHL, foi realizado o teste de tolerancia a glicose na ultima semana de
tratamento, apoés jejum diurno de 6 horas, sem restricdo a agua. ApOs sobrecarga de
glicose (injecdo de glicose, na dose de 1 g/kg de massa corporal, por via
intraperitoneal), foi observada tendéncia de comprometimento da tolerancia a glicose
nos animais alimentados com DHL e tratados com veiculo, em relacdo aos animais
alimentados com dieta controle e tratados com veiculo (Figura 7). O tratamento com
0 extrato de R. repens, em ambas as doses testadas (50 ou 100 mg/kg/d), resultou

em tendéncia de melhora da tolerancia a glicose nos animais alimentados com DHL
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em relagdo aos animais alimentados com DHL e tratados com veiculo, embora de
forma néo significativa. A resposta observada nos animais tratados com o extrato foi
semelhante a dos animais alimentados com DHL e tratados com rosiglitazona, um
anti-hiperglicemiante utilizado como controle positivo, e a dos animais que
receberam dieta controle e foram tratados com veiculo (Tabela 1 e Figura 7).

A é&rea sob a curva do gréafico tempo x glicemia apds a administracdo de
sobrecarga intraperitoneal de glicose foi maior nos camundongos alimentados com
DHL e tratados com veiculo, em relacdo a dos animais que receberam dieta controle
e veiculo. Nos animais que receberam DHL e foram tratados com o extrato de R.
repens (50 ou 100 mg/kg/d) ou rosiglitazona, o valor da area sob a curva foi
semelhante ao dos animais que receberam dieta controle e foram tratados com
veiculo. Estas diferencas, entretanto, ndo foram estatisticamente significativas

(dados n&o mostrados).

Tabela 1 - Glicemia (média + desvio-padréo) basal e apés sobrecarga intraperitoneal de glicose em
camundongos alimentados com dieta controle e tratados com veiculo e camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica e tratados com veiculo, rosiglitazona ou extrato de R. repens.

Tempo (min) DC, veiculo DHL, veiculo DHL, ROSI DHL, EC 50 DHL, EC100
(n=4) (n=4) (n=5) (n=5) (n=5)

0 145,3 + 15,2° 194,0+30,6% | 150,5+22,6°% | 142,8+23,6% 148,0+14,1°

15 253,8+ 33,9 | 323,0£103,1* | 306,5+50,6° 289,4+34,5° 293,3+44,7°

30 269,8+21,6° 317,6+154,0° 309,0+58,1° 268,0+54,2° 275,8+43,1°

60 200,3+16,5° 263,2+149,5° 212,3+20,5° 193,4+27,5°% 194,0+45,8°

90 163,3+17,8° 223,8+117,1° 176,3+20,9° 172,0+13,4° 163,3+16,9°

120 118,0+7,0? 159,0+16,2" 131,5+21,3° 118,2+12,8° 128,8+13,6°

A analise de variancia (ANOVA) seguida de poés-teste de Newman-Keuls foi realizada para
comparacao entre os grupos, em cada periodo de tempo do teste de tolerancia a glicose. Para cada
periodo de tempo, os grupos identificados com letras diferentes apresentam glicemia média
estatisticamente diferente (p < 0,05) e os grupos identificadas com a mesma letra, glicemia média
estatisticamente semelhante.
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Figura 7. Efeito do extrato Rynchelytrum repens sobre a toleréncia a glicose. Glicemia 0, 15, 30, 60,
90 e 120 minutos ap6s a administracdo de sobrecarga intraperitoneal de glicose ap6s 19 dias de
tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/d) ou extrato Rynchelytrum repens (50 ou 100
mg/kg/d), nos camundongos alimentados com dieta controle ou DHL, a partir da 5* semana de vida.
Dados apresentados como média. A linha pontilhada representa o ponto de corte acima do qual a
glicemia 120 minutos apés sobrecarga de glicose indica intolerancia a glicose. ROSI, rosiglitazona;
E50, extrato Rynchelytrum repens na dose de 50 mg/kg/d; E100, extrato Rynchelytrum repens na
dose de 100 mg/kg/d.

6.3 EFEITO DO EXTRATO RYNCHELYTRUM REPENS SOBRE A ADIPOSIDADE,
INGESTAO HIDRICA E DE ENERGIA

Os camundongos alimentados com DHL e tratados com veiculo ou
rosiglitazona apresentaram aumento da massa adiposa epididimal e retroperitoneal
(depdsito visceral) em relacdo aos alimentados com dieta controle (Figuras 8A e 8B).
No grupo tratado com a maior dose de extrato (100 mg/kg/d), foi observada reducao
significativa da massa adiposa retroperitoneal (depdsito visceral), para valores

meédios semelhantes aos observados nos animais que receberam dieta controle
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(Figura 8B). Foi observada também reducdo da massa adiposa Vvisceral
retroperitoneal nos camundongos tratados com 100 mg/kg/d do extrato de R. repens
em relacdo aos animais alimentados com DHL e tratados com veiculo, porém
inalteracdo da massa adiposa epididimal dos camundongos tratados com 50 ou 100
mg/kg/d do extrato (Figuras 8A e 8B).
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Figura 8. Efeito do extrato Rynchelytrum repens sobre adiposidade visceral. (A) Massa de tecido
adiposo branco epididimal e (B) massa de tecido adiposo branco retroperitoneal, corrigida para a
massa corporal total, apds 19 dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/d) ou extrato (50
ou 100 m/kg/d), nos camundongos alimentados com dieta controle ou DHL, a partir da 5* semana de
vida. Dados apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs. dieta controle, # p < 0,05 vs. DHL
tratado com veiculo, + p < 0,05 vs. ROSI (Andlise de variancia - ANOVA — seguida de pés-teste de
Newman-Keuls). n = 4 camundongos por grupo. E50, extrato Rynchelytrum repens na dose de 50
mg/kg/d; E100, extrato Rynchelytrum repens na dose de 100 mg/kg/d.
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A massa do tecido adiposo branco inguinal (depésito subcutédneo) e também
do tecido adiposo marrom interescapular ndo apresentou diferenca significativa entre
0s grupos. Entretanto, foi observada tendéncia de diminuicdo desses depdsitos em
resposta ao tratamento com as duas doses testadas do extrato de R. repens e de

aumento em resposta ao tratamento com rosiglitazona (Figuras 9A e 9B).
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Figura 9. Efeito do extrato Rynchelytrum repens sobre a massa de tecido adiposo (A) branco
subcutaneo (inguinal) e (B) marrom interescapular, corrigidas para a massa corporal total, apés 19
dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (ROSI) ou extrato (50 ou 100 mg/kg/d), nos
camundongos alimentados com dieta controle ou DHL, a partir da 5% semana de vida. Dados
apresentados como média £+ EPM. n = 4 camundongos por grupo. E50, extrato Rynchelytrum repens
na dose de 50 mg/kg/d; E100, extrato Rynchelytrum repens na dose de 100 mg/kg/d.
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Apés 19 dias de tratamento, foi observado aumento da ingestdo de energia
nos camundongos alimentados com DHL e tratados com veiculo em comparagao
aos demais grupos (Figura 10A). Nao houve influéncia do tratamento com
rosiglitazona ou extrato de R. repens sobre a ingestdo de energia, em animais
alimentados com DHL (Figura 10A).

Para avaliar a relacdo entre o ganho de massa corporal e a ingestdo de
energia, em resposta aos diferentes tratamentos, foi calculada a eficiéncia
metabdlica. Foi observada tendéncia de aumento da eficiéncia metabdlica dos
camundongos alimentados com DHL e tratados com rosiglitazona e de diminui¢cao
desta variavel em resposta ao tratamento com extrato de R. repens, quando
comparados aos grupos alimentados com DHL e tratados com veiculo. Entretanto, a
diferenca so foi significativa quando se compararam 0s grupos alimentados com
DHL e tratados com rosiglitazona ou o extrato de R. repens na dose de 50 mg/kg/d
(Figura 10B).
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Figura 10. Efeito do extrato Rynchelytrum repens sobre (A) a energia ingerida e (B) a eficiéncia
metabdlica apdés 19 dias de tratamento com veiculo, rosiglitazona (ROSI) ou extrato (50 ou 100
m/kg/d), nos camundongos alimentados com dieta controle ou DHL, a partir da 5* semana de vida.
Dados apresentados como média + EPM. * p < 0,05 vs. todos 0s grupos, + p < 0,05 vs. DHL tratado
com extrato na dose 50 mg/kg/d (Analise de variancia - ANOVA — seguida de pés-teste de Newman-
Keuls). n = 4 camundongos por grupo. E50, extrato Rynchelytrum repens na dose de 50 mg/kg/d;
E100, extrato Rynchelytrum repens na dose de 100 mg/kg/d.

N&o foi observada modificacdo da ingestao hidrica em reposta a nenhum dos
tratamentos, nos camundongos estudados (dieta controle: 10,0 + 0,7 mL/d,

DHL+veiculo: 11,1 + 1,2 mL/d, DHL+ROSI: 9,1 + 0,7 mL/d, DHL+E50: 9,8 + 0,76
mL/d, DHL+E100: 10,2 + 0,9 mL/d; p <0,05 por analise de variancia - ANOVA).
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6.4 EFEITO DO EXTRATO RYNCHELYTRUM REPENS SOBRE O PERFIL
LIPIDICO E CONCENTRACAO SERICA DE ENZIMAS HEPATICAS

Apos 19 dias de tratamento, ndo foi observada nenhuma alteracdo da
concentracdo sérica de triglicerideos e lipoproteina de alta densidade (HDL-

colesterol) entre os grupos estudados (Figuras 11A e 11B).
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Figura 11. Efeito do extrato Rynchelytrum repens sobre o perfil lipidico. (A) Concentracéo sérica de
triglicerideos e (B) concentracédo sérica de HDL-colesterol apds 19 dias de tratamento com veiculo,
rosiglitazona (4 mg/kg/d) ou extrato (50 ou 100 m/kg/d), nos camundongos alimentados com dieta
controle ou DHL, a partir da 5% semana de vida. Dados apresentados como média + EPM. n = 4
camundongos por grupo. E50, extrato Rynchelytrum repens na dose de 50 mg/kg/d; E100, extrato
Rynchelytrum repens na dose de 100 mg/kg/d.
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A concentracdo sérica da transaminase aspartato aminotransferase (AST)
nao foi diferente entre os grupos, em resposta aos tratamentos (Figura 12A), embora
tenha sido observada tendéncia de diminuicdo desta variavel no grupo tratado com
rosiglitazona ou extrato de R. repens (50 ou 100 m/kg/d). Foi observado aumento da
concentracdo sérica da transaminase alanina aminotransferase (ALT), em resposta
a DHL, nos camundongos tratados com veiculo em comparagdo com 0S que
receberam dieta controle (Figura 12B). O tratamento com extrato de R. repens ou
rosiglitazona foi capaz de reduzir a concentracdo sérica dessa enzima hepatica, nos
animais que receberam DHL, para valores médios semelhantes aos observados nos

animais em dieta controle (Figura 12B).
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Figura 12. Efeito do extrato Rynchelytrum repens sobre enzimas hepdaticas. (A) Concentracdo sérica
de aspartato aminotransferase (AST) e (B) de alanina aminotransferase (ALT) apds 19 dias de
tratamento com veiculo, rosiglitazona (4 mg/kg/d) ou extrato (50 ou 100 m/kg/d), nos camundongos
alimentados com dieta controle ou DHL, a partir da 5* semana de vida. Dados apresentados como
média £+ EPM. * p < 0,05 vs. dieta controle, # p < 0,05 vs. DHL tratado com veiculo (anlise de
variancia - ANOVA - seguida de pés-teste de Newman-Keuls) n = 4 camundongos por grupo. E50,
extrato Rynchelytrum repens na dose de 50 mg/kg/d; E100, extrato Rynchelytrum repens na dose de
100 mg/kg/d.

6.5 EFEITO DO EXTRATO RYNCHELYTRUM REPENS SOBRE
CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO FIGADO

Nos camundongos alimentados com DHL e tratados com veiculo ou
rosiglitazona foi observado aumento do acumulo de lipideos no figado, caracterizado

pela presenca de goticulas lipidicas no tecido, quando comparado aos alimentados
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com dieta controle e tratados com veiculo (Figuras 13A-C). O tratamento com as
duas doses testadas (50 e 100 mg/kg/d) do extrato de R. repens reduziu este

acumulo (Figuras 13D e 13E).

Figura 13. Efeito do extrato Rynchelytrum repens sobre caracteristicas histolégicas do figado.
Amostras de tecido hepatico coradas com hematoxilina e eosina, de um camundongo representativo
de cada grupo; (A) dieta controle, (B) DHL + veiculo, (C) DHL + rosiglitazona (4 mg/kg/d), (D) DHL +
extrato de R. repens (50 mg/kg/d) e (E) DHL + extrato (100 mg/kg/d). Imagens mostradas com
aumento de 10 vezes e escala de 50 um. n = 4 camundongos por grupo. E50, extrato Rynchelytrum
repens na dose de 50 mg/kg/d; E100, extrato Rynchelytrum repens na dose de 100 mg/kg/d.
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7 DISCUSSAO

As doencgas cronicas ndo transmissiveis representam hoje grave problema de
saude publica em diversos paises, incluindo o Brasil. Entre essas doencas, destaca-
se o DM2, importante determinante de morbidade e de mortalidade (1). O niumero
de casos da doenca no mundo, em 2013, foi estimado em 387 milhdes, com
perspectiva de aumento para 592 milhdes em 2035 (1). O Brasil ocupa a quarta
posicdo em prevaléncia do DM2, atr4s somente da China, india e Estados Unidos
da América, com cerca de 11 milhdes de casos da doenca (1).

A abordagem terapéutica desta condicdo € multifatorial e inclui mudancgas do
estilo de vida, como habitos alimentares saudaveis e atividade fisica, assim como
tratamento farmacoldgico. Este, por sua vez, é direcionado ndo apenas ao controle
glicémico, mas também aos outros distlrbios que frequentemente acompanham o
DM2, incluindo a hipertensdo arterial, dislipidemia, obesidade e doencas
cardiovasculares (2).

Este cenario epidemiolégico e terapéutico se reflete na grande movimentacao
de recursos financeiros pela industria farmacéutica, inclusive no Brasil, que, em
2011, ocupava a décima posicdo no mercado farmacéutico mundial, com a
perspectiva de ocupar a quinta posicao a partir de 2015 (89). Em concordancia, a
industria de produtos farmacéuticos e medicinais no Pais movimenta em torno de 10
bilhdes de dolares ao ano e, apesar destes niumeros, pouco tem sido investido no
desenvolvimento de novos medicamentos sintéticos para tratamento destas
doencas (90).

Neste contexto, os produtos naturais vém sendo valorizados como fonte para
desenvolvimento de novos medicamentos (91-93). Nas Ultimas décadas, cerca de
47% dos medicamentos para tratamento de doencas neoplasicas foram originados
diretamente ou derivados de produtos naturais, ao passo que somente 30% dos
novos medicamentos foram de origem puramente sintética (91).

As plantas medicinais sédo utilizadas para tratamento do diabetes desde a
antiguidade e também atualmente, sobretudo entre populacdes em situacéo
econdmica desfavoravel, devido ao seu baixo custo. Embora o efeito anti-
hiperglicemiante de diversas preparacdes de plantas seja bem descrito na pratica
clinica, poucos foram os estudos cientificos desenhados para determinar sua

efetividade e seguranga em modelos animais e em humanos (94).
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O presente estudo teve como objetivo analisar o efeito do extrato da R.
repens em um modelo murino de hiperglicemia e obesidade induzidos por dieta
hiperlipidica. A atividade anti-hiperglicemiante de extrato desta planta foi
previamente descrita em um modelo de diabetes induzido por estreptozotocina (7,8).
A estreptozotocina € um derivado da nitrosamina com atividade altamente citotoxica
nas células beta pancreaticas (95), de modo que o diabetes resultante se assemelha
mais ao DM1, caracterizado por deficiéncia completa de insulina, que ao DM2, a
forma mais prevalente e associada a resisténcia insulinica e deficiéncia secretoria
da célula beta (3). O modelo utilizado no presente estudo, de hiperglicemia e
obesidade induzidos por dieta hiperlipidica, € caracterizado por resisténcia a acao
da insulina (96) e, assim, assemelha-se ao DM2.

Apods o desmame e ambientacdo ao biotério, 0s camundongos Swiss machos
utilizados no presente estudo foram aleatorizados para receber dieta controle ou
dieta hiperlipidica. Como esperado, a dieta hiperlipidica induziu aumento do peso
corporal. Na 12% semana de vida, apdés 7 semanas de dieta hiperlipidica, foi
observado aumento da glicemia em jejum para valores compativeis com glicemia de
jejum alterada (ou pré-diabetes, entre 100 e 126 mg/dL) e, a partir da 172 semana de
vida, apo6s 12 semanas de dieta hiperlipidica, hiperglicemia compativel com diabetes
(valores médios de glicemia acima de 126 mg/dL) (3). Estes dados, em conjunto,
indicaram a adequacao do modelo animal a ser estudado.

Apés inducdo de hiperglicemia, os animais alimentados com dieta
hiperlipidica foram aleatorizados para receber veiculo (controle negativo),
rosiglitazona (anti-hiperglicemiante com atividade estabelecida, utilizado como
controle positivo na dose de 4 mg/kg/d, via intraperitoneal) ou duas diferentes doses
do extrato de R. repens (50 ou 100 mg/kg/d, via intraperitoneal) durante 19 dias.
Como esperado, o tratamento com rosiglitazona induziu ganho de peso (97), ao
passo que os camundongos tratados com as duas doses testadas do extrato de R.
repens apresentaram tendéncia de reducdo do ganho de peso induzido pela dieta
hiperlipidica.

O efeito dos anti-hiperglicemiantes sobre o peso corporal € uma caracteristica
importante a ser analisada no tratamento do DM2, que frequentemente associa-se a
obesidade. Além disso, a obesidade, especialmente visceral, associa-se a piora da
resisténcia insulinica e, assim, do controle glicémico (55). Os anti-hiperglicemiantes

atualmente empregados no tratamento do DM2 séo classificados, de acordo seus
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efeitos sobre 0 peso corporal, em neutros, indutores de ganho ponderal e indutores
de perda ponderal (4). Entre os medicamentos que induzem perda ponderal, estéo
apenas os anélogos do peptideo 1 semelhante ao glucagon (glucagon-like peptide
1), um peptideo secretado por células L na mucosa intestinal e que estimulam a
secrecdo de insulina em resposta a glicose, e os analogos da amilina (um peptideo
co-secretado com a insulina que reduz a producédo de glucagon). A existéncia de
namero limitado de medicamentos capazes de simultaneamente tratar a
hiperglicemia e a obesidade resulta em grande interesse por substancias com este
perfil. Embora o efeito do extrato de R. repens sobre o ganho ponderal induzido por
dieta hiperlipidica ndo tenha sido significativo, apds tratamento durante 19 dias, €
possivel que este efeito fosse observado no decorrer de tratamento mais
prolongado.

Embora o achado de menor ganho de peso dos animais tratados com o
extrato de R. repens represente efeito potencialmente benéfico, € importante
considerar os mecanismos envolvidos neste achado, em especial diferenciar se
representa resultado de toxicidade do extrato ou efeito positivo primario sobre a
homeostase metabdlica. O achado simultdneo de reducédo do consumo de dieta
poderia sugerir efeito toxico. Entretanto, ainda que o estudo ndo tenha sido
desenhado para avaliar os efeitos toxicos do extrato, alguns dados indicam que nao
tenha havido toxicidade, entre eles a inalteracdo do consumo hidrico, em relacdo
aos animais tratados com veiculo, a reducdo da concentracdo sérica das enzimas
hepéticas AST e ALT e a auséncia de altera¢cdes histologicas hepéticas.

Em relacdo a variavel consumo de dieta, foi observado aumento no grupo
alimentado com dieta hiperlipidica e tratado com veiculo, em relagdo a todos os
demais grupos, e nao houve diferenca do consumo de dieta nos animais
alimentados com dieta controle (normolipidica) e tratados com veiculo e aqueles
alimentados com dieta hiperlipidica e tratados rosiglitazona ou o extrato de R.
repens. O efeito da dieta hiperlipidica em induzir aumento do consumo de energia é
bem estabelecido e esta relacionado a agéo deste padrdo alimentar em determinar
resisténcia a acao da insulina no hipotalamo (98). A acao central da insulina, em
condices fisiologicas, resulta em reducdo do apetite (99) e isso explica o efeito da
resisténcia insulinica hipotalamica em promover hiperfagia. A rosiglitazona também
foi descrita como indutora de hiperfagia em roedores (100,101), efeito que n&o foi

verificado no presente estudo. Esta divergéncia pode ser devida as diferentes doses
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utilizadas em um destes estudos, de 10 e 30 mg/kg/d (100) ou mesmo as diferentes
linhagens de camundongos utilizadas (C56/Bl vs Swiss no presente estudo).

O ganho de peso em resposta ao tratamento com rosiglitazona ou extrato de
R. repens foi correlacionado com o consumo de energia no periodo de tratamento, o
que representa a eficiéncia metabdlica, ou a capacidade de armazenar a energia
ingerida. Nos animais alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com veiculo, o
aumento das duas variaveis (ganho de peso e consumo alimentar) em relacdo ao
grupo alimentado com dieta controle e tratado com veiculo se traduziu em eficiéncia
metabdlica semelhante entre os dois grupos. Os animais alimentados com dieta
hiperlipidica e tratados com rosiglitazona apresentaram tendéncia de aumento da
eficiéncia metabdlica ao passo que os que foram tratados com as duas doses do
extrato apresentaram tendéncia de reducdo desta variavel. Assim, ainda que
tenham apresentado redugcédo de ambos ganho de peso e consumo de dieta no
periodo do tratamento, esta tendéncia de reducdo da eficiéncia metabdlica poderia
indicar reducdo da capacidade de armazenar energia na forma de gordura frente a
determinado padréo de alimentacéo.

Para investigar o efeito do extrato de R. repens sobre a homeostase da
glicose, foi realizado o teste de tolerancia a glicose intraperitoneal. No periodo basal,
antes da administracdo da sobrecarga de glicose, os animais tratados com
rosiglitazona ou com as duas doses do extrato apresentaram glicemia semelhante
aos dos animais alimentados com dieta controle e inferior a dos animais alimentados
com dieta hiperlipidica e tratados com veiculo, embora esta Ultima diferenca néo
tenha sido estatisticamente significativa. Apdés a administracdo da sobrecarga de
glicose, os animais alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com o extrato de
R. repens apresentaram glicemia inferior a dos animais alimentados com dieta
hiperlipidica e tratados com veiculo, embora esta diferenca ndo tenha sido
significativa. Embora ndo sejam definitivos, estes resultados apontam para o efeito
anti-hiperglicemiante do extrato de R. repens, a semelhanca do que foi observado
anteriormente em modelo de diabetes induzido por estreptozotocina (7,8).

O presente estudo ndo foi desenhado para investigar os mecanismos
envolvidos no possivel efeito anti-hiperglicemiante do extrato de R. repens. E
importante destacar, contudo, que este extrato € rico no polissacarideo beta-
glucano, cujos efeitos metabdlicos favoraveis foram previamente descritos. Os beta-

glucanos séao fibras soluveis cuja atividade anti-hiperglicemiante, assim como anti-
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hiperlipemiante, é atribuida, em grande parte a sua interferéncia com a absorgéo
intestinal de carboidratos e lipideos (84). Este mecanismo, contudo, ndo poderia
explicar os achados do presente estudo sobre a glicemia, uma vez que o extrato da
R. repens foi administrado por via intraperitoneal. E possivel que os efeitos positivos
sobre a glicemia sejam decorrentes de outra caracteristica ja descrita dos beta-
glucanos, que é sua atividade imunomoduladora e anti-inflamatéria (84,102). Esta
hipétese é plausivel considerando que a contribuicdo da resposta inflamatoria na
fisiopatologia da resisténcia insulinica e DM2 (103). E possivel, ainda, que outras
substancias, ndo identificadas, sejam responsaveis por este efeito.

Em concordancia com os dados sugestivos de efeitos favoraveis do extrato
R. repens sobre a homeostase da glicose, os camundongos assim tratados
apresentaram reducdo da massa adiposa visceral retroperitoneal em relacdo aos
animais alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com veiculo. Este efeito
sugere remodelamento favoravel do tecido adiposo, com potenciais efeitos
benéficos sobre a tolerancia a glicose, como observado no presente estudo, assim
como sobre a sensibilidade a insulina (104), ndo avaliada no presente estudo. A
reducdo da resisténcia insulinica associada a obesidade frequentemente se associa
a melhora do perfil lipidico, caracterizada por redugdo da concentracdo sérica de
triglicerideo a aumento da concentracdo sérica de colesterol HDL. Estes achados,
contudo, ndo foram observados no presente estudo e é possivel que os efeitos
sobre o perfil lipidico ocorram apés periodo mais prolongado de tratamento.

Foi observado, também, efeito favoravel do extrato de R. repens sobre a
esteatose hepdatica induzida pela dieta hiperlipidica. Os animais tratados com
rosiglitazona apresentaram esteatose hepatica, consistentemente com dados de
estudos prévios envolvendo roedores (105-107). Os animais tratados com as duas
doses do extrato de R. repens, 50 e 100 mg/kg/d, contudo, apresentaram reducao
do acumulo lipidico hepatico induzido pela dieta hiperlipidica. Considerando a
associacdo entre esteatose hepatica e resisténcia insulinica (108), este efeito
poderia refletir também o efeito do extrato em promover melhora da sensibilidade a
acao da insulina.

Em sintese, nossos resultados sugeriram o potencial anti-hiperglicemiante do
extrato de R. repens em modelo murino de obesidade e hiperglicemia induzidas por
dieta hiperlipidica, modelo mais semelhante ao DM2. Este efeito foi acompanhado

de outros achados favoraveis, como reducéo do ganho de peso e da massa adiposa
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visceral. Estudos adicionais sdo necessarios para explorar o efeito de doses mais
elevadas do extrato, seu perfil toxicolégico e também as possiveis moléculas e

mecanismos envolvidos neste efeito.
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8 CONCLUSAO
No presente estudo, observou-se que camundongos Swiss machos
alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com 50 ou 100 mg/kg/d de extrato de
Rynchelytrum repens durante 19 dias apresentaram, em comparacdo com O0S
animais alimentados com dieta hiperlipidica e tratados com veiculo:
¢ Reducao do ganho de massa corporal em resposta a dieta hiperlipidica.

e Tendéncia ndo significativa de melhora da tolerancia a glicose.

e Reducdo da massa adiposa visceral retroperitoneal e tendéncia de reducao

da massa adiposa visceral epididimal.

e Inalteracdo da massa adiposa subcutanea inguinal e marrom interescapular.

e Tendéncia de reducdo da ingestao de energia e da eficiéncia metabdlica.

¢ Inalteracdo da ingestéo hidrica.

e |nalteracdo da concentracdo sérica de triglicerideo e lipoproteina da baixa

densidade.

e Inalteracdo da concentracdo sérica de aspartato aminotransferase e reducéo

da concentracdo sérica de alanina aminotransferase.

¢ Reducado do acumulo lipidico no figado.
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ANEXO |
Parecer de aprovacao do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em Uso Animal

-

do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia.
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