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RESUMO

A obesidade e a diabetes mellitus sdo duas comorbidades que aumentam o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, acarretando prejuizos a saude,
perda da qualidade de vida e custos econémicos. A busca por tratamentos, que
representem menor custo de producéo e menos efeitos adversos, € realizada muitas
vezes mediante estudo de extratos naturais. Os extratos naturais concentram
compostos bioativos que amplificam o efeito benéfico do consumo de determinados
alimentos sobre o metabolismo. Extratos naturais se destacam pela capacidade de
atuar no metabolismo de lipidios, modificando as concentracbes séricas de
triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL e LDL. Neste estudo, foi avaliado o
efeito do tratamento com o extrato de Pycnoporus sanguineus sobre o metabolismo
de ratos diabéticos e ratos dislipidémicos. Obteve-se efeito do extrato principalmente
sobre o metabolismo de lipidios de ratos diabéticos. O tratamento atuou aumentando
o0 ganho de peso, a oxidacéo de glicose no tecido adiposo retroperitoneal, além da
sintese de lipidios a partir de glicose nesse mesmo tecido. N&do foram observadas
diferencas nos lipidios séricos. Nos ratos dislipidémicos, 0 extrato teve
comportamento diferente, atuando no aumento dos niveis de ureia e na diminuicdo
da conversédo hepatica de glicose a glicogénio, assim como na captacdo muscular
de glicose nos grupos controle. A analise do extrato por CLAE-EM ndo mostrou
diferencas na concentracao de cinabarina e acido cinabarinico, quando se compara
ao extrato de P. sanguineus utilizado em outros estudos. Acreditamos que o
tratamento ndo foi tdo efetivo quanto em outros estudos devido a forma de
administragao utilizada, que permitiu a diminuigdo da biodisponibilidade do composto
ativo no sangue. No entanto, somando os dados obtidos na literatura aos efeitos
sobre o metabolismo do tecido adiposo neste experimento, acreditamos que 0
extrato possa estar atuando via ativagdo do PPARs y e/ou a. Os efeitos sobre o
metabolismo hepatico e muscular observados pela primeira vez neste trabalho,
mostram que novos estudos devem ser conduzidos com mudangas na forma de
administracao para identificar os efeitos do extrato em outras vias relacionadas. Este
estudo também prop6e um modelo de sindrome metabdlica obtido mediante dieta
hiperlipidica produzida em nosso laboratério. O tratamento com esta dieta durante
60 dias foi capaz de causar dislipidemia, aumento dos niveis glicEmicos e resisténcia

a insulina.



ABSTRACT

Obesity and diabetes mellitus are two comorbidities that increase the risk of
developing cardiovascular diseases, leading to health losses, loss of life quality and
economic costs. The search for treatments that represent lower cost of production
and fewer side effects is often done through the study of natural extracts. The natural
extracts concentrate bioactive compounds, amplifying the beneficial effect of the
consumption of certain foods on the metabolism. Natural extracts have been
highlighted because of their ability to act on lipid metabolism, modifying the serum
concentrations of triglycerides, total cholesterol, HDL and LDL cholesterol. In this
study the effect of treatment with Pycnoporus sanguineus extract on the metabolism
of diabetic rats and dyslipidemic rats was evaluated. The effect of the extract was
mainly on the lipid metabolism of diabetic rats. The treatment acted to increase the
weight gain, the glucose oxidation in the retroperitoneal adipose tissue and the
synthesis of lipids from glucose in the same tissue. No differences were observed in
serum lipids. In the dyslipidemic rats, the extract had a different behavior by
increasing the urea levels, and decreasing the hepatic conversion of glucose to
glycogen and muscle glucose uptake in the control groups. Analysis of the extract by
HPLC-MS showed no differences in the concentration of cinabarine and cinabarine
acid compared to the extract of P. sanguineus used in other studies. We believe that
the treatment was not as effective as in other studies due to the form of
administration used, which allowed the bioavailability of the active compound to
decrease in the blood. However, adding the data obtained in the literature to the
effects on adipose tissue metabolism in this experiment, we believe that the extract
may be acting by activating the y and / or a PPARSs. The effects on liver and muscle
metabolism observed for the first time in this study show that further studies should
be conducted with changes in the administration form to identify the effects of the
extract on these and other related pathways. This study also proposes a model of
metabolic syndrome obtained through a hyperlipidic diet produced in our laboratory.
The treatment with this diet during 60 days was able to cause dyslipidemia, increase

in glycemic levels and resistance to insulin.



1 INTRODUCAO

1.1 Metabolismo de lipidios

1.1.1 Caracterizac¢ao dos lipidios no organismo

Os lipidios sdo um grupo composto por moléculas quimicamente diversas cuja
caracteristica comum é a insolubilidade em &gua, sendo assim consideradas
substancias hidrofébicas (NELSON et al., 2011). Assim como sua estrutura, suas
funcdes também sédo diversas. Entre elas, destacam-se seu papel como fonte de
energia (utilizacdo e forma de armazenamento), sua participa¢cdo na composicao da
estrutura de membranas celulares e sua fungdo como precursor molecular para a
sintese dos hormonios esteroides.

Do ponto de vista fisiologico e clinico, os lipidios biologicamente mais
relevantes sdo os fosfolipidios, o colesterol, os triacilglicerdis (TG) e os &acidos
graxos (AG) (XAVIER et al., 2013). No organismo esses lipidios podem ter origem
exdgena ou enddgena e desequilibrios na ingestéo, sintese ou degradacédo dessas
moléculas podem causar prejuizos a saude.

Os fosfolipidios sdo moléculas anfipaticas, as quais possuem uma porcao
polar que pode ser representada simplesmente por um grupo —OH ou uma molécula
de glicerol ligada a um grupo fosfato e uma porgéo apolar representada por uma ou
duas cadeia de &cidos graxos. Os acidos graxos sdo compostos por cadeias de
hidrocarbonetos e o grupo carboxilico e comp&em a porcéo lipidica dos fosfolipidios
e triacilglicerdis. Os fosfolipidios sdo os principais constituintes das membranas
celulares e sua caracteristica anfipatica permite a interagéo das porc¢des hidrofobicas
entre si e das porgdes hidrofilicas com a agua, direcionando seu empacotamento em
camadas e formando entdo as bicamadas de membrana (NELSON et al., 2011).

O triacilglicerol é a forma de armazenamento dos lipidios no organismo, pode
ser armazenado em diversos tecidos, sendo o principal deles o tecido adiposo. Cada
triacilglicerol € composto por trés cadeias de &cidos graxos esterificando uma
molécula de glicerol. O triacilglicerol é adquirido principalmente por meio da dieta,
mas também por ser produzido de forma enddgena pelo figado quando ha estresse
calorico. Nesse caso, os estoques de glicogénio no figado e musculo sédo saturados

e a glicose é convertida em acetil coenzima A (acetil-CoA) que entdo € utilizada para



a sintese de acidos graxos que posteriormente sdo incorporados aos triacilglicerois.
(KOEPPEN; STANTON, 2009; NELSON, 2011).

O colesterol € precursor dos hormonios esteroides, dos acidos biliares e da
vitamina D, também atua conferindo fluidez as membranas celulares e ativando
enzimas nela situada (XAVIER et al., 2013). Apesar de ndo possuir &cidos graxos na
sua composicdo, seu nucleo esterol é sintetizado a partir de partes de moléculas de
acidos graxos, o que l|he confere propriedades semelhantes as de outras
substancias lipidicas (HALL, 2011).

1.1.2 Transporte de lipidios

A caracteristica hidrofébica dos lipidios torna necessario o seu transporte em
complexos denominados lipoproteinas. As apolipoproteinas (APOs), caracterizadas
por ser a fracdo proteica desses complexos, permitem a solubilizacdo dos lipidios e
seu transporte no sangue. Existem as lipoproteinas ricas em TG, maiores e menos
densas como os quilomicrons, as lipoproteinas de muito baixa densidade ou very
low density protein (VLDL) e as lipoproteinas ricas em colesterol, como as de baixa
densidade ou low density protein (LDL) e as proteinas de densidade alta ou high
density protein (HDL). Existem ainda as proteinas de densidade intermediaria ou
intermediary density protein (IDL), lipoproteinas das quais uma quantidade de TG foi
removida; e por isso, possuem concentracdes maiores de colesterol e fosfolipidios
(HALL, 2011; XAVIER et al., 2013).

O metabolismo das lipoproteinas esta intimamente associado ao metabolismo
de lipidios, visto que as lipoproteinas sao responsaveis pelo transporte de lipidios, e
logo sdo uma medida da quantidade de lipidios no sangue. O transporte e
metabolismo de lipidios ocorrem por via intestinal, quando os lipidios sdo oriundos
da alimentacédo, ou pela via hepatica, quando sua origem é enddgena e sua sintese
ocorre no figado (KOEPPEN; STANTON, 2009).

Na via intestinal os TGs provenientes da dieta sofrem emulsificacdo pelos sais
biliares e formam micelas, estes sdo entédo hidrolisados pelas lipases pancreéticas
em acidos graxos livres (AGL) e monoglicerideos que séo absorvidos pela borda em
escova do intestino por difusdo. Na célula intestinal os lipidios séo utilizados para a
formacdo de quilomicrons. Os quilomicrons sdo entdo secretados pelas células
intestinais no sistema linfatico, e chegam aos capilares sanguineos pelo ducto

2



linfatico toracico. Enquanto os quilomicrons circulam pelos capilares, lipases
lipoproteicas secretadas pelas células parénquimais e ancoradas no endotélio dos
vasos dos tecidos adiposo e muscular promovem a hidrélise desses quilomicrons,
liberando acidos graxos livres e monoacil-glicerol. Os acidos graxos e glicerol séao
rapidamente captados pelos adipdcitos e células musculares para armazenamento
na forma de TG ou producdo de ATP. Os remanescentes dos quilomicrons,
colesterol e AG sao capturados pelo figado para formacéo de VLDL (HALL, 2011).

Na via hepética os TG, colesterol e as lipoproteinas responsaveis pelo
transporte desses lipidios sdo produzidos de forma enddgena. Quando a
disponibilidade de carboidratos ou proteinas for maior do que a necessidade
energética ou maior do que a capacidade de estocar esses nutrientes na forma de
glicogénio e proteina, ocorre a formacdo de TG no figado a partir de glicose e
aminoacidos. Os TG sintetizados no figado sdo entdo transportados através da
corrente sanguinea até o tecido adiposo, onde sdo captados e estocados nos
adipdcitos para reserva energética (HALL, 2011).

Para que os TG sejam transportados pelo sangue € necessario que o figado
promova o empacotamento desses lipidios em VLDL. A formacé&o das VLDL ocorre a
partir da transferéncia dos TG para a apolipoproteina B100 (apo B100), reacédo que
€ mediada pela proteina de transferéncia de triacilglicerol microssomal ou
microsomal triglyceride transfer protein (MTP). Os TG sdo entdo secretados pelo
figado para circulacdo na forma de VLDL. Assim como ocorre com 0s quilomicrons
na via intestinal, os TG das VLDL sao hidrolisados pelas lipases lipoproteicas (LPL)
e redistribuidos para os tecidos periféricos. A medida que as VLDL s&do digeridas
pelas lipases lipoproteicas, sua densidade aumenta e entdo essas lipoproteinas se
tornam “remanescentes” de VLDL ou IDL. As “remanescentes” de VLDL e as IDL
podem entdo ser capturados pelo figado por endocitose mediante ativacdo dos
receptores de LDL (LDL-R) ou continuam seus TG hidrolisados pelas lipases
lipoproteicas até se tornarem LDL (SPOSITO et al., 2007).

A LDL tem contém colesterol e apo B100, além de TG residual (XAVIER et al.,
2013). Dessa forma, com a formacgéao de LDL o papel nutricional das lipoproteinas
termina, visto que o colesterol ndo pode ser metabolizado para a obtencdo de
energia. Ainda assim, como dito anteriormente, o colesterol desempenha

importantes funcdes estruturais e na sintese de horménios, entre outras. Nesse
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sentido, a LDL é uma fonte de colesterol Unica para as células que tém capacidade
limitada de producéo de colesterol. Por meio da ligacéo das LDL aos receptores de
LDL (LDL-R) a LDL é endocitada fornecendo o colesterol as células (KOEPPEN;
STANTON, 2009).

O colesterol em excesso nas células, sintetizado na prépria célula ou
adquirido via LDL, ndo pode ser metabolizado nos tecidos periféricos. Dessa forma,
o colesterol é transportado dos tecidos periféricos para o figado. O qual é capaz de
excretad-lo na forma de sais biliares ou mesmo como colesterol. Esse processo é
chamado de transporte reverso de colesterol e € mediado pelas proteinas de alta
densidade (SPOSITO et al., 2007).

A HDL é produzida pelo figado e intestino delgado e é composta por apo A-l,
fosfolipidios e pela enzima lecitina-colesterol-aciltransferase (LCAT). Na circulagéo,
a HDL extrai o colesterol das células mediante complexo ATP-binding cassette Al
(ABC-Al). Uma vez associado a particula de HDL, o colesterol extraido é
esterificado pela enzima LCAT, assim seus ésteres podem acumular no interior da
HDL. Isso, por sua vez, promove a estabilizacdo e o transporte desses lipidios pela
corrente sanguinea. A HDL pode entéo retornar o colesterol para o figado de duas
formas: i) Primeiramente, a proteina de transferéncia do éster de colesterol ou
cholesterol ester transfer protein (CETP) pode promover trocas lipidicas entre a HDL
e as VLDL, IDL e quilomicrons. Nesse processo, a HDL transfere seus ésteres de
colesterol para essas proteinas em troca de TG. Assim o colesterol proveniente das
células periféricas chega ao tecido através das VLDL, IDL e quilomicrons
enriquecidos com colesterol. ii) Na segunda via, o colesterol chega ao figado
diretamente pela HDL, que se liga ao receptor scavenger B-lI (SR-Bl) na membrana
dos hepatdcitos (NELSON, 2011).

A HDL também é reconhecida pelos seus efeitos protetores no leito vascular.
Ela inibe a oxidacdo e remove os lipidios oxidados na LDL, estimula a sintese e
secrecdo de oxido nitrico pelas células endoteliais e inibe a fixacdo de moléculas de
adesdo e mondcitos no endotélio (KOEPPEN; STANTON, 2009; XAVIER et al.,
2013).

Desequilibrios e disfungées no metabolismo de lipidios podem ocorrer por
diversos motivos, desde mudancas na alimentacdo até alteracbes hormonais e

anormalidades genéticas. Quando esses desequilibrios ocorrem pode haver o
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surgimento de doencas que afetam seriamente a qualidade de vida dos individuos
como a obesidade e a diabetes mellitus (DM). A incidéncia dessas duas doencas
tem aumentado de forma crescente e causado prejuizos econdmicos e sociais no

mundo todo, exigindo a atencdo da comunidade cientifica sobre esse problema.

1.2 Obesidade

A obesidade costuma ser definida simplesmente como o acumulo de tecido
adiposo em excesso no organismo, acarretando prejuizos a saude. De forma
simplificada, o acumulo de gordura surge devido a modificacbes no equilibrio
energético que alteram a relacdo entre consumo calérico e gasto energético (WHO,
2000).

O balanco energético pode ser regulado pelo sistema neuroenddcrino por trés
vias. A via aferente envolve a leptina e outros sinais de saciedade e apetite a curto
prazo, a fim de controlar o comportamento alimentar. H4 ainda a unidade de
processamento do sistema nervoso central e a via eferente, que é um complexo de
apetite, saciedade e efetores autbnomos e termogénicos que levam ao estoque
energético e regulacdo do peso corporal a longo prazo (WOODS et al.,, 2004;
BENOIT et al., 2009; ABESO, 2016).

Embora a relacdo entre o consumo caldrico e o gasto energético ndo seja a
Unica via de ganho de gordura corporal, o rapido aumento da incidéncia de
obesidade nos ultimos anos leva a acreditar que esse disturbio esta relacionado
principalmente a mudancas ambientais e de comportamento, e ndo somente, a
fatores genéticos e disfunc¢des endocrinas (WHO, 2000).

Os prejuizos associados a obesidade ndo estdo relacionados apenas a
quantidade de gordura no organismo, mas também a distribuicdo dessa gordura e
ao ganho de peso durante a idade adulta (WHO, 2000). E possivel observar isso
relacionando o padréo de distribuicdo de gordura feminino e masculino em obesos
com o desenvolvimento de anormalidades metabdlicas. Enquanto mulheres
possuem maiores depdsitos de gordura nos quadris e coxas, homens possuem a
maior parte da gordura armazenada na porgdo abdominal e apresentam maior risco
de desenvolver hiperinsulinemia, hiperglicemia, hipertrigliceridemia e hipertensao

(KROTKIEWSKI et al., 1983).



O risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DC) € altamente
expressivo em individuos obesos. A obesidade predispde o individuo a uma série de
fatores de risco como hipertenséo e dislipidemia que podem acarretar aterosclerose,
infarto agudo do miocéardio, insuficiéncia cardiaca congestiva e doencas
cerebrovasculares (AKIYAMA et al., 1996; DOURMASHKIN et al., 2005). O
desenvolvimento e morte por aterosclerose coronariana, por exemplo, tém como
principal causa a obesidade (WHO, 2000).

O acumulo de gordura abdominal assim como a propria obesidade esta
relacionado também ao desenvolvimento de diabetes tipo Il (DM II), com o aumento
da resisténcia a insulina (RI) e diminuicdo da tolerancia a glicose (AKIYAMA et al.,
1996; JANG et al., 2003; WOODS et al.,, 2003). O risco de desenvolver DM I
aumenta continuamente com o indice de massa corporal (IMC) e diminui com a
perda de peso em ambos os sexos. Estudos mostraram que cerca de 64% dos
casos masculinos e 74% dos casos femininos de obesos com DM Il poderiam ser
sido evitados se o IMC dos individuos fosse abaixo de 25 Kg/m2 (COLDITZ et al.,
1990; CHAN et al., 1994).

A obesidade ainda acarreta em uma série de desajustes enddcrinos e
metabdlicas como aumento da secrecao de insulina, aumento da testosterona livre e
diminuicdo da progesterona em mulheres, diminuicdo dos niveis de testosterona em
homens, aumento da producao de cortisol e diminuicdo dos niveis de hormdnio do
crescimento (DOURMASHKIN et al., 2005; WHO, 2017).

Ha ainda outra série de comorbidades associadas a obesidade, como
hiperleptinemia, transtornos psicolégicos e alguns tipos de cancer (WHO, 2000;
JANG et al., 2003; WOODS et al., 2003; O’'NEILL; O'DRISCOLL, 2015).
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Figura 1 indice de massa corporal em homens adultos (+18 anos) em 2014. IMC > 25
Kg/mz2 é considerado sobrepeso e acima de 30 Kg/m2 é considerado obeso (Adaptado de
WHO, 2017).
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Figura 2 indice de massa corporal em mulheres adultas (+18 anos) em 2014. IMC > 25
Kg/m2 é considerado sobrepeso e acima de 30 Kg/m2 é considerado obeso (Adaptado de
WHO, 2017).

Por todas as doencas associadas a obesidade, esse distirbio tem se tornado

um problema mundial de proporc¢des epidémicas. A Organizagdo Mundial da Saude
ja aponta a obesidade como um dos maiores problemas de saude publica no mundo
(figuras 1 e 2). A projecéo € que em 2025 cerca de 2,3 bilhdes de adultos no mundo
estejam com sobre peso e mais de 700 milhdes obesos, outros relatérios apontam
que até 2030 mais da metade da populacdo mundial adulta podera estar com
sobrepeso (KELLY et al., 2008; ABESO, 2017).

A taxa de obesidade aumenta ano a ano em homens e mulheres ndo apenas
nos paises desenvolvidos, mas também em paises em desenvolvimento. Na
populacdo brasileira 0 excesso de peso, considerado para individuos que possuem
IMC entre 25 e 30 Kg/m?, chega a incidéncia de 65,8% entre os homens e 55,8% em
mulheres (MINISTERIO DA SAUDE, 2017). A incidéncia é muito parecida em outros
lugares do mundo. Na maioria dos paises da América Latina o sobrepeso afeta mais
da metade da populacdo adulta (figura 3), fato preocupante devido ao alto custo
econdmico e social causado por esse problema (FAO/OPS, 2017).
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Figura 3 Prevaléncia de sobrepeso e obesidade na populagdo adulta (maiores de 18 anos) em
paises da América Latina e Caribe em porcentagem (Adaptado de FAO/OPS, 2017).
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com obesidade estdo equiparados aos gastos com violéncia armada e tabagismo.
Em numeros, isso significa 2 trilhdes de ddlares ou 2,8% do PIB global. Em todo o
mundo, 2 a 7% de todos os gastos com saude estéo relacionados com a prevencao
e tratamento dessa condicdo e 20% com doencas relacionadas com DM Il e
doencas cardiovasculares (DOBBS et al., 2014).

Além da perda da qualidade de vida do proprio individuo os custos
econdmicos sdo devidos a perda de produtividade econémica pela reducdo de anos
de vida produtiva e aposentadorias precoces, aos tratamentos fornecidos pelos
sistemas de salde e aos investimentos necessarios para mitigar o impacto da
obesidade (BAHIA; ARAUJO, 2014; DOBBS et al., 2014).

Nos Estados Unidos o gasto per capita com um individuo obeso é
aproximadamente de 42 a 100% maior do que com um individuo de peso normal
(FINKELSTEIN et al., 2009). Poucos estudos no Brasil estimam os custos diretos e
indiretos devido a obesidade no pais. Todavia, as pesquisas existentes observaram
que 3 a 5% de todas as internacdes no Brasil foram decorrentes de doencas
relacionadas a obesidade e que entre 3 a 11 dias por ano de trabalho sdo perdidos
em funcdo da obesidade e doencas associadas (SICHIERI; NASCIMENTO;
COUTINHO, 2007).

Estima-se que o Sistema Unico de Saude brasileiro (SUS) gaste anualmente
R$ 3,6 bilhdes por ano com o tratamento da obesidade e doencas associadas,
sendo que as doencas cardiovasculares sdo responsaveis por 67% desses custos

(BAHIA et al.,, 2012). Considerando que grande parte da populacdo brasileira
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depende exclusivamente da assisténcia meédica oferecida pelo SUS para o
tratamento de doencas, e que o nimero de casos de sobrepeso se tornou crescente,
de forma a representar uma ameaca a sustentabilidade do tratamento desses
individuos, a obesidade estad sendo classificada como um problema de saude e
econdmico (BAHIA et al., 2012; ABESO, 2016).

Entretanto a obesidade ndo € o Unico distldrbio que vem se estabelecendo de
forma preocupante, a diabetes mellitus (DM) é outra doenca ndo menos prejudicial

gue tem tomado propor¢cdes epidémicas.

1.3 Diabetes e Resisténcia a Insulina (RI)

A DM é uma alteracdo metabdlica que pode ser ocasionada por diversos
disturbios, resultando em hiperglicemia crénica (FUCHS; WANNMACHER, 2010). A
hiperglicemia é uma condi¢cdo na qual o tecido periférico ndo capta adequadamente
a glicose; estabelecendo niveis elevados de glicemia que podem romper a
homeostase tecidual ao longo do tempo.

A diabetes pode ser classificada de formas diferentes, de acordo com a sua
origem. A diabetes mellitus tipo |I (DM 1), também conhecida como diabetes
dependente de insulina, ocorre quando o organismo ndo € capaz de produzir
insulina suficiente para o controle homeostatico da glicose. Por muito tempo a causa
desse tipo de diabetes foi desconhecida, mas atualmente se acredita que sua
origem seja auto imune e que anticorpos destruam as células beta prejudicando a
sintese e secrec¢do de insulina (IDF, 2015; MILECH et al., 2016).

A diabetes mellitus tipo Il (DM 1) é a forma mais comum e responde por 90%
dos casos diagnosticados. A DM Il surge quando ha diminuicdo da capacidade dos
orgaos alvo em responder a insulina, quadro que define a resisténcia a insulina. Os
sintomas sao semelhantes aos da DM I, porém menos marcantes ou ausentes, 0
que faz com que o individuo possua essa doenca por anos sem ser diagnosticado. A
DM Il é considerada uma doenca de causa multifatorial, mas fica claro que a maioria
dos casos poderia ser evitada se o0s portadores possuissem habitos de vida
saudavel, ja que essa forma de DM estd quase sempre relacionada a obesidade
visceral a inatividade fisica (IDF, 2015; MILECH et al., 2016).

Héa ainda a diabetes gestacional, uma condicdo que pode ser temporaria ou
ndo, na qual ha intolerancia a carboidratos e os niveis de glicose estdo mais altos do
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que o normal, mas ainda ndo preenche os critérios de diagndsticos de DM.
Entretanto, muitas vezes a diabetes gestacional pode representar o aparecimento de
DM Il durante a gravidez (IDF, 2015; MILECH et al., 2016).

Na pré-diabetes, os niveis de glicose estdo alterados, mas também né&o
caracterizam a diabtes, porém, pessoas dentro desse grupo ja possuem maior risco
de sofrer ataque cardiaco e acidente vascular cerebral (AVC). A pré-diabetes é
associada como uma condicdo intermediaria a DM II, e seu diagnostico é utilizado
para sugerir uma mudanca nos habitos de vida do individuo (IDF, 2015; MILECH et
al., 2016).

A hiperglicemia cronica gera diversos problemas, incluindo aumento do
estresse oxidativo e do acumulo de lipidios intracelulares levando a lipotoxicidade.
Esse cenario induz a resisténcia a insulina e disfuncédo das células beta, levando a
intolerancia a glicose e DM Il (KOEPPEN; STANTON, 2009).

Os niveis de glicose no sangue sao controlados por uma série de horménios
sendo o principal deles a insulina. A insulina é secretada pelas células beta do
pancreas em resposta ao aumento dos niveis de glicose no sangue. Esse horménio
atua nas células dos tecidos adiposo e muscular esquelético promovendo a
translocacdo do GLUT 4, transportador de glicose dependente de insulina, para
membrana celular, permitindo assim o influxo de glicose para as células desses
tecidos (NELSON, 2011).

Na DM, os niveis de insulina ou a resposta dos tecidos a insulina séo
insuficientes para manter a glicemia normal. Nesse caso, instalam-se quadros de
hiperglicemia, hiperinsulinemia, dislipidemia e intolerdncia a glicose que
caracterizam clinicamente a diabetes (HALL, 2011).

Tanto fatores genéticos quanto ambientais contribuem para patogenia da DM
II, que envolvem a secrec¢édo insuficiente de insulina, reducdo da responsividade a
insulina nos tecidos, aumento na producdo de glicose e anormalidades no
metabolismo dos lipidios e das proteinas (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN,
2012).

Ao longo do tempo a DM pode danificar o coracao, vasos sanguineos, olhos,
rins e nervos, e aumentar o risco de doenca cardiaca e AVC. Se nao forem fatais,

esses danos podem resultar em reducdo do fluxo sanguineo, o que combinado ao
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dano dos nervos nos pés aumenta a chance de desenvolver Ulceras, infecgdo e
eventual necessidade de amputagédo dos membros (WHO, 2016).

A DM também esta intimamente associada ao desenvolvimento de
aterogénese e doencas cardiovasculares e cerebrovasculares por provocar
dislipidemia. Diabéticos normalmente apresentam hipertrigliceridemia, niveis
reduzidos de HDL-C e aumento no numero de particulas de LDL. O acumulo desse
tipo de LDL no compartimento plasmatico causa agressdo ao endotélio com
consequente inflamacao e desenvolvimento de aterogénese (XAVIER, 2013).

Dados da Sociedade Brasileira de Diabetes estimam que no inicio do século
XXI 5,2% de todos os Obitos do mundo foram atribuidos & DM, tornando essa
doenca a quinta principal causa de morte. Deve-se considerar que essa
porcentagem provavelmente € maior, pois nas declaracdes de Obito poucos
registram DM como causa da morte, sem considerar problemas cardiovasculares e
cerebrovasculares como complicagdes decorrentes da DM (MILECH et al., 2016).

A Federacao Internacional de Diabetes afirma que em 2015, 415 milhGes de
pessoas no mundo possuiam DM (figura 4) e a perspectiva é que em 2040, este
ndamero aumente para 642 milhdes de pessoas. Atualmente, o Brasil esta entre os
10 paises com maior nimero de casos, em quarto lugar com 14,3 milhdes de
pessoas (IDF, 2015).

i /’

Figura 4 Prevaléncia de diabetes em adultos (20-79 anos) no mundo em 2015 (Adaptado e IDF,
2015).
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Esse crescimento tem causado grande impacto econdmico e social no cenario
mundial. Os custos estao relacionados ao aumento do uso de servicos de saude e
perda de produtividade, considerando que uma parcela dos 6bitos ocorre quando os
individuos ainda contribuem economicamente para a sociedade (MILECH et al.,
2016). Além disso, os gastos com a DM no mundo em 2015 chegaram a 673 bilhdes
de ddlares americanos, cerca de 12% de todo o valor gasto com saude. No Brasil a
soma dos custos diretos e indiretos oscila em torno de 22 bilhdes de dolares
americanos por ano. SO no Sistema unico de Saude brasileiro (SUS), as despesas
relacionadas ao tratamento ambulatorial sdo de U$ 2.108,00 por paciente (IDF,
2015; MILECH et al., 2016).

Socialmente, a DM interfere na qualidade de vida dos individuos afetados,
pode levar a cegueira, insuficiéncia renal, amputacdes nos membros inferiores,
disfuncdo ou falha de varios 6rgdos e tecidos, entre outras doencas (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Os tratamentos visam o controle da hiperglicemia e tém como alvo diferentes
processos envolvidos na regulacdo ou desregulacdo da glicose (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2012). No entanto, existe a possibilidade da
implementacdo de intervencbes de baixo custo e facil uso que podem reduzir o
gasto econdmico da diabetes. Muitas dessas intervencfes sdo viaveis até mesmo
para paises em desenvolvimento (RAMACHANDRAN et al., 2007).

Assim, quando ha a presenca de obesidade e diabetes, podemos estar diante
de um quadro muito importante indicador de outras doencas, que € a sindrome

metabdlica.

1.4 Sindrome metabdlica

A Sindrome Metabdlica (SM) é uma doencga multifatorial representada por um
grupo de fatores de risco cardiovascular, usualmente relacionados a deposicao
central de gordura e a resisténcia a insulina. A Sindrome Metabdlica ainda carece de
uma definicho bem estabelecida, mas had uma indicagdo consensual de que o
aumento da pressao arterial, os disturbios no metabolismo dos glicidios e lipidios e 0
excesso de peso estdo associados ao aumento da morbimortalidade cardiovascular
(BRANDAO et al., 2005).
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O National Cholesterol Education Program’s Adult Treatment Panel |l
determina que o quadro de sindrome metabdlica ocorre quando had combinacédo de
pelo menos trés dos seguintes fatores: acumulo de gordura abdominal, dislipidemia
aterogénica, caracterizada pelo aumento dos niveis triglicerideos e diminuicdo dos
niveis de HDL no sangue além do aumento da pressdo sanguinea e resisténcia a
insulina (NCEP, 2001). A presenca de SM est4 associada a um incremento no risco
de morbidade e mortalidade cardiovascular como doencga cardiaca coronaria, infarto
do miocardio e AVC. O risco dessas morbidades para DC é maior quando associado
a esse grupo de fatores do que quando associado aos componentes individuais
(ISOMAA et al., 2001).

Embora a patogénese da sindrome metabdlica ainda ndo seja bem
compreendida, estilos de vida que prezam pela inatividade fisica e pelo consumo de
dietas ricas em gorduras saturadas, colesterol e carboidratos refinados sdo as
principais causas da obesidade abdominal e desenvolvimentos de resisténcia a
insulina (DEEDWANIA; GUPTA, 2006; KAUR; JASPINDER, 2014).

Estima-se que cerca de um quarto da populacdo mundial possua sindrome
metabolica e que o desenvolvimento dessa sindrome aumenta em 3 vezes 0 risco
de ataque cardiaco ou de AVC e em 2 vezes 0 risco de morrer nesses eventos em
relagdo a pessoas sem sindrome. Portadores dessa sindrome também tém um risco
5 vezes maior de desenvolver DM Il (IDF, 2006).

A obesidade esta diretamente relacionada com a SM, pois o tecido adiposo
ndo é apenas uma reserva de gordura, mas também é um O6rgdo enddcrino
responsavel pela secrecdo de metabdlitos conhecidos como adipocinas como a
leptina, adiponectina, interleucinas, mediadores pro-inflamatérios como o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6), inibidor do ativador do
plasminogénio | (PAI-I), entre outros (KERSHAW; FLIER, 2004; KAUR; JASPINDER,
2014; SIRTORI et al.,, 2017). Essas adipocinas integram sinais endocrinos,
paracrinos e autocrinos que regulam a sensibilidade a insulina, o estresse oxidativo,
0 metabolismo energético, a coagulacdo sanguinea e respostas inflamatérias, de
forma a acelerar o desenvolvimento de aterosclerose e aterotrombose (figura 5)
(KAUR; JASPINDER, 2014).

O excesso de tecido adiposo abdominal libera grandes quantidades de acidos
graxos livres que chegam ao figado via sistema porta e podem contribuir para o
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acumulo de gordura no figado. Além disso, os altos niveis de acidos graxos podem
atuar sobre o musculo esquelético inibindo a captacdo de glicose mediada por
insulina e causando resisténcia a insulina (figura 5). No pancreas, a exposi¢cao
cronica a esses acidos graxos leva a perda da fungédo das células 3 produtoras de
insulina (ABBASI et al., 2002; KAUR; JASPINDER, 2014; SIRTORI et al., 2017).

Dessa forma, algumas adipocinas regulam a sensibilidade a insulina direta ou
indiretamente, pela modulacdo da sinalizacdo de insulina e das moléculas
envolvidas no metabolismo de carboidratos e lipidios (KERSHAW; FLIER, 2004).

Desequilibrios em algumas a¢fes da insulina juntamente com a resisténcia a
outras acdes da insulina resultam nas manifestacdes clinicas da sindrome
metabdlica. No entanto, os individuos que possuem resisténcia a insulina ndo sao
necessariamente obesos, embora geralmente possuam um padrdo de distribuicdo
de gordura anormal (KAUR; JASPINDER, 2014).

Verifica-se, portanto, que a sindrome metabdlica tem como principal fator de
desenvolvimento a obesidade e pode levar a resisténcia a insulina e DM Il. Tanto os
quadros de obesidade quanto de diabetes podem ter como desfecho o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Em vista disso, torna-se necessario
compreender essas patologias e suas disfungbes na intencdo de buscar
intervengdes que mudem esses quadros e levem a uma melhora da qualidade de
vida dos individuos acometidos, diminuindo o risco de desenvolvimento de doencas

cardiovasculares.
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1.5 Aterosclerose x Obesidade e Diabetes

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria crénica de origem multifatorial que
ocorre em resposta a agressao endotelial, acometendo principalmente a camada
intima de artérias de médio e grande calibre. Nessa doenca, lesbes de gordura
chamadas placas aterotomatosas se desenvolvem na superficie das paredes
arteriais (KOEPPEN; STANTON, 2009).

Um dos principais fatores relacionados ao desenvolvimento de aterosclerose
€ 0 aumento dos niveis de LDL plasmaticos. Como visto antes, a LDL é
relativamente densa e pequena, sendo capaz de se fixar em pequenos danos
endoteliais na intima dos vasos sanguineos. Nesse ambiente, a LDL € oxidada e
causa estresse celular, reduzindo a viabilidade das células endoteliais e diminuindo
sua producédo de Oxido nitrico, composto importante por seus efeitos vasodilatadores
e ateroprotetores que impedem a adesdo de macromoléculas, plaquetas e
mondcitos ao endotélio (KOEPPEN; STANTON, 2009; HALL, 2011).

O desenvolvimento da placa aterosclerética inicia quando um dos
componentes oxidados da LDL, a apo B 100, liga-se a receptores scavenger nos
macrofagos que endocitam a LDL. Os macréfagos podem se tornar inflados com a
LDL oxidada e tornarem-se células espumosas preenchidas por colesterol. As
células espumosas se proliferam e morrem liberando grandes quantidades de
colesterol dentro da intima, construindo a placa aterosclerética. Essas placas podem
se tornar tdo grandes que acabam se projetando no limen das artérias, reduzindo o
fluxo de sangue ou obstruindo o vaso. (HALL, 2011).

A LDL oxidada ainda causa uma reacéao inflamatoéria que induz o movimento
de células imunolégicas para dentro da intima, liberacdo de citocinas e
quimioatrativos e proliferagdo e migracdo das células do musculo liso vascular para
dentro da intima (KOEPPEN; STANTON, 2009). Os fibroblastos da placa depositam
guantidades extensas de tecido conjuntivo denso e as artérias tornam-se entéo
rigidas e resistentes. As artérias arteroscleréticas perdem a maior parte da sua
distensilbilidade e devido as areas degenerativas em suas paredes, rompem-se
facilmente (HALL, 2011).

Estudos mostram que para cada reducdo de 1 mg/dL na LDL no plasma,
ocorre cerca de 2% de reducdo na mortalidade por doenga cardiaca aterosclerotica
(HALL, 2011). A aterosclerose € a chave para o desenvolvimento de hipertenséo,
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pela reducdo da sintese de Oxido nitrico e reducdo da elasticidade arterial, assim
como de doenca cardiaca coronariana, pelo bloqueio das artérias coronarias e pela
formacdo da placa. Portanto, medidas preventivas adequadas sdo valiosas na
reducado de ataques cardiacos (XAVIER, 2013).

Quando os fatores hipertenséo, diabetes e hiperlipidemia estao presentes, o
risco de doenca coronariana aterosclerotica aumenta por quase 20 vezes. Em
muitos pacientes obesos ou acima do peso, esses trés fatores de risco ocorrem
juntos, aumentando imensamente o risco de aterosclerose, que por sua vez pode
levar a ataque cardiaco, AVC e doenca renal (HALL, 2011; PARHOFER, 2015).

Na obesidade induzida por dieta, a hiperplasia e hipertrofia do tecido adiposo
pode ocorrer sobrecarga do figado com o alto influxo de acidos graxos livres pela
veia porta hepatica (figura 5). Quando a RI esta associada a obesidade, esse quadro
€ ainda maior, ja que a Rl induz a uma lipdlise elevada e liberacdo de AGLs pelo
tecido adiposo. Com a RI estabelecida no quadro de obesidade, o musculo
esquelético também perde a capacidade de reduzir de forma eficiente os niveis de
carboidrato apés uma refeicdo, assim, o figado € exposto a uma alta carga de
glicose que entra no figado via GLUT 2, que é independente de insulina e a converte
em AGLs e TG.

Diante dessa situacdo, todo o metabolismo lipidico fica comprometido e
instala-se a dislipidemia:

1. O figado produz mais VLDL para transportar os lipidios ao tecido adiposo;

2. A VLDL é depletada a LDL e seus altos niveis no sangue tornam-se um fator
de risco para a aterosclerose;

3. Com a lipdlise elevada, altas concentracbes de AGLs e TG tornam-se
circulantes;

4. Todo esse influxo de glicose, AGLs e TG para o figado o sobrecarrega e ele
passa a armazenar esses lipidios, levando a esteatose hepatica.

Na DM a aterosclerose se desenvolve de forma acelerada. Pacientes
diabéticos sdo mais propensos a apresentar doenca arterial coronariana e infarto do
miocardio do que individuos nao diabéticos (KOEPPEN; STANTON, 2009). Isso
porque a DM esta associada a fatores de risco para DC como obesidade central, RI

e dislipidemia.
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A diabetes e a Rl podem levar ao desenvolvimento de aterogénese por
diversas vias. Além do aumento da lipdlise pela diminui¢cdo da insulina, a RI também
pode diminuir os niveis de LPL, responsavel por clivar as lipoproteinas no sangue e
liberar AGLs e TG para os tecidos (KAUR; JASPINDER, 2014). Quando a LPL néo é
suficiente para depurar essas moléculas, os lipidios se acumulam na corrente
sanguinea. A insulina também atua na degradacdo de apo B através de vias
dependentes de fosfoinositideo 3-cinase (P13-K), considerando que na DM essa via
€ prejudicada, a Rl aumenta diretamente a producéo de VLDL (KAUR; JASPINDER,
2014). Assim a hipertrigliceridemia na DM decorre de um aumento da produgao de
VLDL e diminuicdo da depuracdo da VLDL, o que se acredita, seja o principal fator
de desenvolvimento da dislipidemia na DM.

Embora os niveis absolutos de LDL sejam similares entre diabéticos e
individuos saudaveis a reducdo da colesterolemia por meio do tratamento com
estatinas em individuos portadores de DM Il € um elemento crucial na prevencao
da doenca aterosclerética. Estudos clinicos tém demonstrado que a reducao do LDL
nos diabéticos promove beneficio similar a reducdo do LDL em pacientes com
doenca coronaria manifesta. A Il Diretriz Brasileira sobre Dislipidemias e Prevencédo
da Aterosclerose ja aponta a reducao dos niveis de LDL como meta terapéutica para
a prevencado de DC em individuos diabéticos, uma vez que estes sédo considerados
como de risco equivalente aos portadores da doenca aterosclerética (SANTOS et al.,
2001; SPOSITO et al., 2007).

Com base nesses dados, nota-se a importancia do controle do metabolismo
lipidico na prevencédo de aterosclerose e DC em grupos de risco como obesos e
diabéticos. O tratamento normalmente baseia-se na tomada de habitos saudaveis,
como a pratica de exercicios fisicos, dieta com restricdo de gorduras e abandono de
habitos como consumo de fumo e alcool. No entanto, esses habitos séo parte de um
estilo de vida que ndo costuma ser modificado imediatamente e por isso 0 uso de

farmacos, suplementos e nutracéuticos se faz necessario.
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1.6 Alimentos funcionais e Nutracéuticos

Alimentos funcionais sdo alimentos que promovem beneficios fisioldgicos,
aumentando a qualidade de vida e diminuindo o risco de desenvolvimento de
doencas crbnicas. Esses beneficios sd8o possiveis devido a vitaminas,
macromoléculas e outras substancias, todos denominados compostos bioativos,
presentes nos alimentos.

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, em 1978 aproximadamente
80% da populacdo mundial utilizava ervas medicinais como sua principal forma de
cuidados a saude (OMS, 1979), o que indica a necessidade de pesquisas que
comprovem as propriedades funcionais dessas plantas.

Muitas pesquisas ja foram realizadas na intencdo de buscar ingredientes
fisiologicamente ativos em plantas que previnam doencas e promovam melhoria na
qualidade de vida, porém poucos estudos obtiveram documentacdo clinica
substancial que comprovasse esses beneficios (HASLER, 2002). Muitas vezes 0s
beneficios ndo sdo vistos com o aumento do consumo do alimento porque a
guantidade das substancias presentes € insignificante para os efeitos pretendidos.

Isso leva a um problema, pois esse tipo de conhecimento é difundido
facilmente para a populacdo em geral, que ao observar que determinado alimento
nao apresentou o efeito esperado, desacredita a pesquisa e a comunidade cientifica.

Uma das solucdes para amplificar os efeitos dos compostos bioativos é extrai-
los para a fabricacdo de nutracéuticos, abrindo a possibilidade do consumo de doses
maiores do que as que seriam ingeridas apenas com o consumo de alimentos.

O termo nutracéutico tem sido geralmente usado para descrever compostos
bioativos apresentados de forma farmacéutica como capsulas e comprimidos, que
possuem um potencial consideravel como suplementos alimentares e na utilizagéo
da prevencdo e tratamento de varias doencas. A utilizacdo de nutracéuticos €
interessante, porque extratos naturais possuem menor custo de producdo em
relacdo a alguns medicamentos e a facilidade de obtencdo do seu produto € maior.
Além disso, extratos de plantas geralmente sdo considerados menos toxicos e
apresentam menos efeitos colaterais do que drogas sintéticas (EIDI; EIDI;
ESMAEILI, 2006).

Muitos estudos associam extratos de vegetais e fungos a atividade anti-

hiperlipidica. Martinello et al. verificaram que o extrato do fruto de Tamarindus indica
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produziu efeito hipolipidémico em hamsters hipercolesterolémicos tratados por 10
semanas (MARTINELLO et al., 2006). Outro estudo tratou ratos diabéticos pelo
periodo de sete semanas com o extrato metandlico dos rizomas de Tulbaghia
violacea e ao final do tratamento observou efeito antioxidante, antidiabético e
hipolipidémico no modelo (MOODLEY et al., 2015). O extrato do calice e folhas de
Hibiscus sabdariffa também produziu efeito antioxidante e anti-hiperlipidémico em
ratos tratados por 30 dias. O efeito anti-hiperlipidémico ndo € exclusivo de vegetais,
cogumelos como Pleurotus ferulae e Phellinus rimosus também demonstraram esse
efeito em ratos diabéticos e hiper-colesterolémicos (ALAM; YOON; LEE, 2011;
RONY; AJITH; JANARDHANAN, 2015).

Existem drogas sintéticas comercializadas a fim de normalizar o metabolismo
lipidico, como estatinas e fibratos, porém essas drogas atuam predominantemente
sobre a diminuicdo de LDL-C ou sobre a diminuicdo dos triglicerideos, e ndo sobre
os dois concomitantemente. Além disso, apresentam efeitos colaterais diversos, e 0
uso das duas drogas em associacao ainda é estudado (SPOSITO et al., 2007)

Os fibratos sdo amplamente utilizados para reduzir os niveis de triglicerideos,
podendo alcancar reducdes de até 70%. Porém, esses medicamentos ndo agem
sobre os valores de colesterol, o que € um problema visto que raramente o aumento
dos niveis de triglicerideos ocorre sem ser acompanhado de alteracdes nos niveis
de colesterol (SPOSITO, 2007; XAVIER, 2013).

Atualmente as estatinas sdo as drogas mais recomendadas para a regulacao
dos valores de colesterol, embora tenham grande eficacia, podem causar hepatite
toxica, falta de apetite, diarreia e vomitos, além de colestase, que se manifesta
através de ictericia e vomitos (SPOSITO, 2007; XAVIER, 2013).

Devido aos diversos efeitos colaterais das drogas utilizadas para reduzir
niveis de triglicerideos e colesterol existe a necessidade de busca de novas
sustancias e/ou extratos que apresentem atividade anti-hipertrigliceridémica e anti-
hipercolesterolémica, mas que ao mesmo tempo ndo apresentem elevados custos
de producéo para tornar os tratamentos mais acessiveis, e, contribuir assim, para a
melhoria da qualidade de vida das pessoas e animais acometidos por esses

disturbios.
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1.7 Macrofungos

Fungos sdo quase sempre relacionados a decomposicdo, mas possuem
importancia também nas areas meédicas e econdmicas. Devido a compostos
liberados pelo seu metabolismo, sdo amplamente utilizados na industria alimenticia,
como na fabricacdo de vinhos e queijos. Um exemplo notavel de composto derivado
dos fungos aplicado na area médica é a ciclosporina, que suprime reacdes
imunologicas que causam a rejeicdo de 6rgaos transplantados sem efeitos colaterais
indesejaveis (EVERT; EICHHORN, 2014).

Os cogumelos sdo macrofungos com distintos corpos de frutificagcdo que
podem ser hip6geos ou epigeos, grandes o suficiente para serem vistos a olho nu
(CHANG, 2008). Entre esse grupo de organismos, os basidiomicetos tém atraido a
atencao por suas baixas taxas de toxicidade e elevada especificidade na ativacéo do
sistema imunoldgico humano (MASCARO et al., 2014). A classe dos basidiomicetos
inclui cogumelos comestiveis e venenosos, fungos coraloides, dentiformes e
orelhas-de-pau (EVERT; EICHHORN, 2014).

O consumo de macrofungos é associado a uma melhora na salde e nas
Ultimas décadas pesquisas comprovaram seu papel antitumoral, no fortalecimento
do sistema imunoldégico, atividade profilatica contra quimio e radioterapia, atividade
antimicrobiana, antioxidante, antiviral, anti-Alzheimer e anti-malaria, além do seu
potencial antihiperglicémico e anti-hipercolesterolémico (ZJAWIONY, 2004; DE
SILVA et al., 2013; GIAVASIS, 2014).

Tém sido utilizados como medicamentos naturais na atividade antidiabética e
devido a poucas evidéncias cientificas, muitas pesquisas tém estudado o efeito
hipoglicemiante de cogumelos comestiveis (HWANG et al., 2005). Da mesma forma,
muitas espécies de basidiomicetos tem sido associadas a atividade anti-hiperlipidica
no organismo, regulando o metabolismo lipidico em ratos e camundongos
hipercolesterolémicos e diabéticos (ANANDHI et al., 2013; DE MIRANDA et al.,
2014; ZHENG et al., 2014; RONY; AJITH; JANARDHANAN, 2015).

Os beneficios terapéuticos sdo principalmente devidos a um grande numero
de compostos bioativos, entre eles, compostos de alto peso molecular como
polissacarideos, proteinas e lipideos e também de baixo peso molecular, como
terpenos, alcaloides e metabdlitos derivados de peptideos nédo ribossomais (DE
SILVA et al., 2013).
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A producdo de alimentos saudaveis, a fabricacdo de nutracéuticos e a
biorremediagcdo s@o os principais objetivos do cultivo de macrofungos (CHANG,
2008). Ecologicamente, os macrofungos produzem enzimas fenol oxidases
importantes na area da biorremediacdo, pois degradam compostos aromaticos
presentes nos residuos industriais (CAMASSOLA et al., 2013).

Nutricionalmente, sdo ricos em proteinas, aminoacidos essenciais e fibras,
possuem pouca gordura e diversas vitaminas (REIS et al., 2012). Devido a todas
essas propriedades, o desenvolvimento de nutracéuticos na forma de capsulas,
comprimidos ou p6 € feita a partir da biomassa seca do micélio ou corpo de

frutificagdo, ou mesmo do extrato.

1.7.1 Pycnoporus sanguineus

O género Pycnoporus pertence ao filo Basidiomicota, ordem Polyporales e
familia Polyporaceae. Esse género € dividido em quatro espécies com diferentes
origens geograficas sendo que P. sanguineus é encontrado em regides tropicais e
subtropicais (LEVASSEUR et al.,, 2014). Todos s&o caracterizados por produzir
pigmentos vermelho-alaranjados do tipo 2-amino-fenoxazinona, como cinabarina,
acido cinabarinico e tramesanguina (figura 6) (EGGERT, 1997; DIAS; URBAN, 2009;
DENTZ et al., 2017).

P. sanguineus € conhecido popularmente como orelha-de-pau sendo
encontrado na madeira, onde se fixa e se alimenta. E capaz de hidrolisar
polissacarideos da parede celular e também a lignina de materiais celuldsicos
(GARCIA, 2006).

Embora esse cogumelo nédo seja considerado comestivel, tem sido utilizado
h& muito tempo na medicina popular por tribos indigenas em paises africanos e sul-
americanos por sua atividade antibacteriana e antiviral (SMANIA et al., 2003). Ainda
assim, estudos com este género, e principalmente sobre o seu potencial
nutracéutico sdo escassos e apesar de um numero ainda limitado de publicacdes
envolvendo esse fungo, ha uma tendéncia crescente de seu emprego apenas em
processos biotecnolégicos (GARCIA, 2006).

Muitos dos estudos mais recentes sdo sobre o potencial de aplicacdo de
Pycnoporus sp. na deslignificacdo dentro da industria de alimentos, papel, corantes
e na degradacdo de hidrocarbonetos arométicos policiclicos (CAMARERO et al.,
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2012). Entre esses estudos a espécie P. cinnabarinus mostrou-se eficiente na
remocdo de compostos lipofilicos no processo de producédo de papel e celulose
(MOLINA et al., 2008).

(@) r (®) § :

\
/

Figura 6 Estrutura da fenoxazinona (a) e seus derivados cinabarina (b), acido cinabarinico (c) e
tramesanguina (d). Fonte: PubChem Compound.

Na area da biorremediacdo, ja foi comprovado o potencial do uso de enzimas
oxidativas de P. sanguineus na remocao de hormonios sexuais sintéticos de agua e
esgotos, como Etinilestradiol, Gestodeno e Acetato de Ciproterona (MORAIS, 2012).
As enzimas enzimas lacases deste mesmo fungo que se mostraram eficientes no
tratamento de aguas residuais e na degradacdo de desreguladores enddcrinos
(RAMIREZ-CAVAZOS et al., 2014).

Outro estudo utilizou o extrato hidroalcodlico P. sanguineus para inibir o
crescimento de Fusarium sp, fungo conhecido por causar doengcas em culturas de
plantas, e o resultado foi uma inibicdo de mais de 92% da esporulagédo dos conidios
(FIGUEIREDO; SILVA, 2014).

Sobre sua aplicacdo na saude, uma pesquisa mostrou atividade antioxidante
satisfatoria de P. sanguineus e sugeriu seu uso como uma fonte natural de
compostos antioxidantes (BORDERES et al.,, 2011). Gambato et al. também

observaram atividade antioxidante in vitro a partir do extrato de P. sanguineus
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crescido em condi¢gBes controladas, verificando variacdo dessa atividade em funcgao
do meio de cultivo (GAMBATO et al., 2016).

Em 2017, o documento patentario BR1020170229440 atribuiu ao extrato de
P. sanguineus efeito anti-hiperlipidico em ratos diabéticos tratados por 30 dias. O
tratamento promoveu diminui¢cdo dos niveis plasmaticos de triglicerideos, colesterol
total e colesterol ndo HDL a valores considerados normais. O efeito foi atribuido a
molécula cinabarina, composto que constituiu quase que integralmente o extrato
(DENTZ et al., 2017).

A cinabarina (figura 6b) é uma molécula que possui ainda hoje funcéo
biolégica altamente desconhecida. Possui peso molecular 286,243 g/mol e férmula
molecular C14H10N2Os, sendo uma molécula organica do tipo alcaloide. Um estudo
avaliou a toxicidade da cinabarina em ratos e observou que a maior concentracao
utilizada (1000 mg/Kg) néo foi suficiente para matar os animais ou causar danos
morfolégicos no figado e rins (SMANIA et al., 2003).

Embora pouco se conheca sobre os efeitos da cinabarina, sabe-se que outras
moléculas da mesma familia como o &cido cinabarinico e a fenoxazinona podem
atuar no sistema nervoso ativando receptores metabotrépicos de glutamato, no
fortalecimento do sistema imunolégico estimulando a producao de linfocitos, além de
possuirem atividade neuroprotetora, antibacteriana e antioxidante (EGGERT, 1997;
FAZIO et al., 2012, 2014; LOWE et al.,, 2014; POLAK et al.,, 2016). O acido
cinabarinico endégeno, gerado pelo metabolismo do triptofano, também pode
exercer efeitos hepatoprotetores através da ativacdo do receptor de hidrocarboneto
aril, promovendo a expressao de staniocalcina 2 (LOWE et al., 2014; JOSHI et al.,
2015). Contudo, ainda néo existem estudos que investiguem os efeitos da cinabarina
no metabolismo intermediério.

ApOs essa analise referencial, verifica-se que a espécie Pycnoporus
sanguineus ja foi pesquisada em alguma das trés areas de aplicacdo dos
macrofungos. Fica claro que este é comumente estudado para utilizagcdo em
processos biotecnoldgicos, entretanto, os estudos que avaliam a seu potencial para
0 emprego como fonte de moléculas funcionais ativas sdo bastante escassos, porém
ja se sabe que seu extrato atua sobre o metabolismo lipidico.

Dessa forma, o macrofungo Pycnoporus sanguineus isolado da regidao da

mata atlantica galucha é uma potencial fonte de estudo, visto que sdo necessarias
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mais pesquisas para compreender suas atividades bioldgicas sobre o metabolismo

intermediario.

Fica claro, portanto, que a obesidade e a DM sao distirbios que além de
afetarem a qualidade de vida dos individuos por si s0, também desencadeiam uma
série de anormalidades que culminam no desenvolvimento de DC, tornando-se um
problema ainda maior. A prospec¢cao por compostos bioativos em extratos naturais é
uma alternativa na busca por uma melhora da saude dos individuos acometidos por
essas doencas. Esses compostos podem atuar por diferentes vias, muitas vezes
envolvendo mais de um mecanismo de acdo, podendo dessa forma exercer efeitos
diferentes dos medicamentos ja utilizados para fins de controle lipidico nesses
distarbios. O extrato de P. sanguineus ja demonstrou efeito no perfil lipidico de ratos
diabéticos e estudos que investiguem as vias de atuacdo desse extrato sao

necessarios para compreender seu mecanismo de acgao.
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2 HIPOTESE E OBJETIVOS

2.1 Hipotese

O extrato de P. sanguineus atua sobre o metabolismo lipidico de ratos

diabéticos e dislipidémicos alterando vias de sintese e degradacdo no figado e

tecido adiposo.

2.2 Objetivo geral

O objetivo geral desse estudo foi avaliar a atividade anti-hiperlipidica do

extrato de P. sanguineus em ratos diabéticos e dislipidémicos, buscando identificar

as possiveis vias metabdlicas de atuacédo, visando o fornecimento de dados para o

desenvolvimento de nutracéuticos.

2.3 Objetivos especificos

VI.

Avaliar o efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus associado a
diabetes mellitus sobre parametros metabdlicos de ratos Wistar.

Avaliar o efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus associado a
dislipidemia induzida por dieta sobre parametros metabdlicos de ratos Wistar.
Avaliar o efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre os
parametros soroldégicos indicadores do metabolismo sistémico de carboidratos
e lipidios e de toxicidade hepéatica em ratos saudaveis, diabéticos e
dislipidémicos.

Avaliar o efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre
metabolismo hepéatico.

Avaliar o efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre o
metabolismo do tecido adiposo.

Avaliar o efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre o

metabolismo muscular.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Local e realizacdo dos experimentos

As técnicas descritas a seguir foram realizadas no Laboratério de
Metabolismo e Endocrinologia Comparada (LaMEC) e Laboratorio de Analise de
Alimentos e Antioxidantes Naturais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e
no Laboratorio de Enzimas e Biomassas da Universidade de Caxias do Sul.

Todos os procedimentos desse estudo estdo de acordo com a Lei Arouca (Lei
n. 11.794, 2008) que estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais e
dos Principios Eticos na Experimentacdo Animal, formulados pela Sociedade
Brasileira de Animais de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) e pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).

Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica e Uso de Animais (CEUA)
da UFRGS e esté registrado no sistema dessa universidade sob o numero 31195.
Os responsaveis pelo manuseio dos animais passaram por treinamento prévio e
possuem experiéncia com o protocolo experimental e a com a pratica de eutanasia.

O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA) concedeu autorizagdo de acesso ao componente do patrimdnio genético
das amostras. A autorizacdo esta registrada sob o processo de numero
02001.007656/2012-11.

Os experimentos realizados nessa Dissertacdo serdo apresentados como
experimento 1 referente aos animais induzidos a DM, e experimento 2 referente aos
animais induzidos a dislipidemia por dieta hiperlipidica. Em ambos os experimentos

foi avaliado o potencial efeito anti-hiperlipidico do extrato de P. Sanguineus.

3.2 Animais

Foram utilizados nesse estudo 58 ratos Wistar (Rattus norvegicus, var.
Albinus), machos com 60 dias de vida no inicio do tratamento, provenientes do
Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos em biotério
setorial, acomodados em caixas padrao de tamanho 340 mm x 410 mm x 200 mm,

totalizando 110 cm? de piso e separados em grupos de dois a quatro animais por
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caixa, com livre acesso a alimentacdo e a 4gua, em ambiente com temperatura

controlada entre 22°+2°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas.

3.3 Obtencao do extrato

3.3.1 Coleta e identificacdo da amostra

A estirpe de fungo utilizada nesse trabalho foi a espécie Pycnoporus
sanguineus, linhagem 14G. A cepa foi coletada na cidade de S&o Francisco de
Paula, Rio Grande do Sul, Brasil. O micélio foi isolado e esta armazenado no
Laboratorio de Enzimas e Biomassas da Universidade de Caxias do Sul. A exsicata
do macrofungo coletado apds isolamento em meio artificial estd depositado no

Herbario da Universidade de Caxias do Sul, na micoteca da mesma (HUCS/MIUCS).

3.3.2 Cultivo do cogumelo

As condicbes adotadas para o cultivo de Pycnoporus sanguineus foram
seguidas conforme descrito por Gambato et al (GAMBATO et al., 2016) e Camassola
et al (CAMASSOLA et al., 2013).

Primeiramente, o micélio do cogumelo foi cultivado em placa de Petri com
meio de cultivo contendo 2% serragem de Pinus moida, 2% farelo de trigo moido,
0,2% carbonato de calcio e 2% agar. O micélio foi mantido em estufa pelo periodo
de 7 dias a 24°C. Apoés esse periodo os discos colonizados foram transferidos para
sacos de propileno com novo meio de cultivo contendo 94% serragem de Pinus
moida, 5% farelo de trigo moido, 1% carbonato de calcio e 66% agua.

Os sacos permaneceram fechados pelo periodo de 4 semanas em ambiente
escuro a 24°C para a propagacdo do micélio. Apos foram perfurados e colocados
em estufa a 20°C e umidade relativa 80-90% para o crescimento dos basidiomas. A
colheita do macrofungo ocorreu diariamente assim que os basidiomas comecaram a

se formar.

3.3.3 Producéao do extrato
Apoés a colheita, os basidiomas de P. sanguineus foram secos em estufa e

macerados em um processador. Foram entdo acrescidos 400 mL de etanol 70°G a
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100 g do macrofungo moido e esta mistura foi fervida em destilador a 90°C durante
30 minutos. Em seguida, a mistura foi filtrada em papel filtro e a fragédo liquida foi
armazenada para utilizacdo posterior. Ao solido resultante foram adicionados 400
mL de agua destilada e a mistura foi nhovamente fervida em destilador a 100°C
durante 60 minutos e em seguida filtrada em papel filtro. Foi entdo preparada uma
mistura com quantidades proporcionais de cada fragdo liquida obtida. Esta mistura
foi liofilizada e armazenada a -80°C até o momento da utilizacdo, quando foi

dissolvida em agua na dose definida.

3.4 Analise do extrato por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Acoplada a
Espectrometria de Massa (CLAE-EM)

As quantidades relativas de cinabarina e acido cinabarinico do extrato foram
mensuradas através de adaptacBes na metodologia proposta por Dias e Urban,
2009 (DIAS; URBAN, 2009).

Antes da analise, o extrato foi dissolvido em CH3CN:H,0 (50:50, v/v) e filtrado
em membrana PTFE de 0,22 um. Os compostos foram separados em uma coluna
de fase reversa C18 (4 pum, 250 mm x 4,6 mm) utilizando como fase médvel um
gradiente de CH3CN:H,O (0-2 min 10% CH3CN:H,0O; 14-24 min 75% CH3CN:H,0;
26-30 min 100% CH3CN:H,0 e 32-40 min 10% CH3CN:H,0). O fluxo da fase maovel
foi de 0,9 mL/min e a temperatura da coluna foi ajustada para 29 °C. Os espectros
foram obtidos entre 200 e 600 nm e 0s cromatogramas processados a 450 nm. Apos
a saida do detector DAD um divisor de fluxo permitiu a entrada de 0,45 mL/min no
EM. Os espectros de massas foram adquiridos com um scan range de m/z 100 a
800. Os parametros do MS foram os seguintes: fonte ESI no modo de ionizagéao
positivo; voltagem do capilar: 3000 V, temperatura do gas de secagem (N2): 310° C,

fluxo: 8 L/min, nebulizador: 4 bar; fragmentacdo no modo automatico.

3.5 Tratamento com o extrato de P. sanguineus

Para o tratamento, o extrato de P. sanguineus foi diluido em agua e fornecido
aos animais por gavagem na dose de 10 mg/Kg/dia durante 33 dias, sempre no
periodo da manha, os animais controle também passaram pelo processo de
gavagem durante esse periodo, recebendo apenas agua. A dose utilizada foi
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determinada a partir de estudos in vitro e in vivo (DENTZ et al., 2017). Para que a
dose adotada fosse mantida durante todo o tratamento, o peso dos ratos foi
monitorado semanalmente e os calculos de preparacédo das solucdes foram refeitos
com base no ganho ou perda de peso dos animais.

ApGs o periodo de tratamento os animais foram pesados e eutanasiados por
decapitacdo com guilhotina especifica para pequenos animais, no estado
alimentado, em ambiente silencioso e longe de outros animais, e em seguida, 0s

animais foram dissecados e a coleta dos tecidos foi realizada.

3.6 Experimento 1: Avaliacdo da atividade anti-hiperlipidica do extrato de P.

sanguineus em ratos diabéticos

3.6.1 Desenho experimental

Neste experimento, os animais foram divididos em saudéaveis e diabéticos,
tratados ou ndo com o extrato de P. sanguineus, formando quatro grupos como
indicado na figura 7: a) grupo controle tratado com agua (CTR H;O), b) grupo
controle tratado com P. sanguineus (CTR Pyc), c) grupo diabético tratado com agua
(DBT H,0) e d) grupo diabético tratado com P. sanguineus (DBT Pyc)

ApGs a inducgéo a diabetes, a efetividade do modelo foi verificada e iniciou-se
o tratamento que teve duracdo de 33 dias até a data da eutanasia e coleta dos

tecidos (figura 8).

GRUPOS
EXPERIMENTAIS
Controle Controle tratado Diabético Diabético tratado
(CTR H,0) com P. sanguineus (DBT H,0) com P. sanguineus
(CTR Pyc) (DBT Pyc)

Figura 7 Grupos experimentais do experimento 1.

3.6.2 Inducéo a diabetes

Apos o periodo de aclimatacéo, a diabetes foi induzida por uma Unica injecéo
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ — Sigma) na dose de 65 mg/kg (TAKEUCHI
et al., 1994; RADENKOVIC et al., 2016) diluida em 1 mL de tamp&o citrato. Os
grupos ndo diabéticos também receberam injecdo intraperitoneal com o mesmo

volume de tampdo citrato. Foram considerados diabéticos aqueles animais que
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apresentaram concentracdo de glicose plasmatica
apos a injecao de STZ (PACKER, 2000).

superior a 250 mg/dL trés dias

.....................................................................................................................................................................

Intervengao (STZ Verificagao do pesb

65MG/Kg i.p.) final
Verificagdo da
efetividade da i
indugdo a diabetes Eutanasia e
coleta dos

Inicio do tecidos

tratamento com
P. sanguineus

Figura 8 Desenho experimental do experimento 1.

3.6.3 Processamento dos tecidos

O sangue troncular dos ratos foi coletado para a realizacdo de dosagens
séricas de colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos, glicose, ureia, creatinina, AST e
ALT.

Os animais também foram dissecados e o figado, tecido adiposo
retroperitoneal e tecido adiposo epididimal foram coletados para morfometria e
realizacdo de analises metabdlicas e bioquimicas descritas na figura 9. Optou-se por
nao analisar a lipdlise no tecido adiposo desses animais, pois o0 modelo de diabetes

induzido por estreptozotocina é naturalmente lipolitico.

Musculo Sdleo

4

Figado

p

Tecido Adiposo

- Oxidag&o de glicose a
CO,

- Sintese de lipidios a partir

- Oxidag&o de glicose a
CO,

- Sintese de lipidios a
de glicose partir de glicose
- Sintese de glicogénio a

partir de glicose

- Concentragéo de

glicogénio, triglicerideos

- Captacao de glicose

- Triglicerideos
-C-T,HDL-C, LDL-Ce
VLDL-C

- Glicose

- Ureia

- Creatinina

- Albumina

-AST/TGO

-ALT/TGP

Figura 9 Dosagens metabdlicas e bioquimicas realizadas no experimento 1.
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3.7 Experimento 2: Avaliacdo da atividade anti-hiperlipidica do extrato de P.

sanguineus em ratos dislipidémicos

3.7.1 Desenho experimental

Neste experimento os animais foram divididos em saudaveis e dislipidémicos,
tratados ou ndo com o extrato de P. sanguineus formando quatro grupos como
indicado na figura 10: a) grupo controle tratado com agua (CTR H,0), b) grupo
controle tratado com P. sanguineus (CTR Pyc), c¢) grupo dislipidémico tratado com
agua (DIS H,0) e d) grupo dislipidémico tratado com P. sanguineus (DIS Pyc).

Apos a inducédo a dislipidemia, a efetividade do modelo foi verificada, e assim
iniciou-se o tratamento que teve duracdo de 33 dias até a data da eutanasia e coleta

dos tecidos (figura 11).

GRUPOS
EXPERIMENTAIS
Controle Controle tratado Dislipidémico Dislipidémico
(CTR H,0) com P. sanguineus (DIS H,0O) tratado com
(CTR Pyc) P. sanguineus

(DIS Pyc)

Figura 10 Grupos experimentais do experimento 2.

3.7.2 Inducéo a dislipidemia

Para este protocolo experimental foram utilizadas duas dietas (tabela 1 e
tabela 2). Uma dieta padrao de biotério, industrializada - Nuvilab® com 347,24
cal/100g (65% de carboidratos, 12% de proteina e 5% de gordura) e uma dieta
hiperlipidica formulada em nosso laboratério com 508,71 cal/100g (49% carboidrato,
8% de proteina e 31% de lipidios).

Apoés o periodo de aclimatacdo os animais dos grupos dislipidémicos foram
submetidos durante 30 dias a dieta hiperlipidica para a inducdo da dislipidemia.
Apoés esse periodo foi verificada a efetividade do modelo através da dosagem de
colesterol e triglicerideos plasmaticos e, porteriormente, iniciou-se o tratamento com

0 extrato de P. sanguineus.
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A dieta hiperlipidica foi mantida até o final do tratamento e os animais controle

receberam racdo padrao ao longo de todo o periodo experimental.

Dia 0 4 32 34 66 67
Inicio do Verificagao da Verificagao do pesb
tratamento com efetividade da final
dieta hiperlipidica inducdo a '
dislipidemia
Inicio do Eutanasia e
tratamento com coleta dos
P. sanguineus tecidos

Figura 11 Desenho experimental do experimento 2.

Tabela 1 Composicdo das dietas utilizadas no protocolo

experimental.

Nutrientes Padrdo Nuvilab®  Hiperlipidica artesanal
g/100g cal/100g g/100g cal/100g
Proteina 11,75 47 8,18 32,72
Carboidrato 64,98 259,92 49,09 196,36
Lipidio 4,48 40,39 31,07 279,63
Umidade 11,34 - 8,19 -
Cinzas 7,46 - 3,47 -
cal/100g 347,24 508,71

Tabela 2 Ingredientes utilizados no preparo da dieta hiperlipidica artesanal.

Composicao da dieta artesanal (g/100g)

Racé&o Nuvilab® 375

Banha de porco 200
Manteiga 50

Margarina hidrogenada 100
Sais 4

CMC 10
Caseina 75

Amido de milho 25

Acucar 175
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3.7.3 Processamento dos tecidos

O sangue troncular dos ratos foi coletado para a realizacdo de dosagens
séricas de colesterol total, HDL, LDL, triglicerideos, glicose, ureia, creatinina, AST e
ALT.

Os animais também foram dissecados e o figado, tecido adiposo
retroperitoneal e tecido adiposo epididimal foram coletados para morfometria e
realizacdo de analises metabdlicas e bioquimicas descritas na figura 12.

Figado Tecido Adiposo Musculo Séleo Soro

/ 4
v /
7/ _i'

- Oxidag&o de glicose a - Oxidagéo de glicose a - Captagéode glicose - Triglicerideos
CO, co; -C-T,HDL-C,LDL-Ce
- Sintese de lipidios a partir _ gintese de lipidios a VLDL-C
de glicose partir de glicose - Glicose
- Sintese de glicogénio a - Lipdlise - Ureia
partir de glicose - Creatinina
- Concentracdo de - Albumina
glicogénio, triglicerideos -AST/TGO
-ALT/TGP

Figura 12 Dosagens metabdlicas e bioquimicas realizadas no experimento 2.

3.8 Descricao das técnicas realizadas

3.8.1 Morfometria e relacdo tecido/peso corporal total

O figado, tecido adiposo retroperitoneal e tecido adiposo epididimal foram
retirados, secos em papel filtro e pesados. A relagdo entre o peso do tecido e 0 peso
corporal total (PCT) foi utilizada para a avaliacdo do efeito do tratamento sobre a
massa dos tecidos e estd representada como indice F (figado/PCT), indice TAR
(tecido adiposo retroperitoneal/PCT) e indice TAE (tecido adiposo epididimal/PCT)
em mg/g.
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3.8.2 Dosagens séricas

O sangue foi coletado em tubo de coleta contendo gel separador e ativador de
coagulo (Vacutube®), o qual possibilita a obtencdo da amostra de soro com maior
qualidade e facilidade de manuseio. O perfil bioquimico dos animais foi entdo
avaliado através da analise das concentracdes séricas de colesterol total, HDL, LDL,
triglicerideos, glicose, ureia, creatinina e albumina. A analise de hepatotoxicidade foi
realizada pela dosagem das enzimas AST e ALT, indicadoras de funcdo hepatica.
Estes parametros foram determinados utilizando kits enzimaticos comerciais
(LABTEST Diagnostica, Brasil), e a leitura espectofotométrica foi realizada em um
espectrofotometro (Anthos Zenyth 200RT, Bichrom, UK).

3.8.3 Determinacao da concentragéo de triglicerideos no figado

Para a determinacao da concentracao de triglicerideos no figado, amostras do
tecido foram homogeneizadas em salina 0,9% na propor¢édo 1:10 e a concentracao
foi entdo dosada atraves de kit enzimético comercial (LABTEST Diagndstica, Brasil)
e a leitura espectofotométrica foi realizada em um espectrofotometro (Anthos Zenyth
200RT, Bichrom, UK). A quantidade de triglicerideos no figado est4 expressa em mg

de triglicerideos por 100g de tecido (mg%).

3.8.4 Determinacédo da concentragdo de glicogénio no figado

Para a determinacdo da concentracdo de glicogénio hepético, amostras do
tecido foram adicionadas a tubos de vidro contendo 2 mL de KOH 30% e ent&o
fervidas em banho de agua quente a 100°C durante 1 hora. Apés foram adicionados
aos tubos 2 mL de etanol 96°G e 50 pL de Na,SO, 35% para a precipitacdo do
glicogénio. As amostras entdo foram centrifugadas a 1510 xg por 10 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em agua destilada.
Para a hidrélise do glicogénio foi acrescido aos tubos 300 puL de HCI 4N e as
amostras foram fervidas novamente em banho de agua quente a 100°C durante 1
hora. Apés foi acrescido as tubos 300 pL de Na,COj; 2M para reestabelecimento do
pH e a concentracdo de glicose das amostras foi determinada através de kit

enzimatico comercial (LABTEST Diagndstica, Brasil). A quantidade de glicogénio no
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figado estd expressa em mg de glicogénio por 100g de tecido (mg%) (VAN
HANDEL, 1965).

3.8.5 Oxidacao de glicose (producéo de *CO,)

Para determinacdo da quantidade de [U-'*C]-glicose convertida a **CO,
amostras de figado e tecido adiposo retroperitoneal foram fatiadas e incubadas em
um agitador metabdlico (60 ciclos por minuto) a 37°C por 60 minutos em frascos
fechados com tampas de borracha contendo 1 mL de KRB (Krebs-Ringer-Buffer: 118
mM NacCl, 4,61 mM KCI, 2,5 mM CacCl,*2 H,0, 1,19 mM KH,PO,4, MgSO4*7 H,O 0,74
mM, NaHCOs, 25 mM, pH 7,4), 0,1 uCi [U-**C] glicose 55mCi/mmol (Amersham,
USA) e solucédo de glicose 5mM. A fase gasosa foi saturada com 5% de CO, e 95%
de O,. A reacdo ocorreu em pequenos pocos dentro dos frascos de vidro contendo
tiras de papel Whatman de 3mm colocados acima do nivel do meio de incubacéo.
Apoés a incubacéo a reacdo de oxidacéao foi interrompida com a injecdo de 0,25 mL
de solucao acido tricloroacético a 50% (v/v) no meio de incubacdo e 0,25mL de
solucdo NaOH 2N diretamente nos pocos através das tampas de borracha dos
frascos. Apds os frascos foram mantidos durante 24 h a temperatura ambiente a fim
de capturar o **CO, formado. Ap6s esse periodo as tiras de papel foram retiradas
dos pocos e transferidas para outros frascos contendo 2,5 mL de liquido de
cintilagdo e a radiotividade foi mensurada utilizando um contador de cintilagéo
liquida (LKB-Wallac, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). A quantidade de *CO,
produzido esta expressa em nmol de **C de glicose incorporada ao CO, por g de
tecido, por hora (MERSMANN; HU, 1987; TORRES et al., 2001).

3.8.6 Sintese de lipidios a partir de glicose

O tecido que passou pelo protocolo de oxidagao foi transferido para tubos de
vidro e homogeneizado com 4 mL de cloroférmio-metano (2:1). A extracdo dos
lipidios foi entdo realizada de acordo com a metodologia descrita por Folch et al.
(FOLCH; LEES; SLOANE STANLEY, 1957). Ao homogeneizado foram adicionados
5mL de solucdo salina 0,9% e os tubos foram centrifugados a 1760 xg por 10
minutos. Apods a centrifugacdo a fase superior foi descartada e a inferior contendo as
gorduras foi transferida para outros tubos onde permaneceu até completa
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evaporacao. Apos a evaporagdo as gorduras foram ressuspensas em 2,5 mL de
liqguido de cintilagdo e a radiotividade foi mensurada utilizando um contador de
cintilacdo liquida (LKB-Wallac, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). A quantidade de
lipidios produzidos a partir de glicose est4d expressa em nmol de **C de glicose

incorporada a lipidios por g de tecido, por hora.

3.8.7 Sintese de glicogénio a partir de glicose no figado

As amostras de figado que passaram pelo protocolo de oxidacdo foram
transferidas para tubos de vidro contendo 1 mL de KOH 30% e entdo fervidas em
banho de agua quente a 100°C durante 1 hora. Apds foram adicionados aos tubos 1
mL de etanol 96°G e 50 puL de Na,SO4 35% para a precipitacdo do glicogénio. As
amostras entdo foram centrifugadas a 1510 xg por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspenso em 0,2 mL de 4gua destilada. A solucéo
foi transferida para outros frascos contendo 2,5 mL de liquido de cintilacdo e a
radiotividade foi mensurada utilizando um contador de cintilagdo liquida (LKB-
Wallac, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). A quantidade de glicogénio produzido a
partir de glicose esta expressa em nmol de **C de glicose incorporada a glicogénio
por g de tecido, por hora (WRENDENBERG et al., 2006).

3.8.8 Andlise da lipdlise no tecido adiposo retroperitoneal

As amostras de tecido adiposo retroperitoneal foram fatiadas e incubadas em
um agitador metabdlico (60 ciclos por minuto) a 37°C por 60 minutos em tubos
fechados contendo 980 pL de KRB (Krebs-Ringer-Buffer: 118 mM NaCl, 4,61 mM
KCI, 2,5 mM CaCl,*2 H,0, 1,19 mM KH,PO,4, MgSO4*7 H,O 0,74 mM, NaHCOg3, 25
mM, pH 7,4), solugcdo 5 mM de glicose e 1% de albumina de soro bovino. A lipdlise
foi estimulada adicionando 20 pL de solucéo de adrenalina em &acido ascérbico (2,5 x
10™M) a cada amostra. A fase gasosa foi saturada com 5% de CO, e 95% de O,.
ApoOs o periodo de incubacgéo a reacao foi interrompida colocando os tubos em gelo.
As amostras de tecido foram descartadas e o meio de incubag&o contendo glicerol e
acidos graxos derivados do processo de lipdlise foi utilizado para determinacéo de

glicerol. O glicerol foi mensurado utilizando kit comercial enzimatico (R-Biopharm®).
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Os resultados estao expressos em mmol de glicerol por litro por grama de tecido por
hora de incubacéo (STICH et al., 1997).

3.8.9 Captacéao de glicose no musculo séleo

Para determinacgéo da quantidade de 2-deoxi-D-[*H]-glicose-triciada captada
amostras de musculo soleo foram fatiadas e incubadas em um agitador metabdlico
(60 ciclos por minuto) a 37°C por 60 minutos em tubos fechados contendo 1 mL de
KRB (Krebs-Ringer-Buffer: 118 mM NacCl, 4,61 mM KCI, 2,5 mM CacCl,*2 H,0, 1,19
mM KH,PO,4, MgSO,*7 H,0 0,74 mM, NaHCO3, 25 mM, pH 7,4) e 0,1 uCi 2-deoxi-D-
[*H]-glicose-triciada. A fase gasosa foi saturada com 5% de CO, e 95% de O,. Apds
o periodo de incubacéo a reacao foi interrompida colocando os tubos em gelo. As
amostras de tecido foram adicionadas a tubos de vidro contendo 1mL de &gua
destilada e submetidas a hidrolise celular para liberacdo da glicose pelas células. A
hidrolise foi estimulada congelando as amostras a -20 °C e apos fervendo-as em
banho de 4gua quente a 100°C durante 25 minutos — esse procedimento foi repetido
trés vezes. Para a medida da captacdo de glicose foi feita entdo a leitura da
radiotividade nos meios interno e externo utilizando um contador de cintilacéo liquida
(LKB-Wallac, Perkin Elmer, Waltham, MA, USA). Os resultados estdo expressos pela
razdo tecido/meio por hora de incubacdo, conforme Machado, Wassermann e
Marques (1991).

3.9 Descarte de residuos

O descarte de residuos quimicos nao téxicos ocorreu no sistema de esgoto
comum. Os demais residuos como o resto de material biolégico e residuo quimico
toxico foi encaminhados ao Centro de Tratamento de Gestdo de Residuos
Biolégicos ou Quimicos da UFRGS para procedimento correto de eliminagdo. Os
residuos radioativos foram descartados conforme a norma para geréncia de rejeitos

radioativos de baixo e médio niveis de radiacdo (Resolugédo CNEN 167).

3.10 Analise estatistica
O tamanho da amostra foi calculado com a utilizacdo do programa Minitab
(versdo 15) utilizando como base para calculo os resultados de protocolos
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experimentais de nosso laboratorio e de outros grupos de pesquisa levando em
consideracdo o desvio padrdo encontrado nos grupos de diferentes experimentos
que utilizaram protocolos semelhantes (SILVA et al., 2011; RESENDE et al., 2012).

A avaliacdo da distribuicdo normal (gaussiana) foi feita pelo teste de
normalidade Shapiro-Wilk, indicado para amostras reduzidas.

Para varidveis com distribuicdo gaussiana, foi utilizado o teste ANOVA. A
ANOVA de duas vias foi utilizada para comparacdo entre grupos com mais de um
fator em avaliacdo e foi seguida pelo pds-teste de Tukey. Os resultados foram
avaliados quanto a fonte de variacdo (modelo, tratamento e interacdo modelo-
tratamento) e as compara¢des multiplas descritas como aumento ou diminuicdo da
média em relacdo aos demais grupos.

Para variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal em mais de um fator
em avaliacao, utilizou-se o teste Kruskal-Wallis e pos-teste de Dunn.

Em todas as analises foi utilizado o programa GraphPad Prism ® versédo 6.01

e estabelecidos a significancia e o poder estatistico de 0,05 e 95% respectivamente.
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4. RESULTADOS

Os resultados dessa Dissertacdo serao apresentados como nos materiais e

métodos, como experimentos 1 e 2.

4.1 Analise do extrato por CLAE-EM

A andlise do extrato por CLAE-EM identificou os compostos &acido
cinabarinico (pico 1) e cinabarina (pico 2) (figura 13). A area dos picos foi de
780.230 para acido cinabarinico e 2.393.779 para cinabarina, indicando uma
concentragdo maior de cinabarina no extrato. Os dados obtidos por espectrometria

de massa estao representados na tabela 3.
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Figura 13 Cromatograma do extrato de P. sanguineus apresentando os componentes principais: 1 -
acido cinabarinico e 2 - cinabarina.

Tabela 3 Caracteristicas cromatograficas e espectroscépicas dos compostos
encontrados obtidas por CLAE-DAD-ESI-EM.

: ; Tr A max
a 2.
Pico Composto Area (min)b (nm)e [M+H]+ MS? (+)
1 Metil éster de cinabarina 780230 9,8 429 /448  301,0376 -
2 Cinabarina 2393779 13,5 428 / 447  287,0558 225,0582 — 269,0478

% Numerado de acordo com o cromatograma mostrado na figura 13.
b Tempo de retencédo de uma coluna C18.
¢ Solvente: gradiente CH3CN:H,O
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4.2 Experimento 1: Avaliacdo da atividade anti-hiperlipidica do extrato de P.

sanguineus em ratos diabéticos

4.2.1 Parametros morfométricos

A tabela 4 descreve os parametros morfométricos obtidos com base no peso
corporal total (PCT) e peso dos tecidos figado, tecido adiposo retroperitoneal e
tecido adiposo epididimal coletados imediatamente apds a eutanasia. A relacdo
entre o peso dos tecidos e o PCT foi utilizada como um indice que pode indicar o
efeito do modelo ou do tratamento sobre variagdes na massa do tecido.

O PCT foi significativamente menor nos grupos diabéticos em relacdo aos
seus controles, porém nao houve efeito do tratamento entre os grupos DBT H,0 e
DBT Pyc nesse parametro. Houve diferenca no PCT entre 0os grupos controles,
sendo que o grupo CTR Pyc apresentou menor PCT em relag&o ao grupo CTR H0.

Quando avaliada a variacdo de peso ao longo do tratamento, obtida
subtraindo-se o peso do animal no dia da eutanasia do seu peso no inicio do
tratamento, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos controles.
Novamente observa-se a influéncia do modelo na questdo da massa corporal total,
sendo que os grupos diabéticos apresentaram ganho de peso significativamente
inferior do que os grupos controles. Entre os grupos diabéticos, porém, ha diferenca
na variacdo de peso, indicando efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus
nesse parametro, aumentando o ganho de peso em relagcéo ao grupo DBT H,0.

Os indices F, TAR e TAE apresentaram o modelo como fonte de variacao
sendo que houve aumento do indice F e diminuicdo dos indices TAR e TAE nos
grupos diabéticos em relacdo aos seus grupos controles. O tratamento atuou como

fonte de variagé@o no indice TAR, aumentando-o em relagéo ao grupo CTR H;O.
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Tabela 4 Efeito do tratamento com extrato aquoso de P. sanguineus sobre pardmetros morfométricos em

ratos submetidos ao modelo de diabetes.

Grupo Experimental

Parametros ANOVA
CTR H:0 CTR Pyc DBT H.0 DBT Pyc
PCT(g) 44478 £ 8,2 404,22+ 12,390 281,706,842 309,007,778 M, &
Variagao de peso (g) 92,56 + 6,52 89,33 + 6,44 900+4852 34,30+6,53P M T, &
indice F (mg/g) 34,51 0,87 33,71 £ 0,60 40,00+ 0,994 39,72+0,437 M
indice TAR (mg/g) 12,98 £ 0,65 17,17+ 1,52°b 1,72+ 0,0352 327+0492 M, T
indice TAE (mg/g) 5,03+0,79 7,04 +0,69 216+0,262 1,96 +0,192 M, &

Os dados foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida do poés-teste de Tukey, sendo as fontes de variacdo
representadas por (M? efeito do modelo, (Tb) efeito do tratamento, (&) interagdo entre modelo e tratamento e (NS)
variagdo nao significativa. Os valores estdo apresentados como média = erro padrdo da média. Sdo consideradas
significativas as diferengas com P < 0,05. n=9 por grupo experimental. Peso corporal total (PCT) e suas relagfes entre o
peso do figado (F), tecido adiposo retroperitoneal (TAR) e tecido adiposo epididimal (TAE).
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4.2.2 Parametros Séricos

Na tabela 5 estdo representados os parametros séricos dos grupos,
indicadores de funcdo metabdlica e toxicidade hepatica. As diferencas estatisticas
restringiram-se ao modelo, que apresentou valores maiores de triglicerideos (TG),
colesterol total (CT), glicose, ureia, AST e ALT e menores de colesterol LDL (LDL-C)
e creatinina em relacdo aos grupos controles. Nao houve diferenca entre os grupos
nas concentracdes de colesterol HDL (HDL-C) e albumina.

Nos parametros LDL-C, creatinina e ALT, o grupo DBT Pyc néo diferiu do seu

grupo controle.

Tabela 5 Efeito do tratamento com extrato aquoso de P. sanguineus sobre parametros séricos em ratos

submetidos ao modelo de diabetes.

Grupo Experimental

Parametros ANOVA
CTR H,0 CTR Pyc DBT H,0 DBT Pyc
TG (mg/dL) 71,62 £ 23,10 66,59 + 11,56 686,59 + 155,25 2 491,47 £ 80,512 M
CT (mg/dL) 59,78 £ 2,10 59,11 £ 2,52 105,60 + 12,39 2 91,22 +4,322 M
HDL-C (mg/dL) 25,25 (7,37/32,00) 28,50 (17,88/41,50) 17,13 (9,25/21,19) 31,50 (13,13/33,75) Né&o
LDL-C (mg/dL) 10,66 + 0,75 8,76 £ 0,79 7,02+0,592 7,39+1,15 M
Glicose (mg/dL) 130,44 + 2,56 140,22 + 3,91 727,60 + 40,98 2 723,00 + 49,69 2 M
Ureia (mg/dL) 35,70 £ 5,00 42,35+5,14 81,60 £5,892 71,74 £2,792 M
Creatinina (mg/dL) 0,72 (0,68/0,73) 0,68 (0,64/0,69) 0,60 (0,58/0,65) 2 0,63 (0,61/0,65) Sim
Albumina (g/dL) 3,33+0,06 3,31+0,03 3,73+0,31 3,42+0,15 NS
AST U/L) 12,87 + 1,46 17,89 £ 2,09 32,12+5,022 20,23 £2,08 M, &
ALT (U/L) 72,67 £2,93 71,67 £ 3,01 96,78 £5,18 2 87,104,722 M

Os dados paramétricos foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida do pos-teste de Tukey, sendo as fontes
de variacdo representadas por (M%) efeito do modelo, (Tb) efeito do tratamento, (&) interagdo entre modelo e
tratamento e (NS) variac@o nao significativa. Os dados ndo paramétricos foram submetidos a avaliagédo pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn. A diferenga entre as medianas foi destacada como presente (sim) ou
ausente (ndo). Os valores estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil (25/75). S&o consideradas
significativas as diferengas com P < 0,05. n=9 por grupo experimental.
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4.2.3 Metabolismo Hepatico

A avaliacdo da concentracdo hepatica de triglicerideos (figura 14 — A) e
glicogénio (figura 14 — B) mostrou o modelo como fonte de variagdo com aumento
da concentracdo de triglicerideos e diminuicdo da concentracdo de glicogénio nos
grupos diabéticos. O tratamento n&o foi identificado como fonte de variagdo em
nenhum desses parametros.

A) B)
Triglicerideos Hepaticos Glicogénio Hepatico

E&A H,0 EA H,0
oo pyc 0O pPyc

1.5

0.0

T T T
Controle Diabetes Controle Diabetes

Figura 14 Efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre a concentra¢cdo hepética
de triglicerideos (A) e glicogénio (B) em ratos submetidos ao modelo de diabetes. Os dados séo
apresentados como média + EPM. n=9 por grupo. (a) variacao referente ao grupo controle respectivo
(p = 0,05, Tukey).

Na figura 15, é representada a oxidacdo hepética de glicose a CO,. A analise
estatistica ndo identificou o modelo ou tratamento como fonte de variacdo; portanto,
nao foram observadas diferencas estatisticas.

Na analise da conversdo hepatica de glicose a glicogénio (figura 16 — A) foi
observado diminuicdo desse parametro no grupo DBT Pyc em relagdo ao seu grupo
controle, poréem, ndo foram encontradas variacdes significaticas entre os demais
grupos. Também néo foram encontradas diferencas estatisticas entre 0os grupos na

analise de conversao hepatica de glicose a lipidios (figura 16 - B).
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Figura 15 Efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre a oxidacéo de glicose a
CO2 no figado em ratos submetidos ao modelo de diabetes. Os dados sdo apresentados como
média £ EPM. n=9 por grupo.
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Figura 16 Efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre a conversédo hepatica de
glicose a glicogénio (A) e lipidios (B) em ratos submetidos ao modelo de diabetes. Os dados
sdo apresentados como mediana e intervalo interquartil (25/75). n=9 por grupo. (a) variacao referente
ao grupo controle respectivo (p < 0,05, Dunn).
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4.2.4 Metabolismo do tecido adiposo retroperitoneal

A oxidagcao de glicose a CO; no tecido adiposo retroperitoneal (TAR) né&o
apresentou diferenca estatistica em relacdo ao modelo, mas identificou o tratamento
como fonte de variacéo (figura 17). Nesse parametro, o grupo DBT Pyc apresentou
valores significativamente elevados em relagao ao grupo DBT H,0.

Foi observado efeito do tratamento também sobre a conversédo de glicose a
lipidios no TAR (figura 18). Nesse parametro, o grupo DBT Pyc apresentou valores
superiores tanto em relacdo ao seu grupo controle quanto ao grupo DBT H,0O. N&o
foram observadas diferencas estatisticas entre 0os grupos controles e entre o grupo
DBT H,O e CTR H20.

Oxidagédo de glicose a CO, no tecido adiposo

i 251
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Figura 17 Efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre a oxidacéo de glicose a
CO2 no tecido adiposo retroperitoneal em ratos submetidos ao modelo de diabetes. Os dados
sdo apresentados como média + EPM. n=9 por grupo. (b) variacdo em rela¢éo ao grupo CTR Pyc (p <
0,05, Tukey).
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Figura 18 Efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre a conversao hepéatica de
glicose a lipidios em ratos submetidos ao modelo de diabetes. Os dados séo apresentados como
média + EPM. n=9 por grupo. (a) variagdo referente ao grupo controle respectivo, (b) variagdo em
relacdo ao grupo CTR Pyc (p < 0,05, Tukey).
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4.2.5 Metabolismo muscular

A captacdo de glicose no musculo s6leo ndo foi afetada pelo modelo ou

tratamento (figura 19). Nao foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos

nesse parametro.

Captacédo (T/M)

Captacdo Muscular de Glicose

EA H,0
T o4 Pyc
. = L M
i ﬁﬁﬁ
- %ﬁ%
i i
Con;role Diabletes

Figura 19 Efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre a captacéo de glicose no
musculo em ratos submetidos ao modelo de diabetes. Os dados sao apresentados como média +

EPM. n=9 por grupo.
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4.3 Experimento 2: Avaliacdo da atividade anti-hiperlipidica do extrato de P.

sanguineus em ratos dislipidémicos

4.3.1 Parametros morfométricos

A tabela 6 descreve os parametros morfomeétricos obtidos com base no peso
corporal total (PCT) e peso dos tecidos figado, tecido adiposo retroperitoneal e
tecido adiposo epididimal coletados imediatamente apds a eutanasia.

O PCT foi significativamente menor apenas no grupo DIS H,O em relagéo ao
seu controle e ndo houve diferenca estatistica na variacdo de peso entre 0s grupos.
Quanto a relacdo entre PCT e tecido, o modelo atuou como fonte de variacdo em
todos os indices calculados, sendo que os indices TAR e TAE foram maiores nos
grupos dislipidémicos. No indice F apenas o grupo DIS H,O apresentou valores
estatisticamente diferentes do seu controle, sendo estes inferiores em relagcdo ao
grupo CTR H»O0.

Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica na comparacao
multipla entre os grupos dislipidémicos, a ANOVA de duas vias indicou o tratamento
como fonte de variacdo no indice TAE.

Tabela 6 Efeito do tratamento com extrato aquoso de P. sanguineus sobre parametros morfométricos

em ratos submetidos ao modelo de dislipidemia.

Grupo Experimental

Parametros ANOVA
CTR H,0O CTR Pyc DIS H.0 DIS Pyc
PCT (g) 44478 £8,2 404,22 + 12,39 401,50+ 8,062 416,70 + 13,80 &
Variagao de peso (g) 92,56 + 6,52 89,33+ 6,44 89,70 £ 12,77 105,10 + 10,00 NS
indice F (mg/g) 34,51 +0,87 33,71+ 0,60 32,07 £0,53 2 32,08 £ 0,55 M
indice TAR (mg/g) 13,05 (11,48/15,65) 14,72 (14,23/20,61) 31,47 (30,23/36,13) 2 39,03 (34,88/41,70) 2 Sim
indice TAE (mg/g) 5,03+0,79 7,04 £ 0,69 13,38+ 1,082 17,69+ 1,983 M, T

Os dados paramétricos foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida do pés-teste de Tukey, sendo as fontes de
variacdo representadas por (M?) efeito do modelo, (Tb) efeito do tratamento, (&) interacdo entre modelo e tratamento e
(NS) variacdo nao significativa. Os dados ndo paramétricos foram submetidos a avaliacdo pelo teste de Kruskal-Wallis
seguido do pés-teste de Dunn. A diferenca entre as medianas foi destacada como presente (sim) ou ausente (ndo). Os
valores estéo apresentados como mediana e intervalo interquartil (25/75). Sdo consideradas significativas as diferencas
com P = 0,05. n=9 por grupo experimental. Peso corporal total (PCT) e suas relagdes entre o peso do figado (F), tecido
adiposo retroperitoneal (TAR) e tecido adiposo epididimal (TAE).
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4.3.2 Parametros séricos

Os resultados das dosagens séricas do segundo experimento estdo descritos
na tabela 7. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos nos valores de HDL-C,
LDL-C e AST.

O modelo de dislipidemia atuou como fonte de variagdo aumentando os niveis
de TG, CT, glicose e albumina, e diminuindo os niveis de creatinina e AST. Nos
parametros CT e creatinina, apenas o grupo DIS H,O diferiu do seu controle.

O tratamento com o extrato de P. sanguineus atuou como fonte de variacao
apenas nos valores de ureia, aumentando-os em relagdo ao grupo DIS H,O. Embora
a ANOVA de duas vias tenha indicado influéncia do modelo nesse parametro, néo

houve diferenca estatistica na comparacéo entre 0s grupos.

Tabela 7 Efeito do tratamento com extrato aquoso de P. sanguineus sobre parametros séricos em

ratos submetidos ao modelo de dislipidemia.

Grupo Experimental

Parametros ANOVA
CTR H,0 CTR Pyc DIS H,0O DIS Pyc
TG (mg/dL) 71,62 £ 23,10 66,59 £ 11,56 221,16 £ 20,04 @ 251,21 +£42,6372 M
CT (mg/dL) 59,78 + 2,10 59,11 £ 2,52 71,002,712 68,10 £ 3,57 M
HDL-C (mg/dL) 25,25 (7,27/32,00) 28,50 (17,88/41,50) 10,50 (2,93/26,00) 25,00 (20,00/29,13) N&o
LDL-C (mg/dL) 10,66 £ 0,75 8,76 £ 0,79 8,84 £ 1,02 10,12%.2:03 NS
Glicose (mg/dL) 130,44 £ 2,56 140,22 £ 3,91 174,70 £ 4,38 @ 187,70 £9,022 M
Ureia (mg/dL) 35,70 £ 5,00 42,35+5,14 39,90 + 3,02 55,07 £2,71° M, T
Creatinina (mg/dL) 0,72 (0,68/0,73) 0,68 (0,64/0,69) 0,60 (0,58/0,65) 2 0,63 (0,61/0,65) Sim
Albumina (g/dL) 3,33+0,06 3,31 +£0,03 3,90+0,082 4,14+0,152 M
ASTUIL) 12,87 + 1,46 17,89 + 2,09 14,35+ 1,19 15,54 + 2,11 NS
ALT (U/L) 72,67 £2,93 71,67 £ 3,01 56,11 +2,012 55,302,223 M

Os dados paramétricos foram avaliados por ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Tukey, sendo as fontes
de variacdo representadas por (M%) efeito do modelo, (Tb) efeito do tratamento, (&) interacdo entre modelo e
tratamento e (NS) variagcao nao significativa. Os dados ndo paramétricos foram submetidos a avaliagédo pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn. A diferenca entre as medianas foi destacada como presente (sim) ou
ausente (ndo). Os valores estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil (25/75). Sao consideradas
significativas as diferengas com P < 0,05. n=9 por grupo experimental.
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4.3.3 Metabolismo hepatico

Na figura 20, estdo representadas as concentracdes hepéticas de
triglicerideos (A) e glicogénio (B). As concentracdes de triglicerideos hepéaticos nos
grupos dislipidémicos foram maiores em relagdo os grupos controles, apresentando
diferenca estatistica e indicando o modelo como fonte de variacéo.

N&o houve diferenca estatistica entre os grupos nas concentragfes teciduais
de glicogénio. O tratamento ndo foi identificado como fonte de variacdo em nenhum

desses parametros.

A) B)
Triglicerideos Hepaticos Glicogénio Hepatico

EHA H,0 EA H,0
o Pyc o Pyc

Controle Dislipidemia Controle Dislipidemia

Figura 20 Efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre a concentracédo hepética
de triglicerideos (A) e glicogénio (B) em ratos submetidos ao modelo de dislipidemia. Os dados
sdo apresentados como média + EPM. n=9 por grupo. (a) variagdo referente ao grupo controle
respectivo (p < 0,05, Tukey).

Na figura 21, é representada a oxidacédo hepatica de glicose a CO,. A analise
estatistica néo identificou o tratamento como fonte de variacdo desse parametro,
porém, o modelo provocou variacdo e a sintese de CO; nos grupos dislipidémicos foi
significativamente menor em relagéo aos grupos controles.

A conversdo de glicose a glicogénio no figado apresentou variagdes tanto em
funcdo do modelo quanto em funcédo do tratamento (figura 22 — A). Os grupos
dislipidémicos apresentaram valores menores em relacdo aos grupos controles,
porém apenas o grupo DIS H,O apresentou diferenca estatistica. O grupo CTR Pyc
também apresentou valores significativamente menores em relagdo ao grupo CTR
H,O. N&o foram encontradas diferengas estatisticas entre os grupos na analise de

conversao hepatica de glicose a lipidios (figura 22 - B).

50



Oxidacao Hepatica de Glicose

o2}
1

In T

IN
1

N
1

CO, formado (nmol.g

EA H,,o
o pyc

o

L
Controle

Dislipidemia

Figura 21 Efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre a oxidacdo de glicose a
CO2 no figado em ratos submetidos ao modelo de dislipidemia. Os dados séo apresentados
como média + EPM. n=9 por grupo. (a) variagdo referente ao grupo controle respectivo (p < 0,05,

Tukey).
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Figura 22 Efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre a conversdo hepética de
glicose a glicogénio (A) e lipidios (B) em ratos submetidos ao modelo de dislipidemia. Os
dados sao apresentados como média + EPM. n=9 por grupo. (a) variagao referente ao grupo controle
respectivo, (b) variagdo em relacdo ao grupo CTR H,O (p < 0,05, Tukey).
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4.3.4 Metabolismo no tecido adiposo retroperitoneal
Na andlise de oxidagdo de glicose a CO, no TAR, houve diferenca estatistica
apenas entre o grupo DIS Pyc em relacdo ao seu controle, os demais grupos nao

apresentaram diferenca significativa entre si (figura 23).
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Figura 23 Efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre a oxidacdo de glicose a
CO2 no tecido adiposo retroperitoneal em ratos submetidos ao modelo de dislipidemia. Os
dados sao apresentados como média + EPM. n=9 por grupo. (a) variagao referente ao grupo controle
respectivo (p < 0,05, Tukey).

Na figura 24, estdo representados os resultados das analises de conversao
de glicose a lipidios no TAR (A) e liberacéo de glicerol a partir de triglicerideos neste
mesmo tecido (B). O modelo e o tratamento n&o atuaram como fonte de variagdo na
via de producado de lipidios a partir de glicose, ndo havendo diferenca estatistica
entre resultados.

Por outro lado, a liberacdo de glicerol a partir de lipidios, uma medida da
lipélise no TAR, apresentou diferenca significativa devido ao modelo, sendo que os
grupos dislipidémicos possuiram uma taxa de lipdlise maior do que 0s grupos
controles. N&o houve influéncia do tratamento em nenhum dos parametros

metabolicos analisados no TAR.
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Figura 24 Efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre a conversao de glicose a
lipidios (A) e de triglicerideos a glicerol (B) no tecido adiposo retroperitoneal em ratos
submetidos ao modelo de dislipidemia. Os dados sdo apresentados como mediana e intervalo

interquartil (25/75). n=9 por grupo. (a) variagdo referente ao grupo controle respectivo (p < 0,05,
Dunn).
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4.3.5 Metabolismo muscular

A captacdo de glicose no musculo séleo sofreu variagbes em fungédo do
modelo e tratamento (figura 25). Os grupos DIS H,O e CTR Pyc apresentaram
valores significativamente mais baixos em relacdo ao grupo CTR H,O. N&o houve

diferenca estatistica entre os demais grupos.
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Figura 25 Efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre a captacdo de glicose no
musculo em ratos submetidos ao modelo de dislipidemia. Os dados sdo apresentados como
média + EPM. n=9 por grupo. (a) variagdo referente ao grupo controle respectivo, (b) variacdo em
relacdo ao grupo CTR H,O (p < 0,05, Tukey).
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5 DISCUSSAO

Cogumelos e outros alimentos naturais j& se destacaram em estudos
cientificos por suas propriedades no controle do metabolismo lipidico. (ANANDHI et
al., 2013; DE MIRANDA et al., 2014; ZHENG et al.,, 2014; RONY; AJITH;
JANARDHANAN, 2015). Os compostos bioativos encontrados nos alimentos podem
ser concentrados atraves da producgdo do extrato e ter seus efeitos amplificados pelo
aumento da dose. Esse efeito esperado sobre o metabolismo lipidico pode ser
alcancado por diferentes vias, e por isso estudos que identifiguem as rotas
bioquimicas afetadas quando ha a administracdo do composto auxiliam na
compreensao do mecanismo de agao.

Identificar as moléculas que compde determinado extrato também € um meio
de especular um possivel mecanismo de acdo. Dentz et al. (2017), identificaram no
extrato de P. sanguineus as moléculas alcaloides cinabarina e acido cinabarinico.
Embora ndo existam estudos que identifiguem o mecanismo de acao dessas
moléculas na regulacdo do metabolismo lipidico, outros alcaloides ja apresentaram
efeitos sobre a expressdo da enzima 3-hidroxy-3-methyl-glutarii CoA redutase
(HMG-CoA redutase), do gene CYP7AL, dos receptores de LDL, sobre ativacédo de
receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPARS) e sobre o aumento da
sensibilidade a insulina (BOUREBABA et al., 2016; HE et al., 2016; YU et al., 2016).

A andlise por CLAE-EM identificou no extrato utilizado neste estudo os
compostos cinabarina e acido cinabarinico e o cromatograma obtido apresentou
perfil muito semelhando ao cromatograma obtido por Dentz et al. (2017), inclusive
quanto as areas dos picos, que estdo relacionadas com a concentracdo dessas
moléculas.

Ressalta-se que essa Dissertacao corresponde a um projeto que foi proposto
como continuidade do documento patentario BR1020170229440 de Dentz et al.
(2017), que utilizou o mesmo extrato no tratamento de ratos diabéticos. Portanto
comparacdes quanto a composicado do extrato e resultados discrepantes tornam-se

necessarias.
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5.1 Experimento 1: Avaliagdo da atividade anti-hiperlipidica do extrato de P.
sanguineus em ratos diabéticos

Os parametros morfométricos observados neste experimento indicam a
eficacia do modelo de inducéo a diabetes utilizado. A intensa deplecédo dos estoques
energeéticos em vista da impossibilidade de utilizacdo da glicose afeta o ganho de
massa corporal pela diminuicdo das reservas de gordura do corpo. Esse efeito é
observado na diminui¢do dos indices TAR e TAE e aumento do indice F nos grupos
diabéticos, indicando que o baixo ganho de peso foi provavelmente devido a
diminuicdo da massa muscular e do tecido adiposo retroperitoneal e epididimal.

Embora o PCT nao tenha diferido entre os grupos DBT H,O e DBT Pyc, a
variacdo do peso durante o tratamento foi maior no grupo tratado. Uma vez que o
PCT nao considera a massa corporal dos ratos no inicio do experimento e é uma
medida obtida para o célculo dos indices, a variacdo de peso se torna uma medida
mais confiavel para relacionar o tratamento e a massa corporal total.

Dessa forma, o tratamento aumentou o0 ganho de peso dos animais diabéticos
em relacdo aos animais diabéticos que ndo receberam tratamento. Nesse caso, 0
ganho de peso corporal costuma ser atribuido a melhora da secrecao de insulina e
controle glicémico, fato que ndo pode ser aplicado a esse estudo, pois o tratamento
nao alterou a glicemia e produziu alteracdes hepaticas tipicas desta patologia. Além
disso, o modelo de DM induzido por streptozotocina lesiona as células beta do
pancreas a ponto de ndo serem mais capazes de sintetizar e secretar insulina
(KAHRAMAN et al, 2015; RADENKOVIC et al., 2016). Portanto o aumento do ganho
de peso observado provavelmente ocorreu de forma independente de insulina.

Apesar de ndo observarmos diferencas nos indices calculados, Dentz et al.
(2017) identificaram diminuicdo do indice hepatico em animais diabéticos tratados
com o extrato de P. sanguineus e sugeriram que estes deveriam ter perdido menos
massa nos tecidos adiposo e muscular do que os ratos diabéticos néo tratados. Vale
ressaltar que é possivel observar que indice TAR no grupo DBT Pyc é quase duas
vezes maior do que no grupo DBT H,0, apesar de néo haver diferencas estatisticas
devido a alta variabilidade dos animais. Acreditamos que um aumento no numero
amostral seria capaz de produzir resultados mais claros.

O aumento da glicemia a valores superiores a 250 mg/dL em funcdo da

diminuic&o dos niveis de insulina mostrou eficiéncia do modelo na indugdo a
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diabetes (AL-MALKI; EL-RABEY, 2015). Os niveis de lipidios no sangue também
foram alterados. No diabetes a dislipidemia € estabelecida por diversos fatores,
entre eles a inativacdo da lipoproteina lipase na auséncia de insulina (SALTIEL,;
KAHN, 2001). O figado esta envolvido na captacdo e metabolismo de acidos graxos
livres, TG e colesterol, sem essa enzima ndo ocorre a quebra dessas moléculas que
se acumulam no sangue (MOODLEY et al., 2015). Essa dislipidemia foi observada
pelo aumento dos niveis de TG e CT.

Foi observada diminuicdo da concentracdo de LDL-C nos grupos diabéticos.
A alteracdo das concentrac6es de LDL-C em diabéticos nem sempre € observada do
ponto de vista quantitativo. Porém a reducdo dos niveis desse tipo de colesterol é
proposta como meta terapéutica, pois do ponto de vista qualitativo, as particulas de
LDL-C nesses individuos apresentam elevada aterogenicidade, por possuirem
alteracdes fisicas que aumentam sua densidade e diminuem seu tamanho (SANTOS
et al., 2001; MILECH et al., 2015). Portanto, embora nao fosse esperada diminui¢ao
dos niveis de LDL-C nos grupos diabéticos, o perfil qualitativo dessas particulas
deveria ser investigado para verificar seu potencial aterogénico.

Na diabetes, a disfuncdo renal é caracterizada pelo aumento dos niveis de
ureia e creatinina no plasma, considerados produtos do metabolismo que ndo séao
devidamente excretados devido a diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular que
entdo permanecem no sangue (DABLA, 2010; PARVIZI et al., 2014; AZARKISH et
al., 2017). Além disso, a ureia € o principal produto final do metabolismo de
proteinas e a creatinina € um metabdlito formado pelo musculo no metabolismo da
creatina. Dessa forma ambos os parametros também podem ser indicadores do
catabolismo proteico (AHMED et al., 2016; SHI et al., 2018). Enquanto um aumento
dos niveis de ureia indica aumento da degradacdo de proteinas, a diminuicdo dos
niveis de creatinina também pode estar relacionada a diminuicdo dos niveis de
massa muscular esquelética (DABLA, 2010; ADEJOR et al., 2017). Nesse estudo, foi
observado aumento dos niveis de ureia e diminuicdo dos niveis de creatinina,
indicando que pode ter ocorrido 0 comprometimento dos rins e também diminui¢ao
da sintese proteica e da massa muscular.

Em contrapartida, os niveis de albumina permaneceram normais no modelo
de diabetes. Nessa patologia a diminuicdo da sintese proteica pode ser observada
pela diminuicdo dos niveis de albumina no sangue (DENTZ et al., 2017). Existe,
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portanto, um conflito entre os valores de creatinina e albumina obtidos nos grupos
diabéticos. Uma analise da quantidade de massa muscular esquelética poderia
mostrar se realmente houve diminuicdo desse tecido ou ndo, apesar do indicado
pelos parametros séricos.

Também foi constatada lesdo hepatica através do aumento dos niveis de AST
e ALT. As transaminases hepaticas sdo comumente encontradas no soro de
individuos diabéticos, o0 aumento dessas enzimas no estado de resisténcia a insulina
ou diabetes é devido ao aumento da producdo de citocinas pro-inflamatorias.
Quando ocorre aumento dessas enzimas no soro é caracterizado dano hepatico em
funcdo da necrotizacdo do figado que libera essas enzimas do citosol para o sangue
(EIDI; EIDI; ESMAEILI, 2006; MOODLEY et al., 2015; RONY; AJITH;
JANARDHANAN, 2015).

O aumento das concentracdes de ALT em ambos os grupos diabéticos indica
que as lesdes que possivelmente ocorreram nos hepatécitos sao devido ao estado
hiperglicémico dos animais e ndo a algum efeito gerado pelo extrato. Por outro lado,
embora os niveis de AST ndo tenham sido diferentes no grupo DBT Pyc em relagéo
ao grupo DBT H,0, estes valores também foram semelhantes aos dos grupos CTR,
indicando que pode haver um efeito protetor do extrato sobre os hepatdcitos.

Diferentemente do esperado, o tratamento com o extrato de P. saguineus nao
atuou sobre os parametros lipidicos do soro. Apesar disso, nota-se um perfil
semelhante em todas as andlises lipidicas sorologicas: diminuicdo de 28% na
concentracdo de TG, 13,6% na concentracdo de CT e aumento de 33,6% na
concentracdo de HDL-C. E importante destacar que os dados apresentaram alta
variabilidade, algo incomum para esse tipo de analise, e assim as diferencas
estatisticas ndo foram significativas.

O metabolismo hepético também é normalmente afetado pelo modelo de
diabetes. Com a diminuicéo da insulina e ineficiéncia do musculo em captar glicose
pelo transportador GLUT 4, o excesso de glicose é desviado para o figado que
converte essa molécula em triglicerideos (NELSON et al., 2011). No entanto esse
processo esta relacionado a DM Il. Nessa condicao ainda ha insulina circulante que
atua ativando enzimas necessarias para sintese de TG como a citrato liase, acetil
CoA carboxilase, glicerol cinase, piruvato desidrogenase e acido graxo sintase
(SALTIEL; KAHN, 2001; NELSON et al., 2011).
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Na auséncia de insulina, como ocorre no modelo de diabetes induzida por
estreptozotocina, as vias de sintese de acido graxos e TG estdo diminuidas pelo
comprometimento destas enzimas. E apesar do aumento dos depdésitos de TG no
figado, ndo foram observadas diferencas entre os grupos quanto a lipogénese
hepética a partir de glicose. Via que também esta comprometida na auséncia de
insulina em funcdo da inativagdo da LPL. Dessa forma, o acimulo de TG hepaticos
observado pode néo estar relacionado a um aumento da sintese de lipidios e sim a
uma diminuicdo do seu transporte e utilizacao.

Juntamente com a diminuicdo da concentragdo tecidual de glicogénio no
figado, a glicogénese hepatica também diminuiu. O metabolismo do glicogénio é
mediado pelas enzimas glicogénio sintase e glicogénio fosforilase, enzimas estas
reguladas pela disponibilidade de insulina. Na auséncia desse horménio, a atividade
da glicogénio sintase é comprometida e da glicogénio fosforilase € aumentada
(SALTIEL; KAHN, 2001; RONY; AJITH; JANARDHANAN, 2015; ELAIDY; HUSSAIN;
EL-KHERBETAWY, 2017). Dessa forma, a via glicogénica fica comprometida
durante a diabetes e ocorre a reducdo dos depédsitos de glicogénio, como observado
neste estudo.

Visto que a captacdo de glicose no figado ocorre via GLUT 2 e é
independente de insulina, sendo assim é diretamente proporcional aos niveis de
glicose no organismo, pode-se esperar por um aumento da oxidacdo hepatica de
glicose nos grupos diabéticos. Por outro lado, a ligacdo da insulina ao seu receptor
tirosina cinase, no figado, e inicia a cascada de sinalizacdo que converte glicose a
glicose-6-fosfato, cuja via fica comprometida na auséncia desse hormoénio (HALL,
2011). Todavia, ndo foram observadas diferencas estatisticas nesse parametro, mas
€ importante lembrar que o organismo atua sempre de forma compensatéria
buscando a homeostase do sistema, 0 que pode ter refletido nesse resultado.

O extrato de P. sanguineus pareceu exercer papel importante no metabolismo
do TAR, aumentando a oxidacdo e lipogénese a partir de glicose nesse tecido.
Nesse ponto, é possivel relacionar o aumento da variacdo de peso no grupo DBT
Pyc com o aumento da converséo de glicose a lipidios no tecido adiposo, e enfatizar
o aumento do indice TAR nesse mesmo grupo, que ndo pode ser identificado pela

andlise estatistica.
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Apesar de ser esperada uma diminuicdo na captacdo muscular de glicose
pela auséncia do transportador GLUT 4 dependente de insulina, ndo houve
diferenca entre os grupos. Destaca-se que a captacdo de glicose muda nos
diferentes muasculos esqueléticos em funcdo da composicdo de suas fibras e que
pode haver ainda compensacao e outros transportadores envolvidos além do GLUT
4, como o GLUT 1, na captacdo dessa molécula (KAINULAINEN et al., 1994).

Em resumo, o tratamento com o extrato de P. sanguineus em ratos
submetidos ao modelo de diabetes foi capaz de aumentar o ganho de peso corporal,
aumentar a oxidacdo de glicose a CO; e sua utilizacdo na sintese de lipidios no
TAR. Embora ndo tenha sido observada diminuicdo nos parametros TG, CT e
aumento de HDL-C como foi observado por DENTZ et al. (2017), o extrato continua
apresentando claramente um perfil de atuacédo sobre o metabolismo lipidico.

Baseado nesse perfil, podemos sugerir que o extrato pode estar ativando
PPARs. Os PPARs y (gama) especificamente, atuam regulando a expressao de
genes que promovem o armazenamento de gordura, aumentando a oxidacdo de
lipidios no musculo esquelético e tecido adiposo. Tais reguladores sao altamente
expressos no tecido adiposo e em menor nivel no tecido muscular e no figado, o que
pode explicar o perfil notavel do extrato apenas sobre o tecido adiposo (HALL,
2011).

Ao mesmo tempo em que promove a lipogénese, a ativagcao dos PPARs y
induz ao aumento da secrecao de adiponectina e aumenta a sensibilidade a insulina
(MARTEL et al., 2016). Embora ndo tenham sido dosadas as concentracdes
plasmaticas de insulina nem tenham sido realizados estudos de ligacéo ao receptor
tirosina cinase, os resultados de glicemia e captagdo no musculo s6leo ndo sugerem
efeito do extrato sobre a resisténcia a insulina.

Assim como os PPARs y, os PPARs a (alfa) também aumentam a utilizacéo
de lipidios aumentando a oxidacéo de acidos graxos livres e exercendo papel anti-
esteatético. Os fibratos sdo medicamentos amplamente utilizados no tratamento da
hipertrigliceridemia e atuam ativando os PPARs a que em consequéncia aumentam
os niveis de LPL, regulando a hidrélise de TG, assim como a degradacéo e sintese
de acidos graxos livres e HDL-C (SPOSITO et al., 2007).

A atuacdo de moléculas sobre a ativacdo dos PPARs ja € conhecida. O
farmaco saroglitazar, comercializado na india, € um agonista dos PPARs y e a
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indicado para o tratamento de dislipidemia(JAIN et al., 2015). Esse farmaco ja
mostrou atuar de forma dose dependente sobre o metabolismo de lipidios e
carboidratos diminuindo os niveis séricos de TG, AGL e glicose em modelo de
diabetes induzido por dieta (JAIN et al., 2015).

Cogumelos também j& demonstraram atuar sobre o tratamento da
dislipidemia através desse mecanismo. O extrato de Pleurotus giganteus atuou in
vitro sobre pré-adipocitos aumentando sua proliferacéo, lipogénese e captacdo de
glicose pelo aumento da expressao da proteina SREBP pela ativacdo dos PPARS .
Esses efeitos foram atribuidos a 4cidos graxos saturados e monoinsaturados como o
acido palmitico e acido linoleico que estdo presentes no cogumelo e foram
concentrados durante o fracionamento do extrato (PARAVAMSIVAM et al., 2016). O
extrato metandlico do cogumelo Cantharellus cibarius também exibiu papel
importante na ativacdo do PPAR vy, posteriormente foi observado que o acido
acetilénico extraido deste cogumelo era o responsavel por tal efeito (HONG et al.,
2012).

O aumento da expressédo génica do PPAR a em ratos induzidos a obesidade
e diabetes também foi observado apds o tratamento com polissacarideos extraidos
do cogumelo Pleurotus tuber-regium. Nesse modelo, foi observada diminuicdo dos
depositos de gordura e das concentragdes séricas de TG, CT e LDL-C e aumento da
concentracdo de HDL-C (HUANG et al., 2014).

Alguns alcaloides também ja demonstraram efeito antihiperlipidico in vivo
como as moléculas coptisina, berberina, jatrorrizina, palmitato e epiberberina
extraidas da planta Rhizoma coptidis, que atuaram na supressédo de enzima HMG-
CoA redutase, no aumento da expressdao do gene CYP7Al e no aumento da
expressao dos receptores de LDL (HE et al., 2016). Outro estudo identificou a
berberina como um potente agonista do PPAR a (YU et al., 2016).

A calistegina extraida da planta Hyoscyamus albus foi outro alcaloide que
exibiu efeitos anti-hiperglicémicos e anti-hiperlipidicos in vivo. Entretanto, o efeito da
calistegina sobre o metabolismo lipidico foi atribuido a uma melhora na sensibilidade
a insulina (BOUREBABA et al., 2016).

Portanto, o uso de cogumelos que agem no controle da dislipidemia, ativando
PPARs, ja € documentado e pode ser um efeito atribuido ao extrato utilizado neste
estudo. Alguns alcaloides também ja atuaram sobre o controle do metabolismo
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lipidico através da ativagdo dos PPARs, mas estes podem estar relacionados a
outras vias que envolvem a sintese e degradacédo de colesterol.

Assim, fica clara a necessidade de novos estudos que avaliem a composicao
de P. sanguineus e seu extrato, a fim de mapear sua formulagéo e avaliar o efeito
individual das moléculas constituintes desse composto.

Considerando que alguns estudos caracterizam extratos produzidos a partir
do género Pycnoporus sp. pela sua alta concentracdo de cinabarina, acreditamos
que as diferencas entre este estudo e outros, produzidos com este mesmo extrato,
ndo se devem a diferencas na composicdo (SMANIA et al., 1997; DIAS; URBAN,
2009). Obviamente, andlises mais profundas na busca por outros compostos
bioativos, que podem ter influéncia no mecanismo de acdo do extrato, devem ser
realizadas para confirmar essa suspeita.

Outra questdo que pode ter influenciado no efeito deste extrato foi a sua
forma de administragcdo. DENTZ et al. (2017) ofereceram uma solugéo desse extrato
a ratos Wistar submetidos ao mesmo modelo de diabetes. Essa solu¢éo substituiu o
consumo de agua dos animais, permitindo um consumo constante. Em nosso
trabalho, oferecemos uma Unica dose diaria do extrato. Comparando as diferentes
formas de administracéo, a diferenca entre os resultados pode ser atribuida a meia
vida ainda desconhecida do composto atuante.

Ndo foram encontrados estudos que avaliassem a farmacocinética das
moléculas cinabarina e acido cinabarinico, porém, um estudo recente verificou a
biodisponibilidade de cinco tipos de alcaloides administrados por via oral e nenhum
deles continuou disponivel no plasma apés 13 horas (SUN et al., 2017).
Considerando que a cinabarina possa ser o composto bioativo responsavel pelo
efeito anti-hiperlipidico do extrato utilizado neste estudo, é provavel que seu
comportamento farmacocinético seja semelhante ao de outros alcaloides. Assim, a
administracdo continua ou o aumento na quantidade de doses diarias pode ser

capaz de otimizar o efeito do extrato sobre o metabolismo lipidico.

62



5.2 Experimento 2: Avaliagdo da atividade anti-hiperlipidica do extrato de P.
sanguineus em ratos dislipidémicos

A alimentacdo com dieta hiperlipidica ndo induziu ao aumento de peso nos
animais e diferencas na variacao de peso nao foram encontradas. Esse fendmeno ja
foi observado em outros estudos que utilizaram dieta rica em lipidios. Esses estudos,
porém, ndo avaliaram a composi¢do corporal para identificar porque essa alteracéo
nao ocorreu (ARASE et al., 1988; CHAVEZ et al., 1996). Por outro lado, a nao
alteracdo da variacdo de peso pode ndo estar relacionada a diferencas na
composigdo corporal e sim a menor ingestédo caldrica, uma vez que alimentos ricos
em gorduras promovem maior saciedade pela liberagcdo de leptina (JANG et al,
2003)

Muitas diferencas em relacdo ao modelo foram observadas nos parametros
séricos e nos indices morfométricos. A dieta hiperlipidica foi capaz de aumentar os
niveis de TG, CT e glicose, essas alteracdes confirmam a inducéo a dislipidemia.
Somando esses dados ao aumento dos indices TAR e TAE, o modelo obtido nesse
experimento pode ser comparado a um modelo de sindrome metabdlica.

E importante destacar que a utilizacéo de indices ao invés de pesos absolutos
dos tecidos é interessante, pois permite inferir a “porcentagem” do tecido no animal.
O peso absoluto, porém, € um dado bruto que ndo pode ser usado para fins de
comparacao, sendo que nao se sabe o peso total do animal e a relacdo do tecido
com este.

Houve aumento nos indices TAR e TAE de 58,2% e 62,4% no grupo DIS H,O
em relacdo ao seu controle e 57% e 60,2% no grupo DIS Pyc em relagdo ao seu
controle, respectivamente. Esses dados mostram que apesar de ndo haver diferenca
no ganho de massa total ao longo do tratamento, houve um aumento desses
depositos de gordura. Woods et al. (2003) também verificaram que apesar de um
aumento modesto de 10% no peso corporal, os depositos de gordura aumentaram
cerca de 45% em relacdo aos ratos que receberam dieta padrdo, caracterizando de
fato a obesidade. Dessa forma, € provavel que tenha ocorrido diminuicdo da sintese
de massa magra durante o tratamento, o que pode explicar a ndo variacdo de peso
entre 0s grupos controles e dislipidémicos.

Também ocorreu diminuigdo do indice F no grupo DIS H,O em relagcdo ao
grupo CTR H,0O. Esse fendmeno pode ser atribuido a diminuicdo da densidade do
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figado pelo aumento dos depdsitos de gordura no mesmo, levando a esteatose.
Uma analise histoldgica seria necessaria para confirmar essa suspeita.

O tratamento ndo atuou modificando os parametros morfométricos dos ratos
submetidos a esse modelo de dislipidemia. Muito embora esses dados né&o
apresentem diferenca estatistica, a ANOVA de duas vias indicou o tratamento como
fonte de variacdo do indice TAE. Mais uma vez o extrato de P. sanguineus atuou
sobre o tecido adiposo promovendo o aumento desse depdsito em relacdo ao grupo
DIS H,O0.

Além de atuar sobre as concentracdes de lipidios no soro, a dieta hiperlipidica
também diminuiu os niveis séricos de creatinina. A creatinina € um produto residual
o qual é formado a partir do metabolismo muscular da creatina. Essa molécula é
produzida no figado, passa para a circulacdo e é quase inteiramente absorvida pelo
musculo esquelético (SHI et al., 2018). O aumento nos niveis séricos de creatinina
pode indicar insuficiéncia renal (ADEJOR et al., 2017) e a diminuicdo pode estar
relacionada a diminuicdo dos niveis de massa muscular esquelética (DABLA, 2010).
Considerando esse resultado e o fato de que os grupos submetidos a dieta
hiperlipidica ndo apresentaram aumento na variagdo de peso apesar do aumento do
tecido adiposo, a dieta pode ter promovido uma diminuicdo da sintese proteica. A
diminuicdo dos niveis de creatinina também pode estar associada ao aumento do
risco de desenvolvimento de diabetes tipo I, por refletir um menor volume de
musculo esquelético e consequentemente na diminui¢cdo dos receptores de insulina
(DABLA, 2010).

Assim como no primeiro experimento, ha um conflito entre as concentragdes
de creatinina e albumina sérica. Uma diminuicdo da sintese proteica estaria
relacionada também a uma diminui¢do da concentracdo de albumina. No entanto as
alteracdes nas concentracdes de albumina observadas neste estudo podem estar
ligadas simplesmente a necessidade de uma quantidade maior dessa molécula para
o transporte de acidos graxos no sangue. O aumento dos niveis de albumina
também poderia estar relacionado a danos hepaticos, porém, embora os hepatoécitos
trabalhem para produzir alboumina sérica, ndo séo considerados bons indicadores de
disfuncéo hepatica aguda ou leve (MOHAMED et al., 2016).

O modelo da dieta hiperlipidica foi capaz de causar danos ao figado,

produzindo aumento dos niveis séricos da enzima ALT. Além de o aumento dos
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niveis de ALT serem excelentes indicadores de hepatotoxicidade, o incremento
dessa transaminase no sangue pode ocorrer independente do desenvolvimento de
diabetes e estd relacionado com o desenvolvimento da resisténcia a insulina
hepatica, dislipidemia e sindrome metabdlica (NANNIPIERI et al., 2005; MOHAMED
et al., 2016).

Assim como no experimento 1, o tratamento n&o alterou de forma significativa
os parametros lipidicos do soro. Seu unico efeito foi 0 aumento dos niveis de ureia.
Esse efeito era desconhecido até este momento, ndo ocorrendo em ratos saudaveis
e diabéticos. Desta forma, mais estudos devem ser realizados para identificar se o
efeito do tratamento com o extrato de P. sanguineus sobre os niveis de ureia em
ratos dislipidémicos esta relacionado a diminuicdo da funcdo renal ou aumento do
catabolismo proteico.

O metabolismo hepético também foi alterado pela inducdo a dislipidemia.
Apesar de as reservas de glicogénio continuarem estatisticamente iguais aos grupos
controles, os grupos dislipidémicos apresentaram altas concentracdes de
triglicerideos no figado. Novamente, essa medida que pode ser usada para
relacionar o desenvolvimento de esteatose e a diminui¢cdo do indice F.

Neste experimento, ao contrario do primeiro, a oferta de substrato é
aumentada pelo oferecimento de uma dieta hiperlipidica. Quando isso ocorre, a
glicose é oxidada preferencialmente para a producdo de estoques energéticos como
glicogénio e lipidios (GHAFOORY et al., 2013).

Embora os estoques de glicogénio ndo tenham sido modificados pela dieta,
houve diminui¢éo da oxidacio da glicose e sua conversio a glicogénio no figado. E
provavel que o intenso processo anabdlico promovido pela alta oferta de lipidios da
dieta tenha levado a saturagéo das vias de oxidagao e glicogénese.

Nas analises de glicogénese e lipogénese a partir de glicose, mais uma vez
nota-se que a alta variabilidade interferiu no resultado estatistico. Sdo notaveis as
diferencas entre grupos dislipidémicos e saudaveis e provavelmente um aumento do
namero amostral seria capaz de identificar essas diferencas. O aumento da via de
conversdo de lipidios a partir de glicose, se demonstrado de forma estatistica,
poderiamos relacionar ao aumento de triglicerideos hepaticos e desenvolvimento de

esteatose.
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O tratamento atuou sobre o metabolismo hepatico, diminuindo a sintese de
glicogénio a partir de glicose no grupo CTR Pyc. Essa diminuicdo ja havia sido
observada no primeiro experimento, porém nédo resultou em diferenca estatistica.
Mesmo assim, € um resultado importante pois deixa de relacionar o tratamento com
0 extrato de P. sanguineus apenas ao metabolismo lipidico, a0 mesmo tempo em
que mostra que seu efeito pode mudar em funcdo do modelo em que é aplicado.

O tratamento ndo apresentou efeito sobre o metabolismo do TAR, porém,
diferencas interessantes relacionadas ao modelo foram obtidas. O modelo induziu a
diminuicdo da oxidacao de glicose a CO, e aumentou a lipdlise.

A captacdo de glicose no tecido adiposo é feita principalmente via GLUT4,
receptor de glicose dependente de insulina, a diminuicdo da captacdo dessa
molécula para sua posterior oxidacao pode estar relacionada a resisténcia a insulina
e nao translocacao do receptor GLUT4 para a membrana do adip6cito (NELSON et
al., 2011).

Sabe-se que a insulina também inibe fortemente a lipolise no tecido adiposo
através da inibicdo da enzima lipoproteina lipase pela diminuicdo dos niveis de
AMPc. Dessa forma, o aumento da lipdlise observado nesse estudo pode estar
relacionado ao aumento da resisténcia a insulina, culminando na maior atividade da
LPL e consequentemente maior hidrélise de TG e liberacdo de acidos graxos e
glicerol pelo tecido adiposo.

Na obesidade, a resisténcia a insulina e DM Il podem ser desenvolvidas por
diversos fatores como diminuicdo da concentracao e atividade do receptores tirosina
cinase, diminuicdo da concentracdo e fosforilacdo de IRS-1 e IRS-2, na atividade da
enzima PI3-K, defeitos na translocagéo do transportador de glicose e diminuicdo da
ativacdo das proteino-cinases ativadas por mitdgenos (MAPK) (SALTIEL; KAHN,
2001). Um estudo demonstrou que animais tratados pelo periodo de oito semanas
com dieta hiperlipidica apresentaram um aumento da lipdlise nas células adiposas
(GAIDHU et al., 2010).

Portanto, ambas as alteracbes observadas no metabolismo do tecido adiposo
indicam o desenvolvimento de resisténcia a insulina e novamente caracterizam esse
meétodo de inducdo ndo apenas como um modelo de dislipidemia, mas também
como um modelo de sindrome metabdlica. Apesar do aumento dos indices TAR, néo
foi observada diferenca estatistica na conversédo de glicose a lipidios no TAR, mais
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uma vez confirmando que adequag¢fes na metodologia e no numero amostral devem
ser adotadas para minimizagao da variabilidade dos resultados.

O modelo também foi capaz de reduzir a captacao de glicose no musculo, que
assim como no adipdcito, ocorre principalmente via GLUT4, mais uma vez indicando
resisténcia a insulina. Também foram observadas diferencas entre os grupos CTR
Pyc e CTR H,O, nesse caso o tratamento também diminuiu a captagcdo muscular de
glicose.

Em resumo, podemos destacar que o extrato de P. sanguineus modulou o
metabolismo de ratos dislipidémicos, aumentando os niveis séricos de ureia em
ratos dislipidémicos, assim como diminuindo conversdo hepatica de glicose a
glicogénio e a captacdo muscular de glicose em ratos saudaveis. Tais efeitos néo
observados no primeiro experimento, nem no estudo conduzido por DENTZ et al
(2017). Novos experimentos devem ser conduzidos, com as padronizagdes na forma
de administragcdo propostas anteriormente, para verificar esses resultados e
compreender melhor o papel do extrato no metabolismo muscular.

A forma de administracdo do extrato pode ter modificado seu efeito sobre o
metabolismo lipidico, como discutido no experimento anterior. Acreditamos que 0s
efeitos do extrato poderdo ser amplificados com mudancas na sua forma de
administracdo e aumento no numero amostral.

Diferentemente do observado no experimento 1, ndo € notavel a existéncia de
um perfil de atuacédo do extrato sobre o perfil lipidico. Ainda ndo é possivel afirmar
um mecanismo de acdo, mas se pode sugerir que, se esse perfil se repetir
novamente em experimentos futuros, o mecanismo de acdo do extrato pode ser
dependente de uma via desequilibrada em funcdo da patologia do diabetes, que
ainda ndo esta bem estabelecida no modelo de dislipidemia.

O modelo de dislipidemia desenvolvido em nosso laboratorio se mostrou
viavel e adequado néo apenas para dislipidemia, mas também para mimetizar outras
patogenias. O aumento dos indices TAR e TAE somado ao aumento das
concentracdes seéricas de TG e CT validam o modelo de dislipidemia proposto neste
experimento, mas os aumentos na glicemia, diminuicdo na oxidacdo de glicose a
CO;, no TAR, aumento da lipdlise no TAR e diminuicdo da captacdo de glicose

muscular sugerem também um modelo de resisténcia a insulina e desenvolvimento
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diabetes tipo 2 ou pré-diabetes. Somadas todas essas alteracdes, fica estabelecido
também um provavel modelo de sindrome metabdlica.

Para ratos, considera-se diabetes quando os niveis glicémicos estdo acima de
250 mg/dL, portanto nosso modelo nédo foi capaz de induzir a essa patologia uma
vez que a diferengca nas concentracbes foi de importancia estatistica e néo
fisiologica. Porém, acreditamos que com adequag¢fes no tempo de indugdo com a
dieta, como sugerido por outros estudos (JANG et al., 2003; WOODS et al., 2003,
2004; GAIDHU et al., 2010), poderemos propor um modelo de diabetes tipo 2 e

sindrome metabdlica a partir da racdo produzida em nosso laboratério.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste estudo, foi possivel observar que o extrato de P. sanguineus, quando
administrado de forma crénica em ratos diabéticos, atua predominantemente sobre o
metabolismo de lipidios no tecido adiposo.

Somando esses resultados a estudos anteriores com este mesmo extrato e
modelo animal, podemos afirmar que as mudancas no metabolismo que ocorrem a
nivel tecidual podem provocar mudancas em nivel sistémico modificando o
metabolismo de lipidios.

Os resultados indicaram diferencas em relagcdo a estudos anteriores, e iSso
mostra 0 quanto ainda deve ser estudado sobre esse extrato em termos de
farmacocinética, biodisponibilidade e composigéo.

Aparentemente o extrato atua de forma diferente no modelo de dislipidemia,
mas como acreditamos que a forma de administracdo adotada neste estudo alterou
os efeitos do tratamento, novos estudos devem ser conduzidos para verificar as vias
que de fato sao afetadas.

Os estudos com extratos da espécie P. sanguineus em modelos animais
ainda sdo muito recentes e poucas informacfes sobre seus efeitos na area da saude
estdo disponiveis. Por outro lado, um leque de possibilidades quanto aos estudos
futuros esté aberto.

Estudos investigando o tempo de meia vida do extrato, a administracao
cronica ou aguda e diferentes doses devem ser realizados. O mecanismo de acao
sobre os PPARs a e y e a identificagdo de novos compostos bioativos deste extrato

também devem ser explorados.
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