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RESUMO

A obesidade é considerada um importante problema de saude publica e contribui para
o0 aumento de doencas cronicas. Para o tratamento de suas complicacdes alternativas
farmacoldgicas ou ndo-farmacoldgicas sao aplicadas, sendo que no Brasil, muitas
plantas com potencial medicinal séo utilizadas para este fim. A graviola (Annona
muricata Linn) é a segunda planta mais citada pela populacéo brasileira para perda
de peso. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do extrato aquoso
da folha da graviola (EAG) em camundongos tratados com dieta hiperlipidica. Para
tanto, durante 12 semanas, 55 camundongos C57BL6 machos foram tratados com
dieta padrdo AIN-93M (n=11) ou dieta hiperlipidica (n=44) elaborada com banha para
inducdo de obesidade e suas comorbidades. Apds esse periodo, 0s animais
receberam via gavagem o tratamento com EAG ou salina por 12 semanas. Os animais
tratados com dieta padrdo receberam salina (grupo SHAM SALINA), e os tratados
com dieta hiperlipidica (DLH) foram subdivididos em 4 grupos (n=11): DLH SALINA -
Controle, EAG 50 mg/kg, EAG 100 mg/kg, EAG 150mg/kg. Foram avaliados peso
corporal, ingestdo alimentar e apds eutanasia, foram coletados sangue para analises
bioquimicas e coxins adiposos, sendo figado, pancreas e tecido adiposo epididimal
para analise histologica. O perfil glicémico foi avaliado. Os resultados mostram que 0s
animais tratados com dieta hiperlipidica apresentaram aumento significativo de peso
corporal (p<0,001) na indugéo de obesidade, e ao final do tratamento com EAG, o
grupo EAG 50 mg/kg apresentou menor ganho de peso, em relacdo ao grupo SHAM
SALINA (p=0,034), enquanto o grupo EAG 100 mg/kg teve perda de peso corporal
significativa em comparacdo ao SHAM SALINA (p=0,003) e DHL SALINA (p=0,034).
O EAG néo foi eficaz em reduzir significativamente a concentracdo da glicose
plasmatica, no entanto, o EAG na dose de 150 mg/kg diminuiu (p<0,05) a glicemia no
tempo de 15 minutos apds a administracdo da glicose no teste de tolerancia oral a
glicose, bem como reduziu a flutuacdo da glicemia. Em relacdo ao perfil
colesterolémico, ndo foi observado efeito significante do EAG sobre o colesterol total
e HDL. No entanto, nota-se reducéo significativa nas concentracfes de colesterol-LDL
no grupo EAG 150 mg/kg (p=0,038) em relacdo ao grupo DHL SALINA, colesterol-
VLDL nos grupos EAG 100 mg/kg (p=0,031) e 150 mg/kg (p=0,030), e triglicerideos
também nos grupos tratados com EAG 100 mg/kg (p=0,026) e 150 mg/kg (p=0,025)
em comparacao ao grupo SHAM. Ainda, o indice aterogénico do grupo EAG 150
mg/kg foi significativamente menor (p=0,025) que o grupo DHL SALINA. Nao houve
reducao significativa da adiposidade visceral, no entanto, o extrato atenuou o acumulo
de gordura corporal, observado pela reducdo no percentual do peso dos coxins
adiposos e reducao significativa da area do tecido adiposo epididimal. Na histologia
do figado, o EAG néo alterou significativamente o acumulo de gordura hepatica e
lesbes dos hepatdcitos, no entanto, a balonizacdo foi mais frequente no grupo DHL
SALINA. A analise histologica do pancreas também né&o evidenciou diferenga entre os
grupos. Conclui-se que no modelo estudado o EAG foi eficaz no combate da
obesidade e suas altera¢cdes metabolicas.

Palavras-chave: Tecido adiposo, plantas medicinais, dieta hiperlipidica,
camundongos.



ABSTRACT

Obesity is considered an important public health problem and contributes to the
increase of chronic diseases. For the treatment of its complications, pharmacological
or non-pharmacological alternatives are applied. In Brazil, many plants with medicinal
potential are used for this purpose. Soursop (Annona muricata Linn) is the second
most cited plant by the brazilian population for the weight loss. In this context, the
objective of this study was to evaluate the effect of aqueous extract of soursop leaf
(EAG) in mice treated with high-fat diet. For that, over 12 weeks, 55 male C57BL6 mice
were treated with AIN-93M standard diet (n=11) or a high-faf diet (n=44) made with fat
to induce obesity and its comorbidities. After this period of time, the animals received
gavage treatment with EAG or saline for 12 weeks. The animals treated with the
standard diet received saline (SHAM SALINA group), and those treated with the high-
fat diet (DLH) were subdivided into 4 groups (n=11): DLH SALINE - Control, EAG 50
mg/kg, EAG 100 mg/kg and EAG 150mg/kg. Body weight and food intake were
evaluated and, after euthanasia, blood was collected for biochemical analysis and
adipose tissue pads, being the liver, pancreas and epididymal adipose tissue for
histological analysis. The glycemic profile was evaluated. The results showed that the
animals treated with a high-fat diet had a significant increase in body weight (p<0.001)
in the induction of obesity and, at the end of the treatment with EAG, the group EAG
50 mg/kg presented lower weight gain compared to the SHAM SALINA group
(p=0.034), while the EAG group 100 mg/kg had significant body weight loss compared
to SHAM SALINA (p=0.003) and DHL SALINA (p=0.034). The EAG was not effective
in significantly reducing plasma glucose concentration, however, EAG at doses of 100
mg/kg and 150 mg/kg decreased (p<0.05) the glycemia in the time of 15 minutes after
the administration of glucose in the oral glucose tolerance test, as well as reduced
glucose fluctuation. Regarding the lipid profile, no significant effect of EAG on total
cholesterol and HDL was observed. However, there was a significant reduction in LDL
cholesterol levels in the EAG group 150 mg/kg (p=0.038) compared to the DHL
SALINE group, VLDL cholesterol in the EAG 100 mg/kg (p=0.031) and 150 mg/kg
(p=0.030), and triglycerides were also observed in the groups treated with EAG 100
mg/kg (p=0.026) and 150 mg/kg (p=0.025) compared to the SHAM group.
Furthermore, the atherogen index of the EAG 150 mg/kg group was significantly lower
(p=0.025) than the DHL SALINA group. There was no significant reduction in visceral
adiposity, however, the extract attenuated lipid accumulation, observed by the
reduction in the percentage of the weight of the adipose cushions and the area of the
epididymal adipose tissue. In liver histology, the EAG did not significantly alter the
hepatic fat accumulation and hepatocyte lesions, however, the balloonization was
more frequent in the DHL SALINA group. The histological analysis of the pancreas
also did not show any difference between the groups. It is concluded that in the studied
model the EAG was effective in the fight against obesity and its metabolic changes.

Key words: Adipose tissue, medicinal plants, high-fat diet, mice.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é considerada um problema de salde publica e o seu controle esta
inserido nas metas globais, visto que desde 1980 a obesidade mais que dobrou em
todo mundo (ATAY; BEREKET, 2016). Em 2014, 39% das pessoas com 18 anos ou
mais foram diagnosticadas com sobrepeso e 13% com obesidade (WHO, 2016c).
Entre as criangcas menores de 5 anos, 0 sobrepeso e obesidade aparecem em
aproximadamente 41 milh&es de criancgas, e até 2020 o numero de casos pode chegar
a 60 milhdes (ATAY; BEREKET, 2016; WHO, 2016c). No Brasil, a frequéncia de
excesso de peso aparece em 52,2% dos brasileiros adultos com idade = 19 anos.
Assim como, em Campo Grande, capital do estado de Mato Grosso do Sul, mais da
metade da populagéo apresenta excesso de peso (54,5%) (BRASIL, 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (2016b), o sobrepeso e a
obesidade estéo definidos como o0 acumulo excessivo de gordura corporal, podendo
representar risco a saude do individuo. Esse acumulo, mais especificamente de tecido
adiposo visceral € um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de outras
doencas crbnicas nao transmissiveis, como a hipertensdo arterial, dislipidemias,
doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, esteatose hepatica e cancer,
relacionadas principalmente a proteinas proé-inflamatérias da obesidade, conhecidas
como adipocinas, entre elas o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-6
(IL-6), proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1), entre outras (ANTUNA-
PUENTE et al., 2008; NAVES, 2010; SOARES, 2012).

A etiologia da obesidade é complexa e multifatorial, resultando da interacédo de
fatores genéticos, ambientais, emocionais e estilos de vida (ABESO, 2016). Embora
os fatores genéticos sejam determinantes no desenvolvimento da obesidade, os
fatores metabdlicos e ambientais, principalmente aumento do consumo de alimentos
de grande densidade energética proporcionam condigdes para o desenvolvimento
deste disturbio (WEINSIER et al., 1998).

Ha varias razdes pelas quais as plantas medicinais devem ser submetidas a
estudos cientificos. Em primeiro sdo uma poderosa fonte de componentes ativos para
o tratamento de vérias doencgas, como para a obesidade e suas comorbidades, e pelo
seu baixo custo. No entanto, também podem ter efeito toxico (SIMAO, 2013).

A graviola (Annona muricata Linn) tem uma longa histéria de uso na medicina

nas areas tropicais da América do Sul e do Norte e na Africa Ocidental. Praticamente


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0002934398001909

21

todas as partes morfoldégicas da Annona muricata Linn sdo Uteis na medicina
tradicional, como anti-hipertensivo, vasodilatador, antidiabético, hipolipidémico e
varios outros efeitos citados na literatura (ADEWOLE; OJEWOLE, 2009; FLORENCE
et al., 2014). Ainda, as folhas séo utilizadas popularmente como emagrecedor, sendo
a segunda planta mais utilizada para este fim pela populagéo brasileira. No entanto,
ndo ha base cientifica suficiente para recomendar esta planta para reduzir peso
corporal em individuos com excesso de peso (CERCATO et al., 2015). Portanto, o
presente estudo propde estudar os efeitos do extrato aquoso da folha da graviola em

camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidade

2.1.1 Epidemiologia e custos econémicos

Segundo a OMS (2014), as doencgas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) sédo o
maior desafio da saude publica no século XXI, comprometendo o desenvolvimento
social e econémico em todo o mundo. Aproximadamente 38 milhdes de mortes no
mundo, ou seja, 68% sao causadas por DCNT, principalmente doencas
cardiovasculares (37%), cancer (27%), doencas respiratorias cronicas (8%) e diabetes
(4%) (WHO, 2013; WHO, 2016a), sendo que aproximadamente 40% das mortes
aconteceram na faixa etaria de 30 a 70 anos, consideradas pela OMS como mortes
prematuras (WHO, 2014).

As mortes prematuras causadas por DCNT ocorrem principalmente nos paises
de baixa e média renda, resultando em perdas econdmicas de 7 trilhdes de ddlares
para os proximos 15 anos e consequentemente milhdes de pessoas na miséria. Para
0 ano 2030, a OMS estima que o numero de mortes por DCNT podera aumentar para
55 milhdes se nenhuma intervencado eficaz para prevencao e controle for aplicada
(WHO, 2013; WHO, 2016c).

Apbs reconhecer os devastadores impactos das DCNT no desenvolvimento
social, econémico e na saude publica, dirigentes de muitos paises elaboraram o Plano
de Acdo Mundial da OMS para a prevencao e controle de doencas ndo transmissiveis
2013-2020, que propde intervengdes nos principais fatores das DCNT, mediante nove
metas globais para reduzir em 25% as mortes prematuras por doencas cronicas e
detencdo do aumento da obesidade global para coincidir com taxas do ano de 2010
(WHO, 2013).

Os fatores de riscos das DCNT séo conhecidos e podem ser controlados, entre
eles esta o consumo de tabaco, sedentarismo, dieta pouco saudavel e 0 uso nocivo
do &lcool. Estes fatores provocam alterac6es metabdlicas e fisiologicas que levam ao
aumento da pressao arterial, aumento do peso que conduz a obesidade, hiperglicemia
e hiperlipidemia (WHO, 2012).

Desde 1970, o Brasil e muitos outros paises tem enfrentado uma peculiar e

rapida transigéo nutricional. A principio apresentavam altas taxas de desnutricdo e a
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partir do ano de 2008 a maior parte da populagao foi diagnosticada com excesso de
peso. Em raz&o ao risco de doencgas associadas e velocidade de evolucédo, o excesso
de peso é atualmente considerado um dos maiores problemas de saude publica
(BRASIL, 20186).

A Pesquisa Nacional de Saude, 2013 (PNS) realizada pelo Ministério da Saude
em parceria com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) realizou
afericbes de peso, altura e circunferéncia da cintura de individuos entrevistados e os
resultados demostram que 56,9% da populacdo com 18 anos ou mais esta acima do
peso, cerca de 82 milhdes de pessoas, sendo que 55,6% correspondente aos homens
e 58,2% as mulheres. Para a obesidade a PNS encontrou que 20,8% dos brasileiros
apresentam algum grau de obesidade, indicando uma prevaléncia maior no sexo
feminino com 24,4% dos diagndsticos e 16,8% entre o sexo masculino (IBGE, 2015).

Para avaliar o risco de doencas cardiometabdlicas nos brasileiros a PNS 2013
aferiu a circunferéncia da cintura, sendo considerada aumentada quando a medida
era = a 88 cm para as mulheres e = a 102 cm para 0s homens. A pesquisa encontrou
uma prevaléncia de 37,7% de obesidade abdominal entre a populacdo adulta
avaliada, estando mais acentuada no sexo feminino (52,1%) contra 21,8% no sexo
masculino (IBGE, 2015).

A Vigilancia de Fatores de Risco e Protecéo para Doencas Cronicas por Inquérito
Telefbnico, VIGITEL (2015), realizada pelo Ministério da Saude em todas as capitais
brasileiras e no Distrito Federal monitorou a frequéncia e a distribuicdo dos fatores de
riscos para DCNT. De acordo com a VIGITEL, a frequéncia de excesso de peso é de
52,2% dos brasileiros adultos com idade = 19 anos, indicando Rio Branco como a
capital com a maior frequéncia (60,8% da populacdo adulta), e menor em Belo
Horizonte com 47,8% (BRASIL, 2015).

Em 2013, a VIGITEL apontava Campo Grande como a capital com maior
frequéncia do indicador excesso de peso, 56,3% da populacdo adulta e, Sdo Luiz
como com a menor frequéncia (45,3%) (BRASIL, 2013). Do mesmo modo, na ultima
pesquisa publicada, Campo Grande ainda aparece com mais da metade da populagao
apresentando excesso de peso (54,5%), sendo 65,5% do sexo masculino e 46,0% do
sexo feminino (BRASIL, 2015).

Entre jovens e criangcas o0 excesso de peso e a obesidade também tém sido

preocupante. Um estudo realizado com crian¢as na faixa etaria de 5 a 9 anos de idade
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mostrou que, 0 excesso de peso e a obesidade j4 atingem 33,5% e 14,3%,
respectivamente, nesta populacao (BRASIL, 2011).

A obesidade esta diretamente relacionada com o aumento dos gastos diretos na
salude publica global. Estudos mostram que, quanto maior o grau de obesidade de
acordo com o indice de massa corporal (IMC) maior sera os custos diretos da doenca
com diagnosticos e tratamentos. Estima-se, que o0s custos com cuidados de salude em
individuos com excesso de peso seja aproximadamente 10% maior quando
comparado a um individuo adulto com peso normal, e cerca de 23%, 45% e 81% maior
em individuos com obesidade grau I, Il e Ill, respectivamente. As despesas em saude
podem ser de 65% a 113% maior em individuos com obesidade moérbida (LEHNERT
et al., 2013).

Os custos econdmicos indiretos da obesidade estédo relacionados a reducao da
produtividade, menor capacidade de executar trabalhos que demandam forca fisica,
presenteismo, absenteismo, pensdes por invalidez e morte prematura (LEHNERT et
al., 2013).

Bahia e colaboradores (2012) identificaram em seu estudo a carga econdmica
do sobrepeso e obesidade para a saude brasileira. Segundo 0s autores 0s custos
totais anuais estimados com todas as doencas atribuiveis ao sobrepeso e a obesidade
sdo 221 milhdes de dolares; sendo 163,1 milhdes de doélares relacionados a
internacbes e 57,9 milhdes de dolares as consultas médicas, exames e
procedimentos. Estes valores correspondem a aproximadamente 10% dos custos
totais estimados anualmente com todas as doencgas relacionadas com sobrepeso e
obesidade.

Estudos demostram que nos Estados Unidos os custos da obesidade duplicaram
entre 1998 a 2008, de 78,5 bilhdes para 147 bilhdes de dolares. Sendo que este ultimo
valor corresponde a 9,1% de todas as despesas de saude no ano de 2008. Ainda, 0s
custos com absenteismo no trabalho e morte prematura relacionados a obesidade em
2007 foram estimados em 6,38 e 30,15 bhilhdes de ddblares respectivamente
(LEHNERT et al., 2013).

2.1.2 Definicéo, classificagdo e risco de comorbidades da obesidade
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Sobrepeso e obesidade estdo caracterizados como 0 acumulo excessivo de
gordura corporal, que pode ter impacto negativo na saude do individuo e séo
resultantes de um desequilibrio energético, no qual a ingestao de energia € maior do
gue a gasta pelo organismo. Para o diagnostico e classificacdo do sobrepeso e da
obesidade em adultos o par@metro mais utilizado € o indice de massa corporal (IMC)
- peso do individuo em quilogramas dividido pela sua altura em metros ao quadrado
(kg/m?) -, principalmente por sua rapidez e facilidade de calculo (WHO, 2016¢c; WHO,
2016b). Em 1998, a OMS revisou a classificacdo pelo IMC e passou a adotar a
associacado entre o IMC e risco de doencas cronicas ou mortalidade (Tabela 1)
(NAVES, 2010).

Tabela 1 - Risco de comorbidades de acordo com a classificacdo do IMC para adultos

IMC (KG/M?) CLASSIFICACAO OBESIDADE RISCODE
GRAU/CLASSE COMORBIDADES
<18,5 Baixo peso 0 Normal ou elevado
18,5-24,9 | Peso normal 0 Normal

25,0-29,9 | Sobrepeso ou pré-obeso 0 Pouco elevado

30,0 —-34,9 | Obesidade | Elevado

35,0-139,9 | Obesidade 1 Muito elevado
240,0 Obesidade grave " Muitissimo elevado

Fonte: WHO (2000); ABESO (2016).

O IMC é um bom indicador para estimar a prevaléncia de obesidade. No entanto,
nao distingue a massa magra e adiposidade, nem a distribuicdo da gordura corporal.
Assim, o IMC para individuos adultos pode ser subestimado em idosos, devido a sua
perda de massa magra e consequentemente perda de peso corporal, e superestimado
em atletas (ABESO, 2009; ABESO, 2016).

Para a classificagdo do estado nutricional em criangas e adolescentes,
encontram-se o IMC, assim como as curvas de acompanhamento e diagndstico
nutricional, sendo o Escore z e o percentil os mais utilizados. O Escore z é o mais
indicado para estudos cientificos de grupos populacionais e representa o niumero de
desvio padrédo de pesol/estatura, peso/idade, e a estatura/idade abaixo ou acima da
mediana da populacado de referéncia. O percentil reflete em que posicéo se coloca o

peso/estatura, peso/idade, ou a estatura/idade da crianca em relagédo a distribuicdo
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normal (Percentis 50), sendo este o instrumento mais utilizado na pratica clinica. As
curvas por percentis e escore Z utilizadas para classificagdo do estado nutricional
estdo subdividias em faixa etaria do nascimento a 5 anos, 5 a 10 anos e 10 a 19 anos
de idade (VITOLO, 2008).

Além dos métodos de avaliagdo antropométricos citados, existem na atualidade
outras ferramentas Uteis para avaliar a adiposidade e sua distribuigdo corporal em
determinadas situagdes clinicas ou pesquisas cientificas, como a medicdo da
espessura das pregas cutaneas, bioimpedancia, ultrassonografia, tomografia,
ressonancia magnética, circunferéncia da cintura e a relacdo circunferéncia
abdominal/quadril (RCQ) (WHO, 2000; ABESO, 2009).

Os individuos obesos acumulam o excesso de gordura em distintos
compartimentos no organismo e este representa diferentes riscos a saude. A
compartimentalizacdo da gordura corporal pode ser classificada em ginecoide,
localizado na regido inferior corpo, podendo levar ao desenvolvimento de
complicacBes vasculares e ortopédicas, como varizes, celulites e dificuldade de
locomocéao pelo excesso de peso corporal e androide, que € o0 excesso de gordura
localizado predominantemente nos depdsitos intra-abdominais, associado a
importantes consequéncias adversas a saude, como o desenvolvimento de DCNT.
Portanto, a medida da circunferéncia da cintura € um método simples para a
identificacdo de individuos com um risco aumentado para doencas crénicas.
(BUSNELLO; SANTOS, 2009). Para homens, o ponto de corte para risco € uma
circunferéncia de cintura = a 94 cm. Se > que 102 cm representa risco
substancialmente aumentado. Nas mulheres o ponto de corte da medida da
circunferéncia da cintura € = a 80 cm e se > que 88 cm representa risco
substancialmente aumentado (WHO, 2000; NAVES, 2010).

Por tanto, a obesidade é um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de outras DCNT, onde podemos destacar: hipertensédo arterial,
dislipidemias, doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, hiperuricemia, calculos
biliares, esteatose hepética e até mesmo alguns tipos de cancer (BUSNELLO;
SANTOS, 2009; NAVES, 2010; GURNANI; BIRKEN; HAMILTON, 2015).

Ainda, o excesso de peso € o principal fator de risco para o desenvolvimento da
sindrome metabdlica (SM), assim como a resisténcia a insulina geralmente esta
associada a obesidade. Em 1988, Reaven propds a denominacao de sindrome X, que

originou a definicdo atual de SM, sendo essa um complexo de origem metabolica,
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relacionado a deterioragdo do metabolismo da glicose e lipideos, obesidade visceral
e alteracdes hemodinamicas, levando a um aumento do risco cardiovascular e
consequentemente da mortalidade (OLIVEIRA; VENCIO, 2016).

2.1.3 Etiologia

A obesidade é uma condi¢cdo complexa e multifatorial, resultando da interagéo
de fatores genéticos, ambientais, sociais, emocionais e culturais (RIBEIRO, 2015).
Segundo Guarani e colaboradores (2015) fatores pré-natais, como peso pré-
gestacional, diabetes mellitus gestacional, tabagismo e obesidade materna estao
correlacionados com aumento da incidéncia de obesidade infantil. Estas condi¢des
sdo capazes de provocar alteracdes na expressao genética relacionada a obesidade
em algum momento do desenvolvimento embrionario.

No gue se refere a fatores genéticos, estima-se que estes possam responder por
24 a 40% da adiposidade, por codificarem os componentes moleculares do sistema
neuroendocrino que regula a taxa de metabolismo basal (TMB) individual, fatores
hormonais e neuronais, que influenciam na saciedade e a regulacéo do peso corporal
(RIBEIRO, 2015). Variancia do IMC também pode ser explicada por fatores
hereditarios, como a correlacao entre excesso de peso de pais e filhos, estimada entre
30 e 50% (RIBEIRO, 2015; ATAY; BEREKET, 2016). Em anos recentes, foram
identificados 18 genes da “obesidade”, no entanto, o mapa génico da obesidade esta
em constante evolucao, a medida que as pesquisam avancam (QUEIROZ et al., 2015;
ATAY; BEREKET, 2016).

O polimorfismo de um Unico gene que resultara em obesidade é raro e quando
existente afeta a regulacdo do circuito leptina-melanocortina (GURNANI; BIRKEN;
HAMILTON, 2015). Algumas mutacdes de genes ja foram correlacionadas a este
circuito, no entanto, apenas as mutacdes nos receptores 4 de melanocortina sao
comuns, representando cerca de 4% dos casos de obesidade grave na infancia
(GURNANI; BIRKEN; HAMILTON, 2015). Algumas sindromes genéticas também
estdo associadas a obesidade, entre elas a de Prader-Willi, Bardet-Biedl, Alstrom,
WAGR (tumor de Wilms, aniridia, anomalias geniturinarias, retardo mental), e
geralmente estdo associadas a algum grau de atraso neurocognitivo e caracteristicas
dismorficas (GURNANI; BIRKEN; HAMILTON, 2015; ATAY; BEREKET, 2016).
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Darmasseelane e colaboradores (2014), apés revisdo sistemética encontraram
uma forte associacdo entre cesarianas e excesso de peso/obesidade no individuo
adulto. Estudos correlacionam as diferencas encontradas na microbiota intestinal
entre os tipos de partos como possivel causa do excesso de peso. Assim, a cesariana
parece favorecer o crescimento de diferentes bactérias patogénicas no intestino e
desse modo altera o metabolismo energético, o qual influenciara no desenvolvimento
de uma inflamacdo generalizada. Ainda, o aleitamento materno exclusivo nos
primeiros 6 meses de vida correlaciona-se positivamente a uma menor incidéncia de
obesidade infantil (DARMASSEELANE et al., 2014; GURNANI; BIRKEN; HAMILTON,
2015).

Disturbios endocrinos também podem contribuir para o desenvolvimento da
obesidade, como o hipotireoidismo, deficiéncia do hormbénio do crescimento,
hipogonadismo em homens e ovariectomia em mulheres, sindrome de Cushing e
sindrome dos ovérios policisticos (GURNANI; BIRKEN; HAMILTON, 2015; RIBEIRO,
2015).

Estudos mostram o papel do desenvolvimento econémico e do processo de
urbanizacdo como potencialidades colaboradoras para explicar o grande aumento das
taxas de obesidade em todo mundo nas ultimas décadas, entre elas a adocdo de
habitos alimentares conhecidos como “ocidentais”, que consistem em um elevado
consumo de alimentos caldricos, principalmente alimentos ricos em gorduras, acucar
refinado e baixo consumo de frutas e vegetais. Além disso, comer engquanto assiste
televisdo, pular o café da manha, comer rapido, baixa qualidade do sono, estresse
cronico, baixos niveis de atividade fisica e mudancas na microbiota intestinal. Ainda,
a baixa ingestdo de produtos lacteos esta associada a obesidade infantil. Além disso,
as comodidades oferecidas pelo mundo moderno como aparelhos de televisdes,
telefones sem fio, computadores, entre outros, tém favorecido o comportamento
sedentario com baixo nivel de atividade fisica (ENES; SLATE, 2010; GURNANI,
BIRKEN; HAMILTON, 2015; ATAY; BEREKET, 2016).

Embora os fatores genéticos sejam determinantes no desenvolvimento da
obesidade, os fatores metabolicos e ambientais, principalmente habitos alimentares e
sedentarismo proporcionam condi¢cdes para o0 desenvolvimento deste disturbio
(WEINSIER et al., 1988).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Darmasseelane%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24586295
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0002934398001909
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2.1.5 Tecido adiposo

O tecido adiposo possui uma grande capacidade de remodelacédo de tamanho e
volume, sendo considerado o mais flexivel dos tecidos presentes no corpo, e
anatomicamente classifica-se em: tecido adiposo visceral, localizado proximo ou no
interior das visceras abdominais (epididimal, mesentérico, retroperitoneal, omental e
perirrenal) e tecido adiposo subcutaneo, encontrado nos depdsitos abaixo da pele
(glateo-femoral e inguinal), sendo estas as regides mais referidas na literatura (VALE;
LISBOA, 2013; BELEZA, 2014). O tecido adiposo visceral esta associado a um maior
risco de doencas associadas a obesidade e suas complicacdes, e tem relagdo com a
adiposidade total ou quantidade de tecido adiposo subcutaneo (CATTA-PRETA,
2011).

De acordo com a sua composicéao e funcdes fisioldgicas o tecido adiposo divide-
se principalmente em: tecido adiposo marrom e tecido adiposo branco (LOPES, 2015).
O tecido adiposo branco € o tipo de gordura predominante, sendo responsavel pelo
armazenamento do excesso de caloria consumida na dieta na forma de triglicerideos
nos seus adipécitos (VALE; LISBOA, 2013; LOPES, 2015). Os triglicerideos podem
ocupar 85% a 90% do citoplasma do adipécito e uma das consequéncias sera o
deslocamento do nucleo para a periferia da célula (VALE; LISBOA, 2013; BELEZA,
2014). Além dos adipécitos, o tecido adiposo branco esta composto por matriz de
tecido conjuntivo, tecido nervoso, nodulos linfaticos, macrofagos, linfocitos,
fibroblastos, células endoteliais e pré-adipocitos (VALE; LISBOA, 2013).

A principio, o tecido adiposo branco foi considerado apenas um 6rgédo com papel
regulador da homeostase de triglicerideos no organismo, porém, atualmente, este
tecido é considerado um 6rgao enddcrino com capacidade de comunicar-se com
outras estruturas, como 0 sistema nervoso central e o trato gastrointestinal,
desempenhando funcbes autdcrinas, paracrinas e enddcrinas principalmente na
resposta inflamatdria (VALE; LISBOA, 2013; BELEZA 2014).

Ao longo de todo o desenvolvimento de um individuo o tecido adiposo branco
passa por periodos de alteracdes em sua celularidade, ou seja, podera ocorrer
aumento do tamanho e do numero de adipdcitos. Na infancia e na adolescéncia a
obesidade é caracterizada por uma hiperplasia e hipertrofia do tecido adiposo branco.
No individuo adulto a hipertrofia dos adipdcitos na obesidade predomina, e

independente das flutuagcbes de peso corporal o niumero de adipécitos parece
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permanecer constante na vida adulta. Isso indica que o numero de adipdcitos parece
ser definido durante a infancia e adolescéncia, enquanto apenas cerca de 10% das
células de gordura sdo renovadas anualmente em humanos adultos (SPALDING et
al., 2008; VALE; LISBOA, 2013; HYVONEN; SPALDING, 2014).

O processo que envolve o aumento do namero de células do tecido adiposo
branco é conhecido como adipogénese e depende da diferenciacdo dos pré-
adipécitos em células maduras. A linhagem adiposa proveniente de células-tronco
mesenquimais multipotentes se desenvolve em adipoblastos. O comprometimento
destes adipoblastos da origem a pré-adipécitos, que em resposta a estimulos de
varios agentes extracelulares é capaz de adquirirem as carateristicas de adipdcitos
maduros, acumulando gotas lipidicas metabolicamente ativas (VALE; LISBOA, 2013).

O tecido adiposo branco sintetiza e/ou secreta varias proteinas descritas como
adipocinas, sendo estas altamente diversificadas em termos de estrutura proteica e
funcbes fisioldgicas (LOPES, 2015). De uma forma geral, tém efeitos autécrinos,
paracrinos e enddcrinos e podem influenciar no funcionamento de 6rgaos, como
musculo, pancreas, figado e sistema nervoso central (VALE; LISBOA, 2013; LOPES
2015). Entre as adipocinas secretadas pelo tecido adiposo branco podemos ressaltar
as adipocinas relacionadas a homeostase energética (leptina, resistina, adiponectina
e visfatina), proteinas de fase aguda (haptoglobina, metalotioneina e amiloide A
sérica), citocinas (fator de necrose tumoral-a, interleucina-6, interleucina-1,
interleucina-8 e interleucina-10), fatores hemostaticos e hemodinamicos (inibidor do
ativador de plasminogénio-1, angiotensinogénio) e quimiocinas (proteina quimiotatica
de mondcito-1 e fator inibidor de migracdo de macréfago) (NASCIMENTO; RIBEIRO;
OYAMA, 2013).

Em individuos com excesso de peso ocorre um aumento da expressao e
secrecdo de adipocinas e inducdo a um quadro de inflamacado crénica subclinica,
representando risco a saude do individuo, principalmente para o desenvolvimento de

DCNT pela desregulacdo de componentes organicos (BELEZA, 2014).

2.1.6 Mecanismos patogénicos e inflamatorios da obesidade

No quadro de obesidade, o desequilibrio energético faz com que ocorra um

aumento da massa adiposa pelo acumulo intracelular de triglicerideos e de acidos
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graxos livres na circulagdo (GUILHERME et al., 2008; PERESI, 2010). Os &acidos
graxos livres sdo metabdlitos que reduzem a captacdo e metabolismo da glicose e se
ligam diretamente a receptores de membrana, induzindo o aumento da expressao de
vias inflamatérias (CARNEIRO et al., 2011; FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014)
(Figura 1).

Assim, a resisténcia a insulina pode ser definida como reducdo da capacidade
da insulina circulante em captar, metabolizar 0 armazenar a glicose nos musculos e
tecido adiposo, devido a alteracbes na membrana lipidica (SILVEIRA et al., 2008;
CARNEIRO et al., 2011). Sendo que, na obesidade esta ocorre principalmente pelo
excesso de 4cidos graxos livres circulantes, sintese e liberacao de citocinas e acimulo

de acidos graxos no musculo, figado e pancreas (YAMAZAKI, 2010).
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Figura 1 - Mecanismos inflamatérios do tecido adiposo na obesidade. O acumulo de
lipideos leva a hipertrofia de adipdcitos, iniciando um estado de estresse celular e
ativacdo de vias pro-inflamatorias, como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e
consequentemente producdo aumentada de adipocinas pro-inflamatérias, entre elas
estdo as quimiocinas (proteina quimiotatica de mondcito-1) que se ligam a receptores
especificos (CCR e CXCR) para mondcitos (Mo) -macrofagos para recruta-los para o
tecido adiposo. A maioria dos macréfagos infiltrados dispdem-se em torno dos
adipdcitos mortos em forma de coroa ou “crown like-struture” para eliminagéo de
detritos de adipécitos. Ainda, a obesidade é capaz de induzir mudangas nos
macrofagos no tecido adiposo e estes uma vez ativados secretam adipocinas pro-
inflamatorias. Adicionalmente, ocorre aumento da lipolise e endotoxemia metabdlica
(Lipopolissacarideos circulantes aumentados, LPS) que também contribuem para a
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inflamac&o. Os acidos graxos livres (FFA) e LPS ligam-se ao receptor tipo toll 4 (TLR4)
de adipdcitos e macrofagos e também ativam o NF-kB. Além disso, a hipoxia no tecido
adiposo pode aumentar o estresse e a inflamacdo. Este processo inflamatério no
tecido adiposo podera desencadear uma inflamacdo sisttémica. CCR e CXCR:

receptores de quimiocinas.
Fonte: MAURY; BRICHARD (2010).

Randle e colaboradores (1963), demostraram em seu estudo que o aumento de
acidos graxos livres diminui a utilizacdo da glicose no masculo. Segundo os autores o
aumento de &cidos graxos livres na circulacdo parece induzir a [B-oxidacao,
aumentando a producgéo de acetilcoenzima A (acetil-CoA), inibindo a oxidag&do do
piruvato pelo bloqueio da enzima piruvato desidrogenase. Ainda, o acumulo de acetil-
CoA proveniente de acido graxos é difundido para o citoplasma na forma de citrato
resultante da reacéo entre oxaloacetato e acetil-CoA. No citossol, o citrato € desviado
pela enzima citratoliase (altamente estimulada pela insulina) para formar oxalacetato
e acetil-CoA. Nesse momento, a acetil-CoA é convertida pela carboxilase-1 acetil-CoA
em malonil-CoA, o qual é utilizado na sintese de novo acido graxo em um processo
conhecido como lipogénese. Isso ocorre quando as concentragdes de citrato estao
elevadas na mitocondria e a producao de adenosina trifosfato (ATP) no ciclo de Krebs
excede a demanda energética (MARTINS, 2014; R1ZZO, 2014).

Ainda, a elevada producéo de citrato juntamente com a razdo ATP/ adenosina
Difosfato (ADP) elevada, inibem a enzima fosfofrutoquinase-1, resultando em redugéo
da via glicolitica e consequentemente bloqueiam a reacdo de glicose-6-fosfato a
frutose-6-fosfato. Além disso, o acumulo de glicose-6-fosfato leva a inibicdo da
atividade da hexoquinase, causando acumulo de glicose intracelular. Assim os acidos
graxos livres reduzem a captacéao e fosforilacdo da glicose, resultando em resisténcia
a insulina (MARTINS, 2014; RIZZO, 2014).

Além dos efeitos dos acidos graxos descritos no metabolismo da glicose, estes
também afetam mecanismos intracelulares de sinalizacéo a insulina, como a ativagédo
da via c-Jun N-terminal quinase (JKN) e fosforilacdo do substrato 1 do receptor da
insulina (IRS-1) e substrato 2 do receptor da insulina (IRS-2) em residuos de serina,
bloqueando toda via da sinalizacdo de insulina e impedindo sua associagdo a
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), que por sua vez néo realizara a fosforilagdo de
outras proteinas quinases em cascata, como a proteina quinase C (PKC) e a proteina

quinase B (AKT). A AKT em circunstancias fisiologicas realiza a translocagédo do
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transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) para a membrana plasmatica, resultando
assim em resisténcia a insulina (MARTINS, 2014; SIILVEIRA et al., 2008) (Figura 2).

Outro mecanismo que afeta diretamente o metabolismo celular influenciando no
desenvolvimento da resisténcia a insulina esta relacionado com a ativacao do receptor
de membrana TLR 4, induzindo a ativagéo de vias inflamatérias como a JKN e NF-kB
(CARNEIRO et al., 2011; FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014; CASTOLDI, 2015).
Ainda, os acidos graxos utilizam o receptor TLR 4 para induzir a expressao de
citocinas proé-inflamatérias em macrofagos, adipécitos e no figado (GUILHERME et
al., 2008) (Figura 2).

A hipertrofia dos adipdcitos na obesidade favorece a secrecdo aumentada de
proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) por células endoteliais, aumento da
secrecao de leptina pelos adipécitos e o dano oxidativo que estimulam o recrutamento
de macréfagos infiltrados no tecido adiposo. Por sua vez, os macrofagos estimulam a
produgdo de outras citocinas, como interleucinas IL-1B3, IL-6 e fator de necrose
tumoral-a (GUILHERME et al., 2008; YAMAZAKI, 2010; NELSON; COX, 2014).

Os acidos graxos ao se ligarem ao receptor TLR 4 ativam a IkB quinase (IKK),
gue por sua vez pode induzir diretamente a fosforilagdo em serina do IRS-1 e acionar
uma cascata de sinalizacdo intracelular com a fosforilacdo de IKB e
consequentemente ativacdo de NF-kB (FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014). A
translocacdo do NF-kB do citoplasma para o nucleo da célula ativa citocinas proé-
inflamatorias (IL-1B3, IL-6 e TNF-a)) e também anti-inflamatorias (IL-10), com o objetivo
de regular o processo inflamatério. No entanto, a intensidade de ativacdo dessas
citocinas é que ira conduzir a intensidade da resposta inflamatoria (CINTRA, 2008;
FREITAS; CESCHINI; RAMALLO, 2014) (Figura 2).

A fosforilagdo do IRS-2 em serina e 0 aumento da expresséo de interleucina-1
(IL-1) dentro das ilhotas, produzida pelos elevados niveis de TNF-a e IL-6 podem
induzir apoptose de células 3 no pancreas e, consequentemente diabetes mellitus tipo
2. As células B ficam mais desprotegidas quando o IRS-2 esta fosforilado em serina,
desse modo ocorre a faléncia destas células (GOSTTSCHAL; BUSNELLO, 2009).

Um mecanismo de contencao da sobrecarga de nutrientes, como o0 excesso de
glicose e aminoacidos, e da elevada ativacdo do receptor da insulina envolve a
sinalizacdo de mTORC1/S6K1 (proteina-alvo da rampamicina em mamiferos/proteina
ribossomal S6 quinase 1) (HIRABARA; LELLIS-SANTOS; CURI, 2013). A ativacao da
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S6K1 na sobrecarga de nutrientes esta associada a fosforilacdo em serina e inibicao
da transcricdo do IRS-1, relacionados ao desenvolvimento de resisténcia a insulina
(UM; D’ALESSIO; THOMAS, 2006). Aléem disso, a ativacdo da S6k1l leva a aumento
da sintese proteica, crescimento da célula B-pancreatica e supresséo da lipolise e da
oxidacao de 4cidos graxos nos musculos esqueléticos, ambos favorecendo o acumulo
de substratos energéticos no organismo (HIRABARA; LELLIS-SANTOS; CURI, 2013).

Além dos mecanismos descritos no metabolismo da glicose e metabolismo
intracelular de sinalizacéo a insulina existe uma via que regula a expressao génica e
o0 crescimento celular, conhecida como via da proteina quinase ativada por mitdgenos
(MAPK) (YAMAZAKI, 2010). Ainda que esta via ndo possua papel nas respostas
metabdlicas descritas, 0 aumento da atividade basal de MAPK como, por exemplo,
pela ativacdo do TNF-a, afetard processos fisiologicos, como a lipdlise nos adipécitos
através da fosforilacdo da lipase horménio sensivel (LHS) e regulacdo negativa da
acao da perilipina, permitindo o acesso da LHS ao triglicerideo intracelular (GEHRKE;
PEREIRA, 2007, GUILHERME et al., 2008). A atividade da LHS est4 aumentada na
resisténcia a insulina, contribuindo para a hidrolise dos triglicerideos, liberando &cidos

graxos livres e glicerol para corrente sanguinea (GUILHERME et al., 2008) (Figura 2).
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Figura 2 - Via de sinalizac&o da insulina e inflamacéao na obesidade. A via PI3K /AKT
controla a acdo da insulina no metabolismo dos nutrientes, incluindo a captacéao de
glicose. No entanto, a via MAPK esta relacionada com a expressao génica, mas
também interage com via PI3K /AKT para controlar o crescimento e diferenciacdo
celular. A ativacéo do receptor de insulina conduz a fosforilacdo de tirosina e IRS-1



35

iniciando a transdugédo de sinal. No entanto, ativagdo em IKKB e JNK conduz a
ativacdo de NF-kB e proteina ativadora-1(AP-1), reduzindo a capacidade de
sinalizacdo de IRS-1. Outros reguladores negativos relacionados com a inflamacéao
inclui o 6xido nitrico (NO) e o supressor de sinalizacdo de citocina (SOCS) que
degradam a IRS na inflamacédo. Ainda, o NO é capaz de reduzir a atividade de

PISK/AKT. FFAS: acidos graxos livres.
Fonte: DE LUCA; OLEFSKY, 2008

O aumento da LHS inibe a enzima lipase lipoproteica (LLP) e, por conseguinte
sua acdo sobre os quilomicrons para o depdsito de acidos graxos nos adipocitos,
principalmente visceral, estara prejudicada. A desregulacédo das funcdes fisioldgicas
da LHS e LLP favorecera a translocacdo de &cidos graxos livres para figado e
consequentemente aumento da sintese de glicose, em um processo conhecido como
gliconeogénese hepdtica, e de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL)
(BOGIOLO; FILHO, 2012).

Na obesidade, em resposta ao consumo caldrico aumentado, acidos graxos de
cadeia longa ativam as proteinas proliferadoras de peroxissomos ativadas por
receptores (PPARS) que regulam o metabolismo das gorduras e carboidratos por meio
de proteinas membros de receptores nucleares, como PPARa, PPARS e PPARYy, que
formam heterodimeros com o receptor nuclear RXR (receptor retindide X)
(HOTAMISLIGIL, 2006; NELSON; COX, 2014).

As PPARo ativas por &cidos graxos no figado induzem proteinas
desacopladoras (UCP) e enzimas da [-oxidacdo no interior da mitocondria,
MiCrossomos e peroxissomos com maior dissipacdo de energia (NELSON; COX,
2014). No entanto, a sobrecarga hepatica gerada pela ingestao excessiva de energia
aumenta a sintese de triglicerideos (lipogénese), regulada pela ativacdo das PPARa,
desempenhando um papel relevante no fator de transcricdo proteina de ligacédo ao
elemento de resposta a esterol -1¢c (SREBP-1c), que ativa genes para a lipogénese
no acido desoxirribonucleico (DNA), desse modo, ha aumento de VLDL e de acumulo
de acidos graxos no figado, e consequentemente, a esteatose hepatica (BOGIOLO;
FILHO, 2012).

As PPARY séo essencialmente lipogénicas e participam na estimulagéo de genes
envolvidos na sintese de lipidios e seu armazenamento em adipdcito. Assim, este
receptor nuclear ativa a enzima LLP e os triglicerideos e a lipoproteina VLDL circulante
sao liberados para serem armazenados nos adipdcitos. No entanto, TNF-a reduz a

atividade dos PPARy e contribui para a resisténcia a insulina (GUILHERME et al.,
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2008). Ainda, os PPARYy estdo envolvidos na patogénese da esteatose hepatica e na
sintese aumentada de VLDL pela transcricdo de SREBP-1c (BOGIOLO; FILHO, 2012;
NELSON; COX, 2014).

As alteracbes na secrecdo e acdo da insulina na obesidade também sao
responsaveis pela dislipidemia, caracterizada pelo aumento de lipoproteinas ricas em
triglicerideos, reducdo de lipoproteinas de alta densidade (HDL) e elevacdo da
concentracéo das particulas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) pequenas e
densas. Ainda, ocorre a superproducao de VLDL no figado pelo aumento da oferta de
glicose e acido graxos livres, e consequentemente acumulo de VLDL na circulacao
sanguinea, devido sintese e vida média aumentada (PATRICIO, 2010) (Figura 3).

Outros mecanismos estao envolvidos na dislipidemia na obesidade, como a
sintese aumentada de VLDL sem apolipoproteina E e com muitas moléculas de
apolipoproteina C-Ill, resultando em aumento da LDL. Em condicdes fisiolégicas a
apolipoproteina C-Ill controla a acdo da lipase lipoproteica para que os triglicerideos
de lipoproteinas sejam hidrolisados gradualmente nos tecidos, e a apolipoproteina E
promove o reconhecimento e o catabolismo de lipoproteinas e apolipoproteina C-llI
nos hepatdcitos (SACKS, 2015). Além disso, no figado a atividade da enzima lipase
hepatica também aumentada na resisténcia a insulina hidrolisa a VLDL e esta é
convertida em uma particula mais densa e aterogénica, a LDL, assim também ocorre
hidrélise de LDL e HDL, gerando particulas com caracteristicas altamente
aterogénicas (SIQUEIRA; ABDALLA; FERREIRA, 2006; PATRICIO, 2010). Ainda, a
acao da lipase hepética sobre a HDL rica em triglicerideos facilita a interacdo com o0s
receptores SRB1 (scavenger receptors B, class 1) no figado, degradando esta
lipoproteina. Assim, o transporte reverso do colesterol estara prejudicado, uma vez
que este é formado pelas vias SRB1 e proteina de transferéncia de ésteres de
colesterol (CETP) (FORTI; DIAMENT, 2006) (Figura 3).

A CETP em estado fisioloégico modula a troca de colesterol ésteres e triglicérides
entre o HDL, VLDL e LDL, para remocéao do colesterol dos tecidos periféricos para o
figado. No entanto, na resisténcia a insulina sua agéo estd aumentada por regulacéo
de SREBP-1c e RXR, portanto, a transferéncia de triglicerideos da VLDL para a LDL
e HDL em troca de colesterol ésteres é elevada, reduzindo assim o colesterol das HDL
e enriquecendo estas de triglicerideos. Ainda, Niveis baixos de HDL acompanhado
por hipertrigliceridemia ou hipercolesterolemia (principalmente se a relagéo colesterol

total/HDL estiver aumentada) e aumento da concentracdo das lipoproteinas
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remanescentes e de LDLs pequenas e densas, sao alteracdes que podem estar
vinculadas as doencgas cardiovasculares e SM (FORTI; DIAMENT, 2006) (Figura 3).

Os acidos graxos livres, os macrofagos e citocinas, como o TNF-a e 0
desequilibrio das defesas antioxidantes em situagcbes como obesidade s&o
acompanhadas por aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs),
como o anion superoxido, o peroxido de hidrogénio, a hidroxila e NO, promovendo o
estado de estresse oxidativo, envolvido em alteracdes metabdlicas como a resisténcia
a insulina e doencas cardiovasculares (MARREIRO, 2013).

A producdo de EROs induz a expressdao de proteinas pro-inflamatorias e
resisténcia a insulina pela ativacdo de PKC, JNK, NF-KB e peroxidacéao lipidica no
metabolismo das lipoproteinas, resultando em LDL oxidado (LDL-0x) (SIQUEIRA;
ABDALLA; FERREIRA, 2006; YE, 2013). O acumulo de LDL-ox em células endoteliais
de vasos sanguineos € responsavel pelo desenvolvimento de placa de ateroma
(SIQUEIRA; ABDALLA; FERREIRA, 2006; MARREIRO, 2013). O malondialdeido
(MDA) é um dos produtos da peroxidacao lipidica e sua quantificagcdo nos sistemas
biolégicos é um parametro importante para avaliagdo do estresse oxidativo celular
(FRANCA et al., 2013).

A obesidade juntamente com o aumento de acido graxos livres circulantes,
sobrecarga do sistema de B-oxidagéo mitocondrial, desregulacdo do metabolismo das
lipoproteinas, presenca de citocinas proé-inflamatorias, expressdo aumentada do
PPAR-y, resisténcia a insulina e o estresse oxidativo tem papel importante na
deposicdo excessiva de triglicerideos nos hepatdcitos, conhecida como doenca
hepética gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) (CINTRA, 2008; SCHILD; SANTOS;
ALVES, 2013). A DHGNA possui diferentes estagios, variando do acimulo simples de
gordura no figado, conhecida como esteatose hepatica ndo alcodlica (EHNA), a qual
podera evoluir para um acumulo com inflamacéo, conhecido como esteatohepatite
nao alcodlica (ENA) e posteriormente para fibrose, cirrose ou hepatocarcinoma
(SCHILD; SANTOS; ALVES, 2013)

No figado, os acidos graxos sdo a maior fonte de estresse oxidativo, sendo este
considerado o principal gatilho na evolugdo da EHNA para suas formas mais graves.
Os acidos graxos induzem a desregulacdo da cadeia respiratéria mitocondrial e das
lipooxigenases microssomais P450-2E1 e P450-4, resultando na producéo de radicais
livres, peroxidagéo lipidica das membranas dos hepatdécitos e alteragédo funcionais dos

peroxissomos e da mitocéndria (CINTRA, 2008).
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A deficiéncia de enzimas como, da enzima acil-CoA oxidase na via de B-oxidacao
peroxissomal reduz oxidag&o de &cidos graxos, levando a esteatose microvesicular e
esteato-hepatite (CINTRA, 2008). Na deposicao de lipideos microvesicular ocorre
numerosos e menos volumosos vacuolos, mantendo a localizagédo central do nucleo.
No entanto, na deposi¢cdo macrovesicular ocorre distensdo da célula por um unico e
volumoso vacuolo e deslocamento do nucleo para a periferia do hepatdcito (SILVA;
ESCANHOELA, 2009). Esta esta relacionada a disturbios crénicos no metabolismo de
acidos graxos e em alguns individuos pode estar associada ao desenvolvimento de
ENA (SILVA; ESCANHOELA, 2009).

A sobrecarga na mitocdndria dos hepatdcitos gerada pela captacdo, oxidacdo e
exportacdo de acidos graxos produz EROs, levando a peroxidacao lipidica com
ativacdo de MDA e 4-hidroxinonenal. Estas duas substancias induzem um processo
inflamatorio no local com morte celular, formacao do corpusculo hialino de Mallory e
ativam a sintese de colageno no parénquima hepético, que podera levar a fibrose no
orgao (CINTRA, 2008).

A esteatohepatite ndo alcodlica (ENA) é caracterizada pela presenca da
esteatose com outras lesdes dos hepatocitos, como balonizacdo (alteracdo
morfolégica da célula por retencédo de fluido (Agua), devido a distarbios metabdlicos
da célula, como disfuncdo da bomba de sédio e da diminuicdo de secre¢do de
proteinas), infiltrado inflamatorio portal, caracterizado por um misto de neutréfilos
mononucleares e polimorfonucleares, e corpusculos de Mallory (inclusbes
homogéneas formadas por proteinas do citoesqueleto agregadas por acdo de radicais
livres, eosindfilos promovendo o acumulo de neutréfilos ao redor do hepatécito).
Ainda, corpos acidofilicos densamente eosinofilicos resultantes de hepatdcitos
apoptéticos (BERENSTEIN, 2007).
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Figura 3 - Patogénese da dislipidemia na hipertrigliceridemia, resisténcia a insulina,
esteatose hepatica e obesidade. A superproducéo de VLDL e quilomicrons pelo figado
e intestino, juntamente com a diminuicdo do catabolismo aumenta o pool de
lipoproteinas ricas em triglicerideos circulantes, incluindo lipoproteinas
remanescentes. Consequentemente, ocorre uma maior interacao entre lipoproteinas
ricas em triglicerideos através da CETP, resultando em particulas de LDL e HDL
menores e mais densas. Ainda, a atividade da LPL é diminuida no musculo
esquelético e no tecido adiposo, assim como a atividade do receptor remanescente
hepético. CE: colesterol éster. FFA: &cidos graxos livres. HTGL: lipase de
triglicerideos hepatica

Fonte: WATTS; OOI; CHAN (2013).

Ainda, o Sistema Nervoso Central controla o apetite e gasto energético a partir
de orgéaos periféricos relacionados a absorcéo de nutrientes no trato gastrointestinal,
utilizacdo ou armazenamento de energia no tecido adiposo, figado e musculo.
Peptideos produzidos na periferia, principalmente alguns horménios do tecido
adiposo, como a leptina, adiponectina e resistina e do trato gastrointestinal, sdo os
principais sinais aferentes com capacidade de comunicar-se com receptores no
hipotalamo e controlar a ingestao alimentar (MOURA; OLIVEIRA, 2013)

Na obesidade niveis elevados de leptina circulante sugere resisténcia a acao da

leptina. O mecanismo de resisténcia a leptina na obesidade ndo esta totalmente
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esclarecido, no entanto, alguns estudos sugerem a ocorréncia de mutagcbes nos
receptores de leptina. Aléem disso, um defeito no transporte da leptina ao sistema
nervoso central ou também um defeito pds-receptor, levando a uma falha na ativagéo
dos mediadores neuroenddcrinos reguladores do peso corporal (GUIMARAES et al.,
2007; SANTOS; TORRENT, 2010; MAURY; BRICHARD, 2010). Os niveis da resistina
também aumentam na obesidade e seu efeito pro-inflamat6rio inicia-se por sua
ligacdo ao receptor TLR4 com ativacdo da via NF-kB, MAPK e producédo de ERO.
Niveis elevados de resistina circulante estdo correlacionados positivamente com o
IMC e resisténcia a insulina (GOSTTSCHALL; BUSNELLO, 2009; VALE; LISBOA,
2013).

Em individuos obesos, o0s niveis séricos da adiponectina estdo diminuidos
guando comparados a individuos magros. A adiponectina melhora a sensibilidade a
insulina, aumenta a oxidagdo muscular de triglicerideos e reduz a concentracdo de
glicose plasmatica através do AMPK, que estimula a translocacéo do transportador de
glicose tipo 4 (GLUT-4) e reduz gliconeogénese (VALE; LISBOA, 2013).

2.1.7 Tratamento da obesidade

O tratamento da obesidade por sua complexidade requer acompanhamento
multidisciplinar, focando principalmente na modificacdo dos habitos de vida. O
tratamento individualizado exige mudancas na alimentacdo, ou seja, reeducacéao
alimentar com o objetivo de diminuir a ingestéo caldrica. Em adultos, a atividade fisica
e um planejamento dietético com um déficit de 500 a 1.000 Kcal € recomendado dentro
de um programa para perda de peso, objetivando uma diminuicdo de 0,5 a 1kg por
semana. A terapia cognitivo-comportamental também esta indicada para modificar
transtornos de comportamentos associados ao estilo de vida do paciente, e dessa
forma facilitar a adeséo ao tratamento, evitando recaidas (ABESO, 2016).

O tratamento medicamentoso esta indicado para individuos com IMC = a 30
kg/m? e IMC 2 a 25 ou 27 kg/m? na presenca de comorbidades. No Brasil, os
medicamentos sibutramina, orlistate e liraglutida 3,0 mg estdo aprovados para o
tratamento da obesidade com o objetivo de prevenir a progresséo da doenca e suas
complicagbes, no entanto, deve-se realizar mudancas de estilo de vida

concomitantemente ao uso de farmacos (ABESO, 2016).
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Em 2016 a Anvisa aprovou no Brasil o registro do Belvig® (cloridrato
de lorcasserina hemihidratado). Este medicamento esté indicado como adjuvante no
controle de peso em pacientes adultos obesos (ANVISA, 2016). Taylor e
colaboradores (2013) descreveram em seu estudo que, este novo medicamento
parece atuar como agonista nos receptores centrais do subtipo 2C da serotonina
localizados em receptores neuronais pro-opiomelanocortina, resultando em
diminuicao da ingestao de alimentos e aumento da saciedade. No entanto, os autores
ressaltam que os mecanismos de acao envolvidos no controle da obesidade ndo estéao
totalmente esclarecidos.

Nos casos de falha no tratamento clinico (dietoterapia, psicoterapia, tratamento
farmacoldgico e atividade fisica) a cirurgia bariatrica para melhorar a qualidade de vida
e diminuir o risco de mortalidade podera ser indicada. Sendo, individuos com idade
de 18 a 65 anos, IMC maior a 40 kg/m2 ou 35 kg/m2?, com uma ou mais comorbidades
graves relacionadas com a obesidade alguns dos critérios para a indicacao da cirurgia
bariatrica (ABESO, 2016).

Ainda, no Brasil, 0 uso de plantas medicinais representam um recurso
terapéutico para o tratamento da obesidade e de suas comorbidades, pelo seu baixo
custo, ndo necessita de prescricdo médica e culturalmente a populacdo acredita que

esse tipo de tratamento n&do acarreta efeitos colaterais (SIMAO, 2013).

2.2 Plantas medicinais

O Brasil possui uma das maiores diversidades de espécies de plantas do mundo,
no entanto, estima-se que apenas 0,4% da flora tém sido estuda em relacdo as
propriedades farmacolégicas. Sendo que, aproximadamente 25% de todos os
medicamentos modernos sao derivados diretamente ou indiretamente de plantas
medicinas (BRASIL, 2012).

As plantas medicinais sdo aquelas capazes de aliviar ou curar enfermidades e
utilizadas pelo conhecimento tradicional entre povos e comunidades. Estas séo
consideradas um importante instrumento da assisténcia farmacéutica, ja que 70% a
90% da populacdo nos paises em vias de desenvolvimento e em alguns paises
industrializados utilizam plantas no cuidado a saude. No entanto, a populacdo de
paises emergentes depende delas, devido aos servicos de saude limitados e nos

paises industrializados as plantas medicinais sao utilizadas como um recurso
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complementar, concomitantemente a medicina tradicional. No Brasil,
aproximadamente 82% da populacgdo utiliza plantas medicinais nos seus cuidados
com a saude (WHO, 2011; BRASIL, 2012).

Em 2006, foi publicada no Brasil a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos por meio do Decreto n° 5.813/2006 que visa garantir a populacéo
brasileira 0 acesso seguro a plantas medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados
a fitoterapia mediante a insercdo destes no Sistema Unico de Saude (SUS),
fomentando a pesquisa para o desenvolvimento de tecnologias e inovagdes nas
diversas fases da cadeia produtiva, entre outras propostas (BRASIL, 2006). O estudo
de plantas pode ser baseado a partir de um ou mais critérios relacionados ao
conhecimento das sociedades tradicionais, conhecido como etnofarmacologia, na
composicao quimica, toxicidade ou ainda na selecdo ao acaso (BRASIL, 2012).

Dutra e colaboradores (2016) ap6s uma revisdo encontraram um aumento
significante em publicagbes sobre plantas medicinais em estudos realizados por
pesquisadores brasileiros nos ultimos 28 anos (entre os anos de 1987 e 2015). Em
2011 e 2013 foram publicados aproximadamente 34.614 manuscritos sobre plantas
medicinais, sendo que pesquisadores brasileiros publicaram mais de 10.000 artigos
cientificos sobre este tdpico.

Como citado anteriormente, um dos fins da utilizacdo de plantas medicinais € o
tratamento da obesidade, uma vez que, a diminuicdo de 3% a 5% do peso corporal
estd associada a reducdo de alguns fatores de risco cardiovasculares (OLIVEIRA,
VENCIO; 2011). Assim, se tem um aumento no incentivo a pesquisas para determinar
a seguranca e eficacia de plantas consideradas popularmente como anti-
obesogeénicas, paralelo a uma maior procura destas pela populacéo (SIMAO, 2013).

Os mecanismos pelos quais as plantas medicinais podem auxiliar no tratamento
da obesidade estao relacionados a diminuicdo da absor¢éo de lipidios e carboidratos,
aumento do gasto energético, diminuicdo da diferenciacdo e proliferacdo de pre-
adipdcitos, diminuicdo da lipogénese e aumento da lipdlise. Ainda, estas plantas
podem conter compostos bioativos com capacidade anti-inflamatéria e antioxidante,
colaborando na diminuicao da inflamacéo cronica e do estresse oxidativo (MANENTI,
2010; PORT'’S, 2011).

2.3 Graviola


https://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2004-2006/2006/Decreto/D5813.htm
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A gravioleira (Annona muricata Linn) € uma planta que pertence a familia
Annonaceae. De pequeno porte, ereta, de 5-8 metros de altura e folhas inteiras,
ovadas, de peciolos curtos, largas de cor verde escuro, de aparéncia tenra e brilhante
(ADEWOLE; OJEWOLE, 2009; SILVA; ANTUNES; CATAO, 2011). A floracdo e
frutificacdo s@o continuas durante o ano, com ligeiro pico de floracdo entre setembro
a janeiro, necessitando de um periodo de estiagem para favorecer a fecundacao das
flores e formacao dos frutos (NASCIMENTO; GAZEL FILHO; SANTOS, 2002). O fruto
da Annona muricata Linn também conhecido popularmente como “graviola” possui cor
amarelo esverdeada, espesso e comestivel, apresentando entre 15-23 cm de largura.
O peso pode chegar até 10 kg, em forma de coracdo, com polpa mucilaginosa branca
e bastante aromatica, de sabor agradavel, levemente acida (SILVA; ANTUNES;
CATAO, 2011; FREITAS, 2012).

Nativa da América Central foi trazida para o Brasil pelos colonizadores
portugueses no século XIV, e atualmente é encontrada em todos estados brasileiros
(SILVA; ANTUNES; CATAO, 2011; FREITAS, 2012). A graviola é amplamente
cultivada em estados da regido Norte, Nordeste e Centro-Oeste. Entretanto, a Bahia,

é considerada o maior produtor mundial de graviola (FREITAS, 2012).

Figura 4 - Gravioleira (A) (Annona muricata Linn) (B) folhas (C) flores e (D) frutos
Fonte: Moghadamtousi et al., (2015)

Apesar da Annona muricata Linn ser consumida como fruta in natura pela
populacdo em geral, ela destaca-se entre as varias espécies de plantas de interesse
medicinal, a qual tem raizes, fruto e folhas utilizados na medicina popular em varias
regides do mundo (SILVA; ANTUNES; CATAO, 2011).

Estudos fitoquimicos realizados com varias partes morfolégicas da Anonna
muricata Linn revelaram a presenca de compostos quimicos, como acetogeninas,



44

alcaldides, cumarinas, antraquinonas, taninos, glicosideos cardiacos, flavondides,
fitosterois, saponinas, terpendides, lactonas, entre outros, sendo as folhas e as
sementes as mais estudadas, devido seu uso tradicional (NAWWAR et al., 2012;
CORIA- TELLEZ et al., 2016; GAVAMUKULYA et al., 2014).

Moghadamtousi e colaboradores (2015) descrevem em sua revisao sistematica
o potencial antioxidante nas folhas, sementes e na casca do caule da Annona muricata
Linn. Em posterior analise foi encontrado efeito protetor contra toxicidade induzida
por peroxido de hidrogénio, reducdo da peroxidacdo lipidica e antioxidantes
enzimaticos (catalase e superéxido dismutase) e ndo enzimaticos (vitamina C).

No que diz respeito a estudos farmacolégicos, 0s mesmos demonstram 0s varios
beneficios da Annona muricata Linn, como anti-hipertensivo, vasodilatador,
antiespasmaodico, antidiabético, hipolipidémico, antibacteriano, antiparasitarios,
antiviral e sedativo. Ainda, é utilizada no tratamento de febre, vomitos, asma, dor,
tosse, ferida da pele, antioxidante e varios outros efeitos citados na literatura. As folhas
sdo utilizadas popularmente como emagrecedor. Além disso, a Annona muricata Linn
foi descrita recentemente como "The cancer killer", ou seja, assassina do cancer. O
caule, as cascas e folhas tem se revelado antiproliferativa notavel contra as células
cancerigenas sem afetar células normais (ADEWOLE; OJEWOLE, 2009; FLORENCE
et al., 2014).

Cercato e colaboradores (2015) ap0s revisao sistematica sobre espécies de
plantas utilizadas pela populacéo brasileira para reduzir o peso corporal, encontraram
gue as espécies mais citadas foram Baccharis trimera (Less.) DC, Annona muricata
Linn e Hancornia speciosa. No entanto, os autores ressaltam que ndo ha base
cientifica suficiente para recomendar estas plantas para reduzir peso corporal em
individuos com excesso de peso.

Apesar da Annona muricata Linn conter estas propriedades quimicas capazes
de induzir efeitos bioldgicos, sob nosso conhecimento, ndo ha estudos que
recomendam a utilizagdo das folhas de graviola para reducdo de peso e melhora de
alteracdes metabodlicas em modelo experimental tratado com dieta obesogénica. Do
mesmo modo, a presenca de compostos, quantidade e possivel acdo sinérgica das
propriedades presentes nas folhas de gravioleira na promoc¢do da saude estdo
interrogadas (CERCATO et al., 2015).

Florence e colaboradores (2014) avaliaram em seu estudo os efeitos

antidiabético e antioxidante do extrato aquoso da folha da graviola nas concentracdes
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de 100 mg/kg e 200 mg/kg em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina. Em
seus resultados, a concentracdo de 100 mg/kg apresentou melhores respostas em
relacdo a reducdo dos niveis de glicose no sangue em 75% em uma unica
administracdo do extrato, reducdo na ingestdo de alimentos em 45,43% e reducao
dos niveis séricos de triglicérides (52,95%), colesterol total (31,51%) e colesterol LDL
(81,22%).

Apesar de estudos toxicolégicos com esta planta em diferentes concentracdes
nao foram encontrados efeitos toxicos. A atividade antidiabética do extrato aquoso da
Annona muricata Linn pode ser explicada pelo seu efeito hipolipidémico, e pela acéo
antioxidante e protetora nas células-f3 pancreaticas e, consequentemente, melhora o
metabolismo da glicose. Ainda, em estudos, a Annona muricata Linn causou
significativa reducdo da pressao arterial, através de mecanismos periféricos

envolvendo antagonismo de célcio (FLORENCE et al., 2014).

2.4 Modelo experimental de obesidade induzida por dieta

Pesquisas cientificas com modelos experimentais promovem o desenvolvimento
de medidas profildticas e tratamentos de enfermidades que acometem 0s seres
humanos (PELUZIO; ABRANCHES; ROSA, 2014). O uso de ratos e/ou camundongos
em estudos cientificos sobre doencas metabdlicas sdo amplamente utilizados, devido
baixo custo de manutencdo, tamanho corporal pequeno e sdo geneticamente e
biologicamente parecidos com os humanos (PANCHAL; BROWN, 2011). Na nutricao
a utilizacdo de modelos selvagens ou modificados por cruzamento espontaneo ou
geneticamente contribui para o entendimento dos efeitos de nutrientes na fisiologia e
doencas metabdlicas humanas, tais como a obesidade e SM (PANCHAL; BROWN,
2011; PELUZIO; ABRANCHES; ROSA, 2014). Os modelos experimentais de
obesidade em camundongos das linhagens isogénicas ou inbred (C57BL/6,
C57BL/6J, AKR/J, A/J) sdo os mais amplamente utilizados (WHITE et al., 2013).

Assim, os modelos experimentais dietéticos podem imitar em roedores as
alteracdes fisiopatologicas humanas, no entanto ndo ha uma composicao e duragcao
estabelecidas na literatura. Em geral, as dietas com alto teor de gordura e a inatividade
fisica utilizadas nestes modelos também sdo os principais fatores de riscos
encontrados em humanos (PANCHAL; BROWN, 2011; KAKIMOTO;
KOWALTOWSKI, 2016). Na literatura, diferentes tipos de dietas ricas em gorduras
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sao utilizados com uma variacao entre 20% a 60% de energia da dieta como gorduras
de origem animal, como banha ou sebo de carne, ou 6leos vegetais como 6leo de
coco (PANCHAL; BROWN, 2011).

Estudos encontrados na literatura mostram que camundongos C57BL/6 sdo
susceptiveis no desenvolvimento da obesidade, quando induzida por dieta
hiperlipidica, acrescida com banha (TEIXEIRA, 2010)
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos do extrato aquoso da folha da graviola (Annona muricata Linn)

em modelo experimental de obesidade.

3.2 Especificos

Quantificar teor de fendis, flavonoides, taninos e capacidade antioxidante do

extrato aquoso da folha da graviola (Annona muricata Linn);

Identificar compostos presentes no extrato aquoso da folha da graviola (Annona

muricata Linn);

Avaliar a toxicidade aguda do extrato aquoso da folha da graviola (Annona

muricata Linn);

Avaliar nos animais tratados com o extrato, a ingestao alimentar e eficiéncia

alimentar;

Avaliar nos animais alimentados com o extrato aquoso da folha da graviola as

alteracdes na composicao corporal, como: o ganho de peso corporal e adiposidade;

Avaliar nos animais alimentados com o extrato aquoso da folha da graviola as
alteracdes metabdlicas no soro, como: perfil lipidico (triglicerideos, colesterol total e
fracGes e indice aterogénico) e perfil glicEmico (glicemia de jejum e sensibilidade a

insulina).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao da matéria prima

As folhas da graviola (Annona muricata Linn) foram coletadas no periodo de
junho/2015 de um espécime adulto, localizada no municipio de Campo Grande
(georreferenciamento: 22°29'42,6" S e 054°37'1,6" W), no estado de Mato Grosso do
Sul. A planta foi identificada pelo bidlogo Prof. Dr. Flavio Macedo Alves e depositada
no “Herbario CGMS” da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, exsicata n°
53.928.

Apos a coleta, as folhas foram submetidas a secagem em estufa por 24 horas, a
uma temperatura maxima de 45°C. Ap6s completa secagem o material foi
armazenado em sacos de papel e conduzido ao Departamento de Quimica da
Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul (UEMS), Dourados-MS.

4.2 Preparacado do extrato aquoso

Para obtencéo do extrato aquoso, o material vegetal seco em estufa foi triturado
em moinho de facas até a obtencdo de um po fino (granulometria igual ou menor que
1mm). Em seguida, o extrato aquoso foi preparado por imersédo de 1 kg do péem 3 L
de agua destilada por 48 horas e filtrado em papel de filtro qualitativo. Posteriormente
o material foi liofilizado até a obtencdo de um p6 seco, em seguida, foi armazenado
em recipiente de polietileno com tampa em temperatura ambiente e protegido da luz
até a utilizacdo do mesmo. O rendimento foi de 50 g de extrato, sendo o rendimento
final de 5% (FLORENCE et al., 2014).

4.3 Quantificagc&o de antioxidantes e atividade antioxidante

4.3.1 Determinacgéo fendis totais

Para a determinacé&o de fendis o extrato de graviola em p6 foi dissolvido em agua
destilada em uma concentracéo de 50 ug mL™.
A cada 100 pL de amostra (50 ug mL1) adicionaram-se 1,50 mL de solugao

aquosa de carbonato de sodio 2%, 0,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau (1:10 v/iv) e 1
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mL de 4gua destilada. Esta solucao reagiu-se por 30 minutos. Em seguida, fez-se a
leitura no espectrofotometro no comprimento de onda de 760 nm. O mesmo
procedimento foi realizado para o branco, sendo substituido 100 uL de amostra por
100 pL de agua destilada para as amostras (DJERIDANE et al., 2006). Para calcular
a concentracdo de fendis foi preparada uma curva analitica empregando o &cido gélico
como padrdo nas concentracdes de 1,0; 5,0; 10,0; 15,0; 30,0; 40,0 ug mL-1. O
resultado foi expresso mg de acido galico por g de extrato. Todos os testes foram
realizados em triplicata. A equacao da reta (y=a+bx) para o acido galico apresentou
0s seguintes valores de coeficiente angular (b)=2,345 e de coeficiente linear

(2)=0,0045, com coeficiente de correlagéo (r)=0,9996.

4.3.2 Determinacdao do teor de flavonoides totais

Para a determinacao de fendis o extrato de graviola em pé foi dissolvido em agua
destilada em uma concentragéo de 50 ug mL™.

A cada 500 yL da amostra (50 ug mL*) adicionaram-se 1,50 mL de alcool etilico
95%, 0,10 mL de cloreto de aluminio 10% (AICl3.6H20), 0,10 mL de acetato de sodio
(NaC2H302.3H20) (1 mol L) e 2,80 mL de agua destilada. Deixou-se reagir a
temperatura ambiente por 40 minutos. Fez-se a leitura no espectrofotbmetro em
comprimento de onda de 415 nm. O mesmo procedimento foi realizado para o branco,
sendo substituidos 500 uL de amostra por 500 pL de agua destilada (LIN; TANG,
2007). Para calcular a concentracao de flavonoides foi preparada uma curva analitica
empregando a quercetina como padrao nas concentracgdes 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 25,0;
50,0 ug mL-1 empregando a quercetina como padrdo. O resultado foi expresso em
mg de quercetina por g de extrato. Todos os testes foram realizados em triplicata. A
equacao da reta (y = a+bx) para a quercetina apresentou 0s seguintes valores de
coeficiente angular (b) = 3,456 e de coeficiente linear (a) = 0,0056, com coeficiente

de correlacao (r) = 0,9994.

4.3.3 Determinacao de taninos condensados

O teste de taninos condensados foi realizado conforme método de Broadhurst e
Jones (1978), adaptado por Agostini-Costa et al. (1999), e envolve a reacdo da
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vanilina. Foram pesados 100 mg de extrato de graviola em p6 e solubilizado em 10
mL de metanol HPLC (High performance liquid chromatography), em seguida 1 mL
desta solucéo foi misturado a 5 mL de reagente de vanilina em tubos de ensaio com
tampa com rosca. Em seguida, a reacao foi mantida em banho maria a 30 °C por 20
minutos; a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotbmetro em 510 nm. Para
calcular a concentracdo de taninos foi preparada uma curva analitica empregando a
catequina como padréo nas concentracdes 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 25,0; 50,0 uyg mL-1.
Os resultados foram expressos em mg equivalentes de catequina por g de extrato.
Todos os testes foram realizados em triplicata. A equacao da reta (y = a+bx) para a
catequina apresentou os seguintes valores de coeficiente angular (b) = 2,674 e de

coeficiente linear (a) = 0,0034, com coeficiente de correlacao (r) = 0,9996.

4.3.4 Ensaio da atividade antioxidante com o radical livre DPPH

O teste de atividade antioxidante com o radical livre DPPH (1,1-difenil-2-picril-
hidrazila) foi realizado utilizando amostras nas concentracdes de 0,01-20 ug mL™.
Preparou-se uma solu¢do de DPPH (40 ug/mL) em agua. Adicionou-se 1,00 mL da
solucdo de DPPH para cada 0,50 mL de amostra. Deixou-se reagir por 30 minutos
antes de se fazer a leitura em espectrofotometro a 517 nm. Fez-se 0 mesmo
procedimento para o branco. O percentual de inibicdo (PI) foi calculado através dos
valores absorbéancias, demonstrado na equacéo (1) (KUMARAN; KARUNAKARAN,
2006). A curva padréao foi preparada com quercetina nas concentracdes de 0,01-20

Mg mL-1

Porcentagem da atividade de inibicédo (%) = [(Ao— A1)/A0]100 (2)

Equacéo utilizada para verificagdo do percentual de inibicdo, onde (PIl) é o
percentual de inibicdo, (A1) corresponde a absorbancia da amostra contendo apenas
DPPH decorridos 30 minutos de reacao e (Ao) corresponde a absorbancia da amostra
contendo DPPH e o extrato decorridos 30 minutos de reacédo. Posteriormente, foi
calculada a concentracao inibitoria média (ICso). Este calculo reflete a quantidade de
antioxidante necessaria para reduzir em 50% o radical DPPH. Assim, quanto maior o
consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua ICso € maior a sua atividade
antioxidante (NEGRI et al., 2009).
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4.3.5 Isolamento das substancias do extrato da graviola

O extrato liofilizado foi fracionado por XAD-2 (Supelco, Bellefonte, PA, EUA)
em cromatografia em coluna (30 cm x 3 cm). O extrato (3,16 g) foi eluido com 0,5 L
de 4gua, seguido por 0,5 L de metanol e eluido com 0,2 L de acetato de etila. Uma
aliguota de 0,89 g da fragdo metandlica foi dissolvida em 50 mL de metanol e
fracionado por cromatografia em Sephadex LH-20 (Amersham Pharmacia Biotech,
Uppsala, Suécia) em cromatografia de coluna (70 cm x 3 cm) a uma taxa de 0,2 mL
min-* e foram coletadas 25 fragGes de 2 mL. As fracdes foram combinadas de acordo
com 0 seu comportamento quimico em cromatografia em camada fina (placas de silica
gel) empregando como eluente (fase superior) acetato de etila:n- propanol:agua
(123:7:70 vivlv). A fracdo 2-4, 6-8 e 11-14 foram purificadas utilizando
polivinilpolipirrolidona (Sigma, St. Louis, MO, EUA) em cromatografia em coluna (10 x
2 cm) eluindo com metanol, resultando na identificagdo dos compostos, 1 (1 mg), 2 e
3 (2 mg), respectivamente. Uma aliquota de 0,54 g da fracdo acetato de etilo, foi
dissolvida em 10 mL de metanol e fracionado por cromatografia em Sephadex LH - 20
(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) em cromatografia de coluna (80 cm
X 2 cm), eluida com metanol, a uma taxa de 0,3 mL min-! e foram coletadas 28 fragcdes
de 5 mL. As fracbes foram combinadas de acordo com 0 seu comportamento quimico
por meio de cromatografia em camada fina (placas de silica gel), utilizando acetato de
etila:metanol (60:40 v/v) como eluente. As fracBes 10-13, 18-19 e 22-25 resultaram no
isolamento dos compostos 4 (2 mg), 5 (2 mg) e 6 (5 mg), respectivamente. A
identificacdo dos compostos foi realizada empregando ressonancia magnética nuclear
1H e 13C (Avance 300 MHz, Brucher, Ettlingen, Alemanha) e espectrometria de
massas (Shimadzu, Kyoto, Japao) e suas estruturas quimicas foram confirmadas pela
comparacdo com dados da literatura (AGRAWAL, 1989; HARBORNE, 1995;
BERRONDO ET AL., 2003).

4.4 Protocolo experimental

4.4.1 Parametros éticos

Todos os procedimentos realizados com o0s animais neste estudo foram

submetidos e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
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Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS) (Protocolo n°682/2015 —
ANEXO A). A pesquisa corresponde a um estudo experimental desenvolvido na sala
de experimentacado do Biotério Central e no Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude
(CCBS), UFMS, em Campo Grande, Mato Grosso do Sul.

4.4.2 Teste de toxicidade aguda

Primeiramente foi realizado o teste de toxicidade aguda com o extrato aquoso
da folha em ratos Wistar albinos da espécie Rattus norvegicus, fémeas, de 8 a 12
semanas, nuliparas e ndo-prenhas, as quais permaneceram por periodo de adaptacdo
de 5 dias, sob as condi¢ées ambientais controladas, sendo temperatura de 22+2°C,
umidade relativa do ar 50-60% e ciclo claro/escuro invertido de 12 horas.

O teste de toxicidade aguda do extrato aquoso da graviola foi baseado na OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development) — Guidelines 425. Para o
teste de toxicidade do extrato aquoso da graviola, os animais foram distribuidos em 2
grupos (n=5): Controle que recebeu salina, e o grupo tratado com extrato aquoso da
Annona muricata Linn na dose 2000 mg/kg (EAG 2000 mg/kg) via oral, pelo método
de gavagem. Apds o tratamento, os animais foram observados nos primeiros 30
minutos, 1h, 2h, 3h, 4h, 6h, 12h, 24h, e periodicamente durante 14 dias (OECD, 2008).

Simultaneamente foi realizado o teste de screening hipocratico (ANEXO B) com
a finalidade de quantificar efeitos do extrato aquoso da folha de graviola sobre o
estado de consciéncia e disposicéo, coordenacdo motora, tbnus muscular, reflexos,
atividade do sistema nervoso central, atividade do sistema nervoso auténomo,
sugerido por Malone e Robichaud (1962). Ainda, alteracdes de peso corporal, ingestéo
hidrica e alimentar, assim como producdo de excretas também foram avaliados
(OECD, 2008).

Ao final dos 14 dias os animais foram submetidos a eutanasia, sendo
inicialmente anestesiados (Ketamina e Xilazina, 75 e 10 mg/kg, respectivamente),
seguido de exsanguinacdo. Os seus 0rgédos (coragao, pulmao, figado, bago, pancreas
e rins) foram retirados, pesados e analisados macroscopicamente para averiguar uma
possivel alteracdo. Ainda, o sangue foi coletado para analises bioquimicas

(aminotransferase de alanina (ALT), aminotransferase de aspartato (AST), creatinina
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e ureia) por meio do kit enzimético Labtest® (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil),
seguindo as instrucdes do fabricante (SILVA et al., 2016).

4.4.3 Composicéo das dietas

Durante o periodo experimental os animais foram alimentados ad libitum com
adgua e dieta para camundongos adultos, segundo o American Institute of Nutrition
(AIN-93M) (Tabela 2) (REEVES; NIELSEN; HFAHEY, 1993).

A racéo hiperlipidica utilizada neste estudo foi baseada na AIN-93M acrescida
de banha em substituicdo de alguns ingredientes, principalmente o amido, com o
objetivo de aumentar o teor calérico da dieta e induzir o ganho de peso e alteracdes
metabdlicas em animais. A composicao da dieta hiperlipidica utilizada neste estudo

foi adaptada do modelo experimental proposto por Lenquiste e colaboradores (2015).

Tabela 2 - Composicao das dietas experimentais (g/kg racao)

Dieta AIN-93M Dieta Hiperlipidica
Ingredientes (g/kg)
Amido 620,692 320,692
Caseina (=285% de proteina) 140,00 140,00
Banha - 320,00
Acucar 100,00 100,00
Oleo de soja 40,00 20,00
Celulose 50,00 50,00
Mix minerais* 35,00 35,00
Mix vitaminas** 10,00 10,00
L-cistina 1,80 1,80
Bitartarato de colina 2,50 2,50
Tertbutil hidrogquinona 0,008 0,008
Energia (Kcal/kg) 3.802,8 5.302,8
Carboidratos (%) 75,81% 31,73%
Proteinas (%) 14,73% 10,56%
Lipideos (%) 9,47% 57,71%
Calorias/g dieta 3,80 5,30

*Vitaminas e **Minerais presentes no mix estdo de acordo com a AIN-93M.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nielsen%20FH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8229312
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nielsen%20FH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8229312
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4.4.4 Delineamento experimental

Para execucédo deste projeto foram utilizados camundongos C57bl/6, machos,
adultos, fornecidos pelo Biotério Central/CCBS/UFMS, mantidos em temperatura em
torno de 22+2°C, umidade relativa do ar em 50-60%, com ciclo claro-escuro de 12
horas.

Inicialmente para inducdo da obesidade os animais foram divididos em dois
grupos homogéneos quanto ao peso, da seguinte forma: grupo SHAM (n=11), tratado
com dieta AIN-93M, e grupo DHL (n=44), com dieta hiperlipidica.

Apos 12 semanas de consumo das dietas citadas anteriormente , 0os animais do
grupo DHL foram divididos em 4 grupos homogéneos quanto ao peso e glicemia de
jejum, da seguinte forma: grupo DHL SALINA (dieta hiperlipidica + salina) (n=11),
grupo EAG 50mg/kg (dieta hiperlipidica + extrato aquoso da folha de graviola - 50
mg/kg) (n=11), grupo EAG 100 mg/kg (dieta hiperlipidica + extrato aquoso da folha de
graviola - 100 mg/kg) (n=11), grupo EAG 150 mg/kg (dieta hiperlipidica + extrato
aguoso da folha de graviola - 150 mg/kg) (n=11). O grupo SHAM também recebeu
salina nesta etapa do estudo (Figura 5).

Ao final do periodo experimental os camundongos foram anestesiados
(Quetamina e xilazina, 75 e 10 mg/kg, respectivamente) e submetidos a eutanasia por
exsanguinacdo por meio de punc¢éo cardiaca apoés jejum de 8 horas. O sangue foi

coletado e o soro foi separado por centrifugacédo para analise bioguimica.

Grupo SHAM Grupo SHAM SALINA
/ n=11 n=11
Camundongos Grupo DHL SALINA
C57BL/6 adultos n=11
n=55
Grupo EAG 50 mg/kg
\ Grupo DHL n=11
n=44
Grupo EAG 100 mg/kg
n=11
Grupo EAG 150 mg/kg
n=11
| | | |
I 1 ' 1
0 12 24

Semanas
Figura 5 - Delineamento experimental
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4.4 Métodos analiticos

4.4.1 Controle do peso corporal

Os camundongos foram pesados semanalmente para observar a evolucdo
ponderal, utilizando balanca digital Luxor® e peso corporal expresso em gramas.

A evolucao do peso corporal dos animais estudados foi acompanhada durante
as semanas de inducdo da obesidade e também no periodo de estudo do efeito do

extrato da graviola.

4.4.2 Avaliacdo da ingestéo alimentar, eficacia alimentar e ganho de peso

O controle da ingestao de dieta foi monitorado 3 vezes na semana, verificando a
quantidade de dieta oferecida aos animais e a quantidade restante, expressa em g/por
animal consumida diariamente. A ingestdo energética, expressa em Kcal/dia, foi
calculada neste estudo pela multiplicacdo da quantidade de dieta ingerida pelo valor
densidade energética de cada dieta.

Foi calculado o coeficiente de eficacia alimentar (CEA), com a finalidade de
determinar quanto um grama de racdo ingerida promove em aumento de peso

corporal, obedecendo a seguinte equacéo (2):

CEA= (PF - PI)ITA )

Onde, PF é peso corporal final em gramas, Pl equivale ao peso corporal inicial
em gramas e TA representa quantidade total de alimento ingerido em gramas (NERY
et al., 2011; SALERNO, 2014).

O célculo do coeficiente de ganho de peso por consumo calérico (CGPCC), foi
realizado com o objetivo de analisar a capacidade do animal em converter energia

alimentar consumida em peso corporal, obedecendo a seguinte equacéo (3):

CGPCC= (PF — Pl)/Kcal ingerida (3)
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Onde, PF representa o peso corporal final em gramas, Pl equivale ao peso
corporal inicial em gramas e Kcal ingerida é o valor cal6rico da dieta ingerida (NERY
et al., 2011; SALERNO, 2014).

A ingestéo alimentar dos animais estudados foi avaliada durante as semanas de
inducéo da obesidade e também no periodo de administragdo do extrato da folha da

graviola.

4.4.3 Avaliacédo da gordura corporal e peso do figado

Apds a eutanasia, o figado e os sitios de gorduras omental, epididimal,
retroperitoneal, perirrenal, e do mesentérico de cada animal foram totalmente
removidos e pesados em balanca semi-analitica (Bel®), para comparagdo entre 0s
grupos estudados. Os valores de peso corporal foram expressos em gramas.

O indice de adiposidade foi calculado como a soma total dos sitios de tecido
adiposo branco visceral (g) dividido pelo peso corporal final do animal x 100 e foi

expresso em percentual de adiposidade (WHITE et al., 2016).

4.4.4 Histologia do tecido adiposo epididimal, figado e pancreas

Apés a retirada e pesagem do figado e tecido adiposo epididimal, fragmentos
destes 6rgdos e o pancreas foram fixados em solucdo de formalina a 10% por 24
horas e depois mantidos em alcool 70% até o processamento histoldgico. Apds a
fixacdo, os espécimes foram desidratados em baterias de &lcool e xilol, incluidos em
parafina, cortados em micrétomo com espessura de 5 um cada e corados por
hematoxilina-eosina (TEIXEIRA et al., 2006; MORAIS, 2013).

A analise histologica do figado e do pancreas foi realizada por patologista com
experiéncia na area. Para as analises do efeito do tratamento nos hepatdécitos utilizou-
se o sistema de Kleiner (2005), onde avaliou-se o grau de esteatose (< 5%, 5 a 33%,
34 a 66%, > 66%), esteatose microvesicular (ausente ou presente), inflamacao lobular
(Ausente, < 1 foco/campo, 2-4 focos/campo ou > 4 focos/campo), balonizacao
(ausente, poucas células ou muitas células), hialino de Mallory (ausente ou presente),
nacleo glicogenado (nenhum/raros ou alguns) e apoptose (ausente ou presente). Na

avaliacao da arquitetura do pancreas avaliou-se alteracdes nas llhotas de Langerhans
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(sem alteracdo, atrofia discreta, atrofia, hipertrofia discreta e hipertrofia), acinos
pancreaticos (sem alteracdo, necrose/atrofia), e inflamacgéo pela presenca de células
inflamatorias internamente (insulite) e na periferia (perinsulite) das ilhotas de
langerhans (PASINI, 2012; WANG et al., 2014; CHANDRAN et al., 2016).

Para a analise da area dos adipécitos do tecido adiposo epididimal, inicialmente
foi realizada a captura de imagens utilizando o sistema de camera digital LEICA DFC
495 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany,), integrado ao microscopio LEICA DM
5500B (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany,) com aumento de 20x. As imagens
foram analisadas com auxilio do software LEICA Application Suite versdo 4.0 (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany,) e a média da area de 100 adipOcitos por amostra
foi determinada (PEREIRA et al., 2012).

4.4.5 Determinacdo dos lipideos totais, colesterol total e triglicerideos hepaticos

Os lipideos totais hepéticos foram extraidos com o uso de solventes organicos
de acordo com o método de Folch e colaboradores (1957). Inicialmente 50 mg de
tecido hepatico macerado foram homogeneizados em tubos de vidro tampado com
1900 pL de solucao cloroférmio: metanol (2:1) por 3 minutos. Apés a homogeneizacéo
foram adicionados 400 pL de metanol, jato forte, e os tubos foram centrifugados a
3000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi entdo transferido para tubos limpos
previamente pesados. A seguir foram acrescentados 800 pL de cloroférmio e 640 pL
de NaCl 0,73%, jato forte e realizada homogeneizacéo lenta. A seguir as amostras
foram novamente centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm. A fase superior foi
desprezada e a parede interior de cada tubo foi lavada 3 vezes com 600 pL (por vez)
de solucédo de Folch (3% de cloroférmio, 48% de metanol, 47% de agua destilada e
2% de NaCl 0,2%). Em seguida, os tubos foram colocados para secar em estufa a
60°C. A guantidade de lipideos extraida foi calculada por diferenca de peso entre o
tubo apds secagem (com lipideos) e o tubo vazio (antes do experimento).

Para a determinagcdo do colesterol total e triglicerideos hepéticos, os extratos
lipidicos foram suspensos novamente em 500 pL de isopropanol para a determinagao
dos niveis de colesterol total e triglicerideos utilizando o kit enzimatico Labtest®
(Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). A analise foi realizada em tubos de ensaios, onde
foram transferidos 10 yL de soro, adicionados de 1000 pL do reagente utilizado. Para

a determinagé&o do padrao foi substituido 10 uL de amostra por 10 pL do padrao. Apos
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banho maria de 10 minutos a 37°C, a absorbancia foi lida a 505 nm em
espectrofotometro (Biochrom, Libra S60PC) (JASCOLKA, 2010).

4.5 Analises séricas

4.5.1 Perfil glicémico: glicemia de jejum, teste de tolerancia a glicose e

sensibilidade a insulina

O teste oral de tolerancia a glicose foi realizado um dia antes de iniciar o
tratamento com o extrato aquoso de graviola ou salina nos grupos controle e 3 dias
antes da eutanasia dos animais, ap0s 6 horas em jejum. Posteriormente, foi feita a
verificacdo da glicemia de jejum via caudal (tempo 0), com o uso de um glicosimetro
G-Tech® (G-TECH Free, Infopia Co., Ltd Coréia do Sul), os animais receberam
solucéo de D-glicose (Sigma Aldrich, Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brasil), 2 g/kg
de peso corporal, por gavagem. A leitura da glicemia foi realizada nos tempos 15, 30,
60 e 120 minutos apos a aplicacéo da glicose (SANTOS et al., 2008).

O teste de sensibilidade a insulina foi realizado 5 dias antes da eutanasia. Com
0s animais em estado alimentado foi verificada a glicemia (tempo 0). Em seguida, foi
injetado intraperitonealmente 0,75 unidade de insulina (NovoRapid — 100 U/mL, Novo
Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca) por kg de peso do animal. A leitura da glicemia foi
realizada nos tempos 15, 30 e 60 minutos, com auxilio de um glicosimetro G-Tech®
(G-TECH Free, Coréia) (SANTOS et al., 2008).

As concentracdes plasméticas de glicose foram dosadas ao final do periodo
experimental, utilizando o kit enzimatico Labtest® (Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil).
A andlise foi realizada em uma microplaca de 96 pocos, onde foram transferidos 2 uL
de soro em duplicata e adicionados 200 pL do reagente utilizando uma micropipeta
multicanal, inclusive no pogo do branco. Para a determinacao do padrao foi substituido
2 pyL de amostra por 2 yL do padrao. Apos incubacdo de 10 minutos a 37°C, a
absorbancia foi lida a 505 nm, realizada em leitor de ELISA (TP Reader, Thermo Plate,
Brasil).

Para o calculo da concentracéo de glicose (mg/dL) foi utilizada a férmula: (Média

da absorbancia da amostra/média da absorbancia do padréo) x 100.
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4.5.2 Perfil lipidico: triglicerideos, colesterol total e fracdes e indice aterogénico

As concentracfes plasmaticas de triglicerideos, colesterol total e colesterol HDL
foram dosados ao final do periodo experimental, utilizando o kit enziméatico Labtest®,
(Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). Para as andlises de colesterol total e triglicerideo
foram realizados os mesmos procedimentos descritos para a analise das
concentracfes plasmaticas de glicose. Para o calculo da concentracdo de colesterol
total e triglicerideos (mg/dL) foi utilizada a formula: (Média da absorbancia da
amostra/média da absorbancia do padrao) x 200.

Para a dosagem de colesterol-HDL é necessério a precipitacéo das lipoproteinas
de muita baixa e de baixa densidade, realizada por meio de centrifugacdo, assim o
colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade, ou seja, colesterol-HDL é
determinado no sobrenadante. Apés a centrifugacao, a dosagem de colesterol-HDL é
realizada utilizando o reagente para determinacdo do colesterol total seguindo
procedimento semelhante as demais analises bioquimicas citadas. Para o calculo da
concentracdo de colesterol-HDL (mg/dL) foi utilizada a formula: (Média da absorbancia
da amostra/média da absorbancia do padréo) x 40.

As concentracdes de Colesterol VLDL e LDL (mg/dL) foram calculadas utilizando
as seguintes formulas: Colesterol VLDL = Triglicérides / 5, e para Colesterol LDL =
Colesterol Total - (HDL + VLDL).

A determinacdo do indice aterogénico foi calculada entre o colesterol total e o
colesterol-HDL (FLORENCE et al., 2014).

4.6 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média *+ erro padrdo da média. Para
comparacao multipla de resultados paramétricos foi utilizado ANOVA seguido de pos
teste Tukey e, para comparagcao de dois grupos, teste t de Student. O teste do qui-
quadrado foi utilizado para avaliagdo da associacdo em analises histologicas. O nivel
de significancia adotado foi p<0,05. Para a realizacdo da analise estatistica foi
utilizado o software Jandel SigmaStat, versdo 3.5 (Systal software, Inc., USA) e o

SigmaPlot, versao 12.5 (Systat Software Inc., USA)
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5 RESULTADOS

5.1 Composicdo quimica do extrato aquoso da folha da graviola: Atividade
antioxidante, compostos fendlicos, flavonoides totais, taninos, isolamento e

identificacdo de compostos

Os resultados obtidos da avaliagdo do potencial de inibicdo de DPPH (expresso
como ICso), flavonoides totais, fendis totais e taninos (mg/g) do extrato aquoso das

folhas de graviola estdo demonstrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Quantificacdo de flavonoides (mg/g), fendis totais (mg/g), taninos (mg/g) e
atividade antioxidante (DPPH) do extrato aquoso das folhas da graviola, coletadas em
junho/2015, em Campo Grande — MS

Extrato aquoso das folhas de graviola (Annona muricata Linn) Valores

Flavonoides totais 92,07+1,8 mg/g
Fenois totais 156,37+1,2 mg/g
Taninos 42,99+0,6 mg/g
Atividade antioxidante-1Csg 12+0,1 pg.mL?

Os valores representam a média * erro padrdo da média

No extrato aquoso das folhas da graviola foram isolados e identificados 6
compostos: (1) kaempferol-3-O-a-l-ramnopiranosideo (1 mg), (2) quercetina 3-O-
rutinosideo (2 mg), (3) kaempferol 3-O-rutinosideo (2 mg), (4) pB-sitosterol-3-O-B-D-
glicopiranosideo (2 mg), (5) luteolina (2 mg) e (6) quercetina (5 mg), respectivamente.
A confirmacao de suas estruturas quimicas foi realizada pela comparacdo com dados

da literatura.

5.2 Teste de Toxicidade Aguda

O extrato aquoso das folhas da graviola foi submetido ao teste de toxicidade
aguda, administrado via gavagem na concentracao de 2000 mg/kg em ratos Wistar
fémeas. Os resultados (APENDICE B) evidenciaram n&o haver sinais de toxicidade
sistémica, ndo ocasionando alteragbes no peso corporal, consumo de agua, ingestdo

alimentar, excrecdo de urina e fezes. Ainda, nenhuma alteragédo no teste Screening



61

Hipocréatico (APENDICE A) foi observada, como alteracdo motora e/ou sensorial,
neurolégica, assim como nao houve morte de nenhum animal.

A pesagem do figado, baco, pancreas, pulmdes, coracdo e rins nao
apresentaram diferenca significante entre os grupos, bem como alteracdes
macroscopicas nos 6rgaos dos animais ndo foram encontradas.

Resultados das analises bioquimicas (ALT, AST, creatinina e ureia — APENDICE
B) ndo demostraram alteracfes relacionadas a disfuncao organica ou toxicologica.

Portanto, presume-se que a DLso (dose letal 50% - dose que mata 50% dos

animais) do extrato aquoso da graviola seja superior a 2000 mg/kg de peso corporal.

5.3 Efeitos do extrato aguoso da folha da graviola sobre o peso corporal e

ingestao alimentar

Durante a inducdo da obesidade, os animais do grupo DHL ndo apresentaram
diferenca significativa do peso corporal inicial quando comparados aos animais do
grupo controle (p=0,971). No entanto, a evolucdo do peso semanal dos animais
evidenciou um maior ganho de peso corporal no grupo DHL, com manutencéo da
diferenca significativa a partir da 42 semana (p=0,005) até a 122 semana quando
comparado ao grupo controle (p<0,001). Os dados séo apresentados na Gréfico 1A e
na Tabela 4.

Os animais dos grupos tratados com dieta hiperlipidica, DHL SALINA (p=0,022),
EAG 50 mg/kg (p=0,029), EAG 100 mg/kg (p=0,033) e EAG 150 mg/kg (p=0,044)
iniciaram o tratamento na 122 semana com diferenca significativa de peso corporal em
relacdo ao grupo SHAM SALINA. No entanto, esta diferenca ndo se manteve durante
todo o tratamento, chegando ao final da 242 semana com o peso corporal
estatisticamente semelhantes entre os grupos. Os dados sédo apresentados na Gréfico
1B e na Tabela 5.

Ainda, é importante destacar que no inicio do tratamento (122 semana) néo havia
diferenca significativa de peso corporal entre os grupos DHL SALINA, EAG 50 mg/kg,
EAG 100 mg/kg e EAG 150 mg/kg (p=0,995).

Ao final do periodo experimental, foi calculado o ganho de peso, pela diferenca
entre o peso corporal final e inicial dos animais. Os grupos EAG 50 mg/kg e EAG 100
mg/kg apresentaram perda de peso em comparagdo aos outros grupos, como

apresentado na Tabela 5, sendo que, o grupo EAG 50 mg/kg apresentou diferenca
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estatistica em relagédo ao grupo SHAM SALINA (p=0,034), enquanto o grupo EAG 100
mg/kg teve perda de peso corporal significativa em comparacdo ao SHAM SALINA
(p=0,003) e DHL SALINA (p=0,034).

Dessa forma, o tratamento com EAG na dose de 100 mg/kg pode reduzir peso
corporal em animais obesos alimentados com dieta hiperlipidica por um periodo
prolongado.

A ingestdo alimentar foi monitorada semanalmente durante a inducdo a
obesidade e tratamento com extrato. Nota-se que durante o periodo de inducéo, o
grupo SHAM ingeriu quantidade de racdo diaria maior que o grupo DHL (p<0,001).
Entretanto, a ingestao caldrica diéria foi significativamente maior no grupo DHL que
no grupo SHAM (p<0,001), assim como para o0 CEA e CGPCC, como visto na Tabela
4.

Como mostrado na Tabela 5, resultados semelhantes foram observados durante
o periodo de tratamento, onde o grupo SHAM SALINA apresentou maior ingestao
alimentar diaria (gramas) que os grupos DHL SALINA (p<0,001), EAG 50 mg/kg
(p<0,001), EAG 100 mg/kg (p<0,001) e EAG 150 mg/kg (p<0,001). Ainda, a ingestao
caldrica diaria foi significativamente maior nos grupos tratados EAG 50 mg/kg
(p=0,007), EAG 100 mg/kg (p=0,048) e EAG 150 mg/kg (p<0,001) em comparacéo ao
grupo SHAM SALINA. Apesar do maior consumo caldrico destes grupos, nota-se no
Grafico 1B tendéncia a um menor ganho de peso quando comparado ao grupo DHL
SALINA.

Os parametros analisados como o CEA e CGPCC demostram inclinagéo a um
menor acumulo de massa corporal nos animais tratados com EAG em relacdo aos
grupos SHAM SALINA e DHL SALINA. Adicionalmente, o CEA foi significativamente
menor no grupo EAG 100 mg/kg quando comparado ao grupo SHAM SALINA
(p=0,021) e DHL SALINA (p=0,035). Para o parametro CGPCC, o grupo EAG 50
mg/kg apresentou reducdo significante em relacdo ao grupo SHAM SALINA
(p=0,014), assim como, 0 EAG 100 mg/kg em comparacgéo aos grupos SHAM SALINA
(p=0,002) e DHL SALINA (p=0,047) (Tabela 5).
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Tabela 4 - Peso inicial e final, ganho de peso e avaliacao da ingestao alimentar durante
inducao de obesidade

Grupos experimentais

Parametros SHAM DHL
(n=11) (n=44)
Peso inicial (g) 26,55+0,55 26,52+0,28
Peso final (g) 32,91+0,99 37,87+0,60***
Ganho de peso (g) 6,36+0,95 11,34+0,68**
Ingestao alimentar (g/dia) 3,47+0,05 2,73+0,03***
Ingestao alimentar (kcal/dia) 13,18+0,19 14,54+0,16***
CEA 0,0216+0,0031 0,0501+0,0033***
CGPCC 0,0057+0,0008 0,0095+0,0006***

Peso inicial e final, ganho de peso, ingestdo alimentar (g/dia), ingestao alimentar (Kcal/dia),
Coeficiente de eficacia alimentar (CEA) e peso por consumo calérico (CGPCC) de animais
durante inducdo de obesidade (SHAM — dieta padrao e DHL- dieta hiperlipidica) entre a
1la e 12a semana. Os valores representam a média + erro padrdo da média. * p < 0,05,
*p <0,01 e**p<0,001 vs SHAM SALINA. Teste t de Student.
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Tabela 5 - Peso inicial e final, ganho de peso, ingestao alimentar de animais controles e tratados com extrato aquoso das folhas da

graviola
Grupos experimentais
Parametros
SHAM SALINA DHL SALINA EAG 50 EAG 100 EAG 150

Peso inicial (g) 32,89+0,94 38,09+1,42* 37,91+1,09* 37,82+0,91* 37,64+1,43*
Peso final (g) 35,91+1,26 40,27+1,42 37,82+1,05 36,82+1,33 38,27+1,94
Ganho de peso () 3,09+0,60 2,18+0,26 -0,09+0,53* -1,00+1,14*+# 0,64+0,92
Ingestéo alimentar (g/dia) 3,40+0,43 2,62+0,62*** 2,76+0,05*** 2,70+0,98*** 2,83+0,07***
Ingestéo alimentar (Kcal/dia) 12,89+0,16 13,89+0,33 14,65%0,25** 14,30+0,52* 14,99+0,37***
CEA 0,0109+0,0021 0,010+0,00128  -0,0006+0,0023 -0,0036+0,0050**  0,0031+0,0040
CGPCC 0,0029+0,0055 0,0019+0,0002 -0,0001+0,0004* -0,00068+0,0009***  0,0006+0,0008

Peso inicial e final, ganho de peso, ingestao alimentar (g/dia), ingestao alimentar (kcal/dia), Coeficiente de eficacia alimentar (CEA) e peso por consumo calérico
(CGPCC) de animais controles (SHAM SALINA — dieta padrdo com salina, DHL SALINA — dieta hiperlipidica) e tratados com extrato aquoso de folhas de
graviola (EAG) nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg, entre a 132 e 242 semana de estudo. Os valores representam a média + erro padrdo da média. Na mesma
linha, * p < 0,05, * p< 0,01 e *** p < 0,001 vs SHAM SALINA, #p < 0,05 vs DHL SALINA. ANOVA seguido de pos test Tukey.
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Gréfico 1 - Efeito da dieta hiperlipidica e do extrato aquoso da folha de graviola na evolugédo ponderal, em gramas, dos animais avaliados durante
a inducdo de obesidade e posteriormente no tratamento. (A) Peso corporal de animais alimentados com dieta padrdo (SHAM) e dieta hiperlipidica
(DHL) durante inducéo da obesidade por 12 semanas consecutivas (0 — indica peso inicial). (B) Peso de animais controles (SHAM SALINA —
dieta padrdo com salina, DHL SALINA — dieta hiperlipidica) e tratados com extrato aquoso das folhas de graviola (EAG) nas doses de 50, 100 e
150 mg/kg por 12 semanas (no grafico representado de 1la dia de tratamento a 24a semana). Os valores representam a média + erro padréo da
média. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 vs SHAM SALINA. Teste t de Student e ANOVA seguido de pos test Tukey.
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5.4 Efeito do extrato aquoso da folha da graviola sobre o perfil lipidico e

glicémico

5.4.1 Andlises Bioquimicas Séricas

Em relac@o a concentracdo sérica de glicose de jejum (Grafico 2A), nao foi
observado nenhum efeito do extrato aquoso da folha de graviola nas diferentes
doses estudadas (p=0,242), sendo que 0S CinCOS Qrupos apresentaram
concentracfes plasmaticas semelhantes estatisticamente, principalmente entre
0s animais tratados com dieta hiperlipidica, sendo SHAM SALINA (108,45+8,56
mg/dL), DHL SALINA (140,38+10,68 mg/dL), EAG 50 mg/kg (134,28+8,59
mg/dL), EAG 100 mg/kg (139,62 + 7,64 mg/dL) e EAG 150 mg/kg (138,60 + 18,02
mg/dL).

No Grafico 2B e D observa-se que, a oferta diaria do EAG também néo foi
capaz de alterar significantemente a concentracdo sérica de colesterol total e
HDL. Para os valores seéricos de colesterol-HDL nota-se um aumento de sua
concentracdo no grupo tratado com EAG 150 mg/kg (61,57+6,47 mg/dL,) em
relacéo ao grupo SHAM SALINA (54,00+4,63 mg/dL) e, especialmente sobre os
grupos DHL (42,88+5,40 mg/dL), EAG 50 mg/kg (44,85+6,91mg/dL), EAG 100
mg/kg (43,7415,24 mg/dL). Entretanto, ndo houve diferenca significante entre os
grupos (p=0,113).

Verifica-se que o colesterol total sérico foi estatisticamente maior (p=0,018)
nos animais que receberam dieta hiperlipidica e salina, DHL SALINA
(211,24+16,33 mg/dL), em relacdo ao grupo tratado com dieta normolipidica e
salina, SHAM SALINA (153,96+14,46 mg/dL). No entanto, entre oS grupos que
receberam dieta hiperlipidica e o extrato aquoso da folha de graviola ndo houve
diferenca estatistica nas concentracfes de colesterol total dos grupos EAG 50
mg/kg (200,84+8,30 mg/dL), EAG 100 mg/kg (167,85 + 8,22 mg/dL) e EAG 150
mg/kg (174,30 + 13,10 mg/dL,), em comparacao ao grupo DHL SALINA. Apesar
disso, observamos uma reducgéao no percentual do colesterol total nos grupos
tratados com EAG, sendo de 4,92% no EAG 50 mg/kg, 20,54% no EAG 100
mg/kg e de 17,49% no EAG 150 mg/kg, em comparacdo ao grupo DHL SALINA.

No Gréfico 2C verifica-se que a dieta hiperlipidica também é capaz de

aumentar as concentracdes de colesterol-LDL, em relagéo ao grupo alimentado
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com dieta normolipidica, com diferenca estatistica entre os grupos DHL SALINA
(145,90+18,17 mg/dL) e EAG 50 mg/kg (132,48+8,56mg/dL), em relacdo ao
grupo SHAM SALINA (74,24+38,59 mg/dL). Além disso, observa-se que o
tratamento com extrato aquoso das folhas de graviola pode ser eficaz na reducao
plasmatica de colesterol-LDL, estando essa reducdo diretamente associada a
dose administrada, ou seja, quanto maior a dose de extrato aquoso das folhas
de graviola maior serd a redugcdo do colesterol-LDL, como observado neste
estudo EAG 50 mg/kg (132,48+8,56mg/dL), EAG 100 mg/kg (101,02 + 12,37
mg/dL) e EAG 150 mg/kg (91,40 £ 12,98 mg/dL). No grupo EAG 150 mg/kg foi
encontrado diferenga significativa (p=0,038) em relagdo ao grupo DHL SALINA.

O tratamento prolongado com dieta normolipidica, no entanto, rica em
carboidratos, foi capaz de aumentar as concentracdes de triglicerideos para
niveis semelhantes aos grupos tratados com dieta hiperlipidica, sendo DHL
SALINA (114,76%4,27 mg/dL) e EAG 50 mg/kg (117,73+6,27mg/dL) em relagéo
ao grupo SHAM SALINA (128,64+19,92 mg/dL). Entretanto, houve reducgéo
significativa nos grupos tratados com EAG nas doses de 100 mg/kg (p=0,026) e
150 mg/kg (p=0,025) em comparacdo ao grupo SHAM, 106,23+£3,26 mg/dL e
106,23+3,63 mg/dL, respectivamente (Gréfico 2F).

Para o célculo de colesterol-VLDL utiliza-se a concentracdo plasmatica de
triglicerideos. Desta forma, como nos resultados apresentados para
triglicerideos também foi encontrado reducéo significativa de colesterol-VLDL
(Grafico 2E) nos grupos tratados com EAG nas doses de 100 mg/kg (p=0,031) e
150 mg/kg (p=0,030), em comparacdo ao grupo SHAM SALINA (25,73%1,20
mg/dL), DHL SALINA (21,25+0,65 mg/dL) e EAG 50 mg/dL (21,33+0,91 mg/dL),
respectivamente.

Ao calcular o indice aterogénico, para avaliar risco de desenvolvimento de
doenca cardiovascular, o grupo EAG 150 mg/kg (3,07+0,34) apresentou valores
significativamente mais baixos (p=0,025) que o grupo DHL SALINA (6,15+1,15).
Ainda, o grupo DHL apresentou valor significativamente maior em relagcao ao
grupo SHAM SALINA (2,87+0,20) (Gréafico 2G).
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Gréfico 2 - Avaliagdo dos parametros séricos (A) Glicose sanguinea (mg/dL); (B)
Colesterol total (mg/dL); (C) LDL-colesterol (mg/dL); (D) HDL-colesterol (mg/dL); (E)
VLDL-colesterol (mg/dL); (F) Triglicérides (mg/dL) e (G) indice Aterogénico de animais
controles (SHAM SALINA — dieta padrdo com salina, DHL SALINA — dieta hiperlipidica
com salina) e tratados com extrato aquoso das folhas de graviola (EAG) nas doses de
50, 100 e 150 mg/kg entre a 132 e 24? semana de estudo. Os valores representam a
média + erro padrdo da média. *p<0,05, **p<0,01 vs SHAM SALINA; #p<0,05 vs DHL
SALINA. ANOVA seguido de pos test Tukey.
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5.4.2 Teste de Tolerancia oral a Glicose

No teste realizado antes do inicio do tratamento néao foi observado aumento
significante da glicemia de jejum entre os grupos tratados com dieta hiperlipidica
e normolipidica. No entanto, houve um aumento significativo (p<0,05) na glicemia
dos animais no tempo de 15 minutos nos grupos DHL SALINA e EAG 150 mg/kg,
em relacdo ao grupo SHAM SALINA e no tempo de 30 minutos, onde todos os
grupos foram alimentados com dieta hiperlipidica (DHL SALINA, EAG 50 mg/kg,
EAG 100 mg/kg e EAG 150 mg/kg) apresentaram aumento significativo da
glicemia em relagdo ao grupo SHAM SALINA, demonstrado na Tabela 6 e
Gréfico 3A e B. Ainda, ao calcular a area sob a curva do teste de tolerancia oral
a glicose inicial verifica-se aumento significativo (p<0,05) do grupo EAG 150
mg/kg em comparagéo ao grupo SHAM, sendo importante destacar que neste
momento os tratamentos com extrato nas diferentes doses ainda ndo haviam
sido iniciado.

Apos realizar o teste de tolerancia oral a glicose no final do experimento
verifica-se que o0 extrato aquoso da folha de graviola na dose de EAG 150 mg/kg
foi capaz de diminuir significativamente (p<0,05) a glicemia apenas no tempo 15
minutos em relacdo aos grupos SHAM SALINA, DHL SALINA e EAG 50 mg/kg.
Ainda, como apresentado na Tabela 7 quanto maior a dose de extrato, maior a
diminuicdo da glicemia neste tempo, no entanto, n&do houve diferenca
significativa entre EAG 100 mg/kg e EAG 150 mg/kg. Com relacéo a area sob a
curva do teste de tolerancia oral a glicose realizada ao final do tratamento com
EAG, nao houve reducdao significativa, ressaltando-se que nao foi encontrado a
diferenca significativa entre os grupos EAG 150 mg/kg e SHAM SALINA,
observada antes do inicio do tratamento (Gréafico 3B e D).
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Tabela 6 - Resultados ao Teste de Tolerancia Oral a Glicose nos animais avaliados antes do inicio do tratamento de acordo
com o grupo experimental, em cada tempo avaliado

Grupos Tempo (minutos)
experimentais 0 15 30 60 120
SHAM SALINA 211,00+16,25Ba 333,55+32,41Ab 222,91+27,02Bb 203,82+15,41Ba 163,91+12,12Ba
DHL SALINA 213,18+14,33Ca 420,00+19,13Aa 331,09+30,98Ba 251,00+17,74Ca 203,09+17,92Ca

EAG 50 mg/kg
EAG 100 mg/kg
EAG 150 mg/kg

207,27+9,14Ca
192,00+9,92Ca
216,64+13,43Ba

392,36+30,57Aab
402,00+25,55Aab

421,73+18,43Aa

313,91+28,25Ba
331,73+32,35Ba
369,18+36,30Aa

253,27+13,45BCa

246,00+23,07Ca
254,18+15,04Ba

201,64+7,13Ca
188,46+14,42Ca
211,82+16,30Ba

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Letras maiusculas diferentes na linha indicam diferenca significativa
entre os tempos de andlise (pos-teste de Tukey, p<0,05). Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os
grupos experimentais (pos-teste de Tukey, p<0,05). DHL: Dieta hiperlipidica; EAG: Extrato aquoso de folha de graviola.
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Tabela 7 - Resultados referentes ao Teste de Tolerancia Oral a Glicose dos animais avaliados ao final do tratamento, de acordo

com o grupo experimental, em cada tempo avaliado

Tempo (minutos)

Grupo experimental

0 15 30 60 120
SHAM SALINA 187,91+9,93Ba 356,73+22,17Aa 192,00+£19,50Ba 164,55+6,83Ba 148,36+9,94Ba
DHL SALINA 186,46+7,20Ba 348,46+8,31Aa 209,27+17,14Ba 188,91+11,37Ba 163,27+9,71Ba
EAG 50 mg/kg 190,73+9,92Ba 337,82+11,62Aa 191,91+17,69Ba 177,73+10,55Ba 163,73+9,27Ba
EAG 100 mg/kg 182,64+7,27BCa 321,82+14,15Aab 227,64+18,15Ba 189,46+11,23BCa  159,27+10,97Ca
EAG 150 mg/kg 201,73+13,29Ba 280,18+24,10Ab 197,82+14,71Ba 185,64+14,08Ba  160,73+16,46Ba

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Letras maiusculas diferentes na linha indicam diferenca significativa
entre os tempos de andlise (pds-teste de Tukey, p<0,05). Letras minusculas diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os
grupos experimentais (pos-teste de Tukey, p<0,05). DHL: Dieta hiperlipidica; EAG: Extrato aquoso de folha de graviola.



Glicemia (mg/dL)

A
450 -+
400 -
350 A
300 A
250 A
200 +
150 - «=t==SHAM SALINA
~@—DHL SALINA
100 1 EAG 50mg
50 - ==EAG 100mg
0 ==EAG 150mg
0 15 30 60 120
R Tempo (minutos)
© 1400 - *
2 1200 - -
S L
O __ 1000 A
© (:.)J 800 +
S 600 A
9= 400 -
8 200
\< 0 " T T T
SHAM DHL EAG50mg EAG EAG
SALINA  SALINA 100mg  150mg

Grupos experimentais

Glicemia (mg/dL)

72

C
450 -
400 -
350 -
300 -
250 -
200 -
150 - =¢=—SHAM SALINA
100 A «=i=DHL SALINA
EAG 50mg
50 - =>=EAG 100mg
0 ==ie=EAG 150mg
0 15 30 60 120
p) Tempo (minutos)
s 1400 -
2 1200 A
3 1000 + .
© O 800 A =
ol 600 -
(@]
< 400 |
s 200
\E 0 " T T T
SHAM DHL EAG 50mg EAG EAG
SALINA  SALINA 100mg 150mg

Grupos experimentais

Gréfico 3 Avaliacao do perfil glicémico antes e ao final do tratamento com extrato aquoso da folha de graviola (A) Teste de tolerancia oral
aglicose antes do inicio do tratamento (122 semana) de acordo com o grupo experimental em cada tempo avaliado. DHL: Dieta hiperlipidica;
EAG: Extrato aquoso de folha de graviola (B) Gréfico apresentando a area sob a curva (AUC), da glicemia dos animais avaliados antes do
inicio do tratamento (122 semana). *p<0,05, vs SHAM SALINA. ANOVA seguido de pos test Tukey (C) Teste de tolerancia oral a glicose
no final do tratamento (242 semana) de acordo com o grupo experimental em cada tempo avaliado. DHL: Dieta hiperlipidica; EAG: Extrato
aquoso de folha de graviola (D) Grafico apresentando a area sob a curva (AUC) da glicemia dos animais avaliados ao final do tratamento
(242 semana). Os valores representam a meédia * erro padrdo da média. ANOVA.
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5.4.3 Teste de Sensibilidade a Insulina

by

O teste de sensibilidade a insulina foi realizado apenas no final do
tratamento e ndo houve diferenca em relacdo ao tempo apds administracao de
insulina e a area total sob a curva entre os animais que receberam o extrato ou
SALINA durante o periodo experimental (Tabela 8; Grafico 4).

Os resultados de glicemia de jejum, tolerancia a glicose e sensibilidade a
insulina em conjunto demostram apenas um efeito de acéo rapida do extrato
sobre a glicemia no modelo estudado, com melhor resposta em concentragdes

mais elevadas de extrato aquoso da folha da graviola.

Tabela 8 - Resultados referentes ao teste de sensibilidade a insulina nos animais
avaliados neste estudo, ao final do tratamento, de acordo com o grupo

experimental, em cada tempo avaliado

Grupos Tempo (minutos)
experimentais 0 15 30 60
SHAM SALINA 186,91+8,58 96,09+10,58 86,64+4,17 136,73+12,15
DHL SALINA 190,55+8,08 91,55+8,93 83,00+6,49 121,46+11,75
EAG 50 mg/kg 182,73+9,56 82,09+4,83 77,55+2,93 115,46+7,42
EAG 100 mg/kg 201,18+8,76 101,64+5,56 93,00+7,05 125,09+6,92
EAG 150 mg/kg 183,36+14,51 82,18+4,12 76,64+4,73 109,27+7,37
A C C B

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrao da média. Letras mailsculas diferentes
na linha indicam diferenca significativa entre os tempos de analise (pos-teste de Tukey, p<0,05),
independente do grupo experimental (Teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas, Efeito
do grupo: p=0,056; Efeito do tempo: p<0,001; Interacdo entre grupo e tempo: p=0,985). DHL:
Dieta hiperlipidica; EAG: Extrato aquoso de folha de graviola.
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Graéfico 4 — Avaliacao do perfil glicémico ao final do tratamento com extrato aquoso da
folha de graviola (A) Teste de sensibilidade a insulina nos animais avaliados neste
estudo, ao final do tratamento, de acordo com o grupo experimental, em cada tempo
avaliado. Cada simbolo representa a média e a barra o erro padrdo da média. DHL:
Dieta hiperlipidica; EAG: Extrato aquoso de folha de graviola (B) Area sob a curva
(AUC), teste de sensibilidade a insulina nos animais avaliados neste estudo, ao final do
tratamento, de acordo com o grupo experimental. Cada coluna representa a média e a
barra, o erro padrdo da média. ANOVA.
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5.5 Efeito do extrato aquoso da folha da graviola sobre os coxins adiposos

e 0 peso do figado

A avaliagdo de coxins de tecido omental, epididimal, perirrenal,
retroperitoneal e mesentérico foram avaliados ao final do tratamento. O extrato
aguoso da folha da graviola nas doses estudadas nédo foi capaz de reduzir
significativamente a adiposidade visceral nos animais, como mostrado na Tabela
9. No entanto, podemos observar reducdo do peso dos coxins adiposos dos
grupos tratados com extrato de graviola sendo, EAG 50 mg/kg: omental
(22,22%), mesentérico (6,79%), retroperitoneal (8,79%), perirrenal (9,41%); EAG
100 mg/kg: omental (11,11%), epididimal (14,34%), mesentérico (21,36%),
retroperitoneal (31,04%) e EAG 150: mg/kg omental (33,33%), epididimal
(6,17%), mesentérico (6,08%), retroperitoneal (3,16%), perirrenal (22,35%) em
relacdo ao grupo DHL SALINA.

Neste estudo foi observado aumento significante do tecido adiposo
retroperitoneal do grupo DHL SALINA (p=0,031), quando comparado ao grupo
SHAM SALINA.

Do mesmo modo, ndo houve diferengca significativa entre os grupos

estudados e o peso do figado dos animais (Tabela 9).
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Tabela 9 - Efeito do extrato aquoso das folhas de graviola sobre os coxins adiposos, indice de adiposidade e peso do figado

Grupos experimentais

Parametros
SHAM SALINA DHL SALINA EAG 50 EAG 100 EAG 150

Peso omental (g) 0,028+0,009 0,018+0,005 0,014+0,004 0,016+0,004 0,012+0,004
Peso epididimal (g) 1,068+0,127 1,506+0,112 1,543+0,783 1,290+0,149 1,413+0,169
Peso mesentérico (g) 0,496+0,634 0,707+0,092 0,659+0,049 0,556+0,122 0,664+0,136
Peso retroperitoneal (g) 0,360+0,053 0,728+0,087* 0,664+0,053 0,502+0,090 0,705+0,125
Peso perirrenal (g) 0,198+0,039 0,255+0,039 0,231+0,026 0,275+0,061 0,198+0,036
indice de adiposidade (%) 6,080+0,514 10,893+0,481*** 11,620+0,387*** 10,212+0,797*** 10,713+0,779***
Figado (g) 1,225+0,066 1,236+0,056 1,213+0,030 1,200+0,058 1,185+0,047

Valores representam a média + erro padrdo da média. *p<0,05, **p<0,001 vs SHAM SALINA. ANOVA seguido de pos test Tukey.
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5.6 Efeitos do extrato aquoso da folha da graviola sobre o lipideos totais,

triglicerideos e colesterol total hepatico.

A ingestdo de extrato por 12 semanas nao foi capaz de reduzir
significativamente (p=0,742) no figado o acimulo ectopico de lipideos totais nos
grupos estudados: SHAM SALINA (27,70£3,56 mg/dL), DHL SALINA
(29,71+2,80 mg/dL), EAG 50 mg/kg (26,08+1,81 mg/dL), EAG 100 mg/kg
(21,77+2,08 mg/dL) e EAG 150 mg/kg (26,02+3,62 mg/dL) (Grafico 5A). Também
ndo foi observado diferenca significante (p=0,316) no colesterol total hepético
dos grupos SHAM SALINA (0,027+0,002 mg/dL), DHL SALINA (0,028+0,050
mg/dL), EAG 50 mg/kg (0,026+0,006 mg/dL), EAG 100 mg/kg (0,033+0,004
mg/dL) e EAG 150 mg/kg (0,032+0,004 mg/dL) (Gréafico 5C).

Ainda, o extrato ndo diminuiu os triglicerideos hepaticos (p=0,068) de
camundongos dos grupos SHAM SALINA (258,40+32,24 mg/dL), DHL SALINA
(453,45+52,22 mg/dL), EAG 50 mg/kg (237,09+27,93 mg/dL), EAG 100 mg/kg
(301,18+69,81 mg/dL) e EAG 150 mg/kg (311,08 +72,72 mg/dL) (Gréfico 5B).
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Gréfico 5 — Avaliacdo do acumulo ectépico de lipideos, triglicerideos e colesterol total
hepatico (A) Lipideos hepaticos (mg/g); (B) Triglicerideos hepaticos (mg/dL); (C)
Colesterol total hepético (mg/dL) de animais controles (SHAM SALINA — dieta padréo
com salina, DHL SALINA — dieta hiperlipidica com salina) e tratados com extrato aquoso
das folhas de graviola (EAG) nas doses de 50, 100 e 150 mg/kg entre a 132 e 242
semana de estudo. Os valores representam a média + erro padrdo da média. ANOVA.
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5.7 Efeitos do extrato aquoso da folha da graviola sobre a analise

histologica do figado, pancreas e tecido adiposo epididimal

5.7.1 Pancreas

A andlise histolégica do pancreas ndo evidenciou diferencas entre os
grupos, quando os acinos pancredticos, llhota de Langerhans e inflamacao
foram observados (Tabela 10 e Figura 6). No entanto, nota-se uma tendéncia a
reducgéo da atrofia/necrose nos animais tratados com extrato aquoso da folha da
graviola, principalmente no grupo EAG 100 mg/kg.

5.7.2 Figado

A quantificagéo da esteatose, esteatose microvesicular, inflamacéao lobular,
balonizacdo, Hialino de Mallory, apoptose e nucleo glicogenado esta
representada na Tabela 11. A analise hepéatica mostrou que o tratamento com
extrato aquoso da folha da graviola ndo alterou significativamente as variaveis
analisadas em relacdo ao acumulo de gordura hepética e lesdes dos hepatdcitos
gue caracterizam a EHNA. No entanto, a balonizacao foi mais frequente no grupo
DHL SALINA, em relacdo aos grupos que receberam extrato nas diferentes
concentracdes estudadas, alimentados também com dieta hiperlipidica, ou seja,
0 extrato parece ser capaz de proteger os hepatdcitos de alteracdes morfoldgicas
devido a disturbios metabolicos.

Ainda, a esteatose hepatica foi igualmente frequente nos grupos (DHL
SALINA, EAG 50mg/kg, EAG 100mg/kg e EAG 150mg/kg) que receberam dieta
hiperlipidica, em relagdo ao grupo SHAM, alimentado com dieta normolipidica,

no entanto, rica em carboidratos (Tabela 11 e Figura 6).

5.7.3 Tecido adiposo epididimal

Em relagdo aos adipdcitos, observamos em nosso estudo que houve um

aumento significativo da area dos adipdcitos do tecido adiposo epididimal no
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grupo DHL SALINA (6675,10+736,87 um?), quando comparado aos grupos
SHAM SALINA (4062,45+376,77 um?), EAG 100 mg/kg (4682,52+476,91 um?) e
EAG 150 mg/kg (4410,536+426,735 pm?). Ndo houve reducédo significativa do
tecido adiposo visceral no grupo EAG 50 mg/kg (5133,61+435,06 pm?),
demonstrado na Figura 7.

Tabela 10 - Resultados referentes as alteragbes observadas no pancreas dos

animais, em cada um dos grupos experimentais

Grupos experimentais

Variavel SHAM DHL EAG 50 EAG 100 EAG 150
SALINA SALINA mg/kg mg/kg mg/kg
(n=11) (n=11) (n=11) (n=10) (n=11)

Alteragfes no pancreas
Ilhota de Langerhans (p=0,291)

Sem alteragao 36,4 (4) 45,5 (5) 72,7 (8) 80,0 (8) 54,5 (6)
Atrofia discreta 9,1(1) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 9,1(1)
Atrofia 18,2 (2) 36,4 (4) 9,1 (1) 0,0 (0) 0,0 (0)
Hipertrofia discreta 18,2 (2) 9,1(1) 0,0 (0) 20,0 (2) 27,3 (3)
Hipertrofia 18,2 (2) 9,1 (1) 18,2 (2) 0,0 (0) 9,1 (1)
Acinos pancreéticos (p=0,400)
Sem alteracdo 81,8 (9) 72,7(8) 90,9 (10) 100,0 (10) 90,9 (10)
Necrose/Atrofia 18,2 (2) 27,3 (3) 9,1 (1) 0,0 (0) 9,1 (1)
Células inflamatoérias (p=0,458)
Sem alteracdo 90,9 (10) 81,8(9) 90,9 (10) 100,0 (10) 100,0 (11)
Insulite 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Perinsulite 9,1 (1) 18,2 (2) 9,1(1) 0,0 (0) 0,0 (0)

Os dados estdo apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta). Valor de p no
teste do qui-quadrado.
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Tabela 11 - Resultados referentes as alteragcdes observadas no figado dos

animais, em cada um dos grupos experimentais

Grupos experimentais

Variavel SHAM DHL EAG50 EAG100 EAG 150
SALINA SALINA mg/kg mg/kg mg/kg
(n=11) (n=11) (n=11) (n=10) (n=11)

Alteracdes no figado
Esteatose (p=0,881)

< 5% 54,5 (6) 36,4 (4) 54,5 (6) 60,0 (6) 54,5 (6)

5 a 33% 36,4 (4) 36,4 (4) 36,4 (4) 10,0 (1) 36,4 (4)

34 a 66% 9,1 (1) 18,2 (2) 9,1 (1) 20,0 (2) 9,1 (1)

> 66% 0,0 (0) 9,1 (1) 0,0 (0) 10,0 (1) 0,0 (0)
Esteatose microvesicular (p=0,501)

Ausente 45,5 (5) 18,2 (2) 54,5 (6) 40,0 (4) 36,4 (4)

Presente 54,5 (6) 81,8 (9) 45,5 (5) 60,0 (6) 63,6 (7)
Inflamacéao lobular (p=0,919)

Ausente 63,6 (7) 72,7 (8) 81,8 (9) 70,0 (7) 72,7 (8)

< 1 foco/campo 36,4 (4) 27,3 (3) 18,2 (2) 30,0 (3) 27,3 (3)

2-4 focos/campo 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)

> 4 focos/campo 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Balonizagao (p=0,192)

Ausente 72,7 (8) 36,4 (4) 81,8 (9) 70,0 (7) 72,7 (8)

Poucas células 27,3 (3) 63,6 (7) 18,2 (2) 30,0 (3) 27,3 (3)

Muitas células 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Hialino de Mallory (p=0,408)

Ausente 100,0 (11) 100,0 (11) 100,0 (11) 100,0 (10) 90,9 (10)

Presente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 9,1 (1)
Apoptose

Ausente 100,0 (11) 100,0 (11) 100,0(11) 100,0(10) 100,0 (11)

Presente 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0)
Nucleo glicogenado (p=0,408)

Nenhum/raros 100,0 (11) 100,0(11) 100,0(11) 100,0(10) 90,9 (10)

Alguns 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 0,0 (0) 9,1 (1)

Os dados estédo apresentados em frequéncia relativa (frequéncia absoluta). Valor de p
no teste do qui-quadrado.
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Pancreas

SHAM SALINA

DHL SALINA

EAG 50 mg/kg

EAG 100 mg/kg

EAG 150 mg/kg

5
.

Figura 6 - Andlise histolégica do figado e do pancreas dos grupos corados com
hematoxilina-eosina. Aumento de 20x e escala da barra: 100 pum.
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Area do adip écito (pm?

SHAM DHL EAG50 EAG EAG
SALINA SALINA 100 150

Figura 7 - Andlise histologica do tecido adiposo epididimal corado com hematoxilina-
eosina. Aumento de 20x e escala da barra: 100 um. (A) grupo SHAM SALINA; (B) grupo
DHL SALINA; (C) grupo EAG 50 mg/kg; (D) grupo EAG 100 mg/kg; (E) grupo EAG 150
mg/kg; e (F) area do adipdcito (um?) dos grupos estudados. Os valores representam a
média * erro padrdo da média. # p < 0,05 vs DHL SALINA. ANOVA seguido de pos test
Tukey.
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6 DISCUSSAO

O estilo de vida e dieta pouco saudavel induzem alteracbes metabdlicas
em humanos bem conhecidas, como a obesidade, DCNT e SM. Assim,
pesquisas relacionadas ao conhecimento de fisiopatologia, progressao e
tratamento de obesidade e suas comorbidades sédo importantes para reduzir sua
prevaléncia entre criancas, adolescentes, adultos e idosos em todo o mundo
(PANCHAL; BROWN, 2011; KAKIMOTO; KOWALTOWSKI, 2016).

Os roedores tém sido utilizados por muitos anos como modelos
experimentais de doencas metabodlicas humanas, tais como a obesidade e SM.
Panchal e Brown (2011), em um estudo de revisdo descreveram que, em um
modelo dietético constituido de alto teor de gordura, o aumento do peso corporal
é significativo apds 2 semanas de tratamento e apds 4 semanas de inducéo este
modelo apresenta fenétipos de obesidade. No entanto, os autores ressaltam que
a inducdo em longo prazo leva ao desenvolvimento de comorbidades
relacionadas a obesidade como hiperglicemia moderada e intolerancia a glicose.

Em nosso estudo, oferecemos a camundongos C57BL/6 uma dieta com
58% de lipidios durante 12 semanas para induzir a obesidade. Apds este
periodo, nossos resultados demostram aumento significativo do peso do grupo
DHL em relacdo ao grupo SHAM (Tabela 4 e Grafico 1A). O ganho de peso no
grupo DHL é condizente com a maior ingestao calérica, evidenciado pelo CEA e
CGPCC, demonstrado na Tabela 4.

Ao final do periodo experimental do nosso estudo, verificamos aumento
significativo do colesterol total e LDL e do indice aterogénico do grupo DHL em
relacéo ao grupo controle.

Hoffler e colaboradores (2009) avaliaram o impacto do envelhecimento em
camundongos obesos tratados com dieta hiperlipidica (60% do contetdo
energético sob forma de gordura) por 30 semanas, até os mesmos completarem
40 semanas de vida. Ao final do estudo os autores demostraram que o efeito da
idade exacerbou os efeitos do consumo de uma dieta rica em gordura, 0s quais

desenvolveram ao decorrer das semanas estudadas aumento do peso corporal


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S221323171630009X
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S221323171630009X
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoffler%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19669948
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e colesterol, aumento dos niveis séricos de insulina, esteatose hepatica com
evolucdo a esteatohepatite e lesédo hepatica, lesdes renais e diabetes tipo Il.

ApOs comprovar que obtivemos um modelo obeso que reflete o
desenvolvimento da obesidade em humanos (Gréfico 1B e Tabela 5),
fundamentado em estudos encontrados na literatura, onde o efeito da dieta nas
alteracdes metabdlicas esta relacionado a idade do animal, tempo de tratamento
e tipo de dieta utilizada, nosso préximo objetivo foi estudar no modelo dietético
desenvolvido o efeito do extrato da folha da graviola (Annona muricata Linn) na
obesidade e suas alteracdes metabdlicas.

A escolha da Annona muricata Linn em nosso estudo fundamentou-se no
fato de que esta planta é utlizada popularmente para reducdo de peso,
tratamento da obesidade e suas comorbidades, no entanto, ndo ha base
cientifica suficiente para recomendar esta planta ao uso humano (CERCATO et
al., 2015).

Estudos indicam que duzentos e doze compostos bioativos ja foram
identificados na Annona muricata Linn. Sendo que, os compostos fendlicos sdo
considerados os principais fitoquimicos responséaveis pela atividade antioxidante
da Annona muricata Linn. George e colaboradores (2014) em seu estudo
identificaram elevada concentracdo de taninos, média concentracdo de
flavonoides e saponinas ausentes no extrato aquoso da folha de graviola
coletadas na india em outubro de 2010. Ainda, a concentracido de compostos
fenolicos encontrados foi de 06,9+0,08; 08,4+0,09, 10,3+0,06; 14,0+0,09 e
19,1+0,14 ug equivalente de acido galico nas seguintes concentracfes de
extrato 25, 50, 100, 200 e 400 pg. No entanto, Gavamukulya e colaboradores
(2014) identificaram baixa concentracdo de flavonoides, elevada concentragdo
de taninos, alcaloides, fenois, saponinas e fitoesterois no extrato aquoso da folha
de graviola coletadas na Africa em agosto de 2013. Os compostos fendlicos
totais no extrato aquoso foram de 683,69+0,09 ug/mL equivalente de acido gélico
e a atividade antioxidante avaliada nas concentrac¢des 0, 250, 500, 750, 1000 e
1250 pg/mL de extrato foi de ICso 0,9077 mg/mL.

Port’s e colaboradores (2013) avaliaram a infusdo de folhas de graviola

coletadas na regido amazonica brasileira no més de julho de 2009, janeiro e julho
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de 2010 e ndo encontraram diferenca significante nas concentracdes de fendis
totais 36,01+0,60 (julho de 2009); 32,06+0,14 (janeiro de 2010); 29,77+0,36 mg
(julho de 2010) equivalente de acido gélico por grama de folha de graviola seca
e na capacidade antioxidante- 1Cso 426,85+27,97 (julho de 2009), 210,73+15,17
(janeiro de 2010) e 322,91£13,53 pg/mL (julho de 2010) nos diferentes periodos
avaliados. No entanto, a concentracao total de flavonoides foi menor na amostra
coletada no més de julho de 2010 (4,32+0,19 mg de equivalente de catequina
por grama de folha de graviola seca) em comparacdo ao més de julho de 2009
(5,24+0,47) e semelhante ao més de janeiro de 2010 (5,68+0,97).

Gobbo-Neto e Lopes (2007) apds um estudo de revisdo descrevem que as
variacbes sazonais, ritmo circadiano, temperatura, disponibilidade hidrica,
radiacdo ultravioleta, nutrientes, altitude, poluicdo atmosférica, ataque de
patégenos, idade e o desenvolvimento da planta podem afetar as concentracdes
de praticamente todas as classes de metabdlitos secundarios, como &cidos
fendlicos, flavonoides, cumarinas, saponinas, alcaloides, taninos entre outros.
Assim, as diferentes concentracdes de flavonoides totais, fendis totais, taninos,
capacidade antioxidante (ICso) das folhas da graviola (infusédo ou extrato aquoso)
encontradas na literatura e em nosso estudo (Tabela 3) podem estar
relacionadas a varios fatores.

Ainda, alguns estudos como de Nawwar e col (2012), Moghadamtousi e
col. (2015) e Coria-Téllez e col. (2016) apresentam compostos bioquimicos
identificados nas folhas de Annona muricata Linn, como o &cido galico,
epicatequina, quercetina 3-O-glucoside, e campferol. Entre os identificados
também em nosso estudo estdo o kaempferol-3-O-a-I-ramnopiranosideo,
quercetina 3-O-rutinosideo, kaempferol 3-O-rutinosideo, B-sitosterol-3-O-B-D-
glicopiranosideo, luteolina e quercetina.

O kaempferol-3-O-a-l-ramnopiranosideo também encontrado na literatura
como Afziina (PUBCHEM, 2017) ou ainda como kaempferol-3-O-
ramnopiranosideo. Este ultimo identificado em extrato etandlico aquoso da folha
da graviola por Nawwar e colaboradores (2012).

Kim e colaboradores (2016) demostraram em seu estudo que 0s compostos

guercetina 3-O-rutinosideo e Kaempferol 3-O-rutinosideo isolados da folha da


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20GT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28096884
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graviola podem estimular o sistema imunoldgico pela ativagdo da via MAPK
Ainda, Rodrigues e colaboradores (2012) relatam em seu estudo que o0s
compostos quercetina 3-O-rutinosideo e Kaempferol 3-O-rutinosideo sé&o
conhecidos pelas suas propriedades antioxidantes e gastroprotetora.

Os compostos luteolina e a quercitina também identificados neste estudo
podem reduzir o colesterol no sangue através da inibicdo da absorcao intestinal
de colesterol mediada (NEKOHASHI et al., 2014). Ainda, Hoek-van Den Hil e
colaboradores (2013) verificaram que a quercetina elevou a oxidagao de lipidio
hepético e reduziu niveis de lipideos circulantes em camundongos.

Plantas medicinais eficientes na perda de peso apresentam dentre seus
constituintes quimicos, compostos fendlicos, entre eles os flavonoides que
modulam o metabolismo lipidico e aumentam a taxa de metabolismo basal
através da modulacdo da LHS, acetil-coA carboxilase, carnitina aciltransferase e
PPARs (RUPASINGHE et al., 2016).

Testes de toxicidade aguda e subaguda utilizando extrato aquoso das
folnas da graviola encontrados na literatura corroboram com os resultados
apresentados. Florence e colaboradores (2014) demostraram em seu estudo
apos a administracao de dose Unica 2000mg/kg e 5000 mg/kg de extrato aquoso
das folhas da graviola em ratos que este nao foi capaz de induzir modificacdes
no comportamento dos animais, mortalidade ou alteracdes macroscoépicas
visiveis em 6rgaos apos eutanasia dos animais no 14° dia, concluindo que a DLso
do extrato estudado deve ser superior a 5000 mg/kg. No teste de toxicidade
subaguda estes autores dividiram ratos fémeas em grupos e administraram
doses 200, 400 e 800 mg/kg de extrato aguoso das folhas da graviola por
gavagem e no final das 4 semanas de observagao nao foi identificado sinais de
toxicidade, como morte de animais e alteracdo ponderal significativa.

A obtencédo da matéria prima para o preparo do extrato aquoso da folha da
graviola utilizada no estudo de Florence e colaboradores (2014) foi realizada na
capital de Camardes, em laundé. E a matéria prima utilizada neste estudo foi
coletada na cidade de Campo Grande, Brasil. A utilizacdo de matéria prima
coletada em regides distintas pode impactar na disponibilidade e producéao de

metabdlitos secundarios das plantas conforme descrito no estudo de Gobbo-
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Neto e Lopes (2007) e justificam a realizacdo do teste de toxicidade neste
estudo.

Na literatura, sob nosso conhecimento, até o presente momento este € o
primeiro estudo que avaliou os efeitos do extrato da folha da graviola (Annona
muricata Linn) na obesidade e suas alteracbes metabolicas em modelo
experimental de obesidade induzido por dieta hiperlipidica.

Souza (2010) demonstrou em um estudo os efeitos do cha de folhas de
graviola e do seu componente [(-sitosterol em ratos alimentados com dieta
hipercaldrica apos 42 dias de tratamento. Em seus resultados, tanto o cha de
folhas de graviola, quanto o B-sitosterol diminuiram a glicemia de jejum nos
tempos 60, 90 e 120 minutos no teste oral de tolerancia a glicose, diminuiram os
niveis de colesterol total, colesterol-LDL, e aumentaram as concentracdes de
colesterol-HDL. Entretanto, ndo foi observado nenhum efeito sobre o colesterol-
VLDL e triglicerideos.

Florence e colaboradores (2014) avaliaram em seu estudo os efeitos
antidiabético e antioxidante do extrato aguoso da folha da graviola (EAG) nas
concentracbes de 100 mg/kg e 200 mg/kg em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina. Nos resultados, o tratamento com EAG na concentracao de
100 mg/kg apresentou melhores respostas em relacédo a reducédo dos niveis de
glicose no sangue em 75% em uma Unica administracao do extrato, reducéo na
ingestdo de alimentos em 45,43% e reducao dos niveis séricos de triglicérides
(52,95%), colesterol total (31,51%) e colesterol LDL (81,22%). Ainda, esta dose
de EAG foi capaz de reduzir significativamente a glicemia dos animais apos 14
dias de tratamento, quando comparado com a glicemia inicial e ao grupo controle
diabético.

Neste mesmo estudo, verificou-se um aumento de peso significativo
(p<0,001) no grupo tratado com 100 mg/kg de extrato quando comparado ao
grupo controle diabético. Paralelamente, a ingestédo alimentar reduziu 45,43% e
31,34% nos grupos 100 e 200 mg/kg respectivamente, em relagcdo ao grupo
controle diabético (FLORENCE et al., 2014).
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Estes estudos citados representam os modelos experimentais encontrados
na literatura, bem como os resultados promissores do tratamento com a folha da
graviola.

Em nosso estudo, foi observado que o EAG nas doses de 50 mg/kg e 100
mg/kg sustentam a atribuicdo popular da graviola para perda de peso, sendo a
dose de 100 mg/kg eficiente na reducéo de peso em modelo experimental tratado
com dieta hiperlipidica. Apesar da reducao de peso corporal observada, nao foi
verificado reducéo da ingestao caldrica nos grupos tratados com extrato aquoso
da folha de graviola durante o periodo experimental, conforme apresentado na
Tabela 5.

Desse modo, a reducédo de peso neste estudo ndo esta relacionada a uma
menor ingestao caldrica. Ainda, no estudo de Souza (2010) houve um aumento
significativo da oxidacao de lipidios em animais que receberam ch& de graviola
(5,35%£1,63 mg/min), em relacdo ao grupo controle hipercalérico (3,50+0,78
mg/min). A reducao da eficiéncia alimentar encontrada neste estudo no grupo
gue recebeu 100 mg/kg de EAG corrobora com os resultados de Souza (2010).

Souza (2010) apds sete semanas de tratamento ndo observou diferenca
estatistica no peso corporal final, bem como no ganho de peso e indice de Lee
entre 0s grupos que receberam dieta hiperlipidica e tratamento com cha de
graviola ou pB-sitosterol. No entanto, a circunferéncia abdominal (cm) foi
significativamente menor nos animais tratados com cha de graviola.

Ainda que o extrato aquoso da graviola seja capaz de induzir a reducao
significativa de peso no modelo experimental estudado, ndo foi observado
reducao significativa de adiposidade visceral, avaliada ao final do experimento
pelo indice de adiposidade (Tabela 9), no entanto houve reducao do peso de
todos coxins avaliados, sem diferenca significante na comparacdo entre os
grupos. Também foi possivel observar em nosso estudo, diminui¢&o significativa
da area dos adipécitos epididimais nos animais tratados com extrato aquoso da
folha de graviola (Figura 7). Desse modo, a reducdo de peso observada nos
animais atenuou o acumulo de gordura corporal.

O estudo de Wu e colaboradores (2013) apresentou apds 12 semanas de

oferta, que os sucos de mirtilo e amora foram capazes de inibir o acamulo de
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gordura e o ganho de peso corporal em camundongos C57BL/6, sem redugé&o
significativa do peso dos coxins adiposos, como ocorreu em nosso estudo.
Ainda, pode-se acrescentar, que as folhas da graviola sado utilizadas
popularmente como diurético, podendo estar associado a reducdo de peso, no
entanto, ndo ha estudos que comprovem este efeito (TAYLOR, 2005).

Shin e colaboradores (2015) citam que a gordura corporal é redistribuida
do tecido adiposo subcutaneo para o tecido adiposo visceral durante o
envelhecimento, resultando em aumento da adiposidade visceral. Assim,
podemos considerar que, pela idade dos animais ao final deste estudo (35
semanas de vida) este fator pode estar envolvido nos resultados encontrados
em relacdo a adiposidade visceral.

Entre os flavonoides com efeito antiobesidade identificados no extrato
aguoso da graviola citados na literatura e encontrados neste estudo destaca-se
a quercetina e o kaempferol (GARAMBONE; ROSA, 2007; NAWWAR, et al.,
2012). O efeito da quercetina sobre reducéo de peso foi estudada por Henagan
e colaboradores (2014) em camundongos tratados com dieta hiperlipidica e apos
8 semanas, a suplementacdo de 50 pg/dia de quercetina atenuou o ganho de
peso e a adiposidade, no entanto, 600 pg/dia de quercetina aumentou a
adiposidade, sem alterar o peso corporal.

Hoek-Van Den Hil e colaboradores (2013) concluiram em seu estudo que
a quercetina elevou a oxidacdo de lipidio hepatico e reduziu niveis de lipideos
circulantes em camundongos. No entanto, o efeito metabdlico da quercetina na
reducdo de peso e adiposidade em animais foi questionado por Hoek-Van Den
Hil e colaboradores (2015) apos os resultados obtidos de analises de oxidagéo
de lipideos, expressdo de genes do metabolismo lipidico no figado e tecido
adiposo por ndo corresponderem a acéo da quercetina.

Com estes estudos apresentados pode-se questionar a interacao sinérgica
e a concentracdo de componentes quimicos para explicar a eficacia de plantas
medicinais, assim como os efeitos da folha da graviola. Assim, novas pesquisas
sao fundamentais para verificar se o extrato bruto ou parcialmente purificado ou
um Unico composto isolado séo responsaveis pelos efeitos desejaveis na saude
obtidos neste estudo (WILLIAMSON, 2001; YANG et al., 2014).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0889159115004031
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Em relag&o ao perfil lipidico, ndo foi observado nenhum efeito significante
do extrato aquoso sobre o colesterol total e HDL. No entanto, nota-se um
aumento de 30,35% do colesterol HDL no grupo tratado com EAG 150 mg/kg em
relacdo ao grupo DHL SALINA e reducéo de 20,54% da concentracdo de
colesterol total no grupo 100 mg/kg e 17,49% grupo 150 mg/kg em relagéo ao
grupo DHL SALINA. Além disso, observou-se reducdo significativa nas
concentracbes de colesterol-LDL e colesterol-VLDL e diminuicdo dos
triglicerideos, conforme demonstrado no Grafico 2.

Entre os resultados apresentados por Adewole e Ojewole (2009) em seu
estudo observa-se que nao houve diferenca significativa de colesterol total, HDL,
LDL e triglicerideos em animais tratados com dieta padrdo e 100 mg/kg de
extrato aquoso da folha da graviola por 60 dias, em relacdo ao grupo controle.

O EAG foi capaz de reduzir significativamente todas as concentracdes
plasmaticas de lipideos em ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina, em
relacdo ao grupo controle. Entretanto, ndo houve diferenca em relacédo ao grupo
diabético tratado com 10 Ul/kg de insulina (FLORENCE et al., 2014).

Ainda, a reducao do colesterol total observada neste estudo pode estar
relacionada com a presenca de compostos no extrato em estudo, como citado
anteriormente por Nekohashi e colaboradores (2014) e Hoek-van Den Hil e
colaboradores (2013).

Adewole e Ojewole (2009) relatam que, os mecanismos de acao do extrato
aguoso da graviola no metabolismo n&o estdo totalmente esclarecidos. No
entanto, varios estudos relatam compostos quimicos isolados, como taninos,
flavonoides, saponinas, cumarinas, entre outros constituintes jA mencionados,
sendo 0s responsaveis pelas propriedades hipoglicemiantes, hipolipidémicas,
hipotensoras, anti-inflamatoria, pelas alteragcdes nos tecidos hepaticos, entre
outras propriedades. Ainda, apés um estudo in vitro, Hardoko e colaboradores
(2015) concluiram que os componentes quimicos presentes folha da graviola séo
capazes de inibir a enzima oa-glucosidase através de ligacdes de hidroxilacéo e
assim atenuar a concentragdo plasmatica de glicose.

Os compostos quimicos das plantas medicinais desempenham as suas

funcdes farmacoldgicas e bioquimicas pela regulacdo de enzimas, hormonios,
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receptores, transportadores, entre outros mecanismos envolvidos no
metabolismo, podendo assim reduzir a oxidacdo do LDL, aumentar a
termogénese e o metabolismo lipidico, reduzir a absor¢cao e aumentar a excrecao
de lipideos, inibir enzimas responsaveis pela sintese hepética de colesterol,
reduzir a diferenciacéo de adipdcitos e induzir apoptose em adipécitos maduros
(CICERO; COLLETTI, 2016; RUPASINGHE et al., 2016).

Na homeostase glicémica, as plantas medicinais podem diminuir o
transporte de glicose através do epitélio intestinal, aumentar a liberacdo de
insulina das ilhotas pancreéticas, estimular a sintese, liberacdo e regeneracdo
de células pancreaticas, exercer atividade semelhante a insulina e aumentar a
utilizacao periférica de glicose. Ainda, os antioxidantes sdo eficazes contra
radicais livres doando seus elétrons e diminuindo o estresse oxidativo.
(MAZUMDER; RATHINAVELUSAMY; SASMAL, 2012; PATEL et al., 2012).

O aumento do estresse oxidativo na obesidade estd envolvido em
alteracdes metabdlicas. O tratamento com extrato aquoso de graviola em ratos
diabéticos induzidos por estreptozotocina causou diminuicdo de biomarcadores
de estresse oxidativo, como espécie reativa de oxigénio, glutationa oxidada e
malondialdeido e aumento da glutationa peroxidase, catalase, superéxido
dismutase e da glutationa, protegendo os tecidos dos efeitos destrutivos da
peroxidacao lipidica e do estresse oxidativo (ADEWOLE; OJEWOLE 2009;
MARREIRO, 2013; FLORENCE et al., 2014).

Em nosso estudo, foi observado diminuicdo do indice aterogénico (Gréfico
2G) apdés o tratamento com extrato aquoso da folha da graviola, estando
diretamente relacionado com a diminuicdo do desenvolvimento de doencas
cardiovasculares. Este resultado pode estar associado a uma possivel
diminuicédo de triglicerideos, aumento do colesterol-HDL, diminui¢cdo do estresse
oxidativo e/ou diminuicdo da peroxidagéo lipidica.

Como citado anteriormente, observamos em nosso estudo diminuigéo dos
triglicerideos nos grupos tratados com EAG nas maiores concentracdes (Grafico
2F). No entanto, houve um aumento significativo da concentracdo de
triglicerideos no grupo tratado com dieta AIN-93M, sendo importante destacar

7

que a constituicdo desta dieta é rica em carboidratos e pobre em lipideos
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(REEVES et al., 1993). Este aumento pode estar associado ao tratamento
prolongado com dieta rica em carboidrato de alto indice glicémico e pobre em
fibras. Ainda, sabe-se que dietas ricas em fibras e de baixo indice glicémico
estdo associadas a diminuicdo da resisténcia a insulina, menor resposta
insulinémica pos-prandial, melhora da fungéo das células B pancreatica em longo
prazo, modulacdo da expressdo genética do tecido adiposo, da apoptose,
estresse metabdlico e inflamatorio (LANKINEN et al., 2010; WOLEVER et al.,
2013).

Wolever e colaboradores (2013) relatam reducéo da glicose e triglicerideos
pés-prandial em individuos que consumiram 40% versus 60% de carboidrato na
dieta e ainda sugerem que mudancas no consumo de carboidratos e fibras
modificam o metabolismo de carboidratos e lipidios a longo prazo, sendo de 6 a
12 meses o periodo de adaptacéao.

Coulston e colaboradores (1989) demostraram aumento das
concentracfes plasmaticas e urinaria de glicose e aumento da insulina ao longo
do dia em pacientes que receberam dietas com 60% de carboidratos. Ainda,
apos 6 semanas de estudo observaram aumento significativo das concentracfes
de triglicerideos e colesterol-VLDL, enquanto que as concentracdes de
colesterol-LDL e colesterol-HDL diminuiram consideravelmente. Estes
resultados corroboram com o estudo de Garg e colaboradores (1994).

Ao observar a glicemia de jejum no teste de tolerancia oral a glicose (Tabela
6) antes do inicio do tratamento com extrato aquoso com folha de graviola nota-
se que nao ha diferenca entre os grupos alimentados com dieta hiperlipidica e
controle. Ainda, foi observado neste estudo valores semelhantes de glicose em
jejum no teste de tolerancia oral a glicose realizado ao final do tratamento entre
0s grupos estudados (Tabela 7). Hoffler e colaboradores (2009) relatam que os
niveis séricos de insulina foram 4 vezes mais elevados em animais com 30 e 40
semanas de idade alimentados com dieta hiperlipidica. Assim, um possivel
aumento na secrecao de insulina pelo pancreas pode estar relacionado aos
resultados encontrados, ja que os animais ao final do estudo estavam com 35

semanas de vida.
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Estudos como de Adewole e col (2009), Adeyemi e col (2009), Ahalya e col
(2014) e Florence e col (2014) demostraram reducdo significativa da
concentracdo da glicose plasmatica apds o tratamento com extrato de graviola
em animais diabéticos induzidos por estreptozotocina ou aloxano
monohidratado.

Em nosso estudo, o extrato aquoso da folha da graviola nédo foi eficaz em
reduzir significativamente a concentracdo da glicose plasmatica (Grafico 2A)
assim como, no teste de sensibilidade (Tabela 8 e Gréafico 4) e area sob a curva
dainsulina. Sabe-se que a adiposidade visceral desempenha um papel relevante
no desenvolvimento e manutencédo da resisténcia a insulina, relacionado com
uma inflamacao sistémica crénica. No entanto, os mecanismos especificos pelos
quais a adiposidade visceral se torna fundamental no desenvolvimento da
resisténcia a insulina ndo estdo totalmente esclarecidos (SHIN et al., 2015;
CRUJEIRAS et al., 2016). Desse modo, os resultados encontrados no teste de
sensibilidade a insulina nos animais estudados, podem estar relacionados a
adiposidade visceral verificada nos coxins adiposos (Tabela 9).

No teste de tolerancia oral a glicose (Tabela 7 e Grafico 3) houve reducao
dos niveis da glicemia no tempo de 15 minutos apds a administracdo da glicose
e esta resposta glicémica parece estar diretamente relacionada com a
concentracdo de extrato utilizado, ou seja, quanto maior a concentracdo do
extrato menor o “pico glicémico”. Ainda, ao calcularmos a area sob a curva ao
final do experimento, observamos resultados muito proximos entre 0s grupos
estudados.

Assim, os resultados encontrados em nosso estudo questionam o efeito do
extrato da graviola na resisténcia a insulina e diabetes mellitus relacionados a
uma alimentacao inadequada e sedentarismo. No entanto, 0  impacto
observado do extrato aquoso no “pico da glicose” do teste de tolerancia oral a
glicose (Tabela 7 e Gréfico 3), resultando em menor flutuacdo da glicemia,
parece reduzir a disfuncdo endotelial e consequentemente 0 risco
cardiovascular. Evidéncias mostram que, uma maior flutuagéo da glicemia induz
a disfungédo endotelial por meio de estresse oxidativo, devido ao aumento dos
radicais livres (CERIELLO et al., 2008).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1931524416301074
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Neste modelo experimental o extrato aquoso das folhas da graviola nas
doses estudadas nao foi suficiente para evitar o acumulo de gordura hepatica e
lesbes dos hepatocitos (Tabela 11), assim como no pancreas (Tabela 10). No
entanto, a balonizacdo dos hepatdcitos foi menos frequente nos animais que
receberam o tratamento com o extrato, assim como a necrose/atrofia dos acinos
pancreaticos.

Ainda, o extrato nas diferentes doses nao foi capaz de reduzir o acumulo
ectdpico gordura, avaliado pelos lipideos totais e triglicerideos hepaticos. Estes
resultados corroboram com as andlises histologicas do figado (Gréfico 5).

Hoffler e colaboradores (2009) relatam que todos os animais alimentados
com dieta hiperlipidica desenvolveram esteatose hepatica com subsequente
esteatohepatite apdés 30 semanas vida e lesdo dos hepatdcitos apds 40
semanas. Assim, o tratamento com extrato aquoso da folha da graviola em nosso
estudo nao foi capaz evitar esta condicdo, no entanto, parece proteger o0s
hepatdcitos de alteracdes morfoldgicas, podendo estar relacionado a diminuicao
do estresse oxidativo.

Outro estudo (FLORENCE et al., 2014) apresentou resultado onde, o
extrato aquoso da Annona muricata Linn foi capaz de proteger células-§
pancreaticas e, consequentemente, melhorar o metabolismo da glicose, o que

nao foi visualizado em nossos resultados.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que o extrato aquoso
da graviola pode ajudar a combater a obesidade e suas alteracdes metabdlicas.

Apés avaliar as concentragfes de compostos bioativos no extrato aquoso
da folha da graviola elaborado e comparar com resultados encontrados na
literatura, verificou-se uma variacdo na concentracdo destes componentes,
podendo estar associada a fatores ambientais e condi¢cdes de desenvolvimento
da planta. No entanto, os compostos isolados neste estudo sdo semelhantes aos
relatados na literatura. Ainda, apos teste de toxicidade aguda o modelo estudado
ndo apresentou nenhuma alteracdo neuroldgica, comportamental ou
mortalidade.

Em relacdo ao efeito do EAG na obesidade e suas comorbidades conclui-
se que as doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg sustentam a atribuicdo popular da
graviola para reducdo de peso corporal. No entanto, essa reducdo nao esta
relacionada a uma menor ingestdo caldrica. Além disso, o EAG foi capaz de
atenuar o acumulo de gordura corporal, diminuir concentracdes plasmaticas de
colesterol-LDL, colesterol-VLDL, triglicerideos e o indice aterogénico, estando
relacionado com a diminuic&o do risco cardiovascular. Ainda, em nosso modelo
experimental, os efeitos benéficos do extrato aquoso da graviola no diabetes
mellitus ndo puderam ser suportados. No entanto, a maior concentracdo do
extrato estudado foi capaz de diminuir a flutuagdo da glicemia, estando
relacionada a diminuicéo do risco cardiovascular.

Os resultados observados neste estudo sdo importantes para esclarecer,
principalmente para a populacao, os efeitos desta planta medicinal e ainda para
incorporar novos agentes com propriedades farmacologicas capazes de
controlar a obesidade e suas comorbidades. No entanto, mais estudos séo
necessarios para esclarecer os mecanismos de acdo envolvidos nos resultados
encontrados, bem como realizar isolamento e identificar as fracbes e/ou
compostos do extrato que poderiam ser responsaveis pelos beneficios e ainda
verificar se concentracdes acima da dose de 150 mg/kg do extrato aquoso das
folhas de graviola podem ser eficazes na reducédo da glicemia neste modelo

experimental.
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ANEXO A — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO SUL-
UFMS



Servico Pablico Federal
Ministério da Educagao

Fundagao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Comissao de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFMS

CERTIFITCADD

1§

Certificamos que o projeto intitulado “Efeitos do extrato aquoso de

folhas da graviola (Annoma muricata Linn) em camundongos com sindrome

metabélica”, Protocolo n® 682/2015 sob a responsabilidade de Karine de Cassia

Freitas Gielow - que envolve a utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata,

subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os

preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, Decreto n° 6.899, de 15 de

julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentagao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO

USO DE ANIMAIS/CEUA da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul/lUFMS,

em reuniao ordinaria do dia 26 de maio de 2015.

Vigéncia do Projeto

01/08/2015 a 01/03/2017

Espécie/Linhage
Raca

m ou | Mus musculus | C57 BL/6
Rattus norvegicus | Wistar

Numeros de Animais | 60

10

Peso/ldade 20 - 40g/12 semanas
12 semanas

Sexo Macho
Fémea

Origem (fornecedor) | Biotério Central/CCBS/UFMS

,%dxw,a/ B

Maria Aratjo Teixeira

Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 27 de maio de 2015.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA
http://www.propp.ufms.br/ceua

ceua.2000@gmail.com
fone (67) 3345-7186
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APENDICE A - TESTE HIPOCRATICO: TOXICIDADE DE DROGAS POR
ANALISE COMPORTAMENTAL
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Exemplo
Droga: EAG Dose: 420 mg volume da gavagem: 1 mL Hora da gavagem:.11:00h
Data:22/02/2016 Caixa: 04  Animal:1 Peso: 210.g Data de
nascimento:12/12/2015
Sintomas Normal Tempo
0 Om Oh|20h|[30h|{40h|6,0h

Aparéncia Normal

N

4

Frénico vocal

Irritabilidade

Resposta ao toque

Aperto da Cauda

Contor¢éo

Trem posterior

Endireitamento

Toénus muscular

Forca de agarrar

Ataxia

Reflexo auricular

Reflexo corneal

Tremores

Convulsdes

Estimulagbes

Straub

Hipnose

Anestesia

Lacrimacéo

Ptose

Miccdo

HOOCOIO|IO|O|H~O|O|~MO|RA(AMO|IO|A (MO |IO|~

HOO|IOC|IO|O|~O|O|~AMO|R~AMO|IO|A(AMO|IOI~W

OO ICO|IO|O|H~O|O|~ PO~ MO|IO|A(AMO|O|A|F

AIOIOIOICO|IO|H~ OO~ IO|IA(MPMO|IO|~ R~ O|O

OO |ICO|IO|O|H~O|O|~PHO|M P MO|IO|AMO|IO|~ W

OO ICIO|O|H~O|O|~MO|M A MO|IO|A(MO|IOIA~ >

AIOIOIOIOC|IO|H~OCIO|~MPMO|IA(MPMO|IOIA OO~

Piloerecao

Defecacéo

IS

IS

N

D

N

IN

D

Hipotermia

Respiragéo

4

4

Cianose

O~ O|~|O|~|OO|0O|IC|IO|R~ OO~ OIA~(MPdO|IO|~|~O|O

0

0

0

4
0

0

0

4
0

Morte

0

0

0

0

0

0

0

Notas:

- Teste com anotacao normal “0”, a intensidade do efeito varia na escala de 1 a 4.
- Teste com anotacdo normal “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando
ocorrer diminuigcdo, 4 quando igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.

Fonte: Adaptado (MALONE; ROBICHAUD, 1962)
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APENCIDE B — RESULTADOS DO TESTE DE TOXICIDADE AGUDA
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A B C
o 22
230 5 ga w &0
— =] =]
2229 i S 19 2% |~
8210 (7 T T % 8 18 E 40
g il T T T 11 g 17 i
200 T 1 E 16 = 30
8 J' T L1111 = 15 5
o 190 - g 1 < 20
il
& 180 0 £ 10 — —
470 | ——CONTROLE ———EAG 2000 mgikg =] 12 ———CONTROLE ~ ==—EAG 2000 mg/kg & o CONTROLE EAG 2000 mghg
= 10 =
12 3 45 6 7 8 91011121314 1 2 2 458678 9 1011121314 12 3 45 67 8 91011121314
Dias Dias Dias
D E
10,00 160,00
140,00
=] 8,00 120,00
*E:- 6,00 100,00
S5 80,00
o 4,00 60,00
[V
& 200 :g'gg
0.00 me wme Bl ss =E s® 0
FIGADO PANCREAS BACO  PULMAD CORAGAD RIMD RIME ALT (UIL) AST (UL)  UREIA (mg/dL) CREATININA

= CONTROLE m EAG 2000 matkg

(mgfdL)
mCONTROLE = EAG 2000 mg'kg

Gréfico — Teste de toxicidade aguda (A) Peso Corporal (g); (B) Ingestao alimentar (g/dia); (C) Ingestéo hidrica (g/dia); (D) Peso de 6rgéos (g); (E)
Analises bioquimicas séricas de animais controles e tratados com extrato aquoso das folhas de graviola (EAG) na dose de 2000 mg/kg por 14 dias.
Os valores representam a média + erro padrdo da média. * p < 0,05 vs SHAM CONTROLE. Teste t de Student.



