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RESUMO

7z

A obesidade é uma condi¢do inflamatéria crbnica, de baixa intensidade,
envolvida no desenvolvimento de diversas comorbidades. Estudos tém
demonstrado que substancias bioativas presentes em plantas sdo capazes de
modular a inflamacdo observada na obesidade e melhorar as comorbidades
associadas ao excesso de adiposidade. Assim, nosso grupo vem estudando
varias espécies nativas do Brasil visando verificar suas potencialidades no
tratamento da obesidade e alteragbes metabdlicas associadas. O objetivo
desse estudo foi avaliar se os frutos de Xylopia aromatica eram capazes de
tratar a obesidade e modular a disfuncdo metabdlica e inflamatoéria observada
nos animais alimentados com dieta HC. Os frutos foram secos, moidos e as
substancias quimicas extraidas a frio até a exaustdo, com solucéo
hidroalcoolica a 95%. O extrato bruto foi obtido ap0s a evaporacao do solvente.
Apos oito semanas de consumo de dieta HC, ou controle foi realizado TTOG e
TSI. Depois de confirmada as alteracdes, os testes foram repetidos apds quatro
semanas de consumo de dieta HC, acrescentando o extrato bruto nas
concentracfes de 50, 100 e 200 mg/kg de PC. Os animais alimentados com
dieta HC apresentaram maior adiposidade e adipocitos hipertrofiados, menor
tolerancia oral a glicose e sensibilidade a insulina, maior indice HOMA-IR e
menor indice HOMA- , maiores concentragcées de TNF- , IL-6 no figado e de
TNF- , IL-6 e IL-10 tecido adiposo, em relacdo aos animais alimentados com
dieta controle. Apds a adicdo do extrato na dieta, foi observada melhora na
tolerancia oral a glicose em todos 0s grupos que receberam o extrato. O grupo
que recebeu o extrato na maior dose também apresentou melhora na
sensibilidade a insulina. Os valores de leucocitos totais e os valores de células
mononucleadas estavam menores nos animais que receberam o extrato, assim
como a concentracao de citocinas de perfil inflamatério (TNF- , IL-6) no figado.
O tratamento com X. aromatica melhorou a tolerancia oral a glicose e a
sensibilidade a insulina, assim como a inflamacgéo sistémica e no figado dos

animais alimentados com dieta HC.

Palavras chaves: Obesidade; resisténcia a insulina; Xylopia aromatica



ABSTRACT

Obesity is associated with a chronic low-grade inflammation involved in the
development of various comorbidities. Studies have shown that bioactive
substances in plants could modulate inflammation and improve health problems
associated with the excess of adiposity. Thus, our group has studied native
species from Brazil to check their potential in treating obesity and related
metabolic disorders. The objective of this study was to evaluate whether the
fruits of X. aromatica were able to treat obesity and modulate inflammatory and
metabolic dysfunction observed in animals fed diet HC. The fruits were cold-
extracted until exhaustion with 95% water-alcohol solution. The extract tested
was obtained after solvent evaporation. A test was performed to evaluate OGT
and IS in mice after eight weeks of consumption of HC diet, or control. After
confirmed the changes, the tests were repeated after four weeks of
consumption of HC diet, adding the extract of the fruit at concentrations of 50,
100 and 200 mg/BW. Animals fed diet HC had higher values of adiposity and
adipocyte hypertrophy, lower oral glucose tolerance and insulin sensitivity,
higher HOMA-IR and lower HOMA- , higher concentrations of TNF- and IL-6
in the liver and also higher values of TNF- , IL-6 and IL-10 in the adipose
tissue, compared to the animals fed with control diet. After the addition of the
extract in the diet was observed improvement in oral glucose tolerance in all
groups that received the extract. The group that received the extract at the
highest dose also showed improvement in insulin sensitivity. The values of total
leukocytes and mononuclear cell values were lower in animals supplemented
with the extract, as well as the concentration of inflammatory cytokine profile
(TNF- , IL-6) in the liver. Treatment with X. aromatica improved oral glucose
tolerance and insulin sensitivity, as well as systemic inflammation in the liver

compared to the animals animals fed with HC diet.

Keywords: Obesity, insulin resistance, Xylopia aromatica



1. INTRODUCAO

A obesidade aumentou de forma alarmante nos ultimos anos, principalmente
nos paises do ocidente (WHO, 2010). Essa situagdo é preocupante visto que a
obesidade esta relacionada ao desenvolvimento de diversas alteragbes
metabdlicas, incluindo dislipidemia, resisténcia a insulina, diabetes tipo Il e
hipertensdo (WELLEN & HOTAMISLIGIL, 2003; HOTAMISLIGIL, 2006). Tais
enfermidades atualmente sdo um problema de salde publica que assumiu
proporcdes epidémicas nos paises do ocidente (ADA, 2004). Além disso,
representam as maiores causas de morbidade e mortalidade nas sociedades
atuais (POWELL, 2007; WELLEN & HOTAMISLIGIL, 2003).

As principais causas da obesidade sdo o sedentarismo e 0 CONSUMO excessivo
de alimentos com alta densidade calorica e de baixa qualidade nutricional. O
balanco energético positivo, assim como o tipo de dieta ingerida, rica em
carboidratos simples ou lipidios saturados favorece a hipertrofia e hiperplasia
dos adipdcitos, com consequente aumento da secrecdo de adipocinas,
citocinas e quimiocinas, incluindo o fator de necrose tumoral alfa (TNF- ), e a
interlucina 6 (IL-6) (GREENBERG & OBIN, 2006; MOKDAD et al., 2003;
WELLEN & HOTAMISLIGIL, 2003; HOTAMISLIGIL et al., 1993). O aumento da
secrecdo dessas proteinas de perfil pro-inflamatoério caracteriza a obesidade
como um estado inflamatério crénico, de baixa intensidade, relacionado com o
desenvolvimento de varias comorbidades, incluindo a resisténcia a insulina,
diabetes tipo Il e alteragOes cardiovasculares (LUMENG & SALTIEL, 2011;
LUCA & OLEFSKY, 2008; LAHOZA & MOSTAZAA, 2007; WANG et al., 2004).

Estudos observacionais e ensaios clinicos indicam que a dieta desempenha
importante papel na reducdo do risco dessas doengas. Sugere-se que a
adocdo de habitos saudaveis, com aumento do consumo de alimentos de
origem vegetal, ricos em nutrientes e substancias bioativas, e a reducdo da

ingestao de alimentos ricos em gordura saturada e de elevado indice glicémico,



promove a melhoria do estado inflamatorio (BRESSAN et al., 2009; GERALDO
& ALFENAS, 2008).

Vérias pesquisas ja identificaram nutrientes e substancias bioativas, presentes
principalmente em alimentos vegetais, que atuam em alvos fisioldgicos
especificos, interferindo nos processos patogénicos de inUmeras doencgas
(BASTOS et al., 2009). Os efeitos benéficos das substancias bioativas nas
alteracdes metabdlicas associadas a obesidade, inclusive das especiarias,
também vem sendo avaliados. A atividade terapéutica observada tem sido
atribuida principalmente as substancias fendlicas e alcaloides presentes nestes
alimentos (WOO et al., 2007; LAMPE, 2003).

Existe hoje um grande interesse na utilizacdo de alimentos funcionais,
nutracéuticos ou fitoterapicos como auxiliares no tratamento da obesidade e
doencas metabolicas associadas. Porém, muitas plantas medicinais
popularmente utilizadas para tratamento da obesidade e diabetes ainda néao
possuem estudos em laboratdrio, que comprovem o0s seus beneficios
(SHARPE et al., 2006; WESTERTERP-PLATENGA et al., 2006). Além disto,
embora o Brasil seja detentor de uma vasta biodiversidade, grande parte das
plantas validadas hoje e recomendadas para uso como fitoterapico, ndo sao
espécies nativas do Brasil. A raridade de espécies brasileiras que possuem
estudos conclusivos reforca a necessidade da recuperagdo e avaliacdo das
plantas nativas que s&o muito pouco conhecidas e estudadas (BRANDAO et
al., 2009). Nosso grupo vem se empenhando em recuperar informacdes sobre
o uso tradicional dessas espécies, visando promover seu melhor
aproveitamento. Entre as espécies levantadas esta a Xylopia aromatica (Lam.)

Mart., da familia Annonaceae.

A Xylopia aromatica (Lam.) Mart. (pimenta-de-macaco) € um fruto nativo do
cerrado mineiro e utilizado como condimento (SILVA & ROCHA, 1981). Véarios
constituintes quimicos, incluindo 6leos essenciais, alcaloides, flavonoides e
acidos graxos insaturados (BOUBA et al., 2010; SILVA et al., 2009; ANDRADE
et al., 2004; STASCHENKO et al., 2004; MOREIRA et al., 2003; MARTINS et
al., 1995; SILVA & ROCHA, 1981) de espécies de Xylopia sao relatadas na



literatura, assim como atividade antioxidante, diurética, hopolipidémica e
hipoglicémica (NWOSO et al., 2011; EZEKWESILI et al., 2010; OGBONNIA et
al.,2010; OGBONNIA et al., 2008; SUFFREDINI et al., 2007; SOMOVA et al.,
2001). No entanto, poucos sdo os estudos feitos até o momento com a X.

aromatica.

O presente estudo teve como objetivo geral, avaliar o potencial da espécie X.
aromatica (Lam.) Mart. no tratamento da obesidade e de suas alteracdes

metabdlicas em modelo animal. Os objetivos especificos foram:

Tracar o perfil fitoquimico do extrato bruto e suas fracbes hexanica
(FAHEX), acetato de etila (FACET) e butandlica (FABUT), além dos
Oleos essenciais do fruto (OEXA) por meio de cromatografia de camada
delgada (CCD);

Caracterizar o perfil de acidos graxos e de Oleos volateis presentes no
extrato hexanico do fruto (HEXA) por meio da cromatografia gasosa

acoplada a espetometro de massa (CG/ EM);

Submeter o extrato bruto nas doses de 50, 100 e 200 mg/Kg de peso
corporal (PC) a ensaios in vivo para verificar a efichcia do mesmo no

tratamento da obesidade induzida por dieta.

Avaliar se o tratamento com o extrato bruto da planta interfere na (i)
ingestdo alimentar, (i) no ganho de PC, (iii) no indice de adiposidade,
(iv) na morfologia dos adipdcitos (area), (v) na tolerancia oral a glicose

(vi) e na sensibilidade a insulina;

Avaliar se a adicdo do extrato bruto na dieta HC altera parametros
sorologicos relacionados ao metabolismo dos lipidios (triacilglicerol e

colesterol total) e da glicose (glicemia e insulina de jejum);



Verificar se a adigao do extrato bruto na dieta HC promove alteracdes de
marcadores inflamatérios sistémicos (contagem total de leucdcitos,
mononucleadas e neutrofilos) e local, através da analise nas
concentracbes de citocinas pro-inflamatorias, nos tecidos hepaticos
(TNF- , IL-6) e adiposo epididimal (TNF- , IL-6 e IL-10).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Obesidade

A obesidade € um dos maiores problemas enfrentados na area de saude
publica na atualidade, atingindo paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(HOSSAIN et al., 2007). Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) o excesso de gordura corporal tem aumentado de forma alarmante nos
altimos anos, principalmente nos paises do ocidente. A estimativa para a
obesidade no futuro é preocupante: em 2015, aproximadamente 2,3 bilhdes de
adultos no mundo estardo com excesso de peso e 700 milhdes serdo obesas
(WHO, 2010).

Dados da OMS também mostram valores preocupantes em relacdo a
obesidade no Brasil. No ano de 2002, a prevaléncia de obesidade em homens
e mulheres acima de 15 anos era de 6,9% e 15%, respectivamente. Em 2010,
ou seja, em apenas 8 anos, a prevaléncia de obesidade praticamente dobrou
para 12,4% no sexo masculino e aumentou para 24,5% no sexo feminino
(WHO, 2010).

Outra questado importante € o rdpido aumento da obesidade infantil, observado
nas ultimas décadas. Nos Estados Unidos, a prevaléncia de obesidade infantil
triplicou nos ultimos 30 anos e, no Brasil, estudos mostram situacao
semelhante. Na infancia, o excesso de peso corporal se torna ainda mais
preocupante, uma vez que favorece o surgimento das morbidades associadas
a obesidade, como hipertensao arterial e diabetes, as quais antes acometiam
somente adultos e raramente atingiam a faixa etaria mais jovem (OGDEN et al.,
2010; OLIVEIRA & FISBERG, 2003).

Essa situacdo tem relacdo principalmente com o sedentarismo, favorecido por
mudancas na estrutura de trabalho, assim como avancos tecnoldgicos

(POPKIN, 1999). O aumento do consumo de alimentos de elevada densidade



energeética, ricos em gordura saturada, agucar e sddio também sdo causas do
aumento da obesidade. Junto a isso, observa-se diminuicdo do consumo de
cereais integrais, leguminosas, frutas e vegetais, alimentos fonte de

micronutrientes, fibras e substéancias bioativas (WHO, 2006).

Estudo realizado pela Pesquisa de Orgcamento Familiar (POF, 2008-2009)
avaliou a disponibilidade domiciliar de alimentos e sua evolucdo nas areas
metropolitanas do Brasil, no periodo de 2003 a 2009. A pesquisa revelou que
em todo o pais e em todas as faixas de renda, houve consumo excessivo de
acucar e alimentos industrializados ricos em gordura saturada e sodio na
alimentacdo do brasileiro, além de consumo insuficiente de frutas e hortalicas.
Essas mudancas de habitos favorecem um balanco energético positivo e

consequente ganho de peso corporal (IBGE, 2010).

Atualmente, o aumento da adiposidade tem sido considerado um problema de
saude publica, pois esta normalmente associado as alteracdes metabdlicas e
funcionais prejudiciais a saude, incluindo o desenvolvimento de resisténcia a
insulina, hiperglicemia, diabetes tipo 2, esteatose hepatica, dislipidemias,
aterosclerose, hipertensdo, além de varias outras complicacdes
cardiovasculares (HOTAMISLIGIL, 2006; MOKDAD, 2003). Tais comorbidades
estdo relacionadas a menor expectativa de vida e maior risco de morte
prematura (WHO, 2010).

A relacédo entre a obesidade e o desenvolvimento de doencas e agravos nao
transmissiveis (DANT’s) é conhecida desde a década de 40 (BRAM, 1947,
KELLEY, 1946). Porém, somente nos anos 90, o papel do tecido adiposo no
desenvolvimento da obesidade deixou de ser apenas passivo, com fungéo
quase que exclusiva de estoque e fornecimento de energia. Descobriu-se que o
tecido adiposo secreta varias proteinas denominadas adipocinas e citocinas e
que durante a sua expansao ha uma maior liberacdo de proteinas de perfil pro-
inflamatoério. Assim, um novo conceito sobre a fungdo biologica deste tecido
vem surgindo, consolidando a idéia do tecido adiposo ser um 6rgéo central no
controle do metabolismo (POWELL, 2007; HOTAMISLIGIL et al., 1993).



2.2 Obesidade e inflamacao

A associacdo entre obesidade e inflamacdo cronica de baixa intensidade foi
estabelecida pela primeira vez com o estudo de HOTAMISLIGIL et al. (1993),
quando se demonstrou que a expressao do TNF- , citocina pré-inflamatéria,
estava aumentada em animais obesos. Desde entdo, a obesidade tem sido
associada com o aumento da liberacdo de diversas citocinas, adipocinas e
proteinas de perfil pro e antiinflamatorio, incluindo as interleucinas 6 e 10 (IL-6
e IL-10), a quimiocina ligante da subfamilia CC, nimero 2 (CCL2), a proteina
C-reativa (PCR) e a resistina (INADERA, 2008; HOTAMISLIGIL, 2006; JUGE-
AUBRY et al., 2005; WEISBERG et al., 2003; XU et al., 2003).

A resposta inflamatoria desencadeada pela obesidade tem sido denominada,
mais recentemente, de metainflamacéo. Esta terminologia foi concebida para
diferenciar a inflamacéo relacionada a alteracdes metabdlicas da resposta
inflamatoria classica, induzida por patégenos, trauma ou doengas auto-imune.
A metainflamacdo envolve alguns componentes similares a resposta
inflamatoria classica como aumento na circulacdo sistémica de citocinas
inflamatoria, proteinas de fase aguda, o recrutamento de leucdcitos para
tecidos inflamados, ativagdo de leucécitos no tecido e geracdo de respostas no
tecido reparador, como por exemplo, a fibrose. No entanto, a metainflamacao
tem como fator desencadeante a ingestao excessiva de macronutrientes, e nao
inclui manifestacdes de sinais e sintomas como vermelhidédo, dor e inchaco e
aumento da taxa metabodlica basal, caracteristicas marcantes da resposta
inflamatoria classica. Na inflamacéo associada a obesidade, a expressao de
citocinas ocorre geralmente de forma mais branda, local e crénica, com menor
ativacdo do sistema imune (GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011; LUMENG &
SALTIEL, 2011).

Os adipdcitos sao células encontradas no tecido adiposo. Este tecido é
heterogéneo e composto, ndo apenas por adipdcitos, mas também por células
da fracdo do estroma-vascular, composta de pré-adipdcitos, fibroblastos,
células endoteliais e macréfagos (WEISBERG et al., 2003; XU et al., 2003). Na



fracdo estroma-vascular do tecido adiposo, os macréfagos, células fagocitarias
mononucleares envolvidas nos processos imunolégicos e inflamatdrios,
representam cerca de trés a 10% das células em individuos magros. Porém, na
obesidade, podem representar mais de 40% de todas as células do tecido e
sdo considerados um dos principais responsaveis pela amplificacdo da
resposta inflamatéria (CHAWLA et al., 2011; CURAT et al., 2004; WEISBERG
et al., 2003).

Os macréfagos podem ser estimulados para expressar padrbes distintos de
quimiocinas e citocinas. Nos macrofagos do tecido adiposo de animais magros
predomina a expressdo de genes de caracteristica antiinflamatoria,
caracteristico de macréfagos alternativos do tipo M2. Em contrapartida, animais
obesos apresentam em maior quantidade macréfagos classicos do tipo M1, os
quais possuem aumento na expressdo de TNF- , citocina de perfil pro-
inflamatorio (LUMENG et al., 2007).

Existem varias teorias para explicar as causas do recrutamento de macréfagos
no tecido adiposo e o aumento da resposta inflamatéria na obesidade
(CHAWLA et al., 2011; GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011; HIRAI et al., 2010;
SCHENK et al., 2008). Entre elas pode-se citar: (i) lipotoxicidade, caracterizada
por maiores concentracbes de acidos graxos livres (AGLS) circulantes, (ii)
hipdxia do tecido adiposo, induzida pelo aumento do tamanho dos adipopcitos
com consequente ativacdo do sistema imune, (iii) estresse oxidativo,
relacionado com a elevacdo AGLs e glicose circulantes e (iv) estresse do
reticulo endoplasmatico. Essas alteracdes metabolicas contribuem para o
aumento da producao e secrecdo de TNF- e outras citocinais pro-inflamatorias
com consequente recrutamento de macréfagos para o tecido adiposo (Figura
1). Os macréfagos recrutados e ativados promoverdo recrutamento e ativacao
de novos macréfagos, amplificando o estado inflamatério, relacionado ao

desenvolvimento de diversas patologias.



Figura 1 - Amplificacdo do estado inflamatério not  ecido adiposo, mediado por
macrofagos (adaptado de HIRAI et al., 2010).

As alteracdes metabolicas relacionadas a obesidade sdo mais comuns em
animais e individuos com aumento de tecido adiposo visceral (SHENK et al.,
2008; SONG et al., 2006.) A gordura visceral esta relacionada com o depdsito
de gordura ao redor das visceras da cavidade abdominal. Isso ocorre devido a
maior atividade lipolitica e resisténcia a insulina deste tecido. AGL’s ativam o
fator de transcricdo nuclear NF- B, responséavel pelo aumento da transcricao
de citocinas pro-inflamatoérias que iréo interferir negativamente na cascata de
sinalizacdo da insulina (ROSENBAUM et al., 2001; WAJCHENBERG, 2000).

As adipocinas e as citocinas, produzidas de maneira desregulada pelo tecido
adiposo hipertrofiado, irdo atuar negativamente em diferentes processos
metabdlicos em diferentes 06rgdos e sistemas, influenciando diversos
fenbmenos locais e sistémicos, incluindo a resisténcia a insulina (LUCA &
OLEFSKY, 2008; OLEFSKY, 2008; XU et al., 2003).



2.3 Obesidade e resisténcia a insulina

As elevadas concentragdes de AGLs, IL-6 e TNF- , em resposta a atividade
lipolitica aumentada e hipertrofia dos adipdcitos, interferem negativamente na
sinalizacdo da insulina. Tais alteracbes metabdlicas ativam cascatas de
sinalizacdo envolvendo enzimas com acdo serina quinase, como a Jun N-
terminal quinase (JNK), a proteina quinase C (PKC) e quinase do inibidor do
fator nuclear de transcricdo NF- B (IKK). Estes fatores de transcricao
interferem negativamente na cascata de sinalizacdo da insulina por reduzirem a
fosforilacdo do substrato de insulina-1 (IRS-1) no residuo tirosina, com
consequente reducédo da sintese e da translocacao do transportador de glicose
(GLUT-4) para a membrana celular e menor captacdo de glicose pela insulina
no musculo e tecido adiposo (SCHENK et al., 2008; BAILEY, 2007; HIROSUMI
et al., 2002).

A resposta metabdlica ao excesso de adiposidade causa altera¢cdes também no
figado, com diminuicdo da capacidade da insulina em reduzir a produgédo de
glicose hepatica via supressdo da gliconeogénese e glicogendlise. A néo
inibicdo da producdo hepatica de glicose contribuird para o estado
hiperglicémico presente no individuo obeso, com metainflamacdo (SHENK et
al., 2008; SALTIEL & KAHN, 2001).

A resisténcia a insulina também esta relacionada a concentracdo plasmaticas
das adipocinas adiponectina e resistina. Embora a adiponectina seja
sintetizada em grande quantidade pelo tecido adiposo, as concentracdes
plasmaticas sdo reduzidas com o aumento da adiposidade (LU et al., 2006;
HOTTA et al.,, 2000). Esta adipocina possui perfil antiinflamatorio que atua
aumentando a sensibilidade a insulina no musculo e no figado (MANIGRASSO,
et al., 2006; BLUHER et al., 2005). A resistina € também um hormonio
produzido pelo tecido adiposo, mas possui acdo antagdnica a adiponectina. Ha
forte correlacdo entre a reducdo da concentracdo plasmatica de adiponectina,
aumento da concentracdo de resistina e o desenvolvimento da resisténcia
periférica a acdo da insulina (SHAH et al., 2008; LU et al., 2006; BLUHER et
al., 2005; FANTUZZI et al., 2005).



O desequilibrio entre a liberacédo de citocinas, quimiocinas e adipocinas pelos
adipécitos e macrofagos no tecido adiposo é responsavel pela inflamacéo
induzida pela obesidade e o desenvolvimento de patologias. Assim, alimentos
vegetais, fontes de nutrientes e substancias bioativas, capazes de modular a
resposta inflamatoria sistémica ou localizada em 0Orgdos metabdlicos
especificos como o figado e tecido adiposo, sdo potenciais recursos
terapéuticos para prevencao e reversao das alteracfes metabdlicas associadas
a obesidade (PANCHAL et al.; 2011; CHUANG et al., 2010; CHUNG et al.,
2010; HIRAI et al., 2010; WOO et al., 2007).

Sugere-se que algumas substancias bioativas contidas em alimentos vegetais
podem inibir a ativacdo de fatores de transcricdo relacionados com a resposta
inflamatoria e prevenir a resisténcia a insulina. Substancias ligantes de fatores
nucleares induzem alteracbes conformacionais, ativando ou reprimindo a
transcricdo génica (GOTO et al.,, 2010). NF-kB e JNK sao importantes
moduladores da expressao génica inflamatoéria via TLR4 (tool-like receptor) que
podem ser modulados por constituintes quimicos presentes em vegetais e
prevenir a resisténcia a insulina (HIRAI et al., 2010; SEYMOUR et al., 2009).

O receptor ativado por proliferadores de peroxissomos (PPAR ) representa
também um importante fator de transcricdo, expresso em varios tecidos e
células, incluindo pancreas, figado e rins, sendo encontrado em maior
abundéancia nos adipécitos e macréfagos (DUBUQUOY et al., 2006). O PPAR
possui papel chave na diferenciacdo e maturacdo das células adiposas e na
inibicAo da expressao citocinas como TNF- e IL-6. As tiazolidinedionas
(TZDs), medicamento utilizado no tratamento do diabetes tipo I, atuam como
um ligante sintético de PPAR e apresentam acdo positiva no aumento da
sensibilidade a insulina no figado, musculos e adipdcitos. Entretanto, ao
promoverem a diferenciagdo de adipécitos e o maior estoque de lipidios,
contribuem para o ganho de peso corporal (CASTRILLO & TONTONOZ, 2004;
ARAUJO et al.,, 2000). Em contraste, moduladores seletivos de PPAR
apresentam atividade antidiabética, sem promover o aumento de peso corporal

(ZHANG et al., 2007). Algumas substancias naturais presentes em alimentos



como 0s acidos graxos mono e poliinsaturados presente no 6leo de peixe,
alguns flavonoides, incluindo a quercetina e naringerina, alcaloides, incluindo a
capsaicina, e terpenoides, como o farnesol, geraniol e bixina, tém sidos
descritos como agonistas seletivos de PPAR (CHUANG et al., 2010; CHUNG
et al., 2010; GOTO et al., 2010; HIRAI et al., 2010; DEMBINSKA-KIEC et al.,
2008; JUNG et al., 2006).

2.4 Substancias bioativas presentes em vegetais

Alimentos vegetais sao fontes de macro e micronutrientes e a principal fonte de
substancias quimicas bioativas, das quais o metabolismo humano também é
dependente. Algumas substancias presentes na grande maioria em alimentos
de origem vegetal exercem potente atividade biolégica, j& comprovada por
varios estudos. Tais substancias sdo chamadas de bioativas ou fitoquimicos e
podem desempenhar diversas acbes em beneficio da saude humana
(BADIMOM et al., 2010; XIA & WENG, 2010; BASTOS et al., 2009).

As substancias bioativas sdo provenientes do metabolismo secundario de
plantas as quais, entre outras acoes, utilizam estas substancias para se
defender de microorganismos patogénicos, insetos e para atrair agentes
polinizadores (GARCIA & CARRIL, 2009). As substancias quimicas presentes
nas plantas podem ser divididas em classes quimicas: 0s terpenos
(carotenoides, esteroides, triterpenos livres e 0leos essenciais), as substancias
fendlicas (flavonoides, lignina, acidos organicos e taninos), as substancias
glicosidicas (saponinas, glicosideos cardiotdnicos, glicosideos cianogénicos e
glicosinolatos) e os alcaloides (GARCIA & CARRIL, 2009; SIMOES, 1999). A
associacao entre estrutura quimica e efeitos biolégicos pode ser muitas vezes
estabelecida. A maioria das plantas contém apenas alguns destes constituintes
e, muitas vezes, plantas taxonomicamente relacionadas contém substancias
semelhantes (LAMPE, 2003). O esquema da biossintese das substancias

bioativas esta apresentado a seguir (Figura 2).



Figura 2 - Esquema da biossintese das substancias b  ioativas. Fonte: SAAD et
al., 2009.

A importancia das plantas medicinais que contém estes constituintes na
terapéutica humana é conhecida pelo homem ha milhares de anos. Na antiga
Grécia, as plantas e seu valor terapéutico e téxico ja eram muitos conhecidos.
Hipdcrates (460-377 a.c) reuniu 0os conhecimentos médicos de seu tempo em
um conjunto de tratados, no qual para cada enfermidade descreve um remédio
proveniente de um vegetal e o tratamento correspondente. Naquela época, ja
se acreditava que o tratamento para varias doencas poderia ser feito por meio
da alimentacdo adequada (NOGUEIRA et al., 2009). Atualmente, a importancia
da alimentacédo rica em vegetais esta comprovada por meio de inumeros
estudos em laboratorio. A partir dos resultados destes estudos, a OMS passou
a recomendar o consumo diario de pelo menos 400g de vegetais, incluindo
frutas e verduras, para prevencao de varias doencas cronicas (WHO, 2003).



Estudos tém mostrado, por exemplo, que a ingestdo de alimentos ricos em
substancias bioativas é capaz de reduzir o risco do desenvolvimento de
doencas cardiovasculares, canceres, disturbios metabdlicos, doencas
neurodegenerativas e enfermidades inflamatorias (CARRATU & SANZINI,
2005; CANDIDO & CAMPOS, 2005). Esses alimentos, capazes de produzir
beneficios a saude, além das fungBes basicas nutricionais, sdo denominados
alimentos funcionais (SOUZA et al., 2003).

As terminologias alimentos funcionais, nutracéuticos e fitoterapicos nédo sao
muito claras. Deve-se considerar que os alimentos funcionais devem estar na
forma de alimento comum na dieta, sendo que seus beneficios a saude estao
relacionados a reducao do risco de doencas e manutencdo do bem estar fisico
e mental. Por outro lado, os nutracéuticos sao definidos como “aquele
ingrediente alimentar, aditivo ou produto elaborado a partir de um alimento que
se comercializa na forma de capsula, pé ou outra apresentacédo nao associada
ao alimento, e que apresentem beneficios médicos e de saude, incluindo a
prevencdo e/ou tratamento da doenca” (ALONSO, 2009; HUNGENHOLTZ &
SMID, 2002). Desta forma, os nutracéuticos podem abranger nutrientes
isolados, suplementos dietéticos e fitoterapicos (MORAES & COLLA, 2006;
TAIPINA et al., 2002).

Enquanto os alimentos funcionais e nutracéuticos podem ser também de
origem ndo vegetal, os fitoterapicos sao exclusivamente de fonte vegetais e
feitos a partir de uma planta medicinal. Sdo preparados e utilizados na forma
de extrato, fracdes enriquecidas, tintura, Oleos e outros, sem adicdo de
substancias ativas isoladas. Quando as plantas sdo consumidas na forma de
extratos vegetais, ocorre a concentracao dos principios ativos que podem atuar
de modo sinérgico (ERNST, 2005; SPINELLA, 2002; RATES, 2001).
Independente dos conceitos deve-se considerar que os efeitos benéficos para
a saude relacionados ao consumo de plantas, na forma de alimentos
funcionais, nutracéutico ou fitoterapico, estdo associados ao conteudo das

substancias quimicas presentes.



Vérias sdo as aclOes biologicas exercidas pelas diferentes classes de
substancias bioativas, incluindo atividade quimiopreventiva, antioxidante,
hipolipidémica, antiinflamatdria e antibacteriana (TALHOUK et al., 2007;
PADILHA & PINHEIRO, 2004; LIU et al., 2010). Para o tratamento de diversas
doencas da atualidade relacionadas ao estresse metabdlico, incluindo a
obesidade, merecem atencédo as substancias bioativas com ac¢ao antioxidante e
antiinflamatoria (KUMAR et al., 2011; HIRAI et al., 2010).

A capacidade de algumas substancias naturais em regular a produgcéo de
citocinas e sequestrar radicais livres podem explicar, pelo menos em parte, a
correlacdo entre sua ingestdo com a reducao do risco de doencas (BADIMON
et al.,, 2010; CHUANG et al.,, 2010; CEFALU et al., 2008). Outro possivel
mecanismo para esta correlacdo refere-se a modulacédo génica, que interfere
em diferentes processos intracelulares envolvidos na resposta inflamatéria e na
defesa contra o estresse oxidativo (GOTO et al., 2010; SEYMOUR et al., 2009;
JOYAL, 2004).

As atividades antioxidante e antiinflamatodria de substancias bioativas, incluindo
os flavonoides e os acidos fendlicos, ja foram confirmadas em varios estudos
(CHUANG et al., 2010; LIU et al., 2010; TALHOUK et al., 2007; DEMBINSKA-
KIEC et al., 2008; SOARES et al., 2002). O potencial efeito antiinflamatorio de
alguns Oleos essenciais e alcaloides, incluindo a capsaicina e piperina, na
obesidade e suas complicacdes metabdlicas também vém sendo evidenciado
por alguns autores (CHUEH & LIN, 2012; SOUTO et al., 2011; CHUNG et al.,
2010).

Acidos graxos saturados, monoinsaturados e poliinsaturados, presentes em
quantidades significativas em alguns frutos e sementes, sdo também
importantes moduladores do processo inflamatorio em animais. Sugere-se que
0os &cidos graxos oléico, linoléico e linolénico apresentam potencial efeito
benéfico nas alteracdes metabdlicas associadas a obesidade, quando ingeridos
na proporcdo adequada (BRESSAN et al.,, 2009; GERALDO & ALFENAS,
2008).



2.4.1 Substancias fendlicas: flavonoides e acidos f enolicos

As substancias fendlicas sao originadas do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para o0 seu crescimento e reproducéo. Nas plantas,
os flavonoides desempenham fun¢des importantes, incluindo protecédo contra
raios ultravioleta, inibicdo da acdo de certas enzimas, propriedade antioxidante
e pigmentacdo (GARCIA & CARRIL, 2009; MANACH et al., 2004).

As estruturas dos fendis presentes nos vegetais variam desde estruturas
simples, contendo um anel benzeno, até outras mais complexas como 0s
taninos, cumarinas e flavonoides. Quimicamente, os fendlicos sao definidos
como substancias que possuem anel aromatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos (NACZK & SHAHIDI, 2004; SOARES, 2002).

Os maiores grupos de fendlicos encontrados nos vegetais sao representados
pelos flavonoides e acidos fendlicos. A estrutura quimica dos flavonoides
possui um nucleo caracteristico formado por 15 carbonos (C6-C3-C6) e dois
anéis aromaticos (A e B) unidos por trés carbonos que formam um anel
heterociclico C (Figura 3) (ANGELO & JORGE, 2007).

Figura 3. Estrutura quimica dos flavonoides. A e B, anéis aromaticos; C, anel
heterociclico (Adaptado de ANGELO & JORGE, 2007).

Variacbes em substituicdo do anel C resultam em importantes classes de
flavonoides, como flavonois, flavonas, flavanonas, flavanois (ou catequinas),
isoflavonas e antocianidinas (ANGELO & JORGE, 2007). No grupo das
flavonas encontra-se a quercetina, um dos flavonoides mais encontrados na

dieta rica em vegetais (MINK et al., 2007).



No organismo, os efeitos biologicos dos flavonoides s&o principalmente
atribuidos a sua capacidade antioxidante, conferida pela sua estrutura quimica.
Dentre 0os mecanismos antioxidantes, destaca-se a sua capacidade de
remocgdo de espécies reativas de oxigénio (ERQ'’s), inibicdo da peroxidacdo
lipidica de &acidos graxos insaturados ou de fosfolipidios de membrana,
capacidade de quelar metais de transicdo e de aumentar a acdo de enzimas
antioxidantes, entre outros (ERDEN & KAHRAMAN, 2000; PIETTA, 2000).

E também atribuida aos flavonoides atividade antiinflamatéria, devido a
capacidade destes constituintes em inibirem a ativacdo do fator de transcricéo
NF- B (GARCIA-LAFUENTE et al., 2009). Os efeitos benéficos dos flavonoides
tém sido também estudados em relagdo ao diabetes, através da capacidade
destas substancias em reduzir a absor¢cdo ou melhorar a tolerancia a glicose.
Além disso, os flavondides podem estimular a absorcdo de glicose nos tecidos
periféricos e agir como secretagogos ou miméticos da acéo da insulina. Porém,
0 mecanismo de acdo destas substancias ainda n&o foi completamente
estabelecido (GARCIA-LAFUENTE et al., 2009; CAZAROLLI et al., 2008).

Os acidos fendlicos caracterizam-se por terem um anel benzénico, um
grupamento carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila
na molécula. Eles conferem propriedades antioxidantes para 0s vegetais
(SOARES, 2002). Os acidos fendlicos mais comuns sao os derivados do acido
hidroxicinamico que sdo compostos aromaticos com trés carbonos que formam
uma cadeia lateral (C6—C3), sendo o acido caféico (Figura 4) um dos mais
comuns (BRAVO, 1998; GARAMBONE & ROSA, 2007).



Figura 4 - Estrutura quimica dos acidos hidroxicina micos. Acido caféico: R1 = OH,
R2 = H (Adaptado de ANGELO & JORGE, 2006).

O acido caféico esta presente nos alimentos, principalmente na forma de acido
clorogénico, que é um eéster do acido quinico com o acido caféico. Na
alimentacdo, o café, frutas citricas, berinjela e alcachofra sdo as principais
fontes de &cido clorogénico e estudos epidemiolégicos tém sugerido a
associacdo entre o consumo destes alimentos e a prevencdo de doencas
(GARAMBONE & ROSA, 2007; OLTHOF et al., 2001).

Como é caracteristico de substancias fendlicas, o acido clorogénico apresenta
atividade antioxidante e alguns estudos tém demonstrado potencial efeito
anticarcinogénico, hipolipidémico e no aumento da sensibilidade a insulina
(SOTILLO & HADLEY, 2002; OLTHOF et al., 2001; KASAI et al., 2000).

2.4.2 Derivados terpénicos: 0leos essenciais e sapo  ninas

2.4.2.1 Oleos essenciais

Oleos essenciais ou 6leos volateis sdo definidos como produtos lipossolaveis
obtidos de partes de plantas. Eles sdo os componentes responsaveis pelo
aroma e fragrancia dos vegetais, uma vez que a volatilidade e odor sdo suas

caracteristicas fundamentais (SIMOES et al., 1999).

Estas substancias constituem, na maioria das vezes, de misturas complexas

gue podem ser originados, pela biossintese, a partir do acido mevalbnico por



duas vias biossintéticas distintas: a série terpénica e menos frequentemente,
dos fenilpropandides (SAAD et al., 2009).

Os terpenos sao substancias que possuem como unidade basica a molécula de
isopreno CH,=C(CH3)-CH=CH, e podem ser subdivididos segundo o numero
de unidades isoprénicas que possuem: monoterpenos (2 unidades),
sesquiterpenos (3 unidades), diterpenos (4 unidades), sesterpenos (5
unidades), triterpenos e esteréides (6 wunidades) e tetraterpenos ou
carotendides (8 unidades). Os 0leos essenciais sdo compostos principalmente
de monoterpenos e sesquiterpenos (SAAD et al., 2009; BRUNETON, 1991).

A composicao dos Oleos essenciais nas plantas é determinada geneticamente
e pode variar com 0s seguintes fatores: origem botanica, ciclo vegetativo,
fatores climéticos, tipo de solo e procedimentos de obtencdo do Oleo. Nas
plantas, atuam principalmente como atrativos para agentes polinizadores,
inseticidas e fungicidas (CHEN et al., 2011; IBRAHIM et al., 2001).

Os dleos essenciais encontram sua maior aplicagdo biolégica como agentes
antimicrobianos, representando, de certa maneira, uma extensdo do proprio
papel que exercem nas plantas. Em funcédo da grande diversidade quimica de
seus componentes, outras importantes funcdes bioldgicas e fisioldgicas sao
atribuidas a estas substancias, sendo também muito pronunciadas as acgfes
antiinflamatoria e antiespasmodica (MERFROT, 2011; IBRAHIM et al., 2001).

Outros resultados mais recentes atribuem também aos Oleos essenciais
potenciais atividades anticancerigena e antialérgica (TALPUR et al., 2005;
CHUNG et al.,, 2010; CUNHA et al., 2001). Estudo recente mostrou a
capacidade de varios terpenoides em se ligar ao PPAR , sugerindo o potencial
efeito benéfico de varios terpenos no tratamento de doencas associadas a

obesidade e resisténcia a insulina (GOTO et al., 2010).



2.4.2.2 Saponinas

Os terpenos podem ser encontrados na sua forma glicosilada, como por
exemplo, as saponinas, que sdo glicosideos de triterpenos. As saponinas
consistem em uma ou mais cadeias de agucar unidas por uma ligacdo
glicosidica a uma aglicona hidrofébica, a sapogenina, que pode ser
triterpendide ou esterdide (FRANCIS et al, 2002). As saponinas Ssao
heterosideos, com uma porcdo aglicona lipofilica e uma ou mais cadeias
osidicas representando a porcédo hidrofilica da molécula, sendo assim, além de
serem agentes afrogénicos, sdo agentes emulsionantes quando em presenca
de dois liquidos imisciveis. O nome saponina provém da sua capacidade de
formar espuma quando agitadas em agua, assim como o sabdo (GARCIA &
CARRIL, 2009).

Esse grupo de substancias apresenta ainda as propriedades hemolitica,
citoxica e antifingica, em maior ou menor grau, dependendo da estrutura da
molécula. Tais propriedades se explicam pela capacidade que essas moléculas
ttm de se complexar com esteroides das membranas biolégicas,
desestruturando-as e, portanto, alterando sua permeabilidade e
consequentemente destruindo-as. A complexacdo com esteroides favorece a
acdo hipocolesterolemiante das saponinas (ZHAO et al., 2006) Nos ultimos
anos, pesquisas revelaram inumeras atividades biologicas e farmacologicas
para as saponinas, entre elas antidiabética, anticancerigena, analgésica e
antiinflamatdria (DINDA et. al., 2010; BHAVSAR et al.,, 2009; BORGI et al.,
2008).

2.4.3 Alcaloides

Os alcaloides séo, geralmente, substancias nitrogenadas de reacdo basica.
Eles séo classificados de acordo com o nucleo quimico principalmente em
inddlicos, quinolinicos, quinolizidinicos, isoquinolinicos, imidazdlicos, tropanicos
e pirrolizidinicos. Os alcaloides de nucleo isoquinolinico (Figura 5) sdo os mais
comumente presentes nos vegetais (FERRO, 2008; SIMOES et al., 1999).



N

Figura 5. Estrutura quimica da isoquinolina (Adapta  do de SIMOES et al., 1999).

Nas plantas, acredita-se que os alcaloides sejam importantes produtos de
detoxificagdo de substancias nocivas do vegetal, ou que exercam funcgdes de
reserva de nitrogénio, defesa contra microoganismos patogénicos e herbivoros,
entre outros (SIMOES et al., 1999; SAAD et al., 2009).

Os alcaloides presentes nas plantas constituem um grupo de metabdlitos
secundérios com grande diversidade estrutural, comparavel aos terpenos. Eles
apresentam atividades farmacologicas importantes, sendo utilizados desde os
primordios da civilizacdo, como medicamentos, po¢cdes magicas e até venenos
(SIMOES et al., 1999; SAAD et al., 2009)

Os efeitos dos alcaloides no organismo sao inumeros, incluindo acdo no
sistema nervoso central e periférico, atividade antioxidante, anticancer,
analgésica e antiinflamatoria (CHUEH et al., 2012; KANG et al., 2010; SOUTO
et al.,, 2011; SILVA et al.,, 2009; PUVANENDRAN et al., 2008; WOO et al.,
2006). Revisdo realizada por SOUTO et al., (2011) verificaram o efeito
antiinflamatorio de varios tipos de alcaloides, sendo o grupo dos isoquinolinicos

0S mais estudados.

2.4.4 Acidos graxos

Acidos graxos s&o acidos carboxilicos de cadeia curta (dois a quatro &tomos de
carbono), média (seis a 10 atomos de carbono) ou longa (acima de 12 atomos
de carbono). Podem conter insaturacfes na cadeia, sendo classificados como

saturados quando ndo apresentam insaturacdes e insaturados quando



possuem uma insaturacao (monoinsaturado) ou mais (poliinsaturados). Quando
nao sdo sintetizados pelo homem e indispensaveis para a saude humana, sdo

denominados acidos graxos essenciais (FENNEMA, 1996).

O metabolismo humano pode biossintetizar acidos graxos saturados e
insaturados da familia W-9 (&cido oléico). Porém, é incapaz de produzir 0os
acidos graxos insaturados das familias W-6 (acido linoléico) e W-3 (acido
linolénico). Como ndo sédo sintetizados pelo homem e indispensaveis para a
saude humana, sdo denominados de acidos graxos essenciais. Neste caso,
sao considerados acidos graxos de cadeia curta e longa, quando possuem 18 e

20 ou mais carbonos, respectivamente (CURI et al., 2002; FENNEMA, 1996).

A composicdo dos &cidos graxos nos Oleos vegetais varia de forma
consideravel. Os acidos graxos mais comuns sao 0s que apresentam 12, 14,
16 ou 18 atomos de carbono na cadeia, com predominancia de acidos graxos
insaturados, sendo os &cidos graxos saturados encontrados em maiores
guantidades em alimentos de origem animal (BRESSAN et al.,, 2009;
GERALDO & ALFENAS, 2008).

Alimentacéo rica em gorduras saturadas esta associada ao aumento de varios
marcadores inflamatorios. Estudos mostram que a gordura saturada ativa o NF-
B, com consequente aumento da expressdo de marcadores inflamatérios
como o TNF- e a IL-6 e diminuicdo da expressado do PPAR e adiponectina.
Todos estes mecanismos pro-inflamatorios indicam o efeito potencial desses
acidos graxos no desenvolvimento da resisténcia a insulina (BRESSAN et al.,
2009; KENNEDY et al., 2009; GERALDO & ALFENAS, 2008). Para tanto,
recomenda-se em uma alimentacdo saudavel que o menor percentual de
gordura da dieta seja proveniente de lipidios saturados. As gorduras
monoinsaturadas, seguidas das poliinsaturadas, devem estar presentes em

maiores proporgdes na alimentacao (LIMA et al., 2000).

Diferentemente dos acidos graxos saturados, a ingestdo de acido oléico ndo
estd relacionado ao aumento de marcadores pro-inflamatérios e tem sido

considerado em estudos epidemiolégicos como fator protetor para o



desenvolvimento de doencas inflamatérias e cardiovasculares. Estudos tém
encontrado uma associagdo inversa entre uma dieta rica em 4cido oléico e a
expressdo de TNF- e IL-6 e desenvolvimento da resisténcia a insulina (SALA-
VILA et al., 2011; BAER & CLEVIDENCE et al., 2007; MARTINEZ-GONZALEZ
& BES-RASTROLLO, 2006).

Os acidos graxos poliinsaturados linoléico (W-6) e alfa linolénico (W-3) e seus
derivados, particularmente o acido araquidénico (AA; 20:4n-6), &cido
eicosapentandico (EPA; 20:5n-3) e acido docosahexaendico (DHA; 22:5n-3),
tem importante papel na fluidez da membrana e na sintese de prostaglandinas
de perfil inflamatério (BRESSAN et al., 2009). O AA € o principal precursor de
prostaglandinas e leucotrienos da série par (2 e 4, respectivamente), de acao
primariamente pro-inflamatéria. O EPA e DHA, sé@o os principais precursores de
prostaglandinas e leucotrienos da série impar (3 e 5, respectivamente), de
menor potencial inflamatério (CALDER, 2003).

Os derivados AA, EPA e DHA podem ser obtidos a partir de alimentos de
origem animal e sdo também sintetizados no organismo a partir do &cido
linoléico e através da acdo das enzimas desaturases e elongases (ZHENG et
al., 2004; PAWLOSKY et al.,, 2001). Em alimentos vegetais, o acido linoléico
esta presente principalmente no 6éleo de soja, milho e girassol, principais 6leos
utilizados no preparo de alimentos pela populacdo brasileira (NEPA, 2011). As
fontes ricas em &cido linolénico sdo o 6leo da semente da Chia (Salvia
hispanica L.) e da linhaga (Linum usitatissimum L.). Em menores quantidades,
sdo encontrados no Oleo de canola, de soja e nas nozes (NEPA, 2011;
PEIRETTI et al., 2009).

Alimentacéo rica em acidos graxos poliinsaturados esta associada a reducao
de marcadores de inflamacdo, quando consumida na proporcdo adequada de
W-6: W-3 (LOPEZ-GARCIA et al., 2004). Autores sugerem que, diferentemente
da proporgdo atualmente vista na dieta ocidental (10 a 20:1), a qual
potencializa o estado inflamatorio, dietas ricas em gorduras poliinsaturadas na
relacdo maxima de 4 a 10:1, favorecem um perfil inflamatorio mais adequado, e

esta é a razdo sugerida para ser preconizada na alimentagédo (SIMOPOULOQOS,



2002). Entretanto, outros autores sugerem uma proporgéo ainda menor, de 2 a
3:1, para que se evite aumento de marcadores inflamatérios e o
desenvolvimento de doencas associadas a inflamacdo (ZHAO et al., 2004;
RALLIDIS et al., 2003).

A maioria dos estudos mostra que o efeito positivo do consumo de
poliinsaturados na saude cardiovascular, perfil lipidio, doencas autoimunes e
neuroldgicas se refere a ingestao dos acidos graxos essenciais de cadeia longa
EPA e DHA, os quais sado encontrados principalmente nos peixes e em seus
0leos (MOZAFFARIAN & WU, 2011; CALDER, 2003; SIMOPOULOS, 2002).
Alguns estudos clinicos e observacionais sugerem que o ALA também
apresenta efeito benéfico nas doencas cardiovasculares, entretanto os estudos
sdo contraditorios (KROMHOUT et al., 2010; WANG et al, 2006;
MOZAFFARIAN, 2005). Deve-se considerar que para obter esses beneficios
com o consumo de ALA, é preciso o consumo de uma quantidade bem maior,
pelo fato de apenas uma porcentagem pequena de ALA ser convertida em EPA
e DHA no organismo (MOZAFFARIAN & WU, 2011; ARTERBURN et al., 2006).

2.5 Xylopia aromatica (Lam.) Mart. (pimenta-de-macaco)

A Xylopia aromatica (Figura 6) tem como sinbnimos relevantes Uvaria
aromatica Lam. e Xylopia grandiflora A.St.-Hil. (MAAS et al., 2010). A planta é
conhecida popularmente em Minas Gerais como pimenta-de-macaco, pindaiba,
e pindaiba-do-campo (DIAS, 1988). Outros nomes populares atribuidos a
espécie sdo eira, pimenteira-da-terra e pimenteira-do-sertdo (SPIX &
MARTIUS, 1823), bananinha, begerecum, cedro-do-campo, envireira, imbiriba
e pindaiba-de-macaco (MAAS et al., 2010).



Figura 6 - X. aromatica (Lam.) Mart (DATAPLAMT, 2010).

A X. aromatica € uma arvore nativa do cerrado e de facil reconhecimento, com
altura que varia de 2 a 8 metros. Apresenta ramos e folhas pendentes e flores
com pétalas brancas e calice vermelho-pardo. As flores, quando abertas,
lembram estrelas, com pedicelos muito curtos e voltados para cima. Os frutos
sdo comestiveis e apresentam-se vermelhos por ocasido da deiscéncia e
amarronzados ou pretos quando secos. As sementes sdo ovoides, ariladas
apicalmente e azuladas por ocasido da deiscéncia. Em média, sdo encontradas
duas a oito sementes por carpidio. Os frutos podem ser coletados em todos os
meses do ano (DIAS, 1988).

As plantas do género Xylopia constituem uma das mais numerosas espécies
da familia Annonaceae. Esta familia botanica compreende 2.300 espécies,
distribuidas em aproximadamente 130 géneros (MAAS et al., 2001). Existem
cerca de 150 espécies do género Xylopia distribuidas nas regides tropicais do
mundo, principalmente na Africa. Entre elas destacam-se a X. aethiopica, X.
brasiliensis e X. frutencens, plantas mais estudadas sob o ponto de vista
quimico e biolégico que a X. aromatica (EKUNDAYO, 1989).

No Brasil, existem 32 espécies de Xylopia descritas, distribuidas nas cinco
regibes do pais. A X. aromatica ocorre em varios Estados e a sua ocorréncia
natural € registrada na regido Norte (Roraima, Amapa, Pard, Amazonas,

Tocantins, Rondonia), Nordeste (Maranhdo, Piaui, Bahia), Centro-Oeste (Mato



Grosso, Goias, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul), Sudeste (Minas Gerais,
Sao Paulo) e Sul (Parand) (MAAS et al., 2010).

Apesar do fruto ser comestivel e saboroso e da madeira de alguns géneros da
espécie ter emprego na fabricacdo de embarcacdes e na cordoaria, espécies
de Xylopia ndo sdo muito exploradas sob o ponto de vista econémico (SILVA &
ROCHA, 1981). Naturalistas que descreveram sobre 0s costumes e usos das
plantas da populagdo no século 19 relatam o agradavel sabor do fruto da X.
aromatica. (SAINT-HILAIRE, 1824; SPIX & MARTIUS, 1823). Em uma de suas

obras, Auguste the Saint-Hilaire cita que:

“...seus frutos, muito aromaticos, tém o odor da pimenta do reino; e se o sabor ndo é
tao forte, eles séo, no entanto, mais agradaveis. Se fossem mais conhecidos, esses
frutos seriam certamente procurados como especiaria, e poderiam dar lugar a um novo

ramo do comércio”.

(SAINT-HILAIRE, 1824)

Os frutos da X. aromatica sdo usados na medicina popular pelas suas
propriedades carminativas, estimulantes e afrodisiacas (CORREA, 1984).
Alguns frutos de espécies de Xylopia, inclusive a X. aromatica, sdo usados
popularmente também como condimento, principalmente no tempero de
carnes, e como substituto da pimenta do reino (Piper nigrum L.) por
apresentarem odor semelhante, porém mais suave (MAIA et al., 2005; SILVA &
ROCHA, 1981).

Estudos de caracterizacdo quimica ja identificaram a presenca de alcaloides,
esteroides, flavonoides, 0leos essenciais, diterpenos e saponinas em frutos de
Xylopia e, por isso, pode-se dizer que plantas deste género representam uma
fonte promissora de substancias bioativas (ELHASSAN et al., 2010; SILVA et
al., 2009; SHANMUGAM et al., 2008; MOREIRA et al., 2007; NISHIYAMA et
al., 2004; STACHENKO et al., 2004; MOREIRA et al., 2003; SILVA & ROCHA,
1981). A espécie de Xylopia mais estudada e melhor caracterizada quimica e



biologicamente € a X. aethiopica. Na medicina tradicional e popular africana &
atribuido aos seus frutos e sementes efeito estimulante e também para o
tratamento de infec¢cdes de pele, tosse, febre e diabetes (OGBONNIA et al.,
2008; BALDE et al., 2006; SHUKLA et al., 2000). Estudos quimicos com 0s
frutos de X. aromatica somente avaliaram a presenca de terpenos, incluindo
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e esterois (MORAES & ROQUE,
1988; SILVA & ROCHA, 1981).

Em plantas de Xylopia, ja foram identificados também alcaloides do tipo
isoquinolinicos em folhas, cascas e frutos (EZEKWESELI et al., 2010; SILVA et
al., 2009; SHANMUGAM et al., 2008; NISHIYAMA et al., 2004). Esteroides
também foram identificados em plantas desta espécie, incluindo o
estigmasterol em frutos de X. aromatica (MORAES & ROQUE, 1988) e -
sitoterol em frutos de X. aethiopica (NWOSO et al., 2011; EZEKWESILI et al.,
2010).

Nos frutos e folhas deste género também j& foram identificadas substancias
fendlicos, incluindo flavonoides do tipo quercetina, responsaveis pela acao
antioxidante evidenciada em alguns estudos (BOUBA et al., 2010;
EZEKWESILI et al., 2010; MOREIRA et al., 2003). Apesar da grande variedade
de substancias bioativas descritas, 0s constituintes quimicos predominantes e
mais investigados nos frutos desta espécie sdo o0s O6leos esséncias,

responsaveis pelo aroma suave que apresentam (SILVA & ROCHA, 1981).

Estudos que avaliaram quimicamente o Oleo essencial de X. aromatica
originaria do Brasil identificaram a presenca de -pineno, -pineno, mirceno,
ocimeno, limoneno, citronelol e carvona, sendo o limoneno, o citronelol, e alfa e
beta pineno os componentes majoritarios (SILVA & ROCHA, 1981; ANDRADE
et al., 2004). A composicdo quimica dos frutos de X. aromatica originaria da
Colémbia foi diferente. Os 6leos essenciais majoritarios encontrados foram o -
felandreno, seguido de mirceno, -pineno, -felandreno e p-cimeno,
respectivamente (STASHENKO et al., 2004).



O perfil lipidico dos frutos de X. aethiopica ja foi avaliado por alguns autores. A
fracéo lipidica dos frutos de Xylopia também é composta de acidos graxos, com
predominéancia de acidos graxos monoinsaturados e W-6, seguidos dos acidos
graxos saturados, palmitico e esteérico e do poliinsaturado W-3 (ELHASSAN et
al., 2009; EZEKWESILI et al., 2010). Entretanto, DOSOMU & OCHU (1995)
avaliaram o perfil lipidio da X. aromatica obtida na Nigéria e encontraram
maiores proporcdes do acido miristico e palmitico, seguido do monoinsaturado

oléico e dos poliinsaturados da série W-6 e W-3.

Em relacdo aos estudos farmacolégicos com espécie de Xylopia, tem sido
atribuido as acetogeninas e alcaloides das folhas e cascas da planta, efeito
citotéxico, larvicida e antitumoral in vitro (SUFFREDINI et al., 2007; MESQUITA
et al., 2009; RODRIGUES et al., 2006; NISHIYAMA et al.,, 2004; COLMAN-
SAIZARBITORIA et al., 1994).

Aos frutos de X. aethiopia tém sido atribuido potencial efeito hipolipidémico e
antioxidante (OLUKEMI et al., 2005; EZEKWESILI, et al., 2010; NWOSO et al.,
2011). A associagdo do fruto desta espécie, com outros extratos de plantas,
evidenciou atividade hipoglicémica e hipolipidémica em roedores que
receberam diferentes dosagens (50, 100, 250 e 500 mg/Kg de PC). Os autores
atribuiram esses resultados principalmente as substancias fendlicas e aos
esterois presentes nos frutos (OGBONNIA et al., 2008).

Na literatura, ndo foram encontrados estudos farmacoldgicos e biolégicos que
avaliassem o potencial terapéutico dos frutos da X. aromatica. Assim, a
auséncia de estudos sobre o efeito dos seus frutos no organismo, associada a
sua grande abundancia no cerrado mineiro e potencial fonte de substancias
bioativas despertaram o interesse em avaliar o potencial do fruto em um
modelo experimental de animais que apresentam aumento de adiposidade e
alteracdes metabdlicas. Foi também um dos objetivos caracterizar o perfil

lipidico dos frutos de X. aromatica.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Equipamentos

- Agitador magnético

- Aparelho de Clevenger

- Aparelho de GPS (Etrex)

- Balanga analitica (Shimadzu, AY220)

- Banho Maria (Fisatom, 550)

- Bomba de vacuo (Tecnal, TE0581)

- Camera digital (Motican 2500)

- Centrifuga refrigerada (Hermle, Z323K)

- Coluna BPX5 (30m x 0,25mm x 0,25 m)

- Coluna HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25 m)

- Cromatoégrafo liquido Acquity — Waters, com injetor automatico e detector de
UV-DAD (Agilent, 1100)

- Cromatégrafo a gas acoplado a espectrébmetro de massas (Shimadzu, GCMS-
QP5050A)

- Cromatégrafo a gas acoplado a espectrébmetro de massas (Shimadzu, GCMS-
QP-5000)- Destilador (Quimis)

- Estufa para secagem de plantas (Sociedade Fabbe)

- Freezer (Electrolux, FE26)

- Funil de separacéo

- Geladeira

- Homogeneizador (Omni Internacional, TH)

- Lavador de placa

- Leitor de ELISA (Bio-tek Instruments, EL800)

- Microcamera (JVC, TK-1270/RGB)

- Microscopio otico (Olympus, B201)

- Micrétomo



- Moinho de facas (Tecnal, TE-625) - Phmetro

- Rotavapor (Fisatom, 802)

- Silica gel 60 F254 Merck ®

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

3.1.2 Reagentes e solventes

- Acetato de etila

- Acetona

- Acetonitrila (Merck)

- Acido acético glacial

- Acido cloridrico

- Acido sulfarico (Synth)

- Agua oxigenada (Synth)

- Albumina de soro bovino

- Alcool etilico (Synth)

- Anisaldeido sulfurico

- Cloreto de sodio

- Cloreto benzetonico

- Cloridato de Xilasina (Syntec)
- Cloroformio

- Diclorometano

- Dietilamina

- Diefenilboratoetilamina

- EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid)
- Estreptavidina

- Fluoreto de fenilmettilsulfonila
- Formaldeido

- Hexano

- Hidréxido de aluminio (Teuto ®)

- Hidréxido de amonio



- Hidréxido de potassio

- Metanol

- N-butanol (Synth®)

- PBS (salina tamponada com fosfato)

- OPD (o-phenylendiamine dihidrocloride) (Sigma®)
- Polietilenoglicol

- Reagente de Dragendorff- Tolueno

- Tween 20 (Sigma®)

- Xilazina

- Xilol

3.1.3 Outros materiais

- Agulha de gavagem para camundongo

- Amostras de referéncia de acido clorogénico e rutina (Laboratério de
Farmacognosia)

- Amostras de referéncia dos 6leos essenciais cariofileno, citronelol, mirceno e
ocimeno (doados pela empresa Givaudan Roure)

- Alcodmetro (Alla France)

- Aprotinina

- Acucar refinado (unido®)

- Camara de Neubauer

- Coluna para CLAE Lichrospher C18 (250 x 4.6 mm) 5 m (Merck ®)

- Coluna para CG

- Corantes hematoxilina e eosina

- Glicosimetro Accue-Check (Roche Diagnostics Corp., Indianapolis, Indiana,
USA)

- Fragmentos de porcelana porosa

- Ivermectina (Bayer)- Ketamina (Vetaset)

- Kits enzimaticos (Katal®)

- Kit ELISA (Millipore®)

- Kits ELISA (R&D systems®)

- Kit Panoptipo



- Leite condensado (Moca®)

- Membrana filtrante (Millipore®)

- Parafina histolégica (Synth)

- Pipeta automatica multicanal e de volume variavel (HTL, Multimate)
- Placas de poliestireno (Nunc)

- Ragéo labina

- Solucao de Turk

- Tampéo fosfato

3.2 Métodos

Frutos secos de X. aromatica (Figura 7) foram fornecidos por produtores rurais
e um comerciante de plantas medicinais da cidade de Curvelo (Minas Gerais).
Os frutos utilizados nos testes bioldgicos e parte das analises quimicas foram
coletados no més de abril e maio de 2010 (lote 1). A parte quimica referente a
analise do perfil de acidos graxos foi realizada com frutos coletados no més de
julho e agosto de 2010 (lote 2). Apos a coleta, os frutos foram secos no sol. O
lote 1 foi transportado para o laboratério em saco de papel e o lote 2 em um

saco plastico.

Para referéncia futura, amostras da droga vegetal foram armazenadas do
Banco de Dados e Amostras de Plantas Aromaticas, Medicinais e Toéxicas
(DATAPLAMT), localizado no Museu de Histéria Natural e Jardim Botanico da
Universidade Federal de Minas Gerais (MHNJB — UFMG). Uma amostra da
planta, para confeccdo de exsicata e identificacdo taxondmica, foi coletada
também na regido de Curvelo, MG, na coordenada geografica S 18°52'43,3"HO
44°35'31,2". A identificacdo taxonOmica da espécie foi confirmada pela

botanica Dra. Juliana de Paula-Souza.



Figura 7. Frutos de X. aromatica (Lam.) Mart

3.2.1 Preparacéo dos frutos para estudo

3.2.1.1 Moagem e acondicionamento

Aproximadamente 500g dos frutos secos foram pulverizados até po fino. As
amostras secas e moidas foram armazenadas em frascos de vidro, em

temperatura a 1<C, para posterior extracao.

3.2.1.2 Preparacao dos extratos e fracdes

O processo utilizado para obtencdo do extrato bruto foi a percolacdo a frio. Os
frutos moidos (lote 1) foram percolados até exaustdo com solucéo
hidroalcodlica a 95%. ApGs o processo de percolacao, o liquido foi concentrado
a vacuo até obtencdo de residuo, o qual constitui o extrato bruto nomeado
EBXA.

Parte do EBXA foi armazenado em frascos de vidro, em temperatura de 1T,
para posterior utilizacdo nos testes farmacoldgicos. A outra porcdo foi
submetida a fracionamento, que teve por objetivo separar constituintes

quimicos de diferentes polaridades.



Para a obtencéo das fragdes, o EBXA foi resuspenso em solugéo hidroalcoolica
a 80%. A suspensédo obtida foi transferida para um funil de separacdo e, em
seguida, foram adicionados varios solventes de polaridade crescente.
Primeiramente, o hexano foi adicionado para extrair componentes de baixa
polaridade, tais como O6leos e gorduras, Oleos essenciais e triterpenos
(FAHEX). A fracdo aquosa resultante do procedimento anterior foi submetida a
particdo com acetato de etila, com o objetivo de obter componentes de
polaridade intermediaria, principalmente os flavonoides (FACET). A fracao
aquosa resultante desta particdo foi entdo, extraida com n-butanol saturado
com agua, solvente de alta polaridade. Obteve-se assim a fragdo n-butanol
(FABUT) que teve como objetivo extrair os alcaloides, saponinas e outros

glicosideos.

Os frutos secos e moidos (lote 2) também foram percolados a frio até exaustéao
com hexano, para caracterizacao quimica dos Oleos volateis e acidos graxos. O

percolato obtido foi concentrado a vacuo até obtencdo de um 6leo (HEXA).

As solucbes obtidas das particbes foram evaporadas completamente a
temperatura maxima de 55C em rotavapor. O extrato e as fracdes obtidas
foram mantidos refrigerados a -1°C. A Figura 8 representa o protocolo seguido

para a preparacao do extrato bruto e fragdes.



Figura 8 — Obtencdo do extrato bruto e fracbes dos frutos moidos de X.

aromatica.

3.2.2 Extracdo e quantificacdo de Oleos essenciais

O teor de Oleos essenciais foi determinado por processo de hidrodestilacéo,
com o auxilio do aparelho de Clevenger, conforme preconizado pela
Farmacopéia Brasileira 52 edicio (FARMACOPEIA, 2011).

Em um baldo de 1000 ml foram adicionados 500 ml de agua destilada como
liguido de destilacdo e 100 gramas do fruto seco previamente rasurado.
Aproximadamente 300 ml da agua destilada foram introduzidas na abertura K
até seu escoamento em B (Figura 9). Foi adicionado 1 ml de xilol, apoiando-se
a ponta da pipeta no fundo da saida lateral K (Figura 9). A amostra imersa no
interior do baldo foi aquecida até o inicio da ebulicdo e destilada na razdo de
aproximadamente 2 a 3 ml por minuto. Ao final de quatro horas de destilacéo,
desligou-se o0 agquecimento. ApO6s 10 minutos, tempo necessario para
resfriamento do sistema, foi feita leitura do volume de dleo essencial recolhido



no tubo graduado. A este valor foi subtraido o valor de 1 ml de xilol,

acrescentado anteriormente.

Figura 9. Aparelho utilizado para obtencdo dos 6leo s essenciais presentes no

fruto de X. aromatica .

3.2.3 Extracédo de alcaloides

Realizou-se extracdo especifica de alcaloides para facilitar sua identificacdo
através da técnica de cromatografia em camada delgada (CCD). O
procedimento foi realizado conforme o preconizado na Monografia para o
boldo-do-chile (Peumus boldus Molina) da Farmacopéia Brasileira 52 edicdo
(FARMACOPEIA, 2011).

Foram transferidos 0,5 g do fruto seco rasurado para um baldo de 50 ml.
Adicionou-se uma mistura de 1 ml de acido cloridrico 2 M e 20 ml de agua.
AplOs homogeneizacdo, a mistura foi aguecida em banho-maria, sob refluxo,
durante 10 minutos. A mistura foi resfriada, filtrada e adicionou-se 2 ml de

hidroxido de amoénio 6 M ao filtrado.



Em um funil de separacgéo, o filtrado foi extraido duas vezes com 20 ml de éter
etilico em cada vez, com agitacdo moderada, para evitar a formacdo de
emulsdo. Em seguida, a solucéo etérea, contendo os alcaloides, foi evaporada

sob presséo reduzida.

3.2.4 Caracterizacao das substancias quimicas em EB XA e suas

fracOes

3.2.4.1 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Para evidenciar e caracterizar os 0leos essenciais, flavonoides, saponinas e
alcaloides, as amostras EBXA, FAHEX, FACET e FABUT foram analisadas por
CCD. Aproximadamente, 10 mg de cada amostra foram dissolvidos em 1 ml de
metanol. Uma pequena aliquota (10 — 20 1) foi aplicada em uma placa de
aluminio coberta com silica gel. Essa placa foi colocada em uma cuba
cromatografica, contendo o eluente especifico para cada classe de substancia.
Apés a eluicdo, cada placa foi borrifada com o revelador especifico para a
identificacdo (WAGNER & BLADT, 1996).

Foram utilizadas amostras referéncias dos componentes de 6leos essenciais
(cariofileno, citronelol, mirceno e ocimeno), doados pela empresa Givaudan
Roure e de substéancias fendlicas (acido clorogénico e rutina), disponiveis no

Laboratério de Farmacognosia da UFMG.

a) Flavonoides: Para a identificacao de flavonoides, o eluente utilizado foi uma
mistura de acetato de etila: acido acético: acido férmico: adgua (100: 11: 11: 26).
A placa foi revelada com difenilborilhexiletanolamina 1% em metanol (NP)
seguido de polietilenoglicol 4000 1% em etanol (PEG). A placa foi aquecida por
5 min, a 105 °C e, em seguida, visualizada em luz ultravioleta (UV) a 365 nm.
Foram utilizadas as amostras de referéncias rutina, quercetina e acido

clorogénico.

b) Saponinas: A identificacdo de saponinas foi realizada utilizando uma mistura

dos eluentes cloroférmio: acido acético glacial: metanol: agua (60: 32: 10: 02) e



o revelador anisaldeido sulfarico. A placa foi aquecida por 5 min, a 105 °C e,

em seguida, visualizada no visivel.

c) Alcaloides: Para avaliar a presenca de alcaloides, a mistura de eluente
utilizada foi diclorometano: acetona: dietilamina (60: 40: 02). A placa foi

revelada com Dragendorff e seca ao ar frio.

d) Oleos essenciais: Para a caracterizacdo dos Oleos essenciais, 0 eluente
utilizado foi uma mistura de tolueno: acetato de etila (93: 07). A placa foi
revelada com anisaldeido sulfarico. A placa foi aguecida por 10 min, a 105 °C e
visualizada no visivel. Foram utilizadas as amostras de referéncias cariofileno,

citronelol, mirceno e ocimeno.

3.2.4.2 Cromatografia gasosa de alta resolugéo acop lada ao detector
de massas (GC/ EM)

a) Perfil de 6leos volateis do HEXA: A identificacdo de Oleos volateis foi feita
por cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometria de massa de marca
Shimatzu modelo QP5050A. A temperatura do injetor split foi de 280°C. Foi
utilizado hélio ultrapuro como gas de arraste a fluxo continuo de 1mL/min e
coluna BPX5 (30m x 0,25mm x 0,25 m) operando a 60-320 °C a 2,5 °C/min. O
tempo de corrida foi de 57 minutos. A temperatura da fonte de ions (a 70 eV)
foi de 200°C e a analise foi feita por impacto de elétrons. No cromatografo a

gas, foi injetado 1 microlitro da amostra em metanol.

A identificacdo dos Oleos volateis foi realizada através da comparacdo dos
espectros de massa obtidos com os de substancias padrdo existentes nas
bibliotecas NIST21, NIST107, WILEY229 e SIMI607. Para cada pico
evidenciado no cromatograma, foi apresentado o seu tempo de retencéo (Tg), a
area percentual, a substancia identificada, massa e o indice de similaridade
(IS). O indice de similaridade reflete a similaridade do espectro de massas

obtido com os registrados nas bibliotecas utilizadas.



Esta andlise foi realizada pela Central Analitica do Instituto de Quimica da
USP.

b) Perfil de acidos graxos da HEXA: A identificacdo dos acidos graxos
presentes na amostra foi realizada por meio de comatégrafo a gas acoplado a
espectrometria de massa da marca Shimadzu modelo QP-5000. A temperatura
do injetor split foi de 280°C. Foi utilizado hélio ultrapuro com gas de arraste a
fluxo continuo de 1mL/min e coluna HP-5MS (30m x 0,25mm x 0,25 m)
operando a 180-210°C a 5°C/min. O tempo de corrida foi de 25 minutos. A
temperatura da fonte de ions (a 70eV) foi de 200°C e a analise foi feita por

impacto de elétrons.

O HEXA foi submetido a hidrélise e metilacdo, para conversdao dos acidos
graxos em compostos mais volateis, como os ésteres metilicos de &cidos
graxos, conforme método descrito por JHAM et al. (1982). Foram transferidos 1
ml de 6leo para um tubo, adicionados de 2,0 mL de uma solu¢cdo de KOH 0,50
mol/L em metanol e aquecidos em banho maria a 100 °C, por 5 minutos. Em
seguida foram adicionados 1 ml de HCl em metanol aquoso (4:1 v/v). A mistura
foi aquecida em um banho a 100°C por 15 minutos. Resfriou-se o tubo e, em
seguida, foram adicionados 2,0 mL de agua destilada e 3,0 mL de éter. Apos
agitacdo, o sobrenadante foi coletado. O extrato foi injetado em cromatografo a
gas com espectrdbmetro de massas. No cromatégrafo a gas, foi injetado 1

microlitro da amostra em metanol.

A identificagdo dos ésteres de acidos graxos foi realizada através da
comparacao dos espectros de massa obtidos com os de substancias padréo
existentes nas bibliotecas NIST21, NIST105 e WILEY229 e com dados da
literatura. Para cada pico evidenciado no cromatograma, foi apresentado o seu
Tr, a area percentual, a substancia identificada, a massa e o indice de

similaridade (1S).

Esta andlise foi realizada pela Central Analitica do Instituto de Quimica da
UNICAMP.



3.2.5 Ensaios biolbgicos

3.2.5.1 Animais

Os procedimentos experimentais realizados foram executados de acordo com
0s principios éticos da experimentacdo animal, adotados pelo Comité de Etica
em Experimentacdo Animal da UFMG (CETEA), e foram aprovados conforme
CERTIFICADO N°2011/2010 (Anexo A).

Para a realizacdo do ensaio biolégico, foram utilizados camundongos com seis
a sete semanas de vida, da linhagem Balb/c, provenientes do Centro de
Bioterismo do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (CEBIO —ICB/UFMG). Os animais foram mantidos em gaiolas de
plastico, contendo, no maximo, 8 animais por gaiola no Biotério da Faculdade
de Farmécia da Universidade Federal de Minas Gerais (FAFAR/UFMG).

3.2.5.2 Preparo da dieta rica em carboidratos

Para inducédo do aumento da adiposidade e alteracdes metabdlicas associadas,
0os camundongos foram alimentados com dieta rica em carboidrato (HC). Esta
dieta foi preparada conforme preconizado pelo nosso grupo de pesquisa: para
0 preparo de aproximadamente 1kg de racdo palatavel sdo usados 395g de
leite condensado, 395g de racéo Labina® em po, 80 g de acucar e 120 ml de
dgua. O modo de preparo da ragdo consiste em peneirar 0 pé da ragdo
comercial e acrescentar a este a mistura de agua, acucar e leite condensado
até a obtencdo de uma massa. Em seguida, pelets foram confeccionados
manualmente. Durante todo o0 experimento 0s animais tiveram livre acesso a

agua e dieta.

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo de macro e micronutrientes, assim como a
porcentagem de quilocalorias provenientes da dieta controle (C) e da dieta HC.
A analise bromatologica da dieta foi realizada no Laboratério de Qualidade do
Leite da Escola de Veterinaria da UFMG.



Tabela 1. Distribuicdo de macro e micronutrientes e densidade caldrica (Kcal/g)

da dieta controle e HC

Dieta Controle (C) Dieta HC
Proteinas (%) 23,3 17,5
Lipidios (%) 2,6 5,0
Carboidratos (%) 55,6 64,8
Fibra bruta (%) 6,2 4.1
Minerais (%) 9,3 8,5
Energia (Kcal/g) 4,0 4.4

3.2.5.3 Esquema de tratamento

A inducdo da obesidade e alteracdes metabdlicas por dieta ocorreu durante as
oito primeiras semanas do experimento. Até a oitava semana os camundongos
foram divididos em 2 grupos: oito animais receberam dieta C e os 32 restantes
foram alimentados com a dieta HC. Da 92 a 122 semana de estudo, 0s animais
gue recebiam dieta HC foram realocados em outros trés novos grupos que
passaram a se alimentar de dieta HC adicionada de trés diferentes
concentracdes (50, 100 e 200 mg/Kg) de EBXA.

Para garantir a homogeneidade do extrato na dieta, o EBXA, diluido em
quantidade minima de alcool etilico, foi acrescentado ao po da racéo Labina® e
peneirado trés vezes. Em seguida, adicionou-se &agua, acucar e leite
condensado até formagédo de uma massa. Para finalizar, realizou-se confeccéo

manual de pelets.

As doses escolhidas basearam-se nos resultados de estudos com os frutos de
X. aethiopica (Dunal) A. Rich. Foram escolhidas as menores doses que
apresentaram efeitos positivos em modelos animais (EZEKWESILI et al., 2010;
OGBONNIA et al., 2010; OGBONNIA et al., 2008). A relacdo de todos os

tratamentos realizados e 0s respectivos grupos de animais € descrita a seguir:



Dieta controle: animais alimentados com a racdo comercial Labina ®

durante 12 semanas;

Dieta HC: animais alimentados com a dieta HC durante 12 semanas;

Dieta HC50: animais alimentados com a dieta HC durante 8 semanas.
Da 92 a 122 semana foi adicionada na dieta HC 50/mg/Kg/dia de PC de
EBXA;

Dieta HC100: animais alimentados com a dieta HC durante 8
semanas. Da 92 a 122 semana foi adicionada na dieta HC 100/mg/Kg/dia
de PC de EBXA;

Dieta HC200: animais alimentados com a dieta HC durante 8
semanas. Da 92 a 122 semana foi adicionada na dieta HC 200/mg/Kg/dia
de PC de EBXA.

A ingestdo alimentar média foi determinada diariamente por meio da diferenca
entre a quantidade de racdo ofertada e a quantidade restante na gaiola dos
animais durante as semanas de experimento. O valor obtido foi dividido pelo
namero de animais que estavam na caixa. O mesmo foi realizado para avaliar o
consumo e verificar as doses de tratamento, quando os animais passaram a
receber dieta HC adicionada de EBXA.

A mensuracdo do peso corporal foi realizada uma vez por semana em balanca
semi-analitica com capacidade para 500 gramas e varia¢do de 0,01 gramas. O
ganho de peso foi calculado a partir da féormula: (peso do dia — peso registrado

na ultima pesagem) — delta de ganho de peso semanal.

O indice de adiposidade (IA) foi calculado pela relacdo entre a somatéria dos
pesos de tecido adiposo visceral, compostos pelo tecido adiposo epididimal

(TAE), mesentérico (TAM) e retroperitoneal (TAR) (g) e o peso de cada animal



(9), seguido de multiplicacdo por 100. O IA foi calculado a partir da férmula:
[(TAE + TAM + TAR)/PC]*100.

3.2.5.4 Eutanasia

ApoOs 90 dias de estudo, os camundongos foram deixados em jejum, no periodo
noturno, por aproximadamente 12 horas. Os animais foram submetidos a
eutanasia por exsanguinagdo, apos terem sido anestesiados com 100 L de
ketamina: xilazina: PBS (3: 1: 4). Os tecidos adiposos epididimal, mesentérico e

retroperitoneal e o figado foram removidos e conservados em freezer - 20°C.

3.2.5.5 Desenho experimental

A representacdo gréfica do desenho experimental, com a escala temporal do
estudo (90 dias), pode ser visualizada na Figura 10. Ao final da oitava e 122
semana de experimento foi realizado o teste de tolerancia oral a glicose
(TTOG) e o teste de sensibilidade a insulina (TSI) para confirmar as alteracdes
metabdlicas causadas pela dieta HC. O TTOG e o TSI foram novamente
realizados, apos quatro semanas de consumo de dieta HC adicionadas de trés

diferentes concentracfes de EBXA.

Figura 10. Escala temporal do desenho experimental



3.2.5.6 Obtencgéao do soro

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

triglicérides, colesterol e insulina.

3.2.6 Protocolos experimentais

3.2.6.1 Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)

Para o teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) foram utilizados camundongos
no estado de jejum de aproximadamente 12 horas. Os animais receberam, via
oral, por gavagem, D-glicose na dose de 0,29/100g de PC, e a concentracéo
sanguinea de glicose foi monitorada nos tempos 0 (estado de jejum), 15, 30, 60
e 90 minutos apds a gavagem. Utilizou-se glicosimetro Accue-Check (Roche
Diagnostics Corp., Indianapolis, Indiana, USA). As amostras de sangue foram
obtidas da cauda dos animais ap0s um pequeno corte. Este teste foi realizado

na oitava e na 122 semana do experimento.

3.2.6.2 Teste de sensibilidade a insulina (TSI)

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

teste foi realizado na oitava e na 122 semana do experimento.



3.2.6.3 Calculo do indice de HOMA-IR e HOMA-

A resisténcia a insulina foi avaliada pela aplicacdo dos indices HOMA-IR
(homeostasis model of assessment for insulin resistance) e HOMA-
(homeostasis model of assessment for -cell function). O primeiro indice avalia
a sensibilidade a insulina e o outro a funcdo das células- pancreaticas. O
HOMA-IR foi calculado usando a formula (glicemia de jejum (mmol/L) x insulina
de jejum ( Ul/mL) / 22,5) e o HOMA- a férmula [(insulina de jejum ( Ul/mL) x
20) / glicemia de jejum (mmol/L) — 3,5)] descrita por MATTHEWS et al. (1985) e
atualizado por BONORA et al. (2000).

3.2.6.4. Andlise morfolégica dos adipdcitos do teci do adiposo

epididimal

3.2.6.4.1. Processamento do tecido adiposo epididim  al para a

microscopia de luz

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

microscopia.

3.2.6.4.2. Aquisicao de imagem no microscopio e men  suragao da

area e didmetro dos adipdcitos

Para a determinacdo do tamanho dos adipdcitos, as laminas foram analisadas

em microscopio, equipado com uma camera digital (Motican 2500). O perimetro



e a area seccional foram obtidos através da medida aleatéria de 50 adipdcitos
por lamina (n=5), e posterior andlise com o programa ImageJ para o

processamento de imagens digitais.

3.2.6.5. Dosagens sorolégicas

O triacilglicerol, colesterol total e glicose presentes no soro foram quantificados
por Kit enzimético (KATAL, Belo Horizonte, MG), segundo as instru¢des do
fabricante. A insulina foi quantificada por meio da técnica de ELISA (kit

comercial — Millipore).

3.2.6.6. Contagem total de leucdcitos, células mono  nucleares e

neutrofilos

Para contagem total de leucécitos, amostra de sangue foi diluida na proporcéo
1:10 em solucéo de Turk. O sangue foi obtido da cauda dos animais apos um
pequeno corte na ponta da mesma. A contagem total foi realizada em
microscopio oOtico (Olympus), usando céamara de neubauer. A contagem
diferencial foi realizada apods aplicacdo da técnica de coloracdo com Kit

panoptico das laminas com esfregaco sanguineo.

3.2.6.7. Extracao de citocinas dos tecidos

Fragmentos do tecido adiposo epididimal e do figado (100mg) foram
homogeneizados em 1mL de solucdo de extracdo de citocinas e quimiocina
(NaCl 0,4 mol/L; tween 20 0,05%; albumina de soro bovino 0,5%; fluoreto de
fenilmetilsufonila 0,1 mmol/L; cloreto de benzetbénio 0,1mmol/L; EDTA 10
mmol/L; 20 Ul de aprotinina), preparada a partir de uma solucdo de tampéo
fosfato (8g NaCl, 0,2g KCI e 2,899 Na,HP0O,4.12H,0 diluidos em 1 litro). O
homogeneizado resultante foi centrifugado por 10min a 10000 r.p.m. a 4°C,

sendo o infranadante recolhido para a dosagem pela técnica de ELISA.



3.2.6.8. Determinacédo da concentracao de citocinas  por ELISA

O infranadante recolhido das amostras dos tecidos adiposo epididimal e figado,
obtidos no procedimento supracitado e o soro dos animais, foram diluidos na
proporcao de 1:4 para o tecido adiposo e 1:10 para o figado, em PBS contendo
0,1% de albumina bovina. As concentracdes de TNF- , IL-6 e IL-10 nos tecidos
foram determinados utilizando-se anticorpos obtidos da R&D Systems
(DuoSet). As instrugdes do fabricante para a realizacdo dos ensaios foram

seguidas, e estdo resumidamente descritas abaixo.

Todos os ensaios foram realizados em placas com 96 poc¢os (Nunc, USA). Os
anticorpos de captura foram diluidos em PBS pH 7,4, sendo que a
sensibilizacdo ocorreu durante aproximadamente 18 horas a 4°C. Os
anticorpos de deteccao foram diluidos em PBS pH 7,4, com 0,1% de albumina
bovina, sendo que a sensibilizacdo ocorreu durante aproximadamente 2 horas
a temperatura ambiente. A reacdo foi detectada pela incubacdo com
estreptavidina conjugada com peroxidase e revelada com OPD (o-
phenylendiamine dihidrocloride - Sigma). A reacao foi interrompida com H,SO,
a 1 mol/L. A leitura foi realizada no leitor de ELISA com filtro para comprimento
de onda de 492 nm.

3.2.7 Analise estatistica

Depois de realizado o teste de normalidade e verificado que as amostras
apresentavam distribuicdo Gaussiana, as comparacdes estatisticas entre os
varios grupos foram feitas por ANOVA “one way” seguida de pos-teste
Newman-Keuls. Para comparacdo entre dois grupos, quando necessario, foi
utilizado o teste “t de student”. Os resultados foram apresentados como média
* erro padrao. O nivel de significancia adotado foi de P<0,05. Para a realizacéo
de todas as andlises, foi utilizado o software GraphPad PRISM, GraphPad
software Inc. (San Diego, CA, USA).



4. RESULTADOS

4.1 Andlises quimicas do EBXA e suas frac6es

4.1.1 Rendimento das extracdes

O processo utilizado para obtencdo do EBXA e HEXA dos frutos de X.
aromatica foi a percolacdo a frio. Obteve-se rendimento de 39,1% e 14,8% a
partir da percolacdo de 400g e 100g de fruto seco e moido, respectivamente,

seguida de completa evaporacao do solvente (Tabela 2).

Tabela 2 - Rendimento do EBXA e HEXA

Particédo P6 da planta (g) Peso(g) Rendimento (%)
EBXA 400,0 156,2 39,1
HEXA 100,0 14,8 14,8

Com objetivo de conhecer os principais constituintes quimicos da planta, o
EBXA foi fracionado utilizando diferentes solventes de polaridade crescente. O
fracionamento foi feito a partir de 38,0g do extrato. O rendimento obtido com os
solventes hexano (FAHEX), acetato de etila (FACET) e n-butanol (FABUT)
encontram-se na tabela (Tabela 3). Os maiores rendimentos foram observados
para as fragdes hexano e acetato de etila, indicando uma elevada
concentracéo de substancias apolares e de polaridade intermediéria no fruto.

Tabela 3 - Rendimento do fracionamento a partir do EBXA utilizando diferentes

solventes de polaridade crescente.

Fracéo Peso (g) Rendimento (%)
EBXA 38g -
FAHEX 18,36 48,3
FACET 17,66 46,5

FABUT 1,4 3.7




4.1.2. Quantificacdo e caracterizacdo do 0Oleo essencial de X. aromatica
(OEXA)

A extracdo dos Oleos essenciais presentes nos frutos de X. aromatica foi
realizada com objetivo de quantificid-lo e facilitar sua caracterizagéo pela CCD.
O teor de O6leo essencial obtido por hidrodestilacdo foi de 2,2%. O Oleo
essencial recém-extraido era de coloragdo amarelo-clara (Figura 11) e
observou-se que esta tonalidade foi perdida gradativamente, com o

armazenamento.

Figura 11 - Obtencao de Oleo essencial por hidrodes  tilagdo (OEXA)

4.1.3. Caracterizagdo quimica dos frutos de  X. aromatica por CCD

A Figura 12 mostra o perfil cromatografico, em CCD, do EBXA, FACET e
FABUT para flavonoides e acidos fendlicos. As bandas amarelas fluorescentes,
no Rf 0,43 e entre os Rfs 0,7 e 0,97, encontradas em EBXA e nas fracdes
FACET e FABUT, indicam a presenca de flavonoides. A amostra referéncia de
rutina apresentou fluorescéncia amarela no Rf 0,43. Esta substancia foi
observada em todas as amostras. Outras duas bandas fluorescentes, entre os



Rfs 0,7 e 0,97, encontradas na amostra referéncia e em EBXA, FACET e
FABUT, sdo decorrentes da perda espontanea de unidades de acucar na

estrutura da rutina.

As bandas de fluorescéncia azul no EBXA e suas fragcbes sédo devido a
presenca de acidos fendlicos. O padrao de referéncia de acido clorogénico, no
Rf 0,7, de coloracao azul, foi também observado no EBXA, FACET e FABUT. A
banda azul nos Rfs 0,97 a 0,99, presente em EBXA e FACET sugere a
presenca de acido caféico (WAGNER & BLADT, 1996). As estruturas das
substancias fendlicas, rutina e acido clorogénico, identificadas por CCD, no
EBXA, FACET e FABUT estéo representadas na Figura 13.
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Figura 12. CCD para identificacdo de flavonoides. Padrbes, rutina, quercetina e

acido clorogénico. EBXA, extrato bruto dos frutos de X. aromatica; FACET, fracdo
acetato de etila; FABUT, fragdo n-butanol FABUT. Eluente, acetato de etila, &cido
acético, acido formico e agua (100:11:11:26); revelador, difenilborilhexiletanolamina a
1% em metanol seguido de polietilenoglicol 4000 a 1% em etanol (PEG); visualizagéo,

luz ultravioleta a 365 nm.
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Figura 13. Estrutura quimica das substancias fendli cas identificadas por CCD

nos frutos de X. aromatica.

A Figura 14 mostra o perfil cromatografico em CCD para saponinas, do EBXA
e suas fracdes. O padrao de referéncia de saponina comercial (SC) apresentou
duas bandas marrons escuras, nos Rfs 0,7 e 0,78. Manchas de coloragéo
marrom claro, nos Rfs 0,42 e 0,6, foram observadas em EBXA e FABUT e em
menor evidencia em FACET. Bandas de coloracédo azul-violeta, nos Rfs entre
0,64 e 0,82, também foram visualizadas na FABUT e em menor intensidade no
EBXA e FACET. Estas coloracdes sugerem a presenca de terpenos e ou

saponinas.



Figura 14. CCD para identificacdo de saponinas. SC, padrdo de saponina
comercial; EBXA, extrato bruto dos frutos de X. aromatica; FAHEX, fracdo hexanica;
FACET, fracdo acetato de etila; FABUT, fragcdo n-butanol. Eluente, cloroférmio: acido
acético glacial: metanol: &4gua (60:32:10:02); revelador, anisaldeido sulfurico;

visualizacao, luz visivel, apds aquecimento.

A Figura 15 mostra o perfil comatrografico em CCD para alcaloides do EBXA,
FABUT e de uma fracdo de alcaloides extraidos diretamente do fruto (FAEXA).
Foram observadas bandas de coloragdo marrom e marrom-alaranjada nos Rfs
0,01 a 0,12, 0,3 e 0,95, apds revelacdo com reagente Dragendorff. Essas
substancias encontram-se em maior proporcédo na fragcdo de maior polaridade,
FABUT.
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Figura 15. Cromatografia em camada delgada para ide ntificacdo de alcaloides.

FAEXA, fracdo de alcaloides extraidos diretamente dos frutos de X. aromatica; EBXA,
extrato bruto dos frutos de X. aromatica; FABUT, fracdo n-butanol. Eluente,
diclorometano: acetona: dietilamina (60:40:02); revelador, dragendorff; visualizacéo,

luz visivel, apds secagem ao ar seco.

A Figura 16 mostra o cromatograma obtido para 6leos essenciais do fruto
(OEXA). A amostra apresentou 11 bandas de coloragao variada, que vao dos
tons rosa a violeta, nos Rfs 0,98, 0,8, 0,76, 0,67, 0,6, 0,5, 0,46, 0,4, 0,36, 0,28 e
0,2. O mirceno, cariofileno, ocimeno e citronelol apresentaram bandas nos Rfs
0,98, 0,96, 0,44 e 0,28. A presenca de duas ou mais bandas nas amostras
referéncia de Oleos essenciais sdo decorrentes da degradacdo dos mesmos. A
comparacao dos Rfs obtidos para OEXA com as amostras referéncias sugere a
presenca de mirceno (Rf = 0,98), citronelol (Rf = 0,28) e cariofileno (Rf = 0,96).
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Figura 16. CCD para identificacdo de Oleos essencia is. Mirceno, Cariofileno,
Ocimeno, OEXA, citronelol. Eluente, tolueno: acetato de etila (93:07); revelador,

anisaldeido sulfarico; vizualizagéo, luz visivel, apds aquecimento.

4.1.4 Caracterizacdo do HEXA dos frutos de  X. aromatica por CG/ EM

O cromatograma em CG/ EM para as substancias volateis obtidos do HEXA
(lote 1) apresentou 14 picos (Figura 17), nos Trs 5,3 (pico numero 1), 19,8 (pico
2), 27,5 (pico 3), 28,7 (pico 4), 30,2 (pico 5), 31,8 (pico 6), 32,0 (pico 7), 32,1
(pico 8), 32,5 (pico 9), 35,1 (pico 10), 35,3 (pico 11), 35,4 (pico 12), 35,4 (pico
13) e 50,6min (pico 14), respectivamente. Foram identificados por meio de seus
espectros de massas os 10 primeiros picos, conforme demonstrado na Tabela
4. Somente um dos picos (10 a 13) presente no Trg 35,4min, pode ser

identificado.

Os compostos majoritarios identificados foram o acido oléico, acidos graxos

poliinsaturados (acido linoléico, 3,6-acido octadecadiindico e ciclopentano



acido undecandico) e saturados (acido palmitico e caprdico), seguidos de
sesquiterpenos (trans-cariofileno) e de monoterpenos (mirceno e 4,5-dimetil-1-
hexano) (Tabela 4).

Mirceno e -pineno apresentaram espectros de massas com IS semelhantes,
no Tgr 27,5min (pico 3). Este resultado, associado a identificacdo na CCD de
bandas de coloracdo e Rfs semelhantes & amostra referéncia de mirceno,
sugere que este componente integre o pico 3 (Figura 17). Ambos
monoterpenos, mirceno e -pineno, ja foram identificados em frutos de X.
aromatica e possuem massa molecular semelhante (SILVA & ROCHA 1981).
Deste modo, h& a possibilidade de nao ter ocorrido a separacdo completa das

duas substancias e de ambos monoterpenos estarem presentes na amostra.

Na CCD foram identificados os Oleos essencias mirceno e cariofileno, também
detectados pela CG, e o citronelol. O citronelol também ja foi identificado em
frutos de X. aromatica (SILVA & ROCHA 1981). Possivelmente, este
monoterpeno corresponde a um dos picos (11 a 13) evidenciados pela CG, ndo

identificados pelo espectrofotometro de massa.
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Figura 17. Cromatograma (CG/ EM) dos constituintes quimicos presentes no

HEXA (lote 1) . Cada pico representa um componente da amostra.



Tabela 4. Composicdo do HEXA (lote 1) determinado p

or CG/ EM. As substancias

a seguir citadas foram aquelas que apresentaram maior similaridade com os espectros

de massa presentes na biblioteca do sistema.

Tempo de )
Pico IS Substancias Massa (9) retencao Area (%)
(min)
01 70 1,4 pentadieno 68 5,32 0,65
02 72 3,6-acido octadecadiindico 276 19,79 3,9
c e 2 as u
04 84 Acido palmitico 256 28,73 15,5
05 73 4,5-dimetil-1-hexeno 112 30,17 2,2
06 77 Ciclopentano acido undecanéico 254 31,85 1,9
07 88 Acido linoléico 280 31,98 20,4
08 84 Acido oléico 282 32,09 27,5
09 79 Acido caproico 144 32,53 2,2
10 78 Trans cariofileno 204 35,14 19,6
11 - - - 35,27 1,56
12 - - 35,36 0,33
13 - - 35,39 0,51

IS: indice de similaridade na base de dados que reflete a similaridade do espectro de massas

obtido com os registrados nas bibliotecas utilizadas.

Os espectros de massa das substancias identificadas no HEXA (lote 1) se

encontram no Anexo A. As estruturas dos 6leos volateis identificadas por CG/

EM nesta amostra estao representadas na Figura 18.



Figura 18. Estruturas quimicas das principais subst ancias identificadas no HEXA
(lote 1) por CG/ EM.



4.1.5 Perfil de acidos graxos dos frutos de  X. aromatica por CG/ EM

Para esta analise, os acidos graxos foram convertidos em compostos volateis,

de forma a permitir a sua separacao e caracterizacao por CG/ EM.

O cromatograma obtido por CG/ EM mostrou seis picos nos Trs 2,88 (pico 1),
4,83 (pico 2), 6,69 (pico 3), 6,97 (pico 4), 7,58 (pico 5) e 8,54mn (pico 6) (Figura
19). Os acidos graxos majoritarios identificados foram os acidos oléico e
linoléico, seguido de menores propor¢cdes de acido palmitico, esteéarico e

linolénico (Tabela 5).

O pico 1 foi identificado como hidréxitolueno butilado (BHT) e a sua presenca
pode ser devida a forma com que os frutos foram armazenados e
transportados, em uma embalagem plastica. O BHT é um antioxidante usado
na producdo de materiais plasticos e, possivelmente, pode ter ocorrido
contaminagdo da amostra. E importante considerar que esta substancia n&o foi
identificada na amostra do lote 1, a qual foi armazenada e transportada em um

saco de papel.

Figura 19. Cromatograma (CG) dos &cidos graxos presentes HEXA (lote 2). Cada

pico representa um componente da amostra.



Tabela 5. Acidos graxos detectados no HEXA (lote 2) por CG/ EM. Substancias
identificadas por analise comparativa de espectros de massas de substancias

presentes na biblioteca do sistema e com dados da literatura.

Massa Tempo de )
Pico [@) Substancias @ retencdo Area (%)
9 (min)
01 93 Hidroxitolueno butilado 220 2,88 22,06
02 94 Acido palmitico 256 4,83 13,79
03 95 Acido estearico 284 6,69 4,29
04 95 Acido oléico 282 6,97 31,4
05 95 Acido linoléico 280 7,58 27,40
06 86 Acido linolénico 306 8,54 1,43

IQ: indice de pesquisa na base de dados que reflete a similaridade do espectro de massas

obtido com os registrados nas bibliotecas utilizadas.

Os espectros de massa dos acidos graxos identificados no HEXA (lote 2) se
encontram no Anexo B. As estruturas dos 6leos volateis identificadas por CG/

EM estéo representadas a seguir (Figura 20).



Figura 20. Estruturas quimicas dos &cidos graxos id entificados no HEXA (lote 2)
por CG/ EM.



4.2 Efeitos do EBXA no tratamento de alteracfes met  abdlicas

induzidas por dieta em camundongos BALB/c

4.2.1 Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)

Os animais foram submetidos ao TTOG na oitava semana de experimento com
0 objetivo de confirmar as alteracbes no metabolismo da glicose causada pela
dieta HC. Conforme mostrado na Figura 21 A, nos tempos 15, 30 e 60 minutos
apos a sobrecarga oral de glicose, os animais alimentados com dieta HC
apresentaram maior percentual de aumento de glicemia quando comparado
aos animais controle (C). A Figura 21 B apresenta a area sob a curva do TTOG
e evidencia menor tolerancia oral a glicose dos animais do grupo HC quando

comparados aos animais controle.
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Figura 21 - TTGO na oitava semana de experimento. (A) Percentual de aumento da
glicemia em relacdo ao basal (tempo O - jejum) aos 15, 30, 60 e 120 minutos apds
gavagem de 2g/Kg de PC de glicose. (B) Representacdo da area sob a curva (AUC)

do TTOG. As barras representam a média * erro padrao, n=8. *P<0,05 vs C.



4.2.2 Teste de sensibilidade a insulina (TSI)

Os animais foram submetidos ao TSI na oitava semana de experimento com o

objetivo de confirmar alteracdo na sensibilidade a insulina causada pela dieta

HC. Conforme mostrado na Figura 22 A, nos tempos 30 e 60 minutos apés

injecdo intraperitoneal de insulina, os animais alimentados com dieta HC

apresentaram menor percentual de reducdo da glicemia quando comparado

aos animais alimentados com dieta C. A Figura 22 B apresenta a area sob a

curva do TSI evidenciando que os animais do grupo HC apresentavam menor

sensibilidade a insulina.
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Figura 22 - TSI na oitava semana de experimento
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glicemia em relacdo ao basal (tempo O - posprandial) aos 15, 30, 60 e 120 minutos

apos injecao intraperitoneal de 0,75Ul/Kg de PC de insulina. (B) Representacédo da
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4.2.3 Ingestado alimentar, peso ponderal e indice de  adiposidade

Apos verificar que os animais alimentados com dieta HC apresentavam menor

tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina, foi iniciado tratamento com trés

diferentes doses do extrato bruto dos frutos de X. aromatica (EBXA) durante

quatro semanas.



Animais alimentados com dieta HC e tratados com extrato nas diferentes doses
nao apresentaram alteracdo na ingestao alimentar (dado ndo apresentado) e
de PC (Figura 23 A) em relacdo aos animais alimentados com dieta controle.
Entretanto, conforme pode ser observado na Figura 23 B, 0s animais
alimentados com dieta HC apresentaram maior indice de adiposidade quando
comparados aos animais alimentados com dieta controle. Os grupos que
receberam dieta HC acrescida das diferentes doses do EBXA néo
apresentaram alteracdo desse indice em relacdo ao seu respectivo controle
(HC).
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Figura 23 - Peso Corporal e indice de adiposidade d e camundongos alimentados
com dieta controle, HC e dieta HC acrescida de trés diferentes doses de EBXA.
(A) Peso corporal mensurado semanalmente. (B) Avaliagdo da biometria do tecido
adiposo visceral pelo indice de adiposidade (TAE+TAM+TAR x 100/ PC). As barras

representam a média + erro padréo, n= 8. *P<0,05 vs C.

4.2.4. Anélise morfolégica dos adipdcitos do tecido adiposo epididimal

A andlise histolégica do tecido adiposo epididimal mostrou que os animais
alimentados com dieta HC apresentaram area (Figura 24 A e B) dos adipocitos
maiores quando comparados aos animais do grupo C. Os grupos que
receberam dieta HC adicionada de 50, 100 e 200mg/kg de PC de EBXA
apresentaram menores valores de area dos adipécitos quando comparado ao

respectivo controle, HC. Os animais alimentados com dieta HC200



apresentaram adipécitos de area menores quando comparados aos grupos
alimentados com dieta HC, HC50 e HC100.
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Figura 24 - Analise histologica de secgBes do tecid o adiposo epididimal. (A)
Representacdo da morfologia do tecido adiposo epididimal dos grupos alimentados
com dieta C, dieta HC e dieta HC acrescentada de 50, 100 e 200mg/kg de PC de
EBXA. (B) Determinacdo da area dos adipocitos de camundongos alimentados com
dieta controle, HC, HC50, HC100 e HC200. As barras representam a média * erro
padréo, n= 5. *P<0,05 vs C. **P<0,05 vs HC. *P<0,05 vs HC50 e HC100.



4.2.5 Teste de tolerancia oral a glicose apds quatr o semanas de
tratamento com EBXA

O TTOG foi realizado novamente na 122 semana de experimento, com 0
objetivo de verificar se o consumo de dieta HC adicionada de diferentes doses
do EBXA, durante quatro semanas, seria capaz de reverter a alteracdo do

metabolismo da glicose dos animais alimentados com a dieta HC.

AplOs 12 semanas de experimento os animais alimentados com dieta HC
apresentavam percentuais de aumento de glicose maiores nos tempos 30 e 60
minutos, quando comparado aos animais controle (C). Os animais alimentados
com as trés diferentes doses do EBXA apresentaram precentuais de aumento
de glicemia menores nos tempos 30 e 60 minutos quando comparado ao grupo
alimentado com dieta HC (Figura 25 A). A area sob a curva, conforme
observado na Figura 25 B, indica menor tolerancia oral a glicose nos animais
do grupo HC. Apos suplementacdo com 50, 100 e 200 mg de PC de EBXA

observou-se uma atenuacao desta intolerancia.
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Figura 25 - TTOG realizada na 122 semana de experim ento, apds quatro semanas
de suplementacdo com trés diferentes doses do EBXA. (A) Percentual de aumento
da glicemia em relacéo ao basal (tempo O - jejum) aos 15, 30, 60 e 120 minutos apos
gavagem de 2g/Kg de PC de glicose (B) Representacdo da area sob a curva (AUC) do
TTOG. As barras representam a média + erro padrédo, n=8. *P<0,05 vs C. **P<0,05 vs
HC.



4.2.6 Teste de sensibilidade a insulina apds quatro semanas de
tratamento com EBXA

O TSI foi realizado novamente na 122 semana de experimento, com 0 objetivo
de verificar se o consumo de dieta HC adicionada de diferentes doses do
EBXA, durante quatro semanas, seria capaz de melhorar a sensibilidade a

insulina dos animais alimentados com a dieta HC.

Na 122 semana de tratamento, os animais alimentados com dieta HC
apresentaram percentuais de reducao de glicose menores nos tempos 30, 60 e
120 minutos, apos injecdo intraperitoneal de insulina, quando comparados aos
animais controle. Somente os animais alimentados com dieta HC, adicionada
de 200mg/kg de EBXA por PC, apresentaram atenuacao da insensibilidade a
insulina induzida por dieta HC (Figura 26 A e B). A area sob a curva, conforme
observado na Figura 26 B, indica menor sensibilidade a glicose nos animais do
grupo HC. Apods suplementacdo com 200 mg de PC de EBXA observou-se uma

atenuacao desta insensibilidade.
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Figura 26 - TSI realizada na 122 semana de experime nto, ap0s quatro semanas de
suplementacéo com trés diferentes doses do EBXA. (A) Percentual de reducédo da
glicemia em relagédo ao basal (tempo 0 - posprandial) aos15, 30, 60 e 120 apds injecado
intraperitoneal de 0,75Ul de insulina/Kg de PC. (B) Representacdo da area sob a curva
(AUC) do TSI. As barras representam a média + erro padrdo, n=8. *P<0,05 vs C.
**P<0,05 vs HC.



4.2.7 Parametros sorolégicos

4.2.7.1 Triacilglicerol, colesterol total, glicose
indices HOMA

de jejum, insulina e

Para verificar as alteracdes no metabolismo de glicose e lipidios dos animais
estudados, foram realizadas as dosagens de glicose de jejum, insulina, indices
HOMA-IR e HOMA- ,
apresentados na Tabela 6 mostram que os animais alimentados com dieta HC

colesterol total e triglicérides. Os resultados

apresentaram maiores valores de glicose de jejum, HOMA-IR, colesterol total e
triglicérides assim como menores valores de HOMA- e valores similares de
insulina quando comparados aos animais alimentados com dieta C. Os animais
suplementados com as trés diferentes doses de EBXA nao apresentaram
alteragcbes dos parametros avaliados quando comparados aos animais
alimentados com dieta HC.

Tabela 6. Parametros soroldgicos e indices de HOMA. Animais alimentados com

dieta controle (C), dieta rica em carboidrato (HC) e dieta HC acrescentada de 50
(HC50), 100 (HC100) e 200mg/kg de PC de EBXA (HC200). n=8. *P<0,05 vs C.
**P<0,05 vs HC

(mg/dl)

Perfil sérico Grupos
Controle HC HC50 HC100 HC200
Glicosede 0 307 2506+539¢ 2208+524 2792410 2640 %627
jejum (mg/dI)
Insulina 56 08 59 09 64 06 57 06 56 04
(ng/ml)
HOMA-IR 23+0,3 3.9 +0,8* 39+1,7 38 055 31 05
HOMA- 262499 141 61* 171 4,0 122 1.9 121 1,9
Colesterol 1609+233 3266+482* 2973+314 31404513 327.8%53,0
total (mg/dl)
Triacilglicerol 002, 431 33564343 3274596  3269+611 3235+689




4.2.8 Avaliagéo da inflamacéo sistémica e local

4.2.8.1 Contagem de leucdcitos totais, células mono  nucleadas e

neutrofilos

Animais alimentados com dieta HC apresentaram maior nimero de leucocitos e
de células mononucleadas circulantes quando comparados aos controles
(Figura 27 A e B). Os animais alimentados com dieta HC adicionada de
diferentes doses do EBXA apresentaram menores valores para leucdcitos
totais e células mononucleadas, quando comparados ao seu controle HC. Os
diferentes grupos néo apresentaram alteracdo em relacdo ao numero de

neutrofilos (Figura 27 C).
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Figura 27 - Contagem total de leucdcitos e diferenc ial: mononucleadas e

neutrofilos.  Animais alimentados com dieta controle (C), dieta rica em carboidrato
(HC) e dieta HC acrescentada de 50 (HC50), 100 (HC100) e 200mg/kg de PC de
EBXA (HC200). (A) Contagem de leucdcitos totais do sangue retirado da cauda dos
animais em camara de neubauer. (B-C) Contagem de células mononucleadas (B) e
neutrofilos (C), realizado por meio da avaliagdo morfologica do esfregago sanguineo.

As barras representam a média + erro padrdo, n=8. *P<0,05 vs C, **P<0,05 vs HC.



4.2.8.2 Concentracéo de citocinas no tecido adiposo epididimal e
hepéatico

As concentragbes de citocinas foram determinadas no tecido adiposo
epididimal e hepatico. Os animais alimentados com a dieta HC apresentaram
maiores valores de IL-10, IL-6 e TNF- no tecido adiposo quando comparados
aos animais controle (Figura 28 A, B e C). Os animais alimentados com dieta
HC adicionados de diferentes concentracbes de EBXA ndo apresentaram
alteracdes nas concentracdes das citocinas avaliadas no tecido adiposo, em

relacdo aos animais HC.
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Figura 28 - Concentracdo de IL-6, TNF- e IL-10 no tecido adiposo epididimal de
camundongos. Animais alimentados com dieta controle (C), dieta rica em carboidrato
(HC) e dieta HC acrescentada de 50 (HC50), 100 (HC100) e 200mg/kg de PC de
EBXA (HC200). As barras representam a média + erro padrédo, n=8. *P<0,05 vs C.



Os animais alimentados com a dieta HC também apresentaram maiores
valores das citocinas inflamatérias TNF- e IL-6 no figado. Os animais
suplementados com diferentes concentracdes de EBXA apresentaram menores
valores de IL-6 e TNF- no figado, quando comparados ao seu controle HC
(Figura 29 A e B).
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Figura 29 - Concentragdo de IL-6 e TNF- no tecido hepatico de camundongos.
Animais alimentados com dieta controle (C), dieta rica em carboidrato (HC) e dieta HC
acrescentada de 50 (HC50), 100 (HC100) e 200mg/kg de PC de EBXA (HC200). As

barras representam a média * erro padrao, n=8. *P<0,05 vs C.**P<0,05 vs HC.



5. DISCUSSAQO

A alimentacdo em longo prazo com dieta HC, ou rica em lipidios
(especialmente gordura saturada), esta associada ao aumento de adiposidade
e a excessiva producdo de mediadores pro-inflamatorios, além de menor
tolerancia oral a glicose (FERREIRA et al., 2011; ESPOSITO et al., 2003;
BRESSAN, 2009; LOTTENBERG, 2009). Corroborando com dados da
literatura, no presente estudo, os animais alimentados com a dieta HC
apresentaram alteracfes metabdlicas, evidenciada pela menor tolerancia oral a
glicose, menor sensibilidade a insulina, maiores valores de leucdcitos e células
mononucleares circulantes, além de maior concentracdo de citocinas pro-
inflamatorias no tecido adiposo e figado assim como dislipidemia (FERREIRA
et al., 2011; ESPOSITO et al., 2003).

Algumas evidéncias cientificas atuais tém observado que ndo s6 a quantidade
calérica ingerida, mas a natureza do macronutriente presente na dieta
influencia na producéo de citocinas pro-inflamatorias, na a¢do da insulina e no
desenvolvimento das DANT’s (FERREIRA et al., 2011; BRESSAN, 2009;
LOTTENBERG, 2009). Quando se comparam os efeitos na saude de diferentes
dietas, € importante observar a natureza de todos os componentes presentes.
Geralmente, a dieta padrédo recebida pelos animais do grupo controle é fonte
de fibras, contém carboidratos complexos e gorduras de fonte vegetal
(THIGPEN et al.,, 2004). No presente estudo, a dieta HC foi composta pela
racdo padrdo, acrescida de dgua, acgucar e leite condensado.

Maior adiposidade e hipertrofia dos adipdcitos, evidenciado pelo aumento da
area da célula adiposa, foram encontrados nos animais alimentados com a
dieta HC em relacdo aos animais controle. Entretanto, ndo foi observado
diferenca no peso corporal e consumo alimentar entre 0os grupos. A maior
adiposidade desses animais esta relacionada, possivelmente, com a
composic¢ao nutricional da dieta, rica em carboidratos refinados. O excesso de
carbonos oriundos de carboidratos como glicose e frutose pode ser

transformado em gordura, por meio do processo denominado lipogénese de



novo (PARKS, 2002). O aumento consideravel da lipogénese (UYEDA et al.,
2002) e da expresséao de enzimas lipogénicas (DELZENE et al., 2001) acarreta

no desenvolvimento de dislipidemias e no acumulo de gordura corporal.

O tratamento da obesidade € complexo e multidisciplinar, e deve envolver
mudanca de habitos alimentares. N&o existe nenhum tratamento farmacolégico
em longo prazo que seja efetivo, sem envolver mudanca de estilo de vida
(ABESO, 2009). Contudo, sabe-se que a adeséo a dietas € bastante variavel.
DIMATTEO (1994), por exemplo, relatou que 75% dos pacientes ndo seguem
as recomendacdes médicas relacionadas as mudancgas no estilo de vida.
Assim, fornecer nutrientes e substancias bioativas na forma de nutracéuticos
ou fitoterapicos pode representar uma alternativa terapéutica interessante para
auxiliar no tratamento e prevencdo de doencas e alteragcbes metabdlicas

relacionadas a maus habitos alimentares.

A OMS, desde a década de 70, vem estimulando pesquisas de validacdo com
as plantas medicinais e o desenvolvimento de extratos padronizados. A
estratégia de utilizar varias substancias de forma sinérgica, presentes nos
extratos, se apresenta como uma nova abordagem terapéutica, visto que 0s
processos patolégicos sdo complexos e resultam da interacdo entre varios
mediadores celulares. Além disso, extratos de plantas, ricos em substancias
bioativas, possuem o beneficio de apresentarem menos efeitos colaterais que
as substancias sintéticas (ERNST, 2005). Muitos esforcos passaram a ser
empreendidos em todo o mundo, e também no Brasil, visando os estudos com
as plantas medicinais e a promocéo do seu uso adequado. A flora medicinal
brasileira, devido a sua vasta biodiversidade, representa uma das mais
promissoras fontes de substancias bioativas, que podem ser utilizadas para o
tratamento de diversas patologias (BRANDAO et al., 2009; BROOKS et al.,
2006).

As atividades emagrecedoras, hipolipidémica, hipoglicémica e antiinflamatéria
de diferentes extratos e substancias bioativas, vém sendo demonstradas em
inumeros estudos cientificos de varias partes do mundo (KIM et al., 2011;
BAHRAMIKIA & YAZDANPARAST, 2008; MURRAY et al.,, 2008; LEI et al.,



2007; WOO et al., 2007; HERRERA-ARELLANO et al., 2004; JORGE et al.,
1998). Neste estudo, foi avaliado o potencial do extrato bruto dos frutos de X.
aromatica (Lam.) Mart. (EBXA) no tratamento da obesidade e suas alteracdes

metabodlicas.

A pimenta-de-macaco (Xylopia aromatica (Lam.) Mart.), planta nativa do
cerrado, € usada popularmente como condimento por apresentar odor
semelhante a pimenta do reino (Piper nigrum L.) (SILVA & ROCHA, 1981). Aos
seus frutos sdo atribuidas ainda propriedades afrodisiaca, estimulante e
carminativa (CORREA, 1984). O potencial da planta é descrito desde o século
XIX por naturalistas que percorreram o Estado de Minas Gerais (Saint-Hilaire,
Spix & Martius). Apesar do uso tradicional por séculos, nenhum estudo havia
sido feito, até 0 momento, visando avaliar as atividades bioldgicas dos frutos da
planta.

As andlises quimicas dos frutos de X. aromatica por CCD, realizadas neste
estudo, evidenciaram a presenca de varios metabdlicos secundarios, incluindo
acidos fendlicos, flavonoides, saponinas, alcaloides e 6leos essenciais. Esses
resultados estdo de acordo com o observado para plantas da familia
Anonnaceae, incluindo espécies de Xylopia. Elas apresentam grande
diversidade de constituintes quimicos, principalmente, substancias aromaticas,
incluindo os terpenoides (monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e
triterpenos), além de flavonoides e alcaloides (EZEKWESILI et al., 2010;
LEBOEUF et al., 1982).

Os resultados mostraram que o EBXA e as fragbes FACET e FABUT contém
flavonoides (rutina) e &cidos fendlicos (acidos clorogénico e caféico). A
presenca de substancias fendlicas, inclusive flavonoides, ja foi descrita em
frutos de algumas espécies de Xylopia (BOUBA et al., 2010; EZEKWESILI et
al., 2010; SILVA et al., 2009; SENA-FILHO et al., 2008; MOREIRA, 2003), e em
folhas e cascas de X. aromatica (SILVA et al., 2010). Neste estudo, € descrita a

presenca destas substancias nos frutos, pela primeira vez.



A CCD para saponinas em EBXA, FACET e FABUT, reveladas com reagente
especifico para substancias terpénicas, apresentou manchas com Rfs de
elevada polaridade, sugerindo a presenca dessas substancias. A presenca de
saponinas ja foi observada em frutos de X. aethiopica (EZEKWESILI et al.,
2010; MOREBISE et al., 1998). Nenhum estudo foi encontrado na literatura
descrevendo a presenca de saponinas nos frutos da espécie estudada.

A CCD também evidenciou a presenca de alcaloides no EBXA e FABUT. A
presenca dessas substancias foi confirmada também na fracdo preparada
especificamente para obter os alcaloides, extraidos diretamente do fruto.
Espécies de Xylopia sdo conhecidas por possuirem alcaloides, principalmente
do tipo isoquinoliquinos quaternarios e bisbenzilisoquinolinicos, que estéo
presentes nas cascas, folhas e frutos destas plantas (EZEKWESILI et al., 2010;
SILVA et al.,, 2009; MOREIRA et al.,, 2003; MARTINS, 1995). As principais
atividades farmacologicas dessas substancias séo citotoxica e bactericida
(CHEN et al., 1996). Alcaloides ja foram identificados por CCD em frutos de

Xylopia aromatica, coletados no Maranhao (SILVA et al., 2010).

As substancias aromaticas, incluindo terpenoides (monoterpenos,
sesquiterpenos) sao 0s constituintes quimicos presentes nos frutos de X.
aromatica mais bem estudados e caracterizados quimicamente. Neste estudo,
o teor de Oleo essencial extraido dos frutos (2,2%) foi semelhante ao valor
encontrado por outros autores (SILVA & ROCHA, 1981). A analise por CCD do
Oleo essencial, através da comparacdo com Rfs de amostras referéncias,
indicou a presenca de mirceno, citronelol e cariofileno. Outras oito bandas
foram detectadas na CCD, o que indica a possivel presenca de mais
substancias dessa classe. A andlise quimica por CG/ EM confirmou a presenca
de mirceno e cariofileno, e evidenciou a presenca do monoterpeno 4,5-dimetil-

1-hexeno.

Mirceno e -pineno apresentaram espectros de massas com IS semelhantes,
no Tr 27,5min (pico 3). Este resultado, associado a identificacdo na CCD de
bandas de coloracdo e Rfs semelhantes & amostra referéncia de mirceno,

sugere que este componente integre o pico trés (Figura 17). Ambos o0s



monoterpenos, mirceno e -pineno, ja foram identificados em frutos de X.
aromatica e possuem massa molecular semelhante (ANDRADE et al., 2004;
SILVA & ROCHA 1981), o que dificulta a separacdo completa das duas

substancias na amostra.

SILVA & ROCHA (1981) descreveram a presenca de 17 componentes nos
Oleos essenciais dos frutos de X. aromatica, e identificaram sete substancias
predominantes: limoneno, citronelol, -pineno, -pineno, ocimeno, mirceno e
carvona. Outros estudos com frutos de Xylopia spp. também encontraram uma
grande variedade de 6leos essenciais (ANDRADE et al., 2004; STASHENKO et
al.,, 2004). No comatograma para o HEXA (lote 1) os picos ndo se
apresentaram tdo bem definidos, o que pode indicar a ndo separagcao e
identificacdo de algumas substancias volateis. Como exemplo, tem-se o
citronelol, evidenciado na CCD, mas néo identificado na CG/ EM. Sugere-se
também que o limoneno, 6leo essencial mais abundante presente nos frutos de
X. aromatica, segundo outros autores (ANDRADE et al., 2004; SILVA &
ROCHA, 1981), pode ser um dos componentes dos picos 10 a 13, nédo
identificados pela CG/ EM.

A variacdo na composicdo de Oleos essenciais e de outras substancias
bioativas em plantas da mesma espécie pode ser decorrente da época de
coleta da planta, local e condi¢cdes de cultivo, idade da planta, entre outros
fatores que contribuem para a formacgédo ou ndo de determinados metabdlitos
(SIMOES et al., 1999). Deve-se considerar que a caracterizacdo dos 06leos
essenciais da planta foi realizada a partir do extrato hexanico dos frutos de X.
aromatica. A analise por CG/ EM dos Oleos essenciais obtidos por
hidrodestilacdo representa uma opc¢ao para melhor caracterizagdo dos 6leos

essenciais.

E curioso observar que, na andlise do HEXA (lote 1) por CG/ EM, além da
identificag8o de oOleos essenciais, foi também detectada a presencga de ésteres
metilicos de acidos graxos, mesmo sem nenhum tratamento prévio da amostra.
Para realizar a analise de acidos graxos deve ser aplicado procedimento de

esterificacdo, onde eles sao convertidos em substancias mais volateis, como os



seus ésteres metilicos. Este procedimento é necesséario também para reduzir a
adsorcado de solutos no suporte e superficie da coluna e melhorar a separacao
das substancias (JHAM et al., 1982).

Para obtencdo do perfil de acidos graxos da amostra, o HEXA (lote 2) foi
submetido a esterificacdo para posterior andlise por CG. Os acidos graxos
majoritarios encontrados foram o oléico (40,26%) e o linoléico (35,13). Outros
componentes, presentes em menores propor¢des foram os acidos graxos
palmitico (17,68%), estearico (5,5%) e linolénico (1,8%). Pode-se observar que
o0 cromatograma obtido através da CG/ EM para o HEXA 2 apresentou picos
bem definidos e as substancias encontradas apresentaram maiores indices de
similaridade, em comparacdo com os dados dos padroes de referéncia

disponiveis na biblioteca do sistema.

Ao comparar os resultados de GC/ EM entre os HEXA (lote 1) e HEXA (lote 2),
observa-se concordancia na identificacdo do acido oléico, linoléico e palmitico.
Porém, no HEXA (lote 1) também foram observadas, em pequenas proporgdes,
a presenca do &cido caproico, &acido ciclopentano undecandico, 3,6-acido
octadecadiindico, mas néo foi identificado o acido linolénico e estearico. Sabe-
se que o procedimento de esterificacdo pode afetar os resultados devido a
varios fatores, incluindo perda de ésteres metilicos de cadeia curta e muito
volatil e mudangas na composicdo dos acidos graxos durante a esterificacao
(SHANTA & NAPOLITANO, 1992; BRONDZ, 2002). Possivelmente, por ndo
estarem na forma de ester metilico, os acidos graxos estearico e linolénico ndo
foram detectados no HEXA (lote 1). Outra hipdtese € que estes acidos integrem

0s picos 10 a 13, nao identificados pela CG/ EM.

DOSOMU & OCHU (1995) verificaram que a fracado oleosa dos frutos de X.
aromatica que ocorre na Africa apresentava predominancia de acidos graxos
saturados. EZEKWESILI et al. (2010) verificaram elevada porcentagem de
acidos graxos insaturados nos frutos de X. aethiopica originarios da Nigéria,
com predominancia de acido oléico (39,12%), e linoléico (25,98%) e menor
propor¢cdo de linolénico (1,10%). Os &acidos graxos estearico (4,54%) e

palmitico (19,21%) apresentaram também proporcdo semelhante a encontrada



neste estudo. ELHASSAN et al. (2009), apesar de ter encontrado
predominancia do acido oléico e quantidades também similares de acidos
graxos saturados nos frutos de X. aethiopica provenientes do Sud&o, né&o
observou quantidades consideraveis de acido linoléico. De fato, conforme
discutido anteriormente, as condi¢fes climaticas, idade da planta entre varios
outros fatores podem interferir na composicdo quimica da planta (SIMOES et
al., 1999).

O &cido caprdico e o acido octadecadiindico, além de acidos graxos ciclicos,
como o ciclopentano acido undecandico, foram detectados nos frutos de X.
aromatica. Eles estdo presentes também em Oleos de algumas espécies
vegetais (KUMAR, 2011; SUDHA et al., 2011; BAJPAI et al., 2008). Entretanto,
na literatura, ndo foi encontrado nenhum estudo que descrevesse a presenca
desses trés acidos graxos nos frutos de Xylopia. Durante o aquecimento de
Oleos vegetais, sob condicbes semelhantes as utilizadas para a extracdo de
solvente, pode ocorrer formacao de acidos graxos contendo anéis ciclopentano
ou ciclohexano, formados a partir do &acido linoléico e linolénico, o que pode
explicar a identificag@o do ciclopentano acido undecandico no extrato hexanico
do fruto (SEBEDIO & GRANDGIRARD, 1989). E possivel também que a
presenca de ésteres metilicos no HEXA (lote 1), discutida anteriormente, seja

decorrente do processo de obtencédo e manipulagdo da amostra.

Para avaliar o potencial dos frutos de X. aromatica sobre parametros
metabdlicos caracteristicos da obesidade, o EBXA foi suplementado a dieta
HC. A adicdo do extrato melhorou a tolerancia oral a glicose e, na maior dose
consumida, a sensibilidade a insulina dos animais. Além disso, 0s animais que
se alimentaram do extrato apresentaram reducao de células imunes circulantes

e citocinas pro-inflamatdrias no figado.

Apesar de ser observado melhora metabdlica e inflamatéria nos animais que
receberam o extrato, 0s mesmos ndo apresentaram alteragcao no peso corporal,
ingestao alimentar e adiposidade quando comparados aos animais alimentados
somente com a dieta HC. Entretanto, observou-se que os animais alimentados

com todas as doses de extratos apresentaram adipOcitos menores,



caracteristicos da ocorréncia de hiperplasia celular. A expansdo da massa
adiposa ocorrida na obesidade é determinada pelo tamanho do adipécito
(hipertrofia) ou do seu numero (hiperplasia) (QUEIROZ et al.,, 2009). O
aumento do tamanho dos adipdcitos ndo € um processo ilimitado. Quando a
célula adiposa atinge a capacidade maxima de armazenamento de gordura,
novas células sdo recrutadas, os pré-adipocitos. A substituicdo de células
hipertréficas por adipécitos jovens pode criar um ambiente metabdlico mais
favoravel, por apresentarem maior sensibilidade a insulina (OKUNO et al.,
1998). Os adipdcitos hipertrofiados desencadeiam aumento de AGLs e
citocinas pré-inflamatérias no plasma, que irdo atuar em outros 6rgaos e
tecidos, como o musculo e figado, aumentando a resisténcia a insulina também
nestes sitios (CHAWLA et al., 2011; GREGOR & HOTAMISLIGIL, 2011). Na
literatura tem sido demonstrado que alguns extratos de plantas diminuem o
tamanho dos adipécitos em animais obesos e diabéticos o que
consequentemente, promove melhora no metabolismo lipidico e da glicose
(ALMEIDA, 2011; KIM et al., 2011; KRISANAPUN et al., 2011; CHUNG et al.,
2010).

Os animais alimentados com a dieta HC apresentaram também menor
tolerancia oral a glicose e menor sensibilidade a insulina na oitava e 122
semana de experimento. Esta alteragédo pode ser explicada pela inflamagéo
sistémica e local, evidenciada pelo maior nimero de células imunes circulantes
(leucdcitos e células mononucleadas) e das citocinas TNF- e IL-6, observados
no figado e tecido adiposo dos animais alimentados com a dieta HC. A
resisténcia a insulina estad relacionada com o aumento de citocinas proé-
inflamatorias, juntamente com o aumento na producdo de radicais livres, em
resposta aos excessos de 4cidos graxos circulantes e de glicose no plasma. Os
radicais livres, o TNF- e IL-6 ativam o fator de transcricdo nuclear NF- B que
estimulara maior transcri¢cao de citocinas pré-inflamatérias, prejudicando a acéo
intracelular da tirosina quinase e o adequado processo de sinalizac&o celular
da insulina (SCHENK et al., 2008; WELLEN & HOTAMISLIGIL, 2005;
HIROSUMI et al., 2002). Além disso, 0 aumento destas citocinas prejudica a
acao da insulina em inibir a neoglicogénese, contribuindo para o aumento da
producédo de glicose pelo figado (SALTIEL & KAHN, 2001).



Diversos estudos tém demonstrado que o aumento da adiposidade, induzida
por dieta, desencadeia alteracdes no metabolismo de lipidios e carboidratos
(WAKI & TONTONOZ, 2007; COENEN & HASTY, 2007) associadas a um perfil
pré-inflamatério sistémico e em sitios metabdlicos importantes como o figado e
tecido adiposo (HOTAMISLIGIL, 2003; FERREIRA et al.,, 2011; POWELL,
2007; SPEAKMAN et al., 2007). Entretanto, foram encontrados também
maiores valores de IL-10, citocina de perfil antiinflamatério, no tecido adiposo
dos animais alimentados com dieta HC. Apesar da obesidade ser
classicamente considerada um estado pré-inflamatério, estudos demonstraram
que citocinas antiinflamatérias, como a IL-10, apresenta concentracdes
sanguineas aumentadas em humanos e animais obesos. Esses achados
sugerem que o tecido adiposo, na tentativa de regular a resposta inflamatéria
global, também produz fatores antiinflamatorios (JUGE-AUBRY et al., 2005;
ESPOSITO et al., 2003).

A metainflamacao, caracteristica da obesidade, pode também ser caracterizada
por maior nimero de células imunes circulantes (PEARSON et al., 2003). A
contagem total de leucdcitos e de mondcitos tem sido considerada marcadores
inflamatorios independentes para o0 desenvolvimento de doencas
cardiovasculares (AFIUNE-NETO et al., 2006). Os mondcitos recrutados para
os tecidos, por meio da estimula¢do da CCL2, diferenciam-se em macréfagos.
Os macrofagos sdo considerados os principais responsaveis pela producao de
TNF- no sitio inflamatério. Nos tecidos, o aumento da producdo de TNF-
induz a producéo de proteinas proé-inflamatoérias, como o IL-6, CCL2, além de
intensificar a producdo TNF- pelas células destes tecidos (WEISBERG et al.,
2003; HIRAI et al.,, 2010; YU et al.,, 2006). No presente estudo, animais
alimentados com dieta HC apresentaram maiores valores de leucocitos totais
circulantes e células mononucleadas. Esses dados correlacionam-se com a
hipertrofia dos adip6citos e com o0s maiores valores de TNF- e IL-6
observados no tecido adiposo dos animais alimentados com dieta HC. De fato,
adipdcitos hipertrofiados estimulam o recrutamento de mondcitos para o tecido
adiposo que amplificam a resposta inflamatéria (SCHENK et al., 2008;
GREENBERG & OBIN, 2006; WELLEN & HOTAMISLIGIL, 2003).



Os animais alimentados com dieta HC suplementada com trés doses de EBXA
apresentaram menor numero de leucdcitos totais e células mononucleadas
circulantes. Estudo in vitro que avaliou acdo do extrato de Melilotus officinalis,
mostrou efeito inibidor sobre a producéo de leucécitos (LUMINIT et al., 2002).
Nesse estudo, o efeito sobre a producéo de leucdcitos foi atribuido ao contetdo
de polifendis do extrato. Os polifendis presentes em Eriobotrya japonica
(TAKUMA et al., 2008) e Theobroma cacao (SELMI et al., 2006) foram

associados a reducéo da ativacao de leucécitos para sitios de inflamacéo.

Apesar do tamanho dos adipdcitos estarem reduzidos nos animais alimentados
com o EBXA, néo foi observada diferenca nas concentracdes das citocinas IL-6
e TNF- no tecido adiposo, apos adi¢do de diferentes doses do extrato a dieta
HC. Entretanto, os animais que receberam o EBXA apresentaram atenuacao
na secrecao de citocinas pro-inflamatorias no figado, quando comparados aos
animais alimentados com dieta HC. Da mesma forma que os macrofagos no
tecido adiposo aumentam a secrecdo de mediadores pro-inflamatorios, a
ativacdo de vias inflamatorias nas células de kuppfer correlaciona-se a
resisténcia a insulina vista na obesidade (SCHENK et al., 2008). Por outro lado,
quando ocorre inibicdo de NF- B no hepatocito e, consequentemente, menor
secrecdo de citocinas proé-inflamatérias, observa-se melhora na sensibilidade

hepatica a insulina (CAl et al., 2005).

A suplementacdo na dieta HC com todas as doses do extrato apresentou
melhora na tolerancia oral a glicose dos animais e a suplementacdo na maior
dose também resultou em maior sensibilidade a insulina. Esse resultado pode
estar associado a reducdo da inflamacéo sistémica e hepética, evidenciada por
menor numero de células imunes circulantes (leucécitos e células
mononucleadas) e menor concentracdo das citocinas inflamatorias, IL-6 e TNF-

, ho figado.

Plantas medicinais sado muito utilizadas no tratamento do diabetes,
principalmente em paises em desenvolvimento, onde o tratamento

convencional é de alto custo. Varias evidéncias cientificas comprovaram o



efeito benéfico de extratos dessas plantas aumentando, inclusive a
sensibilidade a insulina (CHUANG et al., 2010; LIU et al., 2010; SOLOMON &
BLANNIN, 2009; BRYANS et al., 2007). Para elucidar os mecanismos de acao
dos extratos das plantas é de fundamental importancia identificar quais as
substancias quimicas presentes nos mesmos e indicar quais seriam as

possiveis responsaveis pelos efeitos benéficos observados.

A analise quimica dos frutos de X. aromatica indicou a presenca de diferentes
substancias bioativas, além de acidos graxos monoinsaturados e
poliinsaturados. Sabe-se que esses componentes sao deficientes na dieta
ocidental, caracterizada por excesso de carboidratos refinados, gorduras
saturada e pobre em alimentos de origem vegetal (GERALDO & ALFENAS,
2008). Dessa forma, o uso do fruto de X. aromatica na forma in natura ou sob a

forma de extrato poderia enriquecer a dieta, atualmente pobre em fitoquimicos.

Os flavonoides tém sido considerados potenciais agentes antidiabéticos, com
acdo hipoglicémica e antihiperglicémica, mimetizando e estimulando a
secrecdo da insulina (CHUANG et al., 2009; MARTINEZ, 2009; WU et al.,
2009; JUNG et al., 2006). Véarios mecanismos de a¢do sdo propostos
(CAZAROLLI et al., 2008). Sugere-se, por exemplo, que esses componentes
tém o potencial de modificar a atividade de enzimas intracelulares, incluindo
tirosina quinase, proteina quinase C, fosfatidil-inositol-3-quinase (PI3K) e
proteina quinase regulada pelo extracelular (MAPK), resultando em aumento
do transporte de glicose estimulada por insulina no muasculo e tecido adiposo
(NOMURA et al., 2008; BAZUINE et al.,, 2005). Outro mecanismo de acado
proposto seria a capacidade de inducdo da expressdo de PPAR por tais
substancias (GOTO et at., 2010; TAKAHASHI et al., 2003). Através da ativacao
da expressdo de PPAR , os flavonoides inibiriam a inflamacdo associada a
obesidade e, consequentemente, melhorariam a sensibilidade a insulina
(KARSTEN, 2008; CASTRILLO & TONTONOZ, 2004).

As substancias fendlicas identificadas no EBXA por meio da CCD foram a
rutina e o acido clorogénico. A guercetina esta presente em abundancia em

alimentos vegetais como macda, cebola, cha e vinho, sendo encontrada nos



alimentos principalmente na forma glicosidica (rutina). A rutina tem efetiva acéo
antioxidante e na redugdo do estresse oxidativo no plasma e figado, e atividade
antiinflamatoria também tem sido atribuida a este flavonoide (PANCHAL et al.,
2011; WU et al., 2009). Em ratos com artrite, a rutina inibiu a producédo de
citocinas pro-inflamatorias (KAUSS et al., 2008, GUARDIA et al., 2001).

No presente estudo, apesar da melhora na tolerancia oral dos animais
suplementados com o EBXA e da sensibilidade a insulina nos animais
alimentados com a maior dose do extrato, ndo houve alteracdo na
concentracdo de insulina e glicose de jejum. Este resultado pode ser atribuido,
em parte, aos flavonoides presentes no extrato (CAZAROLLI et al., 2008;
NDONG et al., 2007). Outros estudos também mostraram que extratos vegetais
podem apresentar resposta positiva relativa a tolerancia oral a glicose, mas ndo
na glicemia de jejum (AKASE et al.,, 2011; ZANG et al., 2011; MANG et al.,
2006). Em concordéancia com os resultados encontrados, a administracao oral
de extrato de Punica granatum em ratos diabéticos ndo alterou os valores da
glicemia de jejum, mas reduziu a glicose pos-prandial. Os autores sugerem que
0 extrato da planta pode ter potencial terapéutico na hiperglicemia pés-prandial
em diabéticos tipo Il, pelo menos em parte, pela inibicAo da atividade da
enzima -glicosidase (LI et al.,, 2005). Estudo realizado por SOTILLO &
HADLEY (2002) com ratos obesos, verificou que a infuséo intravenosa de 4cido
clorogénico ndo promoveu a manutencdo da hipoglicemia, mas reduziu
significativamente a resposta glicémica a sobrecarga de glicose. Os autores
sugeriram que o acido clorogénico nao estimulou a liberacdo da insulina, mas
agiu como agente anti-hiperglicémico, com acéo similar a de drogas como a

metformina, que aumentam a sensibilidade a insulina e ndo a sua liberacéo.

A maior quantidade de substancias bioativas na dieta HC200 poderia explicar a
melhoria na sensibilidade a insulina, que foi observada somente neste grupo de
animais. SOLOMON & BLANNIN (2009) verificaram que a suplementacéo oral
com canela (Cinnamomum sp.), planta rica em substancias fendlicas, melhorou
a tolerancia oral a glicose em homens sadios, jaA no primeiro dia de
suplementacdo. Eles observaram também que a melhora na sensibilidade a

insulina foi tardia, verificada apenas no 142 dia de tratamento. Sugere-se que a



maior sensibilidade a insulina dos animais alimentados com dieta HC200 seja
atribuida as substancias fendlicas presentes no extrato. Conforme ja citado,

essas substancias podem mimetizar a acédo da insulina.

A presenca de substancias fenolicas no EBXA pode estar relacionada também
com a reducao de citocinas com perfil pro-inflamatorio no figado. Substancias
fendlicas sdo antioxidantes, e estudos relacionam o consumo de alimentos
ricos nessas substancias na reducgdo do estresse oxidativo, inclusive no figado.
De fato, a menor producéo de radicais livres esta associada a menor estimulo
nuclear de proteinas pro-infamatérias, que induzem maior expressao de TNF-

e IL-6 (WELLEN & HOTAMISLIGIL, 2005). A suplementacdo com folhas de
alcachofra (Cynara scolymus L.), rica em substancias fendlicas, incluindo o
acido clorogénico e caféico, em ratos alimentados com dieta rica em colesterol,
por exemplo, reduziu o extresse oxidativo no figado dos animais
(KUCUKGERGIN et al., 2010). Outro estudo também verificou que a
suplementacdo de rutina, em animais alimentados com dieta rica em
carboidrato e lipidios, resultou em maior tolerancia oral a glicose e melhora de
outras alteracdes metabdlicas induzidas pela dieta. Os autores consideraram
que a melhora dos parametros metabodlicos avaliados no estudo estava
associado a reducdo de marcadores de extresse oxidativo e inflamagdo no
figado e tecido cardiaco (PANCHAL et al., 2011).

A melhora das alteracbes metabodlicas observadas nos animais alimentados
com o EBXA pode estar também relacionada com a presenca de Oleos
essenciais. KARIOTI et al. (2004) verificou que 6leos essenciais de frutos de
género Xylopia apresentam atividade antioxidante. Outros estudos também
associaram a presenca de Oleos esséncias em extratos de plantas com
melhora no metabolismo da glicose. TALPUR et al. (2005) verificou que a
suplementacao oral de uma combina¢éo de 6leos essenciais, obtidos de vérias
especiarias, melhorou a tolerancia oral a glicose e reduziram a glicemia de
animais diabéticos. A melhora no metabolismo lipidico e da glicose em ratos
diabéticos suplementados com Melissa officinalis foi também atribuida aos
Oleos essenciais e flavonoides presentes na planta. Esse mesmo estudo

mostrou que a suplementacdo com o extrato induziu a expressao de PPAR no



tecido adiposo destes animais (CHUNG et al., 2010). De fato, alguns
flavonoides e terpenoides tém sidos descritos como agonistas seletivos de
PPAR (CHUANG et al.,, 2010; CHUNG et al.,, 2010; GOTO et al., 2010;
DEMBINSKA-KIEC et al., 2008; JUNG et al., 2006).

Acredita-se que substancias quimicas provenientes de fontes vegetais que
atuam como ligantes de PPAR podem exercer a¢cdes positivas na etiologia da
obesidade e alteracfes metabdlicas associadas, incluindo efeitos antidiabéticos
e antiinflamatérios (HIRAI et al., 2010; SEYMOUR et al.,, 2009). O PPAR

possui papel fundamental na diferenciacdo de adipdcitos, além de atuar como
repressor da expressao de genes inflamatérios (CASTRILLO & TONTONOZ,
2004). Sugere-se a possibilidade de algumas substancias quimicas presentes
no EBXA serem ligantes de PPAR , uma vez que foi evidenciada modulacdo
da hipertrofia dos adipocitos dos animais suplementados com o extrato,

melhora na sensibilidade a insulina e reducédo da inflamacao sistémica.

A resisténcia a insulina e a disfuncdo das células -pacreaticas tém sido
associadas a patogénese do diabetes tipo Il (SONG et al., 2007). Os indices
HOMA-IR e HOMA- avaliam, respectivamente, a resisténcia a insulina e a
funcdo das células -pancreaticas, por meio de formulas matematicas que
consideram os valores de glicose e insulina de jejum (MATTHEWS, 1985). Os
animais HC apresentaram maior HOMA-IR e menor HOMA- que 0S animais
controle. A adicdo do EBXA nas diferentes dosagens néo apresentou alteracédo
nestes parametros. Diante disso, a partir dos indices HOMA, néao é possivel
afirmar que os animais que receberam o0 extrato apresentaram melhor
resisténcia a insulina e células -pancreaticas mais funcionantes. Deve-se
considerar que estes indices correlacionam glicose e insulina de jejum,
parametros que ndo apresentaram alteracdo entre os grupos HC e HC
adicionado de diferentes concentracbes de EBXA. Assim, sugere-se que
provavelmente as substancias presentes no extrato potencializaram a acéo da
insulina o que resultou na melhora na tolerancia oral a glicose dos animais que

receberam o extrato.



Outras alteragbes comuns na obesidade sdo as relacionadas ao metabolismo
de lipidios. Os animais alimentados com dieta HC apresentaram maiores
valores séricos de colesterol total e triglicérides. A dislipidemia é um achado
comum em individuos com sobrepeso e obesos e esta intimamente relacionada
ao desenvolvimento de complicacbes cardiovasculares, como aterosclerose
(KLEEMANN et al., 2010; NGUYEN et al, 2008). A propria glicose, por ser
convertida a acetil-CoA através da via glicolitica, estimula a lipogénese uma
vez que a mesma pode ser um substrato para tal processo. Além disso, a
glicose plasmética estimula a lipogénese por aumentar a liberacdo de insulina
(POLACOW & LANCHA-JUNIOR, 2007; KERSTEN et al., 2001). Ap6s adicdo
de diferentes doses de EBXA nao foi observada alteracdo no metabolismo

lipidico dos animais.

Em discordancia com os resultados encontrados NWOSO et al. (2011)
verificaram que ratos com hipercolesterolemia tratados com extrato de X.
aethiopica, na dosagem de 250mg/kg de PC, durante oito semanas,
apresentaram reducdo no colesterol total e triglicérides. Os autores atribuiram
os resultados ao -sitosterol.

Estudos que avaliaram o efeito de diferentes dosagens (entre 50 e 500mg/kg
de PC) de uma mistura de extratos, entre eles dos frutos de X. aethiopica em
animais diabéticos, atribuiram os efeitos hipoglicemiantes e hipolipidémicos
observados aos polifenois e esterois presentes nas plantas (OGBONNIA et al.,
2010; OGBONNIA et al., 2008). No entanto, o EBXA nao apresentou acdo no

metabolismo lipidio e na glicemia de jejum.

A toxicidade dessa mistura de extratos também foi avaliada por OGBONNIA et
al. A maior dosagem (500mg/kg de PC) foi associada a maiores valores de
creatinina e das enzimas hepaticas aspartato aminotrasnferase (AST) e alanina
aminotrasnferase (ALT). Estes resultados sugerem que doses elevadas levam
a um comprometimento da fungéo renal e hepatica. J& nas menores doses,
estas alteracdes ndo foram observadas. O presente estudo utilizou dosagens
inferiores, sendo observado efeito positivo na tolerancia oral a glicose dos

animais, na menor dose de extrato utilizada. De fato, somente ap6s a



realizacdo de testes farmacoldgicos, toxicolégicos, pré-clinicos e clinicos com
resultados positivos, 0 uso de plantas medicinais na pratica médica deve ser
preconizada (SAAD et al., 2009).

Alcaloides do tipo isoquinolinicos ja foram identificados em folhas, cascas e
frutos de espécies de Xylopia (EZEKWESELI et al., 2010; SILVA et al., 2009;
NISHIYAMA et al., 2004; MOREIRA et al., 2003). Alcaloides isoquinolinicos
obtidos de outras fontes apresentam atividade antiinflamatéria em varios
modelos experimentais, por exemplo, a berberina (YOUSAF et al., 2004,
KUPELI et al., 2002; ZHOU & MINESHITA, 2000). Além disso, a piperina e
capsaicina, alcal6ides presentes na pimenta-do-reino e pimenta-vermelha,
respectivamente, apresentaram resposta positiva na obesidade, via modulacdo
da resposta inflamatoria, diminuindo a secre¢do de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatoérias como IL-6, TNF- e CCL-2 (KANG et al., 2010; WOO et al., 2007).
Entretanto, estudos que avaliaram as atividades hipolipidémica, hipoglicémica e
antioxidante dos frutos de Xylopia, ndo atribuiram os resultados encontrados a
presenca de alcaloides e sim, aos compostos fendlicos e esterois presentes no
extrato testado (NWOSO et al., 2011; BOUBA et al., 2010; OGBONNIA et al.,
2008, 2010).

O resultado do perfil de acidos graxos do HEXA indica que os frutos de X.
aromatica podem ser uma importante fonte de gorduras monoinsaturadas e
poliinsaturadas. O maior consumo de acidos graxos insaturados, em
substituicdo aos lipidios saturados, representa fator protetor para o
desenvolvimento de doencas inflamatdrias e cardiovasculares (SALA-VILA et
al.,, 2011; KENNEDY et al., 2009; BAER et al.,, 2004). O maior consumo de
acido oléico, em detrimento da gordura saturada, esta relacionado a menores
marcadores de inflamacédo e resisténcia a insulina (SALA-VILA et al., 2011;
MARTINEZ-GONZALEZ & BES-RASTROLLO, 2006; BAER et al., 2004). E
possivel, no entanto, que os efeitos bioldgicos observados no presente estudo,
apos suplementacdo com EBXA, ndo estejam relacionados aos &cidos graxos
insaturados. Os lipidios sdo macronutrientes energéticos e estdo presentes em
quantidades elevadas na dieta quando comparado as substancias bioativas,
que nao possuem valor nutricional (ROSADO & MONTEIRO, 2001). A



quantidade dessas substancias presentes no EBXA, e adicionada a ra¢do dos
animais, foi extremamente baixa. Se considerarmos, por exemplo, que a maior
dose de EBXA consumida foi de 6mg/ dia, e que desta quantidade menos de
50% ¢é constituida de acidos graxos (Tabela 2), pode-se inferir que a
guantidade total destas substancias consumida pelos animais é minima, ou
seja, menos de 0,06% do total da dieta. Desta forma, sugere-se que as
substancias bioativas presentes no extrato sejam as responsaveis pelo

resultado obtido.

A andlise quimica do EBXA evidenciou a presenca de varias classes de
substancias bioativas, incluindo flavonoides, 0leos essenciais, alcaloides e
possivelmente saponinas. No presente estudo, EBXA promoveu maior
tolerancia oral a glicose observada nos animais que receberam as trés doses
do extrato, maior sensibilidade a insulina observada nos animais alimentados
com HC200, e reducéo do numero de células imunes circulantes e da producéo
de citocinas pro-inflamatdrias no figado. Estudos mostram que alguns extratos
de plantas, ao reduzirem a producédo de radicais livres, inibem o recrutamento
de células inflamatérias para os tecidos (THAMBI et al., 2009; SELMI et al.,
2006; RODENAS et al., 2000) e que a modulacido da resposta inflamatéria
relaciona-se com a reducédo das alteracdes metabdlicas induzidas por dieta
(PANCHAL et al., 2011; SELMI et al., 2006). Os resultados evidenciam que as
atividades biologicas observadas neste estudo sdo devidas ao conjunto de
todas as substancias presentes no EBXA. A identificacdo exata das
substancias bioativas responsaveis pelos efeitos observados exige a realizacéo

de novos estudos.



6. CONCLUSAO

Os resultados revelam que os frutos de X. aromatica contém substancias
bioativas capazes de modular alteracdes metabdlicas associadas a obesidade,
em especial as relacionadas ao metabolismo da glicose. O efeito positivo na
tolerancia oral a glicose e na sensibilidade a insulina dos animais que
receberam dieta HC sugere o potencial da planta na atenuacgéo da resisténcia a
insulina, comumente presente na obesidade. Esse efeito pode ser atribuido,
pelo menos em parte, a reducdo de células imunes circulantes e a menor
concentracdo de citocinas de perfil inflamatorio no figado. Os resultados
sugerem que o extrato dos frutos de X. aromatica representam um potencial
recurso terapéutico para o tratamento da intolerancia a glicose, induzida por
dieta.
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Figura 30 - Espectro de massa referente ao pico 1
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Figura 31 - Espectro de massa referente ao pico 2

(CG/ EM do HEXA, lote 1).



Figura 32 - Espectro de massa referente ao pico 3  (CG/ EM do HEXA, lote 1).
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Figura 33 - Espectro de massa referente ao pico4  (CG/ EM do HEXA, lote 1).
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Figura 34 - Espectro de massa referente ao pico 5

(CG/ EM do HEXA, lote 1).

Figura 35 - Espectro de massa referente ao pico 6

(CG/ EM do HEXA, lote 1).
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Figura 36 - Espectro de massa referente ao pico 7 (CG/ EM do HEXA, lote 1).

Figura 37 - Espectro de massa referente ao pico 8 (CG/ EM do HEXA, lote 1).
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Figura 38 - Espectro de massa referente ao pico 9  (CG/ EM do HEXA, lote 1).
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Figura 39 - Espectro de massa referente ao pico 10 (CG/ EM do HEXA, lote 1).



ANEXO C

Figura 40 - Espectro de massa referente ao pico1  (CG/ EM do HEXA, lote 2).

Figura 41 - Espectro de massa referente ao pico2  (CG/ EM do HEXA, lote 2).

Figura 42 - Espectro de massa referente ao pico3  (CG/ EM do HEXA, lote 2).

Figura 43 - Espectro de massa referente ao pico4  (CG/ EM do HEXA, lote 2).



Figura 44 - Espectro de massa referente ao pico5  (CG/ EM do HEXA, lote 2).

Figura 45 - Espectro de massa referente ao pico6  (CG/ EM do HEXA, lote 2).



