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RESUMO

Roese FM. Efeito da espécie Guazuma ulmifolia (Sterculiaceae) no peso corporal e no
perfil sérico de ratos Wistar induzidos a obesidade. Campo Grande; 2011. [Dissertacao —
Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Atualmente a obesidade é um problema de satde publica mundial, representando um maior
risco para o desenvolvimento de doengas como diabetes mellitus, doencas cardiovasculares e
dislipidemias. Pesquisas cientificas tém demonstrado os efeitos benéficos do consumo de
produtos naturais na prevengdo e no tratamento dessas enfermidades, principalmente pelo
elevado teor de compostos fendlicos presentes, que sdo reconhecidos por sua capacidade
antioxidante. Guazuma ulmifolia (chico-magro), espécie comum no Cerrado brasileiro, tem
sido utilizada pela medicina popular, no entanto, considerando a escassez de estudos
referentes a essa espécie, 0 objetivo do presente trabalho foi fornecer embasamento cientifico
no uso de suas cascas e frutos no tratamento alternativo da obesidade, bem como avaliar seu
potencial antioxidante. Os teores de compostos fendlicos dos extratos aquosos, etandlicos e
acetonicos dos frutos e das cascas foram quantificados pelo método de Folin-Ciocalteau e,
para determinacdo da atividade antioxidante, foi avaliada a atividade sequestrante do radical
1,1-difenil-2-picrilnhidrazil (DPPH). As analises da composi¢do centesimal das materias-
primas e das dietas preparadas para o estudo foram realizadas de acordo com os métodos do
Instituto Adolfo Lutz (IAL) e Association of Official Analytical Chemists (AOAC). O
delineamento experimental compreendeu a inducdo da obesidade no primeiro periodo (10
semanas) e a avaliacdo da ingestdo do cha da casca e do cha do fruto no segundo periodo (8
semanas). Para isso, foram utilizados 40 ratos machos Wistar (Rattus novergicus) obtidos
apos o desmame, divididos aleatoriamente conforme a intervencdo escolhida. Os animais
foram avaliados quanto ao ganho de peso e consumo de ragdo. Ao final dos dois periodos, as
andalises bioguimicas foram determinadas por sistema automatizado Cobas Integra® 400 plus
(Roche). Para significancia dos dados foi utilizado analise de variancia (ANOVA), seguido do
teste de Tukey (p < 0,05). Tanto para o fruto como para a casca de G. ulmifolia, a extracdo de
compostos fendlicos com solventes organicos (etanol e acetona) foi mais eficiente que a
extracdo por decocgdo. Os extratos da casca demonstraram elevada capacidade antioxidante, a
qual pode ser associada ao maior conteddo de compostos fenolicos. A intervencdo com o cha
da casca influenciou o consumo de racdo pelos animais, que apresentaram menor tendéncia de
ganho de peso e melhora nos niveis de colesterol total e triglicerideos. Dessa forma, os
compostos biologicamente ativos presentes na espécie G. ulmifolia mostraram-se capazes de
contribuir para o tratamento de doencas relacionadas a processos oxidativos, assim como para
a obesidade.

PALAVRAS-CHAVE: CHICO-MAGRO, GUAZUMA ULMIFOLIA, COMPOSTOS FENOLICOS,
ANTIOXIDANTES, PERFIL LIPIDICO.



ABSTRACT

Roese, FM. Effect of species Guazuma ulmifolia (Sterculiaceae) on body weight and
serum profile of Wistar rats induced to obesity. Campo Grande; 2011. [Master thesis -
Faculty of Medicine, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Currently obesity is a worldwide public health problem, representing a higher risk for
developing diseases such as: diabetes mellitus, cardiovascular disease and dyslipidemia.
Scientific studies have shown the beneficial effects of consumption of natural products in the
prevention and treatment of these diseases, mainly by the high content of phenolic compounds
present in it, which are recognized for their antioxidant capacity. Guazuma ulmifolia (chico-
magro), a common species in Brazilian’s Cerrado, have been used in popular medicine,
however, considering the lack of literature on this species, the purpose of this study was to
provide scientific basis in the usage of theirs barks and fruits in the alternative obesity
treatment, as well as, to evaluate its antioxidant potential. The levels of phenolic compounds
from aqueous, ethanol and acetone extracts from fruits and barks were quantified by Folin-
Ciocalteau’s methods and for determination of the antioxidant activity, we evaluated the
radical scavenging assay activity 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl ( DPPH). Analyses of
proximate composition of raw materials and prepared diets for the study were performed
according to the of the Instituto Adolfo Lutz (IAL) and Association of Official Analytical
Chemists (AOAC ) methods . The experiment involved the induction of obesity in the first
period (10 weeks) and evaluation of intake of bark tea and fruit tea in the second period (8
weeks). In the study, 40 male Wistar Rats (Rattus Novergicus) were divided up randomly
acording to their chosen intervention. The animals were assessed for their weight gain and
feed intake. At the end of two periods, the biochemical analysis were determined by
automated Cobas Integra ® 400 plus (Roche). For significance of the data were used analysis
of variance (ANOVA) followed by Tukey test (p < 0.05). For both the fruit and the bark of G.
ulmifolia, the extraction of phenolic compounds with organic solvents (ethanol and acetone)
was more efficient than extraction by decoction. The bark extracts showed high antioxidant
capacity, which was associated with higher content of phenolic compounds. Intervention with
bark tea influenced the feed consumption by animals and they showed less tendency to weight
gain and an improvement in the levels of total cholesterol and triglycerides. Thus, the
biologically active compounds present in the species G. ulmifolia were capable of
contributing to the treatment of diseases related to oxidative processes, as well as obesity.

KEYWORDS: CHICO-MAGRO, GUAZUMA ULMIFOLIA, PHENOLIC COMPOUNDS,
ANTIOXIDANTS, LIPIDIC PROFILE.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Classificacdo da obesidade segundo o indice de Massa Corporal (IMC) e o Risco

(o[l [0 o Tor: TR PP OP PP OPRROPRPP 15
Tabela 2 — FormulacGes das dietas preparadas para os ratos Wistar durante o ensaio biolégico
............................................................................................................................................ 34
Tabela 3 — Delineamento experimental em fungéo dos grupos e das dietas...........cccccveruneee. 35

Tabela 4 — Composigéo centesimal das matérias-primas fruto e casca, expressas em g.100g™
de AMOSEIA INEEGIAL.......eeiiieii et 42

Tabela 5 — Composicdo centesimal das dietas experimentais padrao e hiperlipidica, expressas
-1
em g.100g de amosStra INEEGIAl..........c.uoiiiiiieiiieiee e 43

Tabela 6 — Teores de compostos fenolicos totais, expressos em equivalentes de acido galico
(7 = TSP OPORTTRT 44

1
Tabela 7 — Determinagdo da atividade antioxidante, expressa em pg.mL do extrato capaz de
causar inibicdo de 50% (IC5O) ............................................................................................... 46

Tabela 8 — Percentual de inibicdo de oxidacdo em fungdo da concentracdo das amostras
ANATISATAS. ...ttt e e 47

Tabela 9 — Ganho de peso e média dos pesos corpéreos inicial e final dos grupos submetidos a
dieta padréo (DP) e dieta hiperlipidica (DH) durante o 2° periodo experimental ................... 52

Tabela 10 — Ingestdo alimentar diaria dos grupos submetidos a dieta padrdao (DP) e a dieta
hiperlipidica (DH) durante o 2° periodo experimental............c.cccovveiiiii i, 53

Tabela 11 — Parametros bioguimicos dos grupos submetidos a dieta padrdo (DP) e a dieta
hiperlipidica (DH) ao final do 1° periodo experimental.............c.cccceoviiieiiie e, 56

Tabela 12 — Parametros bioguimicos dos grupos submetidos a dieta padrdo (DP) e a dieta
hiperlipidica (DH) ao final do 2° periodo experimental...............cccceoviiiiiiie e, 57



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Fruto da espécie vegetal Guazuma ulmifolia e suas sSementes ............cccooververnenne 21
Figura 2 — Espécie vegetal Guazuma ulmifolia...........cccooeiiiiiiinii 22
Figura 3 — Estrutura quimica do nucleo flavan-3-0l............cccoooeiiiiiiii e 23
Figura 4 — Unidades monomericas das principais proantocianidinas. ............c.cccoeevveneinene 24
Figura 5 — Exemplo de proantocianidinas do tipo A (A) e do tipo B (B). ......ccevvvviieniieninnnn 24
Figura 6 — Mecanismo de redugdo de compostos fenOliCoS.........cccovvviiiiiiiiiieiicee e 26
Figura 7 — Estrutura do DPPH antes e depois de reagir com um antioxidante ....................... 27
Figura 8 — Percentual de inibi¢do de oxidacdo em funcéo da concentracdo da amostra. ........ 32

Figura 9 — (A) Caixa de polipropileno com agua e racdo sob o sistema de livre acesso. (B)

Estante ventilada com circulacdo de ar e temperatura controlada. ...............c.ccceeviveeviinnennnen. 33
Figura 10 — Administracdo do chd com canula 0rogastrica. .........cccccccvveiivveevieee v, 36
Figura 11 — Coleta de sangue a partir do seio orbital. ...........ccccoovveiiii i, 37
Figura 12 — Principio do método para determinac@o de gliCoSe..........ccccevvveeiiveeiieee i, 37
Figura 13 - Principio do método para determinacéo de colesterol total. ..............ccceevvveennnn. 38
Figura 14 — Principio do método para determinacéo de triglicerideos. ..........ccccevvvvevivveennnen. 39

Figura 15 — Principio do método para determinacdo de lipoproteina de alta densidade (HDL).
............................................................................................................................................ 40

Figura 16 — Principio do método para determinacdo de lipoproteina de baixa densidade
(I TP PR 40

Figura 17 — Evolucdo do peso corpdreo dos animais submetidos a dieta padrdo (DP) e a dieta
hiperlipidica (DH) durante 0 1° periodo experimental............c..ccoovveiiii e, 50

Figura 18 — Evolucdo do peso corpdreo dos animais dos grupos G1 (DP + agua), G2 (DH +
agua), G3 (DH + cha do fruto) e G4 (DH + cha da casca) durante o 2° periodo experimental.
............................................................................................................................................ 51

Figura 19 — Consumo de dieta padrdo pelo grupo G1 (agua) e hiperlipidica pelos grupos G2
(dgua), G3 (cha do fruto) e G4 (cha da casca) durante o 2° periodo experimental.................. 53



AIN
ANOVA
AOAC
COBEA
CT
DCNT
DCV
DH

DP
DTA
DPPH
ERO
GAE
HDL
IMC
LDL
NHANES
OMS
TG
TMB
UFMS

VLDL

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

American Institute of Nutricion

Analise de Variancia

Association of Official Analytical Chemists
Colegio Brasileiro de Experimentacdo Animal
Colesterol total

Doengas cronicas ndo transmissiveis

Doengas cardiovasculares

Dieta Hiperlipidica

Dieta Padrdo

Departamento de Tecnologia de Alimentos e Satde Publica
1,1-difenil-2-picril-hidrazil

Espécies Reativas de Oxigénio

Equivalente em &cido gélico

Lipoproteina de alta densidade

indice de Massa Corporal

Lipoproteina de baixa densidade

National Health and Nutrition Examination Survey
Organizacao Mundial de Saude

Triglicerideos

Taxa metabdlica basal

Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Lipoproteina de muito baixa densidade



dL

%

°C
cm
kcal

kg

Hg

puL
mg
mL
nm

mm

LISTA DE SIMBOLOS

Beta
Decilitro
Porcentagem
Grama
Graus Celsius
Centimetros
Kilocaloria
Kilograma
Metro
Micrograma
Microlitro
Miligrama
Mililitro
Nandmetro

Rotacdo por minuto



SUMARIO

1 INTRODUGAO ...ttt 13
2 REFERENCIAL TEORICO ...cooiiiiieececteeee ettt 15
2.1 Obesidade e SAUde PUDIICA .........cccueiiiiiiiiie e 15
2.2 Produtos naturais no tratamento da obesidade ..............ccoooiiiiiiiii 20
2.3 Espécie Guazuma ulmifolia Lam.........cccooiiiiiiiieiie e 21
2.4 Compostos fendlicos e atividade antioXidante............cccoocvieiiriieniienicie e, 25
3 OBUIETIVOS .ttt e et e e e e e 28
3.1 ODBJELIVO GEIAL ... e 28
3.2 ODJEtiVOS ESPECITICOS .. .veeveiiiiieiiiieitie ettt 28
4 MATERIAL E METODOS........cooiitiiieeieeeeee ettt en s st 29
A1 MALEITAL ... 29
4.2 Caracterizagao da Materia-PriMa ........cccveiiieeeiiieecieeeseeesree e see e e sae e e saeeesreee s 29
4.3 Preparo A0S BXEFAT0S ........uieiiireiiieeiiieeesiie e e stie e e s e e saeeesstea e s e e e e sraeeesnaaeesnaeeesaeeenraees 30
4.4 Determinacdo de compostos fENOIICOS ........ccvveiiiiiiiiii e 30
4.5 Avaliacdo da atividade antioXidante............ccveiiiiiiiiie e 31
4.6 ENSAI0 DIOIOGICO......cuviiiiie e 32
4.6.1 Animais e condigBes EXPEIIMENTAIS........cuveiiureeiieeecieeesireesrre e s e e se e sae e e eearnee s 32
4.6.2 Preparo das IBLAS .........cc.eeeiieeeiiieeiiie e et e s e s e s e e st e e st e et e e s sae e e e e e s e e e aree e 33
4.6.3 Preparo A0 ChA ........cueeiiiii ittt an e e e e 34
4.6.4 Delineamento eXPerimental............cocviiiiiieiiiee s 35
4.6.5 GANNO A8 PESO .. .veeeeeee ettt e e e e st e e e e e e e et a e a e arra e 36
4.6.6 CONSUMO AIIMENTAT ..ottt 36
4.6.7 Parametros DIOQUIMICOS .....ccviiiiiiee ittt 36
B.6.7.1 GlICOSE ...ttt 37

A.6.7.2 COlESLEIOI tOLAl ... ..ottt e e e e enean 38



4.6.7.3 TrIGIICEIAROS ...ttt naeas 38

4.6.7.4 Lipoproteina de alta densidade (HDL) ........cccoiieiierieiiiie e 39
4.6.7.5 Lipoproteina de baixa densidade (LDL)........cccooeiiiiieiiiiiiieiie e 40
4.6.7.6 Lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) .......ccccceoviiiiiiiiiiiieiieieeece e 41
4.7 ANANISE ESTALISTICA .....ee ettt neeas 41
5 RESULTADOS E DISCUSSAO.......cccciiiiiiieteeeeeeeise et en st 42
5.1 CompPOSIGAO CENTESTMA ..ot 42
STV - (= T B o [ - USRS P PP 42
5.1.2 Dietas elaboratas ...........coviiiioiiiiiie e 43
5.2 Teores de cOMPOSIOS TENOIICOS ........eeiiiiiiieiie e 43
5.3 Avaliacdo da atividade antioXidante............ccoovveiiiiiiiinie e 46
5.4 ENSAI0 DIOIOGICO.......eiiiiiiiii i 49
5.4.1 Consumo alimentar € ganho de PESO .......eeeiveeeiiireiiiie e e e e stee e eaee e 49
5.4.2 ANAlISES DIOQUIMICAS ... .vveiiiie it e e e e e et e e anaeeeanes 55
B CONCLUSOES......cotiiiiiiiiteieiet et 61
REFERENCIAS ...ttt 62

ANEXO A 80



13

1 INTRODUCAO

A obesidade ¢ um dos mais importantes fendmenos clinico-epidemioldgicos da
atualidade e suas consequéncias vao de um risco aumentado de morte prematura a Varias
doencas cronicas nao transmissiveis (DCNT), que afetam diretamente a qualidade de vida do
individuo (WANDERLEY & FERREIRA, 2010; WHO, 2003).

Para a prevencdo e tratamento dessas enfermidades, a American Heart Association
(2000) enfatiza o consumo de vegetais, frutas e gréos integrais, confirmando a importancia
das fibras, antioxidantes e outras substancias presentes na dieta. Adicionalmente, devido a
ampla divulgacdo pela imprensa no que diz respeito a alimentacdo e saude, a preocupacao da
sociedade com os produtos naturais e seus compostos biologicamente ativos tem aumentado
de forma exponencial.

Os alimentos de origem vegetal das mais variadas espécies sdo fontes de diversos
compostos que apresentam atividade antioxidante, importantes para a prevencdo de doencas
crénicas, tais como doencas cardiovasculares, cancer e desordens cerebrais relacionadas ao
envelhecimento. Dentre os mais estudados grupos de antioxidantes encontrados nas plantas,
estdo os compostos fendlicos, que além de desempenharem potente atividade antioxidante,
apresentam atividades antiinflamatdria, antialérgica, antimicrobiana e anticarcinogénica
(SOARES, 2002; ROSS & KASUM, 2002).

Os chés, umas das bebidas mais consumidas no mundo todo, por serem fontes
significativas de polifendis, tém atraido muita atencdo da comunidade cientifica,
principalmente em relacdo a sua capacidade antioxidante (ASOLINI et al., 2006;
TREVISANATO & KIM, 2000). Vérios trabalhos tém demonstrado efeitos positivos das
catequinas do cha verde no tratamento e prevencdo de inUmeras enfermidades, dentre elas a
obesidade (WOLFRAM et al., 2006; ZHENG et al., 2004).

A riqueza floristica da regido Centro-Oeste do Brasil provéem de grandes formacgdes
biogeograficas, como o Cerrado e 0 Pantanal, que contribuem com espécies vegetais distintas
com grande potencial de utilizacdo alimentar, madeireiro, combustivel, agroindustrial,
forrageiro, medicinal e ornamental (AVIDOS & FERREIRA, 2000). O Bioma Cerrado possui
em sua vegetacdo heterogénea uma biodiversidade maior que a da floresta Amazonica
(GUARIN NETO & MORAIS, 2003), no entanto suas riquezas e possibilidades ainda sdo
pouco exploradas.

Guazuma ulmifolia Lam. (Sterculiaceae), também conhecida como chico-magro, é

uma planta medicinal comum no Cerrado brasileiro. Principios ativos isolados principalmente
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de suas cascas e folhas, tém sido correlacionados com o tratamento de diversas doengas, como
diabetes tipo 2, hipertensdo, problemas gastrointestinais e obesidade (BATUBARA et al.,
2010; CARVALHO, 2007; POTT & POTT, 1994). Como estudos fitoquimicos realizados
com a casca revelaram a presenca de proantocianidinas, constituidas principalmente de
unidades de catequinas e epicatequinas (LOPES et al., 2009a e 2009b; MAGOS et al., 2008),
o presente trabalho teve como foco avaliar o potencial antioxidante dessa espécie, bem como
fornecer embasamento cientifico no seu uso popular em relacdo a reducdo da gordura

corporal.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade e Saude Publica

Considerada atualmente uma epidemia mundial, a obesidade é caracterizada pelo
acumulo excessivo de gordura corporal em um nivel que acarreta prejuizos a salde dos
individuos, elevando os riscos de enfermidades, como diabetes mellitus, dislipidemias,
doencas cardiovasculares (DCV), hipertenséo arterial e certos tipos de cancer (WHO, 2000;
WANDERLEY & FERREIRA, 2010).

O Indice de Massa Corporal (IMC) é o indicador utilizado em estudos
epidemiologicos como preditor de sobrepeso e obesidade em humanos, definido como a razéo
entre 0 peso (quilogramas) e o quadrado da altura (metros) do individuo. Os pontos de corte
para adultos sdo identificados com base na associacdo entre IMC e doencas crbnicas ou
mortalidade. A classificacdo adaptada pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS),
apresentada na tabela 1, baseia-se em padrfes internacionais desenvolvidos para pessoas
adultas descendentes de europeus (WHO, 2000).

Tabela 1 — Classificacio da obesidade segundo o indice de Massa Corporal (IMC) e o Risco de doenca.

Classificacéo IMC (kg/m?) Risco de comorbidades
Baixo peso < 18,5 Baixo
Peso normal 18,5a 24,99 Médio
Sobrepeso: >25 -
Pré-obeso 25,0 a 29,99 Aumentado
Obesidade Grau | 30,0 a 34,99 Moderado
Obesidade Grau Il 35,0a 39,99 Grave
Obesidade Grau Il >40 Muito grave

O excesso de peso estd claramente associado com o aumento da morbidade e
mortalidade e este risco aumenta progressivamente de acordo com o ganho de peso. Em
individuos com IMC de 30 a 35 kg/m?, a expectativa de vida esta reduzida em 2 a 4 anos,
(WHITLOCK et al., 2009), e um IMC acima de 25 kg/m? contribui com cerca de 58% do
diabetes, 21% das cardiopatias isquémicas e entre 8% e 42% de certos tipos de cancer (WHO,
2003).

A gordura visceral também esta fortemente correlacionada com o desenvolvimento de
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DCV, pois possui maior atividade lipolitica, consequentemente ocorre aumento da quantidade
de 4&cidos graxos livres na circulagdo portal, e isto estd intimamente relacionado ao
desenvolvimento de inimeras desordens metabdlicas, incluindo a intolerancia a glicose,
complicac6es cardiovasculares e dislipidemias, uma vez que ocorre elevacdo na concentracao
de triglicerideos (TC) plasmaéticos, colesterol total (CT), lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e muito baixa densidade (VLDL), e reducdo das lipoproteinas de alta densidade (HDL)
(CHEIK, 2005).

Nas Ultimas décadas, a incidéncia de obesidade e doencas associadas tem aumentando
em um ritmo alarmante tanto nos paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento,
constituindo uma grave ameaca a saude publica atual. De acordo com os dados da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que exista em nivel global 1,6 bilhdo de
adultos com sobrepeso (IMC > 25kg/m?) e mais de meio bilhdo de adultos obesos acima de 20
anos (IMC > 30kg/m®) (WHO, 2000; FINUCANE, 2011). Nos EUA, de acordo com a Gltima
avaliagdo nacional (National Health and Nutrition Examination Survey, NHANES), 32% dos
adultos estdo obesos e até 2015, estima-se que 75% dos americanos estardo com sobrepeso ou
obesidade. (OGDEN et al., 2006; WANG & BEYDOUN, 2007).

No Brasil, o excesso de peso ja atinge 49% da populacdo adulta (acima dos 20 anos),
sendo que 14,8% dessa amostragem ja se encontra obesa. O sobrepeso no sexo masculino
triplicou de 18,5% (1974-1975) para 50,1% em 2008-2009 e, nas mulheres, a situagdo €
menos critica, mas ainda preocupante: passou de 28,7% para 48%. Ja a obesidade cresceu
mais de quatro vezes entre os homens, de 2,8% para 12,4% e mais de duas vezes entre as
mulheres, de 8% para 16,9% (IBGE, 2010).

Existe um consenso de que a etiologia da obesidade apresenta um carater multifatorial
envolvendo alteracBes genéticas, fisiologicas e metabdlicas (WEINSIER et al., 1998;
NAMMI et al., 2004). Em sua revisdo, Francischi et al. (2000) destacam que ha forte
influéncia genética no desenvolvimento da obesidade, mas seus mecanismos ainda ndo estédo
totalmente esclarecidos. Acredita-se que fatores genéticos possam estar relacionados a
eficiéncia no aproveitamento, armazenamento e mobilizacdo dos nutrientes ingeridos; ao
gasto energético, em especial a taxa metabdlica basal (TMB); ao controle do apetite e ao
comportamento alimentar.

Os mecanismos envolvidos na ingestdo de alimentos sdo regulados por uma interagédo
complexa entre hormonios e neuropeptideos, incluindo o controle de vias eferentes (leptina,
nutrientes, sinais nervosos, entre outros), de mecanismos centrais (neurotransmissores

hipotalamicos) e de vias aferentes (insulina, catecolaminas, sistema nervoso autbnomo)
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(ABESO, 2009; WANDERLEY & FERREIRA, 2010).

A leptina € um horménio de natureza protéica produzida predominantemente pelo
tecido adiposo branco, identificada em 1994 como uma molécula chave na regulagdo do peso
corporeo e no balango de energia. Ela atua em receptores do hipotadlamo blogueando o apetite
quando o organismo encontra-se adequadamente suprido de triacilglicerideos (WEINSIER et
al., 1998; FUNAYAMA et al., 2002). Seus niveis plasmaticos se correlacionam com a massa
de gordura corporal e sua expressdo é regulada transcripcionalmente, com a condi¢do do
armazenamento de energia no tecido adiposo e o tamanho dos adipdcitos como fatores
determinantes. Entretanto, os niveis de leptina encontram-se elevados em individuos obesos.
Isso ocorre a0 menos em parte como consequéncia a um estado de resisténcia da acdo da
leptina (SERPA NETO et al., 2007; LUFT, 2010).

Os avancos na caracterizagdo dos mecanismos de acdo da leptina no hipotalamo logo
revelaram que a transducdo do sinal deste hormdnio sofre importante controle por vias
paralelas de sinalizacdo celular, sendo que, até o presente momento, a insulina se destaca
como o principal modulador do sinal da leptina (VELLOSO, 2006). A quantidade de secrecao
de insulina reflete o tamanho das reservas lipidicas (adiposidade) e o balango energético real
(nivel de glucose sanguinea). Ela atua em seus receptores do hipotalamo inibindo o apetite,
provavelmente por estimular o aumento de leptina no plasma; também sinaliza os musculos,
figado e tecidos adiposos a aumentar as reacdes catabdlicas, incluindo a oxidacdo de acidos
graxos, acarretando a perda de peso (FUNAYAMA et al., 2002).

Pesquisas recentes indicam que individuos obesos, a despeito dos altos niveis séricos
de leptina, ndo apresentam respostas esperadas ao estimulo por este hormdnio. Observaram-se
possiveis defeitos pré e pds-receptor de leptina que podem ter algum papel na resisténcia
hipotalamica citada acima. A insulina também pode apresentar problemas de transporte em
obesos, quadro que somente recentemente foi encontrado em humanos, uma vez que antes so
havia sido observado em modelos animais (SERPA NETO et al., 2007).

Acredita-se hoje que falhas em alguns dos componentes deste complexo sistema de
controle da homeostase energética possam desempenhar um papel importante no
desenvolvimento da obesidade (VELLOSO, 2006). No entanto, as causas do aumento
significativo da obesidade nos ultimos 20 anos estdo predominantemente associadas ao
denominado estilo de vida ocidental contemporaneo, que consiste no maior aporte energético
da dieta - rica em gorduras, agucares e alimentos refinados, e reduzida em carboidratos
complexos e fibras - e na reducdo da pratica de atividades fisicas (MONTEIRO et al., 2000).

O baixo consumo de frutas, verduras e legumes favorece o aumento da prevaléncia das
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doencas crbnicas associadas com a obesidade, ja que o consumo destes alimentos tem sido
apontado como um fator protetor para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares e
certos tipos de cancer (LAMPE, 1999; WHO, 2003). Assim como a alimentacdo saudavel, o
exercicio fisico regular é fundamental para prevenir essas enfermidades, através da melhora
na capacidade cardiovascular e respiratdria, diminuicdo na pressdo arterial em hipertensos,
melhora na tolerancia a glicose e na acdo da insulina (DENGEL et al., 1998).

Dessa forma, o tratamento atual da obesidade fundamenta-se nas modificacdes do
estilo de vida, incluindo a reeducacdo alimentar, a pratica de atividade fisica e mudancas
comportamentais (ABESO, 2009; THOMPSON et al., 2007). Ou seja, préaticas que conduzam
a diminuicdo da gordura corporal por meio de um balanco energético negativo, condi¢do na
qual o gasto supera o consumo de energia do individuo (CABECO, 2008; FRANCISCHI et
al., 2000). Para que isso ocorra, devem-se considerar os trés componentes da equacgéo (1) de
balanco energético,

Equacéo (1): Gasto energético = TMB + Ecyercicio fisico + ETA

Onde, a TMB é a taxa metabolica basal, Eexercicio fisico COrresponde a energia gasta nas
atividades fisicas e ETA € o efeito térmico do alimento (FRANCISCHI et al., 2000).

A taxa metabdlica basal, a qual depende da idade, € a energia necessaria para
processos vitais do corpo, tais como funcdo cardiaca e pulmonar, e representa cerca de 50 a
70% do gasto energético diario do individuo. O efeito térmico do alimento, tambem
conhecido por termogénese de inducdo dietética, deve-se principalmente aos processos de
digestdo, absorcédo e distribuicdo dos nutrientes, e representa 10% do total de energia gasta
por um adulto. A energia perdida durante as atividades fisicas depende da intensidade e da
duracdo desta, e corresponde ao maior efeito sobre o consumo de energia humana (20% a
30%), ja que é possivel gerar taxas metabdlicas dez vezes superiores aos valores de repouso
durante um exercicio (ABESO, 2009; CABECO, 2008; FRANCISCHI et al., 2000).

Muitos individuos acima do peso adotam a restri¢cdo da ingestdo energética total como
uma forma de alcancar o déficit energético e reduzir o peso corporal. Duas estratégias
comumente utilizadas sdo o uso das dietas com valor calérico muito baixo (Very Low Calorie
Diets, VLCD), com consumo energético menor de 800 Kcal/dia e restricdes energéticas
moderadas, com consumo de 1200 Kcal/dia (COWBURN et al., 1997)

Embora esses tratamentos déem resultados em pouco tempo, a sua manutengdo € de
dificil estabelecimento. WILLIANS (1996) cita que pessoas que persistem em dietas de baixa
caloria perdem grandes quantidades de peso, em média, 20 Kg em 12 a 16 semanas. Contudo,

a maioria destes individuos recupera o peso perdido dentro de um curto periodo de tempo.
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Trabalhos recentes mostram que apds restricdo alimentar, o organismo se modula de
forma a se tornar mais eficiente na conversdo do que é consumido em estoque energético. De
fato, esse fendmeno, conhecido também como crescimento compensatorio, resulta em alta
ingestdo e consequente ganho de gordura corporal (HORNICK et al., 2000). Além disso,
dietas que restringem severamente o consumo energético, bem como jejuns prolongados, séo
cientificamente indesejaveis e perigosos para a saude, resultando em perdas de grandes
quantidades de agua, eletrdlitos, minerais, glicogénio e outros tecidos isentos de gordura, com
minima reducdo de massa adiposa (AMERICAN..., 1993).

Como ja referido, as mudancas no estilo de vida sdo a base do processo terapéutico da
obesidade, que tem por objetivo melhorar o padrdo alimentar do individuo e estimular a
pratica de exercicio fisico. Apenas em casos especificos, a abordagem farmacolégica e a
intervencao cirurgica sdo empregadas como adjuvantes a esta terapéutica.

A cirurgia bariatrica é aceita atualmente como uma ferramenta eficaz no controle e
tratamento da obesidade morbida, sendo indicada para individuos com grau de obesidade 11 e
III, ou seja, com IMC > 35kg/m? com comorbidades associadas (apnéia do sono, diabetes
mellitus tipo 2, hipertensdo arterial, dislipidemias e dificuldades de locomocéo, entre outras
de dificil manejo clinico) e > 40kg/m> sem comorbidades respectivamente (SEGAL &
FANDINO, 2002), que ndo tenham obtido sucesso a longo prazo (5 anos) com os tratamentos
clinicos convencionais realizados.

Ja a farmacoterapia esta indicada quando houver falha do tratamento nao
farmacoldgico, por no minimo 6 meses, em pacientes com IMC igual ou superior a 30 kg/m?
ou com IMC igual ou superior a 25 kg/m? associado a comorbidades, ou com circunferéncia
abdominal maior ou igual a 102 cm (homens) e 88 cm (mulheres) (ABESO, 2010; MANCINI
& HALPERN, 2002).

A adesdo aos tratamentos convencionais para a perda de peso e seus resultados,
entretanto, nem sempre sdo satisfatdrios. Muitos dos medicamentos apresentam efeitos
colaterais indesejaveis, como sonoléncia, nervosismo e distdrbios no trato gastrintestinal,
além de possuir alto custo e eficacia limitada. Por isso, as plantas medicinais com possivel
efeito na reducdo de peso estdo sendo amplamente adotadas pela populacdo como método

alternativo.
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2.2 Produtos naturais no tratamento da obesidade

Inicialmente utilizadas de forma empirica, fruto do conhecimento repassado entre as
geragdes, as plantas medicinais tornaram-se, nos ultimos anos, alvo de interesse para as
pesquisas cientificas. Esta tendéncia esta relacionada aos avancos no conhecimento técnico -
cientifico das caracteristicas de qualidade, seguranca e eficacia dos produtos vegetais, bem
como a preferéncia generalizada dos consumidores por produtos de origem natural (LEITE,
2009; SIMOES, 1989).

As plantas medicinais sdo utilizadas in natura e também de outras formas, tais como
chas, cataplasmas, tinturas, unguentos, pomadas, xaropes e capsulas. Inicialmente, o0 homem
aprendeu a aproveitar o potencial terapéutico dos vegetais pela ingestdo de chés, que em
muitos casos estavam associados a rituais sagrados. Hoje, essas bebidas continuam a serem
recomendadas como uma terapia eficaz e, principalmente pelos seus efeitos sensoriais tais
como — cheiro, sabor e sensacdo agradavel de aquecimento do peito, — s&0 muito apreciadas
pela populacdo (TREVISANATO & KIM, 2000).

Algumas espeécies vegetais como Camelia sinensis (cha-verde), llex paraguariensis
(erva-mate), Citrus aurantium (laranja-amarga), Garcinia cambogia (garcinia) e Fucus
vesiculosus (alface do mar) sédo popularmente utilizadas para o tratamento da obesidade. A
forma de uso consiste na ingestdo de chas e também na elaboracdo de fitoterapicos. Esta
aplicacdo tem sido comprovada em estudos que relacionam os efeitos antiobesidade a
presenca de metabolitos secundarios bioativos nessas espécies, tais como metilxantinas
(cafeina, teobromina e teofilina), flavonoides (catequinas), taninos, acidos polifendlicos
(acido cafeico, acido clorogénico), aminas adrenérgicas (sinefrina), saponinas, entre outros
constituintes quimicos, como o &cido hidroxicitrico, iodo, fibras e mucilagens (ARCARI et
al., 2009; HEYMSFIELD et al., 1998; MORO & BASILE, 2000; WOLFRAM et al., 2006;
ZHENG et al., 2004).

De acordo com o mecanismo de acdo, esses compostos agem como adjuvantes no
tratamento da obesidade de forma direta — pela estimulacdo do metabolismo e modulacéo do
apetite — ou indireta, pelas suas acbes diuréticas, antiinflamatorias ou sedativas (MORO &
BASILE, 2000).

Outra espécie vegetal que tem se destacado no tratamento alternativo da obesidade é a
Guazuma ulmifolia Lam. (Sterculiaceae). Entretanto, ndo ha fundamentacédo cientifica no uso
dessa espécie com tal finalidade. Alguns estudos referentes a esta planta serdo abordados a

seguir.
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2.3 Espécie Guazuma ulmifolia Lam.

Guazuma ulmifolia Lam., pertencente a familia Sterculiaceae, é popularmente
conhecida como mutamba, chico-magro, guaxima macho, fruta-de-macaco e embiribeira.
Apresenta ampla distribuigdo geogréfica, ocorrendo em toda a América Latina, especialmente
em formacgdes de Cerrado e florestas secundarias (MOTTA et al., 2006; NUNES et al., 2005;
SOBRINHO & SIQUEIRA, 2008). Segundo Lorenzi (2002), tem ocorréncia em quase todo o
territério brasileiro, desde a Amazonia até o Parand, principalmente nas florestas latifoliadas
semideciduas.

A espécie G. ulmifolia é potencialmente utilizavel em projetos de recuperacao de areas
degradadas, devido ao seu desenvolvimento rapido e ao fornecimento de frutos que
contribuem para a fixacdo da fauna (Figura 1). Seu fruto adocicado é muito apreciado por
diversas espécies de animais do cerrado, entre eles, mamiferos e aves (MARTINS, 2007).

Na alimentacdo humana, os frutos sdo consumidos frescos, secos, crus ou cozidos
(Figura 1). Quando secos, sdo utilizados no preparo de chas, sendo considerado um 6timo
substituto do chad-mate (CARVALHO, 2007).

Figura 1 — Fruto da espécie vegetal Guazuma ulmifolia e suas sementes
Fonte: Paulo Robson de Souza

As cascas e folhas de G. ulmifolia sdo as partes geralmente empregadas na medicina
popular, porém ha relatos de que os frutos também sdo aproveitados (Figura 2) (GALINA et
al, 2005). Em diversos paises da América do Sul e Central, G. ulmifolia é utilizada em casos
de problemas gastrintestinais, distdrbios renais, sifilis, elefantiase, alopécia, tosse, asma,
febre, entre outros (ALMEIDA et al., 1998; CARVALHO, 2007).
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Figura 2 — Espécie vegetal Guazuma ulmifolia.
Fonte: Paulo Robson de Souza

No Brasil, o cha das cascas € utilizado como sudorifero, sendo também empregado em
infeccOes respiratorias e doencas hepaticas (ALMEIDA et al., 1998; GALINA et al., 2005;
CARVALHO, 2007). As folhas, utilizadas sob a forma de chas, tém acdo diaforética e
purgativa e, em excesso, sao toxicas, causando nauseas, vomito e disenteria. Os extratos das
folhas e dos frutos sdo ainda usados na producdo de xampus, condicionadores, Oleos
aromaticos e perfumes (ALMEIDA et al., 1998). Ha relatos que a casca e o fruto sdo
indicados no tratamento da obesidade (POTT & POTT, 1994, BATUBARA et al., 2010).

Diversos autores demonstraram atividades de extratos de G. ulmifolia, como atividade
antibacteriana e antifungica (CAMPORESE et al., 2003; FERNANDES et al., 2005; LIMA et
al., 2006; VIOLANTE, 2008), antiviral (FELIPE et al., 2006), anti-diabética (ALARCON-
AGUILARA et al., 1998; ALONSO-CASTRO & SALAZAR-OLIVO, 2008), anti-
hipertensiva (MAGOS et al., 2008; CABALLERO-GEORGE et al.,, 2002), citotoxica
(NASCIMENTO et al., 1990; SEIGLER et al.; 2005), antisecretora (HOR et al. , 1995) e
gastro-protetora (BERENGUER et al., 2007).

Estudos fitoquimicos realizados com cascas e folhas de G. ulmifolia revelaram a
presenca de alcaldides, flavonoides, taninos, sesquiterpenos, triterpenos, diterpenos, entre
outros metabolitos secundarios, tais como B-sitosterol e glicosideos cianogénicos (SEIGLER
et al., 2005; SILVA et al., 2006; LOPES et al., 2009b).

Pesquisas identificaram em extratos etandlicos e metandlicos de G. ulmifolia 6leos
volateis em suas folhas e proantocianidinas na casca (HOR et al., 1996; ARRIAGA et al.
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1996 apud CAMPORESE et al., 2003). Das cascas de G. ulmifolia também foram isolados e
identificados por Lopes et al. (2009b) nove compostos: ent-catequina, epicatequina, ent-
galocatequina, epigalocatequina, epiafzelequina- (4p—8)-epicatequina, epicatequina-(4pf—-S8)-
catequina (procianidina B1), epicatequina-(4p—8)- epicatequina (procianidina B2),
epicatequina-(4p—8)-epigalocatequina, ¢ uma nova substancia 4’-O-metil-epiafzelequina.
Alem das procianidinas B2 e B5, polissacarideos, trés trimeros [procianidina C1;
epicatequina-(4p — 6)-epicatequina-(4p — 8)-epicatequina; epicatequina-(4p — 8)-
epicatequina-(4p — 6)-epicatequina] e um tetramero também foram isolados e identificados
nos extratos de G. ulmifolia (HOR et al., 1996; LOPES et al., 2009a).

As propriedades antidiabética, hipotensiva, vasodilatadora, antiulcerosa, antibacteriana
e antiviral da casca, partes aéreas, frutos, extrato bruto e fraces de G. ulmifolia sdo atribuidas
as protoantocianidinas, sendo que essas propriedades dependem de sua estrutura e
particularmente de seu grau de polimerizacdo (LOPES et al., 2009a; LOPES et al., 2009b).

Proantocianidinas ou taninos condensados sdo os polifendis mais abundantes nas
plantas apos as ligninas, podendo representar até 50% em muitos tipos de casca. Consistem
em oligbmeros e polimeros formados pela condensacéo de duas ou mais unidades de flavan-3-
ol (Figura 3) (XIE & DIXON, 2005; DIXON et al., 2005; ZHANG et al., 2005). O padréo de
hidroxilagdo (ou substituicio) da molécula de flavan-3-ol permite separar as

proantocianidinas em varias classes, sendo as principais as procianidinas e prodelfinidinas.
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Figura 3 — Estrutura quimica do nucleo flavan-3-ol.

Quando hidrolisadas, as procianidinas e as prodelfinidinas liberam cianidinas e
delfinidinas, respectivamente, sendo que a unidade formadora das procianidinas séo
catequinas e epicatequinas e das prodelfinidinas, galocatequinas e epigalocatequinas (SUN &
SPRANGER, 2005) (Figura 4).
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Figura 4 — Unidades monomeéricas das principais proantocianidinas.

De acordo com o padrdo de ligacdo entre as unidades monoméricas formadoras das
proantocianidinas, pode-se classifica-las em dois tipos: A e B. Nas do tipo B, 0s monémeros
estdo unidos principalmente através de ligacdes do tipo C4-C8 ou C4-C6. Ja as do tipo A,
apresentam uma ligacao extra do tipo C2-O-C7 ou C2-O-C5 (Figura 5) (SUN & SPRANGER,

2005).
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Figura 5 — Exemplo de proantocianidinas do tipo A (A) e do tipo B (B).

Procianidina B2 é universalmente distribuida em plantas e esta presente em sementes
de uva, maca, cacau e extrato da casca do pinheiro maritimo (Pycnogenol). Recentemente, a
substancia foi detectada no plasma humano apds o consumo de chocolate rico em flavanol.

Diversos estudos demonstraram que a procianidina B2 tem diversas propriedades



25

farmacologicas que trazem beneficios a saide humana, como a atividade antioxidante
(SAKANO et al., 2005; LOPES et al., 2009a).

2.4 Compostos fendlicos e atividade antioxidante

Nos Ultimos anos, varios estudos tém demonstrado o papel chave dos radicais livres e
outros oxidantes como grandes responsaveis pelos processos de envelhecimento e por doencas
neurodegenerativas, cardiovasculares, inflamatdrias, aterosclerose, cancer e diabetes mellitus
(MCORD 2000; DROGE 2002; RATNAM et al., 2006).

Os radicais livres sdo moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e
quimicamente muito reativas, devido a presenca de elétrons ndo pareados em sua Orbita
externa (HALLIWELL et al., 1995). Alguns exemplos sdo as espécies reativas de oxigénio
(ERO), tais como o anion superdxido (O;), o radical hidroxila (OHe¢), o radical peroxila
(ROO¢) e espécies nao radicalares como o peroxido de hidrogénio (H,O;) e 0 oxigénio
singlete (*O;) (SOARES, 2002).

Os organismos aerdbios desenvolveram uma série de mecanismos fisiologicos e
biomoleculares de defesa contra os efeitos das ERO, entretanto, quando ha um desequilibrio
entre a producdo de radicais livres e a sua eliminagdo por mecanismos de protecao, fendmeno
conhecido como estresse oxidativo, eventos deletérios ao organismo podem ocorrer, como a
peroxidacdo dos lipidios de membrana celulares e a agressdo as proteinas, enzimas,
carboidratos e ao DNA (SIES, 1997; DURACKOVA, 2010; REUTER et al., 2010).

Os agentes antioxidantes funcionam como sequestradores dos radicais livres e algumas
vezes como quelantes de ions metalicos, agindo tanto na etapa de iniciagdo como na
propagacdo do processo oxidativo, produzindo compostos intermediarios relativamente
estaveis (SOARES, 2002).

Nas células de organismos fotossintetizantes, os mecanismos de atividade antioxidante
estdo mais fortemente desenvolvidos em comparacdo com outras células, uma vez que as
membranas fotossintéticas sdo alvos primarios para os efeitos deletérios oxidativos, por
conterem lipideos ndo saturados como elementos estruturais majoritarios. Por essa razdo, as
plantas vasculares contém numerosas substancias antioxidantes e podem, dessa forma,
representar uma importante fonte de substancias antioxidantes naturais tanto para as industrias
alimenticias como para as farmacéuticas (ROCHA et al., 2007).

Os compostos fendlicos de plantas enguadram-se em diversas categorias, como

flavondides, acidos fendlicos (derivados de acidos benzdico e cindmico), fendis simples,
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cumarinas, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas (ANGELO & JORGE,
2007). Produtos secundarios do metabolismo vegetal, os polifenois, estdo envolvidos no
mecanismo de defesa dos vegetais, seja contra a radiacdo ultravioleta ou agressdo por
patdgenos (MANACH et al., 2004). Nos alimentos, contribuem com a cor, caracteristicas
sensoriais (adstringéncia e aroma) e estabilidade oxidativa (SOARES, 2002; ANGELO &
JORGE, 2007).

Muitos estudos tém demonstrado uma relacdo direta entre a atividade antioxidante e o
consumo de alimentos de origem vegetal ricos em compostos fendlicos, como frutas,
legumes, cereais, e bebidas como vinho, chd e café (COOK & SAMMAN, 1996; RICE-
EVANS et al., 1997; PIETTA, 2000). O potencial antioxidante desses compostos tem sido
atribuido as suas propriedades redox, devido a presenca em sua estrutura de pelo menos um
anel aromatico com substituintes hidroxilicos e/ou seus derivados funcionais (ésteres, éteres,
glicosideos e outros), desempenhando importante papel na adsor¢do ou neutralizacdo dos
radicais livres (Figura 6) (SIMOES et al., 2004; ANGELO & JORGE, 2007; DAl &
MUMPER, 2010).
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Figura 6 — Mecanismo de reducdo de compostos fendlicos

Os flavonoides e outros derivados fendlicos sdo conhecidos por atuarem na captura e
neutralizacdo de espécies oxidantes como anion superédxido, radical hidroxila ou radical
perdxido, atuando por sinergismo com outros antioxidantes como as vitaminas C e E. Alguns
flavondides sdo capazes de se ligar a ions metélicos, impedindo-os de atuarem como
catalisadores na produco de radicais livres (MARTINEZ-FLOREZ, 2002). Ha relatos de que
os compostos fendlicos apresentam uma atividade antioxidante in vitro superior as referidas
vitaminas e ao [3-caroteno, podendo contribuir significantemente para o efeito protetor in vivo
(RICE-EVANS, 1997).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade antioxidante in vitro

em extratos e substancias isoladas. Um dos métodos mais utilizados consiste em avaliar a
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capacidade sequestradora do radical estavel DPPH (1,1-difenil-2-picril-hidrazil). Apds reagir
com um antioxidante ou uma espécie radicalar, o DPPH é reduzido a difenil-picril-hidrazina,
passando de coloracdo purpura a amarela (Figura 7), descoramento este acompanhado pelo
decréscimo da absorbancia, determinada espectrofotometricamente na faixa de 515 a 528 nm.
(BRAND-WILLIAMS, 1995).
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Figura 7 — Estrutura do DPPH antes e depois de reagir com um antioxidante

Navarro et al. (2003) testaram a atividade antioxidante de extratos agquosos e
metanolicos de cinco espécies de plantas utilizadas na medicina tradicional da Guatemala para
tratamento de infeccbes microbianas, entre elas a espécie G. ulmifolia. Os extratos
metanolicos obtidos a partir de suas folhas mostraram maior atividade frente ao radical OH
(1Cso= 0.25 mg.mL™), em relagéo ao radical DPPH (ICso= 50.21 mg.mL™) e ao O, (ICsp=
72.8 mg.mL™). Com excecéo do radical OH (ICso= 1,52 mg.mL™), os extratos aquosos
apresentaram baixa atividade antioxidante (1Cs0>100).

Em 2010, em estudo realizado com plantas medicinais da Indonésia, também foi
verificada uma baixa atividade antioxidante do extrato metandlico das folhas de G. ulmifolia
frente ao radical DPPH (ICso= 112,31 mg.mL™) (BATUBARA et al., 2010).

Assim, como ja foi confirmada a presenca de compostos fenodlicos na espécie G.
ulmifolia, decidiu-se verificar se ha fundamento no uso popular do cha dessa planta no
tratamento da obesidade, bem como avaliar o potencial antioxidante de seus frutos e casca,

visto que s6 foram encontrados na literatura trabalhos com extratos obtidos de suas folhas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da casca e do fruto da espécie G. ulmifolia sobre os pardmetros
morfométricos e séricos de ratos Wistar induzidos a obesidade.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar a matéria-prima quanto a composicao centesimal e energética.

Quantificar o teor de compostos fendlicos e avaliar a atividade antioxidante da casca e
fruto da espécie G. ulmifolia.

Avaliar o efeito da ingestdo de cha da casca e do fruto sobre o consumo de ragéo e
ganho de peso de ratos Wistar.

Determinar o potencial hipolipidemiante e hipoglicemiante do fruto e da casca da

espécie G. ulmifolia em ratos Wistar obesos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Os objetos de estudo foram o fruto e a casca da espécie Guazuma ulmifolia. Os frutos
maduros foram coletados em regides do Cerrado e do Pantanal do Estado de Mato Grosso do
Sul, no periodo de agosto a outubro de 2009, e a casca coletada no municipio de Campo
Grande, durante o més de agosto de 2010.

Os frutos coletados foram selecionados, descartando-se o0s deteriorados e os
danificados. Fruto e casca foram submetidos a secagem em estufa com circulacdo de ar,
triturados em moinho multi-uso (Tecnal, TE-631), acondicionados em sacos plasticos e
mantidos sob refrigeracdo até 0 momento das analises.

O material foi processado no laboratério do Departamento de Tecnologia de
Alimentos e Saude Publica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (DTA/UFMS), e
a exsicata n°® 29217 encontra-se depositada no herbario CGMS localizado no Departamento
de Biologia da UFMS.

4.2 Caracterizacdo da matéria-prima

A composicdo centesimal do fruto e da casca foi realizada determinando-se o teor de
umidade por dessecacdo em estufa a 105°C (meétodo gravimétrico), segundo método descrito
nas normas do Ministério da Saude (BRASIL, 2005). A quantificacdo de proteina foi feita
pelo contetdo de nitrogénio total, segundo método de micro Kjeldahl (AOAC, 1995), usando
o fator 6,25 para conversdo do nitrogénio em proteinas. Lipidios e cinzas (residuo mineral
fixo) foram determinados conforme descrito na AOAC (1995). A determinacdo de fibra bruta
foi realizada pelo método da fibra detergente neutro (AOAC, 1995) e os acgucares de acordo
com o Ministério da Satde (BRASIL, 2005).

Os resultados dessas determinagbes foram expressos em grama/l100 g da amostra
integral e a energia total proveniente dos nutrientes expressa em kilocalorias (kcal), estimada
a partir dos fatores de conversdo de Atwater: kcal = (4 x g proteina) + (4 x g carboidratos) +
(9 x g lipidios) (USP, 2009).
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4.3 Preparo dos extratos

Para determinacdo do teor de compostos fendlicos e para a avaliacdo da atividade
antioxidante, realizaram-se trés extracdes: aquosa, etandlica e acetbnica, baseadas na
metodologia proposta por Saito (2007).

Para obtengdo do extrato aquoso de G. ulmifolia, pesaram-se 7g e 5g do fruto e da
casca, respectivamente, em erlenmeyer, onde foram adicionados 100 mL de &gua aquecida a
80°C, mantendo sob agitacdo mecénica por 20 minutos em chapa de aquecimento. Em
seguida, as solucdes foram centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
filtrado e o residuo lavado trés vezes com 5 mL de agua. Os filtrados foram armazenados em
frascos &mbar e congelados até sua utilizagdo.

A extracdo etandlica foi realizada com 100 mL de uma solucdo etanol-agua (80:20
V/V), a qual foi adicionada 7g do fruto e 5g da casca, extraidos em banho de ultrassom por 30
minutos. Os extratos foram concentrados em rota-evaporador a 40°C e armazenados sob
refrigeracdo em frascos &mbar para analise posterior.

Para o preparo do extrato aceténico procedeu-se como descrito na obtencdo do extrato
etanolico, utilizando-se 100 mL de acetona:agua (3:1 V/V).

Os mesmos procedimentos foram adotados para o preparo dos extratos de folhas de

Rosmarinus officinalis (alecrim) para efeito comparativo.

4.4 Determinacdo de compostos fenolicos

Os compostos fenolicos totais foram quantificados através do método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau (SINGLETON & ROSSI, 1965), utilizando o acido
galico como padrdo de referéncia. Esse método envolve uma reacdo de oxido-reducdo, em
meio alcalino, na qual o ion fenolato é oxidado e o complexo fosfotungstico-fosfomolibdico
presente no reagente € reduzido a uma mistura de 6xidos de tungsténio e de molibdeno, de
coloracdo azul.

A partir dos extratos aquosos, etandlicos e acetonicos, foram preparadas solucdes
metandlicas das amostras com concentragdes que variaram de 0,625 a 10 mg sélidos.mL™. De
acordo com Roesler et al. (2007), a 0,5mL de cada amostra foram adicionados 2,5 mL de
reagente aquoso de Folin-Ciocalteau a 10% e 2 mL de solucdo aquosa de carbonato de sddio
7,5%. Em seguida, os tubos testes contendo as solu¢des foram incubados por 5 minutos em

banho-maria a 50°C. Resfriadas as aliquotas, as absorbancias foram lidas a 760 nm em
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espectrofotometro utilizando o metanol como branco. Cada amostra foi analisada em
triplicata. Os extratos de alecrim, obtidos através do mesmo procedimento de extracao, foram
avaliados para efeito comparativo.

O teor de fenois totais (FT) foi determinado por interpolacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibragdo de acido gélico (0,024 a 0,105 mg.mL™) segundo
Miliaukas et al. (2004), e expressos como equivalente de acido gélico (GAE: mg de acido
galico por g de extrato seco), utilizando para o célculo a seguinte equacéo (2):

Equacgéo (2): GAE=C x V/m

Onde GAE = equivalentes de 4cido galico em mg.g™, C = concentracdo de &cido

galico em mg.mL™, V = volume de extrato usado no teste em mL e m = massa do extrato em

g.

4.5 Avaliagéo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi avaliada atraves da capacidade em sequestrar
radicais livres utilizando o radical estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), segundo
YAMAGUCHI et al. (1998), com modificaces.

Em microplaca de 96 pocos, adicionou-se 100 pL de uma solucdo etandlica de DPPH
(200 pg.mL™) a 100 pL de solucdes das amostras dissolvidas em etanol, resultando em um
volume final de 200 pL. A concentracdo final dos extratos apds diluicdes sucessivas foi de
3,125 a 200 pg.mL™. O controle negativo do teste foi etanol adicionado do mesmo volume de
DPPH. As microplacas foram agitadas e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente no
escuro. Decorrido o tempo, as absorbancias foram determinadas a 517 nm em leitora
automatica TP-Reader (Equipar). Todo ensaio foi realizado em triplicata e o acido caféico foi
utilizado como controle positivo.

O célculo da atividade sequestrante de DPPH, expressa como percentual de inibicao,
foi calculado de acordo com a equacéo (3):

Equacdo (3): %lInibicdo = [(Apppu- AexTr)/Apppu] X 100

Onde: Apppy = absorbéancia do controle negativo (solu¢do de DPPH sem antioxidante)
e Aextr = absorbancia da amostra a ser testada.

A partir dos resultados da % Inibicdo foi elaborado um grafico para cada uma das
amostras analisadas, representado pela Figura 8. Por meio da analise de regressdo linear entre

o percentual de inibicdo de oxidagdo e a concentragdo da amostra, obtiveram-se diferentes
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equacOes, do tipo y = ax + b, com as quais foi determinada a 1Csp, Ou Seja, concentragéo da

amostra ou padrdo necessaria para reduzir em 50% o radical DPPH.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

100,0 -
80,0 -
60,0 -
400 + y=ax+b
20,0

0,0 . . . . . . |
100 200 300 400 500 600 700

% Inibicao

Concentragao (pg/ml)

Figura 8 — Percentual de inibi¢ao de oxidacdo em funcéo da concentracdo da amostra.

4.6 Ensaio bioldgico

46.1 Animais e condicdes experimentais

Para realizacdo do ensaio biologico foram utilizados 40 ratos machos da linhagem
Wistar (Rattus norvegicus var. albinus), obtidos apds desmame, com peso médio inicial de
62,08 g + 21,26, procedentes do Biotério de Criacdo e Experimentacdo da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul.

Os animais permaneceram alojados em caixas de polipropileno, em estantes ventiladas
(Figura 9), mantidos sob condicdes de ciclo de luz controlado (12 horas claro e 12 horas

escuro) com temperatura 24 + 1°C e, consumindo agua e dieta sob o sistema de livre acesso.
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Figura 9 — (A) Caixa de polipropileno com &gua e ragdo sob o sistema de livre acesso. (B) Estante
ventilada com circulacéo de ar e temperatura controlada.

O ensaio biologico foi aprovado pelo Comité de Etica (Anexo A — Certificado de
Aprovacio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais/CEUA/UFMS), e todos o0s
procedimentos adotados seguiram as normativas de experimentacdo animal preconizada pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (CARDOSO, 2009).

46.2 Preparo das dietas

As dietas utilizadas no estudo foram preparadas conforme preconizado pelo Instituto
Americano de Nutricdo (AIN-93) (REEVES et al., 1993), e com algumas modificacdes, para
elaboracdo da dieta hiperlipidica (ARCARI et al., 2009; PANG & CHOI, 2008;
PRZYGODDA et al., 2010). A Tabela 2 apresenta as formulagdes das dietas preparadas.

Ap0ds o preparo das dietas, realizou-se a determinacdo da composicdo centesimal com
0 intuito de confirmar sua constituicdo. As racbes em forma de pellets foram, entdo,
acondicionadas em sacos de polietileno, devidamente rotulados e armazenados, até a

finalizacdo do experimento.
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Tabela 2 — Formulages das dietas preparadas para os ratos Wistar durante o ensaio biolégico

Dieta Padréo Dieta Hiperlipidica

Ingredientes (9/kg) (9/kg)
Amido de milho 397,5 247,5
Caseina 200 200
Sacarose 100 100
Amido dextrinizado 132 132
Banha de porco - 195
Oleo de soja 70 25
Celulose 50 50
Minerais 35 35
Vitaminas 10 10
L-cistina 3 3
Colina 2,5 2,5
Terc-butil-hidroquinona* 0,014 0,044
Total 1000 1000
Valor energético total (Kcal/Kg dieta) 3948 4698

*Agente antioxidante: 0,01 g/50 g lipidios

46.3 Preparo do cha

Os chés foram preparados pelo método de decoccdo, que consiste na ebulicdo da droga
vegetal em agua potavel por tempo determinado. Esse método é indicado para partes de
drogas vegetais com consisténcia rigida, tais como cascas, raizes, rizomas, caules, sementes e
folhas coriaceas (BRASIL, 2010).

Foram adicionados 100 mL de agua a 7g do fruto e a 5g da casca, permanecendo
durante 10 minutos em chapa de aquecimento, apds a ebulicdo. Depois de resfriados, os chas
foram centrifugados a 2.500 rpm por 10 minutos e os sobrenadantes armazenados em frascos

ambar até administracdo aos animais.
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4.6.4 Delineamento experimental

O estudo compreendeu a inducdo de obesidade no primeiro periodo e, no segundo
periodo, a avaliacdo da ingestdo de chd da casca e chd do fruto de G. ulmifolia sobre os
pardmetros bioquimicos e morfométricos (ganho de peso).

Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro diferentes grupos (n=10
animais/grupo) conforme Tabela 3. Um grupo recebeu dieta padréo e trés grupos receberam
dieta hiperlipidica durante dez semanas (1° periodo). No segundo periodo, foram subdivididos
conforme a intervencdo escolhida e receberam cha ou agua (grupo controle) por mais oito
semanas. Anteriormente a divisdo em grupos, todos 0s animais receberam dieta padrdo por

cinco dias para adaptacdo do aparelho digestério a ragdo solida.

Tabela 3 — Delineamento experimental em fungdo dos grupos e das dietas

1° PERIODO 2° PERIODO
GRUPO
(10 SEMANAS) (8 SEMANAS)
Gl Dieta padrao Dieta padrdo + agua
G2 Hiperlipidica Hiperlipidica + 4gua
G3 Hiperlipidica Hiperlipidica + cha do fruto
G4 Hiperlipidica Hiperlipidica + cha da casca

Antes da administracdo do cha, os animais permaneciam em jejum por 5 horas, e entdo
recebiam 1mL/100 g de peso corpéreo do chéa do fruto (47,67 mg.mL™ + 8,78), da casca (22
mg.mL™ + 8,95) ou de agua, conforme o0s grupos. A intervencdo foi realizada por gavagem,
com auxilio de uma canula orogastrica (Figura 10), trés vezes por semana. Os grupos G1 e G2
receberam agua para avaliar a possibilidade de interferéncia do estresse da manipulacéo e/ou

gavagem no estudo.
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Figura 10 — Administracéo do cha com canula orogastrica.

Ao final do experimento, os animais sofreram eutanasia através de dose excessiva do
anestésico Zoletil® 50 (Virbac), cujo principio ativo é tiletamina-zolazepan.

4.6.5 Ganho de peso

Os animais foram pesados uma vez por semana em balanca semi-analitica (Marte
A5000) para avaliacdo do ganho de peso.

4.6.6 Consumo alimentar

Cada grupo de animais recebeu quantidade conhecida de racdo, fornecida em dias
alternados, podendo assim avaliar o consumo alimentar médio (g/dia) através da quantidade

restante de alimento em cada caixa, por animal.

4.6.7 Parametros biogquimicos

Os lipidios e a glicose sérica foram analisados apds o periodo de inducdo da obesidade
e ao final do periodo experimental, apds jejum de 12h. A coleta de sangue foi realizada a
partir do seio orbital (HRAPKIEWICZ et al., 1997) (Figura 11), ap6s 0s animais serem
anestesiados com Zoletil® 50 (Virbac). As amostras de sangue foram coletadas em tubos

heparinizados, centrifugadas e armazenadas a -20° C para andlises.
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Figura 11 — Coleta de sangue a partir do seio orbital.

Os parametros bioquimicos colesterol total (CT), triglicerideos (TG), lipoproteina de
alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) e glicose foram avaliados por meio de kits especificos para cada
substancia e, a leitura foi realizada em sistema automatizado Cobas Integra® 400 plus
(Roche), no Laboratério de Bioguimica do Departamento de Farméacia Bioquimica da UFMS.

4.6.7.1 Glicose

O principio do teste para determinacdo de glicose envolve um método enzimatico onde
a hexoquinase (HK) catalisa a fosforilacdo da glicose pela adenosina-5-trifosfato (ATP),
dando origem a glicose-6-fosfato e adenosina difosfato (ADP). Para prosseguir a reagdo, uma
segunda enzima, a glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PDH), é utilizada para catalisar a
oxidacdo de glicose-6-fosfato pela nicotinamida adenosina dinucleotidio fosfato (NADP™),
dando origem ao NADPH (Figura 12).

D-glicose + ATP XX D-glicose-6-fosfato +ADP

D-glicose-6-fosfato + NADP- SPPH

D-6-fosfogluconato + NADPH + H-

HK = hexoquinase:; G6PDH = glicose-6-fosfato desidrogenase

Figura 12 — Principio do método para determinac&o de glicose.
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A concentracdo de NADPH formado é diretamente proporcional a concentracdo de
glicose, determinada pelo aumento da absorvancia a 340 nm.

4.6.7.2 Colesterol total

Para determinacéo do colesterol total utilizou-se um método colorimétrico enzimatico,
no qual os ésteres de colesterol sdo clivados através da acdo da colesterol esterase (CE),
produzindo colesterol livre e acidos graxos. A colesterol oxidase (CO) catalisa a oxidacéo do
colesterol para colest-4-en-3-ona e peroxido de hidrogénio (H.O;). Em presenca da
peroxidase (POD), o perdxido de hidrogénio formado afeta o acoplamento oxidativo do fenol

e da 4-aminoantipirina, formando um corante vermelho de quinona-imina (Figura 13).

Esteres de colesterol + H,O £ colesterol + acidos graxos

Colesterol + O, ca 5 colest-4-em-3-ona + H,0,

POD
2 H,0, + 4-AAP + fenol ——— corante quinona-imina + 4 H,0

CE = colesterol esterase CO = colesterol oxidase POD = peroxidase

Figura 13 - Principio do método para determinacéo de colesterol total.

A intensidade da cor do corante formado é diretamente proporcional a concentracéo de

colesterol, determinada pelo aumento da absorvancia a 512 nm.

4.6.7.3 Triglicerideos

O método para determinacdo de triglicerideos baseia-se na utilizacdo de uma lipase
lipoproteina (LPL) de microrganismos para a hidrélise rapida e completa dos triglicerideos
para glicerol, seguida de oxidacdo para fosfato de di-hidroxiacetona e peréxido de hidrogénio
(H20,). O perdxido de hidrogénio produzido reage posteriormente com 4-aminofenazona e 4-

clorofenol sob a acdo catalitica da peroxidase, para formar um corante vermelho. A
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intensidade cromética do corante vermelho formado € diretamente proporcional a

concentracdo de triglicerideos, podendo ser determinada fotometricamente (Figura 14).

triglicerideos + 3H,0 ——> glicerol + 3RCOOH

glicerol + ATP % glicerol-3-fosfato + ADP
Mg~

glicerol-3-fosfato + O, %9 . di-hidroxiacetona fosfato + H,0,

. POD
H,0, + 4-aminofenazona e 4-clorofenol ———>

4-(p-benzoquinona-monoimino)-fenazona + 2H,0 + HCI

LPL =lipase lipoprotéica GK = glicerol quinase GPO = glicerol-3-fosfato-oxidase
POD = peroxidase

Figura 14 — Principio do método para determinacéo de triglicerideos.

4.6.7.4 Lipoproteina de alta densidade (HDL)

A Figura 15 representa o principio do metodo para quantificacdo de HDL. Na presenca
de sulfato de magnésio e sulfato de dextrano, formam-se complexos soluveis em agua com
LDL, VLDL e quilomicrons que séo resistentes as enzimas modificadas pelo polietilenoglicol
(PEG). A concentracdo do colesterol HDL € determinada enzimaticamente pela colesterol
esterase e colesterol oxidase acopladas com PEG aos grupos amino (cerca de 40%). Sob a
influéncia da colesterol esterase, 0s ésteres de colesterol sdo quantitativamente decompostos
em colesterol livre e acidos graxos. Na presenca de oxigénio, o colesterol € oxidado pela
colesterol oxidase em A4-colestenona e perdxido de hidrogénio (H,O;). A intensidade da cor
do corante formado quinoneimina € diretamente proporcional a concentracdo de colesterol

HDL, determinado medindo o aumento da absorbancia a 583 nm.
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2 PEG-CE
Esteres de colesterol HDL+ H,O =775 colesterol HDL + acidos graxos

Colesterol HDL + O, ﬂ A4-colestenona + H,0,

. csipn " POD " ;
2 H,0, + 4-aminoantipirina + HSDA + H™ + H,0 ——— pigmento violeta +
S H,0
PEG-CE = polietilenoglicol-colesterol esterase PEG-CO = polietilenoglicol-colesterol oxidase

POD = peroxidase

Figura 15 — Principio do método para determinacéo de lipoproteina de alta densidade (HDL).

4.6.7.5 Lipoproteina de baixa densidade (LDL)

O método para determinacdo de LDL envolve a solubilizagdo micelar seletiva do
colesterol LDL por um detergente ndo-iénico, a interacdo de um composto de aclcar e as
lipoproteinas (VLDL e quilomicrons). Quando se inclui um detergente no método enzimatico
de determinacdo do colesterol (reacdo de acoplamento da colesterol esterase — colesterol
oxidase), as reatividades relativas do colesterol nas fracdes de lipoproteinas aumentam pela
seguinte ordem: HDL < quilomicrons < VLDL < LDL. Na presenca de Mg*", um composto
de acgUcar diminui claramente a reacdo enzimatica da determinacao do colesterol em VLDL e
quilomicrons. A combinacdo de um composto de aclcar com um detergente possibilita a
determinacdo seletiva do colesterol LDL no soro. Na presenca de oxigénio, o colesterol é
oxidado pela colesterol oxidase em A4-colestenona e peroxido de hidrogénio (Figura 16). A
intensidade da cor do corante quinoneimina formado é diretamente proporcional a

concentracdo de colesterol LDL, determinado pelo aumento da absorbancia a 583nm.

detergente

Esteres de colesterol LDL+ H,O colesterol esterase  colesterol + acidos graxos livres
_—

colesterol oxidas
LDL-colesterol + O, ST OMEE - A4 colestenona + H,0,

2 H,0, + 4-aminoantipirina + HSDA + H- + H,0 _®9° _ pigmento violeta + 5 H,0

POD = peroxidase

Figura 16 — Principio do método para determinacéo de lipoproteina de baixa densidade (LDL).
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4.6.7.6 Lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL)

A determinacdo de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) foi determinada
através do método de Friedewald (1972), utilizando para calculo a seguinte equagéo (4):

Equacédo (4): VLDL =0,2x TG

Onde VLDL = Fragdo VLDL em mg.dL™ e TG = triglicerideos em mg.dL™.

4.7 Andlise estatistica

Para todos os resultados foi calculada a média, o desvio padrdo e variancia para
analise descritiva. Os dados do delineamento experimental foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), seguido do teste de Tukey (p < 0,05) (GOMES, 1990), utilizando o

programa BioEstat 5.0, ao nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao centesimal

5.1.1 Matéria-prima

O resultado da composigéo centesimal do fruto e da casca de G. ulmifolia encontra-se
na Tabela 4. A porcentagem de proteina no fruto (6,19 + 0,26) foi préxima a encontrada por
Centro (1986) apud Carvalho (2007), que foi de 7% e apresentando boa digestibilidade in
vitro. O teor consideravel de carboidratos totais no fruto de 30,63 % (+ 1,53) pode ser devido
a mucilagem de coloracdo verde-negra presente em seu interior, que segundo Lorenzi &
Matos (2002) € muito utilizada no nordeste do pais na fabricacdo de rapadura, como agente

clarificante do caldo de cana.

Tabela 4 — Composicdo centesimal das matérias-primas fruto e casca, expressas em g.100g™ de amostra

integral* —————————————

Determinacdes Matéria-prima

Fruto Casca
Umidade 11,58 + 0,25 8,31 +£0,03
Residuo minera fixo 3,65 +0,06 6,56 + 0,09
Lipidios 2,30 £ 0,02 0,66 + 0,02
Proteinas 6,19 + 0,26 4,22 +0,19
Carboidratos 30,63 +1,53 22,84 +£1,35
Fibras 41,21 £0,62 40,28 + 3,00
Valor calorico total kcal/100g 167,98 114,11

Valores obtidos por meio da média + desvio padrdo de pelo menos trés replicatas.

Tanto o fruto como a casca apresentou elevada porcentagem de fibra, 41,21% e
40,28%, respectivamente. Muitos estudos demonstram que as dietas ricas em fibras podem
prevenir ou auxiliar no tratamento da obesidade. As fibras solUveis tais como gomas, pectinas
e mucilagens, tém sido utilizadas no tratamento da obesidade pelo fato de que, no estbmago
tendem a formar géis, causando uma diminuicdo na absorcdo de nutrientes, reduzindo o aporte
energético e aumentando o volume do bolo alimentar, causando uma sensacdo de saciedade e
a subsequente reducdo da ingestdo (EUFRASIO, 2003). De acordo com Howarth et al.
(2001), 149 de fibra/dia por mais de 2 dias estd associado com uma diminuicdo de 10% no

consumo de energia e com uma perda de peso de 1,9 Kg apds 3,8 meses.



43

5.1.2 Dietas elaboradas

Os valores da composicdo centesimal das dietas elaboradas para utilizacdo no ensaio
biolégico estdo descritos na Tabela 5. Nota-se um maior aporte energético da dieta
hiperlipidica, devido a adicdo de banha de porco, com a finalidade de induzir os animais a

obesidade.

-1
Tabela 5 — Composicdo centesimal das dietas experimentais padrao e hiperlipidica, expressas em g.100g de
amostra integral

Determinagdes Dieta

Padréo Hiperlipidica
Umidade 7,93 +0,63 6,72 £0,33
Residuo minera fixo 2,50 £ 0,04 2,50 £ 0,07
Lipidios 6,69 + 0,35 20,58 + 1,14
Proteinas 18,31 +2,38 16,59 + 0,30
Carboidratos 55,92 + 1,76 49,73 £ 0,32
Fibras 4,80 £ 0,05 5,52 £ 0,54
Valor cal6rico total kcal/100g 357,16 450,54

*Valores obtidos por meio da média * desvio padrao de pelo menos trés replicatas.

O modelo de obesidade exdgena, onde é oferecido ao animal uma dieta de alta
densidade energética, através de uma sobrecarga de carboidratos e/ou lipidios, € o mais
simples modelo de inducdo de obesidade e possivelmente um dos que mais se assemelha a
realidade da obesidade em humanos (VON DIEMEN et al., 2006). Porém, de acordo com a
literatura, o uso de dietas com alto teor de gordura e pobres em carboidratos é mais eficaz do
que as dietas de alto teor de carboidrato e baixo de gordura na inducéo da obesidade (HARIRI
& THIBAULT, 2010). Estudos em ratos demonstram que, quando o0s animais sdo alimentados
desde o nascimento com grande quantidade de gordura, existe uma maior predisposicédo a se
tornarem obesos posteriormente, assim como ja demonstrado em humanos que possuem uma

alimentacdo semelhante na infancia (PEREIRA et al., 2003).

5.2 Teores de compostos fendlicos

As concentracdes de compostos fendlicos expressas em mg de &4cido galico.g™ de

extrato seco (GAE) apresentam-se na Tabela 6.
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Tabela 6 — Teores de compostos fendlicos totais, expressos em equivalentes de acido galico (GAE)*

Amostras Parte Compostos fendlicos totais (mg GAE.g™ es)
utilizada
Extracéo
Aquosa Etandlica Acetdnica
G. ulmifolia Fruto 6,12 £ 0,07 8,09 £0,18 13,00 £0,16
G. ulmifolia Casca 98,63 +£ 0,97 105,45 + 0,66 108,32 + 0,48
R. officinalis Folha 79,55 + 0,240 115,44 + 1,49 96,64 + 1,56

*Valores obtidos por meio da média * desvio padrao de uma triplicata; GAE = acido galico equivalente; es =
extrato seco.

Existem diversos métodos para a extracdo dos compostos antioxidantes em vegetais,
como 0s compostos fendlicos. A extracdo com solventes organicos (como agua, etanol,
metanol e acetona) é um dos métodos mais tradicionais, porém pode sofrer influéncia de
diversos fatores como a natureza do vegetal, o solvente empregado, o tamanho das particulas,
0 tempo e a temperatura de extracdo (ANDREO & JORGE, 2006; SAITO, 2007).

As concentracdes de compostos fendlicos encontradas no fruto de G. ulmifolia foram
de 6,12 a 13,00 mg GAE.g™ extrato seco, enquanto na casca, variou de 98,63 a 108,32 mg
GAE.g" extrato seco. A casca mostrou teor significante de compostos fenélicos quando
comparada ao extrato da folha de R. officinalis (alecrim) (79,55 a 115,44 mg GAE.g™ extrato
seco), utilizado como referéncia por ser rico em polifendis e desempenhar excelente atividade
antioxidante (ASOLINI et al., 2006; GENENA et al., 2008). Este resultado foi semelhante ao
encontrado por Asolini et al. (2006), cuja concentracdo em extrato aquoso foi em torno de
82,5 mg GAE.g" folha seca.

Além do extrato de alecrim, Asolini et al. (2006) avaliaram as propriedades
antioxidantes de compostos fenolicos de outras plantas utilizadas como chas, tais como llex
paraguariensis (erva-mate), Ruta graveolens (arruda), Matricaria chamomilla (camomila),
Achyrocline satureioides (macela), Cynara scolymus (alcachofra), Plantago major
(tanchagem), Malva silvestris (malva), Salvia officinalis (sélvia), e Cymbopogon citratus
(capim-limdo). A quantidade de compostos fendlicos totais nos extratos aquosos dos chas
variou de 18 a 145 mg EAG.g™ de folha seca, sendo o menor valor apresentado pela malva e
0 maior, pela erva-mate. J& nos extratos etanolicos, as concentracdes variaram de 15 a 56 mg
EAG.g" folha seca, sendo a maior quantidade detectada nos extratos de tanchagem e erva-
mate (> 55 mg EAG.g™?).

Os resultados obtidos indicam que existe uma grande variagcdo na concentracdo dos
compostos fendlicos nos diversos tipos de chas analisados e nos diferentes métodos de

extracdo. No presente trabalho, tanto para a casca como para o fruto de G. ulmifolia, a
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extracdo com solventes organicos (etanol e acetona) assistida por ultrassom foi mais eficiente
que o sistema de extracdo por decoccdo a 80°C por 20 minutos.

Silva (2010), estudando frutos do Cerrado e do Pantanal, também verificou que o
comportamento das amostras com relacdo aos compostos fendlicos foi diferenciado para cada
procedimento realizado. Observou que, para algumas amostras como casca € polpa de
laranjinha de pacu (Pouteira glomerata (Mig.) Radlk); casca, semente e polpa de aracé
(Psidium guineense SW.); semente de pateiro (Couepia uiti); polpa e semente de saputa
(Salacia elliptica G. Don.), o maior teor de compostos fendlicos foi obtido através da extracéo
com etanol. Enquanto que, para a semente de laranjinha de pacu; semente de caraguata
(Bromelia balansae Mez.); polpa e semente de tarumd (Vytex cymosa Bert), a maior
concentracdo de compostos fendlicos foi apresentada pelo extrato aquoso. Ja Soares et al.
(2008) concluiram que a acetona € melhor que o etanol para a extragdo desses compostos em
bagaco de macgd. Em estudo realizado por Melo et al. (2008), no entanto, verificou-se que o
uso da agua (100%) no processo de extracdo de diversas frutas possibilitou a obtencdo de um
maior teor de polifendis do que no processo de extragdo com acetona.

Estas divergéncias demonstram que ndo existe um sistema de extracdo com solventes
que seja satisfatorio para o isolamento de todos ou de classe especifica de compostos
fendlicos em alimentos, pois, além de englobarem uma gama enorme de substancias (fendis
simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides, taninos e ligninas), eles sdo, na maioria das
vezes, de grande polaridade, muito reativos, e suscetiveis a acdo de enzimas (SOARES, 2002;
ANDREO & JORGE, 2006). Dessa forma, por ndo existir um método de extracdo universal
de antioxidantes naturais, é necessario selecionar o processo mais adequado para cada tipo de
composto a ser extraido (MELO et al., 2008).

Estudos recentes afirmam que os compostos fenolicos, além de antioxidantes naturais,
podem ser considerados agentes “anti-obesidade”. lkeuchi et al. (2007) investigaram a
suplementacdo da dieta hiperlipidica com astaxantina (carotendide) em ratos obesos e
verificaram inibicdo do aumento de ganho de peso dos animais e reducdo dos niveis de
trigliceridios e colesterol total. O mesmo ocorreu em estudo realizado por Momm (2007), que
avaliou a interacdo do bagaco da macd com os parametros bioquimicos e variacdo de peso
corporal em ratos Wistar induzidos a obesidade. A suplementacdo da dieta com bagaco de
maca, considerado rico em compostos fendlicos, ndo interferiu na glicemia dos animais
obesos, mas acarretou uma descontinuidade no ganho de peso corporal, reducdo da
trigliceridemia e colesterolemia, sugerindo efeito sinérgico desses compostos ao das fibras.

Nakazato et al. (2006) demonstraram que as fibras e os compostos fendlicos podem acentuar a
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reducdo de tecido adiposo. Através do estudo do efeito dos polifendis da magd sobre a
ingestdo energética, peso corporal e deposicdo de gordura em ratos, observaram reducéo de
tecido adiposo retroperitoneal e tendéncia de menor deposicdo de gordura no tecido adiposo

epididimal e mesentérico.

5.3 Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos foi realizada através de medidas
espectrofotométricas do consumo do radical DPPH, por ser um método amplamente utilizado
e relativamente rapido quando comparado a outras técnicas (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995). Quando reduzido por substancias antioxidantes, o elétron do DPPH se torna
emparelhado e a sua absorcéo se extingue, resultando em uma alteracdo da coloragéo violeta
para amarelo, sendo a intensidade da coloracdo proporcional a concentragdo da substancia
com potencial antioxidante (TREVISAN, 2010).

Os resultados das determinacOes, apresentados na Tabela 7, foram expressos pelo
valor de 1Cso, que representa a porcentagem de amostra necessaria para reduzir em 50% a
concentracdo inicial de DPPH. Quanto menor for esse valor, maior é a capacidade

antioxidante da substancia.

-1
Tabela 7 — Determinagéo da atividade antioxidante, expressa em ug.mL do extrato capaz de causar inibicdo de
50% (ICSO)

Parte

Amostras utilizada 1Cx0*
Extracdo
Aqguosa Etandlica Acetdnica
G. ulmifolia Fruto 22,17 £ 0,08 28,06 + 0,06 17,89 £0,10
G. ulmifolia Casca 7,45+ 0,26 4,34 +0,52 3,97 £0,53
R. officinalis Folha 8,13+ 0,24 5,24 + 0,46 6,07 + 0,43
Acido caféico (padrio) n.d 2,71 +£0,48 n.d

ndo determinado.

O valor de ICs para o fruto de G. ulmifolia variou de 17,89 a 28,06 ug.mL™, e para a
casca de 3,97 a 7,45 pg.mL ™, sendo que para ambas as partes, a extracio acetdnica foi a mais
eficiente. Todos os extratos da casca de G. ulmifolia apresentaram valores de 1Csy menores
que dos extratos de alecrim (5,24 a 8,13 pg.mL™), analisado juntamente com as amostras em
teste para efeito comparativo, por desempenhar excelente atividade antioxidante (GENENA et
al., 2008).
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Melo et al. (2008) definiram uma classificacdo para atividade antioxidante de acordo
com os percentuais de inibicdo obtidos, onde os extratos de baixa atividade antioxidante
seriam aqueles com percentual de inibicdo da oxidacdo abaixo de 50%, os extratos de
atividade antioxidante moderada seriam aqueles que apresentassem entre 50 e 70%, ja 0s
extratos acima de 70% de inibicdo, seriam considerados com forte capacidade de sequestro.
Dentro deste contexto e de acordo com a aplicacdo da equacéo (3), apresentada anteriormente
no capitulo 4, item 4.5, o extrato acetdnico da casca de G. ulmifolia pode ser considerado um
potente antioxidante, por ter apresentado percentual de inibicdo de 94,75% na maior
concentracdo testada, resultado préximo ao encontrado para o padrdo acido caféico (95,10%)
(Tabela 8), o qual apresenta um elevado potencial antioxidante in vitro, sendo comparado a
vitamina E, C e ao B-caroteno (SOARES, 2002). Quanto aos extratos aquosos e etandlicos da
casca, a percentagem de inibicdo, considerando-se a maior concentracdo testada, foi de
52,56% e 94,44%, respectivamente. Ja para o fruto, as percentagens de inibicdo foram de
14,03 % para 0 extrato aquoso, 14,25% para o etanolico e 19,49% para o extrato acetdnico,

sendo considerado de baixo poder antioxidante.

Tabela 8 — Percentual de inibicdo de oxidagdo em fungdo da concentracdo das amostras analisadas

Amostra Parte Extracéo % Inibigdo
utilizada

Concentracao (ug/ml)

3,125 6,25 12,5 25 50 100 200
Aguosa -1,58 -0,94 2,05 3,60 5,88 8,80 14,00
G ulmifolia  Fruto  Etandlica 348 352 397 592 756 10,57 14,25
Acetdnica  -2,02 1,95 3,30 3,67 8,25 11,05 19,49
Aquosa 1,95 4,45 6,06 15,14 27,16 42,63 52,56
G ulmifolia ~ Casca  Etandlica 1,43 715 1258 34,63 6392 92,73 94,44
Acetdnica 8,06 14,17 25,94 43,03 74,62 96,21 94,75
Aquosa -0,14 1,21 1146 12,84 24,84 40,94 48,75
R officinalis  Folha  Etandlica 504 749 924 1976 37,71 6285 87,99
Acetdnica 1,92 4,64 7,53 14,71 23,42 33,47 89,82

Acido _
caféico Etandlica 16,32 31,40 52,90 90,24 9422 9436 95,07

Através dos resultados encontrados, observou-se uma correlacdo positiva entre 0s

teores de compostos fendlicos e a atividade antioxidante dos extratos analisados, uma vez que
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0s maiores teores de compostos fendlicos foram acompanhados de menores valores de 1Csy,
exceto para extrato etanolico do fruto de G. ulmifolia. Porém, nem sempre existe uma forte
correlacdo positiva entre compostos fendlicos e a capacidade em sequestrar radicais livres.
Sousa (2007), ao determinar o contetdo de fendis totais de cinco plantas medicinais,
observou uma correlacdo positiva entre os fendis totais e a 1Cso dos extratos de Terminalia
brasiliensis (casca e folha), Cenostigma macrophyllum (folha) e Copernicia prunifera (raiz),
no entanto os extratos de Terminalia fagifolia (folha) e Qualea grandiflora (folha) nao
seguiram 0 mesmo comportamento. O mesmo foi constatado por Silva (2010), que ao avaliar
0 potencial antioxidante de diversas fracGes de frutos da regido do Cerrado e do Pantanal,

demonstrou que na maior parte das amostras avaliadas, os menores valores de IC50 ndo foram

acompanhados dos maiores teores de compostos fendlicos. Ja Roesler et al. (2007)
encontraram uma forte correlacdo positiva entre os compostos fenolicos e a capacidade
antioxidante de frages diversas de frutas do cerrado brasileiro, como o araticum (Annona
crassiflora), a lobeira (Solanum lycocarpum), a cagaita (Eugenia dysenterica), 0 pequi
(Caryocar brasilense) e a banha de galinha (Swartzia langsdorfii), sendo os extratos
etanolicos das cascas e sementes as melhores fontes de compostos antioxidantes. Em trabalho
realizado por Asolini et al. (2006), o extrato de erva-mate apresentou uma grande quantidade
de compostos fenolicos totais, com atividade antioxidante acima de 95%. No entanto, ambos
extratos aquoso e etanolico da alcachofra apresentaram baixos teores de compostos fendlicos
totais (32,27 e 40,03 mg GAE.qg ‘respectivamente), com atividade antioxidante acima de 85%.

Esses dados sugerem que provavelmente a atividade antioxidante de um extrato ndo
pode ser explicada apenas com base em seu teor de fendlicos totais. Além da presenca de
outros fitoquimicos nos extratos, a estrutura quimica do componente ativo tem influéncia
sobre a eficacia do antioxidante natural, uma vez que a posicdo e 0 namero de hidroxilas
presentes na molécula dos polifendis € um fator relevante para esta atividade (ASOLINI et al.,
2006; MELO et al., 2008). Outro fator a ser considerado, ¢ a influéncia do sistema de solvente
extrator empregado sobre a composicdo de fitoquimicos com capacidade antioxidante. Por sua
vez, o teor destes fitoquimicos é amplamente influenciado por fatores genéticos, condicGes
ambientais, além do grau de maturacdo e variedade da planta (ROCKENBACH et al., 2008;
MELO et al., 2006).

Em trabalhos realizados com extratos metanolicos da folha de G. ulmifolia foram
encontrados valores de 1Cs, maiores que 50.21 mg.mL? (NAVARRO et al, 2003;

BATUBARA et al., 2010), confirmando haver divergéncias entre os métodos de extracdo, ou
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ainda maior concentracdo de substancias antioxidantes em determinada parte da planta
(ANDREO & JORGE, 2006; SILVA, 2010).

Possivelmente, a elevada capacidade antioxidante da casca de G. ulmifolia pode ser
atribuida a presenca de protoantocianidinas poliméricas, constituidas de unidades de
epicatequina e catequina, conforme ja descrito na literatura (HOR et al., 1995; ARRIAGA et
al. 1996 apud CAMPORESE et al., 2003; LOPES et al., 2009a e 2009b). Além das
propriedades antioxidantes, a procianidina B2 possui vérias propriedades farmacolédgicas
benéficas a salde humana, tais como efeito anti-tumoral, redu¢éo da oxidacdo da LDL in vitro
e promogdo do crescimento capilar. No entanto, o mecanismo detalhado de seus efeitos
protetores ainda devem ser esclarecidos. (SAKANO et al., 2005; LOPES et al., 2009 a e
2009b).

5.4 Ensaio biologico

5.4.1 Consumo alimentar e ganho de peso

No inicio do experimento, 0s animais pertencentes aos grupos submetidos a dieta
padrdo (DP) apresentavam um peso corpéreo médio de 95,34 g (+ 8,86) e 0s animais
submetidos a dieta hiperlipidica (DH) um peso corpéreo médio de 87,34 g (£ 24,53), sem
diferenca estatistica significante entre eles (p=0,46). A Figura 17 representa a evolucdo do
peso corporeo dos animais durante o 1° periodo experimental. Ao final desse periodo, nota-se
significancia estatistica entre a média do peso corpdreo dos grupos submetidos as diferentes
dietas (p<0,0001), podendo distingui-los entre obesos (404,97 g = 29,92) e ndo obesos
(336,83 g + 14,15).
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Figura 17 — Evolucéo do peso corpéreo dos animais submetidos a dieta padrao (DP) e a dieta hiperlipidica
(DH) durante o 1° periodo experimental

Em modelos animais, a obesidade pode ser avaliada em ganho de peso, indice de Lee
e/ou aumento do teor de gordura corporal. O indice de Lee € o indice de massa corpdrea para
ratos, semelhante ao indice para humanos (IMC). No entanto, de acordo com Stephens (1980),
esse indice é um parametro biométrico criado para indicar o estado nutricional do animal, mas
gue ndo se correlaciona adequadamente com o percentual de gordura em ratos normais. Por
isso, a maioria dos estudos determina o grau de obesidade em animais comparando o0 grupo
alimentado com dieta rica em gordura com o grupo controle, no qual os animais sdo
alimentados com dieta padrdo ou de baixo teor de gordura (HARIRI & THIBAULT, 2010),
como foi realizado no presente trabalho.

Quando se compara dietas isocaloricas, hiperlipidica e hiperglicidica observa-se que
0s animais apresentam maior percentual de gordura quando alimentados com dieta rica em
gordura, pois 0 aumento na ingestdo de lipidios ndo estimula a sua oxidacdo, como ocorre
com os carboidratos e proteinas. Além disso, a eficiéncia com que o lipidio da dieta é
estocado como gordura corporal é muito alta, cerca de 96% (WARWICK & SCHIFFMAN,
1992; WHO, 2000). Outros trabalhos mostram que as dietas suplementadas com gordura,
principalmente com banha de porco, sdo bastante deletérias aos animais (BRAY et al., 2002,
BUETTNER et al., 2006). Para as células beta pancreaticas, o efeito também é negativo,
podendo, a longo prazo, levar ao diabetes nos animais (WANG et al., 2003). No pancreas de
ratos que receberam dieta rica em banha de porco e colesterol houve deposicdo de gordura,
diminuicdo da microcirculacdo, aumento do estresse oxidativo e diminuicdo das defesas
antioxidantes (YAN et al., 2006).

Acredita-se que dietas hiperlipidicas conduzam a hiperfagia, ou causem efeitos

metabdlicos independentemente desta (WEST & YORK, 1998), como reducdo na atividade


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Schiffman%20SS%22%5BAuthor%5D
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lipolitica do tecido adiposo (LLADO et al., 2002), reducgdo na secrecdo de leptina (AINSLIE
et al., 2000) e/ou limitagdo na sua capacidade de atuacdo (FREDERICH et al., 1995). O
motivo pelo qual os lipidios da dieta podem conduzir a hiperfagia deriva das suas
propriedades organolépticas, tais como alta palatabilidade e textura caracteristica (ROBERTS
et al., 2002).

Apesar da alta palatabilidade da dieta preparada para o experimento, principalmente
relacionada a textura e ao odor, ndo houve diferenca estatistica significativa entre o consumo
de racdo pelos diferentes grupos, uma vez que no 1° periodo, os animais do grupo DP
ingeriram em média 14,68 g (+ 3,56) de racdo por dia, enquanto o grupo DH, 14,03 g (+
2,64). Esses resultados estdo de acordo com Duarte et al. (2006), que verificaram que mesmo
sem alterar o padrdo de consumo, a dieta rica em lipidios aumentou significativamente o
ganho de peso corporal nos ratos, promovendo a obesidade.

No segundo periodo, quando os animais foram subdivididos em quatro diferentes
grupos, G1 (controle) mantido com dieta padrdo, G2 (controle da obesidade), G3 (cha da
casca) e G4 (cha do fruto) com dieta hiperlipidica, observou-se diferenca na evolugdo do peso

corporeo dos mesmos (Figura 18).
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Figura 18 — Evoluc&o do peso corpéreo dos animais dos grupos G1 (DP + 4gua), G2 (DH + 4gua), G3 (DH
+ cha do fruto) e G4 (DH + ch4 da casca) durante o 2° periodo experimental.

Os dados de ganho de peso dos animais apds intervencdo encontram-se descritos na
Tabela 8. Em relacdo aos grupos que receberam dieta hiperlipidica durante todo o
experimento (G2, G3 e G4), os resultados do presente trabalho indicam que a média de ganho
de peso semanal dos animais que receberam intervengdo com o cha da casca de G. ulmifolia

(G4) foi significativamente menor a dos animais que receberam agua (G2) e cha do fruto da
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mesma espécie vegetal (G3). O grupo G3 foi 0 que obteve maior ganho de peso por semana
(14,65 g + 4,33) em comparacdo aos demais, embora ndo tenha havido diferenca estatistica
significativa (p> 0,05) entre ele e o grupo G2 (12,82 g + 5,79). Também ndo houve diferenca
no ganho de peso de G4 (5,39 g + 5,08) e G1 (5,45 g £ 6,22), 0 qual recebeu dieta padrdo

durante todo o experimento e 4gua por gavagem durante o 2° periodo.

Tabela 9 — Ganho de peso e média dos pesos corporeos inicial e final dos grupos submetidos a dieta
padrao (DP) e dieta hiperlipidica (DH) durante o 2° periodo experimental*

@ Gl G2 G3 G4
(DP + agua) (DH + agua) (DH + fruto) (DH + casca)
Peso corpéreo inicial 364,36 + 17,55 | 425,00 + 30,04 | 429,64 +30,93" | 429,82 + 29,10
Peso corpéreo final 413,81 + 43,58 | 526,51 +47,13° | 538,53 + 56,83" | 469,66 + 42,04
Variagao de peso™ 49,45 101,51 108,89 39,84
Ganho de peso/semana 5,45 + 6,22 12,82 +£5,79" 14,65 + 4,33 5,39 £ 5,08°

*Valores obtidos por meio da média * desvio padrao.

** Valores obtidos pela diferenca entre as médias do peso final e do peso inicial.

***\alores com letras diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca estatistica significativa entre as
médias ao nivel de 5% (p < 0,05).

Nota-se ainda que, no inicio do 2° periodo, o peso corpéreo de G1 diferia
estatisticamente dos grupos submetidos a DH (p<0,01), validando o modelo de obesidade
induzido por dieta. Apos a intervencdo, ao final desse periodo, G1 manteve essa diferenca
apenas em relacdo a G2 e G3, e apresentou uma variacdo de peso (49,45 g) proxima a de G4
(39,84 g). Conforme esses dados, a intervencdo com o cha da casca de G. ulmifolia resultou
em um menor ganho de peso por esses animais quando comparado aos grupos G2 e G3, 0s
quais obtiveram uma maior variacao de peso: 101,51 g e 108,89 g, respectivamente.

A diferenca no ganho de peso entre 0s grupos pode ser explicada pela quantidade de
racdo ingerida. Durante o 2° periodo experimental, o consumo de racdo pelos animais dos
grupos submetidos a dieta hiperlipidica, demonstrou diferenca estatistica significativa a partir
da quarta semana de experimento (p<0,05) (Figura 19). Ja o grupo G1 (DP + agua) manteve

praticamente a mesma média de consumo do periodo anterior (14,76 Q).
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Figura 19 — Consumo de dieta padrao pelo grupo G1 (agua) e hiperlipidica pelos grupos G2 (agua), G3
(cha do fruto) e G4 (cha da casca) durante o 2° periodo experimental.

O grupo G4, o qual recebeu o cha da casca de G. ulmifolia, foi 0 que ingeriu menor
quantidade de racdo em relagdo ao demais, com uma media de 13,96 g por dia, equiparando-
se estatisticamente ao grupo G1 (p>0,05). O consumo de G2 (16,50 g) e G3 (16,98 g) foi bem
maior comparado ao do grupo G4 (p<0,01), enquanto que entre eles ndo houve diferenca

estatistica significante (Tabela 5).

Tabela 10 — Ingestéo alimentar diaria dos grupos submetidos a dieta padréo (DP) e a dieta hiperlipidica
(DH) durante o 2° periodo experimental*
Gl G2 G3 G4
(DP + 4gua) (DH + agua) (DH + fruto) (DH + casca)
Quantidade ingerida (g) 14,76 +2,95* | 16,50 +2,59% | 16,98 +2,45" 13,96 + 2,38°

Valores obtidos por meio da média + desvio padréo.

“ Valores com letras diferentes na mesma linha indicam gue houve diferenca estatistica significativa entre as
médias ao nivel de 5% (p < 0,05).

Esses resultados sugerem que consumo de racdo pode ter refletido diretamente na
alteracdo do peso corporeo dos animais apos a intervengdo com o cha, uma vez que 0 grupo
G3 consumiu maior quantidade de racdo e obteve maior ganho de peso semanal, enquanto que
0 grupo G4 consumiu menor quantidade de racdo e obteve menor ganho de peso. A hipdtese
de que a técnica de gavagem tenha influenciado na ingestdo alimentar ndo pode ser afirmada,
ja que o grupo controle (G1) manteve a média de consumo durante os dois periodos

experimentais e os procedimentos de intervencao foram iguais para todos o0s grupos. Também
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ndo foram observadas alteragdes comportamentais decorrentes da contencdo e da gavagem em
nenhum dos grupos.

O fato do grupo G4 ter apresentado menor consumo de ragdo em relacdo a G2 e G3, e
consequentemente, menor média de ganho de peso, indica a possibilidade dos compostos
biologicamente ativos, como os polifendis e a cafeina, presentes na casca de G. ulmifolia,
conforme ja descrito na literatura (HOR et al., 1995; ARRIAGA et al. 1996 apud
CAMPORESE et al., 2003; LOPES et al., 2009a e 2009b), atuarem no controle da obesidade.

Vaérios estudos tém investigado a relacdo entre o consumo de cha verde (Camellia
sinensis), rico em polifendis, principalmente catequinas, e a reducdo da gordura corporal.
Além das quatro principais catequinas [(-)-epicatequina (EC), (-)-3-galato de epicatequina
(GEC), (-)-epigalocatequina (EGC) e 3-galato de epigalocatequina (GEGC)], o cha contém
cafeina, taninos e vitaminas (ZHENG et al., 2004; LAMARAO & FIALHO, 2009).

Para elucidar os mecanismos anti-obesidade de trés componentes do chad verde
(catequinas, cafeina e tanino) sozinhos ou em combinacéo, Zheng et al. (2004) realizaram um
estudo com ratos onde os resultados indicaram que a cafeina e o tanino foram responsaveis
por suprimir 0 aumento de peso e 0 acumulo de gordura. Alem disso, catequinas e cafeina
mostraram efeito sinérgico na atividade anti-obesidade, reduzindo em 76,8% o tecido adiposo
intraperitoneal dos animais comparado ao grupo controle. Ja Choo (2003) concluiu que o
efeito inibidor promovido pelo chd no ganho de gordura corporal de ratos alimentados com
uma dieta hiperlipidica (30% de gordura) foi resultante, em parte, da reducdo na
digestibilidade e do incremento da termogénese e do conteddo protéico no tecido adiposo
marrom pela ativagdo do B-adrenoreceptor. Ashida et al. (2004), também investigando 0s
mecanismos da acao anti-obesidade do cha verde in vivo, concluiram que o mesmo modula o
sistema da glicose no tecido adiposo e musculo esquelético e suprime a expressdo e /ou
ativacdo da adipogénese.

Outros estudos sugerem que o galato de epigalocatequina (GEGC), o principal
polifenol do ché verde, possa reduzir o apetite e aumentar o catabolismo de gorduras, além de
modular a producdo de acdes bioldgicas de androgenos e outros horménios (LIAO, 2001;
LAMARAO & FIALHO, 2009). Kao et al. (2000) estudando os efeitos agudos de GEGC no
sistema enddcrino de ratos, mostraram que injecdes intraperitoneais contendo 15 mg de
GEGC causaram severa perda de peso, com valores em torno de 50%. Tais efeitos ndo foram
encontrados quando se utilizou epicatequina (EC), 3-galato de epicatequina (GEC) e
epigalocatequina (EGC) e quando a administracdo de GEGC foi suspensa, 0S animais

readquiriram o peso perdido. A atuagdo da GEGC nos diferentes parametros enddcrinos pode
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ser explicada pelo seu efeito secundério na ingestdo alimentar. Por exemplo, a diminui¢do na
concentragdo de leptina circulante em ratos tratados com esta catequina poderia ter sido
causada pela reducéo da gordura estocada, que se deu pela baixa ingestdo alimentar. Portanto,
a GEGC pode interagir especificamente com um componente do receptor independentemente
da via de controle do apetite, ou seja, da saciedade e, conseqlientemente, reduzir a ingestéo
alimentar.

No entanto, nem todos os trabalhados atribuem a perda de peso corporal a reducao do
consumo alimentar, como no estudo de Choo (2005) citado anteriormente, no qual ndo houve
modificacdo na ingestdo energética.

Da mesma forma, Arcari et al. (2009) avaliando o efeito anti-obesidade da erva-mate
(llex paraguariensis) em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica, verificaram que as
alteracfes no peso corpdreo dos animais tratados com o cha mate, ndo foram atribuidas a uma
possivel inibicdo do apetite, pois, ndo houve alteracdo na quantidade de racdo ingerida apés a
intervencdo com o cha. Entretanto, a ingestdo de cha-mate influenciou de maneira positiva
alguns parametros bioquimicos associados a obesidade, como glicemia, resisténcia a insulina,
niveis de colesterol e triacilglicerol. Os efeitos benéficos observados foram concedidos a
presenca de varios fitoquimicos presentes no extrato aquoso de llex paraguariensis, como as
xantinas, a cafeina, a teobromina, as saponinas e 0os compostos fenolicos, principalmente os
acidos clorogénicos. Em estudo semelhante, Melo et al. (2007) demonstraram que, apos
intervencdo com a erva-mate, ratos da linhagem Wistar induzidos a obesidade apresentaram
tendéncia a menor evolucdo ponderal quando comparados aos grupos que receberam agua.
Esta tendéncia de menor ganho de peso foi atribuida a0 aumento da taxa de metabolismo
basal ocasionada pela cafeina, que provoca um aumento na atividade da noradrenalina. Outra
justificativa é o seu efeito lipolitico, aumentando a mobilizacdo dos &cidos graxos livres dos
tecidos ou dos estoques intramusculares, provocado indiretamente pelo aumento de

catecolaminas na circulacao.

5.4.2 Analises bioquimicas

Os resultados referentes aos parametros de glicose, colesterol total (CT), trigliceridios
(TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL), lipoproteina de alta densidade (HDL) e
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) obtidos apds o final do 1° periodo, acham-se

descritos na Tabela 10.
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Tabela 11 — Parametros bioquimicos dos grupos submetidos a dieta padrdo (DP) e a dieta hiperlipidica (DH) ao
final do 1° periodo experimental*

DP DH
Parametros (mg.dL™) (n=9) (n=18)
Glicemia 110,11 + 15,34 124,50 + 22,09°
Colesterol total 66,22 + 10,08° 45,67 +5,48°
Triglicerideos 80,00 + 21,48° 82,61 + 13,162
HDL 54,67 +7,87° 40,94 +5,17°
LDL 10,78 + 2,04° 7,22 £2,26°
VLDL 15,56 + 3,64° 16,16 + 2,69°
'HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL= lipoproteina de baixa densidade; VLDL= lipoproteina de muito

baixa densidade.

*Valores obtidos por meio da média * desvio padrao.

** Valores com letras diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca estatistica significativa entre as
médias ao nivel de 5% (p < 0,05).

N&o foram encontradas alteracdes significativas nos parametros séricos dos animais
durante o 1° periodo de experimento. Os Rattus novergicus, variedade Albinus, da linhagem
Wistar, sdo modelos muito utilizados para inducdo de obesidade, avaliacdo do acumulo de
gordura no figado e depdsito de gordura visceral, no entanto, para se obter resultados
deletérios quanto ao perfil lipidico e glicose sérica, é necessario um periodo maior de
intervencdo com dieta rica em gordura (MORAES, 2009). Este modelo animal também é
bastante resistente em desenvolver hipercolesterolemia, possivelmente pelo aumento da
conversao de colesterol em acidos biliares no figado (MACHADO et al., 2003). Esta
resisténcia foi confirmada no presente estudo, onde os ratos alimentados com dieta
hiperlipidica por 10 semanas apresentaram uma média de CT de 45,67 mg.dL™, valor abaixo
do encontrado para os animais do grupo padro (66,22 mg.dL™).

Os resultados dos testes bioquimicos obtidos ao final do 2° periodo estdo descritos na
Tabela 11. O grupo que recebeu DP durante todo o periodo experimental mostrou resultado
médio de glicemia de 149,90 mg.dL™, valor préximo ao do grupo controle da obesidade (G2),
que recebeu agua durante o 2° periodo (149,86 mg.dL™). Os grupos G3 e G4 apresentaram
resultados um pouco superiores aos dos grupos G1 e G2, embora sem diferenca estatistica
significativa entre os grupos. Os resultados estdo em concordancia com Duarte et al. (2006),
que ndo registraram diferenca estatistica significativa na glicemia basal em jejum de ratos
Wistar tratados com dieta padrdo e dieta hiperlipidica durante quinze semanas de
experimento. Apesar das alteracdes morfolégicas do péncreas, a manutencdo da
normoglicemia dos ratos tratados com dieta rica em lipidio, provavelmente, deveu-se a
capacidade preservada de suas ilhotas em secretar insulina. Valle (2009) também demonstrou

que células beta de ratos Wistar se adaptaram para compensar o0s efeitos da dieta
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suplementada com banha de porco; as ilhotas isoladas dos animais ndo apresentaram estresse
oxidativo e demonstraram menos morte celular que os animais controle, sugerindo que a dieta

hiperlipidica por apenas trés meses ndo causou efeito deletério para as células beta.

Tabela 12 — Parametros bioquimicos dos grupos submetidos a dieta padrao (DP) e a dieta hiperlipidica (DH) ao
final do 2° periodo experimental*

G1 G2 G3 G4
Parametros (mg.dL™) (DP + agua) (DH + agua) (DH + fruto) (DH + casca)
Glicemia 149,90 + 29,30° 149,86 + 14,05 191,14 + 61,51*° 174,50 + 39,18°
Colesterol total 71,00 +7,39°  81,43+550® 88,43+16,32° 70,00 +9,59°
Triglicerideos 111,20 +54,27° 181,14 + 69,34 134,29 + 39,33® 79,67 + 18,67°
HDL 58,60 + 6,50° 61,57 +574*  68,86+13,23* 59,50 +8,02°
LDL 8,49 + 3,44° 6,24 + 4,97 8,74 + 4,96 7,50 + 1,02%
VLDL 22,10 £10,86° 36,14 +13,69° 27,14 +7,73® 16,00 + 3,69%

HDL = lipoproteina de alta densidade; LDL= lipoproteina de baixa densidade; VLDL= lipoproteina de muito
baixa densidade.

“Valores obtidos por meio da média + desvio padréo.
** Valores com letras diferentes na mesma linha indicam que houve diferenca estatistica significativa entre as
médias ao nivel de 5% (p < 0,05).

Em relacdo aos animais que receberam intervencdo com o cha, a concentracdo de
glicemia dos animais obesos tratados com cha da casca de G. ulmifolia, foi menor quando
comparada aos que receberam cha do fruto da mesma espécie vegetal (G3), contudo, valores
estatisticamente diferentes ndo foram encontrados.

No entanto, Alarcon-Anguilara et al. (1998), estudando o efeito de 28 plantas
medicinais utilizadas no tratamento de diabetes mellitus 2 (DM2), verificaram que entre elas,
a que apresentou maior efeito antiglicemiante foi o cha da folha de G. ulmifolia administrado
intragastricamente a coelhos hiperglicémicos. Como essa planta é extensivamente utilizada no
México para tratamento de DM2, em 2008, Alonso-Castro e Salazar-Olivo resolveram estudar
0s mecanismos anti-diabéticos de extratos aquosos da casca (EAC) e verificaram que a
mesma exerce suas propriedades anti-diabéticas estimulando o influxo de glicose nos
adipdcitos, tanto nos responsivos quanto nos resistentes aos efeitos da insulina, sem afetar o
desenvolvimento do tecido adiposo. A habilidade do EAC para induzir o influxo de glicose
em adipdcitos resistentes a insulina, em acréscimo ao seu leque de efeitos pro-adipogénicos
ou anti-adipogénico, sugere que o EAG poderia ser muito Util no tratamento de DM2.

Dentro desse contexto, ndo é possivel afirmar que, no presente trabalho, os chas da
casca e do fruto de G. ulmifolia ndo possuem atividade antiglicemiante, visto que algumas

plantas antidiabéticas somente mostram atividade quando avaliadas em estudos cronicos,
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provavelmente porque a substancia hipoglicemiante mantém niveis plasméaticos adequados no
organismo (ALARCON-ANGUILARA et al., 1998).

Quanto ao perfil lipidico, a média de concentracdo de colesterol total dos animais do
grupo G4 foi de 70,00 mg.dL™, n&o diferindo estatisticamente do grupos G1 e G2, cujas
médias foram de 71,00 mg.dL™ e de 81,43 mg.dL™, respectivamente. J4 a concentracéo de CT
para o grupo G3 foi de 88,43 mg.dL™, com diferenca estatistica significativa entre G1 e entre
G4 (p<0,05).

Em relagdo aos niveis de triglicerideos, o menor valor encontrado foi para o grupo G4
(79,67 mg.dL™), o qual apresentou diferenca estatistica (p<0,01) em relac&o ao seu controle,
G2 (181,14 mg.dL™), indicando que a intervencdo com o ché da casca interferiu de maneira
positiva no perfil lipidico dos animais obesos. Os animais do grupo G3 também apresentaram
valores de TG menores que de G2, porem sem diferenca estatistica entre eles.

Nenhum dos grupos mostrou diferenca estatistica significativa entre as médias em
relacdo as fracbes HDL e LDL, diferindo apenas nos niveis de VLDL. Observaram-se
menores concentracdes de VLDL para os animais do grupo G4, com diferenca estatistica
significativa (p < 0,01) em relacdo aos ratos do grupo G2, os quais também apresentaram
diferenca estatistica (p < 0,05) quando comparados ao grupo G1.

Em estudo com cha verde, Yang & Koo (2000) demonstraram que o consumo do cha
por ratos induzidos a hiperlipidemia, ndo alterou os niveis de HDL, porém reduziu os niveis
de colesterol total e triglicerideos. Ashida et al. (2004) verificaram que houve reducao
significativa do tecido adiposo de ratos Wistar jovens que consumiram cha verde por trés
semanas. Apesar do peso corporal, ingestdo de alimentos e liquidos ndo serem alterados pelo
cha, houve diminuicdo dos niveis plasmaticos de &cidos graxos livres e colesterol total,
indicando que o cha verde modifica beneficamente o perfil lipidico dos animais. Outros
trabalhos demonstram que os niveis plasmaticos de colesterol, glicose, insulina e leptina,
diminuiram com a ingestdo de catequinas do cha verde, apresentando um comportamento
dose-dependente (KAO et al., 2000; MURASE et al., 2002).

Em 2010, Przygodda et al. demonstraram que a ingestdo de erva-mate atua na redugédo
dos niveis séricos de glicose, colesterol total e triglicerideos de ratos Wistar alimentados com
dietas hiperlipidicas e hiperglicidicas. Resultados semelhantes foram encontrados por Arcari
et al., (2009), onde a intervengdo com |. paraguariensis em camundongos mantidos com dieta
rica em gordura mostrou melhoria em varios parametros como peso corporal, glicemia,
resposta a insulina, colesterol, triglicerideos, LDL e aumento do HDL, exercendo uma

influencia positiva em varios marcadores bioquimicos relacionados a obesidade.
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Trabalhos sugerem que o mecanismo pelo qual estes marcadores influenciam os
processos fisioldgicos esta relacionado a acdo de saponinas, que interferem no metabolismo
do colesterol e reduzem a absorgéo de gorduras derivadas da dieta, atuando principalmente
através da inibicdo da lipase pancreatica (HAN et al., 2002; BASTOS et a.l, 2007). Outros
autores acreditam que o &cido clorogénico pode reduzir a glicemia por inibir a acdo da
glicose-6-fosfatase (HERLING et al., 1999; BASSOLI et al., 2008). Enzima esta envolvida
na via final da gliconeogénese e glicogendlise, resultando em glicose livre que é exportada a
corrente sanguinea, regulando sua homeostase (ARCARI et al., 2009). Além disso, polifendis
presentes na erva-mate podem interferir na absorgdo intestinal de glicose reduzindo a
expressao génica do transportador de glicose sodio-dependente tipo 1 (SGLT-1), devido a
dissipacdo de ions de so6dio na membrana intestinal (HOSSAIN et al., 2002; OLIVEIRA et
al., 2008). Mais especificamente, os flavonoides podem reduzir a absorcao de glicose através
da competicdo pela ligacdo no sitio da SGLT-1, impedindo o transporte de glicose (KNOW et
al., 2007).

Sabe-se que a absorc¢do intestinal de glicose é realizada principalmente por seus
transportadores especificos, como SGLT-1, GLUT-2 e GLUT-5 expressos nas celulas do
epitélio intestinal (ARAUJO & MARTEL, 2009). Varios estudos demonstram que 0s
polifenodis presentes no cha verde estdo envolvidos nessa inibicdo, sendo que as catequinas
representam o papel principal. Experimentos utilizando vesiculas da membrana da borda em
escova obtidas do intestino delgado de coelhos demonstraram que galato de epicatequina
(GEC) inibe o SGLT-1 de forma competitiva, entretanto 0 GEC por si s6 ndo foi transportado
através dos transportadores de glicose. Esses resultados sugerem que as catequinas do cha
poderiam desempenhar um papel de controle na absorcdo da glicose da dieta no trato
intestinal e possivelmente contribuir com a homeostase sanguinea da glicose (CHEN et al.,
2007; SHIMIZU et al., 2000; KOBAY ASHI et al., 2000).

Estudos in vitro também indicaram que as catequinas do cha verde, particularmente o
GEC, interferem com a emulsificacdo, digestdo e solubilizacao de lipidios em micelas, etapas
criticas envolvidas na absorcdo intestinal da gordura, colesterol e outros lipidios da dieta.
Baseado em observacdes, € possivel que o cha verde ou suas catequinas diminuam a absorcao
e 0 acumulo tecidual de outros compostos organicos lipofilicos. A informacdo disponivel
sugere fortemente que o cha verde ou suas catequinas podem ser utilizados com seguranca e
efetividade como agentes terapéuticos redutores de lipidios (KOO & NOH, 2007).

O controle do processo de regulagéo da absorcéo intestinal de glicose com objetivo de

manter a homeostase da glicemia sérica, possui um potencial fator de protecdo em patologias
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como obesidade, diabetes tipo 2 e dislipidemias. Devido a isso, a elucida¢do dos mecanismos
que modulam, aguda e cronicamente, o transporte intestinal de glicose, possibilitara
desenvolver o campo da prevencéo e da terapéutica de tais doencas (ARAUJO & MARTEL,
2009). Dessa forma, o recente conhecimento de que a atividade e expressdo do SGLT1 e do
GLUT-2 apical ao nivel intestinal sdo reguladas por uma série de fatores, abre uma gama de
novas possibilidades, como o desenvolvimento de inibidores do SGLT1 semelhantes a
floridzina (polifenol isolado da macd) e inibidores do GLUT2, objetivando atenuar o aumento
da glicemia pés-prandial. (JOHNSTON et al., 2005; KOBAYASHI et al., 2000; SHIMIZU et
al., 2000).

Estudos demonstram que alguns polifénois (catequinas, quercetina, miricetina, acido
clorogénico, acido cafeico, neospiridina, entre outros), devido ao potente efeito inibitério na
captacdo intestinal de glicose podem, eventualmente, fazer parte dessa linha de pesquisa
(SONG et al., 2002; KOBAYASHI et al., 2000; SHIMIZU et al., 2000) como novas terapias
que atuam nestes mecanismos ou de outra forma, quer modulando os fatores de transcricao
intestinais do SGLT1 e GLUT2, para em ultima instancia aumentar ou diminuir a sua
expressdo, quer modulando as vias de sinalizacéo intracelular responsaveis pelo recrutamento
do GLUT2 (ARAUJO & MARTEL, 2009).

O mecanismo pelo qual o cha da casca de G. ulmifolia possa diminuir o ganho de peso
ainda ndo estd elucidado. Porém, existem varias hipdteses relacionadas aos polifendis,
principalmente as catequinas, como importantes fatores envolvidos no quadro de melhora de
obesidade, suas comorbidades e marcadores bioquimicos. Dessa forma, 0s compostos
biologicamente ativos presentes na espéecie G. ulmifolia sdo uma alternativa na terapéutica das
doencas crbnicas ndo-transmissiveis descritas, devendo ainda ser realizadas pesquisas futuras
para esclarecimento desse potencial, bem como intensa investigacdo cientifica quanto a dose e
a forma de apresentacdo desses compostos para o tratamento ou a prevencdo de obesidade em

humanos.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com o presente trabalho demonstram que o cha da casca de
Guazuma ulmifolia pode auxiliar no tratamento da obesidade, devido a presenca de
fitoquimicos que estimulam o metabolismo e modulam o apetite.

A capacidade em sequestar radicais livres da espécie G. ulmifolia apontam os extratos
da casca como dotados de atividade antioxidante mais potente do que os extratos obtidos do
fruto. Essa acdo foi associada ao teor mais elevado de compostos fendlicos apresentados pelos
extratos da casca.

No ensaio biolégico observou-se que a ingestdo de cha da casca influenciou o
consumo de racdo pelos animais, 0s quais demonstraram menor tendéncia de ganho de peso e
melhora parcial nos parametros bioquimicos relacionados a obesidade. Em relacdo aos
animais que receberam intervencdo com cha do fruto, ndo houve diminui¢do no ganho de peso
e no consumo de racdo quando comparados ao controle da obesidade.

Deste modo, o0 presente estudo sugere que a ingestdo do cha da casca de G. ulmifolia
pode contribuir para diminuir o risco de desenvolvimento de doencas cronicas relacionadas a
processos oxidativos, tais como a aterosclerose e cancer, assim como de doencas associadas a

obesidade.
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ANEXO A
Certificado de Aprovacéo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais/fCEUA/UFMS
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MINISTERIO DA EDUCAGAD
LINIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSC DO SUL

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 225/2009 da Mestranda
Fabiana Mesquita Roese, sob a Orientagédo da Prof® Maria Isabel Lima
Ramos, referente ao projeto de pesquisa “Atividade antioxidante,
toxicidade e efeito sobre as concentracdes de lipideos e
glicose plasmatica do fruto chico-magro (Guazuma
ulmifolia)”, estad de acordo com os principios éticos adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), com a
legislagdo vigente e demais disposi¢des da ética em investigagéo que
envolvem diretamente os animais e foi aprovado pela COMISSAO DE
ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA/UFMS, em reunido de 25 de

agosto de 2009.

Campo Grande (MS), 28 de agosto de 2009.

? x.w\%
D%a%\'raﬁjo Telxelta

Presidente da CEUA
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