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RESUMO

A obesidade ¢ uma epidemia mundial que afeta pessoas de todas as idades. O estresse
oxidativo ¢ resultante do desbalanco entre as defesas antioxidantes e a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). A obesidade pode levar ao aumento das EROs e,
consequentemente, ao contribuir para o desenvolvimento do estresse oxidativo e, por isso, €
um fator de risco para diversas doencas como a diabetes tipo 2. A necessidade de controle da
obesidade leva a procura de fArmacos como o orlistat (inibidor de lipases) e plantas medicinais
que possam reverter a obesidade. As plantas sdo amplamente utilizadas pela populagdo para o
tratamento de diversas enfermidades. A pata-de-vaca, Bauhinia forficata, ¢ uma planta comum
no Cerrado brasileiro e estd na lista de plantas medicinais de interesse do SUS. Estudos
prévios revelaram rica quantidade de compostos fendlicos na fragdo acetato de etila. Para este
trabalho, foram feitas avaliagdes durante 24 horas e pelo periodo de 8 semanas, sendo que os
animais do estudo agudo foram alimentados com dieta padrdo balanceada e os animais do
estudo cronico foram alimentados com dieta hiperlipidica, sendo somente um grupo
alimentado com dieta padrao. Os animais foram tratados com solugdo de DMSO 2,5%, extrato
bruto 30 mg/kg e 300mg/kg, e da fragdo acetato de etila 30mg/kg e 300mg/kg. Foram
avaliados o consumo, ganho de peso, perfil lipidico do plasma, fezes e figado, atividade
antioxidante, atividade da enzima glutationa, peroxidagdo lipidica e proteina carbonilada dos
animais tratado com extrato bruto e da fracdo acetato de etila nas concentragdes 30 mg/kg e
300mg/kg. Nas testes agudos, ndo foram observadas mudangas no consumo dos animais, mas
os grupos tratados com orlistat e o da fragdo de acetato de etila reduziram os niveis de
triglicérides plasmaticos em relagdo ao grupo veiculo da dieta hiperlipidica. O consumo
alimentar dos animais do estudo cronico nao obteve diferengas, contudo, observamos que os
animais que consumiram dieta hiperlipidica obtiveram maior ganho de peso. Os animais do
estudo cronico nao tiveram diferencas nas defesas antioxidantes e os niveis de glutationa
oxidadas foram mais altos que a glutationa reduzida mesmo nos animais do grupo padrdo. Os
animais tratados cronicamente com extrato bruto 300mg/kg e da fracdo acetato de etila
30mg/kg e 300mg/kg tiveram os niveis de proteina carbonilada aumentados em relagdo ao
grupo tratado somente com o veiculo e que consumiu dieta hiperlipidica. Os resultados nao

foram conclusivos e € necessario analisar o restante dos animais previstos no projeto.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, obesidade, produtos naturais, pata-de-vaca
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1. INTRODUCAO

1.1 Obesidade e estresse oxidativo

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a obesidade ¢ uma epidemia
mundial e com crescente prevaléncia, sendo consequéncia da sindrome metabdlica e
caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura corporal que pode causar riscos a saude
resultante do aumento no tamanho (hipertrofia) e no nimero de adipocitos (hiperplasia) (OMS,
2018). Em 2016, cerca de 39% dos adultos no mundo estavam acima do peso ¢ 13% eram
obesos. A estimativa €, que até 2025, cerca de 2,5 bilhdes de adultos estejam sobrepeso e 700
milhdes sejam obesos (Associacdo Brasileira para Estudo da Obesidade e da Sindrome

Metabolica - ABESO, 2018).

O acumulo excessivo de gordura que caracteriza a obesidade ¢ um fator de risco para
diversas doengas como a diabetes tipo 2, uma vez que obesos tendem a serem resistentes a
insulina (KAHN; HULL; UTZSCHNEIDER, 2006); doengas cardiovasculares e at¢ mesmo o
cancer, sendo associada com o cancer de prostata letal e cancer de mama (EBOT et al., 2017;
ALLOTT & HURSTING, 2015).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas pelos organismos como um
resultado normal do metabolismo celular e sdo divididas em dois grupos: radicais livres,
quando as moléculas possuem um ou mais elétrons ndo emparelhados; e nao-radicais, quando
dois radicais livres compartilham seus elétrons ndo emparelhados (BIRBEN et al., 2012). O
radical hidroxila ¢ o mais reativo entre as EROs e pode causar danos a proteinas, lipidios,

carboidratos € ao DNA.

As trés EROs com maior significancia fisiologica sdo o anion superdxido (O;7), o
radical hidroxila (OH) e o perdxido de hidrogénio (H,0,). O 4nion superdxido é formado pela
adi¢do de um elétron na molécula de oxigénio, processo que pode ser mediado pelo sistema de
transporte de elétrons da mitocondria. O superdxido pode ser convertido em perdxido de
hidrogénio pela acdo da enzima superoxido dismutase (SOD). Por consequéncia, na presenga
de metais de transicdo como o Fe?' e Cu2+, o H,O; é convertido em OH (BIRBEN et al.,

2012).

As defesas antioxidantes podem ser divididas entre enzimdticas e ndo enzimaticas e
ambas equipam o corpo humano para contrabalancear os efeitos das EROs (BIRBEN et al.,
2012). Os compostos fendlicos se enquadram na categoria dos antioxidantes ndo enzimaticos.
Atualmente, diversos estudos realizados com frutos e plantas demonstraram alta capacidade
antioxidante desses produtos naturais e que esta capacidade antioxidante pode estar

relacionada a elevada concentracdo de compostos fenolicos.
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O estresse oxidativo ¢ definido pelo distirbio no balango entre a producdo de espécies

reativas de oxigénios e as defesas antioxidantes (BETTERIDGE, 2000).

De maneira semelhante a obesidade, o estresse oxidativo também esta relacionado a
diversas doencas (RANI et al., 2016) como asma, cancer, doenca de Parkinson, Alzheimer
(LYRAS et al., 2002) e nas doengas cardiovasculares. Ainda, o estresse oxidativo aumenta o
risco de desenvolvimento da resisténcia a insulina quando associado a obesidade que, por sua
vez, também contribui para a geracao de espécies reativas de oxigénio (BARAZZONI et al.,
2018).

1.2 Obesidade x Tratamento x Efeitos Colaterais

Devido aos problemas gerados pela obesidade, tém-se estudado tratamentos para

reducao do peso e também para reduzir os efeitos deletérios no metabolismo.

O ideal ¢ que a obesidade seja prevenida através de campanhas de educacdo. No
entanto, este ¢ um objetivo a longo prazo. A cirurgia bariatrica ¢ o tratamento que demonstra
maior perda de peso, contudo, € reservada para casos de obesidade mérbida. Sendo assim, faz-
se necessario o uso de farmacos como medida terapéutica (RODGERS; TSCHOP; WILDING,
2012).

A Sibutramina (um inibidor de recaptura de noradrenalina e serotonina) comecou a ser
utilizada clinicamente no final dos anos 90 e induz a perda de peso por diminuir o consumo de
comida e aumentar o gasto de energia. Entretanto, foram identificados alguns efeitos colaterais,
sendo o mais sério deles, os problemas cardiovasculares gerados. Tais efeitos adversos,
inclusive, levaram a proibi¢do do medicamento na Europa em 2010. A sibutramina ainda ¢

liberada para uso no Brasil (JAMES et al., 2010).

A efedrina, que ¢ um agonista adrenérgico ndo seletivo, ¢ utilizada como termogénico ¢
também tem efeitos comprovados na redu¢do do peso. Como efeito colateral, em alguns
pacientes foram observadas palpitagdes (BRAY& TARTAGLIA, 2000).

O farmaco Orlistat foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA), nos
Etados Unidos, para o tratamento da obesidade em 1998. O medicamento inibe lipases
pancreaticas impedindo a absor¢do de gordura pelo sistema gastrointestinal em
aproximadamente 30% (BORGSTROM, 1988). Os efeitos adversos do Orlistat sdo limitados,
mas incluem diarréia, flatuléncia, dor abdominal e dispepsia (BRAY; GREENWAY, 2007).
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Os efeitos colaterais gerados por tais medicamentos leva a busca por terapias
alternativas e utilizagdo de extratos naturais para o combate a obesidade (DANESCHVAR;

ARONSON; SMETANA, 2016).

1.3 Uso de plantas e produtos naturais

Os produtos naturais tém sido utilizados desde a antiguidade, sendo que, as plantas
constituiam até o século passado a maior fonte terapéutica existente. As plantas medicinais sao
atualmente utilizadas no tratamento de varias doencgas, sendo muitas vezes consideradas
terapias alternativas (CHOI, 2018). O Brasil possui vasta gama de espécies vegetais nativas
que sao consideradas medicinais. No entanto, apenas 10% das plantas existentes foram
estudadas para comprovar suas propriedades e eficacia terapéuticas (CECHINEL-FILHO,
2015).

Algumas espécies de plantas ja foram estudadas devido ao potencial antiobesidade e
aos mecanismos envolvidos. Em um estudo conduzido pela Universidade de Sao Paulo em
pareceria com a Universidade de Laval, no Canadd, foi demonstrado que o extrato rico em
compostos fendlicos, especialmente abundante em taninos, de jabuticaba Sabard (Plinia
jaboticaba) preveniu o ganho de peso corporal além de impedir o crescimento do tecido
adiposo branco em camundongos obesos por inducao de dieta hipercalérica (MOURA et al.,
2018).

Ainda, estudo com camundongos obesos induzidos por dieta hipercalorica e tratados
com extrato de Citrus reticulata mostrou que o extrato preveniu a obesidade e acumulacao
lipidica por induzir uma mudanga fenotipica no tecido adiposo branco, o transformando em
tecido adiposo bege (propriedades semelhantes ao tecido adiposo marrom) (CHOU; HO; PAN,
2018).

A lipase pancreatica também ¢ um grande alvo para o desenvolvimento de estratégias
antiobesidade. A inibi¢do desta enzima implica na redug¢ao da absor¢ao de lipidios através da
hidrélise de triglicérides pelo sistema gastrointestinal (WINKLER; DARCY; HUNZIKER,
1990). Medicamentos como o orlistat combatem a obesidade através deste mecanismo de agao.
No entanto, compostos naturais como os compostos fenolicos também tém potencial de
inibicdo da lipase pancredtica, sendo esse um importante pardmetro para se determinar a

eficacia de um produto natural contra a obesidade (ALIAS et al., 2017).
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1.4 Pata-de-vaca (Bauhinia forficata)

A espécie Bauhinia forficata, popularmente conhecida como pata-de-vaca, possui
diversas propriedades medicinais, tais como atividade hipoglicémica, diurética, antidiarreica,
tonica e antidiabética (PEPATO et al., 2002). Segundo estudo publicado por Salgueiro et al
(2016), o cha de B. forficata normalizou os niveis de espécies reativas de oxigénio e oxidagdo
lipidica no figado e da atividade da enzima antioxidante, catalase, em camundongos diabéticos

induzidos por estreptozotocina (STZ).

Ainda, a infusdo das folhas da B. forficata ¢ utilizada popularmente para o tratamento
de diversas enfermidades, que aliada as atividades medicinais comprovadas por diversos
estudos levou a inclusdo da Bauhinia forficata na Lista de Plantas Medicinais de Interesse ao

Sistema Unico de Satde (SUS) (Saude, 2009).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi elucidar a atuacdo do extrato bruto e da
fracdo acetato de etila das folhas da pata-de-vaca na prevengdo da obesidade e combate ao
estresse oxidativo gerado em consequéncia a obesidade induzida em camundongos C57BL/6

através de dieta hiperlipidica.

2. METODOLOGIA

2.1 Preparacio do extrato etandlico

Para o processo de extracdo, foi utilizado 1,0 Kg das folhas da B. forficata
aplicando-se 0 método de maceragdo estatica, isto ¢, sem agitacdo, na qual o material ficou
imerso em 5,0L de etanol 99,8% como solvente (propor¢do de 1:5 m.v"') durante seis dias em
média. Apds esse periodo, filtrou-se a solugdo com os extrativos e o solvente foi removido em
rotaevaporador sob pressdo reduzida a 40° C. O material vegetal foi remacerado por mais duas
vezes, utilizando-se o solvente recuperado na rotaevaporagdo. O extrato bruto gerado foi
congelado e liofilizado para a remoc¢ao da agua e posteriormente, armazenado em freezer a
20°C.

2.2 Fracionamento do extrato etanolico e obtencao da fracao de acetato de etila
Para a particao liquido-liquido, aproximadamente 30g do extrato bruto foi solubilizado

em 200,0mL de solucdo metanol: agua (9:1). Com o auxilio de um funil de separacao,

realizou-se o fracionamento com solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano,
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acetato de etila, n-butanol e agua. Para esse processo, foram realizadas quatro extracdes com
200,0 mL de cada solvente. Os solventes das fragdes foram totalmente removidos por
rotaevaporacao sob pressdo reduzida a 40° C; as fracdes foram, entdo, congeladas e liofilizadas

para a remocao da dgua remanescente e, em seguida, armazenadas a -20° C.

2.3 Delineamento experimental

Os animais foram cedidos pela Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal
de Uberlandia (REBIR-UFU) ap6s aprovagio do Comité de Etica em Experimenta¢io Animal
(CEUA) com protocolo de registro CEUA/UFU 093/18. Os animais foram mantidos sob
condicdes de temperatura e umidade controladas no biotério, localizado no bloco 4U do
campus Umuarama da Universidade Federal de Uberlandia e divididos em 6 grupos com 6
animais cada para a avaliagdo aguda (24 horas) e 7 grupos com 8 animais cada para avaliacio
do efeito cronico do extrato bruto e da fracdo acetato de etila de Bauhinia forficata. A

administracao dos tratamentos foi através do método de gavagem.

2.3.1 Avaliacao do efeito agudo da Bauhinia forficata

Para avaliacdo do efeito agudo supressor do consumo de alimento os camundongos
C57BL/6 de 5 semanas de idade foram pesados e divididos em 6 grupos experimentais (n=6
animais). Os animais foram mantidos em gaiolas individualizadas, por um periodo de 1,5h,
para se ambientarem. Os animais foram tratados com solugdo veiculo de DMSO
(Dimetilsulfoxido) 2,5% (grupo controle, DMSO 2,5% utilizado na dilui¢ao do extrato bruto e
da fracdo acetato de etila), Orlistat (30mg/kg de peso) e os extrato bruto e de acetato de etila
da Bauhinia forficata (30mg/kg e 300mg/kg de peso do animal). Apdés 30 minutos da
administracdo de cada tratamento, todos os grupos tiveram livre acesso a ragao padrao cedida
pelo biotério, previamente pesada. A ragdo administrada foi pesada 2, 4 e 22 horas para

avaliacao do consumo.

2.3.2 Avaliacao do efeito cronico da Bauhinia forficata

Para avaliagdo do efeito cronico da Bauhinia forficata sobre o desenvolvimento da
obesidade os camundongos C57BL/6 de 5 semanas de idade foram pesados e divididos em 7

grupos experimentais de 4 animais cada grupo.

Os camundongos do grupo 1 foram alimentados com dieta padrdo e os demais grupos

foram alimentados com dieta hiperlipidica (Tabela 1):
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*  Grupo 2: Dieta hiperlipidica + Veiculo (DMSO 2,5%)

*  Grupo 3: Dieta hiperlipidica + Orlistat (30mg/kg de peso do animal)

*  Grupo 4: Dieta hiperlipidica + 30mg do extrato bruto da B. forficata/kg de peso

*  Grupo 5: Dieta hiperlipidica + 300mg do extrato bruto da B. forficata/kg de peso

*  Grupo 6: Dieta hiperlipidica + 30mg do extrato acetato de etila da B. forficata/kg de

peso

*  Grupo 7: Dieta hiperlipidica + 300mg do extrato acetato de etila da B. forficata’kg de
peso
Os animais foram mantidos em um periodo claro/escuro de 12 horas, temperatura 22°C

e de umidade 55%, com livre acesso a agua, ragao durante 53 dias.

Tabela 1: Composicdo em 100 g das dietas ofertadas em relagdo aos macronutrientes.

Dieta padrao Nuvilab® Dieta Hiperlipidica
Carboidratos (g) 448 422
Proteinas (g) 24,8 20,3
Lipideos (g) 3,4 37,5
Valor energético (kcal) 309 587,5

2.4 Avaliaciao do consumo alimentar, ingestao hidrica e peso corporal

Os animais foram pesados no inicio do experimento (dia 0) e a cada 7 dias até o final
do periodo experimental. O consumo alimentar foi avaliado semanalmente sendo a quantidade
de racdo pesada no inicio de cada semana experimental e, ao final, pesadas as sobras da grade
e do chdo da gaiola fazendo a subtragdo do valor colocado e do que sobrou ao final da semana.
Dividimos o valor obtido pelo nimero de animais da gaiola e, desta forma, obtivemos o
consumo médio didrio por animal por dia. Para o calculo do consumo calorico, o consumo

semanal (em gramas) foi multiplicado pela densidade calorica da dieta.

2.5 Amostra de sangue e tecidos

Ao término do experimento, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com

uma solucdo de quetamina e xilazina (70mg/kg e 12mg/kg, respectivamente) e foram
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eutanasiados por exsanguinagdo pela artéria braquial. As amostras de sangue usadas para as
dosagens bioquimicas foram retiradas apds jejum de 12 horas. O sangue foi centrifugado a
3.000 rpm durante 10 minutos a 4°C para separagdo do plasma. O plasma obtido foi
armazenado a -20°C para quantificacdo de triglicérides, colesterol total e colesterol da fragdo
HDL. Antes da retirada do figado, os animais foram perfundidos com 10 mL de solugcdo
fosfato-salina (PBS). O figado foi retirado, pesado e particionado. As amostras de figado
destinadas a quantificagao de lipidios totais, triglicérides e colesterol total foram armazenadas

a -20°C e as amostras para os ensaios de estresse oxidativo foram armazenadas a -80°C.

2.6 Dosagem de colesterol, colesterol da fracio HDL e triglicérides plasmaticos

Utilizou-se kits comerciais para a dosagem de triglicérides e colesterol total. Foi
realizada a dilui¢do do plasma. Assim, 480 uL de agua (H20) foram acrescentados a 20 puL de
amostra. Para montar a curva padrdo, 40 pL da solugdo padrao disponivel no kit foram
adicionados a 960 pL de agua mili-Q. Desta solucao, realizou-se uma dilui¢ao seriada a fim de
obter as seguintes concentragdes, respectivamente: 8§ mg/dL, 4 mg/dL, 2 mg/dL e 1 mg/dL. Em
uma microplaca de 96 pocgos, foram colocados 100 pL das solu¢des padrdo, das amostras
diluidas e do branco, em duplicata. Foi adicionado aos pogos 100 puL do reagente de trabalho.
A placa foi incubada por 15 minutos a 37°C e, posteriormente, foi realizada a leitura no

espectrofotometro a 500 nm.

A dosagem do colesterol da fracao HDL foi realizada seguindo os procedimentos
contidos no kit. Foram misturados 20 pL de plasma das amostras e 20 pL do reagente
precipitante. A solu¢do foi homogeneizada por 20 segundos e ficou em repouso por 10
minutos sendo, em seguida, centrifugada por 4 minutos a 12.000 rpm a 4°C. Em uma
microplaca de 96 pogos, foi colocado 10 pLL de amostra em cada pogo. 200 uL de reagente de

cor foi adicionado também em cada pogo ¢ a placa foi incubada por 15 minutos a 37°C.

Realizou-se a leitura no espectrofotdmetro a 500 nm.

2.7 Extracao dos lipideos hepaticos e fecais

Os lipideos totais hepaticos foram extraidos de acordo com o método descrito por
Folch et al. em 1957, no qual 100 mg de amostra foi homogeneizada com 1900 uL de solucdo
de cloroférmio e metanol (2:1). Ao homogeneizado foi acrescentado 400 pL de metanol e,

entdo, a solucao foi centrifugada por 10 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi vertido a um
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tubo de ensaio previamente pesado e a ele foram adicionados 800uL de cloroformio e 640 puL
de solugdo NaCl a 0,73%. A nova solucdo foi homogeneizada e centrifugada por 10 minutos a
3000 rpm. Duas fases foram formadas, sendo a fase superior descartada. A parede do tubo de
ensaio foi lavada com 600 uL de solugdo Folch por trés vezes. Os extratos lipidicos foram
colocados em estufa a 37°C durante 24 horas. Apos este periodo, o tubo de ensaio foi pesado e
o conteudo lipidico do tubo de ensaio foi ressuspendido com 500 pL de isopropanol para as

dosagens de colesterol e triglicerideos que foram realizadas com o auxilio de kit enzimaticos.

2.8 Homogeneizado de figado

Para as proximas andlises, as amostras de figado foram homogeneizadas. Com o
auxilio do um homogeneizador de tecidos, 100 mg de amostra foram homogeneizadas em 900
uL de tampao fosfato pH 7,4 S0mM EDTA 5mM. A solugdo foi centrifugada a 10000 g por 15

minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C.

2.9 Dosagem de proteina total do figado

A quantificacdo de proteina total das amostras foi realizada de acordo com o método de
Bradford (BRADFORD, 1976). Para obtengdo da curva padrido, uma solugdo de BSA (2
mg/mL) foi diluida nas seguintes concentragdes: 0,1 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,35 mg/mL, 0,5
mg/mL, 0,7 mg/mL, 1,0mg/mL e 1,4mg/mL. O homogeneizado foi diluido em agua, sendo o
fator de diluicao igual a 30. Em uma placa de 96 pogos, foram colocados 5 uL de amostra e
adicionados 250 pL do reagente de Bradford. A placa foi incubada em temperatura ambiente

por 10 minutos. Realizou-se a leitura no espectrofotdometro a 595nm.
2.10 Quantificacao das substiancias reativas ao acido tiobarbitiarico (TBARS)

Foram misturados 100 pL. do homogeneizado de figado a 400 puL de dgua (H,O) e 500
nL de acido tricloroacético 20% (TCA). Desta solugdo, 400uL foram retirados e adicionado a
um tubo com acido cloridrico 0,5 M (HCI) e hidroxitolueno butilado 50 mM (BHT). Outros
400 pL foram colocados em tubo com &cido tiobarbiturico 0,75% (TBA) diluido em HCI 0,5
M e BHT 50mM. Os tubos foram fervidos em banho maria por 30 minutos e centrifugados a

10000g por 6 minutos a 4°C. O sobrenadante foi lido no espectofotdmetro a 532 nm e 600 nm.
2.11 Atividade antioxidante total

A analise da atividade antioxidante total foi feita através do método de reducao do ferro

(FRAP). Para obtencdo da curva padrdo, uma solucdo de Trolox (2000 uM) foi diluida em
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agua nas seguintes concentragdes: 200 uM, 150 uM, 100 uM, 80 uM, 60 uM, 40 uM, 20 uM e
10 uM em um volume final de 35 pL para cada uma das concentragdes. 10 pL. de amostra
foram adicionados a 25 pL de 4gua. A amostra foi colocada em uma placa de 96 pogos e foram
acrescentados 250 pL de solugdo reagente de FRAP (tampao acetato de sodio 0,3 M, TPTZ 10
mM e cloreto férrico 20 mM). A placa foi incubada por 6 minutos a 37°C e lida no

espectofotdmetro 593 nm.

2.12 Quantificacio de proteina carboniladas

Preparamos uma solu¢do com 250 pL de amostra, 250 pL de dgua e 500 uL de TCA
20%. Desta solu¢do, transferimos 450 pL para dois tubos eppendorf que foram centrifugados
por 6 minutos a 10000 g, a 4°C. O sobrenadante foi separado para quantificagdo de eq-GSH e
GSSG. O pellet formado no tubo destinado ao teste foi ressuspendido com 500uL de solucao
de dinitrophenilidrazina 10 mM (DNPH) solubilizado em HCI 2 M. O pellet formado no tubo
destinado ao branco foi ressuspendido em HC1 2 M. A solugio adicionou-se 500 pL de TCA
20% gelado e a nova solucdo foi centrifugada a 10000 g por 6 minutos a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e lavou-se o precipitado com 1 mL de solugdo etanol:acetato de etila (1:1) por
trés vez, centrifugando a solu¢do a cada lavagem. Apds a ultima lavagem, o pellet foi
dissolvido em 1 mL de cloreto de guanidina 6 M. A solucdo foi incubada por 15 minutos a
37°C e centrifugada, posteriormente. Transferiu-se 300 pL. em duplicata para um placa de 96
pocos e realizou-se a leitura entre 340 nm e 410 nm. O comprimento de onda com maior

absorbancia foi selecionado para analises posteriores.

Para determinadagdo da concentracdo de proteinas totais, 200 uL do sobrenadante
contido no tubo destinado ao branco foi adicionado a 800 pL de cloreto de guanidina.
Centrifugou-se a solugdo por 6 minutos a 10000 g. Tranferiu-se 300 uL do sobrenadante para a

uma microplaca e realizou-se a leitura a 280 nm.

2.13 Atividade de eq-GSH e GSSG

Para determinagdo da concentracdo de eq-GSH e GSSG utilizamos o sobrenadante
obtido na primeira etapa do método descrito acima. 100 pL do sobrenadante de cada amostra
foram transferido para um tubo destinado a medi¢ao de GSH e outros 100 pL do sobrenadante

foram transferido para um tubo destinado a medigdao de GSSG. Acrescentamos 300 uL de
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tampao fosfato 0,5 M pH 7,0 e 20 puL de etanol ao tubo “GSH” e 300 uL de tampao fosfato 0,5
M pH 7,0 e 20 pL de 2-vinylpyridine 0,5 M em etanol ao tubo “GSSG”. Os tubos foram
agitados vigorosamente por mais de um minuto e mantidas no escuro em temperatura ambiente
por 1 hora. Para quantificagdo da concentragdo de GSH, adicionamos 30 uL de amostra a
solucdo com 615 pL de 4dgua, 200 pL de tampao fosfato 0,5M EDTA 5mM pH 7.0, 30uL de TCA 2,38%
fosfato 0,357M etanol 4,76%, 25uL. de NADPH 4 mM, 50 pL de DNTB 2 mM e 50 pL de glutationa
redutase (GR) 1U/mL.

Para quantificagdo da concentragdo de GSSG, adicionamos 25 puL de amostra a solugdo
com 600 pL de agua, 200 pL de tampéo fosfato 0,5M EDTA 5mM pH 7,0, 75 uL de TCA 2,38%
fosfato 0,357 M etanol 4,76%, 25 pL de NADPH 4 mM, 50 pL de DNTB 2 mM e 25 pL de glutationa
redutase (GR) 13 U/mL.

2.9 Analise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism
considerando nivel de significancia de 5%. Para avaliacdo das condigdes experimentais sera
utilizado o teste ANOVA one way com o post hoc de Tukey. Os resultados foram

apresentados como média + desvio padrao ou erro padrao da média.



5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao do efeito agudo do tratamento com extrato bruto e da fraciao acetato

de etila da Bauhinia forficata

5.1.1 Efeito da Bauhinia forficata sobre o consumo alimentar

Para a avaliagdo do consumo alimentar agudo, durante 24 horas, ndo observamos
alteracdes no consumo alimentar final (Figura 2B). Entretanto, os animais tratados com fracao

acetato de etila 300mg/kg, consumiram mais da ragdo padrao comparados ao animais do grupo

tratado com DMSO 2,5% (veiculo) (Figura 1 A).

2
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0.2

Consumo (g/animal)

0.0

EEEEE

Veiculo

Bruto 30mg/kg
Bruto 300mg/kg
Fragao 30mg/kg
Fracao 30mg/kg
Orlistat 30mg/kg

Figura 2: Avaliacdo do consumo alimentar, A) ao longo do tempo, B) final. Todos os valores expressos como
média + o desvio padrdo. P<0,05 em relacdo ao grupo veiculo.

5.1.2 Efeito agudo nos niveis de lipidios plasmaticos nos camundongos tratados

Consumo (g/animal)

0- T

com extrato bruto e da fracao acetato de etila de Bauhinia forficata

A concentragdo de triglicérides no plasma dos animais tratados com o da fracdo acetato
de etila 30 mg/kg e orlistat 30mg/kg reduziu em relagdo ao grupo tratado com DMSO 2,5%,
considerando valor de p<0,05 (Figura 3A). Contudo, foi observado um aumento no colesterol

total dos animais tratados com fracdo 300mg/kg quando comparado ao animais do grupo

veiculo (figura 2 B)
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Figura 3: Niveis de triglicérides (A) e colesterol total (B) em mg/dL de plasma. Todos os valores expressos como
média + o desvio padrdo. *, **: p <0,05 em relagdo ao grupo veiculo.

5.1.3 Efeito agudo nos niveis de lipidios fecais e hepaticos nos camundongos

tratados com extrato bruto e da fracio acetato de etila de Bauhinia forficata

Nao observamos alteragdes na concentragdo de lipidios, triglicérides e colesterol total
do figados e das fezes do animais. No entanto, houve uma reducio no colesterol analisado dos

animais tratados com orlistat (30mg/kg) em relagao ao grupo veiculo (Figura 4).
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Figura 4: Niveis de triglicérides e colesterol total em mg/g de amostra. Todos os valores expressos como média + o desvio
padrdo. *: p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo.

5.2 Avaliacao do efeito cronico do tratamento com extrato bruto e da fracao

acetato de etila da Bauhinia forficata

5.2.1 Efeito cronico do tratamento com extrato bruto e da fracido acetato de etila

da Bauhinia forficata sobre o consumo alimentar e ganho de peso

Os animais alimentados com dieta padrdo, apresentaram um consumo alimentar em
gramas superior aos animais alimentados com dieta hiperlipidica (Figuras 5A), porém, em
relagdo as calorias, ndo observamos diferengas entre os grupos (Figura 5B). Quanto ao ganho
observamos maior ganho dos animais da dieta hiperlipidica veiculo em relagdo aos animais da
dieta padrdo. Os tratamentos ndo resultaram em diferengas (Figura 5C). Quanto ao peso

relativo do figado camundongos, o mesmo foi maior nos camundongos alimentados com a
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dieta padrao (Figura 6A) em relagdo aos animais alimentados com dieta hiperlipidica nao

havendo diferencas entre os tratamentos. Enquanto que, no tecido adiposo, o peso relativo

aumentou nos animais alimentados com dieta hiperlipidica em relagdo ao peso relativo do

tecido adiposo dos animais alimentados com a dieta padrao (Figura 6B).
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Figura 5: consumo alimentar (a), peso corporal ao longo do tempo (b) e ganho de peso corporal (c¢) dos animais alimentados

com dieta padrdo, dieta hiperlipidica e dieta hiperlipidica com o tratamento dos extrato bruto e da fragdo acetato de etila

(30mg/kg e 300mg/kg) e orlistat (30mg/kg). Dados apresentados como média e desvio padrdo. *: p<0,05 em relagdo ao grupo

veiculo.
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Figura 6: Peso relativo do figado (A) e tecido adiposo epididimal (B) dos animais alimentados com dieta padrao,
dieta hiperlipidica e dieta hiperlipidica com o tratamento dos extrato bruto e da fragdo acetato de etila (30mg/kg e
300mg/kg) e orlistat (30mg/kg). Dados apresentados como média e desvio padrao. *, ***: p<0,05 em relagdo ao
grupo veiculo.

5.2.2 Efeito cronico do tratamento com extrato bruto e da fraciao acetato de etila

da Bauhinia forficata sobre os niveis lipidicos plasmaticos.

A concentragdo de triglicérides e do colesterol HDL no plasma ndo sofreu alteragdes
entre os grupos (Figuras7A e 7C). Entretanto, houve aumento do colesterol total do plasma
nos camundongos alimentados com a dieta hiperlipidica em relagdo ao animais da dieta padrao

(Figura 7 B).
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Figura 7: Concentragdo de triglicérides (A), colesterol total (B) e colesterol da fragdo HDL (C) em mg/dL de
plasma dos animais alimentados com dieta padrio, dieta hiperlipidica ¢ dieta hiperlipidica com o tratamento dos
extrato bruto e da fracdo acetato de etila (30mg/kg e 300mg/kg) e orlistat (30mg/kg). Dados apresentados como
média e desvio padrao. **: p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo.

5.2.3 Efeito agudo nos niveis de lipidios fecais e hepaticos nos camundongos

tratados com extrato bruto e da fracio acetato de etila de Bauhinia forficata

O tratamento com os extrato bruto (30 mg/kg) e da fracdo acetato de etila (300 mg/kg)
reduziram a concentragdo de lipidios no figado comparados ao grupo veiculo (Figura 8A).
Contudo, ndo houve diferenga na concentragdo de lipidios nas fezes (Figura 8D). A fracdo
30mg/kg reduziu o colesterol nas fezes dos animais tratados em relagdo ao grupo veiculo. Nao

houve diferenca nas concentragdes de triglicérides fecais e hepaticos e colesterol hepatico.
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Figura 8: Concentracdo de triglicérides, colesterol total fecais (A, B e C) e hepaticos (D, E, ¢ F) em mg/g de
amostra dos animais alimentados com dieta padrao, dieta hiperlipidica e dieta hiperlipidica com o tratamento dos
extrato bruto e da fracdo acetato de etila (30mg/kg e 300mg/kg) e orlistat (30mg/kg). Dados apresentados como
média e desvio padrao. *, ***: p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo.

5.2.4 Avaliacao do potencial antioxidante dos extrato bruto e da fracio acetato de

etila

Quanto ao potencial antioxidante total ndo observamos diferencas entre os grupos. A
concentragdo de gsh no figado teve um aumento no grupo tratado com extrato bruto 30mg/kg
em relagdo ao grupo veiculo. Contudo, ndo foi possivel observar diferengas na concentragdo da

enzima glutationa em sua forma oxidada (gssg) entre os grupos (Figura 9).
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Figura 9: Atividade antioxidante através do método de redugio do Fe™ e concentragio da enzima glutationa na
forma reduzida e oxidada no figado dos animais alimentados com dieta padrdo, dieta hiperlipidica e dieta
hiperlipidica com o tratamento dos extrato bruto ¢ da fracdo acetato de etila (30mg/kg e 300mg/kg) e orlistat
(30mg/kg). Dados apresentados como média e desvio padrdo. *: p<0,05 em relagdo ao grupo veiculo.

5.2.5 Avaliacdo da peroxidacao lipidica hepatica nos camundongos tratados com

extrato bruto e da fracio acetato de etila de Bauhinia forficata

A peroxidacgao lipidica do figado foi avaliada pelo método TBARS. Constatamos que,
em relagdo ao grupo veiculo, somente houve diferenca no grupo tratado com fracdo acetato de
etila 30mg/kg, o qual apresentou uma redugdo nos niveis de peroxidacao lipidica (Figura
10A). Quanto ao dano proteico no figado, os niveis de proteina carbonilada aumentaram nos

grupos tratados com extrato bruto 300mg/kg e fragdo acetato de etila 30mg/kg e 300mg/kg.
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Figura 10: peroxidagdo lipidica e dano proteico nas amostras de figado dos animais alimentados com dieta
padrdo, dieta hiperlipidica e dieta hiperlipidica com o tratamento do extrato bruto ¢ da fracdo acetato de etila

(30mg/kg e 300mg/kg) e orlistat (30mg/kg). Dados apresentados como média e desvio padrdo. *: p<0,05, **:

p<0,005, ****: p<0,0001 em relacdo ao grupo veiculo.
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6. DISCUSSAO

O controle e tratamento da obesidade ¢ muito importante para se evitar o
desenvolvimento de doengas associadas, tal como a diabetes melitus tipo 2. O ideal para
combate da obesidade seria reeducacao alimentar acompanhada de exercicios fisicos regulares.
Entretanto, a busca por resultados a curto prazo e ou dificuldades geradas pela propria
condicao obesa (em relagdo aos exercicios fisicos), leva a necessidade de desenvolvimento de
farmacos e a procura por produtos naturais, derivados de plantas ou animais como uma
alternativa para a prevencao e/ou tratamento da obesidade (RODGERS; TSCHOP; WILDING,
2012).

Tanto os firmacos quanto os produtos naturais podem ter diferentes mecanismos de
acdo. A sibutramina, por exemplo, atua no sistema nervoso central e auxilia no tratamento da
obesidade ao inibir o consumo alimentar (JAMES et al., 2010). Neste trabalho, observamos
que os extratos brutos e fracdo acetato de etila da pata-de-vaca ndo mudaram o consumo
alimentar dos animais tratados na avaliacdo aguda (Figura 2A) e na avalia¢do cronica (Figura

4A).

O orlistat ¢ um forte inibidor da lipase gastrointestinal. A lipase gastrointestinal
degrada os triacilglicerois ingeridos gerando moléculas de acidos graxos e monoglicérides que,
posteriormente, serdao armazenados no tecido adiposo (TA); o acimulo de gordura causa a
hipertrofia e hiperplasia das células do TA, caracterizando o sobrepeso e a obesidade. Quando
a lipase intestinal ¢ inibida, a absor¢do de lipidios da dieta fica comprometida, portanto, pode
ocorrer uma reversio da obesidade. E comum, nesse caso, a ocorréncia de esteatorréia,

popularmente conhecida como gordura nas fezes.

Nos resultados apresentados por esse trabalho, a andlise dos parametros lipidicos da
avaliacdo aguda do efeito da Bauhinia forficata indicaram que o orlistat e a fracdo de acetato
de etila reduziram os niveis de triglicérides plasmaticos em relagdo ao grupo veiculo da dieta
hiperlipidica (Figura 3). Contudo, ndo houve reducdo da concentragdo de lipidios totais,

triglicérides e colesterol total no figado e nas fezes (Figura 4).

Esperava-se que o orlistat atuasse como um grupo controle positivo na reducao da
obesidade e como um parametro para um possivel mecanismo de acdo dos extratos da patade-
vaca. No entanto, tais resultados ndo foram observados no experimento agudo e nem no

cronico.
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Para os estudos cronicos, os animais foram tratados entre 1h a 1h30m antes do ciclo
escuro comegar, também ndo houve mudanca no perfil lipidico dos animais tratados com
orlistat e nem no tratamento com extrato bruto e fracdo acetato de etila. Entretanto, o n
amostral da avaliacdo cronica apresentada neste trabalho ¢ de apenas metade do que o projeto
original propos, com o n igual a 8 animais por grupo. Sendo assim, apesar de haver um
tendéncia a elevagao da concentracdo de lipidios totais na fezes dos animais tratados com
orlistat e extrato bruto 30mg/kg da pata-de-vaca (Figura 8) ¢ necessaria a analise completa do

n amostral.

Sampaio et al. (2018) constatou que o extrato alcodlico de B. forficata reduziu o peso
do tecido adiposo epididimal em ratos Wistar, mas ndo apresentou resultados significativos
quanto a redug¢do da massa corporal dos animais. No presente trabalho, camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica ganharam mais massa corporal do que os camundongos
alimentados com dieta padrao. O tratamento ndo foi eficaz na preveng¢ao do ganho de peso

desses animais, assim como nao observamos redugao do peso relativo do tecido adiposo.

A andlise antioxidante total pela método de reducdo do Fe’" ¢ baseada em Benzie;
Strain (1996). Para esta analise, antioxidantes constituidos na amostra reduzem o Fe*" em Fe”"
(figura 10). O Fe’" ¢ entdio quelado ao 2,4,6-tri(2piridil)-striazina (TPTZ), no qual forma-se o

2+-TPTZ
complexo Fe

. Este complexo tem coloracdo azulada e pode ser lido no espectofotdmetro
sendo que a capacidade antioxidante ¢ determinada com uma solugdo de Trolox. Nao
observamos aumento do potencial antioxidante total no figado dos animais tratados com os

diferentes extratos brutos e fragdes da B. forficata .

A obesidade e a dieta hiperlipidica sdo influenciam na geracdo de EROs e,
consequentemente, no estresse oxidativo. O desbalanco entre a atividade oxidante do
organismo e a libera¢do de EROs seja pelo aumento na liberagdo de oxigénio pelo miocardio,
no resultado da inflamagdo gerada por adipocitocinas no tecido adiposo ou pela mudanga no
metabolismo do oxigénio causada pela dieta rica em lipidios acarreta na peroxidagao lipidica e
no aumento na concentragdo da glutationa na forma oxidada (OLUSI, 2002). Observamos que
a concentracdo de glutationa reduzida aumentou nos animais tratados com o extrato bruto
300mg/kg de peso e peroxidagdo lipidica foi reduzida apenas no grupo da fragdo acetato de
etila 30mg/kg. Observamos também, maiores niveis de proteina carbonilada no extrato bruto
300mg/kg e fracdes acetato de etila 30 e 300mg/kg. Tais dados requerem maiores analises,
uma vez que a diferenga entre os grupos tratados foram pontuais e ndo entendeu-se as demais

avaliagdes.
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7. CONCLUSAO

Os extratos bruto e da fragdo acetato de etila da Bauhinia forficata (pata-de-vaca), na
avaliagdes aguda e cronica, ndo alteraram o perfil lipidico dos animais induzidos & obesidade
nem a atividade antioxidante, sendo observado um dano proteico (maiores niveis de proteina
carbonilada) nos animais tratados com extrato bruto 300mg/kg e fracdo acetato de etila
30mg/kg e 300mg/kg. No entanto, o nimero de animais utilizados para as andlises ¢ baixo,
sendo necessdria a avaliagdo com um numero maior de animais para conclusdes mais

assertivas.
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