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RESUMO

ARAUJO, Caroline Alves. Efeito terapéutico do extrato do caroco do acai sobre o
metabolismo glicidico, as altera¢Ges metabdlicas, hepéticas e pancreaticas em modelo
experimental de obesidade: estudo comparativo com a metformina. 2022. 78 f. Dissertacéo
(Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

A obesidade é caracterizada pelo acimulo anormal ou excessivo de gordura que leva a
um estado inflamatorio sistémico e crénico de baixo grau podendo ocasionar o desenvolvimento
de diversas alteragdes metabdlicas aumentando, assim, os riscos a saude. E uma doenca de
causas multifatoriais, de dificil controle e que diminui consideravelmente a qualidade e a
expectativa de vida. A literatura tem mostrado resultados promissores nos efeitos benéficos de
compostos fenolicos presentes em alguns alimentos nas alteracées metabolicas provocadas por
essa doenca. Em busca de farmacos que atuem de forma menos prejudicial ao organismo, o
presente estudo tem como objetivo avaliar pela primeira vez o efeito terapéutico do extrato
hidroalco6lico do caroco do acai (ASE), rico em polifendis como catequinas, antocianinas,
epicatequina, dentre outros, e comparar com os efeitos da Metformina (MET), hipoglicemiante
utilizado no tratamento do diabetes mellitus tipo 2, sobre as alteragdes metabdlicas e
histoldgicas do pancreas e do figado. Camundongos machos C57BL/6 com 3 meses de idade
foram separados em quatro grupos e receberam as seguintes dietas durante 14 semanas: Grupo
Controle (dieta normolipidica); Grupo Hiperlipidico (dieta hiperlipidica); Grupo Hiperlipidico
+ ASE (dieta hiperlipidica + ASE 300 mg/kg); e Grupo Hiperlipidico + Metformina (dieta
hiperlipidica + Metformina 300 mg/kg). O tratamento com ASE e MET foi iniciado a partir da
102 semana e realizado até a 142 semana. O peso corporal, o consumo calérico e a glicemia
foram avaliados durante todo o periodo de 14 semanas. Posteriormente a eutanasia, foram
avaliados o perfil lipidico plasmatico e a dosagem de ALT por ensaio colorimétrico. Os niveis
plasmaticos de leptina e 0 GLP-1 foram avaliados por ELISA e o glicogénio hepatico por ensaio
enzimatico. O indice de adiposidade foi avaliado a partir do peso dos tecidos adiposos dos
compartimentos epididimario, retroperitoneal e subcutaneo e corrigido pela massa corporal. O
pancreas e o figado foram isolados e armazenados em formalina para analise histoldgica e
imunohistoquimica. Os tratamentos com ASE e MET foram capazes de reduzir o peso corporal,
o indice de adiposidade, a dislipidemia, a glicemia, a leptina e 0 ALT no plasma além de reduzir
a imunomarcacdo de insulina nas ilhotas. Os tratamentos também se mostraram eficazes na
reducdo de esteatose pancreatica e hepatica e no aumento dos estoques de glicogénio hepatico.
No entanto, nossos dados foram inconclusivos na dosagem do GLP-1. O ASE apresentou
resultados em alguns desses pontos ainda mais promissores do que a metformina utilizada para
controle positivo como na reducdo de peso, do colesterol total, no controle glicémico, no
metabolismo de glicogénio hepatico e, também, da deposicdo de gordura no pancreas e no
figado. Em conjunto, esses resultados sugerem um pontencial terapéutico promissor do ASE no
controle da obesidade demonstrando efeito hipolipidémico, hipoglicemiante e antidiabético,
sugerindo também que o ASE pode ser uma ferramenta importante para o tratamento da
esteatose pancredtica e hepatica presentes neste modelo.

Palavras-chave: Obesidade. Polifendis. Euterpe oleracea Mart. Metformina.



ABSTRACT

ARAUJO, Caroline Alves. Therapeutic effect of acai seed extract on glucose metabolism,
metabolic, liver and pancreatic alterations in an experimental model of obesity: a
comparative study with metformin. 2022. 78 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia
Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Obesity is characterized by abnormal or excessive accumulation of fat that leads to a
systemic and chronic low-grade inflammatory state, which can lead to the development of
several metabolic alterations, thus increasing health risks. It is a disease with multifactorial
causes, difficult to control and which considerably reduces the quality of life and life
expectancy. The literature has shown promising results on the beneficial effects of phenolic
compounds present in some foods on the metabolic changes caused by this disease. In search
of drugs that act in a less harmful way to the body, the present study aims to evaluate for the
first time the therapeutic effect of the hydroalcoholic extract of the acai seed (ASE), rich in
polyphenols such as catechins, anthocyanins, epicatechin, among others, and compare with the
effects of Metformin (MET), a hypoglycemic agent used in the treatment of type 2 diabetes
mellitus, on the metabolic and histological alterations of the pancreas and liver. Male C57BL/6
mice aged 3 months were separated into four groups and received the following diets for 14
weeks: Control Group (normolipid diet); Hyperlipidic Group (high-fat diet); Hyperlipidic +
ASE Group (high-fat diet + ASE 300 mg/kg); and Hyperlipidic + Metformin Group (high-fat
diet + Metformin 300 mg/kg). Treatment with ASE and MET was started from the 10th week
and continued until the 14th week. Body weight, caloric intake, and blood glucose were
assessed throughout the 14-week period. After euthanasia, the plasma lipid profile and ALT
dosage were evaluated by colorimetric assay. Plasma levels of leptin and GLP-1 were evaluated
by ELISA and liver glycogen by enzymatic assay. The adiposity index was evaluated based on
the weight of adipose tissues in the epididymal, retroperitoneal and subcutaneous compartments
and corrected for body mass. Pancreas and liver were isolated and stored in formalin for
histological and immunohistochemical analysis. Treatments with ASE and MET were able to
reduce body weight, adiposity index, dyslipidemia, glycemia, leptin and ALT in plasma, in
addition to reducing insulin immunostaining in islets. The treatments were also effective in
reducing pancreatic and hepatic steatosis and increasing hepatic glycogen stores. However, our
data were inconclusive regarding GLP-1 dosage. The ASE showed results in some of these
points that were even more promising than metformin used for positive control, such as weight
reduction, total cholesterol, glycemic control, hepatic glycogen metabolism, and also fat
deposition in the pancreas and in the liver. liver. Together, these results suggest a promising
therapeutic potential of ASE in obesity control, demonstrating hypolipidemic, hypoglycemic
and antidiabetic effects, also suggesting that ASE may be an important tool for the treatment of
pancreatic and hepatic steatosis present in this model.

Keywords: Obesity. Polyphenols. Euterpe oleracea Mart. Metformin.
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INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2021), o sobrepeso e a
obesidade s&o definidos como um acimulo anormal ou excessivo de gordura que pode ser
prejudicial & satide. No entanto, nem sempre a obesidade foi vista como cenério de risco.

A escassez de comida ao longo da maior parte da historia levou a crenca de que a
corpuléncia e 0 sobrepeso eram sindénimos de riqueza, fartura, poder e influéncia. Também
associada ao caréter e personalidade do individuo alegre e de boa indole, era o padréo corpéreo
desejado pela sociedade e aceito como saudavel pela opinido médica da época. Padrdo esse
refletido nas figuras corpdreas dos barGes industriais € nas mulheres retratadas nas artes e na
literatura (Eknoyan, 2006; Houkamau et al. 2021).

Apenas na segunda metade do século XIX a gordura comecou a ser estigmatizada por
razbes estéticas (Eknoyan, 2006) e, no seculo XX, sua associagdo com 0 aumento da
mortalidade foi reconhecida (Guerrini, 2001).

Atualmente, ja se sabe que a obesidade é uma doenca caracterizada por um estado de
inflamacdo crénico e de baixo grau que prejudica as fungdes fisiologicas do organismo
favorecendo o desenvolvimento de outras doencas (Brasil, 2022).

A medida utilizada como parametro para diagnéstico é o indice de massa corporal (IMC)
que € o resultado do peso do individuo sobre o quadrado de sua altura (Kg/m2). O IMC fornece
a medida mais (til e pratica de sobrepeso e obesidade na populacdo pois € 0 mesmo para ambos
0s sexos e para adultos de todas as idades. Dentre suas limitagdes, estd o fato de ndo avaliar a
composicdo corporal como um todo, classificando diferentes pessoas pelos mesmos
parametros, devendo entdo ser considerado como um valor aproximado (WHO, 2021). Como
diagndstico, se o IMC for igual ou superior a 25 Kg/m? retrata quadro de sobrepeso e acima de

30 Kg/m?, retrata quadro de obesidade. A tabela a seguir demonstra os valores citados.

Tabela 1- Classificacdo de IMC para adultos (continua)

IMC (Kg/m2) CLASSIFICACAO
Menos do que 18,5 Abaixo do peso
Entre 18,5 ¢ 24,9 Peso normal
Entre 25 e 29,9 Sobrepeso
Entre 30 e 34,9 Obesidade Grau |
Entre 35 e 39,9 Obesidade Grau I
Mais do que 40 Obesidade Grau Il

Fonte: WHO, 2000.
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Ainda que com suas limitacGes pra avaliacdo corporal, dados demonstram que o risco
para o desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis cresce com o aumento das taxas
de IMC (WHO, 2021) como diabetes, doencas cardiovasculares e distarbios
musculoesqueléticos, resultando em diminuicdo consideravel da qualidade e expectativa de
vida (Lin and Li, 2021).

Segundo os Ultimos dados apresentados pela OMS (WHO, 2021) a obesidade mundial
quase triplicou desde 1975 e tem se mostrado um importante e crescente problema de saude
publica em todo o mundo. Até 2016, mais de 1,9 bilhdo de adultos, com 18 anos ou mais,
estavam acima do peso sendo mais de 650 milhGes, obesos. Esses nimeros equivalem a 39%
da populagdo adulta acima do peso e 13% com quadro de obesidade. Além disso, 41 milhGes
de criancas com menos de 5 anos e mais de 340 milhdes de criancgas e adolescentes entre 5 a 19
anos estavam acima do peso ou obesas.

A crenca de que a obesidade é resultado de desleixo pessoal, embora amplamente aceita
pela sociedade, é insatisfatdria (Friedman, 2004; Harvey, 2022). Ainda, segundo a OMS (WHO,
2021), a causa fundamental do sobrepeso e da obesidade ¢ “um desequilibrio energético entre
as calorias consumidas e gastas”, no entanto, j4 se sabe que sua etiologia ¢ complexa e
multifatorial. Suas principais causas identificadas at¢é o momento, além das citadas
anteriormente, sdo predisposicdo genética, fatores emocionais, ambientais, sociais,
econdmicos, tratamentos farmacolédgicos (Friedman, 2004; Lin and Li, 2021) e, também,
endocrinopatias como sindrome hipotalamica, sindrome de Cushing, hipotireoidismo, entre
outras (Brasil, 2022).

A industria alimenticia global, nacional e local, embora alimente a popula¢do mundial,
tem grande impacto no aumento da obesidade pois estimula a supernutricdo em parte
responsavel pelo o ganho de peso populacional. Além disso, os alimentos ultraprocessados de
baixo custo, em maioria, apresentam um alto valor calérico e péssima qualidade nutricional.
Esses produtos alimenticios tem sido a principal fonte alimentar de populacdes
subdesenvolvidas. Dados demonstram que, enquanto 1,9 bilh&o de adultos estdo com sobrepeso
e obesidade, 462 milhdes de pessoas no mundo estio abaixo do peso, sendo comum encontrar
desnutricdo e obesidade coexistindo no mesmo pais (WHO, 2022). Ou seja, mesmo com
variabilidade de ganho de peso relacionada as interacdes entre os fatores ambientais, individuais
e composicdo geneética, a epidemia apresenta padrdes previsiveis nas subpopulacoes e, 0 que
era antes um problema de paises de alta renda, agora esta drasticamente em ascensdo nos paises
de baixa e média renda (NCD-RisC, 2017; WHO, 2022).
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O World Obesity Atlas (2022), publicado pela World Obesity Federation, prevé que 1
bilhdo de pessoas em todo o mundo, incluindo 1 em cada 5 mulheres e 1 em cada 7 homens,
viverdo com obesidade até 2030. As descobertas destacam que 0s paises ndo apenas perderdo a
meta da OMS para 2025 de interromper o0 aumento da obesidade, mas que o nimero de pessoas
com a doenga esté prestes a dobrar em todo o mundo.

O cenario brasileiro ndo é diferente. A Gltima Pesquisa de Vigilancia de Fatores de Risco
e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico (Vigitel, 2022) divulgada pelo
Ministério da Saude informou gue a taxa de obesidade no pais passou de 11,8% para 22,4%
entre 2006 e 2021, um crescimento alarmante de 90,7% nesses Gltimos anos. Quanto ao
sobrepeso, as pesquisas concluiram que mais da metade da populacdo brasileira (57,2%) se
encontra nessa condicdo enquanto que, em 2006, esse percentual era de 42,6%. O grafico a

seguir demonstra esses valores (Figura 1):

Figura 1 - Dados da obesidade no Brasil
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Fonte: Adaptado de Vigitel, 2022.

Dados da literatura também demonstram que as doencas cronicas ndo transmissiveis
(DCNTs) comumente associadas a obesidade matam 41 milhdes de pessoas a cada ano, o
equivalente a 71% de todas as mortes no mundo. As doengas cardiovasculares sao responsaveis
pela maioria das mortes (17,9 milhGes de pessoas anualmente), seguidas por cancer (9,3

milhdes), doencas respiratorias (4,1 milhdes) e diabetes (1,5 milh&o). Esses quatro grupos de
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doencas séo responsaveis por mais de 80% de todas as mortes prematuras por DCNTs (WHO,
2022).

Mundialmente, o sobrepeso e a obesidade estdo associados a mais mortes do que o baixo
peso. A OMS (WHO, 2021) ja reconhece que é um dos mais graves problemas de satde publica
atualmente e, ao contrario de outras causas principais de morte e incapacidade evitaveis, como
uso de tabaco, ferimentos e doencas infecciosas, ndo ha popula¢ées modelos em que a epidemia
de obesidade tenha sido revertida por medidas governamentais (Swinburn et al. 2011; Russell
et al. 2022) destacando a urgente necessidade de estratégias e politicas eficazes para conter o

avanco tragico dessa epidemia.
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1 OBESIDADE E RESISTENCIA A INSULINA (RI)

A obesidade é um importante fator de risco para alteracbes metabolicas como a
resisténcia a insulina (R1) (WHO, 2021) e os mecanismos exatos pelos quais a obesidade induz
a essa alteracdo ainda precisam ser elucidados. Até o momento, alguns fatores tém demonstrado
um papel significativo no desenvolvimento desse processo patoldgico envolvendo tanto
mecanismos celulares autbnomos quanto comunicacdes entre érgdos (Bellou et al. 2018).

Embora causas genéticas também sejam identificadas, a resisténcia insulinica é uma
alteracdo metabdlica diretamente relacionada ao excesso de gordura corporal distribuidos
predominantemente na regido abdominal (Hossan et al. 2019). Sabe-se que a adiposidade esta
intimamente relacionada ao glicometabolismo uma vez que o acumulo de gordura pode afetar
os efeitos da insulina através de uma variedade de mecanismos. Esses fatos sugerem uma
correlagéo positiva entre a distribuicdo do tecido adiposo e o comprometimento do controle
glicémico. Estudos tem demonstrado um efeito causal significativo da obesidade na Rl em
individuos nao diabéticos visto que a disfuncdo das células B pancreaticas e a resisténcia a
insulina em vérios 6rgdos (como figado e musculo) podem ser causadas pelo excesso de
adiposidade (Leitner et al., 2017; Klein et al., 2022; Li et al., 2022).

A consequéncia predominante da RI é o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Henstridge et
al. 2019), considerado um dos distarbios metabélicos mais comuns em todo o mundo. Existem
trés condicBes de RI1 ou deficiéncia de insulina: (1) secrecao disfuncional desse horménio pelas
células P pancreaticas; (2) antagonistas da insulina presentes no plasma devido a hormoénios
contrarreguladores ou corpos ndo hormonais que prejudicam os receptores ou a sinalizagdo da
insulina; e (3) resposta de insulina prejudicada nos tecidos-alvo (Pearson et al. 2016; Stahl et
al. 2019).

Os 6rgdos envolvidos no desenvolvimento de RI e, possivelmente, de DM2 incluem o
pancreas, figado, musculo esquelético, rins, cérebro, intestino delgado e tecido adiposo
(Schwartz et al. 2016) e os trés principais locais de Rl sdo no musculo, figado e tecido adiposo
(Stahl et al. 2019). A diminuicdo da resposta metabdlica das células desses tecidos responsivos
a insulina, em nivel sisttmico, gera uma resposta ineficiente no controle dos niveis glicémicos
no sangue (Blachier and Malaisse, 1988; Czech, 2017; Roden and Shulman, 2019).

As células B pancreaticas sdo responsaveis pela produgdo de insulina (Bunney et al.
2017). A liberagdo desse horménio é desencadeada, principalmente, por uma resposta a altas

concentragdes de glicose no sangue. Outros fatores tambeém s&o capazes de induzir a liberagao
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de insulina, como alguns aminoacidos, acidos graxos (AG) e horménios (Boland et al. 2017;
Henstridge et al. 2019).

Quando os niveis de glicose circulante aumentam, as células  absorvem glicose através
de uma proteina transportadora de glicose denominada GLUT1 e GLUT2 em humanos e
roedores, respectivamente (Dolensek et al. 2015), que age como um sensor para essas células.
Uma vez que a glicose é interiorizada, o catabolismo glicémico é ativado através de uma série
de reacdes que desencadeiam a exocitose de insulina no sangue (Blachier and Malaisse, 1988;
Campbell and Newgard, 2021).

Outros sinais celulares também podem auxiliar ou aumentar a liberacéo de insulina das
células B. Evidéncias sugerem que o AMP ciclico (AMPc) é um importante potencializador por
induzir a mobilizacdo de vesiculas secretoras desse hormdnio (Cuifias et al. 2016).

Associado a isso, existe a acdo do glucagon, horménio hiperglicemiante secretado pelas
células a das ilhotas pancreaticas. Durante o jejum, a resposta insulinica ¢ contra regulada pelo
glucagon para prevenir a hipoglicemia induzida pela insulina que, apés as refeicdes, promove
a sintese de glicogénio a partir da glicose que entra no figado (Schwartz et al. 2016).

Entre as refei¢cdes, quando a concentracdo de glicose decai na corrente sanguinea, o
glucagon estimula o figado, seu principal 6rgdo de atuacdo, a degradar o glicogénio hepatico -
sintetizado anteriormente pela acdo da insulina - e converter outros substratos nao glicidicos
em glicose para a sua liberacdo na corrente sanguinea (Halban et al. 2014; Khin et al. 2021).

As ilhotas pancreaticas de Langerhans (Figura 2), descobertas em 1869 por Paul
Langerhans, estudante de medicina (Sakula, 1988) abrigam sua prépria vasculatura e
compreendem aproximadamente 2.000 células produtoras de horménios enddcrinos que
abrangem cinco tipos. Essas células podem ser diferenciadas por seus produtos hormonais
endocrinos primarios: células o (glucagon), células B (insulina e amilina), citadas
anteriormente, células 6 (somatostatina), células y e células € (grelina) (Saito K, 1978; Dolensek

et al. 2015).
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Nota: As setas em vermelho destacam as ilhotas presentes nas imagens.
Fonte: O autor, 2022.

A Figura 3 diferencia a composicao celular de ilhotas entre roedores e humanos. As
ilhotas de roedores sdo compostas de 10 a 20% de células a, encontradas predominantemente
no manto externo, e 65 a 80% de células B que compdem seu nucleo interno. As células o, as
células y (também conhecidas como células de polipeptideo pancreatico) e as células € sdo
encontradas espalhadas pela ilhota. As ilhotas humanas contém uma porcentagem maior de
células a, que sdo encontradas em toda a ilhota, e uma porcentagem ligeiramente menor de
células B quando comparada aos roedores (Dolensek et al. 2015; Campbell and Newgard,
2021).
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~Figura 3 - Anatomia microscopica de humanos e camundongos
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» Legenda: Anatomia macroscépica do pancreas humano (A, C e E) e do camundongo (B, D e F).
Fonte: Adaptado de Dolensek et al. 2015.

A Figura 3 acima ilustra a anatomia macroscopica do pancreas humano e do
camundongo, respectivamente (A e B). A ampliacdo de uma porcao do pancreas revela lobulos
maiores em humanos quando comparados a camundongos, no entanto, as ilhotas de Langerhans
sdo de tamanhos bastante comparaveis entre humanos e camundongos (C e D). A composicao
celular e a localizagio dessas ilhotas no tecido pancreatico sio diferentes nas duas espécies. E
possivel observar que as celulas enddcrinas se encontram mais dispersas em humanos (E)
diferente de como sdo distribuidas em camundongos (F).

Os hormonios produzidos pelas ilhotas de Langerhans tém papel importante na

regulagdo da homeostase do combustivel metabdlico, com énfase para a relacdo
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insulina/glucagon que determina o grau relativo de fosforilagdo de enzimas atuantes nas vias
de sinalizacdo regulatorias (Schwartz et al. 2016; Wewer Albrechtsen et al. 2019). A secre¢éo
desses hormoénios pelas células B e o pancredticas, respectivamente, ¢ controlada por
mecanismos reguladores metabolicos, endocrinos e paracrinos e é essencial para o controle dos
niveis sanguineos de glicose (Campbell and Newgard, 2021). A Figura 4 a seguir ilustra alguns

desses mecanismos importantes:

Figura 4 - Vias de sinalizacdo na secre¢do de insulina estimulada por glicose
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Nota: A secrecdo de insulina estimulada por glicose é mediada por uma via de ativacao (setas sélidas)
e vias de amplificagdo (setas tracejadas).
Fonte: Campbell and Newgard, 2021.

A exposigdo da célula B a glicose tem um efeito intrinseco de ativacdo na secregdo de
insulina que envolve uma via de “ativa¢dao” e uma via “amplificadora” (Henquin, 2009; Merrins
et al. 2022). A captagdo de glicose nas células  ocorre via transportadores GLUT1 (humano)
ou GLUT?2 (roedores). Uma vez interiorizada, a taxa de metabolismo da glicose nas células f é

controlada pela glucoquinase (GK), enzima que determina a entrada do substrato na via
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glicolitica seguida de sua oxidagdo através do ciclo de Krebs e subsequente geracdo de ATP
(Figura 4) (Gaisano, 2017; Tuluc et al. 2021).

O resultado dessas reacGes causa elevacao na relacdo ATP/ADP que leva ao fechamento
dos canais de potassio sensiveis ao ATP (KATP) despolarizando a membrana e,
consequentemente, ativando os canais de Ca?* dependentes de voltagem. O aumento resultante
do célcio intracelular conduz a fase que desencadeia na exocitose dos granulos de insulina
(Figura 4). As vias de amplificacdo dependem dessa despolarizacdo da membrana iniciada pela
via de ativacdo. Multiplos mecanismos de sinalizacdo metabdlica contribuem para essa
amplificacdo da secrecéo de insulina (Gaisano, 2017; Merrins et al. 2022; Jevon, et al. 2022).

A via de ativacao é a principal responsavel pela "primeira fase" da liberagéo de insulina,
envolvendo um pico acentuado na secre¢do seguido por um declinio que ocorre nos primeiros
10 a 20 minutos apds um estimulo de glicose. A via de amplificacdo envolve um conjunto
secundario de estimulos que permitem que a secrecdo desse horménio continue a uma taxa mais
baixa, porém sustentada, durante toda a fase pos-absortiva de uma refei¢do, abrangendo vérias
horas - um periodo também chamado de “segunda fase” de secreg¢do hormonal (Gaisano, 2017,
Tuluc et al. 2021).

A via de amplificagdo/independente do canal KATP est4 ativa durante todo o periodo
de estimulacdo da glicose, que no estado pds-prandial pode envolver aumentos na glicose
circulante por vérias horas e estima-se que seja responsavel por até 60-70% da insulina
secretada na resposta a estimulacao sustentada de glicose (Henquin, 2009; Corkey et al. 2021).

Além dos mdltiplos mecanismos de sinalizacdo metabolica descritos acima e
demonstrados na Figura 4, a secregdo de insulina das células [ das ilhotas é fortemente regulada
por sinais paracrinos de outras células enddcrinas das ilhotas, especialmente células a € & como

demonstrado na Figura 5 a seguir (Campbell and Newgard, 2021; Merrins et al. 2022):



Figura 5 - Hormonios no controle da secregdo de insulina
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Em resumo, a ingestdo de nutrientes aumenta as concentragdes circulantes de glicose,

aminoacidos e de hormonios incretinicos produzidos pelo trato gastrointestinal: polipeptideo

insulinotropico dependente de glicose (GIP) e peptideo semelhante ao glucagon 1 (GLP1). O

agonismo do receptor GIP (GIPR) ou do receptor GLP1 (GLP1R) potencializa a secre¢édo de

insulina estimulada por glicose através de um mecanismo dependente de AMPc (Capozzi et al.

2019; Finan et al. 2020). O GIP também potencializa a secre¢do de glucagon estimulada por

aminoacidos nas células a, que ocorre através de mecanismos ainda indefinidos (Figura 6).

A secrecdo de glucagon geralmente se opbe & agdo da insulina e a insulina regula

negativamente a secrecdo de glucagon. No entanto, agora ha evidéncias de que a atividade

enddcrina das células a também € importante para regular a secre¢ao de insulina estimulada

pela glicose nas células B (Finan et al. 2020; Laurenti et al. 2022).
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Juntamente com o glucagon, as células o também produzem GLP1 através do
processamento alternativo do precursor do peptideo pré glucagon, e ambos os horménios
aumentam o nivel de AMPc nas células 3 para regular a secre¢ao de insulina em resposta a uma
refeicdo (Capozzi et al. 2019). Isso é principalmente mediado pela ligacdo desses hormdnios
ao GLP1R e, em menor grau (setas tracejadas) ao receptor de glucagon (GCGR) (Figura 5).
Assim, a acdo do GIP para estimular a secrecdo de insulina inclui tanto efeitos diretos nas
células B quanto agdes indiretas nas células a, mediadas pelos efeitos estimuladores paracrinos
dos peptideos derivados do pré glucagon (Wewer Albrechtsen et al. 2019; Laurenti et al. 2022).

O adequado funcionamento dessas vias de sinalizacdo possibilita que a secre¢édo de
insulina seja suficiente para promover a homeostase glicémica no estado pos-prandial,
reduzindo assim, os niveis de glicose sanguinea que foram inicialmente responsaveis pelo
estimulo da producdo e liberacdo desses hormonios citados anteriormente (Finan et al. 2020;
Campbell and Newgard, 2021)

1.1 Sinalizacéo da insulina e fisiopatologia da RI

Em comparagdo com pessoas saudaveis, as pessoas com obesidade tém concentracdes
plasmaticas de insulina basais e pos-prandiais aumentadas. O pensamento predominante é que
0 aumento dessa insulina plasmatica € uma resposta compensatéria a resisténcia a insulina
associada a doenca (Saadeh et al. 2012; Brown and Matveyenko, 2022).

Coletivamente, os dados da literatura sugerem que a depuracédo da insulina plasmatica é
reduzida em pessoas nessas condi¢fes por uma resisténcia a insulina porque tanto a acdo desse
horménio quanto a sua depuracdo requer a ligacdo da insulina em receptores presentes nesses
tecidos alvo que, no longo prazo e por excesso de estimulo, passam a apresentar falha em sua
ativagdo. Associado a isso, existe ainda um aumento acentuado na entrega de insulina pelo
pancreas como mecanismo compensatorio a hiperglicemia persistente, aumentando ainda mais
a concentracdo plasmatica de insulina perpetuando assim a hiperinsulinemia caracteristica da
obesidade e da RI (Hu et al. 2020; Wen et al. 2022).

Em relacdo a fisiopatologia da doenga, a disfuncdo das células B tem sido
tradicionalmente associada a sua faléncia (Halban et al. 2014; Hu et al. 2020). Em um estado
nutricional excessivo, comum na obesidade, a hiperglicemia e a hiperlipidemia estdo

frequentemente presentes, favorecendo a RI e a inflamagdo crénica. Nestas circunstancias, as
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células B estdo sujeitas a pressdes toxicas, incluindo inflamagao, estresse metabolico/oxidativo,
estresse do reticulo endoplasmatico, estresse amiloide, entre outros. Um cenario que
potencializa o comprometimento da integridade das ilhotas e, com isso, sua funcionalidade
(Christensen and Gannon, 2019).

Um mau funcionamento dos circuitos de feedback entre a acdo da insulina e sua
secrecdo, resulta em niveis anormalmente elevados de glicose no sangue (Stumvoll et al. 2005;
Brown and Matveyenko, 2022). Por outro lado, a RI contribui para o aumento da producéo de
glicose no figado e diminuicdo da captacdo de glicose no musculo, figado e tecido adiposo
(Halban et al. 2014).

Mesmo que ambos 0s processos ocorram no inicio da patogénese e contribuam para o
desenvolvimento da doenca, a disfun¢do das células § geralmente ¢ mais grave do que a RI. No
entanto, quando ambos estao presentes, a hiperglicemia é amplificada levando a progressao do
DM2 (Czech, 2017; Wen et al. 2022).

Estudos sugerem que a Rl comeca no tecido muscular com alteracdo inflamatoria
imunomediada e excesso de acidos graxos livres (AGL) circulantes causando deposicéao
ectdpica de lipidios seguindo um ciclo que perpetua o agravo da doenca (Stahl et al. 2019).

A RI do musculo esquelético é considerada o fator extra pancreatico mais importante na
progressdao da doenca (Petersen and Shulman, 2002; Hu et al. 2020). Sob condic¢des
fisioldgicas, a insulina estimula a sintese de glicogénio muscular aumentando a captagdo de
glicose do plasma. Apos a ligacdo da insulina ao seu receptor nas células musculares, 0o GLUT4
é translocado dos compartimentos intracelulares para a membrana plasmatica. Este processo
possibilita a captacdo de glicose sanguinea reduzindo seus niveis circulantes no plasma (Satoh,
2014; Corkey et al. 2021). A Figura 6 a seguir € capaz de ilustrar resumidamente essas reacoes:

Figura 6 - Diagrama simplificado de sinalizacdo de insulina
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Resumidamente, o diagrama acima (Figura 6) ilustra parte da cascata de sinalizacéo
ativada pela ligacdo da insulina ao receptor de insulina (IR) ativando seu substrato IRS-1. A
adiponectina também possui a capacidade de ativar esse mesmo IRS-1 através da proteina
quinase ativada por AMP (AMPK), enquanto as citocinas pro-inflamatérias ativam a proteina
quinase C (PKC) via IxB quinase (IKK), inibindo o IRS-1. O IRS-1 é fundamental para ativar
a PI3K, responsavel por fosforilar PIP2 em PIP3 dando sequéncia a via. A PIP3 ativa a AKT2
que promove a translocacao de GLUT4 e, finalmente, a captacao de glicose pela célula (Plows
et al. 2018).

Mutacdes que reduzem a expressao do receptor de insulina, das proteinas intermediarias
ou do GLUT4, bem como qualquer defeito na via de sinalizacdo ou acdo da insulina em seu
receptor, compromete a captacdo de glicose pelo musculo, favorecendo um estado
hiperglicémico (Czech, 2017).

A ativacdo da acdo da enzima tirosina quinase IR é essencial para a acao da insulina no
metabolismo da glicose. A ligagdo da insulina a subunidade o do receptor de insulina causa a
fosforilagao da subunidade  em varios residuos de tirosina e permite a sinalizacdo mediada
pela insulina. Assim, alteracdes em qualquer um dos principais locais de fosforilagdo pode
prejudicar a atividade dessa proteina e comprometer a agao da insulina nos tecidos (DeFronzo,
1987; Freeman and Pennings, 2021)

O tecido adiposo, outro tecido alvo importante desse horménio, é metabolicamente
dindmico e capaz de sintetizar uma ampla gama de compostos biologicamente ativos que
regulam a homeostase metabdlica em nivel sistémico (Czech, 2020). A leptina, hormonio
anorexigeno produzido no tecido adiposo, é liberada para circular na proporcdo da massa de
gordura corporal e atua na regulagéo a longo prazo da ingestéo de alimentos. Funcionando como
um mecanismo de feedback que tem como alvo o sistema nervoso central, dessa forma a leptina
age inibindo a fome, regulando o apetite, o0 peso corporal e a homeostase energética (Klok et
al. 2007; Hernéndez et al. 2020; Zhang et al. 2022).

Os complexos mecanismos moleculares da resisténcia a leptina na obesidade néo séo
totalmente compreendidos, mas parecem ser semelhantes a Rl (Hernandez et al. 2020). Varias
teorias tém sido propostas para explicar tal condi¢cdo, como as de que esse estado pode ser
atribuido a alteracdes e falhas na ligacdo do receptor da leptina ou a uma deficiéncia em seu
sistema de transporte para o hipotalamo ocasionando niveis cronicamente elevados desse
hormdnio livre e ativo circulante, caracterizando a hiperleptinemia. Essa alteracdo compromete

sua funcéo anorexigena, fazendo com que a fome esteja ainda mais presente em individuos com
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alto indice de adiposidade prejudicando a regulagdo do apetite e ainda mais o controle de peso
(Russo et al. 2021; Yeung and Tadi, 2022).

Ja a insulina atua no tecido adiposo de duas maneiras diferentes: (1) estimulando a
captacdo de glicose e a sintese de triglicerideos (TAG); e (2) suprimindo a hidrélise de TAG,
induzindo a captacgdo de AGL e glicerol da circulagéo (Gastaldelli et al. 2017; Czech, 2020).

No tecido adiposo saudavel, a insulina estimula a captacdo de glicose e a sintese de
TAG, induz a captacdo de AGL e diminui a inflamacdo mediada por macréfagos. O tecido
adiposo hipertrofico leva a diminuicdo da captacdo de glicose e aumenta a liberacdo de AGL,
hipoxia e inflamagdo (Pearson et al. 2016).

A liberacdo aumentada desses AGL ocasiona seu acimulo em outros tecidos, como
musculo ou figado, mesmo na presenca de altos niveis de insulina (Czech, 2020). No caso do
figado, esse acimulo acarreta também em prejuizo na sinalizacdo da insulina, promovendo
gliconeogénese hepética e agravando ainda mais a hiperglicemia (Rosen and Spiegelman, 2006;
Corkey et al. 2021).

No figado, a insulina ndo apenas regula a producdo/utilizacdo de glicose, mas também
afeta 0 metabolismo lipidico de forma mais ampla (Leclercq et al. 2007).

Em estados fisioldgicos, a acdo combinada de glucagon e insulina permite a regulacéo
precisa da producédo hepatica de glicose. Enquanto o glucagon induz a producéo de glicose no
figado, a insulina atua como um potente inibidor quando a glicemia no sangue é elevada,
ativando vias de glicogénese e armazenando glicose como glicogénio (Cherrington et al. 2007;
Finan et al. 2020).

Semelhante ao caso em tecidos sensiveis & insulina, em estado de RI, 0s niveis de
insulina circulante sdo incapazes de provocar uma resposta metaboélica apropriada nas células
hepéticas (Meshkani and Adeli, 2009).

Na presenca de ingestdo calorica, a insulina reduz a producdo hepatica de glicose por
meio da inibi¢do da glicogendlise, limitando o aumento dos niveis glicémicos pos-prandial.
Com a R, esse mecanismo de feedback ¢ prejudicado e a producéo hepatica de glicose continua
a aumentar, mesmo quando a glicemia estd elevada. A glicotoxicidade consequente da
hiperglicemia contribui ainda mais para o avanco dessa condigdo patoldgica (Freeman and
Pennings, 2021).



Figura 7 - Quadro resumo das alteragdes metabolicas na obesidade
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ALTERAGCOES METABOLICAS NA OBESIDADE

T adipogénse

+ resisténcia a leptina, | adiponectina
« 7 citocinas pro inflamatérias = inflamagéo
I captagdo de glicose sanguinea = Rl e hiperglicemia

T deposi¢do ectépica de gordura
T EROs = disfungdo mitocondrial = estresse oxidativo
| captacso de glicose sanguinea = Rl e hiperglicemia

« T deposi¢do ectédpica de gordura
« T EROs = estresse oxidativo

| captagéo de glicose sanguinea, T gliconeogénese = Rl e hiperglicemia

T deposicado ectépica de gordura

T glicotoxicidade e lipotoxicidade

T lipdlise = T liberagdo de AGL = T deposicdo ectopica de gordura em tecidos ndo gordurosos

T EROs = estresse oxidativo
T produgdo insulina = hiperinsulinemia disfuncao das células B pancreaticas

Fonte: O autor, 2022.

Sendo assim, como demonstrado na Figura 7 acima, um ciclo se forma: com consumo

constante e excessivo de calorias, a captacdo de glicose pelo musculo, responsavel por até 70%

da captacdo tecidual de glicose, excede sua capacidade e 0 excesso desse substrato é

direcionado ao figado, onde inicia o processo de lipogénese. Associado a isso, a resisténcia a

insulina no tecido adiposo causa hipertrofia dos adipdcitos, resultando em aumento dos AGL

circulantes e exacerbando ainda mais a resisténcia a insulina no tecido muscular e a

hiperinsulinemia plasmética. O aumento dessa via de lipdlise do tecido adiposo e da via de

lipogénese no tecido hepético estimula a producdo TAG e AGL, ocasionando deposicdo

ectdpica de gordura no figado, no masculo e no tecido adiposo. Como resultado, a resisténcia

a insulina aumenta, bem como a producédo de marcadores inflamatorios e a esteatose em tecidos

importantes como pancreas e figado (Leclercq et al. 2007; Meshkani and Adeli, 2009;

Christensen and Gannon, 2019; Freeman and Pennings, 2021; Corkey et al. 2021)

1.2 Modelo experimental de obesidade

Nos ultimos anos, ocorreu uma mudanca no padrdo de vida global, com um aumento na

ingestdo de alimentos ricos em calorias e gorduras e um aumento da inatividade fisica devido a
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natureza cada vez mais sedentaria de muitas formas de trabalho, mudancas nos modos de
transporte e aumento da urbanizagdo (WHO, 2021).

Esse padrdo da dieta ocidental altamente calorica contendo grandes quantidades de
gorduras e carboidratos, elevam a glicose e lipoproteinas no sangue (Choudhury et al. 2021)
causando um aumento nas concentragdes de espécies reativas de oxigénio (EROS) que, por sua
vez, levam a uma produgdo anormal de citocinas inflamatorias. Dado que a inflamacdo é um
reconhecido indutor de estresse oxidativo, ocorre uma interacdo sinérgica entre os dois
processos apos uma refeicdo hipercaldrica, com consequente amplificacdo dos efeitos nocivos
pos-prandial (Mathieu et al. 2009; Choudhury et al. 2021). O aumento sustentado nos niveis de
ERQOS contribui significativamente para a patogénese da RI (Stahl et al. 2019).

Obesidade, esteatose hepética e diabetes tipo 2 séo as principais doengas parcialmente
atribuidas a energia provenientes de dietas hiperlipidicas (Rial et al., 2019). Muitos
pesquisadores buscam maneiras de reduzir os danos associados a essas doengas e, por isso, é
fundamental entender melhor o seu desenvolvimento (Li et al., 2020).

Muitos dos aspectos da obesidade podem ser induzidos em modelos experimentais em
gue os animais apresentam elevada predisposicdo para o ganho de peso, dislipidemia e
resisténcia a insulina, como os camundongos C57BL/6J submetidos a dieta hiperlipidica. O
modelo que mais se aproxima da obesidade humana é aquele que se baseia em uma alimentagéo
rica em gorduras, as chamadas high-fat ou dietas hiperlipidicas, pois demonstram
especificamente o papel da dieta no desenvolvimento da doenca e de suas alteracfes
metabolicas (Rial et al., 2019; Li et al., 2020; Frieler et al. 2021).

Figura 8 - Camundongo C57BL/6

Fonte: Laboratory Animal Resource Bank.
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A linhagem do camundongo C57BL/6 apresenta uma enorme semelhanca fenotipica
com humanos e é fortemente suscetivel ao desenvolvimento da obesidade que pode levar as
alteracbes metabdlicas como resisténcia insulinica, hiperinsulinemia, hiperglicemia,
dislipidemia e hipertensdo. E considerado o padrdo ouro para modelo experimental de
obesidade visto que animais desta linhagem apresentam um fenotipo obeso quando séo
alimentados com dietas hiperlipidicas e hipercaldricas, enquanto animais submetidos a uma

dieta pobre em lipideos e calorias permanecem normais (Mekada et al. 2009; Li et al., 2020).

1.3 Metformina

Mais de 60 anos ap0s seu primeiro uso clinico, a metformina, ainda € o agente oral anti-
hiperglicémico (sensibilizante a insulina) mais amplamente utilizado, gragas a sua seguranca e
eficacia a longo prazo bem estabelecidas na ciéncia (Infante et al. 2021).

Aprovada pela Food and Drug Administration (FDA), agéncia federal do Departamento
de Salde e Servigos Humanos dos EUA em 1994 (Corcoran and Jacobs, 2022), é recomendada
como o medicamento de primeira linha para reducdo da glicose na maioria das diretrizes
clinicas para manejo do DM2, sendo prescrita para mais de 100 milhdes de pessoas em todo o
mundo, incluindo pacientes com RI, pré-diabetes e sindrome dos ovarios policisticos (SOP) (Ito
et al. 2010; Infante et al. 2021).

Além disso, nos ultimos anos, varios estudos apresentaram evidéncias sugerindo outros
possiveis efeitos desse farmaco como capacidade de acdo antitumoral, antienvelhecimento e
neuroprotetora (Wang et al. 2017). Quanto a capacidade de induzir a perda de peso, seu
potencial é considerado modesto (Corcoran and Jacobs, 2022).

A metformina é um farmaco hipoglicemiante da classe das biguanidas que tem como
principais mecanismos de acéo a reducao da producéo de glicose hepatica (gliconeogénese), a
reducdo da absorcéo intestinal de glicose e a melhora da sensibilidade a insulina que resulta em
uma reducéo das concentracOes desse substrato no sangue sem causar hipoglicemia evidente
(Grzybowska et al. 2011; Cozma et al. 2022). A Figura a seguir, demonstra alguns de seus
efeitos no longo prazo:
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Figura 9 - Efeitos comprovados da metformina em alguns tecidos

METFORMINA
1 Absorgao de glicose estimulada pela insulina
1 AMPK
1 Oxidagcdo de gordura
| Leptina
| Peso modesta & EFEITOS ADVERSOS:
| Niveis de vitamina B12 (~30% dos pacientes)
1 Niveis de homocisteina
+ | Absorgao de glicose intestinal + 1 Risco cardiovascular
T GI..P-1 o ) + Sintomas gastrointestinais (em ~30% dos pacientes)
* AMicrobiota intestinal + Contraindicado para pacientes etilistas, com nefro e/ou

hepatopatias graves

| Produgao de glicose hepatica
1 AMPK

| Sintese de gordura

| Sintese de colesterol

Fonte: O autor, 2022.

Ja se sabe que a inibicdo da via de gliconeogénese ocasionada por esse farmaco ocorre
através da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) (Matthaei and Greten, 1991; Drzewoski
and Hanefeld, 2021) que desempenha um papel importante na regulacdo do metabolismo
energético sendo extremamente relevante na manutencdo da homeostase da glicose (Guigas and
Viollet, 2016; Pomilio et al. 2022). A ativacdo duodenal dessa proteina é essencial para a
secrecao de GLP1 nas células L do intestino e é necessaria para o efeito hipoglicemiante agudo
da metformina quando administrada por via oral (Duca et al. 2015; Drzewoski and Hanefeld,
2021).

O inicio da acdo desse medicamento ocorre cerca de 3 horas ap6s a administracdo do
farmaco com meia-vida de 20 horas. A metformina ndo é metabolizada no figado, nem possui
ligacdo proteica substancial. E eliminada pelos rins, principalmente inalterada, e o
monitoramento da funcdo renal € fundamental (Guigas and Viollet, 2016;), sendo
contraindicada em pacientes com disfuncao renal grave e/ou com insuficiéncia hepética (Hsu
et al. 2017; Drzewoski and Hanefeld, 2021; ADA, 2022).

A metformina é geralmente bem tolerada, mas ainda existem alguns efeitos colaterais.
Os efeitos gastrointestinais, incluindo diarreia, nausea e vomito, sdo 0s mais comuns e ocorrem
tipicamente em até 30% dos pacientes que fazem uso (Wang et al. 2017). Com menos
frequéncia, alguns pacientes apresentam desconforto toracico, cefaleia, sudorese, hipoglicemia
e fraqueza. Niveis diminuidos de vitamina B12 também estéo associados ao uso continuo e de

longo prazo, exigindo que sejam monitorados principalmente em pacientes anémicos ou com
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neuropatia periférica. A suplementacdo dessa vitamina pode ser de extrema necessidade
(Drzewoski and Hanefeld, 2021; ADA, 2022).

O risco mais grave, porém, considerado raro é o de acidose lactica que ocorre quando o
lactato se acumula no corpo e ndo pode ser eliminado facilmente, levando a acidose metabdlica.
Essa diminui¢do do pH sanguineo pode causar sinais e sintomas inespecificos, incluindo mal-
estar e desconforto respiratdrio. Os fatores de maior risco incluem casos de toxicidade do
medicamento, pacientes com insuficiéncia hepatica e/ou renal, idosos, hipoxia e alcoolismo
(Hsu et al. 2017). Os pacientes devem ser aconselhados a ndo consumir alcool em excesso
enquanto estiverem sob prescricdo de metformina. Embora esse efeito colateral seja raro, a
acidose lactica pode causar hipotensédo, hipotermia e morte (Corcoran and Jacobs, 2022).

Apesar do uso clinico hd mais de 60 anos como medicamento antidiabético, muitos
mecanismos celulares pelos quais a metformina exerce suas a¢des permanecem obscuros. Sabe-
se que os tratamentos farmacoldgicos ndo sdo completamente bem sucedidos quando utilizados
isoladamente para controle das multiplas complicagfes resultantes da obesidade (Wong et al.
2021; Zhang et al. 2022). Por isso, é importante o desenvolvimento de tratamentos naturais,
além dos medicamentos geralmente prescritos, para reduzir os impactos causados pelo uso

continuo e crescente desses farmacos (Aein et al. 2021).

1.4 Polifendis

Apesar de uma variedade de medidas cirargicas e farmacol6gicas disponiveis, ainda ndo
existem tratamentos de controle de peso eficientes e sem riscos. Modificacdo do estilo de vida,
mudancas na dieta e reducdo do sedentarismo sdo considerados atualmente a melhor alternativa.
A fitoterapia, que é uso de substancias derivadas de plantas no tratamento de doencas, tem se
mostrado cada vez mais efetiva e promissora (Wong et al. 2021; Pérez-Torres et al. 2021).

Alguns extratos vegetais atuam como agentes antiobesidade e sua suplementacdo pode
auxiliar na perda de peso e na melhora da inflamacéo atraves da neutralizacdo de EROs. Os
polifendis constituem os fitoquimicos de origem vegetal mais abundantes (Gonzalez-Castejon
and Rodriguez-Casado, 2011) e sdo considerados excelentes agentes terapéuticos na prevencgéo
de doencas cronicas devido a sua forte acdo antioxidante e atividade anti-inflamatoria
(Zielinska-Blizniewska et al. 2019; Mirzababaei et al. 2022). Sdo encontrados principalmente

em vegetais como frutas, legumes, cereais integrais e sementes (Savini et al. 2013).
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Os polifendis sdo classificados por categorias conforme sua estrutura quimica. Incluem
acidos fendlicos, estilbenos, flavonoides (flavondis, flavandis, antocianinas, flavanonas,
flavonas e isoflavonas), chalconas, lignanas e curcumindides (Gonzalez-Castejon and
Rodriguez-Casado, 2011; Pérez-Torres et al. 2021). Os mecanismos de acdo dessas substancias
ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, mas sabe-se que cada tipo de polifenol produz
diferentes efeitos fisioldgicos dependendo de sua estrutura quimica, biodisponibilidade e de seu

metabolismo (Zielinska-Blizniewska et al. 2019; Mirzababaei et al. 2022).

1.4.1 Extrato hidroalc6olico do caroco do acai (ASE)

O acai (Euterpe oleracea Martius) ¢ um fruto originario da Amazbdnia que vem
ganhando destaque por conta de seu contelido de compostos fendlicos. Estudos demonstram
que a polpa do acai é rica em epicatequinas, catequinas, homoorientina, orientina, isovitexina e
antocianinas, sendo as mais abundantes cianidina 3-O-glicosideo e cianidina 3-O-rutinosideo
(Baptista et al., 2021; Figueiredo et al., 2022). Por conta de suas propriedades antioxidantes,
antiparasitarias e anticarcinogénicas, 0 acai ganhou o apelido de “superfruta” e tem atraido cada
vez mais atencdo no mercado global (Yamaguchi et al. 2015).

Essa fruta é popularmente consumida em regides do Brasil, Suriname e Colémbia e
amplamente disponivel no mercado internacional. A espécie vegetal pertencente a familia
botanica Arecaceaee consiste em uma palmeira de multiplos caules. Os troncos das arvores
possuem alturas entre 3 e 20 metros, e didmetros de 7 a 18 centimetros. O fruto apresenta cor
arroxeada, diametro de cerca de 13,5 milimetros, peso de cerca de 2 gramas (Figura 10) e tem
sua maturacao completa em até 175 dias. Seu carogo apresenta cor bege e representa até 83%
do peso do fruto (Figura 11). Apesar do consumo do acai ser amplamente difundido no Brasil
sob a forma de sucos, sorvetes e bebidas, o caroco é usualmente desprezado e pode representar

um impacto ambiental importante (Brasil, 2010; Yamaguchi et al. 2015).



Figura 10 - Imagem ilustrativas do fruto do acai
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Nota: A imagem ilustra a inflorescéncia de um agaizeiro.
Fonte: Brasil, 2010.

Figura 11 - Imagem ilustrativas do carogo do agai

Nota: A imagem ilustra a membrana fibrosa que reveste o carogo do fruto.
Fonte: Brasil, 2010.
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Muitos trabalhos tém demonstrado os efeitos benéficos da utilizacdo da polpa desse
fruto. Entretanto, nosso grupo tem realizado estudos com o extrato hidroalcéolico do caroco do
acai (ASE), que é rico em polifendis como epicatequinas, catequinas e proantocianidinas
(Moura et al., 2012, de Oliveira et al., 2015), sendo o contetddo de fendlicos totais na polpa e
no carogo cerca de 18 e 25%, respectivamente (Rodrigues et al., 2006; Rocha et al., 2007;
Moura et al., 2012).

Muitos estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram que o extrato hidroalcéolico
do caroco do acai (ASE), frente aos outros tipos de extratos, tem diversos mecanismos de agéo.
Além de uma maior concentracao de polifendis presentes, o extrato feito com o carogo também
apresentou maior capacidade vasodilatadora quando comparado ao extrato da polpa (Rocha et
al., 2007).

Em nossos estudos, o ASE foi capaz de aumentar a formacéo de 6xido nitrico, prevenir
a reducdo da vasodilatagéo induzida pela acetilcolina bem como o remodelamento vascular.
Esses achados comprovam um efeito anti-hipertensivo e preventivo na disfuncdo endotelial e
alteracdes estruturais vasculares em modelo experimental de hipertensdo, que provavelmente é
mediado por suas a¢6es vasodilatadora endotélio-dependente e antioxidante (Rocha et al., 2007;
Rocha et al., 2008; da Costa et al., 2012; da Costa et al., 2017).

Em outros estudos de nosso grupo, os animais tratados com ASE apresentaram menor
dano oxidativo, maior expressdo e atividade de enzimas antioxidantes além de uma menor
expressdao de proteinas envolvidas na inflamacdo. Esses dados comprovam sua capacidade
antioxidante e anti-inflamatoria (Rocha et al., 2007; Rocha et al., 2008; da Costa et al., 2012;
de Moura et al., 2012; Santos et al., 2020)

O ASE também apresentou efeito antiobesogénico e hipolipidémico, sendo capaz de
prevenir o ganho de peso, o indice de adiposidade e a dislipidemia. Animais tratados com o
extrato apresentaram niveis reduzidos de colesterol total e triglicérides em plasma e no figado
e também uma melhora importante na esteatose hepética (de Oliveira et al., 2010; de Oliveira
et al., 2015; de Bem et al., 2018; Santos et al., 2020)

Seu efeito hipoglicemiante e antidiabético também foi bem elucidado. Nossos estudos
demonstram que o ASE foi capaz de melhorar a intolerancia a glicose medida pelo HOMA IR
e os niveis de glicemia em ratos e camundongos. Alguns estudos comprovaram que esse efeito
pode estar relacionado ao seu grande potencial antioxidante e também a sua capacidade em
aumentar a expressao de proteinas envolvidas na via de sinaliza¢do da insulina (de Oliveira et
al., 2010; de Bem et al., 2018; Santos et al., 2020).
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Estudos recentes realizados pelo nosso grupo foram capazes de demonstrar pela
primeira vez, os efeitos terapéuticos do ASE em camundongos obesos com esteatose hepética
e com alteracdes cardiovasculares, proporcionando melhora nessas alteracfes além de todos os
seus efeitos ja citados anteriormente (Tavares et al. 2020; de Moraes Arnoso et al. 2022).

Diante de tantos beneficios, 0 ASE tem demonstrado grande potencial como uma
estratégia natural para o tratamento da obesidade e de suas comorbidades. Portanto,
pretendemos estudar, pela primeira vez, o efeito do tratamento terapéutico com ASE sobre o
metabolismo glicidico, as alteracbes metabolicas, hepaticas e pancreéaticas, buscando novos

alvos bioldgicos e/ou farmacolégicos para agdo do presente extrato.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

38

Estudar o efeito terapéutico do ASE sobre o metabolismo glicidico, as alteracdes

metabolicas, hepaticas e pancreaticas em camundongos C57BL/6 obesos submetidos a dieta

hiperlipidica e comparar com a Metformina (MET).

2.2 Objetivos especificos

Avaliar se o tratamento terapéutico de animais obesos com o ASE e com a MET foi

capaz de modificar:

a)
b)
c)
d)
€)
f)
9)
h)
i)
)
K)

A ingestdo alimentar;

O peso corporal;

O indice de adiposidade;

A glicemia;

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG);

Os niveis plasmaéticos de leptina, GLP1 e alanina aminotransferase (ALT);
O perfil lipidico;

O glicogénio hepatico;

A morfologia do pancreas e do figado;

A esteatose pancreatica e hepatica;

Os niveis pancreaticos de insulina.
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3 METODOLOGIA
3.1 Obtencéao do ASE

Os frutos de acai foram provenientes de Belém do Pard, fornecidos pelo professor
Pergentino José Cunha Souza, vinculado a Faculdade de Farméacia da Universidade Federal do
Pard. O processo de obtencdo do ASE, conforme Rocha et al. (2007), foi reproduzido
previamente através da lavagem do acai e separagdo do caroco e da polpa. Em seguida, foi feita
a pesagem de 200g de caroco de acai que foi triturado e fervido por um periodo de 5 minutos
em 400 mL de &gua destilada.

Apos a fervura, o decoto € deixado para resfriar e extraido com etanol durante 10 dias,
aproximadamente. Apos essa etapa, o extrato hidroalcéolico é filtrado em papel filtro e, sob
baixa pressdo, a fase liquida é evaporada e liofilizada na temperatura de 50°C a 60°C, tendo
assim, todo o etanol e toda a agua presentes no extrato, evaporados. O liofilizado é mantido em
temperatura ambiente até o dia de uso quando é diluido em agua destilada na concentracdo
pretendida.

Apos o preparo de todos os extratos, o seu potencial vasodilatador foi verificado através
da reatividade vascular. O seu contetdo polifenélico também foi medido pelo método de Folin
Ciocalteau. Essas medidas sdo utilizadas para controle de qualidade e viabilidade do extrato
para a posterior utilizacdo (de Oliveira et al., 2010). A Figura 12 ilustra resumidamente o passo

a passo do protocolo:

Figura 12 - llustracdo resumida do protocolo para a obtencdo do ASE

er

Triturados e
fervidos por 5 min
(400ml).

Fonte: O autor, 2022.



40

3.2 Diluicéo do farmaco Metformina

Um comprimido do farmaco Metformina (Pharma Nostra, RJ, Brasil, 300mg/kg) foi

macerado por dia, diluido em 10 mL de agua filtrada e administrado aos animais

3.3 Animais Experimentais

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para o Cuidado e Uso de Animais
Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, protocolo: N° CEUA/011/2021.

Foram utilizados 60 camundongos machos da linhagem C57BL/6 com 12 semanas de
idade. Os animais foram provenientes do CEMIB/UNICAMP, alocados no Biotério do
Departamento de Farmacologia e Psicobiologia do Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, do Hospital Universitario Pedro Ernesto, para experimentacdo. Mantidos em caixas de
polipropileno identificadas, contendo 3 animais, em temperatura média de 23°C, umidade de
60%. O ciclo de claro-escuro foi de 12 horas, com presenca de luz a partir das 6 horas da manha,
tendo livre acesso a racdo e agua.

Os camundongos foram divididos em dois grupos, durante 10 semanas para inducao da
obesidade:

e Grupo Controle (C, n=15): animais alimentados com dieta padrdo (AIN-93M) com 10%
da energia (kcal) proveniente de lipideos;

e Grupo Hiperlipidico (HF, n=45): animais alimentados com dieta hiperlipidica (AIN-93M
modificada) com 60% da energia (kcal) proveniente de lipideos, majoritariamente banha
de porco, de acordo com Oliveira et al. (2010, 2015);

Ap0s 10 semanas de utilizagdo das dietas padrdo e hiperlipidica, os camundongos foram
subdivididos em 4 grupos:

e C: animais alimentados com dieta padrdo (AIN-93M) e sem tratamento por mais 4
semanas;
e HF: animais alimentados com dieta hiperlipidica (AIN-93M modificada 60%) e sem

tratamento por mais 4 semanas;
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e HFA: animais alimentados com dieta hiperlipidica (AIN-93M modificada 60%) e tratados

com ASE (300 mg/ kg/dia) por mais 4 semanas;

e HFM: animais alimentados com dieta hiperlipidica (AIN-93M modificada 60%) e tratados

com Metformina (300 mg/Kg/dia) por mais 4 semanas

Figura 13 - Divisdo dos grupos experimentais

Até a 102 semana:

CONTROLE

Dieta Padrao
(troca semanal)

HIGH FAT
Dieta Hiperlipidica

(troca diaria)

A partir da 102 semana:

C: Dieta Padrao

HF: Dieta Hiperlipidica

HFA: Dieta Hiperlipidica
ASE 300mg/Kg/dia

HFM: Dieta Hiperlipidica
MET 300mg/Kg/dia

Fonte: O autor, 2022.

Os farmacos foram administrados por gavagem orogastrica nas quantidades descritas

acima. E os animais que ndo receberam tratamento, foram gavados com o mesmo veiculo para

que fossem submetidos ao mesmo tipo de estresse que 0s outros. Os tratamentos foram iniciados

na 102 semana e finalizados na 142 semana e as doses utilizadas foram baseadas em estudos de

mesmo modelo (de Oliveira et al., 2010; de Oliveira et al., 2015; Huang et al., 2016; Lin et al.,

2017; Gu et al. 2022). Apos esse periodo, os animais foram submetidos a eutanasia para coleta

dos tecidos para as diferentes analises. A figura a seguir ilustra todas as fases do protocolo

experimental:



Figura 14 - Fases das dietas e tratamentos
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Fonte: O autor, 2022.

3.4 Dietas Experimentais
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Neste estudo foram utilizados dois tipos de dieta: uma padréo e uma hiperlipidica para

e balanceadas pela Rhoster® (Rhoster, SP, Brasil).

0 ganho de peso corporal, durante 14 semanas. As dietas experimentais foram confeccionadas

A composi¢cdo nutricional das racGes comerciais, segundo informacdes do proprio

fabricante, esta descrita na Tabela 2 a seguir:

Tabela 2 - Composicdo das dietas

NUTRIENTE (U/Kg DIETA DIETA
dieta) PADRAO HIPERLIPIDICA
Caseina (g) 140 190
Amido de milho (g) 620,7 250,7
Sacarose (Q) 100 100
Oleo de soja (g) 40 40
Banha () - 320
Fibras (g) 50 50
Mistura de minerais (Q) 35 35
Mistura de vitaminas (g) 10 10
L-cistina (Q) 1,8 1,8
Colina (g) 2,5 2,5
Energia (kcal) 3.800 5.400
Carboidratos (%) 76 26
Proteina (%) 14 14
Lipidio (%) 10 60

Fonte: RHOSTER, SP, Brasil.
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3.5 Ingestéo alimentar

A dieta controle, peletizada, foi ofertada uma vez por semana. A oferta de racdo foi
pesada em uma balanca digital (Shimadzu, UX4200H - precisdo 0,01g) e apds uma semana,
foram recolhidas as sobras, pesadas na mesma balanca e a diferenga para o peso ofertado foi
considerado como o total ingerido por caixa. A ingestdo por animal foi calculada como o total
ingerido por caixa, divido pelo nimero de animais da caixa.

Para a dieta hiperlipidica foi feito o0 mesmo procedimento, porém, a troca e mensuragao
foram feitas diariamente, pois trata-se de uma dieta que oxida mais rapidamente. A ingestéo
caldrica individual diaria foi calculada de acordo com as respectivas dietas (dieta padréo: 3,8
kcal/g, dieta hiperlipidica: 5,4 kcal/g), a partir da média de consumo individual diario, de acordo
com as informagdes nutricionais oferecidas pelo fabricante (Rhoster®, Séo Paulo) (Tabela 2).
Para tal mensuracao foi utilizada a seguinte formula, onde ICMD ¢ a ingestdo caldrica média

diaria:

(Racdo ofertada — Sobra) x Calorias da dieta / Nimero de animais = ICMD...............c.......... 1)

3.6 Peso corporal

O registro do peso corporal foi realizado a cada 7 dias com a utilizagdo de uma balanga
digital (Shimadzu, UX4200H - precisdo 0,01g). Em cada grupo, a média do peso corporal foi

calculada até o final do tratamento para andlise estatistica.

3.7 Eutanasia e remocdo de tecidos

Ap0s 14 semanas, 0os camundongos foram eutanasiados por decapitacdo, precedida por
jejum de 6 horas. O sangue extravasado foi coletado em eppendorfs heparinizados e o plasma

centrifugado (4°C a 4.500 RPM por 15 minutos) e armazenados a -80°C para posterior analise.
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Os tecidos foram coletados, pesados e armazenados conforme protocolo para anélises
futuras. O tecido pancreético e uma parte do figado foram imediatamente imersos em formalina
(1.27 mol/L formaldeido, 0.1 M tampdo fosfato-salina, pH 7,2). A outra parte do figado foi

congelado em nitrogénio liquido e depois mantido a -80°C.

3.8 Indice de adiposidade

O célculo do indice de adiposidade foi obtido através da média geral obtida da divisdo
dos pesos dos tecidos adiposos de todos os compartimentos (retroperitoneal, epididimario e

subcutaneo) pela massa corporal total do animal.

3.9 Analises bioquimicas

3.9.1 Glicemia

A glicemia foi aferida com os animais em jejum por um periodo de 6 horas, antes da
gavagem do respectivo dia, através do glicosimetro digital (Accu-Chek-Active, Roche®) e
mediante a uma pequena incisdo na calda para obtencdo do sangue necessario para avaliacdo
glicémica.

As coletas e dosagens foram realizadas em trés momentos: no primeiro dia do protocolo
experimental, ao final da 10* semana e no Ultimo dia de tratamento. As concentracdes foram

expressas em mg/dL.

3.9.2 Teste oral de tolerdncia a glicose (TOTG)

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) foi realizado apds 4 semanas de tratamento

em todos os grupos de acordo o método descrito por Oliveira et al. (2010). Os animais ficaram
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em jejum por 6 horas e a glicose (2 g/kg) foi administrada por gavagem orogastrica no tempo
0, apds a primeira coleta de sangue. O sangue foi coletado da cauda nos tempos 0, 15, 30, 90 e
120 minutos. A concentracao de glicose no sangue foi determinada com um glicosimetro digital
(Accu-Chek-Active, Roche®) com concentragdes expressas em mg/dL e a area sob a curva

(AUC; milimolar por minuto) foi calculada.

3.9.3 Leptina e GLP-1 plasmaticos

Para a dosagem de leptina, foi utilizado o kit comercial da PreproTech (Cranbury, EUA)
e as concentracfes plasmaticas foram expressas em pg/mL. Ja o GLP1 foi dosado em Kit
comercial da Merck (St. Louis, EUA) com concentragdes expressas em pmol/L. Para ambos,
foram utilizadas amostras de plasma analisadas em Kits de Elisa, seguindo as instrucdes de cada

fabricante.

3.9.4 Perfil lipidico e ALT

Os triglicerideos, o colesterol total (CT) e a alanina aminotransferase (ALT) foram
avaliados no plasma conforme protocolo através de kit comercial (Bioclin, Minas Gerais,
Brasil) que se baseia em método colorimétrico. As concentracdes plasmaticas foram expressas
no perfil lipidico em mg/dL e na enzima hepéatica em U/L. Todas as medidas foram tomadas

com base nas instruc@es do fabricante.

3.9.5 Glicogénio hepético

Ap0s o0s animais serem eutanasiados, os figados foram isolados e pesados para analise
posterior. As concentracdes de glicogénio foram determinadas por um ensaio enzimatico
usando um kit da Sigma (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).
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Resumidamente, para 10 mg de figado foi adicionado 100 pl de agua no gelo e, em
sequida, foi feito um homogenato deste tecido no homogeneizador digital ultra turrax (lka,
Alemanha). As amostras foram fervidas por 5 minutos para inativar as enzimas e centrifugadas
a 13.000 rpm por 5 minutos para remover o material insoltvel. O sobrenadante foi retirado e as
amostras foram avolumadas para 50 pL com Tampao de Hidrolise. Em seguida, todo o
protocolo foi realizado com base nas instrugdes do fabricante. As concentracdes plasmaéticas

foram expressas em pg/pl.

3.10 Analises histologicas

Fragmentos aleatorios de pancreas e todos os lobos do figado foram retirados de todos
os camundongos de cada grupo experimental estudado e foram fixados em formalina de
Millong (formaldeido 37- 40% 100 mL, NaOH 4,2 g, NaH2PO4 18,6 g em 1 L de agua
destilada). Os fragmentos fixados passaram por diferentes banhos de alcool e de xilol, sendo
posteriormente embebidos em Paraplast Plus para realizagdo de cortes ndo seriados de 5 um.
Os cortes foram alocados em laminas histoldgicas para a coloragdo com Hematoxilina e Eosina
a fim de identificar a arquitetura dos tecidos por microscopia Optica (Bancroft and Stevens,
1990). Foram capturadas dez imagens digitais aleatdrias por animal para avaliar a esteatose e a
morfologia geral do pancreas e do figado.

A avaliacdo da esteatose foi realizada através do método de contagem de pontos
(Weibel, 1979). O sistema-teste contém uma grade com cinquenta pontos (PT) para analise de
esteatose pancreatica e trinta e seis pontos para analise de esteatose hepatica. A densidade de

volume (V) foi estimada pela férmula:

Vv [esteatose] = PP [esteatose]/ PT [teCid0 alVO].......cccoevviiiiiiiiiiieee e, 2

Onde PP é o numero de pontos que estdo sobre goticulas de gordura no tecido e PT é 0
nimero de pontos total do sistema-teste. E um dado de facil analise e seus valores sdo
representados em percentual (%).

Todas as imagens foram salvas em formato JPG, cor 36-bit, 1.360x1.024 pixels e
fotografadas com cémera Olympus DP71 Olympus BX40 acoplada ao microscopio de

fluorescéncia utilizando lente de aumento de 20x (Olympus, Tokyo, Japdo). As anélises foram
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realizadas com o programa Image-Pro Plus versdo 4.5.0.29 (Media Cybernetics, Silver Spring,
EUA)

3.11 Imunohistoquimica de pancreas

Os cortes histologicos de 5 um de tecido pancreatico passaram pelo processo de
desparafinizacdo e reidratacdo. Posteriormente, foram incubados com dgua oxigenada 0,3% por
15 minutos e, em seguida, submersos em tampdo citrato a 60°C. Para bloquear ligagdes
inespecificas, os cortes foram incubados com horse serum por 25 minutos, depois incubados
overnight a 4°C com anticorpo primario de insulina (SC-9168, Santa Cruz Biotechnology Inc.;
CA, EUA) diluidos em tampéo fosfato salino (PBS - 1,389 NaH2PO4, 6,969 KH2PO4, 7,29
NaCl, pH 7.2) na concentracdo de 1:100.

No dia seguinte, foram incubados com anticorpo secundario em temperatura ambiente
por 25 minutos seguidos de incubacdo com estreptavidina por 25 minutos. Apds essas etapas,
os cortes foram incubados com diaminobenzidina (DAB) (K3466, DAB; Universal Dako
Cytomation, Glostrup, Denmark), lavados em agua destilada e corados com hematoxilina.

O horse serum, anticorpo secundario e estreptavidina utilizados compdem o kit
Vectastain® Universal Quick HRP R.T.U kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA).

Foram obtidas imagens de 4 animais por grupo, média de 5 imagens aleatorias por
animal, totalizando 20 imagens por grupo. As imagens foram obtidas em um microscopio 6ptico
Olympus BX40 com camera Olympus DP71, utilizando lente de aumento 20x.

A quantificacdo (Chlipala et al., 2019) foi determinada com uma selecdo de limiar de
densidade aplicada a area positiva de insulina, estimando a porcentagem da ilhota marcada com
DAB (em marrom). Para isso, foi utilizado o software Image-Pro Plus, versédo 7.1 (Media
Cybernetics, Rockville, EUA).

3.12 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados por one way analysis of variance (ANOVA), com pds-

teste Tukey para todas as anélises, sendo consideradas significativas as diferencas quando p <
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0,05. Para a geragdo dos gréaficos e para realizar as analises estatisticas, foi utilizado o software
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, CA, EUA). Os resultados foram expressos como

média £ erro padrdo da média.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito dos tratamentos com ASE e MET sobre o peso corporal, o indice de adiposidade

e a ingestdo alimentar

Inicialmente, os animais ndo demonstraram diferenca significativa nos pesos corporais
entre 0s grupos experimentais. A partir da 5% semana, foi observada diferenca estatistica
significativa no ganho de peso (p<0,05) entre os grupos que receberam dieta padrdo (C) e dieta
hiperlipidica (HF, HFA e HFM). Apos a 102 semana, com o inicio dos tratamentos, ja é possivel
notar que os grupos tratados (HFA e HFM) comecaram a apresentar reducdo do peso.
Entretanto, essa reducdo do peso corporal so foi significativa (p <0,05), a partir da 13? semana,
quando comparamos 0s grupos tratados com o grupo HF. A diferenca significativa em relagéo
ao grupo HF foi a partir da 13? semana. E importante enfatizar que apenas o grupo que recebeu
o tratamento com ASE, foi capaz de apresentar valores de peso corporal proximos ao grupo
controle (Figura 15A).

O resultado do indice de adiposidade demonstrou que os grupos tratados com ASE e
MET apresentaram uma reducéo significativa (p <0,05) em relacdo ao HF. No entanto, ainda
gue tenham apresentado um bom desempenho, esses valores ndo reduziram ao ponto dos grupos
tratados (HFA e HFM) se equipararem ao grupo C, apresentando também uma diferenca
significativa (p <0,05) em relacdo ao grupo que nao foi induzido a obesidade (Figura 15B).

Quanto a ingestdo caldrica, os animais dos grupos HF, HFA e HFM respectivamente
ingeriram em média 87%, 64% e 77% mais calorias do que os animais do grupo C. Os grupos
hiperlipidicos (HF, HFA e HFM) apresentaram diferenca significativa (p <0,05) em relacdo ao
controle, porém ndo entre si. Sendo assim, nem o ASE e nem a MET tiveram influéncia

consideravel na ingestdo alimentar dos animais ao longo dos tratamentos (Figura 15C).
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Figura 15 - Peso médio ao longo do tempo (A), indice de adiposidade (B) e ingestao caldrica
média (C) dos grupos C, HF, HFA e HFM
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Nota: Os valores estdo expressos como média + erro padrdo, n=15 para todos 0s grupos. *p < 0,05 em relacéo
ao grupo C, +p < 0,05 em relagdo ao grupo HF e #p < 0,05 em relacdo ao grupo HFM. A seta preta indica o
inicio do tratamento com ASE ¢ MET.

4.2 Efeito dos tratamentos com ASE e MET sobre as analises bioquimicas

4.2.1 Homeostase glicémica

A glicemia inicial, realizada no inicio do protocolo experimental ndo mostrou diferenca
significativa entre os animais. Logo apds, 0s animais receberam suas respectivas racdes e foram
alimentados até a 102 semana. Antes do inicio dos tratamentos (na 10* semana), foi realizada
uma nova dosagem glicémica. Nesse momento, os animais que receberam dieta hiperlipidica
(HF, HFA e HFM) e foram induzidos a obesidade apresentaram valores hiperglicémicos

(p<0.05) em relagdo ao grupo controle com dieta padréo (Tabela 3). Ao final do protocolo (na
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142 semana), os animais foram submetidos a nova avaliagdo a fim de verificar o efeito dos
tratamentos. Apds 4 semanas, os grupos tratados (HFA e HFM) demonstraram uma reducéo
significativa (p <0,05) de glicemia quando comparados ao grupo HF com destaque para o grupo
tratado com ASE que, apesar de ndo demonstrar diferenca estatistica significativa, apresentou
um desempenho ainda melhor que o grupo tratado com o farmaco de efeito hipoglicemiante
(MET) (p <0,05, Tabela 3).

O TOTG realizado ao final da 14® semana (Figura 13), demonstrou resultados
semelhantes. O tratamento com ASE demonstrou um efeito hipoglicemiante significativo (p
<0,05) tanto em relacdo ao grupo HF quanto ao grupo tratado com MET, demonstrando um

desempenho melhor no controle da homeostase glicémica.

Tabela 3 - Niveis glicémicos inicial, pré-tratamento e final dos grupos C, HF, HFA e HFM

C HF HFA HFM

Glicemia Inicial (mg/dL) 1477+35 | 1424+4.4 | 1445+4.4 | 137.6+5.4

Glicemia Pré-tratamento 189.7 + * .
(mg/dL) 131.2 £ 10.3 118" 1979+7.1 | 203.2+9.6

T 190.8 + 118.6 + +
Glicemia Final (mg/dL) 144.1£3.3 12.9* 10.4* 136.6£7.9

Nota: Os valores estdo expressos como média * erro padrdo, n=15 para todos o0s grupos. *p < 0,05 em relagdo
ao grupo C, +p < 0,05 em relagdo ao grupo HF e #p < 0,05 em relagdo ao grupo HFM.

Figura 16 - Teste oral de toleréncia a glicose (A) e area sob a curva do TOTG (B) dos grupos
C, HF, HFA e HFM
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Nota: Os valores estdo expressos como média + erro padréo, n = 5-12 para 0s grupos. *p < 0,05 em relagdo ao
grupo C, +p < 0,05 em relagdo ao grupo HF e #p < 0,05 em relacdo ao grupo HFM.
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4.2.2 Leptina e GLP-1

A dosagem da leptina plasmatica demonstrou que o grupo HF apresentou niveis
circulantes significativamente elevados (p <0,05) desse hormonio em relagéo ao grupo controle.
Os tratamentos com ASE e MET foram capazes de reduzir (p <0,05) esses valores, apresentando
diferenca significativa em relacdo ao grupo HF com destaque para o grupo do farmaco (HFM)
que demonstrou um melhor desempenho. Esses ndmeros caracterizam o quadro de
hiperleptinemia tipico da obesidade sem controle de peso como representado pelo o grupo HF
(Tabela 4).

A dosagem do GLP1 ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos (Tabela 4).

Tabela 4 - Niveis plasméticos de Leptina e GLP-1 dos grupos C, HF, HFA e HFM

c HF HFA HEM

. 636.1« 1095 < 3504 £ 7951t

Leptina (pg/mL.) 131.6 108.1° 44.1* 20.4*
GLP-1 (pmol/L) 23409 | 199409 | 204+11 | 215409

Nota: Os valores estdo expressos como média + erro padrdo, n = 5-12 para 0s grupos. *p < 0,05 em relacéo ao
grupo C, +p < 0,05 em relacéo ao grupo HF e #p < 0,05 em relagdo ao grupo HFM.

4.2.3 Colesterol Total e TAG

O resultado do colesterol total e TAG demonstrou que o grupo no qual foi induzida a
obesidade e que ndo recebeu tratamento (HF) houve a caracterizacdo da dislipidemia
apresentando tanto colesterol total (CT) quanto triglicerideos (TAG) elevados (p <0,05) em
relacdo ao grupo controle. O grupo tratado com ASE demonstrou uma reducdo significativa (p
<0,05) em relacéo ao grupo HF e ao grupo tratado com metformina nos valores de CT, porém
essa reducdo néo foi estatisticamente significativa nos valores de TAG. Apenas o HFM foi
capaz de promover uma reducdo significativa do TAG em relagcdo ao grupo sem tratamento
(HF) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos dos grupos C, HF, HFA e

HFM
C HF HFA HFM
Colesterol Total (mg/dL) 1102428 | 2903% liuggspor| /771%
12.6 8.2
TAG (mg/dL) 161405 | 222+12° | 178414 | 163+ 1.1

Nota: Os valores estdo expressos como média + erro padrdo, n = 5-12 para 0s grupos. *p < 0,05 em relacdo ao
grupo C, +p < 0,05 em relagdo ao grupo HF e #p < 0,05 em relacdo ao grupo HFM.

4.2.4 Alanina aminotransferase (ALT)

A enzima hepética alanina aminotransferase dosada em plasma foi significativamente
maior (p <0,05) no grupo HF em comparacdo com o grupo controle e os grupos tratados (HFA
e HFM). A ALT encontra-se no citosol de hepatocitos e niveis aumentados no plasma podem
indicar deterioracdo na integridade da membrana plasmatica dos hepatocitos caracterizando um

possivel dano hepético no grupo com obesidade ndo tratado (HF) (Figura 17).

Figura 17 - Dosagem de alanina aminotransferase (ALT) dos grupos C, HF, HFA e
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Nota: Os valores estdo expressos como média + erro padrdo, n = 5-12 para 0s grupos. *p < 0,05 em
relacdo ao grupo C, +p < 0,05 em relacdo ao grupo HF e #p < 0,05 em relacéo ao grupo HFM.
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4.3 Efeito dos tratamentos com ASE e MET sobre o glicogénio hepético

Os resultados da dosagem de glicogénio hepéatico demonstraram que o grupo HF
apresentou valores reduzidos (p <0,05) quando comparados ao grupo tratado com ASE e ao
grupo controle, caracterizando um possivel comprometimento nessa via metabdlica no figado.
O grupo tratado com metformina (HFM) ndo apresentou essa mesma diferenca significativa
demonstrada pelo grupo HFA (Figura 18A).

Figura 18 - Dosagem de glicogénio hepético dos grupos C, HF, HFA e HFM (A)
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Nota: Os valores estdo expressos como média + erro padrdo, n = 5-12 para 0s grupos. *p < 0,05 em
relacdo ao grupo C, +p < 0,05 em relacdo ao grupo HF e #p < 0,05 em relacéo ao grupo HFM.

4.4 Efeito dos tratamentos sobre a esteatose pancreatica e hepatica

Como resultado temos que, no pancreas, as imagens (Figura 19A e 19B) evidenciaram
uma maior quantidade (p <0,05) de goticulas de lipidios nos tecidos do grupo HF quando
comparado ao controle, caracterizando um quadro de esteatose pancreatica. Os tratamentos com
ASE e metformina reduziram (p <0,05) o contetdo lipidico médio dos grupos tratados (HFA e

HFM) em relacdo ao grupo HF, ndo sendo encontrada apds o tratamento, diferenca significativa
com o grupo controle.
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Figura 19 - Gréafico quantitativo de esteatose pancreética (A) e imagens ilustrativas de esteatose
pancreatica (B) dos grupos C, HF, HFA e HFM

(A)

S T

g ¢ +

@ —_—

g

g ; ]

@ : 1

29 E )|

7 |

w 0- T -
< é ng' QQ*

Nota: Os valores estdo expressos como média * erro padrdo, n = 5 para os grupos. *p < 0,05 em relacéo ao grupo
C, +p < 0,05 em relacdo ao grupo HF e #p < 0,05 em relacéo ao grupo HFM.

No figado, as imagens (Figura 20A e 20B) demonstraram uma grande quantidade de
goticulas lipidicas (p <0,05) nos tecidos do grupo HF que, em relagéo ao controle, evidenciando
uma elevada diferenca entre esses grupos. Os grupos tratados (HFA e HFM), apresentaram uma
reducdo (p <0,05) dessa deposigéo de gordura em relagdo ao grupo HF em relacdo ao HF, porém
0 ASE demonstrou um efeito muito mais significativo no controle desse acimulo de gordura,
tanto quando comparado ao grupo HF quanto ao grupo tratado com metformina.

Figura 20 - Gréafico quantitativo de esteatose hepética (A) e imagens ilustrativas de esteatose
hepética (B) dos grupos C, HF, HFA e HFM
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Nota: Os valores estdo expressos como média * erro padrdo, n = 5 para 0s grupos. *p < 0,05 em rela¢do ao grupo
C, +p < 0,05 em relagdo ao grupo HF e #p < 0,05 em relagdo ao grupo HFM.
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4.5 Efeito dos tratamentos sobre a expressdo de insulina no pancreas

A imunomarcacdo da insulina demonstrou que o grupo HF apresentou niveis
significativamente elevados (p <0,05) de insulina, sugerindo uma hiperinsulinemia muito
caracteristica na RI induzida pela obesidade (Figura 20A). Os grupos tratados (HFA e HFM)

demonstraram niveis reduzidos (p <0,05) de expressédo de insulina, com destaque para o HFA
que mais se aproximou do grupo controle (Figura 21A).

Figura 21 - Gréficos quantitativos de imunomarcacéo de insulina no tecido pancreético e
imagens ilustrativas da imunomarcacéo de insulina dos grupos C, HF, HFA e HFM (A)
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0s como média + erro padrdo, n = 5 para 0s grupos. *p < 0,05 em relag&o ao grupo
C, +p < 0,05 em relacdo ao grupo HF e #p < 0,05 em relacéo ao grupo HFM.
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5 DISCUSSAO

Em relacdo aos parametros avaliados anteriormente, os animais do grupo HF sem
tratamento apresentaram aumento de peso corporal, maior indice de adiposidade, dislipidemia,
hiperglicemia, hiperleptinemia, alteracdo de ALT, reducdo de glicogénio hepatico, esteatose
pancreatica e hepatica. Sendo assim, entende-se que os fendtipos relacionados a obesidade e Rl
foram desenvolvidos no presente modelo experimental alimentados com dieta hiperlipidica
conforme bem demonstrado na literatura (Mekada et al. 2009; Rial et al., 2019; Li et al., 2020;
Li et al., 2020; Frieler et al. 2021)

Os polifendis, metabdlitos secundarios de plantas com propriedades antioxidantes, estao
envolvidos na defesa contra radiacdo ultravioleta e insultos patogénicos nas plantas e tém sido
sugeridos, em humanos, como protetores contra diversas doengas como a obesidade e suas
comorbidades associadas (Rodriguez-Ramiro et al., 2016).

Nossos resultados comprovam, em alguns aspectos analisados, a capacidade terapéutica
do ASE rico em polifendis como epicatequinas, catequinas e proantocianidinas (Rodrigues et
al., 2006; Rocha et al., 2007; Moura et al., 2012; Oliveira et al., 2015) nas alteracGes
metabdlicas relacionadas a essa doencga e compara com o farmaco Metformina.

Entre as acBes atribuidas a esses compostos bioativos esta a redugdo do ganho de peso
(Gwon et al., 2012; Wu et al., 2021; Lim et al., 2022). No presente modelo experimental, 0s
tratamentos demonstraram efetividade no controle de massa corporal e, consequentemente, na
reducdo de adiposidade. O ASE demonstrou uma capacidade ainda maior no controle do ganho
de peso quando comparado a metformina.

Quanto a ingesta alimentar, ainda que os resultados ndo tenham demonstrado uma
diferenca significativa no consumo caldrico entre os grupos superalimentados (HF, HFA e
HFM), houve uma redugdo modesta do grupo HFA que consumiu 37% a menos em relacéo ao
grupo HF e 20% a menos que 0 HFM Esses dados podem estar relacionados aos niveis
plasmaticos de leptina, hormdnio que age diretamente na saciedade.

Nossos resultados encontraram niveis significativamente elevados de leptina no grupo
HF quando comparado aos demais (C, HFA e HFM) caracterizando hiperleptinemia e,
possivelmente, resisténcia a sua acdo anorexigena. Esses dados podem justificar a maior
ingestdo alimentar desse grupo. Enquanto que o HFA demonstrou concentraces plasmaticas
préximas ao controle e, com isso, uma ingestdo calérica menor entre 0s animais

hiperalimentados. Ja o grupo tratado com metformina, apresentou quantidade reduzida de
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leptina plasmatica, o que pode ter prejudicado, ainda que minimamente, a saciedade desses
animais tratados.

Esse efeito antiobesogénico do ASE ja foi comprovado em diversos outros estudos (de
Oliveiraetal., 2010; de Oliveira et al., 2015; de Moraes Arnoso et al., 2020; Santos et al., 2020;
Tavares et al., 2020), assim como sua capacidade em reduzir os niveis de leptina como
demonstrado por de Bem et al. (2018).

E importante ressaltar que a obesidade nfo esta associada apenas ao ganho de peso e
acumulo excessivo de gordura no tecido adiposo, mas também em tecidos como péancreas,
figado e musculo. Evidéncias sugerem que o acumulo ectdpico de gordura nesses 6rgaos,
considerados tecidos nao adiposos, pode causar secre¢do anormal de lipidios e fatores
inflamatdrios, prejuizos no funcionamento do 6rgéo e levar ao desenvolvimento de RI (Yu and
Wang, 2017; Meex et al., 2019; Kunovsky et al., 2021).

O péancreas é um dos 6rgaos enddcrinos mais importantes envolvidos no metabolismo
dos glicolipideos. Ha evidéncias robustas indicando que a infiltracdo de gordura pancreéatica
pode introduzir efeitos adversos no metabolismo sistémico e, aparentemente, também esta
envolvida na patogénese do DM2 (Wagner et al., 2022). Evidéncias de cultura de células e
estudos em animais sugerem que a gordura excessiva no pancreas inibe a secre¢do de insulina
ou acelera a apoptose nas cé€lulas B pancredticas por meio de varios mecanismos, incluindo a
liberagdo de acidos graxos livres locais, fatores pro-inflamatorios e vasoativos, acumulo de
metabolitos de triglicerideos e estresse oxidativo (Lu et al. 2019; Wen et al. 2022)

Inicialmente, a resisténcia a insulina pode ser superada pelo aumento da producdo desse
horménio pelo pancreas, resultando em hiperinsulinemia. No entanto, durante a progressao para
o diabetes mellitus tipo 2, ocorre insuficiéncia pancreatica, comprometendo sua capacidade de
produzir esse hormonio. Curiosamente, também foi demonstrado que o acimulo de lipidios no
pancreas precede essa disfuncdo (Shah et al., 2022).

Em nosso modelo experimental, o acimulo de gordura no tecido pancreatico foi bem
demonstrado nos animais que receberam dieta hiperlipidica (HF, HFA e HFM) em relacéo ao
grupo controle. Os resultados da imunomarcacao de insulina em células betas também foram
coerentes nos animais sem tratamento (HF) nos quais foi induzida a obesidade, sugerindo uma
possivel hiperinsulinemia caracteristica da RI e na patogénese da DM2. Os animais tratados
apresentaram um percentual reduzido de gordura no pancreas (HFA e HFM) quando comparado
ao grupo HF.

Pela primeira vez, avaliamos o efeito do ASE no pancreas e seus resultados foram

novamente promissores. O grupo HFA apresentou uma deposicdo ectopica de gordura
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significativamente menor quando comparado ao grupo HF, superando o efeito terapéutico da
metformina no controle da esteatose.

Esses resultados podem ter contribuido para o controle glicémico dos grupos durante o
periodo de tratamento. Nos grupos alimentados com dieta hiperlipidica (HF, HFA e HFM),
encontramos niveis elevados de glicose plasmatica no periodo pré-tratamento quando
comparados ao grupo controle alimentado com dieta padrdo. Ao final de 4 semanas de
tratamento, podemos perceber uma reducdo importante e significativa da glicemia de jejum dos
grupos HFA e HFM em comparacéo ao HF.

O teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) realizado ao final do protocolo experimental,
demonstrou o mesmo efeito nos grupos que receberam tratamento com énfase para o grupo
HFA que apresentou um controle glicémico ainda melhor que o grupo tratado com a metformina
(p <0,05). Esses valores comprovam uma melhora na sensibilidade a insulina e,
consequentemente, na RI presente na obesidade. 1sso pode estar relacionado a alguns efeitos
encontrados em estudos anteriores em nosso grupo. De Bem et al. (2018) e Santos et al. (2020)
demonstraram que o ASE foi capaz de aumentar a expressao de receptores de insulina bem
como de proteinas envolvidas na cascata de sinalizacdo em tecido adiposo e musculo
esquelético em modelo de DM2 e obesidade. O aumento dessas proteinas pode favorecer a acdo
desse hormonio e consequentemente a reducgéo da glicemia.

Quanto & expressdo de insulina nas ilhotas por imuno-histoquimica, o grupo HF teve
niveis quantificados desse hormdnio superiores quando comparados ao grupo controle e aos
grupos tratados com Metformina e ASE. Esse hormonio tem como principal fun¢do manter a
homeostase glicémica.

Outro horménio fundamental nesse processo e com inimeros outros efeitos metabdlicos
é 0 peptideo-1 semelhante ao glucagon (GLP1). O GLP1 capaz de estimular a sintese e secrecao
de insulina pos-prandial das células B pancreaticas e melhorar a resisténcia a insulina (Holter et
al., 2022).

Nossos resultados ndo tiveram diferenca significativa de GLP1 entre 0s grupos
analisados. Isso pode ser justificado pelo periodo longo de 6 horas de jejum que 0s animais
foram submetidos pré-eutanasia. A secre¢do desse horménio é estimulada principalmente pela
presenca de nutrientes no limen intestinal no estado pos prandial como carboidratos, gorduras
e proteinas (Fehmann and Habener, 1992; Holter et al., 2022). Além disso, estudos relatam que
em camundongos, esse metabolito é eliminado em poucos minutos devido a clivagem
endoproteolitica pela neutral endopeptidase 24.11 (NEP 24.11). Portanto, a medicé&o precisa da
secrecdo de GLP1 em camundongos requer ensaios para metabolitos de NEP 24.11. Os testes
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de ELISAs convencionais tem se mostrado inadequados em fornecer uma dosagem fidedigna.
(Windelgv et al., 2017; Esser et al., 2022).

Estudos anteriores que ja elucidaram o potencial do ASE em reduzir a glicemia de jejum
em animais nos quais houve a inducdo de obesidade com dieta hiperlipidica (de Oliveira et al.,
2010; de Oliveira et al., 2015; de Bem et al., 2018; de Moraes Arnoso et al., 2020; Santos et
al., 2020; Tavares et al., 2020), no entanto, estamos pela primeira vez comparando esses efeitos
com a acdo do hipoglicemiante oral mais receitado atualmente no manejo da hiperglicemia e
no tratamento do DM2 (Infante et al. 2021; Corcoran and Jacobs, 2022; Cozma et al. 2022).

O acumulo de gordura intra-hepéatica (GIH), resultado da deposicao intracelular de
triglicerideos no figado, € promovido pela disfun¢éo do tecido adiposo corporal e pela RI (van
Herpen and Schrauwen-Hinderling, 2007; Meex et al., 2019). A infiltracdo de gordura superior
a 5%, na auséncia de abuso de alcool, caracteriza doenca hepatica gordurosa nao alcoolica
(DHGNA). O acumulo de GIH esta associado a enzimas hepéticas elevadas, resisténcia a
insulina, diabetes tipo 2, risco cardiovascular e malignidades extra-hepéticas (Younossi et al.,
2016; Méndez and Medina, 2021).

Nossos animais alimentados com dieta hiperlipidica (HF, HFA e HFM) apresentaram
uma maior deposicdo ectdpica de gordura quando comparado ao grupo controle, bem como
niveis de colesterol total e triglicerideos plasmaticos elevados. O grupo HF apresentou 16,5%
de infiltracdo gordurosa no tecido hepatico, caracterizando DHGNA. O grupo tratado com ASE
teve uma reducdo muito significativa dessa esteatose quando comparado ao grupo tratado com
metformina. Sendo assim, apenas o extrato foi capaz de tratar essa esteatose hepatica comum
no estado de obesidade e supernutri¢do, se aproximando dos valores apresentados pelo grupo
controle.

Sabe-se que 0 excesso de gordura visceral é capaz de prejudicar a capacidade funcional
do 6rgdo. A ALT € uma enzima hepatica considerada um marcador muito especifico para lesdo
no figado, podendo sinalizar deterioracdo da membrana plasmatica dos hepatocitos (Wang et
al., 2022). N&o é surpresa que 0s niveis dessa enzima estejam aumentados no grupo HF nao
tratado que apresentou também um maior nivel de esteatose tecidual. J& os animais tratados
(HFA e HFM), tiveram seus niveis reduzidos no plasma.

O metabolismo de glicogénio também foi fortemente comprometido no grupo HF,
apresentando niveis menores no tecido quando comparados aos demais grupos do protocolo
experimental (C, HFA e HFM). Sabe-se que a via de glicogénese é ativada no figado pela
insulina, um horménio anabdlico, em estado hiperglicémico (Schwartz et al. 2016; Khin et al.

2021). O estado de RI bem estabelecido nesse grupo pode ter comprometido a acdo desse
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horménio prejudicando assim, a conversdo da glicose em excesso no sangue em glicogénio
hepatico.

Quanto a dislipidemia, ambos os tratamentos foram capazes de diminuir triglicerideos,
porém apenas o0 ASE foi capaz de controlar o aumento de colesterol total apresentado pelos
grupos alimentados com dieta hipelipidica (HF e HFM).

Diversos estudos feitos em nosso laboratério ja foram capazes de demonstrar o efeito
do ASE no controle da DHGNA e da dislipidemia em modelo de obesidade. Nossos resultados
comprovam que 0 extrato possui capacidade de reduzir substancialmente as alteracdes
metabdlicas e a esteatose hepatica induzidas pela dieta HF, reduzindo a lipogénese, aumentando
a excrecado de colesterol e reduzindo dano hepatico (de Oliveira et al., 2010; de Oliveira et al.,
2015; Santos et al., 2020; Tavares et al., 2020; de Moraes Arnoso et al., 2020).

Pesquisas realizadas em nosso laboratério também demonstraram que o ASE tem a
capacidade de aumentar a concentracdo de adiponectina plasméatica no mesmo modelo animal,
podendo assim, regular o peso corporal destes animais. Esse aumento da adiponectina
plasmatica gera maior ativacao da proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e maior oxidacdo
de acidos graxos, consequentemente, promove maior controle do peso corporal e menor
acumulo de gordura (de Oliveira et al., 2015). Outros estudos demostraram que o ASE reduz a
adipogénese e suprime o acimulo de lipidios no modelo in vivo e nos adipécitos, reforcando
nossos resultados (de Oliveira et al., 2015). No entanto, ainda ndo foi evidenciado por qual
mecanismo o ASE atua promovendo estes beneficios.

A reducdo da obesidade e de suas comorbidades pode ser explicada pela acdo dos
polifendis em melhorar varias vias metabolicas no organismo (Méndez and Medina, 2021).

Recentemente, mais e mais extratos ou compostos derivados de plantas foram avaliados
como tendo atividades antidiabéticas e agindo na manutencdo da normoglicemia bem como
atuando com efeitos antiobesogénicos e no controle de todas as alteracdes demonstradas no
presente trabalho enfatizando o enorme potencial desses compostos bioativos no tratamento de
doencas cronicas ndo transmissiveis (Subhasree et al., 2015; He et al., 2019; Tang et al., 2019;
Herranz-Lépez et al., 2019; Leverrier et al., 2019; Zielinska-Blizniewska et al. 2019; Balsan et
al., 2019; Jugran et al., 2021; Kumar et al., 2021; Méndez and Medina, 2021; Zaky et al.,
2022; Wang et al., 2022; Mirzababaei et al. 2022).

Gragas a sua seguranca e eficacia estendida, os compostos vegetais sao considerados
alternativas aos medicamentos tradicionais para o tratamento da obesidade ou como base para

o desenvolvimento de novos agentes farmacéuticos (Pérez-Torres et al. 2021).
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Estudos prévios do nosso grupo demonstraram um efeito preventivo do ASE em
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. Entretanto, demonstramos pela primeira
vez, um efeito terapéutico do extrato sobre essas mesmas alteracdes metabolicas em novos
tecidos. Os resultados apresentados no presente trabalho reforcam a teoria de que o ASE poderia
ser uma estratégia potencial para modular a Rl e comorbidades caracteristicas da obesidade,
apresentando grande potencial como alternativa terapéutica farmacologica eficiente no controle
dessas alteracGes visto que os tratamentos atuais estdo associados a diversos efeitos colaterais.

Em muitos de nossos resultados, os efeitos do extrato foram mais significativos do que
da metformina. Os principais mecanismos de a¢do do farmaco estdo relacionados a seu efeito
hipoglicemiante, agindo na reducdo da producdo de glicose hepatica (gliconeogénese), na
reducdo da absorcao intestinal de glicose e na melhora da sensibilidade a insulina (Cozma et al.
2022; Drzewoski and Hanefeld, 2021). No entanto, esses resultados modestos podem estar
relacionados ao tempo de tratamento aos quais os animais foram submetidos. E possivel que 4
semanas ndo tenha sido suficiente para que todos os beneficios ja comprovados da metformina

fossem demonstrados no atual modelo experimental.
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CONSIDERACOES FINAIS

A ingestdo de uma dieta rica em lipideos durante um determinado periodo foi capaz de induzir
obesidade e alteragBes metabdlicas, tais como, dislipidemia, hiperglicemia, hiperleptinemia,
alteracdo de ALT, reducdo de glicogénio hepético, esteatose pancreatica e hepatica. Nossos
resultados nos permitiram concluir que ambos os tratamentos foram capazes de melhorar
diversos marcadores associados ao ganho de peso excessivo. O tratamento com ASE foi capaz
de reduzir o peso corporal, o indice de adiposidade, os niveis de colesterol total, glicose, leptina
e ALT no plasma além de reduzir a imunomarcacédo de insulina nas ilhotas. O ASE também se
mostrou eficaz na reducdo de esteatose pancreatica e hepatica e aumentou o glicogénio
hepatico, apresentando resultados em alguns desses pontos ainda mais promissores do que 0s
da metformina utilizada para comparacdo. Este efeito é provavelmente mediado pelos
polifendis presentes no extrato do caroco do acai. Evidéncias recentes demonstraram que esses
compostos tém um efeito antiobesogénico significativo e sdo capazes de melhorar a funcéo dos
orgaos envolvidos no controle metabdlico. Diante desses estudos pré-clinicos, o ASE mostrou-
se bastante promissor, expandindo a viabilidade de administrac&o oral do mesmo no tratamento
de alteracOes associadas a obesidade e a RI a fim de manter a homeostase glicémica e amenizar
0s impactos relacionados a doenca.
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