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RESUMO

A prevaléncia da diabetes e das dislipidemias vem crescendo mundialmente configurando---
como uma epidemia resultante,principalmente, do excesso de peso, da inatividade fisica e da
suscetibilidade genética. Existem relatos de muitos produtos de origem natural que possuem
atividade hipoglicémica e hipolipidémica. Dentre eles, podemos citar os terpenos, que
constituem o maior grupo de produtos do metabolismo secundério de plantas. O terpeno
estudado no presente trabalho € o 4cido betulinico (AB), um triterpeno pentaciclico do tipo
lupano que apresenta uma variedade de atividades bioldgicas e farmacoldgicas. Assim, o
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito hipolipidémico e hipoglicémico do AB em
protocolos experimentais de dislipidemias e diabetes induzidas farmacologicamente bem
como estudar seu potencial toxico in vivo. O grupos tratados com AB receberam as doses de
5(ABS5), 10(AB10) e 20(AB20)mg/Kg. A avaliacdo da agdo do hipoglicémica do AB foi
através do protocolo de diabetes induzida por aloxano e o teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG). Para verificar sua atividade sobre o metabolismo lipidico, foi realizado o protocolo
de indugdo da dislipidemia através da injegdo intraperitoneal de triton WR 1339. Além disso,
foi realizado o protocolo de hipercolesterolemia induzida por dieta modificada. A toxicidade
foi avaliada pela realizagdo do estudo toxicoldgico de doses repetidas durante 28 dias
mediante administragdo Unica didria por via oral de AB. Depois do protocolo de diabetes
induzida por aloxano, observou-se uma reducdo da glicemia nos animais dos grupos AB10 e
AB20. Os triglicerideos e o colesterol total reduziram significativamente em todas as doses
estudas. O tratamento com AB10, reduziu ainda o pico glicémico causado pela sobrecarga de
glicose (2g/Kg) no TOTG. Apods 24h da indugdo com triton, verificou-se a redugdo
significativa dos triglicerideos nos grupos tratados com AB nas doses de 10 e 20mg/Kg.
Depois de 48h, os animais do grupo AB10 manteve tal redu¢dao. No protocolo de
hipercolesterolemia induzida por dieta modificada o AB nas doses de 10 e 20mg/Kg,
promoveu uma diminuicao significativa do colesterol total plasmatico. Nao foram encontradas
alteracdes significativa nos parametros avaliados apo6s protocolo de toxicidade oral em doses
repetidas. Os resultados obtidos demonstram o potencial terap€utico e a seguranga do acido
betulinico no tratamento das dislipidemias e diabetes, apesar de serem necessarios novos
estudos pré-clinicos e clinicos para sua utilizagdo no mercado.

Palavras-chave: Triterpenos. Diabetes mellitus. Dislipidemias.



ABSTRACT

Diabetes and dyslipidemia prevalence has been increasing globally configured as an epidemic
resultant mainly from overweight, physical inactivity and genetic susceptibility. There are
reports of many natural products that have hypoglycemic and hypolipidemic activity. Among
them we mention the terpenes, which are the largest group of secondary products of plants
metabolism. The terpene studied in this work was betulinic acid (BA), a pentacyclic triterpene
lupano type that presents a variety of biological and pharmacological activities. The objective
of this study was to evaluate BA hypoglycemic and hypolipidemic effects in experimental
protocols of dyslipidemia and diabetes induced pharmacologically as well as studying their
toxic potential in vivo. The BA-treated groups received doses of 5 (BAS), 10 (BA10) and 20
(BA20) mg/kg. The evaluation of the BA hypoglycemic action was carried out through
diabetes induced by alloxan protocol and oral glucose tolerance test (OGTT). To check their
activity on lipid metabolism, it was carried out dyslipidemia protocol induced by Triton WR
1339 intraperitoneal injection. In addition, it was performed the protocol modified diet-
induced hypercholesterolemia. Toxicity was assessed by the study repeated doses for 28 days
treating daily with BA doses via gavage. After the protocol of alloxan-induced diabetes, there
was a blood glucose reduction in groups BA10 and BA20. Triglycerides and total cholesterol
decreased significantly at all doses studied. BA10 treatment, also reduced the blood glucose
peak caused by glucose overload (2g/Kg) in the OGTT. After 24 hours of dyslipidemia
induced by triton, there was a significant triglycerides reduction in groups treated with BA at
doses of 10 and 20mg/Kg. After 48h, triglycerides levels remained reduced in group treated
with BA10. In hypercholesterolemia induced by diet modified protocol BA at doses of 10 and
20mg/kg, promoted a significant decrease in total cholesterol levels. There were no significant
changes in the parameters evaluated after repeated dose oral toxicity protocol. Results
demonstrate the therapeutic potential and safety of betulinic acid in the treatment of
dyslipidemia and diabetes, although others pre-clinical and clinical studies are necessary for
its use by population.

Key words: Betulinic Acid. Diabetes. Dyslipidemia.
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1 INTRODUCAO

1.1 Produtos Naturais

Produtos naturais sdo moléculas organicas produzidas por tecidos vivos de
plantas superiores, fungos, bactérias, organismos marinhos ¢ animais. Eles exibem uma larga

diversidade quimica e propriedades biologicas (FULDA; KROEMER, 2009).

A historia da utilizagdo de produtos naturais faz parte da evolugdo humana, pois
foram os primeiros recursos terapéuticos utilizados pelos povos. As antigas civilizagdes tém
suas proprias referéncias a cerca das plantas medicinais e, muito antes do surgimento da
escrita, 0 homem ja utilizava as plantas tanto como alimento quanto como medicamento

(TOMAZZONI; NEGRELLE; CENTA, 2006).

A busca por alivio e cura de doengas utilizando ervas e folhas talvez tenham
sido uma das primeiras formas de emprego de produtos naturais (VIEGAS; BOLZANI,
BARREIRO, 2006). Mesmo com o passar do tempo, nas regides mais pobres do pais, e até
mesmo nas grandes cidades brasileiras, as plantas medicinais ainda sdo comercializadas em
feiras, mercados populares e cultivadas em residéncias (MACIEL et al., 2002). Sua aplicagdo
¢ vasta, abrangendo desde o tratamento de doengas como o cancer até infec¢des causadas por

microorganismos patogénicos (MELO, 2009).

Segundo a Organiza¢do Mundial de Saude (OMS), no inicio da década de 90,
em torno de 65-80% da populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas
medicinais como unica forma de acesso a saude. Apesar da grande evolugdo da medicina
tradicional, persistem os obstaculos na sua utilizacao pela populagao carente, que vao desde a
dificuldade no atendimento hospitalar a obtencao de exames e medicamentos. Esses motivos,
associados a facil obten¢do e a grande tradicao do uso, contribuem para a utilizagdo de plantas

para fins medicinais (AGRA et al. 2008; VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Como o Brasil ¢ um dos paises mais ricos do mundo em biodiversidade, contando
com mais de 55.000 espécies catalogadas de um total mundial estimado entre 350.000 a

550.000 (SIMOES; SCHENKEL, 2002; MITTERMEIER et al., 2005), ele se torna bastante
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promissor no desenvolvimento de novas moléculas devido a sua variedade de animais e

plantas.

A biodiversidade ocorre devido a interagdo entre os organismos Vivos € 0
ambiente, proporcionando a formagdao de diversas substidncias quimicas complexas que
contribuem para o aumento de sua competitividade e sobrevivéncia (MISHRA; TIWARI,
2011). Entdo, a diversidade biologica ¢ uma importante fonte de substincia
farmacologicamente ativas, destacando-se, também, pelo seu valor ambiental, portanto, sua

preservacao ¢ fundamental (BARREIRO; BOLZANI, 2009).

A natureza tem produzido grande parte das substdncias organicas conhecidas
(SAMY; PUSHPARAJ; GOPALAKRISHNAKONE, 2008; MONTANARI; BOLZANI,
2001) e estudos utilizando plantas sdo particularmente interessantes, pois elas podem tanto ser
usadas na medicina complementar alternativa, quanto podem servir como base para o

desenvolvimento de novas drogas pela industria farmacéutica (SATO et al., 2006).

Desde 1994, varios estudos indicam que aproximadamente 50% das drogas
aprovadas para o uso em humanos sao provenientes de produtos naturais. Em 2008, mais de
uma centena desses compostos estavam em fase de testes clinicos (HARVEY, 2008) e entre
os anos de 2005 e 2010, em torno de 19 drogas de origem natural foram aprovadas para

comercializagdo no mercado de diferentes paises (MISHRA; TIWARI, 2011).

No entanto, cerca de 90% da populagdo economicamente carente do Nordeste
utiliza as plantas medicinais para solucionar seus problemas de satude, apesar de ndo ter sua
eficacia terapéutica comprovada, baseando-se apenas no conhecimento popular (MATOS,

2002; SILVA et al., 2006).

Assim, ¢ importante a realizacdo de pesquisas envolvendo produtos naturais por
diversos motivos. Dentre eles, o fato de que, apesar da grande diversidade vegetal brasileira, o
crescimento de pesquisas nessa area ¢ inferior a 10% ao ano. Tal situacdo dificulta o uso
racional das plantas medicinais e medicamentos fitoterdpicos, dada caréncia de informagdes

adequadas sobre aspectos como eficacia e seguranga desses produtos (MARIZ et al., 2008).
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Por isso, a identificagdo dos componentes ativos, bem como a elucidacao de seus
mecanismos de acdo, sdo grandes desafios para a quimica farmacéutica, bioquimica e

farmacologia (MACIEL et al., 2002).

A quimica de produtos naturais tem grande importincia, pois pode fornecer
substancias com atividade biologica que dificilmente seriam obtidas por sintese quimica.
Além disso, as moléculas obtidas de fontes naturais podem ser levemente modificadas com o
intuito de melhorar sua atividade bioldgica, bem como podem ser utilizadas como prototipo
para a obtencdo de farmacos com atividades terapéuticas (TUROLLA; NASCIMENTO,
2006).

Principios ativos extraidos de plantas, em sua forma isolada, tornam os estudos
para a investigacdo de atividade bioldgica mais vantajosos, uma vez que a agdo encontrada
sera atribuida a uma tunica substancia em uma concentracdo determinada, bem como a maior
facilidade para o controle de qualidade em relagdo a produtos com composi¢do complexa e

nao conhecida completamente (LEITE, 2008; SCHENKEL; GOSMAN; PETROVICK, 2003)

Estudos para determinar a eficacia bioldgica de fitocompostos especificos
provenientes de alimentos e de plantas sdo realizados através de experimentagao in vitro e in
vivo. Eles sdo realizados a partir de protocolos de cultivo celular e modelos animais que
antecedem os estudos em humanos, essa abordagem ¢ adotada pela industria farmacéutica no
desenvolvimento de novos medicamentos. No entanto, além da atividade bioldgica
comprovada, ¢ necessario avaliar a seguranga por meio de estudos toxicoldgicos (TRAKA;

MITHEN, 2011).

1.2 Toxicologia de produtos naturais

Pesquisas realizadas para avaliar o uso seguro de produtos naturais ainda ndo sao
suficientes, assim como o seu controle e comercializagdo. A toxicidade desses produtos ¢ um
problema de saude publica, uma vez que os efeitos adversos provenientes da sua utilizagao,
bem como o sinergismo com outras drogas, ocorrem comumente (VEIGA JUNIOR; PINTO;

MACIEL, 2005).
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A maioria dos fitoterapicos que sdo usados por automedicacdo ou por prescri¢cao
médica, nao tem seu perfil toxicoldgico conhecido. O produto, mesmo com baixa toxicidade,
quando usado de forma inadequada, pode resultar em graves problemas de saude,
principalmente, se utilizado de forma excessiva, contra-indicado e/ou em uso concomitante
com outros medicamentos (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008; VEIGA JUNIOR,
2008).

Além disso, as reagdes adversas podem ser desencadeadas pela presenca de
contaminantes nas preparagdes fitoterapicas, exigindo um rigoroso controle de qualidade no
cultivo, na coleta e na extracao dos constituintes da planta, até a elaboragdo do medicamento

(TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

Nesse sentido, os produtos naturais sdo semelhantes a xenobidticos sintéticos, pois
a autorizacdo para o seu uso deve ser baseada em evidéncias experimentais de que seu
beneficio terapéutico ¢ maior do que o risco inerente ao seu uso (LEITE, 2008; BRASIL,

1995).

Os estudos toxicoldgicos sdo realizados visando prever os possiveis efeitos
adversos, que podem se manifestar apos a exposicdo humana a determinada substancia
quimica, podendo ser um medicamento, um praguicida, um agente quimico industrial, dentre
outros, utilizando, principalmente, modelos animais para este proposito (CAZARIN;

CORREA; ZAMBRONE, 2004).

Segundo a RE n°90 (Resolucdo Especial) da ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria), os estudos toxicoldgicos podem ser ensaios de longa duracdo ou de
doses repetidas, podendo ser subdivididos em experimentos de quatro semanas (30 dias de

tratamento) e de doze semanas (90 dias de tratamento) (BRASIL, 2004).

Assim, a pesquisa sobre as propriedades quimica, a farmacologia e a determinagao
da toxicidade de produtos derivados de plantas € essencial, uma vez que os vegetais
contribuem de forma significativa para o fornecimento de substancias ativas, muitas delas,
oriundas do metabolismo secundarios das plantas, sendo utilizadas como medicamentos

(PINTO et al., 2002). Um importante grupo de metabdlitos secundarios isolados de plantas
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denomina-se terpenos, despertando o interesse em virtude de suas potenciais atividades

farmacologicas.

1.3 Terpenos

Os terpenos ou terpendides constituem o maior grupo de produtos do metabolismo
secundario de plantas, sendo classificadas em hemiterpernos (C5), monoterpeno (C10),
sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (40) de acordo com as unidades pentacarbonadas (TAIZ; ZEIGER, 2009;
BERGAMASCHI, 2010).

Os metabolitos secundarios sdo compostos quimicos cuja sintese ocorreu como
consequéncia da evolugdo das espécies vegetais @ medida que elas adaptavam-se ao meio
ambiente, enquanto que os metabolitos primarios estdo presentes em todas as plantas (CHEN

etal., 2011).

Os terpenos apresentam diversas fungdes bioldgicas nas plantas, sendo
importantes ndo apenas para o seu crescimento e desenvolvimento, mas agindo, também, na
interagdo delas com o ambiente. Dessa forma, atuam na atragdo de polinizadores e na
protecdo contra predadores herbivoros, bem como na prevengdo contra a fotoxidacdo dos
tecidos, exercendo um importante papel na preservacdo do reino vegetal. Mais de 20.000
diferentes terpenos sdao conhecidos e possuem uma imensa diversidade estrutural,
contribuindo para suas variadas aplicacdes, tais como em insumos para produtos

farmacéuticos e cosméticos, flavorizantes, assim como inseticidas (THOLL, 2006).

O terpeno estudado no presente trabalho pertence ao grupo dos triterpenos,
podendo ocorrer tanto na forma livre, quanto na forma de agliconas de saponinas
triterpendides, estando presentes em muitos vegetais, sendo empregados na medicina popular
e como alimentos (FRIGHETTO et al., 2005). Atribui-se a essas substancias diversas
atividades bioldgicas tais como: cardioprotetora (SUDHAHAR et al. ,2007), gastroprotetora
(PERTINO et al., 2007), antiinflamatoria (MEDEIROS et al., 2007), antitumoral (BRAGA et
al., 2007) e anti-hiperglicémica (SATO et al., 2007).
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Os principais grupos de triterpenos sao representados por derivados tetraciclicos e
pentaciclicos. Triterpenos pentaciclicos apresentam um esqueleto com 30 carbonos,
configurados em cinco anéis de seis membros ( ursanos e lanostanos) ou em quatro anéis de
seis membros € um anel de cinco membros (lupanos e hopanos) (CHUNG; NAVARATNAM;
CHUNG, 2011). A diversidade estrutural desses metabolitos contribui de forma importante

para a diversidade de suas ag¢des bioldgicas (SPORN et al., 2011).

Estudos experimentais com compostos triterpenos pentaciclicos mostraram a
inibi¢do de diferentes sistemas enzimaticos estreitamente relacionados com a absor¢ao e com
a metabolizacdo de carboidratos e lipideos, como a lipase e a alfa amilase (ALI;
HOUGHTON; SOUMYANATH, 2006; YOSHIZUMI et al.,2006), da proteina tirosina
fosfatase (ZHANG et al.,2008), da glicogénio fosforilase (WEN et al., 2008), da diacilglicerol
acetiltransferase (DGAT) (CHUNG et al.,2006) e da alfa glucosidase (ATTA-UR-RAHMAN
et al.,2008; MELO et al., 2009).

1.4 Acido Betulinico

O é4cido betulinico (AB) (Figura 01) ¢ um triterpeno pentaciclico do tipo lupano
amplamente distribuido no reino vegetal, presente em frutas e verduras. Suas fontes
tradicionais sdo espécies européias do género Betula, que produzem seu alcool precursor, a

betulina (FRIGHETTO et al., 2005).

Ele também estd presente em inlimeras espécies tropicais, sendo extraido em
grandes quantidades da casca de uma variedade de espécies de arvores, dentre elas as do
género Clusia (FRIGHETTO et al., 2005; YOGEESWARI; SRIRAM, 2005). Esse género
engloba cerca de 250 espécies que ocorrem em regides tropicais e subtropicais das Américas
do Sul e Central, apresentando-se na forma de arbustos, cipds, bem como arvores de pequeno,

médio e grande porte, chegando até os 20 metros de altura (FARIAS et al., 2011).
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Figura 1. Estrutura quimica do acido betulinico.

Esse triterpeno apresenta uma variedade de atividades bioldgicas e
farmacoldgicas, dentre elas pode-se citar as atividades antimaldrica, antiinflamatoria,
antihelmintica, antioxidante, anti-HIV, propriedades imunomodulatérias e antineoplasica em
diferentes células cancerigenas humanas (YOGEERSWARI; SRIRAM, 2005). Dentre essas
atividades, destaca-se o efeito antineoplasico, visto que, apesar da potente citotoxicidade do
acido betulinico contra varios tipos de cancer, ele parece ndo atuar em células normais

(FULDA; KROEMER, 2009; ZUCO et al., 2002).

Além dessas acdes, o acido betulinico vem despontando como uma substancia
potencialmente 1til no tratamento da obesidade, uma vez que inibe a diacilglicerol
aciltransferase (DGAT), enzima envolvida na sintese dos triglicerideos (CHUNG et al.,

2006).

Recentemente, pesquisas realizadas pelo nosso grupo do Laboratorio de Pesquisa
de Bioquimica Clinica em parceria com o Laboratdrio de Produtos Naturais, da Universidade
Federal do Ceara, demonstraram uma diminui¢do no ganho de massa corpoérea ¢ aumento da
sensibilidade a insulina em animais obesos. Observou-se ainda, a modulagdo de diversas
enzimas e hormoénios envolvidos na absor¢do e metabolismo dos carboidratos e lipidios

(MELO et al., 2009).

Assim, de acordo com o exposto, verifica-se a importancia no que diz respeito ao

estudo das atividades hipolipidémica e hipoglicémica do acido betulinico.
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1.5 Diabetes mellitus

Existem relatos de muitos produtos naturais que possuem atividade hipoglicémica.
Nos ultimos anos, o uso da medicina alternativa tem aumentado muito, pois cerca de um terco
da populacdo diabética dos Estados Unidos trata a doenca utilizando tratamentos
complementares. Substancias com diferentes mecanismos redutores de glicose sdo
encontradas nas plantas. Mecanismos estes, muitas vezes, semelhantes ao das classes de

hipoglicemiantes orais ja conhecidas (SATO et al., 2006).

A Diabetes mellitus (DM) ¢ uma das doengas do sistema enddcrino mais comuns,
acometendo cerca de 4,4% da populagdo (GAO et al., 2009). Segundo Bellahcen et al. (2011)
a incidéncia de diabetes tende a crescer em todo o mundo a uma taxa de aproximadamente 3%
ao ano, podendo aumentar de 171 milhdes em 2000 para 342 milhdes de pacientes em 2030

(OJEZELE; ABATAN, 2011).

No Brasil, assim como em outros paises em desenvolvimento, a diabetes esta
sendo reconhecida como um importante problema de saude publica, haja vista que tem
ocupado um percentual de 30 a 40% das causas de morbidade entre pessoas adultas (SILVA

et al., 2008).

A DM ¢ uma doenga cronica que ocorre quando o pancreas nao produz insulina
suficiente, ou quando o corpo ndo pode efetivamente utiliza-la, resultando em hiperglicemia.
Essa condi¢@o pode causar sérios danos aos diversos sistemas do organismo, em especial aos

sistemas nervoso ¢ circulatorio (ESPINOSA et al.,2011).

A Diabetes mellitus tipo 1 (DM 1) ocorre devido a destruicdo das células [
pancredticas que sdo responsaveis pela producao da insulina. Essa destruicao ¢ resultado de
uma intera¢do de fatores imunolodgicos, genéticos e ambientais (VAN DEN DRIESSCHE et
al.,2009). Suas manifestagdes clinicas surgem quando cerca de 80% das células beta foram

destruidas (GODOI, 2011).

Na diabetes mellitus tipo 2 (DM 2), inicialmente, observa-se uma elevagdo
concomitante da resisténcia a insulina e dos seus niveis séricos, quando o pancreas nao produz

mais insulina suficiente para manter o equilibrio da glicemia, ocorre a hiperglicemia
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(SOUSA, 2010). Assim, na DM2 a hiperglicemia ocorre como consequéncia da acao ineficaz
da insulina devido a fatores como o excesso de peso, a inatividade fisica e a suscetibilidade

genética (ESPINOSA et al., 2011).

Estima-se que grande parte dos pacientes com DM2 sdo obesos. De acordo com
Shulman (2000), o excesso de gordura corporal induz a resisténcia a insulina que pode ocorrer
por uma reducdo no transporte da glicose. Essa reducdo acontece pelo efeito direto dos acidos
graxos sobre o transportador GLUT 4 e/ou pode resultar de alteracdes na sinalizagdo da
insulina, fazendo com que essa enzima ndo promova seus efeitos metabolicos (SALA et al.,
2011). Esses pacientes representam cerca de 80-90% de todos os casos, sendo uma crescente

ameaga a satide publica (PAPI REDDY et al., 2009).

Existe, ainda, outra forma de DM menos frequente, conhecida como diabetes
gestacional. Ela ocorre quando surge uma intolerancia aos carboidratos, em diferentes graus,
durante a gestacdo, aumentando o risco de complicagdes para mae e filho. O diagnostico ¢é
realizado através do teste oral de tolerancia a glicose (TOTG), e alguns estudos sugerem que
mulherem que desenvolveram a diabetes gestacional, aumentam o risco do surgimento de DM

2 durante a vida (HORVATH et al., 2010).

A DM ¢ caracterizada pela desregulacdo no metabolismo dos carboidratos,
proteinas e lipideos (BOYLE et al., 2001). Assim, a hiperglicemia e a hiperlipidemia estao
envolvidas no desenvolvimento de complicagdes macro e microvasculares, sendo as

principais causas da morbimortalidade relacionada a diabetes (GAO et al., 2009).

Na hiperglicemia, parte da glicose passa a ser eliminada através da urina
(glicosuria), e por sua acao osmdtica, o volume urinario (politiria) aumenta, podendo resultar
em desidratacdo e polidipsia. A deficiéncia na produ¢@o ou na atividade da insulina dificulta a
utilizag¢do da glicose por tecidos insulino-dependentes. Assim, os triacilglicerois armazenados
sdo utilizados com consequente liberagdao de acidos graxos no sangue, tornando-se a principal
fonte de energia do organismo, resultando no aumento da produgdo de corpos cetonicos
responsaveis pela acidose metabolica. (CARVALHO, 2007; LEHNINGER; NELSON; COX,
2002).
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A evolucdo da doenca sem o controle glicémico ideal pode acarretar em
complicagdes agudas como a perda de peso, cetoacidose diabética, estado hiperosmolar

glicémico, hipoglicemia e acidose latica, bem como complicag¢des tardias microvasculares

(retinopatia) (GUIDONI, 2009) (Figura 2).

Figura 2. Consequéncias metabdolicas da deficiéncia ou resisténcia a insulina
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Fonte: (CARVALHO, 2007; DAVIES; BLAKELEY; KIDD 2002).
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Observa-se que a diabetes tem sido cada vez mais influenciada pelo estilo de vida
e dieta. O seu tratamento envolve mudancas alimentares, aliada ao uso de farmacos redutores
da glicose no sangue através de diferentes mecanismos, incluindo o aumento da secrecdao de
insulina ¢ da absor¢do ¢ metabolizagdo da glicose (ESPINOSA et al., 2011). Os recursos
terapéuticos para o controle da diabetes incluem a administragdo da propria insulina e
hipoglicemiantes orais, tais como: sulfoniluréias, biguanidas e inibidores de a-glicosidase,

utilizados em monoterapias ou associados.

As sulfoniluréias, por exemplo a glibenclamida, atuam principalmente
estimulando a liberagcdo de insulina pelo pancreas, mas também inibem de forma sutil a
formagdo de glicose a partir de aminoacidos e acidos graxos no figado, denominada de
gliconeogénese, além de aumentar o niimero de receptores de insulina nas células-alvo

(OJEZELE; ABATAN, 2011).

Entretanto, tém se observado a ocorréncia de efeitos adversos oriundos do uso de
hipoglicemiantes orais (SY et al., 2005). Tal fato demonstra a importancia de pesquisas
cientificas que visem a descoberta de novas substancias farmacologicamente ativas obtidas de
plantas e que sejam eficazes e seguras, uma vez que a diabetes, além das suas complicagdes,
estad bastante relacionada com o surgimento e/ou agravamento de doengas cardiovasculares

(DCVs).

1.6 Dislipidemias e Metabolismo Lipoproteico

As DCVs constituem a principal causa de 6bito em grande parcela da populagao
adulta, particularmente aquela maior de 30 anos de idade, principalmente nos paises
ocidentais. Tal posi¢do tem sido mantida, apesar de, nas ultimas décadas, ter ocorrido um
declinio acentuado da mortalidade por essas doengas nos paises desenvolvidos (CARDOSO et

al.2011).

No entanto, nos paises em desenvolvimento, ocorreu um rapido aumento da
mortalidade por DCVs nos ultimos 30 anos. De acordo com as projecdes da OMS, essa
elevacdo tende a persistir, agravando a morbimortalidade desses paises (SBC, 2007). Em

relacdo ao Brasil, a prevaléncia das DCVs varia de acordo com as regides. Nos estados do Sul
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e Sudeste, por exemplo, observou-se um maior percentual de Obitos por motivos

cardiovasculares, sendo de 33,5% e 34,9%, respectivamente (CARDOSO et al.,2011)

As dislipidemias, também, sdao fatores de risco para o desenvolvimento de
doengas cardiovasculares, isoladamente ou associada a outros fatores como a diabetes e a
obesidade. Elas ocorrem em conseqiiéncia de modificacdes no metabolismo lipidico que
promovem uma alteragdo na concentragdo das lipoproteinas no sangue (KOLANKIEWICZ;

GIOVELLI; BELLINASO, 2008).

As dislipidemias podem ser classificadas em primdrias ou secundarias de acordo
com a sua etiologia. As primarias ocorrem em decorréncia de fatores genéticos, enquanto que
as secundarias podem desenvolver-se a partir de doengas pré-existentes, como a diabetes,
apés a utilizagdo de determinados medicamentos, assim como devido aos habitos

inadequados, tais como dieta rica em gorduras, tabagismo e alcoolismo (ROCHA, 2009).

Os niveis sanguineos de triglicerideos e do colesterol estdo bastante relacionados
com o desenvolvimento das dislipidemias. Esses lipideos também apresentam fungdes
importante para o organismo, uma vez que os triglicéridos sao importantes fontes de energia,
enquanto que o colesterol ¢ um componente essencial para a membrana celular e um

precursor de hormonios esterdides e acidos biliares (SHUKLA et al.,2011).

Os lipidios, por serem substancias hidrofobicas, sdo transportados pela circulagao
sanguinea na forma de macromoléculas denominadas de lipoproteinas (Figura 3). As
lipoproteinas sdo complexos soltiveis de lipideos e proteinas (apolipoproteinas), sintetizadas
no figado ou intestino, que atuam como principal veiculo de transporte de colesterol intra e

extravascular (LUND-KATZ; PHILLIPS, 2010).
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Figura 3. Estrutura das lipoproteinas
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Fonte: (NELSON; COX, 2006).

As lipoproteinas tem sua estrututura composta por um nticleo hidrofébico rico em
triglicerideos e ésteres de colesterol, envolvido por uma camada hidrofilica de colesterol livre,
fosfolipideos e proteinas chamadas de apolipoproteina (SILVA, 2011). As apolipoproteinas
permitem a intera¢do da lipoproteina com receptores de diferentes tecidos, atuando também
como cofatores de enzimas que agem sobre o contetdo lipidico lipoproteico, sendo

importantes para a homeostase do colesterol plasmatico (OLIVEIRA, 2009).

Existem cinco classes principais de lipoproteinas que diferem em tamanho, forma,
densidade, composi¢ao, fungdo e na sua contribuigdo para DCVs (DANIELS et al., 2009).
Sao classificadas como quilomicrons, lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL),
lipoproteinas de densidade intermedidria (IDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e
lipoproteina de alta densidade (HDL) (PITANGA, 2001).

Os quilomicrons sdo responsaveis pelo transporte dos lipideos oriundos da dieta,
enquanto que a VLDL ¢ formada inicialmente no figado, contendo altas concentragdes de
trigliceridios e moderadas concentragdes de fosfolipidios e colesterol, estando associadas a
progressdo da aterosclerose. A medida que circula no sangue, a VLDL ¢é metabolizada pela
enzima lipase lipoproteica (LPL), responsavel por catalisar a hidrdlise dos triglicerideos
(principalmente VLDL e quilomicrons), liberando acidos graxos ndo esterificados que podem
ser depositado no tecido adiposo ou ser utilizado como fonte de energia (SILVA, 2011;

DANIELS et al., 2009; PITANGA, 2001).
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A atividade da LPL ¢ regulada por fatores como os niveis de acidos graxos nao
esterificados, apolipoproteinas e hormonios (PAGLIALUNGA et al., 2009). A ag@o dessa
enzima ocasiona uma diminui¢do do contetido de triglicerideos da VLDL, tornando-a mais
densa, passando a ser denominada de IDL. Parte dessas particulas retornam ao figado, ¢ as
que permanecem no sangue, continuam sofrendo a acdo da LPL ,dando origem as particulas

de LDL (SILVA, 2011; DANIELS et al., 2009; SPOSITO et al., 2007).

As LDL sa3o constituidas por quantidade reduzida de triglicerideo, mas uma
percentagem muito alta de colesterol, que estd associado as alteragdes nas paredes internas
das artérias. A apolipoproteina presente na LDL ¢ a Apo B100 que possui sitios de
reconhecimento para os receptores de LDL encontrados em praticamente todas as células do

metabolismo (SILVA, 2011; DANIELS et al., 2009; PITANGA, 2001)..

A HDL ¢ composta por cerca de 50% de proteinas e pequenas concentragdes de
lipidios, cuja principal fungdo ¢é transportar o colesterol dos tecidos e da corrente sangiiinea
em dire¢do ao figado, onde pode ser convertido em acidos biliares e excretado, tal processo ¢
conhecido como transporte reverso. Por isso, os niveis plasmaticos de HDL sdo inversamente

associados as doengas coronarianas (SILVA, 2011; DANIELS et al., 2009; PITANGA, 2001).

Dentre as enzimas envolvidas no transporte reverso do HDL estd a lecitina
colesterol acil-transferase (LCAT). Essa enzima ¢ sintetizada no figado e ao chegar na
circulagdo associa-se as lipoproteinas e lipidios livres, catalisando a reacdo de esterificagdo do
colesterol. O colesterol esterificado ¢ apolar, sendo internalizado na molécula de HDL. Dessa
forma, a acdo da LCAT ¢ mais favoravel na HDL uma vez que essa lipoproteina ¢ rica em
Apo Al, um 6timo cofator para essa enzima. Estudos em humanos sugeriram que mutagdes
na Apo Al podem produzir efeitos na aceleragdo da aterosclerose (DANIELS et al., 2009;
BORGGREVE; VRIES; DULLAART, 2003).

A elevagao anormal dos niveis de colesterol ¢ denominada de hipercolesterolemia
sendo, atualmente, um problema de saude publica por estd envolvida na génese da
aterosclerose. Além disso, altos niveis plasmaticos de colesterol estdo relacionadas a doenga

coronariana ¢ disfun¢do endotelial, podendo promover uma lesdo tecidual isquémica e,
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consequentemente, aumentando a vulnerabilidade a aterogénese (SUDHAHAR et al., 2007;

GONCALVES et al., 2000)

A aterosclerose pode ser definida como uma doenga multifatorial na qual o
acumulo de LDL na parede vascular ¢ responsavel pela maior parte dos casos de acidente
vascular, aneurisma e enfarto do miocardio e cerebral (GONCALVES et al., 2000). Ela ¢é
considerada uma doenca degenerativa e de progressao lenta, apresentando sintomas
decorrentes de interferéncias mecanicas no fluxo sanguineo (CARDOSO et al.,2011). Isso
ocorre, pois ao longo dos anos, os lipideos vao depositando-se na forma de gordura na pele e

nas artérias, formam xantomas ¢ ateromas, respectivamente (GONCALVES et al., 2000).

Quando o acumulo de placas de gordura nos vasos aumenta ao ponto de impedir
o fluxo sanguineo, ocorre obstrugdo arterial (GONCALVES et al., 2000). Evidéncias
mostram que as dislipidemias e o estresse oxidativo apresentam mecanismos relacionados ao

desenvolvimento da aterosclerose e doengas cardiovasculares (RIZZO et al., 2009).

Dessa forma, estresse oxidativo pode ser definido como uma condi¢do na qual o
sistema antioxidante ¢ ineficiente para neutralizar os radicais livres, ocorrendo devido ao
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS) e /ou diminui¢do dos
mecanismos antioxidantes. Os radicais livres podem ser formados por fontes exdgenas como
o tabaco, polui¢do do ar, anestésicos, e radiagdes, bem como fontes endégenas (MONTEIRO,

2011).

A geracdo de EROS, em baixas quantidades, produz efeitos fisiologicos
benéficos. Entretanto, em quantidades elevadas, sua influéncia pode ser prejudicial para varias
biomoléculas, tais como lipidios, proteinas e acidos nucléicos, resultando em alteragdes
estruturais e funcionais, podendo causar morte celular por necrose ou apoptose (RIZZO et al.,

2009).

A modificagdo oxidativa dos lipideos associados a LDL estd diretamente
envolvida na iniciagdo do processo aterosclerotico, uma vez que as alteragdes resultam da
exposi¢do dessa lipoproteina a varios agentes oxidantes, tais como anions superdxido,

peréxido de hidrogénio, enzimas como lipoxigenase e produtos da mieloperoxidase. Essa
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situagdo agrava-se com a diminui¢do dos componentes antioxidantes, com posterior oxidagao

dos lipideos e proteinas da LDL (MELLO et al., 2011; RIZZO et al., 2009).

Assim, o continuo aumento dos niveis de lipidios pode causar problemas de satde
devido ao aumento do estresse oxidativo que se agrava pela falta de atividade fisica
(SHUKLA et al.,, 2011). Dessa forma, o tratamento desse desequilibrio metabdlico
compreende controle da dieta, exercicios fisicos bem como o uso de drogas redutoras de

lipideos (XIE et al., 2007).

As estatinas e os fibratos sdo considerados as estratégias terapéuticas eficientes
para o tratamento de dislipidemias. As estatinas, como a sinvastatina, sdo inibidoras
competitivas da HMG CoA redutase, que catalisa a reagdo limitante na biossintese do
colesterol. No entanto, apos sua utilizagdo prolongada, podem ocorrer efeitos colaterais, como

a hepatotoxicidade, podendo resultar na interrupg¢ao do seu uso (SIKKA et al., 2011).

Os fibratos s3o medicamentos bastante utilizados no tratamento da
hipertrigliceridemia, tendo uma a¢do importante no controle das dislipidemias mistas. Eles
atuam estimulando os receptores nucleares ativados de proliferacdo dos peroxissomas- alfa,
conhecidos como PPAR-a, levando ao aumento da producdo da LPL e redugdo da Apo C III.
Esses mecanismos estimulam a lipdlise dos triglicerideos presentes nos quilomicrons e na

VLDL, bem como o aumento da beta oxidag¢ao dos acidos graxos no figado (XAVIER, 2005).

Diante disso, o uso cronico desses farmacos pode causar mialgia e rabdomidlise,
sendo necessarios estudos para o desenvolvimento de moléculas oriundas de produtos naturais

mais seguras e com menos efeitos colaterais (SHUKLA et al., 2011).
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2 JUSTIFICATIVA

Levando-se em considera¢do as limitagcdes impostas pelas opcdes terapéuticas
disponiveis, seja pelo alto custo ou pela presencga de efeitos colaterais, as pesquisas de novos
agentes redutores de lipideos e farmacos hipoglicemiantes oriundos de plantas medicinais se

justificam e tem sido conduzidas pela comunidade cientifica (MELO et al.,2009).

Assim, a descoberta de uma substincia de origem natural como recurso
terapéutico para o tratamento de fatores de risco envolvidos no desencadeamento de doencas
cardiovasculares, como o diabetes e as dislipidemias poderd contribuir para a melhoria da
qualidade de vida, uma vez que se verifica uma boa aceitagdo de produtos de origem natural,
por parte da populagio, além de, muitas vezes, ser menos dispendioso para o Sistema Unico

de Saude.

Neste cendrio, encontram-se os terpenos, uma classe de metabolitos secundérios
que constitui um dos maiores grupos de compostos oriundos de produtos naturais, possuindo

varias substancias de relevancia clinica (ROHDICH et al., 2002).

Dessa forma, o 4cido betulinico apresenta-se como uma possivel ferramenta
farmacolégica para o tratamento de dislipidemias e diabetes mellitus, podendo contribuir para

uma melhor qualidade de vida da populagdao acometida por tais doengas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o possivel efeito hipolipidémico, hipoglicémico e modulador do estresse
oxidativo do d4cido betulinico em protocolos experimentais de dislipidemias e diabetes

induzidas farmacologicamente bem como estudar seu potencial toxico in Vvivo.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a acdo hipoglicémica do acido betulinico em animais com diabetes
induzida por aloxano;

e Analisar a atividade hipoglicémica do 4cido betulinico em protocolo de Teste
Oral de Tolerancia a Glicose (TOTG);

e Verificar a atividade hipolipidémica do 4cido betulinico em animais com
dislipidemia induzida por Triton WR-1339";

e Avaliar a atividade antioxidante do acido betulinico através dos niveis de
TBARS e SOD, apés protocolo de dislipidemia induzida pelo Triton WR-1339%;

e Estudar o efeito do acido betulinico sobre os niveis plasmaticos de glicose,
colesterol total e triglicerideos bem como verificar a fungdo renal e hepatica de animais com
hipercolesterolemia induzida por dieta modificada;

e Verificar o potencial toxico do acido betulinico em protocolo de toxicidade
oral de doses repetidas por 28 dias em camundongos através da determinag¢do de parametros
bioquimicos e hematologicos;

e Analisar o efeito do 4cido betulinico sobre a massa corporal e o consumo de
racdo e dgua dos animais durante a realizacdo dos protocolos de toxicidade oral em doses

repetidas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao do acido betulinico

O 4cido betulinico foi isolado e identificado pela Professora Doutora Otilia
Deusdénia L. Pessoa do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Ceara a partir
da raiz de Clusia nemorosa L.(Clusiaceae) que foi coletada na localidade Pico Alto,

municipio de Guaramiranga-Ceara.

4.2 Isolamento do acido betulinico a partir da Clusia nemorosa L.

4.2.1 Preparagao do extrato etanolico

O extrato etanolico foi preparado a partir de 3800g das raizes secas e trituradas de
C. nemorosa que foram desengorduradas com n-hexano e depois foram submetidas a extra¢ao
com alcool etilico a temperatura ambiente. A solucdo resultante foi filtrada e, em seguida,

concentrada sob pressao reduzida fornecendo 87,71g de extrato etandlico.

4.2.2 Fracionamento cromatografico do extrato etanolico

O extrato etanolico (87,71g) foi submetido a um fracionamento cromatografico
utilizando os solventes CH,Cl,, AcOEt e MeOH, puros ou em misturas binarias em ordem

crescente de polaridade. A fragdo CH,Cl, 100% foi recromatografada como descrito abaixo.

4.2.3 Fracionamento cromatografico da fracio CH,Cl,

A fragdo CHCl; (4,0g) foi recromatografada em um modo de eluigdo gradiente
utilizando os solventes CH,Cl,, AcOEt ¢ MeOH, puros ou em misturas binarias em ordem
crescente de polaridade. A fragdo eluida com CH,Cl,:AcOEt (9:1) forneceu 900mg de acido

betulinico.



37

4.3 Animais

Para a execug¢do de todos os protocolos experimentais que serdao descritos utilizou-
se camundongos Swiss (25-30g), albinos e machos oriundos do biotério central da
Universidade Federal do Ceard. Esses animais permaneceram acondicionados em gaiolas
apropriadas e foram mantidos sob temperatura média de 22°C+3°C, em ciclo claro/escuro de
12/12 horas, recebendo ragdo padrdo e agua a vontade. Antes do inicio dos protocolos

experimentais os animais foram aclimatizados no laboratorio durante 7 dias.

4.4 Comité de Etica

E importante ressaltar que todos os protocolos experimentais realizados
atenderam aos preceitos €ticos nacionais € internacionais referentes a pesquisa com animais.
De acordo com as normas exigidas, o referido projeto foi submetido e aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Universidade Federal do Ceara com numero de

protocolo 03/2011.

4.5 Efeito do acido betulinico em modelo experimental de diabetes induzida por aloxano.

O aloxano foi utilizado neste protocolo por ser um composto citotéxico descrito
na literatura para inducdo de diabetes em animais. Sua acdo diabetogénica ocorre pela
inibi¢do da secre¢do de insulina devido a destruicdo seletiva das células beta pancreaticas

(SZKUDELSKI, 2001).

Para a realizagdo do protocolo de diabetes induzida pelo aloxano, os
camundongos foram mantidos em jejum de solidos por 18h e, em seguida, receberam uma
inje¢do intraperitonial de aloxano (200mg/kg). Apds 72h, os animais foram submetidos a um
novo jejum alimentar de 6-8h e posteriormente realizou-se uma coleta de sangue para avaliar
os niveis glicémicos dos animais. Os animais que apresentaram uma glicemia maior ou igual a

250mg/dL (QI et al., 2008) foram considerados diabéticos.

Os animais diabéticos foram divididos aleatoriamente nos seguintes grupos (n=8):

controle negativo (CN), controle positivo (CP), glibenclamida 20mg/kg (GLIB), acido
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betulinico 5Smg/Kg (AB 5), acido betulinico 10mg/Kg (AB 10) e acido betulinico 20mg/Kg
(AB 20). O tratamento foi realizado uma vez ao dia durante 7 dias, por via oral, por meio da
técnica de gavagem. Os grupos controle negativo e positivo foram tratados com salina, o
grupo GLIB recebeu glibenclamida 20 mg/Kg e nos grupos AB 5, AB 10 e AB 20

administrou-se acido betulinico nas doses de 5, 10 e 20 mg/Kg, respectivamente.

Apobs o periodo de tratamento, os animais foram submetidos a uma coleta de
sangue pelo plexo orbital mediante jejum alimentar de 6-8h para determinag@o plasmatica dos

parametros bioquimicos glicose, colesterol total e triglicerideos (Figura 4).

Figura 4. Esquema do protocolo experimental de inducdo da diabetes pelo aloxano
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Fonte: modificado de Ferreira (2010).

4.6 Efeito do Acido Betulinico em protocolo experimental de teste oral de tolerancia a

glicose (TOTG)

Os camundongos foram divididos nos grupos (n=8): controle negativo (CN),
controle positivo (CP) e acido betulinico 10mg/Kg (AB 10), sendo esses previamente tratados
por 5 dias consecutivos. O pré-tratamento dos grupos foi realizado da seguinte forma: o
controle negativo foi tratado com veiculo (2% Tween 80 em agua) e ndo recebeu sobrecarga

de glicose. Nos grupos controle positivo e AB 10 administrou-se salina e acido betulinico na
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dose de 10 mg/Kg, respectivamente e, depois, foi realizada a sobrecarga de glicose em ambos

0S grupos.

Ap6s 2 horas do ultimo pré-tratamento e, apds, 6-8 horas de jejum foi realizada a
primeira coleta sanguinea para determinagdo de glicose que foi denominada de tempo zero.
Em seguida, os grupos AB10 e controle positivo receberam uma sobrecarga de glicose via
oral (2g/kg). Apods 30, 60, 90 e 120 minutos, foram realizadas novas coletas para avaliar a
variagdo dos niveis plasmaticos de glicose (Figura 5) (MELO et al., 2010).

Figura 5. Esquema do protocolo experimental do teste oral de tolerincia a glicose (TOTG)

Fonte: modificado de Ferreira (2010).

4.7 Avaliacao do efeito do acido betulinico no modelo de dislipidemia induzida por

Triton WR-1339®

Para o estudo da dislipidemia induzida por triton WR-1339", os camundongos
foram divididos nos seguintes grupos experimentais (n=8): controle negativo (CN), controle
positivo (CP), fenobibrato 200mg/kg (FENO), acido betulinico 5mg/Kg (AB 5), acido
betulinico 10mg/Kg (AB 10) e acido betulinico 20 mg/Kg (AB 20). A dislipidemia foi
induzida em todos os grupos por uma Unica administragdo intraperitonial (i.p.) de triton WR-
1339 na dose de 400mg/kg (HALL et al., 2000), exceto no grupo controle negativo. Os

grupos controle negativo e positivo foram tratados com salina, o grupo FENO recebeu
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fenofibrato 200mg/Kg e nos grupos AB 5, AB 10 e AB 20 administrou-se acido betulinico
nas concentragdes de 5, 10 e 20mg/Kg, respectivamente (Figura 6). Os animais foram
tratados, por via oral, pela técnica de gavagem, sendo esses tratamentos realizados 1h antes,

22h e 46h apos a administragdo intraperitoneal de triton.

Apo0s 24h e 48h da indugdo da dislipidemia, os animais foram submetidos a uma
coleta de sangue pelo plexo orbital mediante jejum de sélidos prévio de 6-8 horas, para

determinagdo plasmatica dos pardmetros bioquimicos colesterol total e triglicerideos.

Figura 6. Esquema do protocolo experimental de inducio de dislipidemia pelo triton WR-1339"
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Fonte: modificado de Ferreira (2010).

4.7.1 Avaliagdo da atividade antioxidante do acido betulinico apds a realizagdo do modelo de

dislipidemia induzida por triton WR 1339"

Ao final do experimento de dislipidemia induzida por triton, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e uma parte do figado foi removida, pesada,
identificada e conservada a -70°C. Para a determinagdo da atividade antioxidante, o figado foi
homogeneizado em uma solugdo de cloreto de potéssio (KCI) 0,15M em uma proporcao de

1:10.



41

a)Determina¢dao da producdo de substancias acidas reativas com o acido tiobarbitarico

(TBARS).

Retirou-se 250 uL do homogenato, em seguida foram adicionados 1,5 mL de
acido fosforico (H3PO4) 1% e 500uL de solugdo de acido tiobarbittrico 0,6%. Colocou-se em
banho fervente (95-100 C) por 45 minutos. A mistura foi resfriada em agua corrente e, em
seguida, foi adicionado 2 mL de n-butanol, o tubo foi homogeneizado por 1 min.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 1200rpm/15min. Apos a centrifugacdo foi
retirada a fase orgénica para realizagdo da leitura em espectrofotometro (520-535 nm). Os
resultados foram expressos em micromols de malonildialdeido (MDA) por mg de tecido

(OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

b) Determinacdo da atividade da enzima superdxido desmutase (SOD)

Foi adicionado em tubos de ensaio, ImL do meio reacional, em seguida, colocou-
se 30ulL das amostras de homogenato e de tampao no tubo padrdo e, sendo dessa forma,
levados para a camara fria. Posteriormente, os tubos foram mantidos em um ambiente com
baixissima luminosidade, onde acrescentou-se 300 pL de riboflavina (1 puM) e homogeneizou-
se as amostras. Depois, adicionou-se 150 pL. de NBT (750 uM) e as amostras foram
novamente homogeneizadas e expostas a luz fluorescente durante 15 minutos. Imediatamente
depois, foi feita a leitura no espectrofotdmetro em comprimento de onda de 560 nm

(BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).

4.8 Efeito do acido betulinico sobre a hipercolesterolemia induzida por dieta modificada

Os camundongos foram divididos nos grupos (n=6): controle negativo (ragdo
padrdo), controle positivo (ragdo modificada), sinvastatina 20mg/kg (SIN), acido betulinico

Smg/kg (AB 5), acido betulinico 10mg/kg (AB 10) e 4cido betulinico 20mg/kg (AB 20).

Para o aumento nos niveis plasmaticos de colesterol total, todos os animais,
exceto os do grupo controle negativo, foram alimentados durante duas semanas com a ragao
hipercolesterolémica. A ra¢do possuia a seguinte composi¢do: colesterol 1% + acido colico

0,1% + 6leo de Cocus nucifera 10% + ragao padrao 88,9% (WILSON et al., 2007).
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A verificagdo do quadro de hipercolesterolemia foi feita mediante coleta de
sangue do plexo orbital com jejum alimentar prévio de 6-8horas, para determinagao dos niveis
plasmaticos de colesterol total. Apds a identificagdo da inducdo da hipercolesterolemia, os
animais foram tratados, por via oral, pela técnica de gavagem, durante 28 dias (Figura 7). Os
grupos controle negativo e positivo foram tratados com salina, o grupo SIN recebeu
sinvastatina 20mg/kg e nos grupos AB 5, AB 10 e AB 20 administrou-se acido betulinico nas

concentragdes de 5, 10 e 20 mg/kg, respectivamente.

Ao final do tratamento, uma nova coleta de sangue pelo plexo orbital foi realizada
para a determinagdo de pardmetros bioquimicos glicose, colesterol total, triglicerideos, AST,

ALT, uréia e creatinina, mediante jejum alimentar prévio de 6 a 8h.

Figura 7. Esquema do protocolo experimental de inducio de hipercolesterolemia por dieta
modificada

R i -

Fonte: modificado de Ferreira (2010).
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4.9 Avaliacdo da toxicidade oral do acido betulinico em doses repetidas durante 28 dias
em camundongos

Para a avaliacdo toxicoldgica, os animais foram divididos aleatoriamente em 5
grupos (n=10): controle negativo (CN), veiculo (Tween 80) e 4cido betulinico Smg/kg (AB
5), acido betulinico 10mg/kg (AB 10) e acido betulinico 20mg/kg (AB 20).

Os animais foram tratados, por via oral, pela técnica de gavagem, durante 28 dias.
Os grupos controle negativo e positivo foram tratados com salina, o grupo veiculo recebeu
tween 80 e nos grupos AB 5, AB 10 e AB 20 administrou-se acido betulinico nas

concentragdes de 5, 10 e 20 mg/kg, respectivamente (Figura 8).

Apo6s o periodo de tratamento de 28 dias, foi realizada uma coleta de sangue
através do plexo orbital. Na coleta, foram utilizados dois tipos de anticoagulantes, a heparina
sodica para a determinacdo dos parametros bioquimicos (glicose, colesterol total,
triglicerideos, uréia, creatinina, AST ¢ ALT) e o EDTA para a realizacdo dos parametros
hematologicos. Também foram confeccionados esfregacos sanguineos, isentos de
anticoagulante, para posterior contagem diferencial dos leucdcitos. Além da determinacao dos
parametros laboratoriais, foi realizado o acompanhamento semanal da evolu¢do da massa

corporea e ingestao de alimentos e dgua dos animais.
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Figura 8. Esquema do protocolo experimental para avaliacio da toxicidade oral de doses
repetidas durante 28 dias
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Fonte: modificado de Ferreira (2010).

4.10 Obtencao das amostras e procedimentos analiticos

Antes das coletas de sangue, os camundongos foram submetidos a jejum alimentar
de 6-8 horas e as amostras foram colhidas em microtubos do tipo Ependorf® contendo 20uL
do anticoagulante heparina sodica 1:10 em soro fisiologico para a determinacdo dos
parametros bioquimicos. Em seguida, para a obtencdo do plasma, as amostras ficaram em
repouso entre 30 minutos e 2 horas antes da centrifugagdo que foi realizada durante 15
minutos a 3500rpm. Os parametros bioquimicos foram realizados através de técnicas
enzimadticas e/ou colorimétricas utilizando kits especificos e seguindo as recomendacdes do

fabricante Labtest™ com o auxilio de equipamento semi-automatico (Labquest®).

Para a realizacdo do hemograma, as amostras foram colhidas em microtubos
contendo 20uL de EDTA (10g/dL) e foram mantidas sob homogeneiza¢do até a andlise em
equipamento de hematologia semi-automatico. Apos a andlise, foram obtidos e avaliados o
numero de hemécias, dosagem de hemoglobina, determinagdo do hematocrito e dos indices
hematimétricos VCM (volume corpuscular médio), HCM (hemoglobina corpuscular média) e

CHCM (concentracao de hemoglobina corpuscular média), contagem global e diferencial dos
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leucocitos e numero de plaquetas. Os esfregacos foram confeccionados com amostra sem
anticoagulante e corados com a técnica panotica rapida. Posteriormente, foi realizada a
contagem diferencial dos leucocitos obtendo-se o percentual de neutrofilos segmentados,

linfocitos, monocitos, eosindfilos e basofilos.

4.11 Analise estatistica

Os resultados foram apresentados na forma de média + erro padrdo médio
(E.P.M.). As diferencgas entre os grupos foram comparadas utilizando-se Analise de Variancia
(ANOVA), seguida do teste de Newman-Keuls ou Bonferroni adotando-se como critério de
significancia o p<0,05. Todas as andlises foram realizadas utilizando-se o software GraphPad

Prism 5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Protocolo de diabetes induzida por aloxano

5.1.1 Efeito do 4acido betulinico nos niveis plasmaticos de glicose apds indugdo da diabetes

pelo aloxano

O aloxano induziu uma hiperglicemia estatisticamente significante entre os grupos
CN (159,90 + 29,12mg/dL) e CP (660,00 + 80,00mg/dL) correspondendo a um aumento de
312,7% no grupo CP. Os grupos AB10 (507,7 + 127,6mg/dL) e AB20 (425,00+£154,30mg/dL)
apresentaram redugdes significativas nos niveis plasmaticos de glicose em 23,0% e 35,6%,
respectivamente, em relagdo ao grupo CP (660,00 £ 80,00mg/dL). No entanto, grupo ABS5
(555,00 = 175,90 mg/dL) nao reduziu esse parametro (Figura 9 e Tabela 1).

Figura 9. Efeito do acido betulinico sobre a hiperglicemia induzida por aloxano apds tratamento
de 7 dias.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

GLIB: Glibenclamida 20mg/kg;

AB 5: acido betulinico Smg/Kg;

AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: 4cido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).
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5.1.2 Efeito do acido betulinico nos niveis plasmaticos de colesterol total apos inducao da

diabetes pelo aloxano

Quanto ao colesterol total, o aloxano foi capaz de aumentar esse parametro de
forma significativa em 44,2% comparando-se o grupo CN (104,00 + 11,48mg/dL) ao grupo
CP (150,00 = 11,27mg/dL). Verificou-se que os grupos AB5 (120,60 + 16,01mg/dL), AB10
(124,00 + 9,78mg/dL) e AB20 (119,70 £ 18,66mg/dL) reduziram este pardmetro de forma
significativa (Figura 10 e Tabela 1).

Figura 10. Efeito do acido betulinico sobre a concentracio plasmatica de colesterol total no
modelo de diabetes induzida por aloxano apés tratamento de 7 dias.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média = E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

GLIB: Glibenclamida 20mg/kg;

AB 5: acido betulinico Smg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relacdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).

5.1.3 Efeito do acido betulinico nos niveis plasmaticos dos triglicerideos apds indugdao da

diabetes pelo aloxano

A injecdo intraperitoneal de aloxano aumentou em 82,8% os triglicerideos
(TG) plasmaticos quando comparado o grupo CP (192,00 + 17,02mg/dL) ao grupo CN
(105,00 £ 24,31mg/dL) (p<0,05). Os grupos AB 5 (130,00 + 34,36mg/dL), AB 10 (136,00 +
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30,67mg/dL) e AB 20 (117,00 = 36,49mg/dL) foram capazes de reduzir esse parametro
quando comparados ao CP (192 + 17,02mg/dL) (Figura 11 e Tabela 1).

Figura 11. Efeito do acido betulinico sobre a concentracio plasmatica de triglicerideos no
modelo de diabetes induzida por aloxano apds tratamento de 7 dias.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

GLIB: Glibenclamida 20mg/kg;

AB 5: acido betulinico Smg/Kg;

AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).
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Tabela 1. Efeito do acido betulinico sobre as concentracdes plasmaticas de glicose, colesterol
total e triglicerideos no modelo de diabetes induzida por aloxano.

ParametrosBioquimicos

Grupos Glicose Colesterol total Triglicerideos
experimentais (mgdL) (mg/dL) (mg/dL)
CN 159,90 + 29,12 104,00 + 11,48 105,00+24,31
CP 660,00 £ 80,00 150,00 + 11,27* 192,00 + 17,02°
GLIB 530,00 + 80,92™" 135,30 + 17.45* 158,00 + 16,79*
AB5 559,00 £ 175,90° 120,30 + 16,01" 130,00 + 34,36"
AB 10 507,70 + 127,60™" 124,00 +9,78" 136,00 +30,67°
AB 20 425,00 + 154,30™" 119,70 + 18,66" 117,00 +£36,49°

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

GLIB: Glibenclamida 20mg/kg;

AB 5: 4cido betulinico 5mg/Kg;

AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: 4cido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relacdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).

5.2 Protocolo de teste oral de tolerancia a glicose

Observou-se, neste protocolo, que no tempo zero os grupos ndo apresentaram
diferenca significativa nos niveis glicémicos. Apos 30 (190,00 + 29,27 mg/dL) e 60 (171,00 £
16,99 mg/dL) minutos da sobrecarga de glicose (2g/kg), o grupo pré-tratado com acido
betulinico 10mg/kg teve sua hiperglicemia reduzida de forma significativa quando comparado
ao controle positivo (285,00 = 21,00 mg/dL). Nos tempos 90 e 120 minutos, os grupos

novamente ndo apresentaram diferenca estatistica entre eles (Figura 12).
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Figura 12. Efeito do acido betulinico (AB 10 mg/kg) nos niveis plasmaticos de glicose em
diferentes tempos no protocolo de teste oral de tolerancia a glicose (TOTG).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média = E.P.M, sendo que

(™) = animais pré- tratados com veiculo (Tween 80) e que ndo receberam glicose oral (Controle
Negativo);

(T ) = animais que receberam salina e a sobrecarga de glicose oral (Controle Positivo);

(™) = animais que foram pré-tratados com AB (10 mg/kg) e que receberam a sobrecarga de glicose
oral (AB 10), a: p<0,05 em relag¢ao ao grupo AB 10 (ANOVA- Neuman Keuls).

5.3 Protocolo de dislipidemia induzida pelo triton WR-1339°

O modelo de indugdo da dislipidemia pelo Triton WR-1339" foi capaz de
aumentar os niveis plasmaticos tanto dos triglicerideos quanto do colesterol total, visto que,
apods a inducdo, observou-se uma diferenga significativa (p<0,05) entre os grupos Controle
negativo (CN) (163,70 £ 11,92mg/Kg) e Controle positivo (CP) (6395,00 + 401,50 mg/dL)

em ambos os parametros (Figuras 6 e 8).

5.3.1 Efeito do acido betulinico nos niveis plasmaticos de triglicerideos apds inducdo com
triton WR-1339"

Os triglicerideos dos animais do grupo CP, tiveram seus niveis aumentados em
3806,30% em relacdo ao CN. Na coleta de 24 horas apos a indugdo, o acido betulinico na
dose de 5Smg/Kg (AB 5) ndo diminuiu de forma significante esse parametro. Os camundongos

tratados com as doses de 10 e 20 mg/Kg (AB 10 e AB 20) (5172,00 = 273,10 mg/dL e
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5321,00 £ 314,00 mg/dL, respectivamente), tiveram seus niveis plasmadticos reduzidos de
forma significativa e semelhante a droga de referéncia (FENO) (5159,00 £ 115,90 mg/dL)
quando comparados ao CP (6395,00 + 401,50 mg/dL). Em termos percentuais a reducgdo
promovida pelo AB 10 e AB 20 foi de 19,10 e 16,80%, respectivamente (Figura 13 e Tabela
2).

Figura 13. Efeito do acido betulinico sobre a hipertrigliceridemia apos 24 horas da induciao da
dislipidemia pelo triton WR1339.

24horas

8000
’_'l‘ a
XS] a a
© 6000- ab b e a’b
E . -
wn
8 4000
=)
2
= 2000+
=)
=

O-

CN CP FENO Veiculo AB5 AB10 AB 20

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média = E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

FENO: Fenofibrato 20mg/kg;

Veiculo: Tween 80;

AB 5: acido betulinico Smg/Kg;

AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).

Apoés 48 horas da injegdo intraperitoneal de triton, os grupos CN (169,20 +
14,12 mg/dL) e CP (3165,00 £ 330,00 mg/dL) ainda apresentavam diferenca significativa
(p<0.05) dos triglicerideos plasmaticos. No entanto, apenas os grupos fenofibrato (1874,00 +
287,10 mg/dL) e AB 10 (1826,00 + 136,70 mg/dL) mantiveram a reducdo (p<0,05) deste

parametro em 40,79 e 42,3%, respectivamente (Figura 14 ¢ Tabela 2).
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Figura 14. Efeito do acido betulinico sobre a hipertrigliceridemia apds 48 horas da inducio da
dislipidemia pelo triton WR1339.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média = E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

FENO: Fenofibrato 20mg/kg;

Veiculo: Tween 80;

AB 5: acido betulinico Smg/Kg;

AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).
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Tabela 2. Efeito do acido betulinico sobre a concentracio plasmatica de triglicerideos apds 24 e
48 horas da induc¢ao da dislipidemia pelo triton WR 1339.

Parametros Bioquimicos

Grupos Triglicerideos-24h Triglicerideos-48h
Experimentais (mg/dL ) (mg/dL )
CN 163,70 £ 11,92 169,20 + 14,12
CP 6395,00 + 401,507 3165,00 £330,00"
FENO 5159,00 + 115,90™" 1874,00 + 287,10
Veiculo 5958,00 + 213,50* 3192,00 + 286,807
AB 5 6004,00 + 123,30? 2702,00 + 258,60
AB 10 5172,00 + 273,10 1826,00 + 136,70™"
AB 20 5321,00 + 314,00™" 2264,00 + 263,00"

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) foram expressos como média = E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

FENO: Fenofibrato 20mg/kg;

Veiculo: Tween 80;

AB 5: acido betulinico Smg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: 4cido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relacdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).

5.3.2 Efeito do 4cido betulinico nos niveis plasmaticos de colesterol total apds indugdo da

dislipidemia pelo Triton WR-1339

O colesterol total, também, teve seus niveis aumentados 24 horas apds a
inducdo pelo triton WR-1339", uma vez que os grupos CN (118,80 + 2,33 mg/dL) e CP
(647,20 £ 24,50 mg/dL) apresentaram uma diferenca significativa (p<0.05), representando
uma elevacao de 444,8% no CP. Nao foram observadas reducdes do colesterol total
plasmatico dos grupos tratados com 4cido betulinico. Apenas o grupo que foi administrado o
fenofibrato (550,00 + 15,81 mg/dL) apresentou uma diminui¢do significativa desse pardmetro

(Figura 15 e Tabela 3).
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Figura 15. Efeito do acido betulinico sobre a hipercolesterolemia apos 24 horas da
inducio da dislipidemia pelo triton WR1339.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média = E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

FENO: Fenofibrato 20mg/kg;

Veiculo: Tween 80;

AB 5: acido betulinico 5mg/Kg;

AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relacdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).

Na coleta apos 48 horas da indugdo da dislipidemia, a diferenca estatistica do
colesterol total sanguineo entre os grupos CN (142,20 + 3,27 mg/dL) e CP (550,00 + 46,79
mg/dL) permaneceu. A diferenga deste parametro entre o grupo CP e os grupos tratados com
acido betulinico (AB 5, AB 10 ¢ AB 20) nao foi significativa. O fenofibrato (289,70 + 32,01
mg/dL) manteve uma redugdo significativa dos niveis plasmaticos de colesterol quando

comparado ao grupo CP (550,00 + 46,79 mg/dL) (Figura 16 ¢ Tabela 3).
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Figura 16. Efeito do acido betulinico sobre a hipercolesterolemia apdés 48 horas da inducgio da
dislipidemia pelo triton WR1339.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média = E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

FENO: fenofibrato 20mg/kg;

Veiculo: tween 80;

AB 5: acido betulinico Smg/Kg;

AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).
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Tabela 3. Efeito do acido betulinico sobre a concentracio plasmatica de colesterol total apos 24 e
48 horas da induc¢éo da dislipidemia pelo triton WR 1339.

Parametros Bioquimicos

Grupos Colesterol total Colesterol total
Experimentais 24h( mg/dL ) 48h(mg/dL)
CN 118,80 +£2,33 142,20 + 3,27
CP 647,20 + 24,50? 550,00 + 46,79%
FENO 550,00 + 15,81*" 289,70 +32,01"
Veiculo 620,70 + 7,30* 489,80 + 18,17*
ABS5 643,50 +£21,77* 505,50 +9,68*
AB 10 632,30 +9,70* 456,00 + 18,02*
AB 20 614,20 + 18,28" 529,50 +20,26*

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média = E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

FENO: fenofibrato 20mg/kg;

Veiculo: tween 80;

AB 5: acido betulinico 5mg/Kg;

AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: 4cido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relacdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).

5.3.3 Avaliagdo da atividade antioxidante do 4cido betulinico apos protocolo de dislipidemia

induzida pelo Triton WR-1339"

Apds a ultima coleta, os animais foram sacrificados e parte do seu figado foi
retirada para a avaliacdo da atividade antioxidante. Avaliou-se o efeito do acido betulinico
sobre a peroxidacao lipidica hepatica induzida pelo triton através da mensuracao das

substancias reativas com acido tiobarbiturico — TBARS.

Os niveis de TBARS foram expressos pela concentracdo de malondialdeido
(MDA) que ¢ um dos produtos da peroxidagdo lipidica. Na Figura 17, verifica-se que a
indugdo da dislipidemia provocou um aumento de 168,70% do TBARS, quando comparados

os grupos CN (14,47 + 6,86) e CP (38,88 + 7,09).
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O é4cido betulinico nas doses de 10 (AB 10) (11,88 + 2,07) e de 20 mg/Kg (AB
20) (8,819 £ 1,21) reduziram significativamente a formagao de MDA quando comparados ao

CP (38,88 = 7,09). Sendo esta reducao de 69,40% e 77,30% respectivamente (Figura 17).

Figura 17. Efeito do acido betulinico sobre a peroxidacao lipidica, determinada pelos niveis de
substancias reativas com o acido tiobarbitirico-TBARS, apos protocolo de dislipidemia induzida
pelo triton WR 1339.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

FENO: fenofibrato 20mg/kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: 4cido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relacdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).

Outro parametro realizado para avaliar a atividade antioxidante do &cido
betulinico, foi a dosagem da enzima superdxido dismutase (SOD). A inducdo da dislipidemia
pelo triton promoveu uma diminui¢do dos niveis de SOD no CP (336,40 + 58,88 U/g de
tecido) em relagdo ao CN (509,70 = 37,64 U/g de tecido). O fenofibrato ndo alterou a
atividade dessa enzima, enquanto que os animais tratados com acido betulinico nas doses de
10 e 20mg/Kg (AB 10 e AB 20) (502,6 + 30,61 e 543,1 + 30,97 U/g de tecido,
respectivamente), apresentaram um aumento significativo da atividade da SOD quando

comparados ao CP (336,4 + 69,66 U/g de tecido) (Figura 18).
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Figura 18. Efeito do acido betulinico sobre os niveis da enzima superoxido dismutase (SOD) apos
protocolo de dislipidemia induzida pelo triton WR 1339.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média = E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

FENO: fenofibrato 20mg/kg;

AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).

5.4 Protocolo de hipercolesterolemia induzida por dieta modificada

5.4.1 Efeito do 4cido betulinico sobre os niveis plasmaticos de colesterol total, triglicerideos e

glicose em protocolo de hipercolesterolemia induzida por dieta modificada

A hipercolesterolemia foi induzida pela racao rica em colesterol, uma vez que a
diferenca entre os grupos CN (149,40 + 3,60 mg/dL) e CP (225,00 + 2,24 mg/dL) foi
significante (p<0,05), correspondendo a um aumento de 50,60% do colesterol total plasmatico
do CP. Na Figura 19 e na Tabela 4, observa-se que os animais que foram tratados com acido
betulinico nas doses de 10 (AB 10) (118,40 + 2,63 mg/dL) e 20 mg/Kg (AB 20) (198,90 +
4,81 mg/dL) tiveram seus niveis de colesterol total reduzidos (p<0,05), em 47,4% e 11,6%,
respectivamente, quando comparados ao grupo CP (225,00 + 2,24 mg/dL).



59

Figura 19. Efeito do acido betulinico sobre os niveis plasmaticos de colesterol total apos
protocolo de hipercolesterolemia induzida por dieta modificada.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

SINV: Sinvastatina 20mg/kg;

AB 5: acido betulinico Smg/Kg;

AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relacdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).

Além do colesterol total, foram avaliados outros parametros bioquimicos para
verificar se a referida ragdo ¢ capaz de altera-los. Dentre estes, encontram-se os triglicerideos
que apresentaram uma reducao de 42,50% (p<0,05) no grupo CP (102,30 + 8,41 mg/dL) em
relacdo ao grupo CN (177,80 £ 9,57 mg/dL). Assim como o grupo CP, os demais grupos
também sofreram uma diminui¢do da concentracdo dos triglicerideos plasmaticos quando

comparados ao CN (Figura 20 e Tabela 4).
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Figura 20. Efeito do acido betulinico sobre os niveis plasmaticos de triglicerideos apds protocolo
de hipercolesterolemia induzida por dieta modificada.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

SINV: sinvastatina 20mg/kg;

AB 5: acido betulinico Smg/Kg;

AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).

A dieta modificada ndo alterou os niveis plasmaticos de glicose dos animais ja
que ndo houve um aumento significativo da glicemia do grupo CP (212,50 + 8,12 mg/dL)

quando comparada a do grupo CN (179,70 + 4,69 mg/dL). Na Figura 21 e na Tabela 4,

verifica-se que os demais grupos estudados também nao apresentaram diferenca estatistica.
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Figura 21. Efeito do acido betulinico sobre os niveis plasmaticos de glicose apdés protocolo de
hipercolesterolemia induzida por dieta modificada.
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CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

SINV: sinvastatina 20mg/kg.

Os resultados estdo expressos como média + E.P.M. (ANOVA- Neuman Keuls).

Tabela 4. Efeito do acido betulinico sobre as concentracdes plasmaticas de glicose, colesterol
total e triglicerideos ap6s modelo de hipercolesterolemia induzida por dieta modificada.

Parametros Bioquimicos

Grupos Colesterol total Triglicerideos Glicose
experimentais (mg/dL) (mgdL) (mg/dL)
CP 149,40 + 3,60 177.80 + 9,57 179,70 + 4,69
CN 225,00 +2,24* 102,30 + 8,41* 212,50 £ 8,12
SINV 202,90 + 5,57 101,50 + 3,05* 186,30 + 7,64
AB 5 218,40 + 5,50" 98,83 +11,12% 187,20 + 18,44
AB 10 118,40 + 2,63*" 8783+ 4,17 202,70 + 6,878
AB 20 198,90 + 4,81™" 95,17 +10,89* 198,50 + 14,36

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média £ E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

SINV: sinvastatina 20mg/kg;

AB 5: acido betulinico 5mg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relacdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo CP
(ANOVA- Neuman Keuls).
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5.4.2 Efeito do &cido betulinico sobre as funcdes hepatica e renal em protocolo de

hipercolesterolemia induzida por dieta modificada

Os parametros relacionados a fungdo renal também foram analisados. Os grupos
experimentais ndo apresentaram diferenga estatistica nos niveis plasmaticos de uréia (Figura
22 e Tabela 5) e creatinina (Figura 23 e Tabela 5). Dessa forma, a racao hipercolesterolémica

e o tratamento com o 4cido betulinico ndo alteraram tais pardmetros renais.

Figura 22. Efeito do acido betulinico sobre os niveis plasmaticos de uréia em protocolo de
hipercolesterolemia induzida por dieta modificada.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

SINV: sinvastatina 20mg/kg;

AB 5: acido betulinico Smg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo
CP (ANOVA- Neuman Keuls).
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Figura 23. Efeito do acido betulinico sobre os niveis plasmaticos de creatinina em protocolo de
hipercolesterolemia induzida por dieta modificada.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média £ E.P.M, sendo que
CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

SINV: sinvastatina 20mg/kg;

AB 5: acido betulinico 5Smg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relacdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo CP
(ANOVA- Neuman Keuls).

Tabela 5. Efeito do acido betulinico sobre as concentracdes plasmaticas de uréia e creatinina
ap6s modelo de hipercolesterolemia induzida por dieta modificada.

Parametros Bioquimicos

Grupos experimentais Uréia ( mg/dL ) Creatinina ( mg/dL )
Controle negativo 36,33 +£0,76 0,31 £0,01
Controle positivo 37,00 + 1,80 0.33 £0,02

Sinvastatina 36,50+ 1,76 0,31 £0,01
ABS5 36,83+ 1,70 0,31 +0,01
AB 10 36,17+ 1,42 0,27 £ 0,02
AB 20 38,33 +1,35 0,29 + 0,02

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que
CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

SINV: sinvastatina 20mg/kg;

AB 5: acido betulinico 5mg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relacdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo CP
(ANOVA- Neuman Keuls).
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Parametros que avaliam a fun¢dao hepatica também foram mensurados. E os
resultados mostraram que tanto a ragdo modificada quanto o tratamento com o acido
betulinico ndo modificaram as concentragdes plasmaticas de AST (Figura 24 e Tabela 6) e

ALT (Figura 25 e Tabela 6).

Figura 24. Efeito do acido betulinico sobre os niveis plasmaticos de AST apods protocolo de
hipercolesterolemia induzida por dieta modificada.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;,

SINV: sinvastatina 20mg/kg;

AB 5: acido betulinico 5Smg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo CP
(ANOVA- Neuman Keuls).
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Figura 25. Efeito do acido betulinico sobre os niveis plasmaticos de ALT apds protocolo de
hipercolesterolemia induzida por dieta modificada.

ALT
200-
. 150-
|
°
(@)]
£ 1004 L
l_
|
< 504
O T
CN CP  SINV AB5 AB10 AB20

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

SINV: sinvastatina 20mg/kg;

AB 5: acido betulinico 5mg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo CP
(ANOVA- Neuman Keuls).

Tabela 6. Efeito do acido betulinico sobre as concentracdes plasmitica de AST e ALT apos
modelo de hipercolesterolemia induzida por dieta modificada.

Parametros Bioquimicos

Grupos experimentais AST (mg/dL) ALT (mg/dL )
CN 58,00 + 4,69 63,75 + 3,36

CP 69,13 +4,95 111,10+ 17,92

SINV 76,00 + 5,99 131,60 + 23,43

ABS5 75,63 £4,03 101,30+ 11,98

AB 10 69,25 + 3,55 106,80 + 13,17

AB 20 74,13 £ 3,53 100,40 + 20,09

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que

CN: controle negativo;

CP: controle positivo;

SINV: sinvastatina 20mg/kg;

AB 5: acido betulinico 5Smg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN; b: p<0,05 em relagdo ao grupo CP
(ANOVA- Neuman Keuls).
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5.5 Protocolo de avaliacdo da toxicidade oral do acido betulinico em doses repetidas

durante 28 dias

5.5.1 Avaliacdo dos niveis plasmaticos de glicose, colesterol total e triglicerideos apos

protocolo de toxicidade oral em doses repetidas

As determinagdes bioquimicas realizadas apos 28 dias de tratamento com o
acido betulinico, demonstraram que tal triterpeno ndo desencadeou alteracdes significativas

das concentragdes plasmaticas de glicose, colesterol total e triglicerideos (Tabela 7).

Tabela 7. Avaliacdo das concentracées plasmaticas de glicose, colesterol total e triglicerideos
apoés protocolo de toxicidade oral do dcido betulinico em doses repetidas durante 28 dias.

Parametros Bioquimicos

Grupos Glicose Colesterol total Triglicerideos
experimentais
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)

CN 123,90 + 8,50 129,90 + 4,03 142,90 + 19,48
Veiculo 119,50 + 10,53 134,80 + 3,83 174,50 £ 12,66
AB S5 130,60 + 10,50 127,50 £ 6,43 163,30 £ 7,959

AB 10 135,30 + 13,99 134,50 + 7,24 198,30 + 20,90
AB 20 141,30 £ 9,30 146,80 + 4,96 159,90 + 15,18

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média £ E.P.M, sendo que
CN: controle negativo;

Veiculo: tween 80;

AB 5: acido betulinico 5mg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN (ANOVA- Bonferroni).

5.5.2 Avaliacdo dos niveis plasmaticos de AST, ALT, uréia e creatinina ap6s protocolo de

toxicidade oral em doses repetidas

O tratamento com o 4acido betulinico e com o veiculo por 28 dias,
provavelmente, ndo induz a hepatotoxicidade, visto que ndo alterou significativamente os

parametros AST e ALT nas doses utilizadas (Tabela 8).
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Tabela 8. Avaliacio das concentracdes plasmaticas de AST e ALT apds protocolo de toxicidade
oral do acido betulinico em doses repetidas durante 28 dias.

Parametros Bioquimicos

Grupos experimentais AST (mg/dL) ALT (mg/dL)
CN 80,50 + 3,98 50,50 + 1,76

Veiculo 76,00 + 3,75 56,25 +1,92

AB S5 82,50 4,14 59,25+ 3,90

AB 10 79,88 £ 4,11 55,88 +£2,04

AB 20 88,13+ 3,43 55,88 +£2,46

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) foram expressos como média + E.P.M, sendo que
CN: controle negativo;

Veiculo: Tween 80;

AB 5: acido betulinico 5Smg/Kg;

AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN (ANOVA- Bonferroni).

Semelhante aos demais parametros, os que avaliaram a fun¢@o renal também nao
sofreram alteracdo significante, apds a administragao de acido betulinico e do veiculo por 28

dias, como demonstrado na tabela 9.

Tabela 9. Avaliacio das concentracdes plasmaticas de uréia e creatinina apos protocolo de
toxicidade oral do acido betulinico em doses repetidas durante 28 dias.

Parametros Bioquimicos

Grupos experimentais Uréia ( mg/dL ) Creatinina (mg/dL)
CN 42,00 +2,82 0,31 +0,01
Veiculo 42,63 1,73 0,31 +0,02
AB S 43,00 +2,33 0,31 +0,01
AB 10 42,88 +1,07 0,27 +0,03
AB 20 41,00 £+ 2,00 0,31 +0,02

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média £ E.P.M, sendo que
CN: controle negativo;

Veiculo: Tween 80;

AB 5: acido betulinico 5mg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN (ANOVA- Bonferroni).
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5.5.3 Avaliagdo dos parametros hematoldgicos apos protocolo de toxicidade oral em doses

repetidas

Observou-se que a administracdo diaria do 4cido betulinico durante 28 dias ndo
alterou significativamente os parametros hematologicos analisados, tais como numero
leucocitos, nimero de hemadcias, hemoglobina, hematocrito, VCM, HCM, CHCM, RDW e

nimero de plaquetas.

A contagem diferencial dos leucocitos, realizadas por meio da leitura das
distensdes sanguineas, nao apresentou alteracdo significativa entre os grupos, bem como nao
foram observadas modificacdes degenerativas nas ldminas analisadas.

Tabela 10. Avaliacio dos parametros hematologicos apos protocolo de toxicidade oral do acido
betulinico em doses repetidas.

Parametros Grupos Experimentais
Hematologicos CN \'% ABS AB 10 AB 20
Hemacias (10°/uL) 8,67+0,23 8,86 +0,21 8,63 +£0,13 8,71 +0,37 8,83+0,19
Hemoglobina (g/dL) 13,75+£0,42 14,03+ 0,46 13,80 £ 0,32 13,68 £ 0,49 13,66 £ 0,28
Hematocrito (%) 48,05+1,38 48,99+ 1,70 48,51+ 1,13 49,04 +2,23 47,93 +£1,28
VCM (fL) 55,40+£0,39  55,19+0,93 56,18 +0,77 56,24 + 0,65 54,25+ 0,56
HCM (pg) 15,84+0,19  15,80+0,19 15,99 + 0,26 15,73 £0,23 15,49 £ 0,13
CHCM (g/dL) 28,63 +0,20  28,65+0,22 28,45+ 0,15 27,99 + 0,35 28,53 +£0,20
RDW (%) 10,76 £ 0,20 10,94 + 0,26 10,89 + 0,42 11,44 +£0,28 10,99 £ 0,31
Leucocitos (10°/uL) 3,93 +0,39 3,64 £0,48 4,09 + 0,44 5,21+£0,33 4,33 +0,25
Neutréfilos (10%/uL) 0,67 £ 1,41 0,57 1,03 0,70 + 0,86 0,84 £ 1,52 0,73 £0,30
Eosinéfilos (10°/uL) 0,01 +£0,26 0,01 +0,25 0,005+ 0,12 0,006 + 0,12 0,01+0,16
Linfocitos (10*/uL) 323+1,35 3,04 +0,94 3,37+ 0,94 4,31 +1,53 3,58 £ 0,96
Monécitos (10°/uL) 0,02 +0,18 0,01 +0,16 0,015+0,26 0,05+0,26 0,01 £0,16
Plaquetas (10°/uL) 996 + 61,79 969 + 49,27 1081 + 53,02 1013 + 34,26 1116 + 43,69

Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média £ E.P.M, sendo
VCM: volume corpuscular médio,HCM: hemoglobina corpuscular média,
CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média, RDW: amplitude de distribui¢do das hemacias,

CN: controle negativo; Veiculo: tween 80,

AB 5: acido betulinico 5Smg/Kg, AB 10: 4cido betulinico 10mg/Kg,

AB 20: acido betulinico 20mg/Kg, a: p<0,05 em relagdo ao grupo CN (ANOV A- Bonferroni).
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5.5.4 Avaliacao consumo de ragdo e dgua e da massa corporea dos grupos experimentais apos

protocolo de toxicidade oral em doses repetidas

Os consumos de ragdo (Figura 26) e agua (Figura 27), assim como o peso dos
animais (Figura 28) foram verificados semanalmente ¢ demonstraram que a administragao

diaria de &cido betulinico durante 28 dias ndo alterou de forma significativa estes parametros.

Figura 26. Consumo de racio dos grupos experimentais apos 28 dias de tratamento com o acido
betulinico em diferentes concentracdes.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que
CN: controle negativo;

Veiculo: Tween 80;

AB 5: 4cido betulinico Smg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg;

AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg (ANOV A- Bonferroni).
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Figura 27. Consumo de agua dos grupos experimentais apds 28 dias de tratamento com o acido
betulinico em diferentes concentracdes.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que CN: controle
negativo; Veiculo: Tween 80;

AB 5: acido betulinico 5mg/Kg; AB 10: acido betulinico 10mg/Kg; AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg
(ANOVA- Bonferroni).

Figura 28. Massa corporal dos grupos experimentais, em gramas, apés 28 dias de tratamento
com o acido betulinico em diferentes concentracdoes.
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Os resultados dos grupos experimentais (n=8) estdo expressos como média + E.P.M, sendo que
CN: controle negativo;

Veiculo: Tween 80; AB 5: acido betulinico Smg/Kg;

AB 10: acido betulinico 10mg/Kg; AB 20: acido betulinico 20 mg/Kg (ANOVA- Bonferroni).
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6 DISCUSSAO DOS RESULTADOS

O uso de plantas medicinais ¢ uma pratica recorrente em uma grande parcela da
populagdo brasileira, principalmente, aquela que se encontra em condigdes socio- econdmicas

menos favoraveis (VASCONCELOS et al., 2007).

Apesar disso, em todo o mundo, apenas 17% das plantas foram estudadas de
alguma maneira quanto ao seu emprego medicinal e, na maioria dos casos, sem grande
aprofundamento nos aspectos fitoquimicos e farmacoldgicos. Esses dados demonstram o
enorme potencial das plantas para a descoberta de novos fitoterdpicos e fitomedicamentos

(FOGLIO et al., 2006).

Verifica-se, ainda, o predominio de trabalhos em fitoquimica, envolvendo
principalmente o isolamento, a determinagao estrutural (51%), o desenvolvimento e aplicagdo
de metodologias analiticas (16%), enquanto trabalhos sobre atividade bioldgica representam
apenas cerca de 19%. Esses numeros expressam a dificuldade que persiste em se realizar
trabalhos multidisciplinares envolvendo fitoquimica e atividade biologica, apesar dos

pesquisadores se proporem a realizar esse tipo de estudo (PINTO et al., 2002).

Neste contexto, muita atengdo tem sido direcionada a fitoconstituintes presentes
em frutas e vegetais que podem ser uteis na prevencao de doencas, tais como diabetes e

dislipidemias (MELO et al., 2009).

Essas substancias podem ser usadas como recursos terapéuticos alternativos para
o tratamento de doenca arterial coronariana e seus fatores de risco, como as dislipidemias e a
diabetes. Tais doengas tem sido alvo de estudos, uma vez que ¢ bem estabelecido que as
doencas do sistema cardiovascular serdo a causa mais comum de morte nos paises

desenvolvidos e em desenvolvimento (MAGALHAES et al., 2004).

Diabetes mellitus tipo 1 ¢ uma doenga caracterizada por deficiéncia na producao
de insulina que pode ser resultante da destrui¢cdo imunomediada progressiva das células B do
pancreas (BELLAHCEN et al., 2011). Na diabetes mellitus tipo 2, a insulina tem seu efeito
diminuido, fazendo com que a cé¢lula reduza a sua capacidade de captar a glicose, resultando

em uma condi¢ao denominada resisténcia a insulina (JUNG et al., 2007).
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Uma das fungdes principais da insulina ¢ manter o equilibrio da glicose no
organismo ao estimular o transporte dessa para os tecidos periféricos via transportador GLUT
4, que se expressa principalmente na musculatura esquelética, no musculo cardiaco e no
tecido adiposo. Em individuos normais, a taxa de liberagdo de insulina pelas células beta

pancreaticas ocorre em resposta ao aumento da glicose sanguinea (JUNG et al., 2007).

Protocolos com modelos animais sdo muito utilizados em pesquisas relacionadas a
diabetes. Dentre as toxinas diabetogénicas mais usadas experimentalmente estd o aloxano, que
induz hiperglicemia em ratos e camundongos (BELLAHCEN et al., 2011). Ele pode aumentar
os niveis glicémicos em animais quando administrado por via intravenosa, intraperitoneal ou
subcutanea. A dose necessaria depende da espécie, via de administracdo e estado nutricional.
Quando injetada por via intraperitoneal, uma dose inferior a 150 mg/kg pode ser insuficiente

para induzir a hiperglicemia em ratos (SZKUDELSKI, 2001).

O aloxano ¢ um analogo toxico da glicose que se acumula preferencialmente nas
células beta através do transportador de glicose GLUT 2. Estudos in vitro mostram que essa
substancia ¢ seletiva para as células beta pancreaticas causando necrose celular, gerando
espécies reativas de oxigénio (ROS) em uma reagao redox ciclica que, em sua ultima etapa,
produz radicais hidroxilas responsaveis pela morte celular (BELLAHCEN et al., 2011). Além
disso, o aloxano inibe a secre¢do de insulina pela inibicdo da glicoquinase. Tais mecanismos

resultam na redugdo da oxidagdo da glicose e da geracdo de ATP, suprimindo, assim, o sinal

transmitido pelo ATP para a secrecao de insulina (LENZEN, 2008).

Dessa forma, o aloxano foi utilizado no presente trabalho e induziu efetivamente a
diabetes pois, aumentou em 312,7% a glicemia do grupo CP. O tratamento com acido
betulinico nas doses de 10 e 20mg/Kg reduziu em 23,0% e 35,6%, respectivamente, os niveis
plasmaticos de glicose. Os resultados de Melo et al.(2009) corroboram com os encontrados
neste estudo, pois demonstraram que o acido betulinico reduziu os niveis plasmaticos de

glicose em protocolo de obesidade induzida por dieta hipercalorica.

Outro triterpeno, também, apresentou atividade hipoglicémica. Jang et al. (2010)
obteve resultado similar aos descrito nesse trabalho, pois relatou que o 4cido ursolico reduziu

os niveis de glicose (12,3%) em protocolo de diabetes induzida por estreptozotocina.
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Além da alteragcdo da glicose sanguinea, o aloxano aumentou significativamente
os niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos. Esses achados corroboram com o
estudo realizado por Gao et al. (2009), sendo importante ressaltar que a elevagdo
concomitante desses parametros bioquimicos, associados a hiperglicemia, aumentam o risco

do desenvolvimento de doengas cardiovasculares.

A dislipidemia pode ser desencadeada na diabetes devido a incapacidade da
insulina exercer adequadamente seus efeitos, proporcionando a reducdo e/ou metabolizagao
inadequada da glicose acarretando, consequentemente, a mobilizacdo dos reservatorios
lipidicos pelo organismo como fonte de energia. Durante esse processo, os acidos graxos sao
mobilizados para a circulacdo, resultando em um aumento dos triglicerideos e do colesterol
séricos, de forma secunddria. Esse aumento ¢ proporcional aos niveis glicémicos ocorrendo

quando a doenga encontra-se descontrolada (PAPI REDDY et al., 2009).

Observou-se que o acido betulinico, nas trés concentracdes, reduziu tanto os
niveis plasmaticos de colesterol total quanto os de triglicerideos, assim como foi encontrado

por Melo et al. (2009), em protocolo de obesidade.

Como foi dito anteriormente, a diabetes esta relacionada ao desenvolvimento de
intolerancia a glicose e resisténcia a insulina. Entdo, foi realizado o teste oral de tolerancia a
glicose (TOTQ), utilizado na pratica clinica e na pesquisa para identificar individuos com
tolerancia normal ou prejudicada a glicose (ANDRIKOPOULOS et al., 2008). O TOTG foi
realizado apenas com a dose de 10 mg/Kg de 4cido betulinico (AB 10), uma vez que no

protocolo de diabetes induzida por aloxano foi a menor dose com atividade hipoglicémica.

Ap6s 30 e 60 minutos da sobrecarga de glicose, o grupo AB 10 reduziu a
concentra¢do plasmatica desse analito quando comparada ao controle positivo. Melo et al.
(2010), também, demonstraram uma redugdo significativa dos niveis de glicose apds 30
minutos da sobrecarga em um protocolo de TOTG, apds sete dias de pré-tratamento com o

triterpeno acido oleanolico.

Os resultados de Jayaprakasam et al. (2006) sdo semelhantes aos encontrados

neste trabalho, uma vez que verificou-se que acido ursélico aumenta a sensibilidade e/ou a
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secrecdo de insulina no protocolo de teste de tolerancia a glicose em animais tratados com

esse triterpeno durante 6 semanas.

Assim, ¢ crescente o interesse no estudo da atividade hipoglicémica, assim como a
hipolipidémica, de substancias oriundas de plantas, frutas e vegetais, tais como os triterpenos
que, em geral, sdo eficazes, menos toxicos € apresentam menos efeitos colaterais

(JAYAPRAKASAM et al., 2006).

As doengas no metabolismo dos lipidios sdo denominadas de dislipidemias e
podem ser associadas a obesidade, diabetes, hipertensdo e esteatose hepatica. A
hiperlipidemia, que inclui a hipercolesterolemia e a hipertrigliceridemia, ¢ um importante
fator de risco para o desenvolvimento de doengas cardiovasculares (ZHU et al., 2010), as

quais sdo responsaveis por cerca de 30% das mortes em todo o mundo (CAl et al., 2011).

Segundo o estudo intitulado de Lipid Research Clinics Coronary Primary
Prevention Trial, a cada 1% de redugdo dos niveis plasmaticos de colesterol total ocorrera
uma diminuic¢ao de 2% no risco de surgimento de doengas coronarianas. Os niveis sanguineos
elevados das lipoproteinas de baixa densidade (LDL-c) e dos triglicerideos associados a
reducdo dos niveis sanguineos das lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) também
aumentam esse risco de doengas coronarianas (ZHU et al., 2010). Por isso, é importante o

estudo de substancias redutoras dos niveis de lipidios plasmaticos.

Em estudos pré-clinicos, sdo usados surfactantes para induzir a hiperlipidemia
aguda, sendo empregados para o estudo do metabolismo do colesterol e dos triglicerideos,
bem como para avaliar a atividade hipolipidémica de substiancias de origem natural
(JINGJING; XIANGRONG , 2007; PATIL; SARAF; DIXIT, 2004; MANDUKHAIL; AZIZ,
GILANI, 2010; OULMOUSEN et al., 2011).

No inicio dos anos 50, observou-se que a inje¢do intravenosa de certos
detergentes ndo i6nicos resultava em soro lacteo mantido por aproximadamente 48 horas
(KELLNER; CORRELL; LADD, 1951; MILLAR et al., 2005). Estudos mais recentes
demonstraram que esse aumento ocorre devido a uma maior producao hepatica de lipideos e

uma redugdo do catabolismo de lipoproteinas ricas em triglicerideos (ZHANG et al., 2009).
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No protocolo de inducao de dislipidemia, foi utilizado o detergente ndo idnico
triton WR-1339, o qual apresenta a capacidade de se associar as lipoproteinas no plasma,
reduzindo sua metabolizacio (OTWAY; ROBINSON, 1967). O mesmo atua como um
tensoativo, formando uma camada na superficie das lipoproteinas, impedindo sua absor¢do e

aumentando sua concentra¢ao no sangue (PATIL; SARAF; DIXIT, 2004).

O triton WR 1339 (ou tiloxapol) promove um aumento dos niveis plasmaticos de
triglicerideos e de colesterol total. Isso ocorre, pois ele bloqueia o retorno das lipoproteinas ou
dos seus produtos de degradagdo para o figado, estimulando a sintese hepatica de colesterol,
em virtude de uma maior atividade da HMG-Co-A redutase (hidroximetilglutaril-coenzima A
redutase) e inibindo a atividade enzimdtica da lipoproteina lipase (LPL) (MANDUKHAIL;
AZI1Z; GILANI, 2010; ROCHA, 2009).

Dessa forma, utilizou-se a dose de 400mg/Kg de triton WR 1339, como descrito
por Jingjing e Xiangrong (2007). Semelhante aos estudos previamente citados, o triton
também foi capaz de induzir a dislipidemia, pois aumentou significativamente os niveis
plasmaticos de triglicerideos e de colesterol total quando comparados os grupos controle

negativo e positivo.

Os grupos tratados com o acido betulinico na dose de 10 e 20mg/Kg (AB 10 e
AB20) reduziram os triglicerideos significativamente. Eu et al. (2010) demonstraram que a
administracao de saponinas triterpendides em ratos obesos também foi capaz de reduzir a
concentragdo de triglicerideos no sangue, induzindo seletivamente a expressdo da LPL e

promovendo o aumento do catabolismo de lipoproteinas ricas em triglicerideos.

A LPL ¢ uma enzima responsavel pela hidrolise dos triacilglicerois presentes nas
lipoproteinas plasmaticas, principalmente nos quilomicrons e nas lipoproteinas de muito baixa
densidade (MORENO et al., 2003). Dessa forma, o aumento dos niveis de LPL favorece a
hidrélise intravascular de lipoproteinas (LAPLANT et al., 2009) e a ativagdo de receptores
PPAR pode regular sua producao, bem como diminuir a expressdao de apo-C III que ¢ um

inibidor dessa enzima (EU et al.,2010).

As dislipidemias estdo relacionadas aos disturbios hepaticos, uma vez que o

figado € o principal 6rgao responsavel pelo metabolismo lipoproteico, pois esta envolvido nos
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processos de sintese, oxidacdo, transporte e excre¢ao dos lipidios (LEE; GLIMCHER, 2009).
O acumulo de gordura no citoplasma dos hepatocitos, principalmente sob a forma de acidos
graxos livres e triglicerideos, ¢ considerado o primeiro passo para o desenvolvimento da

esteato-hepatite (MARf et al., 2006; ROCHA, 2009).

O aumento dos lipidios na circulagao sanguinea pode desencadear um aumento do
estresse oxidativo em vdrios orgdos, como figado, coracdo e rins, devido a elevacdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), apresentando um importante papel na

inflamacao crénica que ocorre em resposta a doengas como a aterosclerose (ROCHA, 2009).

Com o intuito de avaliar um possivel dano hepatico, neste protocolo foi verificada
a atividade antioxidante do 4cido betulinico por meio das dosagens de TBARS (substancias
reativas com o acido tiobarbiturico) e de SOD (superdxido dismutase) em homogenato de

figado.

De acordo com Liu (2005), os efeitos benéficos dos acidos ursélico e oleanolico
sobre o figado podem ser devido as atividades antioxidante e antiinflamatoria desses
triterpenodides. Além disso, Yang et al. (2006) sugeriram que o estresse oxidativo pode

diminuir a atividade da LPL, o que resulta em uma alteragdo do metabolismo lipidico.

As espécies reativas de oxigénio podem reagir com uma variedade de
biomoléculas, como lipidios, carboidratos, proteinas e acidos nucléicos. Em condigdes
fisiologicas normais, existe um equilibrio entre a producdo de radicais livres e os mecanismos
antioxidantes. Quando esse equilibrio ¢ prejudicado, ¢ desencadeada uma situagdo de estresse

oxidante que resulta em uma produgao exacerbada de radicais livres (YANG et al., 2008).

Dentre os alvos mais suscetiveis a acdo dos radicais livres tem-se os acidos graxos
poliinsaturados da membrana celular. A interagdo desses radicais com componentes lipidicos
da membrana promove a peroxidacdo lipidica, causando um aumento da permeabilidade e

morte celular (SARAVANAN; VISWANATHAN; PUGALENDI, 2006).

Uma grande quantidade de compostos oxigenados, particularmente aldeidos,
como o malonaldeido, ¢ produzida durante o ataque desses radicais a membrana lipoproteica

(YANG et al., 2008). Por isso, foi avaliado o TBARS onde o acido tiobarbiturico reage com
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produtos da peroxidagdo lipidica, sendo o principal deles o malonaldeido. Apds o protocolo
do triton, foi dosado o TBARS nos homogenatos dos animais que receberam acido betulinico
nas doses de 10 (AB 10) e 20 mg/Kg (AB 20), pois esses grupos tiveram seus triglicerideos
plasmaticos reduzidos apo6s o tratamento de forma significativa. Ambas as doses foram
capazes de promover uma redugdo (p<0.05) nos niveis hepaticos de TBARS. Esse resultado ¢
relevante, uma vez que acredita-se que a peroxidagdo lipidica esta envolvida com a
modificacdo oxidativa de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), um fator de risco para o

desenvolvimento de doencas cardiovasculares (NEVIN; RAJAMOHAN, 2004).

Além disso, foi avaliada a atividade da SOD, uma enzima importante na protecao
contra lesdes oxidativas, visto que ela estd envolvida na elimina¢do de anions superoxido,
sendo fundamental para a manutencdo do equilibrio entre os sistemas oxidantes e
antioxidantes (YANG et al., 2008). Neste protocolo, a atividade da SOD aumentou nos
animais tratados com acido betulinico nas doses de 10 e 20 mg/Kg, tal resultado, somado a
diminuicdo da peroxidagao lipidica verificada apds a dosagem do TBARS, demonstram uma

importante atividade antioxidante do AB.

De acordo com os achados do protocolo descrito, verificou-se a importancia de se
realizar um experimento que avaliasse o efeito do 4cido betulinico na hipercolesterolemia
induzida de forma cronica, uma vez que o colesterol total ¢ um parametro que muitas vezes
necessita de um tempo maior para a sua redugdo. Para tal, foi utilizado modelo de indugdo de

hipercolesterolemia por dieta modificada.

Os hébitos alimentares, como a ingestdo continua de grande quantidade de
gorduras saturadas e colesterol, estdo diretamente relacionados a hipercolesterolemia e a

suscetibilidade a aterosclerose (OTUNOLA et al., 2010).

O colesterol ¢ a molécula precursora dos acidos biliares, sendo esses classificados
em secundarios e primarios. Os acidos biliares desoxicolico e litocolico sdo denominados de
secundarios enquanto que os primarios siao constituidos pelos 4acidos colico e
quenodesoxicolico. O acido colico ¢ um componente importante para a absorcao de lipidios e
sua ingestdo conjunta com o colesterol, por periodos prolongados, pode desencadear um
quadro de hipercolesterolemia, bem como a formagdo de calculos biliares de colesterol em

ratos. Esse aumento da absorcdo do colesterol pode ser devido a natureza anfipatica dos
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acidos biliares, promovendo a formagdo de micelas que, por sua vez, auxiliam na absor¢ao

dos lipidios provenientes da alimentagdo (MURPHY et al., 2005).

Diante do que foi exposto, observa-se que o acido cdlico foi adicionado a ragao
para aumentar a absorc¢do do colesterol presente na dieta. Assim, a ragdo modificada contendo
colesterol, acido colico, 6leo de coco e ragdo padrao foi capaz de aumentar os niveis

plasmaticos de colesterol total.

Outros estudos utilizaram dietas ricas em colesterol para induzir a
hipercolesterolemia em animais (CHANDER et al., 2004; LEE et al., 2006; LIN; VERMEER,;
TRAUTWEIN, 2009; MANDUKHAIL; AZIZ; GILANI, 2010). Isso porque, esses modelos
experimentais de indugdo sdo Uteis para compreender melhor alteracdes do metabolismo do
colesterol, bem como para a descoberta de novas drogas detentoras de atividade redutora de

colesterol (OTUNOLA et al.,2010).

Segundo Melo et al. (2009), animais alimentados com dieta hipercalérica e
tratados com acido betulinico reduziram ndo apenas seus niveis plasmaticos de colesterol total
e triglicerideos, como também a esteatose hepatica, o ganho de peso e o tamanho dos

adipocitos, indicando que ele reduz o acimulo de lipideos nessas células.

Observou-se, também, que o acido betulinico inibiu a enzima Acil-CoA:
colesterol acetiltransferase (ACAT), cuja inibicdo ¢ uma estratégia util para o tratamento da
hipercolesterolemia, reduzindo, consequentemente, um dos fatores de risco para o
desenvolvimento da aterosclerose (LEE et al., 2006). A ACAT esta localizada no reticulo
endoplasmatico celular e cataliza a reacdo de esterificacdo do colesterol livre. Podendo ser

encontrada duas isoformas ACAT 1 e ACAT 2 (LEE et a