é é é UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM PATOLOGIA

AVALIAC}AO DA ATIVIDADE ANTIOBESIDADE DO EXTRATO AQUOSO DOS
FRUTOS DE Libidibia ferrea (Mart.) L.P. Queiroz EM RATOS WISTAR

CLEIDIANE SILVA VIEIRA DE SOUZA

RECIFE

2017



CLEIDIANE SILVA VIEIRA DE SOUZA

AVALIAC}AO DA ATIVIDADE ANTIOBESIDADE DO EXTRATO AQUOSO DOS
FRUTOS DE Libidibia ferrea (Mart.) L.P. Queiroz EM RATOS WISTAR

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo em Patologia do Centro de
Ciéncias da Saude, como um dos requisitos
para obtencdo do Grau de Mestre em
Patologia, da Universidade Federal de
Pernambuco.

Orientadora: Prof2. Dr2. Manuela Figueiroa Lyra de Freitas

Coorientadores: Prof. Dra. Ilvone Antbnia de Souza

Prof. Dr. Luiz Alberto Lira Soares

Linha de Pesquisa: Modelos Morfofisioldgicos e Imunologicos das Doencas.

RECIFE

2017



Catalogacdo na Fonte
Bibliotecaria: Monica Uchoa, CRB4-1010

S729a

Souza, Cleidiane Silva Vieira de.

Avaliacdo da atividade antiobesidade do extrato aguoso dos frutos
de Libidibia ferrea (Mart.) LP. Queiroz em ratos wistar / Cleidiane Silva
Vieira de Souza. — 2016.

B9 1.il; tab.; quad.; graf.; 30 cm.

Orientadora: Manuela Figueiroa Lyra de Freitas.

Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Federal de Pemambuco,
CC5. Programa de Pos-Graduacéo em Patologia. Recife, 2016.

Inclui referéncias e anexos.

1. Obesidade. 2. Dieta ocidental. 3. Plantas medicinais. |. Freitas,
Manuela Figueiroa Lyra de (Orientadora). 1. Titulo.

616.07 CDD (23.ed)) UFPE (CCS2017-234)




| 444 PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

—
w Centro de Ciéncias da Saude - UFPE

oo Av. Prof. Moraes Rego 1235 - Cidade Universitaria - CEP: 50670-901 - Recife — PE
e Prédio da Pés-graduagdo do Centro de Ciéncias da Saude (CCS) - térreo

y'!‘ Fone/Fax: (81) 2126.8529
; l_ http://www.ppgpatologiaufpe.com

DISSERTACAO DEFENDIDA PARA OBTENCAO DO TITULO DE MESTRA EM

PATOLOGIA.

AUTORA: Cleidiane Silva Vieira de Souza
AREA DE CONCENTRAGAO: Patologia

TITULO DA DISSERTACAO: “Avaliacdo da Atividade de Antiobesidade do Extrato
Aquoso dos Frutos de Libidibia ferrea (Mart.) L. P. Queiroz em Ratos Wistar”.

ORIENTADORA: Prof®. Dr*. Manuela Figueiroa Lyra de Freitas

DATA DA DEFESA: 15 de setembro de 2016

BANCA EXAMINADORA:

Prof. Dr. Nicodemos Teles de Pontes Eilho

Prof®. Dr®. Adriana Di Donato Chaves

Prof. Dr. Fernando Vagner Lobo Ladd



UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO

REITOR

Prof. Anisio Brasileiro de Freitas Dourado

VICE- REITOR

Prof. Florisbela de Arruda Camara e Siqueira Campos

PRO-REITOR PARA ASSUNTOS DE PESQUISA E POS-GRADUACAO

Prof. Ernani Rodrigues de Carvalho Neto

DIRETOR DO CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
Prof. Nicodemos Teles de Pontes Filho

CHEFE DO DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA

Profd. Adriana Maria da Silva Telles

COORDENADOR DO MESTRADO EM PATOLOGIA

Prof2. Manuela Figueiroa Lyra de Freitas

VICE-COORDENADOR DO MESTRADO EM PATOLOGIA

Prof. Lucas André Cavalcanti Brandao

SECRETARIA DO MESTRADO EM PATOLOGIA
Margarete Valdevino da Silva

RECIFE

2017



“Dedico este trabalho a minha mde, Sueli.”



AGRADECIMENTOS

A Deus, a quem sempre agradecerei em primeiro lugar, pois Ele € o grande
responsavel por todas as minhas conquistas.

A minha familia, que € minha base e minha inspiracdo para realizar meus
objetivos.

A minha orientadora, Prof2 Manuela, pela orientaciio e paciéncia. Pelo apoio
nos momentos em que mais precisei. Foi além de orientadora, uma amiga que Deus
colocou em minha vida.

Aos meus co-orientadores, Prof2 Ivone Antbnia e Prof° Luiz Alberto, pela
disponibilidade e ajuda sempre que precisei. Em especial a prof?2 Ivone, pela
receptividade e por todo apoio recebido. A pessoa mais doce que eu tive o prazer de
conhecer e conviver nesses dois anos.

A banca examinadora, por aceitar o convite contribuindo de forma importante
para a concluséo do trabalho

Aos meus queridos amigos do mestrado (Patologia-UFPE 2014) pelos
momentos compartilhados e por toda ajuda nos experimentos. Foram dois anos de
muito companheirismo e amizade. Em especial a Tamires Menezes, pessoa linda e
amiga a quem tenho enorme gratidao por toda ajuda e socorro nos momentos em que
mais precisei. E a Libania Ribeiro, por todos os conselhos e por toda ajuda nos
momentos dificeis.

A todos os integrantes do departamento de Po6s-Graduacdo em Patologia-
UFPE. Em especial a Silvana Paz, por quem tenho um grande carinho e a quem sou
muito grata por toda ajuda e amizade. A Margarete Valdevino, sou grata por todo apoio
prestado, uma pessoa sempre muito gentil comigo e com todos. A Arthur Clark, pela
ajuda constante nesses ultimos meses.

A todo corpo docente do mestrado e aos integrantes da banca examinadora
por aceitarem o convite e contribuirem para minha formacao.

As minhas amigas Rafaela, Flavia, Thayanne e Vanessa, pelo apoio nos
momentos finais desse projeto.

A Marcela, Suélen e Natalia, por todo carinho, atencéo e amizade.
A Eduardo Henrique, pelos anos de companheirismo e por toda ajuda prestada.

As minhas queridas e maravilhosas primas e amigas Isabele, Elaine, Gabriela,
Janaina, Yhasminie, Dayana e Mayara, companheiras de todas as horas, pessoas que
fazem minha vida mais feliz. Obrigada por estarem comigo em todos 0s momentos.

A minha av6 China (in memoriam), uma das pessoas mais sabias e irreverentes
com quem tive o prazer de conviver por breves 25 anos. Ao meu avd Roga, por todo



cuidado e amor dedicados todos esses anos. A minha irma Gleiciane, pelo apoio e
companheirismo, a pessoa mais destemida e confiante que conheco. Ao meu pai,
Sebastido, o homem que mais admiro, que apesar do baixo nivel de escolaridade,
sempre me incentivou a estudar e fez de tudo para que isso fosse possivel.

A memoria de minha m&e Sueli, a mulher mais forte, amorosa e a mais
dedicada que eu conheci. Sou grata a Deus por ter me dado a honra e a felicidade de
ser filha de um ser tao iluminado.

E termino agradecendo novamente a Deus, pelas pessoas maravilhosas que
conheci antes e durante essa jornada, por ter permitido a execucdo desse projeto e
por todas as gracas que Ele realizou em minha vida!

Obrigada,
Cleidiane Vieira.



ITXTs

... Tudo posso naquele que me fortalece” (Filipenses 4.13)..”



RESUMO

Libidibia ferrea, conhecida popularmente como “juca” ou “pau ferro” tem sido utilizada
no tratamento de variadas doencgas que podem ser ocasionadas pela obesidade,
devido a suas propriedades terapéuticas, destacando-se as atividades anti-
hiperglicemiante, anti-hipertensiva e anti-inflamatéria. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antiobesidade do extrato aquoso dos frutos de Libidibia
ferrea (Mart.) L.P. Queiroz em ratos wistar. Foram utilizados 30 ratos machos, os quais
foram divididos em 3 grupos: Grupo Controle (GC), Grupo Obeso Tratado com Extrato
(GOTE) e Grupo Obeso Nao Tratado com Extrato (GONTE). A obesidade nos grupos
GOTE e GONTE foi induzida através de dieta hipercaldrica, oferecida aos animais a
partir do 21° dia de vida (desmame) até o 120° dia de experimento (final do periodo
experimental) e o GC recebeu ragdo comercial da marca Presence® durante 0 mesmo
periodo de tempo. Através do ensaio de toxicidade aguda oral utilizando a
metodologia da OECD (OECD 423), foi possivel determinar a dose a ser utilizada no
experimento. O tratamento crénico com o extrato aquoso dos frutos de juca foi
realizado durante 30 dias consecutivos por via intragastrica (gavagem) utilizando a
dose de 2000mg/Kg, a qual foi administrada uma vez por dia, a partir do 90° até o 120°
dia de experimento. ApdGs o término do tratamento, os animais foram anestesiados e
passaram pelo procedimento de coleta de sangue para posterior analise bioquimica.
Em seguida, foram submetidos a perfuséo e a eutanasia. Apds esse processo, figados
e rins foram coletados para a realizacdo da andlise histolégica. A anélise comparativa
mostrou que os ratos obesos tratados com extrato de juca, ndo apresentaram reducao
significativa de peso corporal, nem das circunferéncias toracica e abdominal. Também
nao foram observadas atividades anti-hiperlipemiante e anti-hiperglicémica, bem
como, ndo houve alteracao dos niveis séricos de glicose, triglicerideos, de colesterol
e suas fracfes. O extrato aquoso de juca promoveu reducédo da gordura mesentérica
e a manutencao do volume dos tecidos renal e hepatico de ratos wistar obesos, porém,
sdo necessarios estudos complementares para uma melhor compreensédo e
elucidacao de sua acéo no tratamento da obesidade.

Palavras-chave: Obesidade. Dieta Ocidental. Plantas Medicinais.



ABSTRACT

Libidibia ferrea popularly known as "juca" or "pau ferro" has been used in the treatment
of various diseases that can be caused by obesity, due to its therapeutic properties,
especially anti-hyperglycemic, antihypertensive and anti-inflammatory activities. The
present study had as objective to evaluate the antiobesity activity of the aqueous
extract of the fruits of Libidibia ferrea (Mart.) L.P. Queiroz in wistar rats. Thirty male
rats were used, which were divided into three groups: Control Group (CG), Obese
Group Treated with Extract (OGTE) and Obese Group Not Treated with Extract
(OGNTE). Obesity in the OGTE and OGNTE groups was induced through a
hypercaloric diet, offered to the animals from the 21st day of life (weaning) until the
120th day of the experiment (end of the experimental period) and the CG received
commercial feed of brand Presence® during the same period of time. Through the oral
acute toxicity test using the OECD methodology (OECD 423), it was possible to
determine the dose to be used in the experiment. The chronic treatment with the
agueous extract of juca fruits was carried out during 30 consecutive days by the
intragastric mode (gavage) using the dose of 2000mg / kg, which was administered
once a day, from 90th to 120th day of experiment. After the end of the treatment, the
animals were anesthetized and after they passed through the blood collection
procedure for later biochemical analysis. Then they were submitted to perfusion and
euthanasia. After this process, their livers and kidneys were collected for histological
analysis. The comparative analysis showed that obese rats treated with juca extract
did not present significant reduction of body weight, nor of the thoracic and abdominal
circumferences. Also, no antihyperlipidemic and antihyperglycemic activities were
observed, as well as, there was no alteration of the serum levels of glucose,
triglycerides, cholesterol and their fractions. The aqueous extract of juca promoted
reduction of mesenteric fat and maintenance of renal and hepatic tissue volumes of
obese wistar rats, however, complementary studies are needed to better understand
and elucidate their action in the treatment of obesity.

Keywords: Obesity. Diet, Western. Plants, Medicinal.
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1 APRESENTACAO

Estudos realizados na ultima década mostraram que a obesidade tem sido um
fator importante na predisposicdo ao aumento de morbidades e mortalidade. O
relatorio “Estatisticas Mundiais de Saude 2012”, da Organizagao Mundial de Saude
(OMS) afirma que a obesidade foi apontada como a causa de morte de
aproximadamente 2,8 milhdes de pessoas por ano e que 12% da populacdo mundial
€ considerada obesa (OMS, 2012).

Excesso de peso e obesidade sdo termos que podem ser confundidos em sua
etiologia, porém, diferem-se quanto ao grau de gordura corporal acumulada. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) utiliza o indice de Massa Corporal (IMC) para
medir o nivel do acumulo de gordura corpérea e indicar se o individuo encontra-se ou
nao, dentro do peso considerado saudavel. O IMC ideal encontra-se entre 18,5 e 25
kg/m?; o excesso de peso corresponde ao IMC entre 25 e 30 kg/m? e a obesidade
equivale a um IMC = 30 Kg/m2 (OMS, 2012).

A prevaléncia da obesidade vem crescendo em praticamente todos os paises
desenvolvidos, com apenas algumas excec¢des, assim como em paises que estdo em
desenvolvimento, como o Brasil (SBEM, 2010). Dados relacionados a Pesquisa de
Orcamentos Familiares (POF), demonstram que o0 excesso de peso e a obesidade
podem ser verificados desde a infancia, normalmente a partir dos 5 anos de idade,
englobando todos os grupos de renda financeira e todas as regides do Brasil.

No Brasil, entre o periodo de 1974 a 2009, o excesso de peso em homens
adultos passou de 18,5% para 50,1% e em mulheres de 28,7% para 48%; o grau de
obesidade em homens aumentou de 2,8% para 12,4% e em mulheres, de 8% para

16,9%, dentro do mesmo periodo de tempo (IBGE, 2010).
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De acordo com estudos recentes, no Brasil 58,4% das mulheres com mais de
20 anos e 52,5% dos homens com a mesma faixa etaria apresentam obesidade. Entre
os jovens do sexo feminino com menos de 20 anos essa parcela é de 24,3% e em
jovens do sexo masculino € de 22,1%, o que inclui o Brasil acima da média global de
obesidade (GAKIDOU et al., 2014).

Esses dados sdo alarmantes, levando-se em consideracdo que a obesidade
pode ser um fator desencadeante para o surgimento de doencas crdnicas nao
transmissiveis, como doencas cardiovasculares, diabetes mellitus, céncer e
hipertenséo arterial, as quais podem apresentar complicacdes irreversiveis e levar o
individuo ao 6bito (DUNCAN et al., 1993).

Alguns individuos com obesidade utilizam a medicina alternativa com o objetivo
de emagrecer ou mesmo, de reduzir possiveis efeitos de doencas que estédo
associadas a essa condicdo. A busca por meios alternativos de tratamento pode ser
explicada pelo fato de que plantas medicinais, apresentam, geralmente, poucos
efeitos indesejaveis comparados aos dos farmacos utilizados no tratamento da
obesidade (WON, 2010).

Varias plantas séo utilizadas pela populacdo brasileira no tratamento de
diferentes doencas como hipertenséo, diabetes e obesidade. Dentre essas plantas,
destaca-se a Libidibia ferrea que apresenta acdo anti-hiperglicemiante, anti-
hipertensiva e anti-inflamatéria, condicbes associadas a etiologia da obesidade.
(BACCHI, SERTIE, 1994; BACCHI et al., 1995, MENEZES et al., 2007,
VASCONCELOS et al., 2011).

Sendo assim, devido ao seu potencial terapéutico e diante da necessidade de
colaborar como novas alternativas para o tratamento da obesidade, visando, ao

mesmo tempo, minimizar efeitos organicos indesejaveis e doencgas que possam ser
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decorrentes dessa condicao, este estudo teve a finalidade de avaliar a atividade do

extrato aquoso dos frutos de Libidibia ferrea em ratos wistar obesos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Obesidade

2.1.1 Definigao e Etiologia da Obesidade

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude a obesidade é definida como um
excesso no acumulo de gordura corporal, que confere implicagdes para a saude e o
bem-estar do individuo (OMS, 2012). De uma forma geral, esse acumulo gordura
corporal é progressiva e pode levar a prejuizos tanto a saude fisica como também,
mental. A etiologia da doenca ainda ndo esté esclarecida, mas sabe-se que inclui uma
soma de fatores genéticos e ambientais (PINHEIRO; FREITAS; CORSO, 2004).
Portanto, a obesidade é uma doenca multifatorial e as interacées entre os potenciais

fatores determinantes séo consideradas complexas.

A obesidade € uma condicdo que normalmente ndo decorre de apenas um fator e
sim da associacdo e da interacdo de varios fatores, como, ambientais, genéticos e o
estilo de vida (HEBEBRAND; HINNEY, 2009). Comportamentos associados a uma
sociedade industrializada moderna, incluindo um estilo de vida sedentario, habitos
alimentares inadequados ou uma combinacdo de ambos, induziram um aumento na

prevaléncia da obesidade (STEIN; COLDITZ, 2004; SILVA et al., 2013).

2.1.2 Caracterizagao da Obesidade

Equipamentos para mensurar a quantidade de gordura corporal possuem elevados
custo, por isso, para tal finalidade, a OMS utiliza o indice de Massa Corporal (IMC),

que é definido como a razéo entre a massa corporal em kilogramas (kg) pela altura
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em metros (m) elevada ao quadrado, aplicando a formula IMC = P/A2, como
ferramenta antropométrica para definir o estado de sobrepeso e obesidade. Baseado
neste parametro, o sobrepeso é definido quando o IMC € maior ou igual a 25 kg/m2 e
menor que 30 kg/m2, enquanto na obesidade o IMC é igual ou maior 30 kg/m2 (OMS,

2008) (Tabela 1).

Tabela 1- Classificagdo do estado nutricional humano de acordo com o IMC

IMC CLASSIFICACAO
< 18,5 Kg/m/? Baixo peso
18,5 — 24,9 Kg/m/? Normal
25,0 — 29,9 Kg/m/? Sobrepeso
30,0 — 34,9 Kg/m/2 Obesidade grau |
35,0 — 39,9 Kg/m/2 Obesidade grau |l
40,0 ou > Kg/m/? Obesidade grau Il

Fonte: OMS, 1998.

A circunferéncia abdominal (CA) € um método relevante para avaliar o risco de
doencas cardiovasculares e metabdlicas (ALMEIDA, 2009). Segundo Malachias
(2010), a forma como a gordura esta distribuida no corpo, pode indicar se ha maior ou
menor risco para a saude, sendo aceito que a localizacdo da adiposidade no segmento
superior do corpo (gordura visceral) constitui um parametro de interesse clinico para

identificar individuos em maior risco de desenvolverem doencas cardiovasculares.
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2.1.3 A Obesidade Associada ao Surgimento de Doencas

De acordo com dados de pesquisas da ABESO (2012) o excesso de peso gera
dados preocupantes de morbimortalidade por doencas relacionadas a esse estado, 0
qual j& é responsavel por dois tercos de todos os 6bitos no mundo.

Devido a grande dimensdo que vem tomando, a obesidade j& é considerada
como uma epidemia mundial sendo um dos principais fatores que contribuem para o
aumento na prevaléncia de doencas cronicas néo transmissiveis, como as endocrinas
(resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2), doencas cardiovasculares
(hipertenséo arterial, dislipidemia e hipertrofia do ventriculo esquerdo), onde o
aumento na gordura corporal reflete aumento significativo da presséo arterial,
transtornos do aparelho locomotor, problemas dermatologicos, distlrbios alimentares
e doencas gastricas (esteatose hepatica e refluxo gastroesofagico), dificuldades
respiratérias, além de problemas psicolégicos, sugerindo que a condicdo de
obesidade, além de ser um fator relevante no desenvolvimento de doencas crénicas,
também pode ocasionar reducdo na expectativa de vida. Além disso, a associacao de
algumas dessas doencgas, como diabetes mellitus e a hipertensao arterial, aumentam
exponencialmente o risco de doencas cardiovasculares, que sdo responsaveis por
pelo elevado indice de internacéo hospitalar e encontram-se em primeiro lugar como
causa de morte no pais (FRANCISCHI et al., 2000; WITHROW, 2011; MINISTERIO

DA SAUDE, 2012).

2.1.4 Tratamento Farmacologico para Obesidade

Quanto ao tratamento farmacoldgico da obesidade, este é indicado quando o

paciente possui um IMC (indice de Massa Corporal) maior que 30Kg/m?2 ou quando o



23

individuo tem doencas associadas ao excesso de peso com IMC superior a 25Kg/m?,
em situacdes nas quais outros tratamentos prévios como dieta, exercicio ou aumento
de atividade fisica e modificacbes comportamentais ndo demonstram resultados

satisfatorios (MELO; MANCINI, 2009).

Apesar de a obesidade ser preocupante para a saude publica, existem poucos
tratamentos farmacoldgicos e fitoterapicos eficientes e que oferecam seguranca para
sua utilizacdo. Os farmacos tradicionalmente utilizados no tratamento da obesidade
possuem varios efeitos colaterais, como por exemplo cefaleia, obstipacéo, nauseas,
insbnia, irritabilidade, além de possiveis efeitos cardiovasculares, principalmente
hipertenséo arterial (ABESO, 2012). Essa € uma das possiveis explicacfes para a
procura por produtos naturais para o tratamento da doenca, tornando-se uma
alternativa viavel para o desenvolvimento de drogas antiobesidade mais seguras e

eficientes (PARK et al, 2005; MAYER et al, 2009).

2.2 Libidibia ferrea (MART.) L.P. Queiroz

2.2.1 Ocorréncia e Botanica

Libidibia ferrea cujo nome popular encontra-se registrado como “juca” ou “pau-
ferro” € uma arvore leguminosa nativa do Brasil, com ampla distribuicdo, encontrada
principalmente nas regides Norte e Nordeste (LORENZI, 2002). Trata-se de uma
arvore bastante ornamental, podendo ser empregada na arborizagdo de ruas e
avenidas e, aproveitada para plantios em areas degradadas, além de fornecer lenha
e madeira para construgao civil (PIO CORREA, 1984). Devido a sua capacidade de

fornecer forragem e de conseguir se adaptar aos periodos de seca, essa arvore
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caracteriza-se também como uma importante forrageira na regido do Nordeste
(OLIVEIRA, 2008).

A Caesalpinia ferrea Mart. (Caesalpinia ferrea Martus ex. Tulasne var.
leiostachya Benth; sinonimia botanica: Libidibia ferrea) pertence a Familia das
Leguminosae (Fabaceae Lind.), e a subfamilia: Caesalpinioideae (LORENZI, 1998;
MOBOT, 2012). A Libidibia ferrea (Figura 1) é uma espécie vegetal de grande porte,
com tronco liso e cerne duro, podendo alcancar de 10 al5 metros de altura, com
tronco de 40 a 60 cm de diametro o qual possui manchas claras. As folhas séo
bipinadas com foliolos oblongos, ovalados ou obovais. Os frutos apresentam cor
marrom escura, do tipo legume (vagem) com sementes escuras e as flores sao

amarelas pequenas e em cachos (LORENZI, 1998).

Figura 1. Arvore, frutos, folhas e flores de Libidibia ferrea (juca)

I

Fonte: tropical.theferns.info, Photograph by: mauroguanandi, Tatters,


https://www.flickr.com/people/mauroguanandi/
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2.2.2 Prospeccao Fitoquimica

Os componentes quimicos ja descritos para a Libidibia ferrea séo: terpenos,
taninos e acidos fendlicos, flavonoides C-glicosilados e lectinas.

Souza (2005), ao analisar a composicédo dessa espécie, encontrou esteroides
(sitosterol), flavonas, flavonéis, flavanonas, saponinas, taninos e xantonas. Gonzalez
(2005) identificou no extrato bruto do caule e das folhas, taninos e flavonoides, e além
desses, também constatou a presenca de antraderivados e cumarinas nas folhas.
Ueda et al (2001) conseguiram isolar do extrato aquoso dos frutos secos de L. ferrea
(5009) o acido elagico 2-(2,3,6-Trihidroxi-4-carboxifenil), o qual possui capacidade de
inibir a aldose redutase, uma enzima que esta presente em tecidos como capilares,
endotélios vasculares, nervos periféricos, 0s quais normalmente encontram-se

susceptiveis as complicacdes ocasionadas pelo diabetes.

Figura 2 — Estrutura quimica do &cido elagico 2-(2,3,6-trihidroxi-4-carboxifenil) isolado dos
frutos da Libidibia ferrea

COQH

OH

Fonte: Ueda H, Kawanishi K, Moriyasu M. Effects of ellagic acid and 2-(2,3,6-trihydroxy-4-
carboxyphenyl) ellagic acid on sorbitol accumulation in vitro and in vivo. Biol Pharm Bull 2004 Oct;
27(10):1584-7
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2.2.3 Propriedades Terapéuticas de Libidibia ferrea (Mart.) L.P. Queiroz

A Libidibia ferrea encontra-se na Relacdo de Plantas Medicinais de interesse
ao Sistema Unico de Saude — SUS (PICKLER, 2015). Tal interesse pode ser
justificado pela grande variedade de propriedades terapéuticas que essa arvore
apresenta, tanto ja descritas na literatura, como relatadas por uso popular. Dentre

essas propriedades estao:

¢ Atividade antiulcerogénica e anti-inflamatdria (BACCHI; SERTIE, 1994);

e Propriedades analgésicas (FRASSON, 2002);

e Tratamento de ferimentos e contusfes, alivio de tosse crbnica e asma
(HASHIMOTO, 1996);

e Acdao antibacteriana (SOUZA et al., 2011);

e Acdo antidiarréica (MAIA, 2004);

e Atividade antipirética (antitérmica) e cicatrizante (P10 CORREA, 1984; LEWIS,
1987; MAIA, 2004; OLIVEIRA et al., 2011; SOARES et al., 2013);

e Tratamento de diabetes e prevencéo do cancer (NAKAMURA et al., 2002);

e Tratamento de feridas cutidneas e de tosse de animais de estimacao
(MONTEIRO et al., 2011);

e Agentes anti-hiperglicemiantes (VASCONCELOS et al., 2011);

Em um estudo realizado para verificar o efeito do Juca sobre as enzimas
proteina quinase B (PKB/Akt), proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e acetil -
CoA carboxilase (ACC) no musculo esquelético e no figado de animais obesos e
diabéticos, verificou-se que o Jucd, ao ativar essas enzimas, contribuiu

significantemente para a reducéo dos niveis de glicemia e no aumento da captacéo
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de glicose nos tecidos. Tais resultados podem confirmar a atividade anti-

hiperglicemiante do juca (FARESE et al., 2005).

As propriedades terapéuticas do juca descritas na literatura séo indicativas de
alto potencial para ser explorado como terapia alternativa no tratamento da obesidade,
principalmente por causa de seu efeito anti-hiperglicemiante e por atuacao na perda

do peso corporal (VASCONCELOS et al., 2011).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar a atividade antiobesidade do extrato aquoso dos frutos de Libidibia ferrea

(Mart.) L.P. Queiroz em ratos wistar.

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar nos grupos experimentais antes e apos o periodo de tratamento com o
extrato:

e Avaliar nos grupos experimentais ap6s o periodo de tratamento com o0 extrato:
- Glicemia de Jejum;
- Perfil Bioquimico;
- Perfil Lipidico (colesterol total e fracdes)
- Peso relativo da gordura mesentérica do Intestino dos grupos experimentais
- Peso relativo do figado e rins

- Volume do figado e rins

- Consumo Alimentar;
- Evolucéo Ponderal;
- Dados Murinométricos (Comprimento Naso-Anal, Medida da Circunferéncia
Toracica, Medida da Circunferéncia Abdominal; indice de Massa Corporal —

IMC).
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de Estudo

Estudo realizado através do método experimental, prospectivo, comparativo e

randomizado em ratos da linhagem wistar.

4.2 Aspectos Eticos da Pesquisa

O presente trabalho foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco,

recebendo parecer favoravel sob protocolo n° 23076.057395/2014-48 (ANEXO 1).

4.3 Local do Estudo

A presente pesquisa foi realizada no Biotério do Departamento de Antibioticos,
no Departamento de Nutricdo, no Laboratério de Farmacognosia do Departamento de
Farmacia e no Laboratorio de Histotecnologia do Programa de Pos-Graduacdo em

Patologia, localizados na Universidade Federal de Pernambuco.

4.4 Modelo Bioldgico

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizados ratos albinos da linhagem
wistar (Rattus norvegicus) procedentes do biotério de criacdo do Departamento de
Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco. Para o Ensaio de Toxicidade
Aguda Oral (dose unica), foram utilizadas 6 animais fémeas com 60 dias de vida e

para o experimento foram utilizados 30 animais machos com 21 dias de vida. Todos
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os animais foram transferidos para o biotério do Departamento de Antibi6ticos, onde

permaneceram durante todo periodo experimental.

4.5 Dietas

A dieta padrao utilizada no experimento foi a racdo comercial desenvolvida para
ratos de laboratério da marca Presence®, composta de: farelo de milho, farelo de trigo,
farelo de soja, carbonato de célcio, fosfato, bicalcico, cloreto de soédio, aminoacido e
premix mineral vitaminico (Tabela 2). Possui em média 23g% de proteina, 49g% de

carboidrato e 4,09% de lipidios, com fornecimento calérico de 4,07kcal/g (Tabela 2)

Tabela 2 - Composicéo centesimal da ragdo comercial para ratos e camundongos
Presence® utilizada no experimento.

Componentes Concentragoes (9/100%0)
Proteina (% kcal VET) 23
Carboidrato (% kcal VET) 49
Lipideos (% kcal VET) 4,0
Calorias (Kcal/g) 4,07

As informagBes da composicao centesimal da ragdo comercial para ratos e camundongos de
laboratério foram obtidas no rétulo do produto fornecido pela empresa Evialis Presence® Racao
Animal, 2014 e sao baseadas em recomenda¢des do National Research Council e National
Institute of Health — USA.

A racéo hipercaldrica (dieta ocidentalizada) consiste numa mistura de alimentos
que tem maior teor de lipideos, agucar simples e sddio, e tenta mimetizar o consumo
populacional de wuma dieta ocidental. Essa dieta utiliza ingredientes
purificados/semipurificados industrializados (laboratério Rhoster Industria e Comércio)
e alimentos naturais. Foi preparada no Departamento de Nutricdo da UFPE, produzida

para as fases de crescimento e manutencao do rato. Os ingredientes que constituem
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a dieta ocidentalizada foram moidos, misturados, levados a estufa para secagem e
oferecidos para consumo na forma de pellets . As variedades da dieta ocidentalizada,
crescimento e manutencédo, foram baseadas em Cavalcante et al (2013). Na fase de
crescimento, esta teve seus valores de proteinas em torno de 20g%, 17g% lipidios e
409% de carboidratos; a dieta de manutencdo situou-se em torno de 15% de
proteinas, 17% de lipidios e 50% de carboidratos fornecimento médio de 4,0Kcal/g

(Tabela 3).

Tabela 3- Dieta hipercalérica — Composicéo e contribuicdo caldrica dos macronutrientes da
dieta ocidentalizada.

Componentes Crescimento (g%) % - Manutencao (g%) - %
Kcallg Kcal/g
Proteina 20,0 - 19% 15,0 - 15%
Carboidratos 40,0 - 44% 50,0 - 50%
Lipidios 17,0-37% 17,0 - 35%
Calorias (Kcal/g) 4,0 4,0

Fonte: Dieta hipercaldrica: CAVALCANTE et al., (2013).

4.6 Material Vegetal

4.6.1 Coleta do Material Vegetal

As amostras do material vegetal constituido dos frutos de Libidibia ferrea (Mart.
ex Tul.) L. P. Queiroz var. ferrea foram coletadas em Limoeiro (PE) e levadas a

Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA) para identificacéo botanica.
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4.6.2 Preparagao do Extrato

O material vegetal seco e moido foi levado ao liquidificador industrial por 20
minutos, com intervalos de 30 segundos cada ciclo extrativo de 5 minutos. Para cada
50 g de juca, seco e moido, foram empregados 500 ml de 4gua destilada como liquido
extrator, na proporcao inicial de planta/solvente de 10% (p/v). Apos filtragcdo, o extrato
foi congelado em freezer -80 °C e liofilizado, obtendo-se assim o extrato bruto

liofilizado.

4.7 Ensaio de Toxicidade Aguda Oral (Dose Unica) do Extrato Aquoso dos
Frutos de L. Ferrea (Eb) (OECD, 2001)

Para avaliar os possiveis efeitos toxicos do EA foi realizado um teste de
toxicidade aguda oral (dose Unica), sendo utilizados para tal, 6 ratos albinos da
linhagem wistar com 60 dias de idade e peso variavel entre (180- 200g). Durante todo
experimento, os animais foram mantidos em condicdes padrdo de biotério
(temperatura de 22 + 2°C), recebendo racdo e &gua ad libitum, segundo
recomendacdao ética do CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal).

A metodologia empregada na execucao do teste de toxicidade aguda oral, foi a
do guia OECD-423 (OECD, 2001), o qual indica como doses para serem testadas: 5
mg/kg, 50 mg/kg, 300 mg/kg e 2000 mg/kg. Sendo utilizados 3 animais por dose. Com
base no protocolo proposto pela OECD para substancias nao testadas ou com
historicos de toxicidade desconhecida, a dose inicial selecionada é a de 300 mg/kg. A
dose seguinte a ser selecionada dependera da auséncia de mortalidade observada

nas primeiras 24h de exposicéo a dose inicial.
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Para a realizacdo do ensaio das substancias testes (EAFLF ou agua destilada),
os animais foram submetidos a jejum nutricional por 8h (periodo noturno), sendo
mantido acesso livre a agua. Apds esta etapa, os animais foram pesados
individualmente e apos os célculos individuais para determinar as doses, a substancia
foi administrada nos animais por via intra-gastrica (gavagem) em dose Unica.

Os animais foram observados apods a primeira dose, por cerca de 30 minutos,
e periodicamente em 1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas, (com atencdo especial durante as
primeiras 4h), e diariamente depois disso, num total de 14 dias. Os animais foram
examinados quanto aos parametros: 1. Estado de consciéncia e disposicao (aparéncia
geral, vocalizacao, irritabilidade), 2. Coordenacéo (atividade geral, resposta ao toque,
resposta ao aperto da cauda, andar contorcido, reflexo de endireitamento), 3. Ténus
muscular (tbnus das pernas, do corpo, da forca para agarrar, ataxia), 4. Reflexos
(cornea e coclear), 5. Atividade do sistema nervoso central (tremores, convulsoes,
salivagcéo, fendbmeno de “Straub” (erecdo de cauda), sedacgao, hipnose, anestesia), 6.
Atividade do sistema nervoso autdbnomo (lacrimejamento, ptose, defecar, urinar,
piloerecdo, hipotermia, respiracao) e 7. Alteracdes no peso corporal (ingestao de agua
e alimentos, producao fecal).

No 15° dia, os animais foram sedados com Dopalen® (45mg/kg), via
intramuscular associada com relaxante muscular Anasedan® (7mg/kg), seguido por
superdosagem de derivados do acido barbitirico como o pentobarbital e o tiopental,
utilizados para a eutanasia. Em seguida, foram coletados para analise histoldgica e
morfoldgica, figado e rins, os quais foram fixados em formaldeido a 10% tamponado
(tampédo fosfato-salino -PBS) e processados para inclusdo em parafina.
Posteriormente, foram realizados cortes histoldgicos de 5um de espessura. Para cada

amostra de tecido foram confeccionadas laminas histoldgicas, coradas pelas técnicas
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de hematoxilina-eosina (HE). ApGs este procedimento foi avaliado por microscopia

Optica as possiveis alteracdes histologicas nos 6rgaos.

4.8 Tratamento com o Extrato Aquoso dos Frutos de Libidibia ferrea em Ratos
Obesos

4.8.1 Diviséo dos Grupos Experimentais

Os grupos experimentais foram obtidos por 30 filhotes machos, que formaram
0S seguintes subgrupos:

a) Grupo Controle (GC): constituido de 10 filhotes que apés o desmame foram
alimentados com ragéo padrao de biotério (Presence®) até o final do experimento
e foram tratados com EA ao 90° dia até o 120° dia experimental.

b) Grupo Obeso Ndo Tratado com Extrato (GONTE): constituido de 10 filhotes que
apos o desmame foram alimentados com racéo hipercalorica (dieta ocidentalizada)
até o final do experimento.

c) Grupo Obeso Tratado com Extrato (GOTE): constituido de 10 filhotes que apés o
desmame foram alimentados com racao hipercalérica (dieta ocidentalizada) até o
final do experimento e foram tratados com EA do 90° dia até o 120° dia

experimental.
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Figura 3 — Organograma demonstrando a formacdo dos grupos experimentais.
grupo GC (Grupo controle, recebeu dieta padréo Presence®); grupo GONTE
(Grupo Obeso Nao Tratado com Extrato, recebeu dieta ocidentalizada); grupo
GOTE: (Grupo Obeso Tratado com Extrato, recebeu dieta ociedentalizada).

GRUPOS EXPERIMENTAIS

n=30
OBESOS
n=20
GC GONTE GOTE
n=10 n=10 n=10

4.8.2 Analise da Ingestao Alimentar

A analise da ingestdo alimentar foi realizada apds o desmame, do 21° ao 89°
dias de vida (antes do inicio do tratamento com Juca) e do 90° ao 120° dia (apds o
inicio do tratamento). Neste periodo os animais foram alojados em gaiolas individuais
e formaram dois grupos experimentais: Grupo Controle (n=10) que receberam racéo
comercial padrdo de biotério Presence®, e Obesos (n=20) que receberam racéo
hipercalérica (ocidentalizada) (Tabelas 1 e 2). Trés dias foram utilizados para a
adaptacao as gaiolas individuais e a dieta. O consumo alimentar foi obtido a cada 24
horas para cada tipo de dieta oferecida durante cinco dias. Para as medidas da
ingestado alimentar foi utilizada balanca eletrénica com capacidade para 4 Kg e
sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-4000®), onde foi possivel conhecer a quantidade
de alimento ingerido através do peso do alimento disponibilizado, subtraido do peso

do alimento rejeitado.
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4.8.3 Analise da Ingestdo Alimentar durante o Tratamento com Extrato AQuoso
dos Frutos de Libidibia ferrea

A andlise da ingestéo alimentar durante o periodo do tratamento antiobesidade
foi realizada durante trinta dias, do 90° ao 120° dia de experimento. Neste periodo o
grupo GC (n=10) recebeu racdo comercial padrdo de biotério Presence® e
administracdo diaria por via intragastrica (gavagem) de agua destilada; o grupo GOTE
(n=10) recebeu racao hipercalorica e administracéo diaria por gavagem do EAFLF e
0 grupo GONTE (n=10) recebeu racédo hipercaldrica e administracdo diaria, também
por gavagem, de 4gua destilada. Os animais receberam agua ad libidum. O alimento
foi removido e pesado para obtencdo do consumo por diferenca entre a quantidade

oferecida e a rejeitada.

4.8.4 Analise da Evolucdo Ponderal

O peso corporal dos animais foi coletado a partir do 21° dia pés-natal, trés vezes
por semana até o 120° dia do experimento. Para mensuracdo do peso, foi utilizada
balanca eletrbnica com capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-

4000®).

4.8.5 Coleta de Amostras para Analise Bioquimica

Apoés o fim do tratamento com o extrato, aos 121° dia de experimento, 0S
animais foram submetidos a um jejum de 8h e anestesiados com Dopalen® (45mg/kg),
via intramuscular em membro inferior associada com relaxante muscular Anasedan®
(7mg/kg). Apos constatacao de arreflexia profunda, foi realizada a coleta de amostra

de sangue por punc¢do cardiaca.
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O sangue foi acondicionado em tubos Vacutainer® sem anticoagulante, para

obtencéo do soro para avaliacdo dos parametros bioquimicos.

4.8.6 Analise do Perfil Bioquimico

Foram realizados exames bioguimicos ap0s a eutanasia, com dosagem no soro
de: Glicemia, ureia, TGO, TGP, creatinina, triglicerideos, colesterol total, colesterol
HDL, LDL e VLDL. Esses exames foram realizados no laboratério Central do Hospital
das Clinicas, através do aparelho AU680 Chemistry Analyzer, analisador de dosagens
bioquimicas que utiliza sistema analitico quimico totalmente automatizado. As

amostras de sangue foram suficientes para todos os exames preconizados.

4.8.7 Peso e Volume dos Orgéos e da Gordura Mesentérica

Apébs a eutanasia, o figado, o rim e a gordura mesentérica foram coletados e
pesados. A partir da pesagem dos 6rgdos foi realizado o célculo da massa relativa
dos 6rgaos de cada animal dividindo-se o peso de cada érgao (g) pelo peso corporal
de cada animal no dia da coleta multiplicando o resultado por 100. Tendo assim um
resultado expresso em g/100 g de peso vivo (g/100g p.v.) (Cunha et al. 2013).

Para obtengdo dos volumes dos 6rgéos foi utilizado o principio de Cavalieri,
que consiste em um sistema de teste quadratico para calcular areas e volumes. Esse
Principio foi empregado nos cortes macroscopicos, dispostos em fatias transversais
utilizando-se a seguinte formula: V = 2P x (a / p) x t. Onde, > P corresponde ao
somatorio de pontos do sistema teste que tocam a estrutura desejada (area secional
de qualquer 6rgao), (a/p) € a area associada a cada ponto do sistema teste, et é a

espessura de cada fatia (GARAVELLO, 2013).
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4.9 Métodos de Analise

Os dados foram registrados em planilhas do Excel para analise dos dados
paramétricos: média e desvio padrédo. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste
de Kolmogorov Smirnov. Com a finalidade de verificar diferencas nos valores médios
e entre 0s grupos, foi utilizado o teste estatistico, segundo efeito dos fatores testados,
One way ou Two-Way e medidas repetitivas (ANOVA RM), complementado pelo teste
de comparacao multipla de Bonferroni. O teste t de student pareado foi realizado para
verificar diferencas quando cada grupo era controle de si préprio. Utilizado o programa
estatistico Graphpad Prism® v.5.0.1. Todos os resultados foram considerados

significantes com p<0,05.
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5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOBESIDADE DO EXTRATO AQUOSO
DOS FRUTOS DE Libidibia ferrea (Mart.) L.P. Queiroz EM RATOS
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Resumo

Libidibia ferrea, conhecida popularmente como “juca” ou “pau ferro” tem sido utilizada
no tratamento de variadas doencas que podem ser ocasionadas pela obesidade,
devido a suas propriedades terapéuticas, destacando-se as atividades anti-
hiperglicemiante, anti-hipertensiva e anti-inflamatoéria. O presente estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antiobesidade do extrato aquoso dos frutos de Libidibia
ferrea (Mart.) L.P. Queiroz em ratos wistar. Foram utilizados 30 ratos machos, os quais
foram divididos em 3 grupos: Grupo Controle (GC), Grupo Obeso Tratado com Extrato
(GOTE) e Grupo Obeso Nao Tratado com Extrato (GONTE). A obesidade nos grupos
GOTE e GONTE foi induzida através de dieta hipercaldrica, oferecida aos animais a
partir do 21° dia de vida (desmame) até o 120° dia de experimento (final do periodo
experimental) e o GC recebeu ragdo comercial da marca Presence® durante o mesmo
periodo de tempo. Através do ensaio de toxicidade aguda oral utilizando a
metodologia da OECD (OECD 423), foi possivel determinar a dose a ser utilizada no
experimento. O tratamento crénico com o extrato aquoso dos frutos de juca foi
realizado durante 30 dias consecutivos por via intragastrica (gavagem) utilizando a

dose de 2000mg/Kg, a qual foi administrada uma vez por dia, a partir do 90° até o 120°
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dia de experimento. Apds o término do tratamento, os animais foram anestesiados e
passaram pelo procedimento de coleta de sangue para posterior analise bioquimica.
Em seguida, foram submetidos a perfusdo e a eutanasia. Apos esse processo, figados
e rins foram coletados para a realizacdo da analise histoldgica. A analise comparativa
mostrou que os ratos obesos tratados com extrato de juca, ndo apresentaram reducao
significativa de peso corporal, nem das circunferéncias toracica e abdominal. Também
nao foram observadas atividades anti-hiperlipemiante e anti-hiperglicémica, bem
como, ndo houve alteracdo dos niveis séricos de glicose, triglicerideos, de colesterol
e suas fracBes. O extrato aquoso de juca promoveu reducédo da gordura mesentérica
e a manutencao do volume dos tecidos renal e hepatico de ratos wistar obesos, porém,
Sdo necessarios estudos complementares para uma melhor compreensao e
elucidacao de sua acéo no tratamento da obesidade.

Palavras-chave: Obesidade. Dieta Ocidental. Plantas Medicinais.

Abstract

Libidibia ferrea popularly known as "jucd" or "pau ferro" has been used in the treatment
of various diseases that can be caused by obesity, due to its therapeutic properties,
especially anti-hyperglycemic, antihypertensive and anti-inflammatory activities. The
present study had as objective to evaluate the antiobesity activity of the aqueous
extract of the fruits of Libidibia ferrea (Mart.) L.P. Queiroz in wistar rats. Thirty male
rats were used, which were divided into three groups: Control Group (CG), Obese
Group Treated with Extract (OGTE) and Obese Group Not Treated with Extract
(OGNTE). Obesity in the OGTE and OGNTE groups was induced through a
hypercaloric diet, offered to the animals from the 21st day of life (weaning) until the

120th day of the experiment (end of the experimental period) and the CG received
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commercial feed of brand Presence® during the same period of time. Through the oral
acute toxicity test using the OECD methodology (OECD 423), it was possible to
determine the dose to be used in the experiment. The chronic treatment with the
agueous extract of juca fruits was carried out during 30 consecutive days by the
intragastric mode (gavage) using the dose of 2000mg / kg, which was administered
once a day, from 90th to 120th day of experiment. After the end of the treatment, the
animals were anesthetized and after they passed through the blood collection
procedure for later biochemical analysis. Then they were submitted to perfusion and
euthanasia. After this process, their livers and kidneys were collected for histological
analysis. The comparative analysis showed that obese rats treated with juca extract
did not present significant reduction of body weight, nor of the thoracic and abdominal
circumferences. Also, no antihyperlipidemic and antihyperglycemic activities were
observed, as well as, there was no alteration of the serum levels of glucose,
triglycerides, cholesterol and their fractions. The aqueous extract of juca promoted
reduction of mesenteric fat and maintenance of renal and hepatic tissue volumes of
obese wistar rats, however, complementary studies are needed to better understand
and elucidate their action in the treatment of obesity.

Keywords: Obesity. Diet, Western. Plants, Medicinal.

Introducéo

A obesidade € uma condicdo multifatorial que pode ser caracterizada pelo
desequilibrio entre a quantidade de energia ingerida e a energia dissipada. O
resultado desse desequilibrio leva a estocagem de gordura sob a forma de tecido

adiposo (LAMARAO:; FIALHO, 2009).
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Excesso de peso e obesidade sdo termos que podem ser confundidos em sua
etiologia, porém, diferem quanto ao grau de gordura corporal acumulada. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) utiliza o indice de Massa Corporal (IMC) para
medir o nivel do acumulo de gordura corpérea e indicar se o individuo encontra-se ou
nado, dentro do peso considerado saudavel. O IMC ideal encontra-se entre 18,5 e 25
kg/m?; o excesso de peso corresponde ao IMC entre 25 e 30 kg/m? e a obesidade
equivale a um IMC = 30 Kg/m2 (OMS, 2012).

Pesquisas realizadas pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
constataram que o excesso de peso dos brasileiros vem aumentando nos ultimos
anos. Entre os anos de 1974 a 2009, o nivel de excesso de peso em homens adultos
aumentou de 18,5% para 50,1%, e em mulheres, esse numero foi de 28,7% para 48%;
0 grau de obesidade em homens aumentou de 2,8% para 12,4% e em mulheres, de
8% para 16,9%, dentro do mesmo periodo de tempo (IBGE, 2010).

Alguns individuos com obesidade utilizaram a medicina alternativa com o
objetivo de emagrecer e/ou reduzir efeitos das doencas ocasionadas por essas
condi¢bes. Essa busca por meios alternativos pode ser explicada pelo fato de que boa
parte dos farmacos antiobesidade estd associada com reacdes adversas, logo, esses
individuos recorrem ao uso de plantas medicinais, porque estas, apresentam,
geralmente, poucos efeitos indesejaveis comparados aos dos farmacos utilizados no

tratamento da obesidade (WON, 2010).

De acordo com seus mecanismos de atuacdo, produtos naturais que atuam em
tratamentos antiobesidade, encontram-se organizados nas seguintes categorias:
diminuicdo da lipogénese e aumento da lipdlise, aumento do gasto da absorcéo

energética, diminuicdo da absorcdo de lipideos, diminuicdo na absorcdo de
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carboidratos, diminuicdo da diferenciacdo e proliferacdo de pré-adipocitos (WON,

2010).

Libidibia Ferrea (Mart. Ex Tul) L.P. Queiroz cujo nome vulgar encontra-se
registrado como ‘juca ou ‘pau-ferro’ € uma arvore leguminosa nativa do Brasil, com
ampla distribuicdo, encontrada principalmente nas regides Norte e Nordeste,
(LORENZI, 2002). A composi¢ao quimica das cascas, folhas e frutos, € composta de
flavonoides, saponinas, taninos, cumarinas, esteroides e compostos fenodlicos

(GONZALEZ et al, 2004; VASCONCELOS et al, 2011).

Entre as suas propriedades terapéuticas descritas estdo: atividade
antiulcerogénica e anti-inflamatéria (BACCHI; SERTIE, 1994); propriedades
analgésicas de extratos dos frutos e caule da planta (THOMAS et al, 1988); atividade
antimicrobiana in vitro do extrato e de fracbes obtidas a partir de caules da planta
(FRASSON, 2002); no tratamento de ferimentos e contusdes, bem como alivio de
tosse crbnica e asma (HASHIMOTO, 1996); acado antibacteriana (SOUZA et al, 2011);
utilizacao dos frutos no tratamento de diabetes e prevencao do cancer .(NAKAMURA
et al, 2002); antidiarreicos (MAIA,2004). As raizes do Juca sdo utilizadas como
antipiréticas; efeito cicatrizante (P10 CORREA, 1984; LEWIS, 1987; SOARES et al,
2003; MAIA, 2004; OLIVEIRA et al, 2011); os frutos e cascas do tronco séo utilizados

como agentes anti-hiperglicemiantes (VASCONCELOS et al, 2011).

Devido a essa variedade de propriedades, o Jucé tem sido explorado como uma
possivel alternativa no tratamento de obesidade, principalmente por causa do seu
efeito anti-hiperglicemiante (VASCONCELOS et al, 2011), bem como, devido as
propriedades biolégicas desempenhadas por seus compostos quimicos, como

atividades hepatoestimulante, antibacteriana, antiviral, anti-inflamatorio, antioxidante,
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hipocolesterolémica, analgésico topico e hepatoprotetor (CARVALHO et al. 2003),
tornando-se uma alternativa viavel no futuro, para o desenvolvimento de produtos

fitoterapicos que auxiliem no controle da obesidade e doencas associadas.

Metodologia

Animais Experimentais

Foram utilizados para a pesquisa 30 ratos machos e 12 fémeas da linhagem
Wistar procedentes do biotério de criacdo do Departamento de Nutricdo da UFPE.
(CONCEA), obedecendo as normas de manuseio e cuidado com os animais. Este
trabalho foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco, recebendo parecer

favoravel sob protocolo n° 23076.057395/2014-48 (ANEXO 1).

Dieta dos Animais

A dieta padrao utilizada consistiu de racdo comercial desenvolvida para ratos
de laborat6rio da marca Presence®, composta de: farelo de trigo, farelo de milho,
farelo de soja, carbono de célcio, fosfato, bicélcio, cloreto de sodio, aminoacido e

premix mineral vitaminico.

A racéo hipercaldrica (dieta ocidentalizada) consiste numa mistura de alimentos
gue tem maior teor de lipideos, acucar simples e sédio, e tenta mimetizar o consumo
populacional de uma dieta ocidental. Os ingredientes que constituem a dieta
ocidentalizada foram moidos, misturados e oferecidos para consumo na forma de

pellets.
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Material Vegetal

As amostras do juca foram coletadas em Limoeiro (PE) e levadas a empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA) para identificacdo. O extrato bruto
dos frutos de Libidibia ferrea foi obtido através do método de turbolise, no qual o
material seco foi moido com o auxilio de um almofariz, pesado, levado ao liquidificador
industrial e misturado com agua destilada. Esse processo durou 20 minutos, com
intervalos de 30 segundos para cada ciclo extrativo de 5 minutos. Para cada 50g de
droga vegetal, seca e moida, foram empregados 500 ml de agua destilada como
liquido extrator, na porcao inicial de planta/solvente de 10%. ApOs esse processo, 0
material foi filtrado utilizando-se bomba a vacuo e em seguida o material foi levado ao
freezer — 80°C. Apo6s 3 dias o material congelado foi levado ao liofilizador, obtendo-se
assim o extrato bruto liofilizado (EB). O extrato bruto foi processado e obtido no

Laboratério de Farmacognosia do Departamento de Farmacia da UFPE.

Ensaio de Toxidade Aguda Oral (Dose Unica) do Extrato Aquoso dos Frutos de

Libidibia ferrea

Para avaliar os possiveis efeitos toxicos do extrato aquoso (EA) foram
realizados testes de toxicidade aguda oral (dose Unica). Para este teste foram
utilizados 3 ratos albinos da linhagem wistar com 60 dias de idade e peso variavel
entre (180- 200g), adotando-se a metodologia preconizada pelo guia para testes de
quimicos da OECD-423 (OECD, 2001), que determina as doses a serem utilizadas no
estudo (5 mg/kg, 50 mg/kg, 300 mg/kg ou 2000 mg/kg) e o nimero de animais por

dose (trés ratos).

Para realizagéo do teste, os animais foram submetidos a jejum nutricional por
8h (periodo noturno), sendo mantido acesso livre a agua. Apés esta etapa, 0s ratos

foram pesados individualmente e apds os calculos para determinar as doses, 0 extrato
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aquoso do fruto de Libidibia ferrea foi diluido em &gua destilada para ser administrado
via oral (intra-gastrica) com o auxilio de uma agulha de gavagem curva para ratos em
dose unica. Os animais foram observados ap6s a administracédo do extrato, por cerca
de 1 hora e periodicamente em 2, 4, 8, 12 e 24 horas, (com atencao especial durante

as primeiras 4h), e diariamente depois disso, num total de 15 dias.

Na primeira hora do ensaio foi realizada uma triagem farmacoldgica, ou
também conhecida como teste de Irwin ou teste hipocratico, através de observacdes
comportamentais sistematicas, e teve a finalidade de fornecer uma estimativa geral
da toxicidade aguda de 2000mg/Kg de peso sobre o estado geral, atividade e
coordenacao do sistema motor, reflexos, atividades sobre o SNC e sistema nervoso

autonomo de ratos wistar adultos (CUNHA, et al. 2009).

Os animais foram examinados quanto aos parametros: (1) Estado de
consciéncia e disposicdo (aparéncia geral, vocalizacdo, irritabilidade), (2)
Coordenacéo (atividade geral, resposta ao toque, resposta ao aperto da cauda, andar
contorcido, reflexo de endireitamento), (3) Ténus muscular (tbnus das pernas, do
corpo, da forca para agarrar, ataxia), (4) Reflexos (cérnea e coclear), (5) Atividade do
sistema nervoso central (tremores, convulsdes, salivacdo, sedacdo, hipnose,
anestesia), (6) Atividade do sistema nervoso autbnomo (lacrimejamento, ptose,
defecar, urinar, piloerecdo, hipotermia, respiracao) e (7) Alterac6es no peso corporal
(ingestdo de agua e alimentos, producdo fecal). A quantificacdo dos efeitos foi
apresentada, como: (-) sem efeito (+) efeito diminuido; (++) efeito moderado (+++)

efeito intenso.
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No 15° dia, os animais foram anestesiados com xilazina (50mg/kg) e ketamina
(25mg/Kg) por via intramuscular e em seguida foram eutanasiados por decapitacao

com o auxilio de guilhotina.

Tratamento Croénico com Extrato Aquoso dos Frutos de Libidibia ferrea em

Ratos Wistar Obesos

Os grupos experimentais foram obtidos por 30 filhotes machos que formaram 3
grupos: Grupo Controle (GC) constituido de 10 filhotes que ap6s o desmame foram
alimentados com racao padrédo de biotério (Presence®) até o final do experimento e
foram tratados com agua destilada ao 90° dia até o 120° dia experimental; Grupo
Obeso Nao Tratado com Extrato (GONTE), constituido de 10 filhotes que ap6s o
desmame foram alimentados com racéo hipercaldrica (dieta ocidentalizada) até o final
do experimento e foram tratados com &gua destilada ao 90° dia até o 120° dia
experimental; Grupo Obeso Tratado com Extrato (GOTE) constituido de 10 filhotes,
que apos o desmame foram alimentados com racdo hipercalérica (dieta
ocidentalizada) até o final do experimento e foram tratados com EAFLF ao 90° dia até

0 120° dia experimental.

Anéalise do Consumo Alimentar

A mensuracdo do consumo alimentar foi iniciada trés vezes por semana, logo
apos o desmame até o final do experimento. Neste periodo o grupo GC (n=10)
recebeu racdo comercial padréo de biotério Presence®; o grupo GOTE (n=10) recebeu
racdo hipercaldrica (dieta ocidentalizada) e o grupo GONTE (n=10) recebeu racao
hipercaldrica (dieta ocidentalizada). O alimento foi removido e pesado para obtengéo
do consumo por diferenca entre a quantidade oferecida e a rejeitada. Todos os

animais receberam agua ad libitum.
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Evolucdo Ponderal dos Animais

O peso corporal dos animais foi coletado a partir do 21° dia pés-natal, trés vezes
por semana até o 120° dia do experimento. Para mensuracao do peso, foi utilizada
balanca eletrbnica com capacidade para 4 Kg e sensibilidade 0,1g (Marte, modelo S-

4000®).

Comprimento Naso-Anal, Perimetros Abdominal e Toracico e indice de Massa
Corporal (IMC)

As medidas de comprimento naso-anal, perimetros abdominal e toracico foram
mensuradas com auxilio de fita métrica, antes do inicio do tratamento e apds o término
do mesmo (no 90° e no 121° dias de experimento). Para obtencao do indice de massa
corporal (IMC) foi utilizado o indice de Lee, o qual corresponde a raz&o da raiz clbica

do peso corporal (em gramas) sobre o CNA (em centimetros), multiplicados por 1000.

Andlise Bioquimica

As analises bioquimicas foram realizadas em amostras séricas, onde o soro foi
obtido por centrifugacdo do sangue em microtubos contendo acelerador de
coagulacédo e sem anticoagulantes, a 3500 rpm por 5 minutos. Foram utilizados para
as avaliacOes espectrofotométricas dos seguintes parametros bioquimicos: Glicemia,
ureia, TGO, TGP, creatinina, triglicerideos, colesterol total, colesterol HDL, LDL e
VLDL. Esses exames foram realizados no laboratério Central do Hospital das Clinicas-
UFPE, através do aparelho AU680 Chemistry Analyzer, analisador de dosagens

bioquimicas que utiliza sistema analitico quimico totalmente automatizado.
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Peso e Volume dos Orgéos e da Gordura Mesentérica

Apoés a eutanasia, o figado, o rim e a gordura mesentérica foram coletados e
pesados. A partir da pesagem dos orgaos foi realizado o calculo da massa relativa
dos 6rgaos de cada animal dividindo-se o peso de cada 6rgéo (g) pelo peso corporal
de cada animal no dia da coleta multiplicando o resultado por 100. Tendo assim um
resultado expresso em g/100 g de peso vivo (g/100g p.v.) (Cunha et al. 2013).

Para obtencédo dos volumes dos 6rgaos foi utilizado o principio de Cavalieri,
gue consiste em um sistema de teste quadratico para calcular areas e volumes. Esse
Principio foi empregado nos cortes macroscopicos, dispostos em fatias transversais
utilizando-se a seguinte formula: V = 2P x (a / p) x t. Onde, P corresponde ao
somatorio de pontos do sistema teste que tocam a estrutura desejada (area secional
de qualquer 6rgao), (a/p) € a area associada a cada ponto do sistema teste, et € a

espessura de cada fatia (GARAVELLO, 2013).

Andlise do Perfil Histologico

Esta analise teve como objetivo avaliar o padréo histolégico dos érgaos dos
ratos submetidos ao Ensaio de Toxicidade Aguda Oral. Para tal, figado e rins foram
coletados e processados, com posterior confeccdo de laminas histologicas, as quais
foram analisadas por microscopia Optica possibilitando a verificacdo de alteracdes

e/ou danos histologicos nos referidos tecidos.

Massa Relativa dos Orgéos
Apoés o processo de eutanasia dos animais, 0os orgaos (rins e figado) foram
retirados e pesados. Em seguida foi realizado o calculo da massa relativa dos 6rgaos

de cada animal dividindo-se o peso de cada 6rgéao (g) pelo peso corporal de cada
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animal no dia da coleta (14° dia), e multiplicando-se o resultado por 100. Tendo assim

um resultado expresso em g/100 g de peso vivo (g/100g p.v.) (Cunha et al. 2013).

Anédlise Estatistica

Os dados foram registrados em planilhas do Excel para analise dos dados
paramétricos: média e desvio padrédo. A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste
de Kolmogorov Smirnov. Com a finalidade de verificar diferencas nos valores médios
e entre 0s grupos, foi utilizado o teste estatistico, segundo efeito dos fatores testados,
One way ou Two-Way e medidas repetitivas (ANOVA), complementado pelo teste de
comparacdo multipla de Bonferroni. Esses testes foram realizados através do
programa estatistico Graphpad Prism® v.5.0.1. Todos o0s resultados foram

considerados significantes com p<0,05.

Resultados

Ensaio de Toxicidade Aguda Oral (dose Unica)

Antes de iniciar o tratamento do grupo experimental com o EAFLF, foi
necessario realizar um Ensaio de Toxicidade Aguda Oral (dose Unica de 2000mg/Kg)
para averiguar os possiveis efeitos toxicos ocasionados pelo extrato, bem como, para
obtencado da dose utilizada no experimento. A dose Unica do EAFLF foi administrada
em trés ratas (R1, R2 e R3) que ficaram em observacéo, inicialmente por 1h, para
analise de possiveis sinais clinicos, e depois por mais 13 dias, onde foi possivel avaliar
a variacdo no consumo alimentar e no peso corporal. Os efeitos farmacoldgicos

apresentados pelos 3 animais estédo dispostos no quadro 1.
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reacbes comportamentais
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relacionadas a dose administrada
(2000mg/Kg) do EAFLF na avaliacdo da toxicidade aguda por via oral (VO) em 3 ratos wistar
fémeas adultas.

QUANTIFICACAO DOS EFEITOS

(+) Efeito moderado, (++) Efeito Intenso, (+++) Efeito Muito

ATIVIDADE FARMACOLOGICA Intenso
R1 R2 R3
Até 30 min | Até 1h | Até 30 min | Até 1h | Até 30 min | Até 1h

1. Piloerecdo i - + + + -
2. Movimento de Vibrissas i - +++ - = S
3. Palidez ++ = e - ++ R
4. Movimento Circular - - + + - -
5. Tremores Finos = = + - - -
6. Resposta ao Toque Diminuido + - + ++ - -
7. Erecdo de Cauda - - + - - ++
8. Sonoléncia +++ ++ - + - -
9. Escalar (Comportam. de Fuga) +++ + ++ ++ ++ +
10. Estereotipia + + +4++ 4+ o, ++
11. Movimento do Pavilhdo Auricular = - - + = +
12. Refluxo + - +++ + +4+4 +
13. Exoftalmia - + ++ - + +
14. Postura Estética - + + + ++ e
15. Lacrimejamento - = + - T N
16. Autolimpeza - = + 5 - -
17. Abducdo das Patas Posteriores - - + . - 5
18. Hiperatividade - - - - ++ -
19. Agressividade - - e ++ - -
20. Levantar - - - ++ - -
21. Fotofobia ++ ++ - - - -
22. Ptose Palpebral ++ ++ - - - -
23. Prostracéo - - = - - -
24. Miccéo + = - - - -
25. Ondulagdo de Cauda - = - - - ++
26. Aumento do Reflexo - = - - - +
27. Cianose - = - - + -
28. Postura de Ataque - = - - ++ ++
29. Espasmo - - - - ++ _
30. Postura em Garra = = - - +++ +

Apesar das atividades individuais apresentadas, quando foi analisada a média

de cada animal, observou-se que os efeitos sobre seu comportamento ndo foram

significantes, tendo-se em vista que nenhum dos animais veio a 6bito nas primeiras

24horas do ensaio, 0 que possibilitou determinar que a dose testada no ensaio

(2000mg/Kg) fosse igualmente utilizada no tratamento de obesidade dos grupos

experimentais.
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O acompanhamento da evolucéo ponderal e do consumo alimentar foi realizado
diariamente. Apos 14 dias da aplicacdo de 2000mg/Kg da solucao por via oral (VO), o
animal R1 apresentou ganho de peso ponderal de 32g (16,2% de aumento), o R2
aumentou 45g (22,2%) e o R3, 299 (14,6%). Apesar da variacdo no ganho de peso do
1° ao 14° dia, o EAFLF néao alterou de forma significativa a massa corpérea dos
animais apo6s 14 dias da aplicacdo em dose Unica da solucdo, conforme demonstrado

no gréfico 1.

Grafico 1- Evolucdo ponderal durante 14 dias apds aplicagdo da solugdo do EAFLF em 3
animais (R1, R2, R3) submetidos ao Ensaio de Toxicidade Aguda Oral (dose Unica) por via
oral. Valores expressos como média + erro padrdo. g = grama. Nao houve diferenca
significativa no ganho de peso corporal (p< 0,05).
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Durante os 14 dias apés aplicacdo em dose Unica da solu¢cdo do EAFLF,
verificou-se que houve uma maior irregularidade na ingestao de racao pelos animais
nos primeiros 6 dias (88,16+ 34,25), do 7° ao 14° dia, a ingestéo tornou-se regular. Os
animais ingeriram uma maior quantidade de racdo no 5° dia e de agua entre o0 4° e 5°

dias (Gréfico 2).
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Gréfico 2— Consumo de racao (A) e de agua (B) durante 14 dias apés aplicacdo da solucéo
do EAFLF em 3 animais (R1, R2, R3) submetidos ao Ensaio de Toxicidade Aguda Oral (dose
Gnica) por via oral.
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No 15° dia, os animais foram anestesiados com xilazina (50mg/kg) e ketamina
(25mg/Kg) por via intramuscular e em seguida foram submetidos a eutanasia por
decapitacdo com o auxilio de guilhotina. Apds a eutanasia, foram coletados figado e
rins para posterior analise histoldgica.

Os resultados histolégicos mostraram algumas alteracdes nos rins e figados
coletados apdés a eutandsia.

Os resultados das analises histologicas revelaram que os 3 animais
apresentaram no figado: congestdo vascular (Figura 1), presenca de linfécitos (Figura
2) e intensa picnose nuclear (Figura 3). Foram encontrados ainda, neutrofilos no tecido
hepético do animal R3 (Figura 4). A presenca constante de picnose nos 3 animais
pode indicar morte celular, porém, como nao foram constatadas inflamacdes
adjacentes nem extravasamento de enzimas para o meio extracelular, acredita-se que
tenha ocorrido morte por apoptose, podendo ser um indicativo de regeneracéao.

A andlise histolégica dos rins revelou alteracdes apenas no animal R3, onde
foram constatadas areas de congestao tubular, sinais de hemorragia (Figuras 5 e 6),
presenca de uma grande quantidade de linfocitos (Figura 7) e picnose nuclear nos
tubulos renais (Figura 8). Os glomérulos renais ndo apresentaram alteracdes (Figura
9).



Figura 1- Figado com congestao vascular (seta).Fotomicrografia da lamina
histoldgica de figado corado com hematoxilina e eosina (HE) de ratos wistar
submetidos ao teste de toxicidade aguda oral.
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Figura 2— Presenca de linfgcitos (setas).Fotomicrografia da lamina histolégica
de figado corado com hematoxilina e eosina (HE) de ratos wistar submetidos
ao teste de toxicidade aguda oral.
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Figura 3— Intensa picnose nuclear (seta). Fotomicrografia da lamina
histoldgica de figado corado com hematoxilina e eosina (HE) de ratos wistar
submetidos ao teste de toxicidade aguda oral.
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Figura 4— Presenca de neutréfilos no animal R3 (setas). Fotomicrografia da
lamina histologica de figado corado com hematoxilina e eosina (HE) de ratos
wistar submetidos ao teste de toxicidade aguda oral.
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Figura 5— Areas de congestdo tubular, com indicios de hemorragia (seta).
Fotomicrografias de lamina histolégica de rins corados com hematoxilina e
eosina (HE) de ratos wistar submetidos ao teste de toxicidade aguda oral com
EAFLF na dose de 2000mg/Kg.
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Figura 6— Areas de congestdo tubular, com indicios de hemorragia (seta).
Fotomicrografias de lamina histolégica de rins corados com hematoxilina e
eosina (HE) de ratos wistar submetidos ao teste de toxicidade aguda oral com
EAFLF na dose de 2000mg/Kg.




60

Figura 7— Presenca de grande quantidade de linfécitos nos tabulos renais e de
picnose nuclear (seta). Fotomicrografias de lamina histologica de rins corados
com hematoxilina e eosina (HE) de ratos wistar submetidos ao teste de
toxicidade aguda oral com EAFLF na dose de 2000mg/Kag.
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Figura 8- Presenca de picnose nuclear nos tubulos renais (seta).
Fotomicrografias de lamina histolégica de rins corados com hematoxilina e
eosina (HE) de ratos wistar submetidos ao teste de toxicidade aguda oral com
EAFLF na dose de 2000mg/Kg.
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Figura 9— Glomérulos renais sem alteracdes (setas). Fotomicrografias de
lamina histologica de rins corados com hematoxilina e eosina (HE) de ratos
wistar submetidos ao teste de toxicidade aguda oral com EAFLF na dose de
2000mg/Kg.
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Experimento Obesidade

Apbs o ensaio de toxicidade, foi iniciada a criacdo dos grupos experimentais. A
obesidade dos animais dos grupos GOTE e GONTE foi constatada através de
acompanhamento da evolugéao ponderal dos grupos, a partir do desmame dos animais
(12 semana), comparando-se semanalmente a diferenca de peso entre 0S grupos
obesos e grupo controle. Foi possivel observar diferenca significativa de peso a partir
da 92 semana entre o grupo controle (GC) e os grupos obesos (GONTE e GOTE),
onde estes, apresentam um ganho de peso corporal significativamente maior (12%),

alcancando diferenca percentual de 22% a partir da 122 semana (p<0,05) (Grafico 3).

Grafico 3. Evolugéo ponderal dos grupos experimentais por 18 semanas. Peso dos Grupos
obesos estatisticamente significativo em relagdo ao grupo controle a partir da 9% semana.
P<0,05. Teste two way ANOVA seguido do pos-teste de Bonferroni. GONTE e GOTE *P<0,05
vs GC.
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Ao analisar o efeito do tratamento do extrato sobre a evolu¢do ponderal dos
animais, nao foi observada perda de peso corporal significativa no grupo tratado
GOTE, quando comparado aos demais grupos que receberam agua destilada. Foi
possivel observar que o peso dos grupos — tanto os que nao receberam tratamento
com extrato quanto o que recebeu — foi regular ao longo das semanas de tratamento
(Gréfico 4).

Grafico 4. Evolugdo do peso corporal (g) de cada grupo GC, GOTE e GONTE durante 30 dias
consecutivos de tratamento (do 90° - 120° dia) com extrato aquoso dos frutos de L. ferrea. Os

valores estdo representados por + E.P.M. Significancia obtida a partir do teste two way
ANOVA seguido do p6s- teste de Bonferroni (p<0,05).
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Ao longo de todo experimento, ndo houve diferenca significativa no consumo
alimentar entre os grupos obesos. O consumo alimentar dos grupos que ingeriram
dieta hipercaldérica mostrou-se significativamente maior a partir da 92 semana com
relacdo aos animais que fizeram ingestdo de rag¢do padrao (Grafico 5), coincidindo
com aumento do peso corporal (12%). Porém, é interessante notar que a partir da 102
semana, o consumo do GC passou a ser maior do que o dos grupos GOTE e GONTE,
mesmo que o peso destes tenha aumentado em 21% a partir da 112 semana. Durante
o tratamento, houve reducdo do consumo de dieta hipercaldrica nos grupos GOTE e

GONTE a partir da 3% semana, porém, essa reducdo ndo foi significativa entre os
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grupos obesos. O grupo controle (GC) manteve o nivel de consumo regular durante o

tratamento (Gréafico 6).

Grafico 5. Avaliagdo do consumo alimentar durante todo periodo experimental (120 dias).
Inicio do tratamento: 152 semana. Os valores estdo representados por + E.P.M. Significancia
obtida a partir do teste two way ANOVA seguido do pos- teste de Bonferroni(p<0,05).
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Grafico 6. Evolucdo do consumo alimentar dos grupos GC, GOTE e GONTE durante 30 dias
consecutivos de tratamento (do 90° - 120° dia) com extrato aquoso dos frutos de L. ferrea. Os
valores estdo representados por + E.P.M. Significancia obtida a partir do teste two way
ANOVA seguido do p6s- teste de Bonferroni (p<0,05).
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As medidas murinométricas de circunferéncia toracica (CT) e circunferéncia

abdominal (CA) ndo mostraram diferencas significativas entre os grupos apos o
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periodo de tratamento, com relacdo as medidas obtidas antes de iniciar a

administracéo do extrato (Gréaficos 7 e 8).

Grafico 7 - Medidas de circunferéncia toracica (CT) de cada grupo GC, GOTE e GONTE
antes e depois (D) do tratamento com extrato aquoso dos frutos de Libidibia ferrea. Os valores
estdo representados por £ E.P.M. SignificAncia obtida a partir do teste two way ANOVA
seguido do pos-teste de Bonferroni (p<0,05).
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Grafico 8. Medidas de circunferéncia abdominal de cada grupo GC, GOTE e GONTE antes e
depois (D) do tratamento com extrato aquoso dos frutos de Libidibia ferrea. Os valores estdo
representados por + E.P.M. SignificAncia obtida a partir do teste two way ANOVA seguido do
pos-teste de Bonferroni (p<0,05).
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Os animais tiveram seu peso e comprimento naso-anal (CNA) medidos e

utilizados para obtenc¢éo do indice de massa corpérea, através do calculo do indice
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de Lee, que consiste da razdo da raiz cubica do peso corporal (em gramas) sobre o
CNA (em centimetros) multiplicado por 1000. Os resultados demonstraram que o
GOTE apresentou reducéo significativa do IMC (17,59 3,6) apés o tratamento com o

extrato, com relagdo ao inicio do mesmo (Grafico 9).

Grafico 9. IMC dos grupos GC, GOTE e GONTE antes (A) e depois (D) do tratamento com
extrato aquoso dos frutos de L. ferrea. Os valores estdo representados por + E.P.M.
Significancia obtida a partir do teste two way ANOVA seguido do pdés-teste de Bonferroni
(*p<0,05).
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Os exames laboratoriais dos animais foram expressos em tabela (tabela 1).
N&o foram observadas alteracdes significativas da funcdo hepatica ou renal em
nenhum dos grupos do estudo. Houve diferenca expressiva na dosagem de colesterol
HDL e de triglicerideos, bem como no nivel de glicose do GC com relacdo aos demais

grupos, GOTE e GONTE.
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Tabela 1. Valores bioquimicos dos ratos ap@s trinta dias consecutivos de tratamento com
extrato aquoso dos frutos de L. ferrea (GOTE) e 4gua destilada (GC e CONTE).

Exames (mg/dl) GCn=9 GONTE n=9 GOTE n=9 P
Glicose* 168,0+9,25*  278,0£12,45*  242,37+12,39* *p <0,05
Ureia 33,9+1,50 25,2 +2,27 26,53+ 1,88 p < 0,05
Creatinina 0,47 £ 0,02 0,33+0,02 0,35+0,04 P <0,05
TGP/ALT 47,14 2,68 32,92+1,73 34,91+ 2,21 p < 0,05
TGO/AST 137,5+9,02 134,3+10,40  115,1625+ 13,15 P <0,05
Triglicerideos* 57,02 £ 5,34%* 83,50+ 2,71* 89,6 + 2,94* *p <0,05
Colesterol total 65,34 £ 5,88 50,78 £ 3,19 52,72 £ 4,43 P <0,05
Colesterol HDL* 44,66 +2,19* 16,61 +1,98* 18,78 + 3,26* *p <0,05
Colesterol LDL 8,875+5,54 17,5+ 6,39 15+10,46 P < 0,05
Colesterol VLDL 14,22+ 1,11 16,62+ 0,24 23,0+0,33 p <0,05

Grupos: GC (grupo controle). GONTE (grupo obeso ndo tratado com extrato). GOTE (grupo obeso
tratado com extrato). Os valores representam a média + E.P.M
(n= grupos de 9 animais). *Estatisticamente diferentes do grupo controle
(ANOVA seguido do pos-teste de Bonferroni, p< 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa.

A pesagem da gordura mesentérica realizada apés a coleta do Intestino,
demonstrou que o grupo obeso GONTE apresentou uma maior quantidade dessa
gordura (2.70 £ 0.13) quando comparado ao GC (1.06 + 0.09) e ao GOTE (1.77 £0.11)

que pode ser observado no gréfico 10.
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Gréfico 10. Pesos das gorduras mesentéricas de Ratos Wistar que receberam EAFLF
(GOTE) e agua destilada (GC e GONTE) durante 30 dias de tratamento. Os valores estéo
representados por + E.P.M. Significancia obtida a partir do teste two way ANOVA seguido do
pos-teste de Bonferroni (*p<0,05).
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Quanto ao peso relativo do figado e rins dos grupos, ndo foram constatadas

diferencas significantes, como observado nos graficos 11A e 11B.

Graficos 11A e 11B. Pesos dos figados (A) e Rins (B) de Ratos Wistar que receberam EAFLF
(GOTE) e &gua destilada (GC e GONTE) durante 30 dias de tratamento. Os valores estdo
representados por + E.P.M. Significancia obtida a partir do teste two way ANOVA seguido do
pos-teste de Bonferroni (p<0,05).
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Com relacdo ao volume dos figados dos animais, a média dos volumes dos
figados foi consideravelmente maior no GONTE (3831 +137.7) com relacdo ao GC

(2722 £ 168.8) e ao GOTE (2496 *+ 148.7), como demonstrado no gréafico 12.

Grafico 12. Analise do volume dos figados de animais (Ratos Wistar) dos grupos: GC (Grupo
Controle), GONTE (Grupo Obeso N&ao Tratado com Extrato) GOTE (Grupo Obeso Tratado
com Extrato) que receberam agua destilada ou EAFLF (Jucd) por via oral (gavagem) por 30
dias. Os valores estdo representados por = E.P.M. SignificAncia obtida a partir do teste two
way ANOVA seguido do pés-teste de Bonferroni (p<0,05). ** (p<0,05) GC vs GONTE ;
***(p<0,05) GOTE vs GONTE.
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Da mesma forma, os volumes totais dos rins do GC (5981 + 126.8) e do GOTE
(6565 + 260.0) foram significantemente menores do que os do GONTE (11790 *

885.1) (Grafico 13).
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Gréfico 13. Analise do volume dos rins de animais (Ratos Wistar) dos grupos: GC (Grupo
Controle), GONTE (Grupo Obeso Néao Tratado com Extrato) GOTE (Grupo Obeso Tratado
com Extrato) que receberam &gua destilada ou EAFLF (Jucd) por via oral (gavagem) por 30
dias. Os valores estao representados por + E.P.M. Significancia obtida a partir do teste two
way ANOVA seguido do pés-teste de Bonferroni (p<0,05). ** (p<0,05) GC vs GONTE ;
**(p<0,05) GOTE vs GONTE.
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Quando analisados separadamente, o volume medular e o volume cortical renal
também demonstraram diferenca significativas do grupo obeso nédo tratado com
extrato com relagdo aos demais. Os valores do volume medular expressos em GC
(1754£165) e GOTE (2038+207) foram significativamente menores com relagéo ao
volume medular visto em GONTE (3803+1345). Quanto ao volume do cortex renal, foi
observando-se o mesmo resultado ao analisar o volume do cortex renal, onde em GC
(3887+259) e GOTE (4108+ 226) esses valores foram significantemente menores do

gue em GONTE (6188+1439) (Grafico 14).
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Gréfico 14. Analise do volume da medula e do cértex renal dos animais (Ratos Wistar) dos
grupos: GC (Grupo Controle), GONTE (Grupo Obeso Nao Tratado com Extrato) GOTE (Grupo
Obeso Tratado com Extrato) que receberam agua destilada ou EAFLF (Jucd) por via oral
(gavagem) por 30 dias. Os valores estédo representados por = E.P.M. SignificaAncia obtida a
partir do teste two way ANOVA seguido do pés-teste de Bonferroni (p<0,05). * (p<0,05) GC
vs GONTE ; *(p<0,05) GOTE vs GONTE.
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Antes de iniciar o tratamento no modelo experimental, foi realizado um Ensaio
de Toxicidade Aguda Oral, para obter uma estimativa relativa a toxicidade aguda do
extrato aquoso dos frutos de juca na dosagem de 2000mg/Kg. Para tal, foi realizado
o teste de Irwin ou teste hipocrético, que consiste de uma triagem farmacoldgica que
foi executada através de observacbes comportamentais ap0s a administracdo do
extrato por via intragastrica (gavagem). Essa analise permitiu obter informacdes sobre
o estado geral, atividade e coordenacédo do sistema motor, reflexos, atividades sobre
o SNC e sistema nervoso autdnomo de ratos Wistar adultos (CUNHA et al., 2009).
Apesar dos sinais farmacoldgicos observados, nenhum dos animais veio a 0Obito
durante ou ao término do ensaio de toxicidade aguda oral, o que possibilitou designar

gue a dose testada (2000mg/Kg) poderia ser utilizada no experimento.
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A reducdo de peso corporal de animais submetidos a tratamento utilizando
alguma substancia, pode ser um indicativo de toxicidade ocasionada pela
administracdo da mesma (HIREMATH et al., 1997). Tal situacdo néo foi evidenciada
neste estudo, pois ndo houve reducéo de peso corporal dos animais tratados.

Os rins sdo os Orgaos responsaveis pela manutencdo volumétrica e pela
composicdo do fluido extracelular de um individuo dentro dos limites fisiologicos
conciliaveis com a vida. Eles desempenham suas funcfes através da filtracédo
glomerular, reabsorcdo e secrecao tubular, levando a excrecdo das substancias
indesejadas na urina (GUYTON; HALL, 2006; AIRES, 2008). Alteracbes percebidas
regido tubular renal do animal R3 submetido ao ensaio de toxicidade aguda oral, pode
indicar nefrite tubular. A funcéo do tabulo contorcido proximal, bem como, do rim como
um todo, pode ser afetada por agentes toxicos. Pois, a acdo destes, podem levar a
interrupcdo na producdo de energia para 0s mecanismos ativos de transporte, ou
alteracdes nas fungcbes de enzimas e transportadores de membrana, acarretando
danos ao tabulo proximal (SCHNELLMANN 2001). Porém, ndo € correto afirmar que
essas alteracdes provém da acéo do extrato, visto que apenas um dos trés animais
submetidos ao ensaio apresentou esse quadro.

Grande parte dos casos de obesidade em seres humanos é ocasionada pelo
consumo de alimentos com alto teor calérico (VELLOSO et al., 2009). Em animais de
laboratério, a inducéo da obesidade através de dieta hipercalérica tem sido bastante
utilizada devido a semelhanca da génese da obesidade nesses animais com a de
seres humanos (TSCHOP & HEIMAN, 2001). Porém, a obesidade e o aumento de
sobrepeso parecem nao ser totalmente explicados apenas pelo aumento de consumo

alimentar, energético ou de elevada quantidade de gordura, mas deve-se considerar
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também, a proporcéo dos tipos de nutrientes, como a quantidade de gordura saturada
presente na alimentacdo ou a contribuicdo caldrica proveniente de carboidratos
refinados como sacarose e/ou frutose (GRAY-DONALD et al., 2000; STORLIEN et al.,
2001; BASCIANO et al., 2005; LEVY-COSTA,; SICHIERII, 2005;).

Durante o periodo experimental, houve um significante aumento de peso apos
a 92 semana entre o grupo GC (Grupo Controle) e os Grupos Obesos (GOTE e
GONTE), induzidos a obesidade através de dieta hipercaldrica, corroborando com
estudos realizados por Ribeiro (2016) que observou diferenca significativa de peso
entre 0s animais normonutridos e obesos a partir da 112 semana de ingestéo de dieta
hipercalorica para inducédo da obesidade. Bem como em estudos realizados por Silva
et al. (2010), os quais relataram aumento de peso corporal em ratos wistar que fizeram
uso de dieta hipercalorica e hiperlipidica durante um periodo de trés meses e
obtiveram aumento significativo de massa corporal quando comparados com animais
que foram alimentados com racéo padrdo para roedores. Porém, Jacob et al. (2013)
em seus estudos, ndo observaram aumento de peso utilizando esse tipo de dieta, pois
mesmo com um maior consumo energeético, relataram que os animais consumiram
30% a menos do que o grupo alimentado com racéo comercial.

Neste estudo, ndo houve reducéao significativa de peso corporal e de consumo
alimentar no grupo tratado com extrato, GOTE, diferente do encontrado na literatura
em estudos que utilizam extratos constituidos de saponinas e taninos, compostos
capazes de reduzir a perda de peso (DICKEL, et al.,2007), além de possuir atividade
antioxidante, hipocolesterolémicas, antiinflamatéria e imunomodulatéria, de produzir
efeito broncoprotetor, de melhorar a circulagdo sanguinea, aumentar a diurese e

reduzir o apetite (DALONSO 2010; MAHAN, 2010; MARTINS, 2010). Alem disso, as
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saponinas, sdo atribuidas propriedades anti-inflamatorias e hipocolesterolémicas

(GNOATTO, 2005).

No presente estudo, foram coletadas medidas da circunferéncia toracica (CT)
e abdominal (CA), antes e apdés a administracdo do extrato para avaliar o nivel
emagrecimento dos ratos. A circunferéncia abdominal (CA) constitui uma das medidas
murinométricas mais relevantes na identificacdo da obesidade, pois a distribuicdo
anatdbmica da gordura corporal é considerada como uma importante indicacdo de
sobrepeso, ja que a localizacdo da adiposidade no segmento superior do corpo
(gordura visceral) pode estar associada a fatores de risco desencadeadores de
doencas cardiovasculares (MARTINS, 2003; ALMEIDA, 2009; PELEGRINI et al.,

2015).

Assim, ao analisar essas medidas, foi observado, como esperado, que tanto
CT quanto a CA foram maiores nos grupos GOTE e GONTE do que no GC,
considerando-se a ingestao de dieta hipercaldrica pelos grupos obesos. Porém, néo
foram observadas diferencas significativas dessas medidas no GOTE apds o
tratamento, quando comparadas as medidas obtidas antes do inicio do mesmo,
diferente de resultados encontrados por Kurian et al. (2007), que constataram
diminuicdo da CA em individuos tratados com extrato Caralluma fimbriata, que assim
como os frutos de L. ferrea, possuem flavondides — compostos atuantes na reducao

de gordura abdominal — em sua composigao.

O IMC é uma medida utilizada em todo mundo como forma de diagnosticar
alteracbes alimentares que podem implicar diretamente na saude do individuo

(NOVELLI et al., 2007; JACQUES, 2012; PELEGRINI et al., 2015). Em ratos, para
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obtencdo do indice de massa corporal pode-se utilizar o indice de Lee, o qual
corresponde a razao da raiz cubica do peso corporal (em gramas) sobre 0 CNA (em

centimetros), multiplicados por 1000.

Segundo Novelli et al. (2007) o indice de Lee equivale ao IMC em humanos,
mostrando correlacdo significativa e positiva para o diagnéstico de obesidade. Na
presente pesquisa, foi verificado que o GOTE apresentou reducao significativa do IMC
apos o tratamento, quando comparado com o IMC obtido antes do inicio deste (Grafico
6) corroborando com pesquisas que utilizaram extratos ricos em compostos atuantes
na obesidade e na reduc¢éo do IMC, como saponinas, e compostos fendlicos, também

presentes nos frutos de juca.

Dentre esses estudos, Yoshizume at al. (2006) observaram supressao de
ganho de peso em ratos obesos utilizando o extrato de Acanthopanax sessiliflorus;
Kim et al. (2005) e Soo et al. (2008) fizeram uso do extrato de Panax ginseng e
constataram reducdo de peso corporal e ratos obesos. Tanto a Acanthopanax
sessiliflorus como a Panax ginseng, sdo plantas compostas por saponinas. Ja
Yoshikawa et al. (2002) relataram reducdo no ganho de peso corporal em ratos,

utilizando a Salacia reticulada, rica em compostos polifendlicos.

Os exames laboratoriais dos animais demonstraram que houve diferenca na
dosagem de colesterol HDL e de triglicerideos entre o0 GC e os grupos obesos. O nivel
de triglicerideos foi menor no GC do que nos demais grupos (GOTE e GONTE) e o
HDL foi maior, demonstrando que um menor valor de HDL com aumento de
triglicerideos nos grupos obesos pode estar relacionado com o elevado teor calérico

da dieta ocidentalizada, corroborando Woods et al. (2003), os quais relataram atraves
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de sua pesquisa, que o desenvolvimento de dislipidemias pode estar associado ao
consumo excessivo de dieta calérica por um longo periodo de tempo. Porém, ha
divergéncias em alguns estudos, relatando que ndo ha um padréo de referéncias
quanto ao perfil lipidico com o uso de dietas elevadas em lipidios, pois algumas
pesquisas mostram que houve aumento de colesterol, LDL-c e glicose, mas nao de
VLDL-c e triglicérides (JACOB et al., 2013). Mesmo com resultados que mostraram
maior taxa de triglicerideos plasmaticos nos grupos obesos, ainda se encontra dentro

dos niveis bioquimicos normais para ratos wistar machos.

Ao avaliar os niveis de glicose de acordo com a tabela de parametros
bioquimicos para ratos wistar machos, foram constatados elevados indices nos
grupos obesos com relacdo ao grupo controle, ndo sendo observado no presente
estudo acao anti-hiperglicemiante dos frutos de jucé , divergindo de resultados obtidos
em diversos estudos que atestaram atuacdo dos frutos desse extrato na atividade
antidiabética, através da acdo de compostos fendlicos como o acido elagico e o acido
elagico 2- (2,3,6-trihidroxi-4-carboxifenil), os quais atuaram minimizando
complica¢cbes ocasionadas pelo diabetes, bem como na atividade anti-hiperglicémica,
constatada pela presenca de flavonoides (UEDA et al., 2001; SOUZA et al., 2006;

OLIVEIRA, 2008; CAZAROLLI et al., 2009).

A pesagem da gordura mesentérica, realizada apdés a coleta do intestino,
demonstrou que os grupos obesos GOTE e GONTE apresentaram maior quantidade
dessa gordura quando comparada ao grupo controle. Porém, também foi possivel
observar que no grupo GOTE essa medida foi inferior quando comparada ao GONTE,
sugerindo que houve atuagdo do extrato diminuindo a quantidade de gordura

mesentérica em ratos obesos, apresentando um resultado relevante relacionado ao
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quadro de obesidade, pois a obesidade do tipo visceral apresenta maior risco de
mortalidade ao individuo do que a obesidade periférica, visto que o tecido adiposo
visceral € mais ativo metabolicamente do que o tecido adiposo subcutaneo, causando
maior producdo de glicose no figado, e, consequentemente, diabetes tipo 2 e
hipersulinismo, onde este, pode aumentar a retencdo de soédio resultando em

hipertensao arterial sistémica (ROSA et al., 2005; SBC, 2007; ZIMMET, 2008).

O aumento no volume renal do grupo GONTE sugere a existéncia de alteragdes
renais. Os mecanismos por meio dos quais a obesidade contribui para a evolugéo das
nefropatias ndo estdo bem elucidados. Mas de acordo com estudos realizados, a
perda da funcdo renal pode ser estimulada e acelerada devido a alteragbes
hemodinamicas determinadas por hiperfluxo e hipertenséo intraglomerular, as quais
sdo capazes de induzir glomeruloesclerose e proteindria (DE PAULA et al., 2006).
Segundo Juncos (1993), é possivel que a lesé@o renal seja decorrente de alteracdes
hormonais e metabdlicas observadas na obesidade. Como exemplo, a
hiperinsulinemia, que promove vasoconstricdo da arteriola eferente e aumento da
expressao de fatores de crescimento, alteracdes estas responsaveis por hiperfiltracao

e expansdo mesangial.

O aumento no volume medular e cortical renal do grupo GONTE sugere que
houve dilatacao tubular, corroborando com estudos realizados por Hall et al. (1993) e
Chagnac et al. (2000), os quais relataram em suas pesquisas 0 aumento da
reabsorcdo tubular proximal de sodio como consequéncia do aumento do fluxo
sanguineo renal, hiperfiltracdo renal e hipertensao intraglomerular tanto em animais
como em individuos obesos. E possivel dizer também que o tratamento com o extrato

aquoso dos frutos de jucd, conseguiu manter os padrbes de filtracdo renal, tenséo
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intraglomerular e consequentemente, o padrédo de reabsorcao tubular renal, ja que
nao houve diferenca significativa nos volumes medular e cortical renal, entre o Grupo

Controle e o Grupo Obeso Tratado com Extrato.

O aumento no volume do figado observado nos animais do grupo GONTE,
alimentados com dieta ocidentalizada, parece refletir um acimulo de gordura nesse
tecido, provavelmente, resultante do elevado teor de lipidios presente na mesma, ja
que o consumo de dieta rica lipideos resulta num aumento da infiltrag&o lipidica no
tecido hepatico (GAUTHIER et al., 2004). Porém, o grupo GOTE apresentou volume
hepético proximo ao do GC, sugerindo que o tratamento com EAFLF pode ter revertido

possiveis alteracdes ocasionadas pela ingestdo da dieta hipercaldrica.

Diante do exposto, conclui-se que 0 extrato aquoso de juca ndo promoveu
alteracdes significativas no peso e no perfil bioquimico de animais obesos, porém, séo
necessarios estudos mais aprofundados, com a aplicacao de técnicas histoldgicas,

para uma melhor elucidacdo da acao do extrato.
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6 CONCLUSOES

O tratamento com juca ndo promoveu reducao significativa de peso corporal e de
consumo alimentar nos animais obesos, mesmo com redug¢do do consumo de
dieta ocidentalizada durante o periodo de tratamento. Também nao induziu
reducado das circunferéncias toracica e abdominal, porém, promoveu reducao do
IMC nos animais;
O extrato de jucéa ndo desenvolveu atividade anti-hiperglicemiante, bem como, ndo
atuou diminuindo os niveis de colesterol e de triglicerideos nos animais obesos.
No entanto, o extrato atuou positivamente na reducao da gordura mesentérica e
dos volumes renal e hepatico do grupo experimental, o que constitui um fator
importante no que diz respeito as doencas associadas a etiologia da obesidade,
gue podem ser ocasionadas por alteracfes nesses tecidos.

Sao necessarios estudos complementares com a aplicacdo de técnicas

histoldgicas para elucidar e confirmar esses dados.
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ANEXO 2. Parametros bioquimicos de ratos wistar de ambos os sexos. Valores
expressos em média e desvio padrdo por faixa de valores. Aracaju/SE. (LIMA et
al.,2014).

ANEXO 2 Tabela de parametros biogquimicos de ratos Wistar

C M. Lima et ai.. Scientia Plena 10, 834601 (2012) <

Tubela 1. Pardmetros bioguimicos de rasos Wistar de ambas o5 géneros. Valores expressos em média 25D, ¢
por faixa de velores (minimo ¢ méximo). (n) ~ nimero de animais.

s Média Média £ S.D. (n Faixa
gy e uﬁ._!n.(-) foche __ Fémeas ® Fémeas
FA / ALP (U/L} 01 63 = 28,70 (29) 56—153 75,95 = 19,07 (22) $1-116
TGP/ ALT (U/L) 5755+ 11,95 (33) 38-82 4547923 (349) 32-63
TGO / AST (G/1.) 131,33 +43.98 (33) 61-210 107,87 £ 53,96 (30) 51-211
Colesterol (mg/dL) 60,68+ 6,51 (22) 4576 64,364 11,17 (22) 54-96
Proteina Total (g/dL) 57508737 40-69 6,07+0,83 (35) 50-7.7
Albumins {g/dl) 2,65+030(38) 2,0-35 2,41 = 0,76 (36) 13-38
Globuling (g/dL) 3,50+ 1,15 38) 2,10~ 540 3,69 % 1,47 (36) 2,1-59
Creatinina (mg/dL) 0,58+0,24 (38) 024-120 0,57+0,19 (36) 0.28 - 1,10
Uréla (mg/dL) 39,97 £ 6,78 (38) 26-58 39,17 = 6,43 (36) 24 —49
Acide Urico (mg/dL) 1,81 =0,67 (18) 1,0-32 1,82 %059 (36) 12-34
Trigliccrideo (mg/dL) 46,87 = 18,73 (30) 22100 5421+355029) 23138
Sédie (mmol/L) 134,03 24,67 (29) 125143 134,57 =3,78 (30) 125~ 141
Potissio (mmel/L) 541£1,15(24) 39-79 4794195 (21) 3.6-67
Glicose (mg/dL) 138,72 30,17 (29) 72-193 114,57 =36,15 G0) $3-172
BILT (mg/dL) 0,08 = 0,04 (37) 0,02—0,18 024+03 (26) 0,10-0.89
BILD (mg/dL) 0,03=0,02(37) 0,01-0,10 0,02 £ 0,01 (21) 0,01 - 0.04
BILI (mg/dL) 0,064 0,05 37) 0,00—-0,30 0,00+0,1021) 0,01 -0,0!
Célcio 8,19=1,63(16) 48-58 896+ 1,13(14) 67-110
GGT 34741,74(19) 1-6 329=091(21) 2-5
Cloro 102,75% 1,75 (8) 101 - 106 105,11= 1,62 (09) 103 — 108
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