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RESUMO

Introducdo: O sobrepeso e obesidade s&o importantes fatores de risco para o
desenvolvimento de Diabetes tipo 2. O excesso de peso associado ao Diabetes Mellitus tipo
2 promove alto risco para desenvolvimento de doengas cardiovasculares. Apesar da literatura
sugerir que o estresse oxidativo (EQO) estd relacionado a cardiomiopatia diabética, o
mecanismo de geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) ainda ndo € bem
compreendida. Assim, alimentos com alto nivel de compostos antioxidantes podem ser
benéficos na prevencdo e/ou reversdo do EO em obesos diabéticos. Estudos tém
demonstrado que tanto o extrato quanto as farinhas da casca e semente de lichia sdo ricas
em compostos fendlicos antioxidantes. Objetivo: Avaliar o efeito do consumo de farinhas da
casca e semente de lichia sobre o estresse oxidativo, perfil metabdlico e funcéo contratil de
cardiomiocitos de ratos obesos induzidos ao diabetes. Metodologia: Ratos Wistar foram
submetidos a condicao de obesidade por dieta hiperlipidica, e posteriormente, induzidos ao
Diabetes Mellitus tipo 2. Em seguida foram randomizados nos grupos Obeso (Ob, n=10),
Obeso diabético (ObD, n=8), Obeso diabético farinha da casca (ObDFC, n=10) e Obeso
diabético farinha da semente (ObDFS, n=10). Foram realizadas analises de perfil nutricional,
glicémico, determinacdo do teor de agua do pulméo e figado, peso total do pancreas e
parametros de EO sérico. Além disso, o peso total do coragéo e suas respectivas relagées
com o comprimento da tibia foram mensurados. A analise da funcao contratil foi realizadapor
meio da técnica de cardiomidcito isolado. Os dados foram expressos em média + desvio
padrdo ou mediana % intervalo interquartil. As comparagfes foram realizadas por meio de
testet de Student’s e ANOVA uma via, complementada com teste post-hoc de Bonferroni e
Dunn’s. O nivel de significAncia adotado foi de 5%. Resultados: O grupo ObD apresentou
menor peso corporal, depésitos de gordura e peso do pancreas em relacdo ao Ob, em
contrapartida houve elevacédo dos niveis de proteina carbonilada e superéxido dismutase
(SOD). Considerando a fungd@o contratii de cardiomiocitos, o ObD apresentou maior
concentracao de calcio (Ca?") sistélico com elevagéo percentual do encurtamento, no entanto,
houve maior tempo até 50% do pico de encurtamento. Em contrapartida, considerando os
parametros diastolicos, embora os ratos ObD apresentaram maior velocidade maxima de
relaxamento celular, houve elevacédo dos niveis de Ca?* diastélico e maior tempo até 50% da
recaptura de Ca?*. Os tratamentos com as farinhas da casca e semente de lichia ndo foram
capazes de alterar parametros corporais, morfoldégicos e biomarcadores de EO em animais
ObD. O grupo ObDFC desencadeou elevacao do tempo até 50% do pico de encurtamento
comparado ao grupo ObD, sem alteracdes nos parametros contrateis de relaxamento. No
entanto, o grupo ObDFS apresentou reducdo do percentual e velocidade méxima de
encurtamento, com consequente aumento do tempo até 50% do pico de encurtamento
comparado ao grupo ObD. Embora os niveis de Ca* diastélico sejam inferiores nos ratos
ObDEFS, néo houve diferenca significativa (p=0,056). Entre os tratamentos ObDFC e ObDFS,
0s resultados apontam que o grupo ObDFS apresentou menor velocidade maxima de
relaxamento, concomitante ao maior tempo até 50% de relaxamento. Conclusao: As farinhas
de casca e semente de lichia ndo revertem o dano oxidativo e o prejuizo contratil em
cardiomidcitos de ratos obesos induzidos ao diabetes. Ademais, a farinha da semente de lichia
acentuou a disfuncéo contratil sem modificaces na cinética de Ca?* intracelular.

Palavras-chave: Diabetes Obesidade. Estresse oxidativo. Farinha da casca de lichia. Farinha
da semente de lichia. Funcao contrétil.



ABSTRACT

Introduction: Overweight and obesity are important risk factors for the development of type 2
diabetes. Excess weight associated to type 2 diabetes mellitus promotes high risk for the
development of cardiovascular diseases. Although the literature suggests that oxidative stress
is related to diabetic cardiomyopathy, the mechanism of generation of reactive oxygen species
is still not well understood. Thus, foods with a high level of antioxidant compounds may be
beneficial in preventing and/or reversing OE in obese diabetic. Studies have shown that both
the extract and flour of lychee peel and seed are rich in phenolic antioxidant compounds.
Objective: To evaluate the flour consumption of seed and peel lychee on oxidative stress,
metabolic and cardiomyocyte contractile function in diabetic obese rats. Methodology: Male
Wistar rats were submitted to obesity condition by high-fat diet, and and subsequently induced
to type 2 Diabetes Mellitus. Then, the animals were randomized into groups: Obese (Ob,
n=10), Diabetic obese (ObD, n=8), Diabetic obese treated with lychee peel flour (ObDPF,
n=10) and Diabetic obese treated with lychee seed flour (ObDSF, n=10). Nutritional and
glycemic profiles, water contente of lung and liver, pancreas weight, and serum oxidative
stress parameters were performed. Furthermore, the total weight of the heart and its relation
to tibia length were analyzed. Cardiomyocytes contractile function was assayed. Data were
expressed as mean + standard deviation or median % interquartile range. The comparisons
were performed by student’s t test or one-way ANOVA and complemented by Bonferroni and
Dunn’s post hoc tests. The level of significance was 5%. Results: ObD presented lower body
weight, fat pads and pancreas weight in relation to Ob, on the other hand, there was enhanced
of protein carbonylation andsuperoxide dismutase levels. Regarding the cardiomyocyte
contractile function, ObD presented higher systolic Ca?* with percentual elevation of
shortening, in contrast, there was greater time to peak 50% of shortening. On the other hand,
although ObD rats presented higher maximal velocity of relaxation, there was elevation of
diastolic Ca?* levels and greater time to peak 50% of recapture. The treatments with flour of
seed and peel lychee did not able to change body and morfologic parameters, and biomarkers
of oxidative stress in ObD. The ObDPF triggered elevation time to peak 50% of shortening
compared to ObD rats, without modifications in relaxation contractile parameters. However,
the ObDSF presented reduction of percentual and maximal velocity of shortening with
consequently increased in time to peak 50% of shortening in relation to ObD.Although diastolic
Ca?* levels were lower in ObDFS rats, there was no significant difference (p = 0.056). -Between
the ObDSF and ObDPF treatments, results showed that ObDSF presented lower maximal
velocity of relaxation, concomitant to higher time to peak 50% of recapture. Conclusion: The
flour of seed and peel lychee did not revert the oxidative damage and the contractile injury in
cardiomyocytes of obese rats induced to diabetes. In addition, the flour of seed lychee
accentuated the contractile dysfunction without changes in intracellular Ca?* handling.

Keywords: Diabetes. Obesity. Oxidative stress. Lychee peel flour. Lychee seed flour.

Contractile function
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1 INTRODUCAO

Asdoencas crbnicas ndo transmissiveis acometem 38 milhdes de pessoas por
ano, sendo trés quartos em paises de baixa e média renda. Segundo a World Health
Organization — WHO (2014)', 82% das mortes sdo causadas principalmente por
doencas cardiovasculares seguidas de cancer, doengas respiratérias e diabetes?. No
Brasil aproximadamente 74% das mortes foram causadas por doencas cronicas nao
transmissiveis!. Os fatores de risco para estas doencas sdo dieta inadequada, alto
consumo de alcool, tabagismo e inatividade fisica, que podem levar a quadros de risco
metabdlico como hiperglicemia, hiperlipidemia, hipertensdo arterial, sobrepeso e
obesidade?.

De acordo com a International Diabetes Federation - IDF (2015)3, o diabetes
atinge 415 milh6es de adultos, estima-se que 642 milhdes de individuos sejam
acometidos no ano de 2040. No Brasil cerca de 13 milhfes de pessoas séo
diagnosticadas com Diabetes Mellitus, o que corresponde a 6,2% da populacéo?.

O Diabetes Mellitus é um grupo heterogéneo de distirbios metabdlicos que
apresentam em comum a hiperglicemia, resultante de defeitos na acao e/ou secre¢ao
de insulina ou em ambas®. ODiabetes Mellitus tipo 2 correspondem a90 a 95% dos
casos, estando entre os diversos fatores de risco para esta doenca, os habitos
alimentares®’. No Diabetes tipo 2 o organismo néao utiliza adequadamente a insulina
produzida pelo pancreas; ou ainda, ndo é capaz de produzir insulina suficiente para
controlar a taxa de glicemia. Desta forma, na fase inicial ocorre superproducédo de
insulina que evolui para queda devido a falha parcial das células p-pancreaticas. Este
tipo da doenca ocorre pela associacdo entre fatores genéticos e ambientais como
etnia, historico familiar, mas principalmente por sobrepeso e obesidade,
concomitantes aos a alimentacdo inadequada e sedentarismo?28.

Diversas pesquisas mostram que o sobrepeso e obesidade sdo importantes
fatores de risco para o desenvolvimento de Diabetes tipo 2%1°, Em estudo realizado
por Liu et al. (2016)*! foi observado que a incidéncia de Diabetes tipo 2 foi maior entre
0s pacientes obesos quando comparados com pacientes ndo obesos. Além disso
estudoobservacional de coorte realizado durante 10 anos, demonstrou que 0 excesso
de peso foi um fator de risco importante para o desenvolvimento de Diabetes Mellitus
tipo 210,
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De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2017)%, o tipo 2 pode
ser controlado com atividade fisica e planejamento alimentar. Em contrapartida,
qguando néo tratado pode causar Ulceras nos pés que podem levar a gangrena e
amputacdo de membros inferiores, cegueira, insuficiéncia renal, doenca cardiaca e
acidente vascular cerebral’. Franssens e colaboradores (2016)° enfatizam que
pacientes com excesso de peso acometidos pelo Diabetes Mellitus tipo 2 apresentam
alto risco para desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Evidéncias indicam que
individuos diabéticos podem ser acometidos por doenca miocardica, ndo decorrente
de distarbio arterial coronariano ou hipertensao arterial. A hiperinsulinemia crénica
pode acarretar hipertrofia cardiaca, a qual, pode iniciar-se muito precocemente no
Diabetes tipo 2. Assim, a cardiomiopatia diabética é caracterizada por alteracfes na
estrutura e funcdo do miocardio ndo relacionadas as patologias vasculares!?. Entre
estas alteracbes, estdo hipertrofia do ventriculo esquerdo, fibrose intersticial e
perivascular, disfuncdo diastélica e posterior disfuncéo sistélicals.

Em trabalho realizado por Rosa (2011)* utilizandoratos diabéticos foi
observada remodelacdo ventricular do tipo excéntrica. A remodelacdo cardiaca &
caracterizada por alteracbes moleculares, celulares e intersticiais, que se apresentam
clinicamente como mudancas da massa, tamanho, geometria e fungdo cardiaca'®. A
remodelacdo do tipo excéntrica consiste no aumento dos sarcomeros em série,
levando a dilatacdo ventricular e pequeno espessamento da parede, enquanto na
concéntrica ocorre a disposicdo dos sarcOmeros em paralelo, aumentando a
espessura da parede!®.Pesquisadores detectaram correlacdo positiva entre diabetes
associada a obesidade central, e omaior risco de remodelacéo cardiaca, caracterizada
por hipertrofia do ventriculo esquerdo!’.Okoshi e colaboradores (2007)*? destacam
gue a cardiomiopatia diabética é decorrente de distirbios metabdlicos cardiacos
associados aos diabetes, como hiperinsulinemia e hiperglicemia, podendo
desencadear estresse oxidativo, fibrose intersticial, apoptose celular e
comprometimento dahomeostase do transito de célcio miocardico.

Autores afirmam ainda que apesar de se sugerir que o estresse oxidativo esta
relacionado a cardiomiopatia diabética, 0 mecanismo de geracao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) em coracdes diabéticos ainda ndo é bem compreendido®®.Ainda

assim, Andrews e colaboradores (2015)*® afirmam que pacientes obesos e diabéticos
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do tipo 2 apresentam alto estresse oxidativo. Trabalhos apontam que individuos
obesosapresentaram aumento de marcadores relacionadosao estresse oxidativo,
como assubstancias reativas ao acido tiobarbittrico!®®, maiores concentracdes de
anion superoéxido (O27) e atividade da superperoxido dismutase (SOD), comparados
com pacientes de peso normal, evidenciando o papel da obesidade no aumento do
estresse oxidativo em pacientes com Diabetes tipo 219,

Outra evidéncia indicada na literatura, € que pacientes obesos e portadores de
Diabetes tipo 2 apresentaram concentracfes significativamente mais elevadas de
leptina, quando comparados ao grupo controle obeso!®, destacando que
ahiperinsulinemia e hiperleptinemia podem ser importantes fatores no
desenvolvimento de estresse oxidativo em pacientes obesos com diabetes?°. De
acordo com Stefanovic” et al. (2008)*° a obesidade intra-abdominal pode ser a
principal raz&o para a hiperleptinemia associada ao estresse oxidativo.

Dietas com alta densidade energética, rica em acidos graxos saturados, além
de sobrepeso e obesidade central, aumentam o risco de Diabetes tipo 28. Assim, a
condicdo de obesidade e a hiperglicemia associada ao diabetes melittus provoca
estresse oxidativo, devido a maior liberacdo deEROs?'.Dentre as EROs encontram-
se moléculas que séo radicais livres como os radicais anion superoxido, hidroperoxila
e hidroxila??. Os radicais livres em excesso podem causar danos biomoleculares que
comprometem a saude, em contrapartida, podem ser combatidos por antioxidantes
produzidos pelo organismo ou absorvidos da dieta, destacando alguns compostos que
podem ter papel importante na atividade anti-diabética?%22.

Stefanovic” e colaboradores(2008)'°, sugerem que, em pacientes obesos
portadores de Diabetes tipo 2,alimentos com alto nivel de compostos antioxidantes
podem ser benéficos na prevencgéo e/ou reversdo do estresse oxidativo.Desta forma,
diversas fontes naturais tém sido utilizadas como alternativas antidiabéticas,
especialmente a inclusdo de plantas na alimentacdo?.Segundo Ozuna e
colaboradores (2015)%°, com a finalidade de melhorar a salde da populacéo, os
ingredientes e processos para o desenvolvimento de alimentos funcionais tem sido
amplamente estudado.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria considera alimentos que possuem

alegacdo de propriedade funcional aqueles que, além da funcé@o de nutrir, possuem
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efeito metabdlico e/ou fisiolégico, e, alimentos com alegacéo de saude aqueles que
possuem relacdo com doenca ou condicédo de saude?®. Trabalhos apontam o potencial
de varios alimentos como fontes de substancias funcionais bioativas que podem
melhorar a salde humana?’2829, Entre os compostos bioativos, os mais estudados
estdo os relacionados a atividade antioxidante, dentre eles estéo as vitaminas C e E,
oscarotendides e os compostos fendlicos, especialmente os flavon6ides®3t. Outros
compostos bioativos funcionais presentes em alimentos tém sido descritos na
literatura por seus efeitos relacionados com melhor atividade antioxidante, anti-
inflamatdria e resposta imune, dentre eles destacam-se os flavondides, encontrados
principalmente no azeite de oliva, cacau e na farinha de semente de uva
Chardonnay?%32,

A lichia (Litchi chinensis Sonn.) é uma fruta tropical a subtropical, proveniente
do sudeste asiatico, pertencente a familia Sapindacea, possui grande aceitabilidade
por sua cor e sabor atraentes, seus subprodutos como casca e semente Sao
geralmente descartados, no entanto, a semente dessa fruta € comumente utilizada na
medicina tradicional chinesa?!3334, Essa fruta tem sido difundinda como cultura
econdémica em diversos paises e também no Brasil*. Alguns estudos tém
demonstrado que tanto o extrato de semente de lichia, quanto as farinhas da casca e
semente desta fruta séo ricas em compostos funcionais, como os compostos fenélicos
antioxidantes3334. Os compostos fendlicos dividem-se em flavonéides (polifendis) e
ndo-flavonoides (fendis simples e acidos)®°. Trabalhos que avaliaram os polifendis
nas farinhas de casca e semente de lichia mostram maiores teores de compostos
fendlicos em comparacdo a outros estudos que avaliaramos mesmos compostos em
frutas do cerrado, como caju, guapeva, mamcadela, cagaita, baguacu e jambolao,
além de polpas de frutas congeladas de amora, uva, goiaba, morango, manga,
graviola, cupuacu e maracuja3>26,

Estudo realizado por Prasad e colaboradores (2009)%, identificou cinco
flavondidespresentes no extratode semente de lichia: acido gélico, procianidina B2,
galocatequina, epicatequina, e epicatequina-3-galato. Man e colaboradores (2016)3’
estudando o efeito do extrato da semente de lichia sobre ratos induzidos ao diabetes,
verificaram que houve reducao dos niveis de glicose sanguinea em comparacao com

animais diabéticos ndo tratados. Além disso, 0s animais tratados com o extrato da
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semente de lichia apresentaram diminuicdo de glicose urinaria, melhora na tolerancia
a glicose e resisténcia & acdo da insulina. Os autores concluiram que o extrato
acarretou melhorano metabolismo glicidico e lipidico sugerindo que o tratamento
promoveu efeito protetor em ratos induzidos ao diabetes, retardando o aparecimento
de lesGes no figado, pancreas e rins®’. O aumento da capacidade antioxidante no
figado e reducdo dos indices inflamatérios foram visualizados também em
hamstersalimentados com dieta hiperlipidica apds 6 semanas de extrato aquoso da
flor de lichia, rico em polifendis®.Flavondides presentes no extrato de semente de
lichia também foram capazes de retardar a liberacdo de glicose a partir do consumo
de carboidratos, suprimindo a hiperglicemia pés-prandial®®. Assim, evidenciando a
capacidade antioxidante dos compostos fendlicos, estudo realizado por LV e
colaboradores (2014)%!, destacam correlagdo positiva entre o maior contetdo de
flavondides totais, com maior potencial hipoglicemiante.

Além da utilizacdo de extratos da polpa, semente e flor de lichia?:3337-40,
estudos tém apontado que tanto a casca quanto a semente de lichia apresentam
grande potencial nutricional e energético*!. Queiroz e colaboradores (2015)34,
estudando a composicdo das farinhas da casca e semente de lichia, observaram
gueambas apresentam em sua composi¢ao, elevada quantidade de compostos
fendlicos.

Estudo mostra que o consumo de farinha da semente de lichia em animais
alimentados com dieta rica em colesterol acarretou menor ganho de peso corporal,
reducdo da glicemia plasméatica, menores niveis de leptina, colesterol total e LDL,
além de menor deposicao de gordura no figado, em comparagcdo com 0s animais nao
suplementados*?. O autor atribuiu seus achados ao elevado teor deflavonéides
presentes na farinha da semente de lichia. Contudo, a farinha da casca também foi
capaz de acarretar os mesmos beneficios da farinha de semente, com acréscimo da
reducdo dos niveis de triglicerideos séricos. Considerandoa capacidadeantioxidante
das farinhas de semente e casca de lichia, Queiroz (2015)*? observou que ambas
foram efetivas na reducdo do estresse oxidativo e, consequente protecao hepética.
Este achado corrobora com Bhoopat (2011)*° que mostrou que essa melhorapode
manifestar-se em ratos a partir da administragéo de extrato da polpa de lichia.



23

Apesar dos efeitos benéficos relacionados a lichia, a maioria dos estudos
utilizamextratos depolpa, semente e flor?13337-40 Apenas um trabalho foi encontrado
na literatura com a utilizacéo de farinhas da casca e semente*?.

O grande potencial das farinhas da casca e semente de lichiase sustenta na
sua utilizacdo para o preparo de ragées comerciais, paes, bolos e biscoitos ou
adicionadas aalimentos com objetivo de melhorar sua constituigdo nutricional,
energética e fonte de substancias bioativas34. Normalmente, a casca e a semente da
lichia sdo descartadas como residuos, entretanto, segundo a Food and
AgricultureOrganization— FAO (2013), a utilizacdo dos residuos alimenticios pode
consistir em importante alternativa para o acesso a alimentos ricos em nutrientes e
compostos bioativos. Assim, partes geralmente descartadas dos alimentos como
cascas, sementes e talos podem apresentar mais nutrientes que a parte geralmente
consumida*!.Desta forma, a casca e semente de lichiapodem ser boas alternativas de
compostos bioativos na promoc¢éo debeneficios a saude.

Além disso ndo foram encontrados estudos que relacionaram o efeito do
consumo de farinhas de casca e semente de lichia na condicdo de obesidade

associada ao diabetes.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 ESTRESSE OXIDATIVO

Os elétrons nos atomos e moléculas estéo localizados em camadas eletrénicas,
que possuem uma regido chamada de orbitais, cada orbital é capaz de suportar no
maximo dois elétrons, porém estes elétrons tém rotacdo oposta (Figura 1)??44, Dessa
forma se em um dos orbitais houver falta de elétron, ou seja, se 0s elétrons estiverem
desemparelhados, essa molécula é conhecida comoradical livre (RL). Os elétrons

desemparelhados é o que os torna altamente reativos?2444546,
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Atomo emparelhados desemparelhados

Figura 1.Representacdo de atomo com elétrons distribuidos em suas camadas eletrénicas,
emparelhados e desemparelhados.

Os radicais livres (RL) podem ser formados a partir de diversas moléculas como
oxigénio, nitrogénio e cloro. Dessa forma séo divididos em espécies reativas de
oxigénio (ROS), espécies reativas de nitrogénio (RNS) e espécies reativas de cloro
(RCS), alguns exemplos sdo o superéxido (O2), hidroxila (OH"), perdxido de
hidrogénio (H202), éxido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOO’)*. Porém as espécies
reativas além dos radicais livres, também englobam substancias que apesar de néao
apresentarem elétrons desemparelhados sao altamente reativas como o peroxido de
hidrogénio que n&o possui elétrons desemparelhados, mas € uma espécie reativa de
oxigénio??. As espécies reativas de oxigénio (EROS) também incluem diversos
peréxidos como peroxido de proteinas, lipidios e acidos nucléicos*’.

As espécies reativas ndo podem ser consideradas apenas como agentes
prejudiciais pois também participam de diversas reacdes e processos bioldgicos*647.
No sistema imunoldgico, essas auxiliam na morte de bactérias apdés serem
fagocitadas*®, além disso, podemos citar a formacdo do 6xido nitrico que age como
relaxante endotelial*®.Entretanto, entre os fatores deletérios que podem ser atribuidos
aos RL, estdo o envelhecimento e o surgimento de patologias como cancer®°.

Além disso, pequenas quantidades de EROs podem ser produzidas pelo
reticulo endoplasmatico, pelas membranas plasmaticas e nucleares e por oxidases*’.
No entanto, a cadeia respiratéria é a principal fonte de EROs intracelular®!, portanto,
na cadeia transportadora de elétrons mais de 90% do oxigénio € reduzido diretamente
até a formacdo de Agua pela enzima citocromo oxidase, ndo formando EROs*’. No
entanto, durante o processo normal de respiragéo celular, cerca de 1 a 2% do oxigénio
molecular é convertido a superdxido que é precursor da maioria das EROs®!. Esse

oxigénio restante, menos de 10%, sofre reducéo por outras vias, sendo reduzido um
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elétron por vez, gerando assim os EROs*’, representado na Figura 2. Visualiza-se na
Figura o processo de formacao de espécies reativas de oxigénio a partir do oxigénio
molecular, no qual o oxigénio recebe 1 elétron formando o anion superoxido (O2), que
posteriormente recebe 1 elétron e 2 prétons formando o peroxido de hidrogénio
(H202), o qual recebe 1 elétron formando o radical hidroxila (HO-) e o &nion hidroxila
(HO"). O radical hidroxila recebe 1 elétron e finalmente é convertida em agua. Os
prétons de hidrogénio nessa reacdo sao provenientes geralmente de proteinas e

lipideos, resultando em processos em cadeia®’.

e e
02 — 02" ) H202
Peroxidode
hidrogénio

Oxigénio molecular Anion superdxido

.
HO + HO-
Radical Anion

hidroxila hidroxila

H+

H,0 H,0

Figura 2. Processo de formagédo de espécies reativas de oxigénio a partir do oxigénio
molecular, adaptado de Volodymyr, 201447

Nesse processo destaca-se o radical hidroxila por ser um radical de alta
reatividade e por ndo possuir um sistema antioxidante enzimatico para controlar sua
formacédo*’ Ele é formado a partir do peréxido de hidrogénio que pode ser convertido
ao radical hidroxila por uma reacéo de Haber-Weiss ou reagdo de Fenton®!. O radical
hidroxila € formado por reacdo de Fenton na presenca de ions de cobre ou ferro,
segundo a reacdo: H202 + Fe?*= OH+ OH+ Fe3* %2,

Os elétrons para a formagéo de EROs, séo resultantes do escape da cadeia de

transporte de elétrons, principalmente da coenzima Q, no entanto, esse escape



26

depende do estado fisiol6gico do organismo*’. Na parede interna mitocondrial esta
localizada a cadeia respiratéria celular formada pelo complexo | (NADH-ubiquinone
oxidoreductase), complexo Il (succinato desidrogenase), coenzima Q (ubiquinona),
complexo [II (ubiquinol-citocromo ¢ oxidoredutase), citocromo ¢ e complexo IV
(citocromo coxidase)®3, assim, a reducéo do oxigénio molecular em superéxido ocorre
principalmente nos complexos | e IlI°. Porém os radicais livres gerados nas
mitocondrias afetam outros compartimentos celulares e ndo apenas as mitocondrias®3.

Na Figura 3 esta representada a cadeia respiratoria e a formacdo de EROs

mitocondrial.
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Figura 3. Cadeia respiratdria e Processo de formacdo de EROs, adaptado dePoyton, Ball e
Castello , 200952,

by

As EROs em excesso podem causar danos a proteinas, acidos nucléicos,
polissacarideos e lipidios®®, alterando a atividade, estrutura e propriedades fisicas®®.
Além desses, outros efeitos prejudiciais dos EROs, sdo o prejuizo da respiracéo
celular podendo estimular ou impedir a divisdo celular®®. As EROs também estdo
relacionadas com a morte celular, sendo assim, os danos causados quando n&o

podem ser reparados, desencadeia o processo de apoptose®?.
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Ademais, a membrana lipidica também é afetada pelas EROs, o radical
hidroxila interage com as ligacdes insaturadas dos acidos graxos desencadeando a
peroxidacgéo lipidica®3.

Os lipidios sdo os responsaveis pela composicdo da membrana celular,
portanto, a peroxidacdo lipidica é responsavel por diversos estados patoldgicos,
alterando a composicdo, estrutura e dinamica das membranas®. Além disso, os
peréxidos lipidicos, sdo importantes marcadores do estresse oxidativo, por serem
muito reativos podem ainda interagir e degradar constituintes protéicos do DNA>, Os
aldeidos sdo substancias secundarias da oxidacao de lipidios, entre eles se destaca
o malondialdeido®®.

O dano oxidativo a proteinas pode ser medido por meio grupos carbonila. A
carbonilacédo proteica é a oxidacédo de proteinas, onde o radical hidroxila reage com
aminoacidos de proteinas provocando sua clivagem e formagcdo dos grupos
carbonila®’,

Os RL podem ser mensurados diretamente por meio da concentracdo de
espécies reativas, ou ainda indiretamente pelo dano oxidativo causado pelos RL,
sendo este de maior relevancia, pois o dano causado pelos RL, sdao de maior
importancia do que a quantidade total de RL formada®® (HALLIWELL e WHITEMAN ,
2004). Contudo, a capacidade antioxidante € utilizada determinando-se a atividade de
algumas enzimas antioxidantes como superoxido dismutase, catalase, glutationa
pedoxidase além de compostos antioxidantes como acido ascérbico (vitamina C), a-

tocoferol, B-caroteno e acido Urico®°.

2.2 DEFESA ANTIOXIDANTE

Para controlar os niveis de EROs nas células e protege-las contra os danos
causados, as células contam com o sistema de defesa antioxidante*’l. Os
antioxidantes podem atuar na eliminacéo e prevencao da formacgéo de RL ou reparo
de danos causados por esses®’. O sistema de defesa antioxidante é composto por
antioxidantes enddgenos que podem ser enzimaticos ou nao enzimaticos e,
antioxidantes exégenos provenientes da dieta 6.

A defesa antioxidante enddgena é composta peladefesa de primeira linha

formada pelas enzimas superéxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase®®. A
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superoxido dismutasepossui 3 isoformas, superoxido dismutase citosoélica CuZn,
superoxido dismutase intramitocondrial de manganés e a superoxido dismutase
extracelular CuzZn®?, é responsavel por converter o radical superéxido em peroxido de
hidrogénio, no entanto o peroxido de hidrogénio € toxico ao organismo. Além disso,
pela reacéo de Fenton forma-se o radical hidroxila®.Contudo, ndo existe um sistema
enzimatico para agir no radical hidroxila, devido a sua alta reatividade, assim para
prevenir contra seus danos deve-se impedir sua formacdo?®’. Para evitar esse
processo, a catalase presente nos peroxissomos € responsavel por transformar o
perdxido de hidrogénio em &gua e oxigénio molecular, porém a catalase nao esta
presente nas mitocondrias, portanto o peroxido de hidrogéniomitocondrial € convertido
em agua e oxigénio pela glutationa peroxidase®. J4 a defesa antioxidante segundaria
€ composta pelas enzimas, glutationa redutase e glicose-6-fosfato desidrogenase,
essas ndo agem diretamente sobre os radicais livres, mas oferecem suporte aos
antioxidantes enddégenos. Entre os antioxidantes enddégenos ndo enziméaticos estao
coenzima Q10, acido Urico e glutationa®l. Além da defesa antioxidante endégena a
defesa antioxidante exdégena, € importante para ajudar a reduzir os efeitos deletérios
causados pelo dano oxidativo®?. Esta é constituida por substancias presentes na dieta
como vitamina C e E, flavondides, acidos fendlicos, carotenoides e minerais, como
zinco e selénio®!. No entanto, quando o aumento dos niveis antioxidantes néo é capaz
de controlar as EROs, ha um processo conhecido como estresse oxidativo cronico?’.
Portanto, de acordo com VOLODYMYR (2014)* as consequéncias do estresse
oxidativo dependem das quantidades e localizagdo daseEROs. Diversos estudos tém
reportado que o estresse oxidativo esta relacionado com o desenvolvimento do
Diabetes Mellitus, assim, a utilizacdo de antioxidantes por meio da dieta podem ser

uma importante ferramenta para o tratamento da doenca e suas complicacdes*®.
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3 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do consumo de farinha da
casca e semente de lichia sobre o estresse oxidativo e fungdo contratil de
cardiomidcitos de ratos obesos diabeticos.
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4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados ratos Wistar com média de peso 156 + 25 g, fornecidos pelo
Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito
Santo. Os animais foram mantidosem gaiolas individuais de polipropileno com tampas
de arame cromado forradas com maravalha de Pinus, em condi¢cdes controladas de
temperatura (24 + 2°C), umidade (55 + 5%) e ciclos de iluminacao invertido de 12
horas. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com o “Guide for
the Care and Use of Laboratory Animals” publicado pelo “U.S. National Institutes of
Health” eaprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Espirito Santo, sob o nUmero de protocolo 24/2017.

4.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL
4.1.1 Composicédo dos grupos e delineamento experimental

Apbs periodo de aclimatacdo com oferta de agua e ragéo ad libitum, os animais

foram randomizados em dois grupos:
e Controle (C): alimentado com dieta padréao (DP) (n=16)
e Obeso (Ob): alimentado com dieta hiperlipidica saturada (DH) (n= 74).

Os animais alimentados com DH passaram por protocolo de inducdo a
obesidade, e, foram considerados obesos, quando houve diferenca estatistica de peso
corporal entre os grupos®. Apds estabelecida a obesidade os animais foram
submetidos a5 semanas de protocolo de exposicéo a obesidade.

Na experimentacdo bioldgica, em especial estudos experimentais, mesmo
quando mantidas as condi¢des laboratoriais semelhantes, ndo esta assegurada
homogeneidade de resposta. Neste sentido, os ratos alimentados com ragao padrao
e hiperlipidicapoderiam apresentar, em maior ou menor escala, caracteristicas
comuns de resposta para o peso corporal. Estudo publicado previamente® mostrou
que este fato pode conduzir a erro de classificagdo, ou seja, animais submetidos a
racao padrao poderiam ser classificados como controle, quando na realidade, exibem

caracteristicas de animais obesos, assim como animais alimentados com dieta
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hiperlipidica, poderiam exibir caracteristicas de animais controles. Por essa razéo,
torna-se necessario aplicar um critério que classifique os animais em dois grupos
distintos. Com essa finalidade, ao final do protocolo de exposicéao a obesidade, com o
intuito de constituir dois grupos homogéneos, sendo o grupo C constituido apenas por
animais com caracteristicas de controle e o grupo Ob apenas por animais com
caracteristica de obeso, foi construido intervalo de confianca de 95%, baseado nas
meédias de peso corporal dos ratos C e Ob. Sendo adotado como ponto de separagao
(PS) entre os grupos, o ponto médio entre o limite superior do C e o limite inferior do
Ob; assim, a partir deste ponto, foram excluidos do grupo C animais com peso corporal
acima do PS, bem como do grupo Ob animais com peso corporal abaixo do PS,(Figura
4)83,

PS PS

Figura 4. Representacdo esquematica do critério utilizado para composi¢do dos grupos controle e
obeso. Adaptado de LIMA-LEOPOLDO, 2010685,

Posteriormente a aplicacao do critério do PS, o grupo obesofoi randomizado e
submetido ao protocolo de inducéo ao diabetes constituindo os seguintes grupos:
e Obeso (Ob): alimentado com dieta hiperlipidica saturada (DH)
e Obeso diabético (ObD): alimentado com DH
e Obeso diabético (ObDFC): alimentado com DH acrescida de farinha da casca
de lichia
e Obeso diabético (ObDFS): alimentado com DH com acréscimo de farinha da

semente de lichia

Na Figura 5 estédo representados 0s grupos experimentais.
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Figura 5. Representacdo dos grupos experimentais.

Os animais obesos passaram por inducdo ao Diabetes tipo 2 por meio de
administracao intraperitoneal de estreptozotocina (30 mg/kg de peso corporal), diluida
em solucdo de citrato de sédio, (0,1M, pH 4,5)%. Apdés 72h da administracdo da
estreptozotocina, 0s animais que apresentaram glicemia de jejum maior que
200mg/dL, foram considerados diabéticos tipo 2%766. Os animais que ndo
responderam positivamente a dose de estreptozotocina foram submetidos a segunda
aplicacdo. Os animais dos grupos nado diabéticos, controle e obeso, receberam a
mesma dosagem de solucgéo de citrato de sédio®”.

O delineamento experimental foi constituido por periodo de inducdo a
obesidade de 7 semanas®’:68; 5 semanas de exposicdo a obesidade e 5 semanas de
tratamento dos grupos experimentais?®3’. Na Figura 6 estd representado o

delineamento experimental.
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Dieta Padrdo

Indugdo da obesidade Exposicdo da obesidade
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SEMANAS

INDUCAO DIABETES

Figura 6. Representacéo do protocolo experimental. P1: Periodo de inducéo a obesidade; P2: Periodo
de exposicdo a obesidade; P3: Periodo de exposicdo as dietas experimentais.

4.2 DIETAS EXPERIMENTAIS
4.2.1 Obtencéo dos frutos e confeccéo das farinhas

Os frutos de lichia (100kg) foram adquiridos em propriedade rural localizada na
regido de Marechal Floriano/ES. Em seguida, foram lavados, sanificados
comhipocloritode sédio por 15mine separados emcasca, polpae semente. A casca e
a semente foram secas emestufaMAO035/5, Estufa de Secagem com Circulacao,
Marcone, Piracicaba -. A temperaturautilizada foi de 45°C, até peso constante, sendo
necessarios4dias para a secagem da casca e8dias paraa semente de lichia3*.Apds
secagem, estas foram moidas separadamente, em moinho de facasMA340, Macro
Moinho de Facas, Tipo Willey, Marcone, Piracicaba - obtendo-se afarinha da casca de
lichia (FC) e a farinhada semente de lichia (FS), que foramarmazenadas em
refrigeracdo aoabrigo da luz, até a sua utilizagéo para a formulacdo das ragbes dos
animais®*. Todos os procedimentos acima citados foram realizados no Laboratério de
Mecanizagdo e Agricultura de Precisdo, na area experimental do campus da

Universidade Federal do Espirito Santo no municipio de Alegre/ES,

4.2.2 Formulacao e composicao das dietas experimentais
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A Dieta padrdo Nuvilab CR-1 foi composta pelos seguintes ingredientes: milho
integral moido, farelo de soja, farelo de trigo, carbonato de calcio, fosfato bicalcico,
cloreto de sodio, vitamina A, vitamina D3, vitamina E, vitamina K, vitamina B1, vitamina
B2, vitamina B6, vitamina B12, niacina, pentotenato de calcio, acido fdlico, cloreto de
colina, sulfato de ferro, sulfato de manganés, sulfato de zinco, sulfato de cobre, iodato
de célcio, sulfato de cobalto, lisina, metionina e BHT.

As dietas hiperlipidica foram idealizadas no Laboratorio de Fisiologia e
Bioquimica Experimental, Centro de EducacaoFisica e Desportosda Universidade
Federal do Espirito SantoCEFD/UFES e foram manipuladas na empresa Nutriave
Alimentos®(Viana, Espirito Santo, Brasil).As dietas experimentaishiperlipidica foram
compostas pormilho, arroz quirera, farinha de carne e ossos, gluten, sal, bentonita
(material inerte), mix mineral, mix vitaminico e banha de porco, os ingredientesforam
misturados, homogeneizados e posteriormente passaram por processo de extrusao.

A dieta hiperlipidica (DH) foi utilizada como base paraformulacdo das dietas
com adicdo de farinha de lichia. As dietas experimentais com farinha de lichia foram
acrescidas de 10% de FC ouFS, correspondente aquantidade de farinhautilizada em
outros trabalhos?%42, Para equilibrar o possivel efeito da quantidade de fibras presente
nas farinhas FC e FS, a DH foi acrescida de fibra insoltvel durante o periodo de
tratamento com as dietas experimentais?®. No Quadro 1 estdo expostas a distribuicdo
percentual de calorias provenientes de macronutrientes nas dietas experimentais,
enquanto no Quadro 2 estdo presentes a quantidade de macronutrientes e fibras em
100g de dieta.

Quadro 1. Percentual de calorias proveniente dos macronutrientes e densidade
calorica presente nas dietas.

Dietas
DP DH DHFC DHFS
Proteinas (%) 30,2 24,3 22,4 20,6
Carboidratos (%) 55,9 57,6 49,7 47,3
Lipidios (%) 13,9 18,1 27,9 32
Densidade caldrica (kcal/g) 2,92 3,8 3,82 4,08

DP: dieta padrdo; DH: dieta hiperlipidica; DHFC: dieta hiperlipidica farinha da casca; DHFS: dieta
hiperlipidica farinha da semente.
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Quadro 2. Composicado de macronutrientes e fibras presentes em 100g de dieta.

Dietas
DP DH DHFC DHFS
Proteinas (g) 22,4 23 21,4 21
Carboidratos (g) 40,8 54,7 47,4 48,2
Lipidios (g) 4,5 7,6 11,8 14,5
Fibra (g) 8 4,6 8,12 6,24

DP: dieta padréo; DH: dieta hiperlipidica; DHFC: dieta hiperlipidica farinha da casca; DHFS: dieta
hiperlipidica farinha da semente.

4.2.3 Determinacgdo de fenois totais e flavonoides nas farinhas da casca

e semente de lichia

Compostos fendlicos e flavondides nas farinhas foram avaliados pelo
Laboratorio de Triagem Bioldgica de Produtos Naturais, no Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Espirito Santo.

Para determinacdo do conteudo de fendis totais (CFT) foi utilizada a
metodologia de Neves et al. (2009)%° e Singleton & Jr (1965)7°. Em microplaca foram
adicionados 125ul da solugdo aquosa do reagente de Folin-Ciocalteau 10% e 25 pl
da solucdo-mae da amostra (Img/mLdiluida 1:3 em agua destilada). A mistura foi
deixada em repouso por 5 minutos. Apds esse periodo foi adicionado 100ul da
solucdo aquosa de carbonato de sodio 4%. A leitura foi realizada no comprimento de
onda de 750nm, em leitor de microplaca (BioRad, Washington, USA), apés
aproximadamente 2 horas de incubacao ao abrigo da luz. O acido galico foi utilizado
como padrao para a curva de calibracdo e para a expressao do resultado, que foi
dado em miligramas equivalentes de acido galico por grama de amostra (mgEAG/Q).

O doseamento de flavondides foi realizado de acordo com Marques e
colaboradores (2012)"* e Perdigdo (2012)72, com adaptacdes. Em microplaca foram
adicionados 99ul de agua destilada, 20pl de extrato (com concentragao final de
100ug/ml), 6ul de acido acético glacial, 100ul de piridina a 20% e 25ul de cloreto de
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aluminio 6,5% diluidoem metanol. Apos 30 minutos, foi realizada a leitura
espectrofotométrica em leitor de microplaca (BioRad, Washington, USA) em 415 nm.
O branco da reacéo foi considerado pela solu¢cdo com todos os reagentes, excluindo-
sea amostra e o cloreto de aluminio. O controle negativo foi composto por todos os
reagentes excetuando o cloreto de aluminio. A quercetina (Sigma, Missouri, USA) foi
utilizada como padrédo para a curva de calibragdo e os resultados expressos em

miligrama equivalente em quercetina por grama da amostra (mgEQ/Q).

O Quadro 3 apresenta as dosagens de polifendis totais e flavondides presentes
nas farinhas da casca e semente de lichia.

Quadro 3. Doseamento de polifendis totais e flavondides nas farinhas da casca e
semente de lichia.

Casca Semente
Polifendis totais (mg EAG/Q) 128+ 4 118+ 6
Flavonoides (mg EQ/g) 42,3+219 63,1+ 18,8

EAG:Equivalente de 4cido gélico EQ: equivalente de quercetina. Valores expressos em média + desvio padréo.

4.3 AVALIACAO DO ESTADO NUTRICIONAL

O perfil nutricional foideterminado pela analiseda ingestdo alimentar (IA),
ingestédo caldrica (IC), eficiéncia alimentar (EA), peso e gordura corporal e indice de
adiposidade.

O peso corporal dos animais foiaferido semanalmenteutilizando-se balanca
digital Edutec (Inca Tecnologia de Produtos e Servigos Ltda., Brasil).A gordura
corporal foi quantificada pelo somatorio dos depdsitos de gordura epididimal,
retroperitoneal e visceral”®.0 indice de adiposidade foi calculado dividindo-se a

gordura corporal pelo peso corporal final, multiplicado por 1007374,

4.3.1 Ingestéo alimentar, ingestéo calodrica, eficiéncia alimentar

Os animais receberam 40 g de ragdo diariamente e agua ad libitum. Apds 24

horas a quantidade de racdo n&o ingerida foimensurada para calculo da IA,
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considerada pela subtracdo entre oferta e a sobra (IA= 40g - quantidade n&o
consumida). A ICfoi calculada pela seguinte formula: ingestdo alimentar semanal
multiplicada pelo valor calorico de cada dieta (IC= g/semana x kcal) (KOCH et al.,
2014).

Para calcular a eficiéncia alimentar (EA), ou seja, a capacidade do animal em
converter a energia alimentar consumida em peso corporal, dividiu-se o ganho total
de peso (GP) dos animais pela energia total ingerida (EA= GP/ (g) Kcal) (IRVING et
al., 2009; KIM et al., 2000).

4.3.2 Avaliacado da glicemia de jejum

A glicemia de jejum foi mensurada com glicosimetro portéatil Accu-Chek Go Kit
(Roche Diagnostic Brazil Ltda., Sdo Paulo, Brasil), na décima segunda semana de
protocolo experimental, 72h apdés a aplicacdo de estreptozotocina e ao fim do

protocolo experimental.

4.4 ANALISES POS-MORTEM

4.4.1 Determinacdo do teor de 4gua nos tecidos pulmonar e hepatico

Os pesos dos tecidos foram aferidos in natura (PN) e apGs secagem em estufa
por 48 horas a temperatura de 55 = 5°C, foi determinado o peso seco (PSE). Para
andlise da retencao hidrica nos tecidos, considerou-se osvalores relativos calculados
pela seguinte formula: [(PN-PSE)/PN] x 100%.

4.5 REMODELACAO CARDIACA
4.5.1 Estrutura do Coragéo Post-mortem

A determinacdo de hipertrofia cardiaca, de forma macroscopica, foi

determinada pela mensuracdo do peso total do coracdo esua relagdo com o
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comprimento da tibia. A tibia ap6s removida e limpa foi medida com o auxilio de
paquimetro (ZAAS Precision - Amatools Comercial e Importadora Ltda).
4.6 CARDIOMIOCITO ISOLADO

A andlise funcional cardiaca in vitro foirealizada por meio da técnica de

cardiomidcito isolado’s.
4.6.1 Isolamento de cardiomiécito

A analise da funcéo contratil foi realizada por meio da técnica de cardiomiécito
isolado descrita por Guatimosim e colaboradores(2001)’8.Ao final do protocolo
experimental os animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50mg/kg/ip;
Dopalen®, Sespo Indlstria e Comércio Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo,
Brasil) e cloridrato de xilazina (10mg/kg/ip; Anasedan®, Sespo Industria e Comércio
Ltda - Divisdo Vetbrands, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil), eutanasiados por toracotomia
mediana e retirada do coracdo. O coracédo foi colocado em placa de petricontendo
solucéo Digestion Buffer (DB) + acido etileno glicol tetracético (EGTA - ethyleneglycol-
bis (3-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraaceticacid) + N-2-hidroxietil piperazina N-2-
etano sulfonico (HEPES), responsavel por manter o cora¢do vivo e quelar o célcio
inibindo a contracdo. As solucdes para o isolamento dos midcitos ventriculares foram
feitas usando-se solucdo com agua ultrapura (milli-Q), com a seguinte composicéo
(em mM): NaCl (130); MgCl2 (1); KCI (5,4); N-2-hidroxietil piperazina N-2-etano
sulfonico (HEPES) (25); glicose (22); NAH2PO4 (0,33); e insulina, pH = 7,39,
temperatura ambiente. Apés a limpeza do coracdo, o mesmo foi pesado em becker
contendo 20 mLda solucdo DB + EGTA + HEPES. Posteriormente a artéria aorta
foicanulada utilizando-se a técnica de Langendorff e o coragdo foiperfundido com
solucdo contendo DB+HEPES+EGTA, por 2 a 3 minutos para limpezados vasos
coronarios. Posteriormente o coracgao foi perfundido com solugéo enzimatica contendo
1mg/mLde colagenase tipo Il (Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ,
USA) e Ca*?)(1mM), durante 15 a 20 minutos para a lise da matriz extracelular. As
solucbes utilizadas neste processo forampreviamente oxigenadas com mistura
gasosa contendo 95% de oxigénio e 5% de gas carbdnico e mantidas em banho maria
a 37,5°C.
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Apbs a perfuséo, os atrios e o ventriculo direitoforam retirados e o ventriculo o
esquerdo foi picotados em placa de petri contendo a solucdo DB, albumina,
colagenase e Ca+2 (1ImM). Os fragmentos do coracéo foramcolocados em um Becker
e ressuspendidos levemente com pipeta pasteur por 2 minutos em banho maria a
37,5°C. Os fragmentos foramfiltrados e a solucdo foi mantida em repouso para a
formacé&o do pellet. Apds 10 minutos, o sobrenadante foiremovido e o pellet lavado a
cada 10 minutos, com solucdes de DB contendo Albumina e Ca*?. A cada etapa o tubo
contendo as células e as solu¢des forammantido em repouso por aproximadamente
10 minutos e o sobrenadante descartado. Na Ultima etapa, foi adicionado ao pellet
solugdo Tyrode [composi¢cdo (em mM): NaCl (140); HEPES (10); NaH2POa4 (0,33);
MgCl2 (1); KCI (5); CaClz (1,8) e Glicose (10)]. As solucges utilizadas neste processo

foramaquecidas previamente a 37,5°C.

4.6.2 Contratilidade cardiaca

A contracdo celular foimensurada por meio da técnica de alteracdo do
comprimento dos cardiomiocitos, conforme descrito previamente Guatimosim et al.
(2001). As mensuracBes de contracao-relaxamento celular utilizaram sistema de
deteccdo de bordas acoplado ao microscoépio invertido (lonOptix, Milton, MA, USA)
com lente objetiva de 40 vezes (Nikon Eclipse - TS100, EUA). Os cardiomidcitos
foramacomodados em camara experimental com base de vidro, banhados por solu¢éo
Tyrode temperatura de 37,5°C e visualizados em monitor por meio de camera
(Myocam, lonOptix, Milton, MA, USA, 240 Hz) acoplada ao microscépio com programa
de deteccédo de imagens (lonwizard, lonoptix).

Os cardiomidcitos foramestimulados em frequéncias de 1Hz com duragéo de 5
milisegundos e voltagem de 20V, utilizando-se par de eletrodos de aco e estimulador
elétrico de campo (Myopacer, lonOptix, Milton, MA, USA).Os movimentos dos
sarcémeros dos miocitos foram capturados pelo sistema de deteccdo de sarcomeros
(lonwizard, lon Optix, Milton, MA, USA) e armazenados para analise posterior.As
medidas de contragdo foramrealizadas em cardiomiocitos que apresentaramas
seguintes condic¢des: bordas e estriacbes sarcoméricas bem definidas, relaxados em

repouso e sem apresentar contra¢des voluntarias (Figura 7).
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Figura 7. Representacdo dos pontos de mensuracdo da imagem dos
midcitos cardiacos.

4.6.3 - Parametros funcionais

Foramavaliados o comprimento dos sarcOmeros e 0s seguintes parametros
contrateis: percentual de encurtamento, velocidades maximas de encurtamentoe

relaxamento, tempos até 50% do encurtamento e tempo até 50% do relaxamento

(Figura 8).
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Figura 8.Representacédo esquematica do encurtamento de cardiomiocito
isolado e dos respectivos pardmetros da contracdo celular. CS:

comprimento do sarcémero.

4.6.4 - Andlise do transito de Ca*? intracelular
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As medidas do transiente da Ca*2 em cardiomidécitos isolados foram realizadas
por sistema de medig&o de fluorescéncia (lonWizard, lonOptix, EUA) que sincroniza o
controle da luz de excitagdo com a coleta a partir de sensores de emissdo. Os
cardiomidcitos foram incubados com Fura 2AM (Molecular Probes®, Eugene, OR,
USA)1uM, indicador de fluorescéncia para calcio intracelular, por 20 minutos, lavados
com solucdo Tyrodee mantidos em temperatura ambiente. Posteriormente o0s
cardiomiodcitos foram estimulados a 1 Hz (Myopacer 100, lonoptix Inc.) com as
seguintes configuracdes: duracdo: 2 ms; estimulacdo continua pulso bifasico;
voltagem: ajustada a 120% da tensédo de limiar que induz as cinéticas de Ca?*. As
imagens de fluorescéncia foram obtidas usando excitacdo de 340 nm a 380 nm e
emissao de intensidade de fluorescéncia detectada em aproximadamente 510 nm. As
seguintes variaveis foram analisadas: amplitude de Ca*?, Ca*?sistdlico, velocidade de
liberacéo de Ca*?, velocidade de recaptura de Ca*?, tempo até o pico de Ca*? e tempo
para 50% do decaimento de Ca*2.

4.7 ANALISES DO ESTRESSE OXIDATIVO

4.7.1 Peroxidacdo lipidica

Foram quantificadas as concentracées de malondialdeido (MDA), uma das
principais substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico (TBARS), importante produto da
peroxidacao lipidica no soro. O MDA reage com TBARS formando a substancia 1:2
MDA-TBA que possui absorbancia de 532nm, dessa forma a quantidade de TBARS
foi calculada usando a curva padrdo de MDA sendo expressa em nmol/mg de
proteina’®.A concentracdo foi determinada de acordo com método de Uchiyama and

Mihara®0.

4.7.2Carbonilag&o de Proteinas

As proteinas carboniladas forammensuradas utilizando método inespecifico
que consiste na utlizacdo do derivatizador 2,4-dinitrofenil-hidrazina (DNPH) e

deteccdo espectrofotométrica de quaisquer proteinas modificadas pelo processo de
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carbonilacdo®l. As concentracGes de proteinas carboniladas foram expressas em
nmol de DNPH/mg de proteina. As concentracBes de proteinas totais foram
mensuradas por método de Bradford. Este método foi realizado nas instalacfes da
UNIPEX (Unidade de Pesquisa Experimental) da Faculdade de Medicina de Botucatu

— FMB, Universidade Estadual Paulista — Unesp.

4.7.3 Atividade das Enzimas Antioxidantes
4.7.3.1 SOD

A atividade de SOD foi determinada pelo método adaptado de S. Marklund e
G. Marklund (1974)%, baseado na inibicdo da reacdo do radical superéxido com o
pirogalol. O superoxido é gerado pela auto-oxidagéo do pirogalol em meio basico (pH
8,5). A SOD presente na amostra analisada compete pelo radical superéxido com o
sistema de detecc¢do. A oxidacdo do pirogalol foi detectada espectrofotometricamente
a 420 nm. Assim, a atividade de SOD foi determinada no soro medindo a velocidade
de formacéao do pirogalol oxidado. O meio de reacdo foi montado com 15 uL de soro,
tampao tris 50 mmol/L (pH 8,5) e pirogalol 24 mmol/L. Os resultados foram expressos
em unidades por miligramas de proteina por minuto. Este método foi realizado nas
instalacdes da UNIPEX (Unesp, Faculdade de Medicina de Botucatu, Botucatu, S&o

Paulo, Brasil).

4.7.3.2 Catalase

A atividade da Catalase foi diretamente proporcional a taxa de decomposi¢cao
do peroxido de hidrogénio, sendo assim, € possivel medir sua atividade através do
consumo do H20:2. Este teste consiste em avaliar a reducdo da absorbancia no
comprimento de onda de 240 nm, onde ocorre maior absorcdo pelo peroxido de
hidrogénio. De acordo com o método adaptado de Aebi (1984)% e modificado por
Pieper e colaboradores (1995)84, para realizacdo deste ensaio foram utilizados: 15 uL
de soro, solucédo tampéao-fosfato a 50 mmol/L (pH=7,0) e peroxido de hidrogénio 25

mmol/L. Os resultados foram expressos em picomoles por miligramas de proteina por
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minuto. Este método foi realizado nas instalagdes da UNIPEX (Unesp, Faculdade de

Medicina de Botucatu, Botucatu, Sdo Paulo, Brasil).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram exibidos por meio de medidas descritivas de posicdo e
variabilidade. A comparacdo da evolucdo do peso corporal e niveis glicémicosfoi
realizada por ANOVA no modelo de medidas repetidas para modelo de dois fatores e
complementada com o teste de comparacgfes multiplas de Bonferroni.

Para comparacao entre dois grupos foram utilizados teste t de Student’s’ para
dados paramétricos e Mann-Whitney para dados ndo paramétricos. As comparacdes
entre trés grupos foram realizadas por ANOVA uma via, complementada com teste
post-hoc de Bonferroni ou Dunn’s, quando apropriado. O nivel de significancia

considerado para todas as variaveis foi de 5%.
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5 RESULTADOS
5.1 INDUCAO E EXPOSICAO A OBESIDADE

No inicio do protocolo experimental os grupos C e Ob possuiam médias de
peso corporal semelhantes, porém na 72 semana o0s animais do grupo Ob
apresentaram peso significantemente maior, sendo considerado o momento de inicio
da obesidade.Posteriormente 0s grupos seguiram por 5 semanas de exposicao
obesidade (Figura 9), porém durante o periodo de exposicdo houve perda de 27
animais do grupo Ob e 6 animais do grupo C,devido a aplicacdo do ponto de
separacdo e 9 animais por mortes sem causas determinadas do grupo Ob. Dessa

forma os grupos foram compostos por Ob (n = 38) e C (n = 10).
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Figura 9.Evolucdo de peso corporal no periodo de inducdo a obesidade de 7
semanas, grupo obeso (Ob, n = 74) e grupo controle (C, n = 16) e exposicdo a
obesidade de 5 semanas, Ob, (n = 38) e C (n = 10). Dados expressos em média
+ desvio padrdo. p<0,05; *(Ob vs C). ANOVA duas vias para medidas repetidas,
complementada com teste post-hoc de Bonferroni.

A Tabela 1 mostra as caracteristicas dos grupos C e Ob nos periodos de
inducéo e exposicdo a obesidade (semanas 0 a 122). Ao fim do protocolode inducéo
e exposicadoa obesidade, o grupo Ob apresentoupeso corporal final e ganho de peso

significativamente maiores que o grupo C.O grupo obeso apresentou menor consumo
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alimentar, em contrapartida, obteve maior ingestdo caldrica e eficiéncia alimentar

comparado ao grupo controle.

Tabela 1. Caracteristicas nutricionais dos grupos nos periodos de inducdo e
exposicdo a obesidade.

o Grupos
Variaveis

C (n=10) Ob (n=38)
PCF (g) 420+ 50 516+ 50*
Ganho de peso (g) 277+ 40 352+ 46*
Consumo alimentar (g/dia) 23,4+ 3,7 20,0+ 1,9*
Ingestao caldrica (kcal/dia) 68,3+ 10,8 78,11+ 7,5*
Eficiéncia Alimentar (%) 5,31+ 0,61 5,84+ 0,38*

Ob: obeso e ObD: Obeso diabético; PCF: peso corporal final. Periodo de exposicdoa obesidade (semanas 0 a
122). Dados expressos em média + desvio-padrdo.p<0,05; *(Ob vs C). Teste t de Student’s.

5.2 RECOMPOSICAO DOS GRUPOS

Apos periodo de indugéo e exposicdo a obesidade, os animais obesos foram
redistribuidos quanto a presenca ou auséncia do diabetes e tratamento com as
farinhas da casca e semente de lichia. Desta forma os grupos foram compostos por:

+ Obeso (Ob); n=10

» Obeso Diabético (ObD); n=8

» Obeso Diabético (ObDFC); n=10
* Obeso Diabético (ObDFS); n= 10
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5.3 INDUCAO AO DIABETES

Foram considerados diabéticos os animais obesos que 72h apdés aplicacdo da
estreptozotocina apresentaram glicemia de jejum maior que 200 mg/dL(MAN et al.,
2016; IRONDI et al., 2015). Os animais obesos que nao foram induzidos ao diabetes,
receberam dose equivalente de solucao de citrato. Foram mensuradas a glicemia de
jejum de ambos 0s grupos antes e 72 apos a aplicacdo da droga (Figura 10). Nao
houve diferenca estatistica no grupo Ob no momento pré e pos aplicacédo da droga, e,
entre o grupo Ob e ObD no momento pré-droga. No entanto, os animais ObD
apresentaram maior nivel glicémico entre os momentos pré e pos aplicacdo da droga;
0 mesmo resultado foi visualizado entre os grupos ObD e Ob

pésestreptozotocina/citrato, caracterizando a instalacao do diabetes no grupo ObD.
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Figura 10. Glicemia dos grupos nos momentos pré e pos aplicacédo da streptozotocina ou solucao citrato. Grupo
obeso (Ob, n = 10) e grupo obeso diabético (ObD, n = 28). Dados expressos em média + desvio padréo. p<0,05
*(Ob pds vs ObD pobs), #(ObD pré vs pés). ANOVA duas vias para medidas repetidas, complementada com
teste post-hoc de Bonferroni.

A Figurall ilustra a evolucdo do peso corporal e a redistribuicdo do grupo Ob
em 2 grupos, quanto a presenca ou auséncia de inducdo do diabetes (Ob; ObD).
Assim, asultimas 5 semanas visualizadas na Figura 3, foramcaracterizadas
comoperiodo de exposicdo ao diabetes. Embora os animais do grupo Ob e ObD

tenham sido randomizados com médias de peso corporal semelhantes, apos a
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inducao do diabetes os animais do grupo ObD iniciaram processo de perda de peso,
mantendo diferenga significativa de peso corporal durante todo o protocolo de

exposicao ao diabetes (Figura 3).
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Figura 11. Evolucao de peso corporal no periodo de inducdo e exposi¢céo a obesidade. Periodo de indugéo a
obesidade de 7 semanas, grupo obeso (Ob, n = 74) e grupo controle (C, n = 16), exposi¢éo a obesidade de 5
semanas, Ob, (n = 38) e C (n = 10). e exposi¢édo ao diabetes representado pelas Ultimas 5 semanas da 132 a
172 Semana. Ob (n = 10) e obeso diabético (ObD: n = 8). Dados expressos em média + desvio padréo. p<0,05
*(Ob vs C), #(Ob vs ObD). ANOVA duas vias para medidas repetidas, complementada com teste post-hoc de
Bonferroni.

A Tabela 2 ilustra as caracteristicas nutricionais dos grupos. Apesar do grupo
ObD apresentar maior ingestao alimentar e cal6rica durante o periodo de exposi¢ao
ao diabetes, a eficiéncia alimentar na condicdo de diabético foi significativamente

menor comparado com o grupo obeso.
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Tabela 2. Caracteristicas nutricionais dos grupos experimentais.

o Grupos
Variaveis
Ob (n=10) ObD (n=8)
Consumo alimentar (g/dia) 19,8+ 3,1 23,4+ 3,1*
Ingestéo caldrica (kcal/dia) 75,7+ 11,7 89,2 + 12*
Eficiéncia Alimentar (%) 1,46 + 0,62 -1,36 + 0,69*

Periodo de exposigdo ao diabetes (semanas 132 a 17%). Ob: obesoe ObD: Obeso diabético. Dados expressos em
média + desvio-padrao. p<0,05; *(Ob vs ObD). Teste t de Student’s.

Na Tabela 3 estdo expostas as caracteristicas gerais dos grupos Ob e ObD.
Inicialmente, antes da indugcdo ao diabetes, 0s gruposapresentavam peso
corporalsemelhante, no entanto, o peso corporal final dos animais ObD foi menor
comparado ao grupo Ob. O grupo ObD apresentou menor ganho de peso corporal,
menores depositos de gordura epididimal, visceral, retroperitoneal e somatério de

gordura corporal e indice de adiposidade comparadoao grupo Ob.

Tabela 3. Caracteristicas gerais dos grupos experimentais.

o Grupos
Variaveis

Ob(n=10) ObD (n=8)
PCI 530 + 64 499 + 42
PCF 579 £ 81 447 + 21*
Ganho de Peso (g) 48,3 + 27,7 -52,6 £ 30,7*
Gordura Epididimal (g) 11,0+ 3,4 6,45 +1,41*
Gordura Visceral (g) 12,4+ 4,7 4,98 + 1,60*
Gordura Retroperitoneal (g) 23674 11,2 £ 4,3*
Somatério de Gordura Corporal (g) 47,0+ 15 22,6 £ 6,6*
indice de Adiposidade (%) 7,98 + 1,66 5,05 + 1,40*

Ob: obeso e ObD: Obeso diabético; PCI: peso corporal inicial; PCF: peso corporal final; Dados expressos em média
+ desvio-padrao. p<0,05; *(Ob vs ObD). Teste t de Student’s.

Quanto aos parametros morfoldgicos, observa-se na Tabela 4 que o grupo ObD
apresentou menor peso total de pancreas e comprimento de sarcobmero em relacao

do grupo Ob. No entanto, ndo houve diferenca significativa entre o peso total do
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figado, pulmdo e coragdo, bem como, no comprimento da tibia e na relacédo
coracaoltibia.

Tabela 4. Parametros morfolégicos.

Variaveis Grupos

Ob (n=10) ObD (n=8)
Figado (g) 13,8+25 13,3+1,3
Pancreas (g) 0,98+ 0,11 0,82 +0,17*
Pulméo (g) 2,00 + 28 1,95+0,14
Tibia (cm) 4,39+0,14 4,30+0,13
Coracao Total (g) 2,03+0,55 1,94 +£0,34
Coracéo/Tibia (g/cm) 0,46 £0,11 0,45 + 0,09
Comprimento do sarcomero (um)3 1,74 £ 0,08 1,71 £ 0,09*

Ob: obeso e ObD: Obeso diabético. Dados expressos em média + desvio-padrdo. p<0,05; *(Ob vs ObD).§: Ob
(n=126 células) e ObD (n=114 células). Teste t de Student’s

Na Tabela 5 estdo apresentados os percentuais de umidade dos tecidos

hepético e pulmonar. N&ao foram encontradas diferencas significativas entre os grupos
Ob e ObD.

Tabela 5. Percentual de umidade dos tecidos pulmonar e hepatico.

o Grupos
Variaveis
Ob (n=10) ObD (n=8)
Figado (%) 653+1,4 66,2+ 1,7
Pulmao (%) 80,8+ 2,4 79,9+ 0,9

Ob: obeso e ObD: Obeso diabético. Dados expressos em média + desvio-padrédo. Teste t de Student’s.

Os parametros de estresse oxidativo séricoestdo expostos na Figura 12. Nao
foi observada diferenca estatistica entre os grupos Ob e ObD para a dosagem de MDA
e catalase. No entanto, o grupo ObD apresentou aumento significativo na carbonilagéo
protéica e atividade da SOD comparado ao grupo Ob.
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Figura 12. Parametros de estresse oxidativo séricos entre animais obesos e obesos diabéticos. MDA:
Malondialdeido, SOD: superoxido dismutase. Ob: obeso (n = 8) e ObD: Obeso diabético (n = 8). Dados expressos
em mediana % intervalos interquartiis. p<0,05; *(Ob vs ObD). Teste t de Student’s e Mann-Whitney.

A Figura 13 ilustra os parametros de contratilidade cardiaca de cardiomidcitos

isolados estimulados a 1 Hz. O grupo ObD demonstrou valores significativamente

maiorespara as variaveis de percentual de encurtamento, tempo até 50% do

encurtamento e velocidade méxima de relaxamento. No entanto, ndo foram

observadas diferencgas significativasnos demais parametros.
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Figura 13. Parametros funcionais de contratilidade de cardiomiécitos isolados estimulados a 1 Hz de animais
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Na Figura 14 estdo expostos os parametros da cinética intracelular de Ca?*.
Ogrupo ObD apresentou maiores concentracdes de Ca?* durante a sistole e diastole,

além de maior tempo até 50% da recaptura de Ca?*.
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Figura 14. Parametros da cinética intracelular de Ca?* de cardiomidcitos isolados estimulados a 1 Hz de animais
obesos e obesos diabéticos. Ob: Obeso (n = 4, células = 50) e ObD: Obeso diabético (n = 4, células = 40). Dados
expressos em média + desvio-padrédo (Figura: A, B, C, D e E) ou expressos em mediana = intervalo interquartil
(Figura: F e G). p< 0,05; *(Ob vs ObD). Teste t de Student ou Mann-Whitney.
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5.4 TRATAMENTO DO DIABETES: EXPOSICAO AS DIETAS
EXPERIMENTAIS

Apés a inducdo do diabetes, 2 grupos de animais obesos portadores de
diabetes, receberam dietas contendo 10% de farinha da casca ou semente de lichia.
A Figura 15ilustra a evolucéo de peso corporal dos animais ao longo das 5 semanas
de tratamento com a dieta experimental. Nao foram observadas diferencas

significativas no peso corporal entre os grupos durante periodo de tratamento.
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Figura 15. Evolugdo de peso corporal no periodo de tratamento com as farinhas da casca e semente de lichia
durante 5 semanas. Periodo de indugdo a obesidade de 7 semanas, grupo obeso (Ob, n = 74) e grupo controle
(C, n = 16). Periodo de exposicao a obesidade de 5 semanas, Ob, (n = 38) e C (n = 10). Periodo de exposi¢ao ao
diabetes e tratamento, representado pelas Ultimas 5 semanas da 132 a 172 Semana. Ob (n = 10), ObD: Obeso
diabético (n = 8), ObDFC: Obeso diabético farinha da casca (n = 10) e ObDFS: Obeso diabético farinha da semente
(n=10). Dados expressos em média + desvio padrédo. p<0,05 *(Ob vs C), #(Ob vs ObD). ANOVA duas vias para
medidas repetidas, complementada com teste post-hoc de Bonferroni.
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As caracteristicas nutricionais dos grupos estéo expostas na Tabela 6. O grupo
ObDFS apresentou maior consumo alimentar comparado aos grupos ObD e ObDFC,
porém nao foram observadas diferencas quanto a ingestdo caldrica e eficiéncia

alimentar.

Tabela 6. Caracteristicas nutricionais durante o periodo de tratamento.

Grupos
Variaveis
ObD (n=8) ObDFC (n=10) ODbDFS (n=10)
Consumo alimentar (g/dia) 23,4+3,1 25,1+4.4 20,5 + 2,0%
Ingestéo caldrica (kcal/dia) 89,2+12,0 96,0 £ 16,7 83,1+£8,1
Eficiéncia Alimentar (%) -1,36+ 0,69 -1,41 +1,29 -2,41+ 1,74

ObD: Obeso diabético, ObDFC: Obeso diabético farinha da casca e ObDFS: Obeso diabético farinha da semente.
Dados expressos em média + desvio-padrdo. p<0,05; *(ObDFCvs ObD); #(ObDFS vs ObD); 4ObDFC vs
ObDFS).ANOVA uma via, complementada com teste post-hoc de Bonferroni.

Os grupos iniciaram o periodo de tratamento com peso corporal semelhante.
Contudo, ndo houve efeito pds tratamento relacionados ao peso corporal final,

depdsitos de gordura corporal e indice ao indice de adiposidade (Tabela 7).

Tabela 7. Caracteristicas gerais durante o periodo de tratamento.

Grupos
Variaveis
ObD (n=8) ObDFC (n=10) ObDFS (n=10)
PCI 499 + 42 509 + 55 523 + 36
PCF 447 + 21 446 + 42 439 + 44
Ganho de Peso (9) -52,6 £ 30,7 -62,5+52,4 -84,2 £ 57,5
Gordura Epididimal (g) 6,45+ 1,41 6,44 + 2,57 6,96 + 1,80
Gordura Visceral (g) 4,98 £ 1,60 447 +£1,74 591+243
Gordura Retroperitoneal (g) 11,2+4.3 9,54 +471 11,9+57
Gordura Total (g) 22,6 £6,6 20,5+84 24,8 +9,7
indice de Adiposidade (%) 5,05 + 1,40 4,54 + 1,64 552 +1,57

ObD: Obeso diabético, ObDFC: Obeso diabético farinha da casca e ObDFS: Obeso diabético farinha da semente.
Dados expressos em média + desvio-padrdo. ANOVA uma via.
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Na Figura 16 estdo representadas as glicemias dos animais ao fim do protocolo

experimental. N&o ocorreu diferenca significante entre os grupos.

600

400

200

Glicemia (mg/dL)

ObD ObDFC ODbDFS

Figura 16. Glicemia dos animais diabéticos tratados com farinhas da casca e semente de lichia.
ObD: Obeso diabético (n = 8), ObDFC: Obeso diabético farinha da casca (n = 10) e ObDFS:

Obeso diabético farinha da semente (n = 10). Dados expressos em média + desvio-padrao.
ANOVA uma via.

Quanto aos parametros morfolégicos exibidos na Tabela 8, 0os grupos nao
apresentaram diferenca entre os pesos do figado, pancreas, pulméo e coracao total,
bem como na relacdo coracaol/tibia. O grupo ObDFS apresentou menor comprimento
de sarcbmero em relacdo ao grupo tratado com farinha de casca. Os grupos
apresentaram percentuais de umidade do figado e pulmdo semelhantes, como
demostrado na Tabela 9.
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Grupos
Variaveis

ObD (n=8) ObDFC (n=10) ObDFS (n=10)
Figado (g) 133+1.3 14,4+2,3 13,3+1,8
Pancreas (g) 0,82 +0,17 0,88 +0,16 0,92+0,11
Pulmao (g) 1,95+0,14 1,92 + 0,27 1,89 + 0,10
Tibia (cm) 4,30 £ 0,13 4,30 + 0,09 4,32+0,14
Coracao Total (g) 1,94 +0,34 1,79+£0,51 2,09+0,11
Coracao/Tibia (g/cm) 0,45 = 0,09 0,42+0,12 0,48 £ 0,03
Comprimento do sarcémero (um)8 1,71 £ 0,09 1,73+£0,08 1,69 +0,13%

ObD: Obeso diabético, ObDFC: Obeso diabético farinha da casca e ObDFS: Obeso diabético farinha da semente.
§: ObD (n= 114 células), ObDFC (n= 109 células), ObDFS (n= 112células). Dados expressos em média * desvio-
padrdo. p< 0,05; *(ObDFC vs ObD); #(ObDFS vs ObD);4(ObDFC vs ObDFS). ANOVA uma via, complementada
com teste post-hoc de Bonferroni

Tabela 9. Percentual de umidade dos tecidos pulmonar e hepético.

o Grupos
Variaveis
ObD (8) ObDFC (10) ObDFS (10)
Figado (%) 66,2 +1,7 65,1+5,1 65,6+ 4,51
Pulmao (%) 79,9+ 0,9 80,8+44 79.8+1,0

ObD: Obeso diabético, ObDFC: Obeso diabético farinha da casca e ObDFS: Obeso diabético farinha da semente.
Dados expressos em média + desvio-padréo. ANOVA uma via.

Na Figural7 estao representados os resultados relacionados aos parametros
de estresse oxidativo. Os tratamentos com as farinhas da casca e semente de lichia
ndo foram capazes de alterar as concentracdes de MDA, proteina carbonilada, SOD

e catalase entre os grupos.
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Figura 17. Parametros de estresse oxidativo dos animais tratados com farinhas da casca e semente de lichia.
MDA: Malondialdeido, ObD: Obeso diabético (n = 8), ObDFC: Obeso diabético farinha da casca (n=7) e ObDFS:
Obeso diabético farinha da semente (n = 8). Dados expressos em mediana = intervalo interquartil. ANOVA uma
via.

Os parametros funcionais de contratiidade de cardiomiécitos isolados
estimulados a 1 Hz estdo expostos na Figural8.0 grupo ObDFC apresentou maior
tempo até 50% do encurtamento em comparacao ao grupo ObD. Entretanto o grupo
ObDFS apresentou menorespercentual de encurtamento evelocidade maxima
deencurtamento, no entanto, demonstrou maior tempo até 50% do encurtamento em
comparagao com o grupo ObD. Na comparacéo entre os tratamentos, o grupo ObDFS
apresentou menor velocidade maxima de relaxamento e maior tempo até 50 % do

relaxamento comparado ao grupo ObDFC.
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Figura 18. Par@metros funcionais de contratilidade de cardiomidcitos isolados estimulados a 1 Hz de animais
tratados com a farinha da casca e semente de lichia. ObD: Obeso diabético (n= 5, células = 114), ObDFC: Obeso
diabético farinha da casca (n=5, células = 109) e ObDFS: Obeso diabético farinha da semente (n= 7, células=
112). Dados expressos em média + desvio-padrao (Figura: A, B, C, D, F) ou expressos em mediana + intervalo
interquartil (Figura: E). p<0,05; *(ObDFC vs ObD); #(ObDFS vs ObD); ¥ObDFC vs ObDFS). ANOVA uma via,
complementada com teste post-hoc de Bonferroni.
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Na Figura 19 estdo demonstrados os parametros da cinética de Ca?* em
cardiomiocitos isolados. Embora os niveis de Ca?* diastélicos sejam inferiores nos
ratos ObDFS, ndo houve diferenca significativa quando comparado ao grupo ObD
(p=0,056). Para nenhum dos outros parametros foram observadas diferencas

estatisticas entre os grupos.
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Figura 19. Parametros da cinética intracelular de Ca?* de cardiomidcitos isolados estimulados a 1 Hzde animais
tratados com a farinha da casca e semente de lichia. ObD: Obeso diabético (n= 4, células = 40), ObDFC: Obeso
diabético farinha da casca (n=5, células = 39) e ObDFS: Obeso diabético farinha da semente (n= 4, células = 45).
Dados expressos em média + desvio-padrdo. p<0,05; *(ObDFC vs ObD); #(ObDFS vs ObD); 4ObDFC vs ObDFS).
ANOVA uma via, complementada com teste post-hoc de Bonferroni.
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6 DISCUSSAO

Devido ao maior aporte calérico ofertado por dieta hiperlipidica saturada
oferecida ao grupo Ob, na 72 semana de inducdo a obesidade os animais
apresentaram diferenca de peso corporal significativa em relacdo ao grupo C,
diferenca que se manteve por todo o periodo de exposicdo a obesidade. Outros
trabalhos demonstraram que dietas hiperlipidicas sao eficientes na inducéo
aobesidade, levando a diferenca de peso entre os grupos Ob e C83,

Mesmo com maior consumo calérico o grupo Ob apresentou menor ingestao
alimentar comparada ao grupo C, esse fato pode ser atribuido aregulacéo do apetite
proporcionada pela leptina. A leptina € horménio produzido pelas células adiposas e
outros tecidos periféricos®®, que possui funcédo de reduzir a fome®, emcontrapartida
outros trabalhos mostram a resisténcia a acdo da leptina em obesos®38’. Outro
mecanismo que pode explicar a diminuicdo do consumo alimentar no grupo Ob é o
consumo de dieta hiperlipidica, uma vez que o consumo de dieta rica em gordura leva
a contracdo da vesicula biliar com consequente maior liberacdo de bile no intestino,
que possui entre 0os seus componentes os acidos biliares®. Estudo com roedores
mostraram que os acidos biliares agem em receptor responsavel por estimular a
secrecdo de hormonios reguladores do apetite®®. A neurotensina é um neuropepitideo
gue possui a acao central de suprimir a alimentacdo, podendo contribuir para a
regulacdo do balanco energético®.Além disso, o PYY é hormonio peptideo produzido
no intestino no periodo pés-prandial e tem a funcdoaumentar a saciedade®’. No
entanto os animais do grupo Ob apresentaram maior eficiéncia alimentar comparado
ao grupo C, resultante de uma melhor capacidade metabdlica em converter a energia
consumida em ganho de peso, resultado similar também foi encontrado por outros
autores 6392,

Apos ser estabelecida a obesidade os animais foram induzidos ao diabetes tipo
2 pela aplicacao de estreptozotocina (30 mg/kg de peso), denominado grupo ObD.
Segundo Reuter (2007)%, ratos alimentados com dieta hiperlipidica, desenvolvem
resisténcia a insulina, no entanto, raramente desenvolvem hiperglicemia, sendo o grau
dependente do conteudo de gordura na dieta e do tempo de exposicdo. Outros
estudos feitos por este grupo com a administracdo de dietas hiperlipidicas por longos

periodos ndo foram capazes de detectar diabetes®36892 Assim, com o intuito de
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estabelecer um modelo experimental obeso diabético, utilizou-seprotocolo
semelhante ao proposto por Holmes e colaboradores (2015)% e Man e colaboradores
(2016)3” em que animais sdo submetidos a dieta hiperlipidica e posteriormente
induzidos ao diabetes pela mesma dose de estreptozotocina. Os modelos
experimentais de inducdo aodiabetes sdo mais utilizados do que os modelos
espontaneos, por serem mais facilmente obtidos, dessa forma estes animais induzidos
sao direcionados ao estudo da hiperglicemia, obesidade e sindrome metabdlica e ndo
ao processo auto-imune®. A estreptozotocina age por afinidade nas células B
pancreaticas, causando danos ou até mesmo necrose por seu efeito toxico, resultando
na inibicdo da secrecdo de insulina®. Estudos elucidam que dose Unica elevada de
estreptozotocina, entre 60 e 80 mg/kg®’%8, é capaz de promover diabetes tipo 1 em
roedores, no entanto doses baixas utilizadas repetidas vezes (40mg/kg — 45 mg/kg,
por 5 dias), também sdo capazes de promover o diabetes tipo 1919, Em
contrapartida, trabalhos mostram que baixa dose de estreptozotocina (30 mg/kg)
aplicada 1 ou 2 vezes é capaz de induzir o diabetes tipo 2 em ratos submetidos a dieta
hiperlipidica®”1°1, O modelo de indugéo por estreptozotocina possui as vantagens do
custo baixo, facil aplicacdo e o consequente dano seletivonas células 8 pancreaticas,
mantendo as demais intactas, mimetizando as caracteristicas metabdlicas e historia
natural do diabetes tipo 2 desenvolvido em humanos®39.Desta forma, pesquisadores
demonstraram que a aplicacdo da mesma dose de estreptozotocina associada ao
consumo de dieta hiperlipidica foram capazes da inducdo do diabetes tipo
237101 Reuter (2007)% reitera que o consumo de dieta hiperlipidica é fundamental para
a instalacdo do diabetes tipo 2 em baixas doses de estreptozotocina, uma vez que
animais alimentados com dieta padrédo, tratados com a mesma dose, nhao
desenvolvem diabetes.

No presente estudo, os animais do grupo ObD apresentaram maior consumo
alimentar comparado ao grupo Ob, fato este atribuido apolifagia causada pelo
diabetes*. Apesar do maior consumo alimentar e calérico no grupo ObD, os animais
apresentaram perda de peso corporal significativa. Trabalhos com ratos diabéticos
corroboram nossos achados, em que animais alimentados com dieta hiperlipidica e
induzidos ao diabetes por estreptozotocina apresentam perda de peso apesar do

maior consumo alimentar 37191, O diabetes tipo 2 é geralmente assintomatico, porém,
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com menores frequéncias sdo relatados sintomas como, polidria, polidipsia e
emagrecimento, sintomas atribuidos a hiperglicemia®.

Considerando a composicdo corporal na condicdo de diabetes, incluindo o
processo de emagrecimento, o0 grupo ObD apresentou quantidade
significativamentemenorde deposito de gordura corporal, concomitante com menor
indice de adiposidade comparado ao grupo Ob. Apesar do maior consumo caldrico,
esses animais apresentaram menor capacidade em transformar energia consumida
em ganho de peso corporal, em consequéncia de menor eficiéncia alimentar
apresentada no diabetes.A reducdo dos depdsitos de gordura corporal pode ser
atribuida a resisténcia da acdo da insulina no grupo ObD, pois, segundo Verges
(2010)1%2, a resisténcia a insulina promove lipdlise no tecido adiposo visceral. A
insulina tem a funcéo de inibir a lipase hormdnio sensivel no tecido adiposo, dessa
forma, possui agdo antilipolitica, promovendo armazenamento de triglicerideos nos
adipdcitos e diminuindo a liberacao de acidos graxos livres do tecido adiposo para a
circulacdo'®?2.0 modelo experimental de obesidade acompanhado de diabetes
proposto no presente estudoé analogo ao humano, a queda da hiperinsulinemia passa
a nao ser capaz de superar a resisténcia a insulina, sendo assim 0s animais
desenvolvem hiperglicemia, portanto a obesidade colabora na resisténcia a insulina
presente no diabetes tipo 2%. Desta forma a resisténcia a insulina reduz o efeito
inibitério da insulina sobre a lipase horménio sensivelno tecido adiposo, levando ao
aumento da lipdlise na gordura visceral intra-abdominall®?,  com
consequentediminui¢do nos depdésitos de gordura e perda de peso corporal no grupo
ObD. Outros trabalhos corroboram esses achados, visualizando perda de peso e
reducdo dos depésitos de gordura apés a inducdo do diabetess’:94101,

No grupo ObD foi notado menor peso do pancreas em comparagdo ao grupo
Ob. Estudo com animais induzidos ao diabetes por estreptozotocina ndo demostrou
diferenca no peso do pancreas entre animais diabéticos e nao diabéticos®’. No entanto
outros trabalhos com modelo animal observaram diminuicdo no volume do pancreas
e massa de células B em animais induzidos ao diabetes'?31%4 Em contrapartida em
diversos estudos realizados com humanos sao encontrados menor volume de
pancreas'®>1%8 Estudo realizado com humanos em estagio inicial de diabetes tipo 2,

demonstrou diminuicdo de 33% do volume do péncreas e aumento de 23% nos
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triglicerideos pancreéticos, comparado com individuas normaisi®.Rahier e
colaboradores (2008)% também encontraram menor peso de pancreas em individuos
com diabetes tipo 2 com reducédo da massa de células 3. O volume do pancreas pode
ser alterado ap0Os o defeito na secrecdo de insulina, fato este que ainda necessita de
mais estudos!®. Estudo observou que o volume do péancreas se relaciona
positivamente ao indice insulinogénico, enquanto o contetdo de gordura de relaciona
positivamente ao indice de resisténcia a insulinal®. Philippe e colaboradores (2011)%7
afirmam que a falta de insulina enddégena pode ser uma causa para a atrofia do
pancreas no diabetes cronico!?’.Pesquisadores mostraram que quanto maiortempo
de exposicdo ao diabetes ha menor volume de pancreas e maior contetdo de gordura,
€ possivel que a insuficiéncia de células 3 leve a diminuicdo do volume pancreatico.
Os autores enfatizam que o dano na fungdo de células B pode ser causado pelo
acumulo de gordura no pancreas, portanto dietas ricas em gordura aumentam 0s
niveis de &cidos graxos circulantes levando a apoptose em virtude do maior estresse
oxidativo na condicdo de diabetes'®. Desta forma, a obesidade é uma causa do
declinio de funcdo e massa de células B, causado provavelmente pelo acumulo de
gordura no pancreas'®.Metandlise realizada por Garcia e colaboradores (2017)*°,
demonstrou que diminuicdo no tamanho do pancreas e o0 aumento no conteudo de
gordura sao considerados caracteristicas da doenca, porém mais estudos sdo
necessarios para a compreensao das causas e efeitos das condicbes morfolégicas
pancreaticas no diabetes, podendo gerarnovas formas de prevencao e tratamento da
doenca.

Quanto aos parametros de estresse oxidativo o grupo ObD apresentou maior
valor de proteina carbonilada e atividade da enzima SOD comparada ao grupo Ob.
De acordo com BOLLINENI e colaboradores (2014)'11, a hiperglicemia presente no
diabetes tipo 2 aumenta os niveis de carbonilagcéo. A carbonilacdo € uma modificacdo
oxidativa ndo enzimatica de proteinas, considerada como biomarcador do estresse
oxidativo, podendo levar a morte celular quando as proteinas danificadas nao
conseguem ser removidas!!!. O estresse oxidativo aumentado no diabetes tipo 2 é
atribuido a hiperglicemia cronical??, causando glicosilacdo de macromoléculas,
levando a modificacdes e perda de funcao bioldgica. A glicose em excesso pode ainda

sofrer auto oxidacdo, formando anion superéxido e carbonila'®. Assim, as espécies
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reativas de oxigénio (EROS) podem reagir com aminoacidos de proteinas
susceptiveis a oxidacéo, gerando derivados de carbonil'4,

Estudos com ratos diabéticos tém demonstrado estresse oxidativo decorrente
de aumento carbonilacdo protéica. Diversos pesquisadores relatam aumento da
carbonilacéo protéica nos tecidos pancreético, hepatico, renal, cerebral e cardiaco de
ratos diabéticos®415, Em contrapartida em trabalho realizado por Casoinic e
colaboradores (2016)*'® em individuos diabéticos, ndo apresentam diferenca entre
proteina carbonilada em comparacéo ao grupo controle.

Quando a molécula de glicose sofre enolizacdo devido a autoxidacdo ha
aumentoda producdo de radicais livres de oxigénio, os quais podem resultar em
peroxidacédo lipidica''®. A lipoperoxidacédo consiste na reacdo em cadeia de acidos
graxos poliinsaturados de membrana, gerando radicais livres, com consequente
producéo de malondilaldeido (MDA), produto secundario, considerado um importante
biomarcador desse processo!!’. Em trabalho realizado por Sayantan e colaboradores
(2017)%%4, houve aumento na peroxidacéo lipidica, no figado, coragédo e rins de ratos
diabéticos. Além disso, estudos realizados com animais induzidos ao diabetes
mostram maior concentracdo sérica de MDA!'8119, A elevacdo das concentracées de
MDA também foi visualizada em individuos diabéticos, os autores salientam que a
terapia antioxidante poderia ser utilizada como ferramenta de tratamento na condicéo
de Diabetes Mellitus tipo 2116, No entanto no presente estudonéo foi possivel verificar
alteracdo nos niveis séricos de MDA. Enquanto os animais do presente estudo foram
submetidos a 5 semanas de diabetes, outros autores mostram maior concentracao de
MDA em animaisexpostos amaior tempo de diabetes, 12 semanas?!!®, demonstrando
gue o tempo de exposicado pode influenciaras concentracdes séricas de MDA.

As enzimas antioxidantes estdo presentes nas células e consistem na primeira
linha de defesa contra as EROS!?°. A enzima SOD tem a funcéo de converter o anion
superéxido em peroxido de hidrogénio, enquanto a enzima catalase converte o
peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio moleculart'3120, Assim, enquanto a
elevacdo das concentracbes da enzima antioxidante SOD ocorre em resposta ao
aumento do estresse oxidativoa alta producdo de catalase esta consequentemente
ligada a maior producdo de peréxido de hidrogénio''*. No presente estudo,

observamos elevacédo dos niveis séricos de SOD, ndo concomitante ao aumento dos
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niveis de catalase. Dessa forma, a maior producdo de SOD pode significar uma
tentativa do organismo em combater a maior producdo do radical superéxido,
transformando esse radical em peroxido de hidrogénio. No entanto, esse aumento nao
foi proporcional ao aumento de catalase, sugerindo a ndo conversao total de peréxido
de hidrogénio em agua. Este desbalanco, pode ser o motivo para o maior dano
oxidativo observado no grupo ObD. Outra enzima similar a catalase, e que pode estar
aumentada quando ha altas concentracfes de peroxido de hidrogénio é a glutationa
peroxidase!!4, entretando, no presente trabalho ndo foi avaliado as concentracdes
dessa enzima.

Quando ha formacéo de peroxido de hidrogénio e 0 mesmo nédo € neutralizado
pela catalase ou glutationa peroxidase, haformacdo doradicalhidroxila*’. A literatura
destaca que esse é o radical mais reativo e lesivo, no entanto, ndo existe uma enzima
capaz de neutralizar a hidroxila, causando assim danosem enzimas, proteinas,
lipideos e no DNA’, Em ratos induzidos ao diabetes foi observado aumento na
formacéo das espécies reativas de oxigénio nos tecidos'?'. A condicdo de diabetes
esta associada a diminuicdo da SOD e catalase, em tecidos e no soro!*®, desta forma,
a reducdo dos niveis de enzimas antioxidantes em animais diabéticos ndo tratados
sugere aumento do estresse oxidativol??. Contudo, outro trabalho demonstrou
aumento de SOD e catalase em tecido cerebral, o que também foi atribuido aomaior
estresse oxidativo, 0s autores destacam queo aumento da sintese pode ocorrer como
resposta organica em virtude da maiorproducédo de EROS'??. No presente trabalho
houve aumento naatividade da SOD, ndo acompanhado de alteracdes nos niveis de
catalase. Sullivan-Gunn e Lewandowski (2013)'?3, destacam que o aumento da
atividade da SOD é acompanhado da elevacado dos niveis de peroxido de hidrogénio,
suportando em contrapartida, que o declinio da catalaseprejudica a defesa
antioxidante.

Quanto aos parametros funcionais contrateis de cardiomiocitos e cinética
intracelular de célcio, o grupo ObD apresentou maiorconcentracédo de Ca?* sistdlico,
0 gue pode ter contribuido para aumento do encurtamento de midcitos cardiacos
dessesanimais, refletindo melhor sensibilidade ao Ca?*, no entanto, houve maior
tempo até 50% do pico de encurtamento. A contratilidade cardiaca esta diretamente

relaciona a homeostase de Ca?* celular'?®, Nos midcitos cardiacos o Ca?* esta
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envolvido no acoplamento excitagdo-contragdo e modulagdo da funcao
contratil'?®. Wislgff e colaboradores (2001)'?6 demonstraram maior encurtamento
celular, em virtude de maior sensibilidade ao Ca?". No presente estudo a maior
contratilidade dos cardiomidcitos foi associadaa maior concentragéo de Ca?*sistélico,
possivelmentepor maior atividade dos canais de Ca?*do tipo L e/ou receptores de
rianodina. Os canais de Ca?* do tipo Lpermitem o influxo intracelular de célcio para o
citosol, a elevagdo da concentracdo Ca?*ativaos receptores de rianodina localizados
no reticulo sarcoplasmatico (RS), essa ativacao por sua vez, causa a liberacédo de
grande quantidade de Ca?*do RS para o citoplasma, assim o Ca?* liga-se a troponina
C, ocorrendo o encurtamento celular*?>*?7. Em contrapartida trabalho realizado com
animais diabéticos, mostra menor contratilidade cardiaca e amplitude de Ca?*'?%,
Condizente com a literatura, na condicdo de diabetes tipo 2 o coracdo apresenta
alteracGes no transito de Ca?*, levando ao prejuizo de contracéo e relaxamento com
consequente disfuncéo sistdlica e diastélica'?®. Portanto, o melhor encurtamento e
maior concentracdo de Ca?*sistédlicovisualizado no presente estudo pode estar
relacionado a uma fase inicial do diabetes nos animais do grupo ObD, pois o dano
oxidativo a proteinas ocorre no inicio da doenca e tende a aumentar nos préximos
estagios do diabetes!®. Dessa forma, provavelmente com maior tempo de exposicéo
ao diabetes os animais poderiam apresentar alteracdo dos parametros sistolicos. Essa
afirmacéo pode ser corroborada pelo maior tempo até 50% do pico de encurtamento,
visualizado no grupo ObD.

Em contrapartida, considerando os parametros diastolicos. Embora ratos ObD
apresentaram maior velocidade maxima de relaxamento celular, houve elevacéo dos
niveis de Ca?* diastélico e maior tempo até 50% da recaptura de Ca?*. Esse prejuizo
sugere possivel disfuncdo no relaxamento celular, o que pode estar relacionado a
menor atividade da Ca*?>-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), fosfolambam
(PLB) ou trocador Na*/Ca*? (NCX). Este resultado estd de acordo com estudo de
coorte que mostra disfuncéo diastélica decorrente de aumento do Ca*? no citosol, o
qual poderia explicar o prejuizo no relaxamento frequentemente visualizado na
condicdo de Diabetes!3'.Para que ocorra o relaxamento celular a concentragéo de
Ca*?intracelular deve retornar aos niveis basais!?’. Portanto a reducdo dos niveisdo

Ca*?ocorre de duas formas, pela SERCA presente no RSque recaptura Ca*? do meio
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citosolico para o interior do RS e pelo NCX responsavel pela extrusdo de Ca?* do meio
intracelular para o extracelular, ambos permitem a diminuicdo de Ca?*do meio
citosélico promovendo o relaxamento celular?>127, A PLB é um regulador da SERCA,
em condicGes basais ele impede que a SERCA recapture Ca*?, no entanto, apds ser
fosforilada pela PKA (proteina quinase A) e/ou calmodulina quinase Il a PLB se separa
da SERCA, permitindo que ela recapture Ca?*'%2, Diversos estudos mostram prejuizo
das proteinas envolvidas no relaxamento miocardico de animais induzidos ao diabetes
por estreptozotocinal®*135, Ademais, efeito inibitério na oxidacéo de acidos graxos
pode reduzir a disponibilidade de ATP no diabetes tipo Il. A mensuracéo de carnitina,
um substrato essencial do metabolismo de acidos graxos no miocéardio, esta diminuida
na cardiomiopatia diabética. Desde que é bem conhecido que a contratilidade é
regulada por processos de fosforilacdo das protéinas envolvidas na homeostase do
transito de Ca*?, a menor sintese de ATP pode influenciar no processo de recaptura
de Ca*?via SERCA2a/PLB131.133,136,137

Riojas-Hernandez e colaboradores (2015), apresentaram aumento de Ca?*
diastélico e maior tempo para 50% do decaimento de Ca?* em ratos com diabetes tipo
2, 0s autores atribuiram os resultados de disfuncdo diastélica pelo aumento de
espécies reativas de oxigénio e menor sintese de ATP, o que provavelmente alterou
a atividade da SERCA prejudicando a sinalizacéo de Ca?*. O estresse oxidativo pode
causardistirbio no funcionamento de proteinas relacionadas ao Ca?* como a
SERCA2a'®, Xu e colaboradores (1997)*° mostram que as EROs podem inibir de
forma direta a funcdo de recaptura de Ca?da Serca2a. Dessa forma, a disfuncdo
diastolica do presente estudo visualizada no grupo ObD pode ser decorrente de maior
estresse oxidativo na condicdo de diabetes mellitus tipo 2. Autores mostram que a
avaliacdo de carbonilacdo proteica é fundamental para visualiza¢cdo do dano oxidativo
em proteinas cardiacas, sendo alteradas em cardiomiocitos de ratos geneticamente
obesos'¥l. Dong e colaboradores (2007)} salientam que o estresse oxidativo
permanente acarreta disfuncdo cardiaca, particularmente na recaptura de Ca?* pela
Serca2a. Assim, o0 estresse oxidativo pode contribuir para a patogénese de diversas
doencas cardiovasculares, incluindo a hipertenséo arterial, hipertrofia miocardica,
insuficiéncia cardiaca, dentre outras'#?, os autores sugerem o uso de antioxidantes na

tentativa de amenizar a disfuncéo cardiaca associada a obesidade!4*.
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Quanto aos grupos tratados com as farinhas da casca e semente de lichia, os
grupos ObDFC e ObDFS nao apresentaram diferenca de consumo alimentar
comparado ao grupo ObD, no entanto o grupo ObDFC apresentaram maior consumo
alimentar comparado ao grupo ObDFS. Apesar disso a ingestdo calorica néo foi
diferente entre os grupos, portanto o maior consumo alimentar pode ser atribuido a
uma regulagdo no volume alimentar para atingir um mesmo consumo calérico. Sendo
assim o horménio PYY é secretado pelo intestino no periodo pdés-prandial em
proporcao a quantidade de calorias ingeridas e possui a funcao de reduzir a motilidade
intestinal e aumentar a saciedade, regulando a ingestado de alimentos em roedores e
humanos'#3144, Man e colaboradores (2016)3’ atribuiu 0 menor consumo alimentar,
menor ingestdo de agua e menor volume urinario, a melhoras nos sintomas de
hiperfagia, polidpsia e polidria nos animais tratados com extrato da semente de lichia.
Como os grupos mantiveram ingestao calérica semelhante, ndo houve diferenca na
eficiéncia alimentar, peso corporal e depésitos de gordura. Os grupos ObD, ObDFC e
ObDFS apresentaram perda de peso corporal similares, caracterizando que as dietas
com farinhas da casca e semente de lichia, ndo foram capazes de afetar o peso
corporal e depdsitos de gordura dos animais. Trabalhos ressaltam que todos os
animais na condicao de diabetes apresentaram reducao de peso corporal semelhante,
independente do tratamento com lichia37:145,

No presente trabalho ndo foram notadas diferencas nas glicemias dos grupos,
ObDFC e ObDFS em comparagdo com o grupo ObD, apesar dos grupos tratados
apresentarem leve diminuicdo dos niveis glicémicos (p= 0,09), ndo foi suficiente para
demonstrar significancia. Trabalhos com extratos de semente de lichia administrados
a animais diabéticos observaram diminuicdo na glicemia, insulina e no indice de
resisténcia a insulina3”14%, Além disso Queiroz e colaboradores (2018)4 observaram
menor glicemia em animais que receberam a farinha da casca, seus resultados foram
atribuidos a fibra presente nessa farinha.

O presente trabalho também néo foi capaz de demonstrar diferencas no peso
e percentual de umidade dos 6rgaos analisados. Corroborando com achados de Man
e colaboradores (2016)3’que também n&o encontram diferencas nos pesos de figado,
pancreas e pulmao de ratos diabéticos tratados com extrato da semente de lichia. Em

contrapartida, Queiroz e colaboradores (2018) encontraram diminuicdo dos
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marcadores de disfuncdo e lesdo hepética, com reducdo da esteatose grave, em
animais que receberam farinha da casca de lichia.

Quanto aos parametros de dano oxidativo e enzimas antioxidantes ndo houve
diferencas entre os grupos tratados ObDFC e ObDFS em comparacédo ao grupo ObD.
No entanto estudo realizado com animais hipercolesterolémicos, mostra que o
tratamento com farinha da casca de lichia acarretou diminui¢cdo dos niveis de TBARS
no figado, o que foi atribuido possivelmente a presenca de antioxidantes na farinha4®,
Kilari e Putta, (2016)*’ demonstraram que a administracédo de extrato da casca de
lichia reduziu a glicose sanguinea, apresentaram aumento das enzimas antioxidantes
SOD e catalase e diminuicdo da proteina carbonilada, os autores atribuiram os
resultados aos polifendis presentes no extrato da casca. Pesquisadores afirmam que
a casca da lichia é importante fonte de compostos biotivos, como flavondides, dessa
forma o extrato da casca de lichia tem demonstrado efeito antitumoral**. O extrato
etanoico de semente de lichia também possui boa atividade antioxidante 4°. Apesar
de diversos trabalhos ressaltarem a boa capacidade antioxidante da casca e semente
de lichial#6:147.148.149 " o presente trabalho ndo foi capaz de identificar melhora no
estresse oxidativo de animais induzidos a obesidade e diabetes, que receberam
farinha da casca ou semente de lichia. Esses resultados podem ser atribuidos a doses
baixas de compostos antioxidantes na quantidade de farinha oferecida aos animais
e/ou menor disponibilidade de compostos fenélicos desses nutrientes em comparacao
aos extratos de casca e semente de lichia.

Os polifendis sdao metabdlitos secundarios das plantas, responsaveis por
diversas funcbes, atuando como antivirais, antimicrobianos, antioxidantes e ainda
modulam processos fisioldgicos das plantas. Nos alimentos sédo responsaveis pelas
caracteristicas nutricionais e organolépticas!®®. Os polifenéis ficam localizados em
vacuolos das células vegetais protegidos pela parede celular. A parede celular é
rompida durante a mastigacdo deixando essas substancias disponiveis para
absorcdo, no entanto nem todas as células sdo rompidas'®’. No presente trabalho
considerando o consumo alimentar dos animais e a concentragdo de polifendis nas
farinhas da casca e semente de lichia, a quantidade de polifendis na farinha de
semente representou apenas 3.5% da quantidade presente na dose ofertada por Man

e colaboradores (2016)3” em extrato de semente.Além disso, em estudo realizado por
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Kilari e Putta (2016)**’0 tempo de administracdo de extrato de casca de lichia foi de
12 semanas, enquanto que no presente trabalho os animais receberam a ragdo com
as farinhas durante periodo de 5 semanas. Tang e colaboradores (2018)'*® salientam
ainda que alguns resultados encontrados pelo extrato da semente como indice de
resisténcia a insulina € dose dependente, portanto, quanto maior a dose melhor o
resultado. No presente trabalho foi administrada a dose de farinha sugerida por
Queiroz e colaboradores (2018)4%, no entanto o tempo de administragéo das farinhas
foi superior. Apesar disso, a mesma dose e o maior tempo de tratamento ndo foram
eficientes em animais obesos em condicdo de diabetes, resultado divergente do
encontrado por Queiroz e colaboradores (2018)46 avaliando ratos
hipercolesterolemicos.

Como provavelmente ndo foi possivel a absorcéo de quantidade suficiente dos
polifendis presentes na casca e semente de lichia, os resultados para estresse
oxidativo e glicemia foram nulos. LV e colaboradores (2014)%'discutem que o
conteudode flavondides influencia o potencial hipolicemiante. Além disso, Kilari e
Putta (2016)**’ atribuem a reducdo da glicemia ocasionada pela administracdo de
extrato de casca de lichia ao atraso na absorcao intestinal de glicose, enquanto,
Queiroz e colaboradores (2018)4¢ atribuem ao contetido de fibras presentes na
farinha da casca.

Considerando os parametros funcionais para células cardiacas nos animais
ObDFSa farinha da semente de lichia nao foi capaz de atuar na manutencéao dafuncéo
contrétil dos cardiomidcitos, visualizados pelo menor percentual e velocidade maxima
de encurtamento, com consequente maior tempo até 50% do pico de encurtamento.
Embora, os niveis de Ca?* diastélico sejam inferiores nos ratos ObDFS n&o houve
diferenca significativa quando comparado ao grupo ObD (p=0,056). O grupo ObDFC
apresentou achado pontual referente ao maior tempo de até 50% do encurtamento
em relacdo ao grupo ObD. Em relagdo ao relaxamento celular, as farinhas da casca e
semente de lichia apresentaram comportamentos similares nos parametros
diastélicos em relagdo ao grupo ObD. Contudo, entre os tratamentos, a farinha da
semente de lichia prejudicou o relaxamento miocardico, visualizado pela menor
velocidade maxima de relaxamento e maior tempo até 50% do relaxamento em

relacdo ao grupo ObDFC. Apesar das alteragcdes na contratilidade dos midcitos
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cardiacos, néo foi observada diferenca no transiente de Ca?* entre os grupos tratados
com farinha da casca ou semente de lichia, sugerindo que essas alteracbes nédo
estejam relacionadas a cinética de Ca?* e suas proteinas. N&do foram encontrados
estudos que avaliaram a influéncia dos tratamentos com farinha e/ou extrato de
semente e casca de lichia sobre a funcéo cardiaca de animais obesos ou diabéticos.

Tang e colaboradores (2018) salientam que apesar dos efeitos benéficos no
perfil glicémico associado ao consumo do extrato de semente de lichia por ratos
diabéticos do tipo 2, mais estudos sdo necessarios para avaliar sua toxicidade a longo
prazo.A toxicidade presente na semente da lichia esta ligada a presenca da hipoglicina
A (metileno ciclopropil-alanina) e seu analogo metileno ciclopropil-glicina'#®, Das e
colaboradores (2015)!%? identificaram a presenca desse composto na semente de
lichia.

Segundo Schulz (1987)%%2 a hipoglicina é responséavel pela inibicdo da oxidacéo
de &cidos graxos e secundariamente pelo prejuizo na gliconeogénese. A atividade da
hipoglicina A na inibicdo do complexoacil-CoA - carnitina aciltransferase, pode ser
responsavel por deprimir a oxidacdo de &cidos graxos de cadeia longa, e
consequentemente aumentar os niveis de triglicerideos no miocardio'>*. O musculo
cardiaco possui grande capacidade de se adaptar e produzir energia de acordo com
o substrato disponivel'®®, no entanto, o principal substrato energético do coragéo sdo
os acidos graxos livres, por meio da B-oxidacédo'®. A diminuicdo da oxidacdo de acidos
graxos e maior uso de glicose para a producdo de energia pelo coracdo é um
mecanismo que provoca deficiéncia de oxigénio para o musculo cardiaco®>. Como
consequéncia da diminuicdo da B-oxidacdo pode ocorrer depdsito celular anormal de
triglicerideos acarretando lipotoxicidade no coracdo®®.

Assim, a perda de capacidade de oxidacao de acidos graxos de acordo com a
disponibilidade dos mesmos leva a deposicéo de lipidios no cardiomidcito e disfuncao
contratil*®¢, Zhou e colaboradores (2015)°’ também associam o acimulo de lipidios
miocardicos e disfungdo cardiaca, devido a apoptose e fibrose, reduzindo assim a
contratiidade miocardica. A condicdo de possivel lipotoxicidade miocérdica
ocasionada pelo consumo de farinha e/ou extrato de semente de lichia ndo esta

documentada na literatura. Futuros estudos sdo necessarios para compreender a
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provavel acdo toxica da semente de lichia sobre os mecanismos da beta-oxidagao,
morfologia e desempenho miocérdico.
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7 CONCLUSAO

As farinhas de casca e semente de lichia ndo revertem o dano oxidativo e o
prejuizo contratil em cardiomidcitos de ratos obesos induzidos ao diabetes. Ademais,
a farinha da semente de lichia acentuou a disfuncéo contratil sem modificacdes na

cinética de Ca?* intracelular.
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