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1. RESUMO

Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proenca (Jds) € utilizada
para varios fins na medicina popular, apesar da escassez de investigacfes
cientificas que comprovem seus efeitos. Neste contexto, os objetivos deste estudo
foram avaliar o efeito antiobesidade do extrato etandlico de folhas de Jacaranda
decurrens subsp. symmetrifoliolata (ExJds) em ratos Wistar com obesidade induzida
por dieta, bem como sua toxicidade aguda. Folhas de Jds foram coletadas, secas,
moidas e maceradas por 21 dias em etanol 80%, sendo coletado o liquido a cada
sete dias e acrescentado novo etanol. Em seguida, os liquidos extraidos foram
misturados, rotaevaporado e liofilizado, sendo solubilizado em &gua destilada no
momento do uso. Ratos Wistar com aproximadamente 400 g foram induzidos a
obesidade pelo pré-tratamento por seis meses com dieta hipercarlérica e, em
seguida, tratados por gavagem por oito semanas com salina (NaCl 0,9%), ExJds
(400 mg/kg) e sibutramina (2 mg/kg). Durante o tratamento foram avaliados o
consumo de racéo (g), ingestao hidrica (ml), e a massa corporal (g). Ao final dos
tratamentos, os animais foram eutanasiados, o sangue coletado para dosagens
bioquimicas e hematolégicas e tecidos/érgdos mensurados em g/100g de massa
corporal. Para a andlise de toxicidade foram utilizadas 15 ratas Wistar com
aproximadamente 250 g, sendo avaliadas por 15 dias apds dose oral Unica do ExJds
de 2 e 5 g/kg de massa corporal. Os dados foram submetidos a andlise estatistica
ANOVA com poés teste Student Newman Keuls, com auxilio do programa GraphPad
Prism 3.0. O nivel de significAncia foi fixado em p<0,05. Os animais tratados com o
ExJds apresentaram reducédo de massa corporal total e massa gorda, com reducao
dos depdsitos de tecido adiposo branco renal e subcutaneo diminuidos, de forma
semelhante ao efeito observado nos animais tratados com sibutramina, além de
apresentarem aumento na ingestdo hidrica e excrecdo de fezes. N&ao foram
observados sinais de toxicidade. Os resultados indicam que o ExJds reduz tecido

adiposo branco sem causar efeitos toxicos.

Palavras-chave: Obesidade, carobinha, plantas medicinais, dieta hiperlipidica.



Abstract

Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proenca (Jds) is used for
various purposes in folk medicine, despite the scarcity of scientific investigations
proving its effects. In this context, the objectives of this study were to evaluate the
antiobesity effect of the Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata (ExJds) in
Wistar rats with obesity induced by diet, as well as their acute toxicity. Leaves were
collected, dried, grounded and macerated for 21 days in 80% ethanol, and the liquid
was collected every seven days and new ethanol added. The extracted liquids were
then mixed, rotoevaporated, lyophilized and solubilized in distilled water at the time of
use. Wistar rats with approximately 400 g were induced to obesity by pre-treatment
for six months on a hypercaloric diet and then treated by gavage for eight weeks with
saline (NaCl 0.9%), ExJds (400 mg / kg) and sibutramine (2 mg / kg). During
treatment, food intake (g), water intake (ml), and body mass (g) were evaluated. At
the end of the treatment, the animals were euthanized, the blood collected for
biochemical and hematological dosages and tissues / organs measured in g / 100g of
body mass. For toxicity analysis, 15 Wistar rats with approximately 250 g were used
and evaluated for 15 days after single oral dose of ExJds of 2 and 5 g / kg body
weight. Data were submitted to ANOVA statistical analysis with Student Newman
Keuls test, using GraphPad Prism 3.0 software. The level of significance was set at p
<0.05. The animals treated with the ExJds showed reduction of total body mass and
fat mass, and decreased white renal adipose tissue and subcutaneous tissue, similar
to the effect observed in the animals treated with sibutramine, in addition to an
increase in water intake and excretion of feces. No signs of toxicity were observed.
The results indicate that ExJds reduces white adipose tissue without causing toxic

effects.

Key words: obesity, carobinha, medicinal plants, high fat diet
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1. INTRODUCAO

A familia Bignoniaceae Juss., € uma dicoticotiledonia pertencente a tribo
Tecomeae. Sendo que suas principais caracteristicas sdo as folhas bipinadas
opostas, raramente pinadas ou simples; suas flores sdo Unicas ou formam
inflorescéncia terminal, cuja corola apresenta coloracdo que pode variar do azul ao
vermelho, raramente branco; seus frutos formam um tipo de capsula achatada com
numerosas sementes e suas sementes sao finas aladas com membrana hialina ou
acastanhada (GENTRY, A. H., 1992).

Dentre o0s géneros pertencentes a familia Bignoniaceae encontra o
Jacaranda, o qual € possui aproximadamente 130 espécies e em geral, ocorre
comumente como arvore pioneira e suas sementes séo dispersas pelo vento.

Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proenca
(Bignoniaceae) € conhecida popularmente como carobinha-do-campo, carobinha ou
caroba (Figural). E uma subespécie endémica que ocorre exclusivamente no
sudoeste do Mato Grosso do Sul, caracterizada pela presenca de lenticelas
esbranquicadas nos ramos, bem como, foliolos simétricos e capsula oblonga-
obovada (FARIAS, R.; PROENCA, C., 2003). Sua utilizagdo tem sido registrada na
medicina popular para diversos fins e também como boa op¢édo ornamental, por ser
uma planta de pequeno porte e pela beleza de suas inflorescéncias (SANGALLI, A.

et al., 2002).
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Figura 1: Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proenca (A), com
destaque para suas folhas (B), flores (C), frutos (D) e semente (E).
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O uso de plantas medicinais € uma pratica popular antiga (ANDRADE, S. F. et
al. 2007) e varias espécies da familia Bignoniaceae, como as pertencentes ao
género Jacaranda, tém sido utilizadas para fins terapéuticos. Indicacdes populares,
corroboradas por estudos cientificos, apontam que espécies do género Jacaranda
apresenta acao anti-inflamatéria, antioxidante (CARVALHO, C. A. et al., 2009;
SANTOS, J. A. et al., 2012), contra leishmaniose, malaria e outras doencas
causadas por protozoarios (VALADEAU, C. et al., 2009; MORAIS, T. R. et al., 2012),
dentre outras. No entanto, € necessario ampliar os estudos sobre Jacaranda
decurrens subsp. symmetrifoliolata para comprovar suas potencialidades
farmacoldgicas, bem como o conhecimento de possiveis efeitos toxicos da espécie.

Dentre as doencas humanas que afetam milhdes de pessoas no mundo, esta a
obesidade, para a qual, no Brasil, existem atualmente poucos recursos
farmacoldgicos (NISSEN, L. P. et al., 2012). A obesidade é definida como acumulo
excessivo de tecido adiposo a ponto de comprometer a saude (COUTINHO, W.,
1999). Essa patologia tem sido observada em praticamente todas as faixas etarias e
em varios paises no mundo, e esta relacionada com outras doencas, tais como
hipertensdo arterial, doencas cardiovasculares, doencas metabdlicas e cancer
(FRANCISCHI, R. P. P. et al., 2000; LAMOUNIER, J. A.; PARIZZI, M. R., 2007). A
obesidade €& um fator de risco para o desenvolvimento de dislipidemias,
caracterizada por aumento de colesterol total e triglicerideo, além de reducdo de
HDL colesterol (MELLO, E. D. D. et al., 2004).

Farmacos anorexigenos, como sibutramina e orlistat, e hipolipidemiantes como
fibratos e estatinas, utilizados no tratamento da obesidade e dislipidemias,

respectivamente, sdo medicamentos com alto custo e varios efeitos colaterais.
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Todavia, varias plantas da regido do Cerrado sdo comumente descritas
popularmente como eficazes na reducdo de massa corporal e de lipideos (SILVA, M.
A. B. D. et al,, 2010). Entretanto, a sua utilizacdo ndo € segura, uma vez que
carecem de estudos toxicolégicos, como preconizado pelo Ministério da Saude e
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (MINISTERIO DA SAUDE, 2004; ALMEIDA,
A. C. etal., 2010).

A investigagdo fitoquimica de diferentes espécies de Jacaranda tem revelado
gue estas plantas possuem diversas substancias bioativas, como o0s &acidos
jacaradico, jacarandico, jacaranona, jacarico, jacouramico, linoleico, oleandlico,
triacontanoico, ursolico, betulinico, campneoside, flavonoides, hidroquinona,
jacaraninoside, lupenona, luteolina, quercitina, quinona, triterpenos e [B-sitosterol
(OGURA, M. et al., 1976; OGURA, M. et al., 1977; FARNSWORTH, N. R. et al.,
1977; NUGTEREN, D. H.; CHRIST-HAZELHOF, E., 1987; VARANDA, E. M. et al.,
1992; ARRUDA, A. L. A. et al., 2012). Varias dessas substancias tém seus efeitos
biolégicos validados por estudos cientificos, mesmo que oriundas de outros vegetais
(GACHET, M. S.; SCHUHLY, W., 2009).

O potencial farmacologico observado cientificamente é também sinalizado
pelo uso popular e provavelmente esta relacionado aos constituintes quimicos
presentes no género Jacaranda. Nesse sentido, a presenca de acido ursolico no
género, um bioativo capaz de agir como antioxidante, aumentar a lipolise e reduzir
lipides séricos (SOMOVA, L. O. et al., 2003), indica possivel acdo antiobesidade e
antilipidemiante a ser investigada. Este composto ndo apresentou sinais de
toxicidade sobre os macrofagos e evidenciou reducdo no desenvolvimento de

nodulos de leishmaniose (SAUVAIN et al., 1993).
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Além deste, 0 acido jacarico em conjunto com um grupo carboxilo, inibe a
atividade da lipase lipoproteica, um dos mecanismos de acdo mais importantes que
explicam efeito do acido linoleico na reducdo de gordura corporal. Entretanto,
analises com o &acido jacarico isoladamente ndo demonstrou sua eficiéncia na
reducdo de massa corporal e depdésitos de tecido adiposo, ingestao alimentar, bem
como o acionamento de receptores ativados por proliferadores de peroxissoma
(PPARa e PPARY) (MIRANDA, J. et al., 2011).

Efeitos citotoxicos e toxicos do acido jacaranona (0,02 mM), isolado a partir
das folhas de Jacaranda copaia, foram relatados em macréfagos peritoneais de
ratos (CHAN-BACAB, M. J.; PENA-RODRIGUEZ, L. M., 2001) e, in vivo quando
administrado uma unica dose de 0,41mM/kg em tecido cutdaneo de camundongos,
sendo este composto considerado de alta toxicidade (SAUVAIN et al., 1993).
Contudo, ndo foram observados efeitos toxicos em células de rim de macacos
rhesus submetidos ao &cido jacaranona (MORAIS, T. R. et al.,, 2012). O extrato
hidroetandlico de raizes de Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata né&o
apresentou efeitos toxicos em ratas Wistar, quando submetidas a avaliacdo de
toxicidade aguda na dose de 2 g/kg de massa corporal em estudo com observagao

de 14 dias (SANTOS, J. A. et al., 2012).
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2. OBJETIVOS

21 Geral
Avaliar o potencial antiobesidade e toxicidade aguda do extrato etandlico de

folhas de Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata.

2.2 Especificos

2.2.1. Avaliar o efeito do extrato etandlico de folhas de Jacaranda decurrens
subsp. symmetrifoliolata em ratos Wistar com obesidade induzida por dieta.

2.2.2. Avaliar a toxicidade aguda do extrato etandlico de folhas de Jacaranda

decurrens subsp. symmetrifoliolata em ratas Wistar.
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Efeitos antiobesidade do extrato hidroetandélico das folhas de Jacaranda
decurrens

Katia Avila Antunes?, Débora da Silva Baldivial, Paola Santos da Rocha?, Junior
Cesar Casagrande!, Eliana Janet Sanjinez Argandofial, Maria do Carmo Vieira?,

Claudia Andrea Lima Cardoso?, Edson Lucas dos Santos?, Kely de Picoli Souza?.

lUniversidade Federal da Grande Dourados (UFGD), 2Universidade Estadual do
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*Autor correspondente, Kely de Picoli Souza, Faculdade de Ciéncias Biologicas e
Ambientais, Universidade Federal da Grande Dourados, Caixa Postal 241, 79804-

970, Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. E-mail: kelypicoli@gmail.com
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Resumo gréfico
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Resumo

A obesidade é uma epidemia mundial que reduz a expectativa de vida; portanto,
constantemente buscam-se novas alternativas terapéuticas para o seu tratamento. O
objetivo do presente estudo foi identificar os compostos quimicos no extrato
hidroetandlico das folhas de Jacaranda decurrens subsp symmetrifoliolata. E avaliar
seus efeitos de toxicidade e antiobesidade. A cromatografia liquida de alta eficiéncia
foi utilizada para identificar os constituintes quimicos e a toxicidade aguda foi
avaliada em ratos tratados com doses de 2 e 5 g-kg! de massa corporal. O efeito
antiobesidade foi determinado em ratos com obesidade induzida por dieta
hipercaldrica. Nossos resultados revelaram a presenca de compostos, como 0s
acidos jacarico, ursélico e oleico, bem como luteolina, quercetina e kaempferol no
extrato. Os testes de toxicidade aguda revelaram que os ratos tratados com doses
elevadas do extrato ndo apresentaram sinais de toxicidade. O extrato induziu
reducdo na massa corporal total e nos depdésitos de tecido adiposo branco. Os ratos
obesos tratados com o extrato apresentaram aumento na ingestdo de liquidos e
excrecdo de fezes, enquanto que os niveis séricos de colesterol total e triglicérides
diminuiram em relacdo aos controles, sem alteracdes hematolégicas. Em conjunto,
os resultados mostraram que os constituintes dos extratos de J. decurrens incluiram

compostos fenolicos e exibiram efeitos antiobesidade sem toxicidade.

Palavras-chave: carobinha, plantas medicinais, ingestdo hidrica, excrecdo de

fezes, massa gorda, flavonoides.
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1. INTRODUCAO

Estudos epidemiolégicos realizados pela Organizacdo Mundial de Saude
(2013) indicaram que 2,8 milhdes de adultos morreram em todo o mundo devido
obesos e a obesidade diminui significativamente a expectativa de vida média. O
desequilibrio no balanco energético, relacdo entre ganho e gasto de energia, € 0
principal fator para o desenvolvimento da obesidade, envolvendo fatores genéticos e
ambientais. O alto consumo energético, especialmente de lipidios, € um dos
principais contribuintes para o acumulo de tecido adiposo, além de uma reducdo na
atividade fisica e consumo de alimentos termogénicos [1].

A obesidade é caracterizada pela hipertrofia do tecido adiposo branco (TAB) e
esta intimamente relacionada as alteracdes cardiovasculares e metabdlicas [2]. A
acumulacdo de TAB é acompanhada por um aumento de adipocinas pré-
inflamatorias [3] e alteracBes estruturais resultantes do estresse oxidativo causado
pela obesidade [4].

Diferentes constituintes de origem vegetal tém sido utilizados como alternativas
terapéuticas para o tratamento e prevencdo da obesidade, incluindo compostos
fendlicos. Estas substancias sao descritas como supressoras de sintese de acidos
graxos e estimuladores de lipolise [5] e s&o conhecidas por reduzir a massa corporal,
o tecido adiposo branco, o colesterol e os triglicerideos séricos e hepaticos [6]. Além
disso, os compostos fenolicos séo relatados para ter efeitos antioxidantes [7].
Embora as plantas medicinais sejam geralmente consideradas como tendo baixos
riscos toxicoldgicos, alguns dos seus numerosos constituintes podem mostrar

toxicidade dose-dependente [8] e, portanto, precisam ser investigados.
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A subespécie Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias & Proenca
(Bignoniaceae) é uma das plantas popularmente utilizadas na medicina tradicional
no Brasil. Encontra-se no Estado de Mato Grosso do Sul e seu potencial biologico
ainda nédo foi explorado. Portanto, os objetivos deste estudo foram identificar os
constituintes quimicos e avaliar os efeitos da toxicidade aguda e antiobesidade do
extrato hidroetandlico de J. decurrens (ExJds) em ratos Wistar com obesidade

induzida pela dieta.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Declaracéao de ética

As folhas de J. decurrens foram coletadas e identificadas ap0s a autorizacdo
do Sistema de Informacfes e Autorizacdo de Biodiversidade (SISBIO) (numero de
licenca 39451-1). Este estudo foi conduzido de acordo com os Principios Eticos de
Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pelo Comité de Etica para Uso
Animal (CEUA) da Universidade Federal da Grande Dourados protocolo nimero

022/2012.

2.2. Material Botanico e Preparacao do Extrato

As folhas de J. decurrens foram coletadas em Dourados, Mato Grosso do Sul,

Brasil (S 22 ° 02 '49.1''e W 055 ° 08' 11.4 "), secadas em estufa com circulacéo de
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ar a uma temperatura de 45 + 5 °C e depois moida em moinho de facas tipo Willy.
Uma exsicada foi depositada no Herbéario da Universidade Federal da Grande
Dourados, Mato Grosso do Sul, com o numero de registro 2322.

O extrato foi entdo preparado por maceracdo do material vegetal numa
mistura de etanol: agua (80:20, v/v) a temperatura ambiente durante 7 dias. Em
seguida, o extrato foi filtrado e o residuo foi ainda extraido duas vezes utilizando o
mesmo processo. Apos 21 dias, o filtrado foi concentrado em evaporador rotativo a
vacuo (Fisatom, Sdo Paulo, SP, Brasil) e liofilizado para se obter um rendimento
especifico calculado de 12%; O extrato hidroetandlico de J. decurrens (ExJds)

liofilizado foi armazenado a 4 ° C com protecédo contra a luz.

2.2. Isolamento e identificacdo dos compostos

O ExJds (18 g) foi dissolvido em 0,5 L de &agua e fracionado utilizando
cromatografia em coluna de resina XAD-2 (Supelco, Bellefonte, PA, USA) (30 cm x 3
cm) e eluido com 0,5 L de agua, seguido por 0,45 L de metanol e finalmente com 0,3
L de acetato de etilo. Recolhemos 73 fracbes de 6 mL cada do extrato metandlico
das folhas. As fracGes foram combinadas com base no seu perfil em cromatografia
em camada fina (placas de gel de silica, acetato de etilo: n-propanol: agua, 120:7:70,
v/vlv, fase superior). As fracdes 43-46 resultaram no isolamento do composto
kaempferol-3-O-a-I-rhamnopyranoside (3mg). As fracdes 6-18 e 21-27 foram
purificadas utilizando coluna cromatografia de polyvinylpolypyrrolidone (10 X 2 cm)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e eluidas com metanol, o que levou a

identificacdo de kaempferol-3-O-a-lI-rhamnopyranosyl-(1-6)-b-d-glucopyranoside e
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guercetin-3-O-a-I-rhamnopyranosyl-(1-6)-b-d-glucopyranoside (3 e 2 mg),
respectivamente. Dissolveu-se uma aliquota de 0,83 g da fracdo de acetato de etilo
das folhas em 5 mL de metanol e fracionou-se utilizando um sistema de
cromatografia em coluna Sephadex LH-20 (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala,
Suécia) (80 cm x 2 cm) e eluiu-se com metanol a uma taxa de fluxo de 0.3 mL-min™1;
Foram coletadas 49 fracdes de 6 mL cada. As fracdes foram combinadas com base
nos seus perfis de cromatografia em camada fina (placas de gel de silica, metanol:
acetato de etilo, 80:20, v/v). Os compostos caempferol, luteolina e quercetina
(rendimento = 5, 4 e 7 mg, respectivamente) foram isolados a partir das fracdes 7-
10, 20-23 e 29-34, respectivamente. A mistura combinada das fracdes 38-46 foi
purificada utilizando uma coluna de cromatografia liquida (LC-) 18 (1 g, tamanho de
particula, 55-105 mm, 6 mL, Supelco, Bellefonte, PA, EUA). Resumidamente,
adicionou-se uma amostra de 1 mL a coluna e subsequentemente eluiu-se com
metanol (3 x 1 mL), acetona (3 x 1 mL) e hexano (4 x 1 mL), por esta ordem,
conduzindo a identificacdo de acido ursdlico (4 mg) na fracdo acetona e acido oleico
(4 mg) na fragdo de hexano. Todos os compostos foram identificados e suas
estruturas foram confirmadas através da comparacdo de dados experimentais
(infravermelho [9], ressonéncia magnética nuclear [10] e espectrometria de massa
[11]) com descrito previamente na literatura.

A analise cromatogréafica foi realizada utilizando acetonitrila de grau
espectroscopico adquirido da Merck (Darmstadt). As solucbes estoque das normas
foram preparadas a partir de solugdes individuais dissolvidas em acetonitrila e foram
utilizadas como padrdes externos. Os acidos ursélico e oleico, luteolina, quercetina e

caempferol (98%) foram adquiridos a Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA) e
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guercetin-3-O-a-I-rhamnopyranosyl-(1-6)-b-d-glucopyranoside, kaempferol-3-O-a-I-
rhamnopyranoside e kaempferol-3-O-a-I-rhamnopyranoside-(1-6)-b-d-
glucopyranoside foram isolados a partir do material vegetal e purificados em
laboratorio utilizando cromatografia liquida de alta resolucdo. O acido Jacarico foi
doado ao laboratorio.

O extrato e os padrbes foram analisados utilizando um sistema analitico LC
(Varian 210) equipado com detector de matriz de fotodiodos monitorizado com
comprimento de onda (A) alcance de 200-800 nm. A coluna LC era uma coluna C-18
(25 cm x 4,6 mm, tamanho de particula de gel, 5 um, Luna, Phenomenex, Torrance,
CA, EUA). O fluxo e o volume de injecdo foram ajustados para 1.0 mL-mint e 20 pL,
respectivamente, para cada andlise. Todas as analises cromatograficas foram
realizadas a 22 ° C enquanto a elui¢do foi realizada utilizando acido acético (0,3%,
solvente A) e acetonitrila (solvente B). As condi¢cfes para a eluicdo em gradiente
foram de 85-80% (A) ao longo de 20 min; 80-60% (A) ao longo de 20-45 min, e 60-
15% (A) durante 45-99 min e retorno a condicao inicial ao longo de 99-105 min.

A estimacdo de conteudo dos padrdes no extrato foi realizada por calibracao
externa. Aliquotas (20 yL) dos padrdes diluidos (1-20 ug.mLt) foram analisados
utilizando LC tragcando média das areas do cromatograma contra a concentracao
para construir uma curva de calibracdo padrdo. Os parametros da equacao
(inclinacdo e interceptacdo) da curva de calibracdo foram utilizados para obter as

concentracbes dos compostos no extrato.
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2.4. Toxicidade Aguda

Os ratos Wistar (n=9) utilizados nesta experiéncia pesaram aproximadamente
250 g e foram alimentados com a dieta de controlo. Foram divididos
subsequentemente em trés grupos experimentais (n=3 cada) e tratados como se
segue: (l) controle (agua), (Il) ExJds-2 (ExJds, 2 g.kg* de massa corporal) e (lll)
ExJds-5 (ExJds, 5 g.kg™* de massa corporal). Os ratos foram tratados com uma Unica
dose por gavagem e 0 seu consumo alimentar, ingestdo de agua, massa corporal,
piloerecdo e mortalidade foram monitorizados durante 15 dias. ApOs a eutanasia, 0s
orgaos (figado, pulméo, rim e coracéo) foram coletados, pesados separadamente e
analisados macroscopicamente. Além disso, foram colhidas amostras de sangue
para a determinacdo dos niveis de aspartato aminotransferase (AST), alanina

aminotransferase (ALT) e uréia utilizando o equipamento COBAS (Roche).

2.5. Dietas

A dieta hiperlipidica foi composta de 42, 13 e 42% de lipidios, proteinas e
carboidratos, respectivamente, com um valor energético de 592 + 12 kcal.100 g*,
que foi obtido pela adicdo de banha ao alimento comercial de roedores (Labina). A
agua potavel foi suplementada com 10% de frutose, e a dieta hiperlipidica mais agua
com 10% de frutose constituiu a dieta hipercalérica. O valor calorico da comida
comercial de roedores era kcal - 100 g-1. N&o se adicionou frutose a agua potavel
dos ratos Wistar alimentados com comida comercial, e esta combinagédo foi

considerada como a dieta de controle.
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2.6. Desenho e procedimentos experimentais

Os ratos Wistar foram pré-alimentados com dieta controle (n=5) ou
hipercalorico (n=15) durante 6 meses e atingiram massa corporal de 477 £ 14 g e
516 + 11 g, g, respectivamente, no final deste periodo. Subsequentemente, os ratos
foram divididos nos grupos controle (dieta de controle mais agua) e dieta
hipercalorica (n=15), que foram subdivididos em trés grupos experimentais (n=5
cada) que receberam agua (OB); Sibutramina, 2 mg.kg' de massa corporal (OB-
Sibu); E ExJds, 400 mg.kg? de massa corporal (OB-ExJds) por gavagem durante 60
dias. Ao longo do periodo experimental, as mudancgas na massa corporal, consumo

alimentar e ingestao de agua foram monitoradas.

2.7. Avaliacdo da excrecdo de lipidios fecais

Apoés o tratamento durante 7 semanas, os ratos Wistar foram alojados em
gaiolas metabdlicas individuais durante 24 h com alimento e agua ad libitum de
acordo com 0s seus grupos experimentais. As suas fezes foram recolhidas e
pesadas, e os resultados foram apresentados como g - 100 g-1 por peso corporal.
Em seguida, as fezes foram secas numa incubadora a ° C durante 24 h e moidas;

entdo, o conteudo lipidico foi analisado utilizando a extragdo Soxhlet [12].
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2.8. Avaliacbes de Orgéos e Tecidos

ApOs a eutanasia, os depdsitos de TAB (retroperitoneal, epididimo,
mesentérico e subcutaneo inguinal) e muasculos esqueléticos (soleus e extensor
meédio longo), bem como o coracdo, rim e figado dos ratos foram pesados
separadamente. O sangue foi coletado e os parametros bioquimicos (glicemia,
colesterol total e triglicérides) e hematolégicos (hematocrito, hemoglobina e

leucdcitos) foram avaliados utilizando o equipamento COBAS.

2.9. Andlise estatistica

Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM).
Para a andlise e comparacao dos resultados dos diferentes grupos experimentais,
utilizou-se a analise de variancia unidirecional (ANOVA) e os testes post hoc
Student-Newman-Keuls ou Student t. Os dados foram considerados significativos

quando p<0,05.

3. Resultados

3.1. Compostos Isolados e Identificados no ExJds

A identificacéo dos compostos isolados (kaempferol-3-O-a-I-

rhamnopyranoside, kaempferol-3-O-a-I-rhamnopyranosyl-(1-6)-b-d-glucopyranoside,

guercetin-3-O-a-l-rhamnopyranosyl-(1-6)-b-d-glucopyranoside, caempferol, luteolina,
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quercetina, &cido ursolico e &cido oleico) através da analise de infravermelho,
ressonancia magneética nuclear, espectrometria de massa e dados experimentais. As
estruturas dos compostos foram posteriormente confirmadas pela comparacdo dos
dados experimentais com os dados previamente relatados na literatura [9-11].

A analise dos compostos utilizando uma matriz de detector de fotodiodos
numa gama espectral de 200-800 nm revelou que o método de eluicdo desenvolvido
nao interferia com o tempo de retencdo de CL dos ExJds. Os padrbes foram
facilmente identificados e quantificados com base nos seus espectros de absorcéo
na regido ultravioleta e nos tempos de retencéo. Além disso, as hormas encontradas
no extrato foram inequivocamente identificadas por realizacdo de experiéncias de
coinjecdo em gue aliquotas dos extratos e padrdes foram misturados, diluidos para
um volume conhecido e depois analisados utilizando CL.

Os coeficientes de determinacdo (r?) foram 0,9994 para acido ursoélico, acido
oleico, luteolina, quercetina e caempferol e 0,992 para quercetin-3-O-a-I-
rhamnopyranosyl-(1-6)-b-d-glucopyranoside, kaempferol-3-O-a-I-rhamnopyranoside,
e kaempferol-3-O-a-I-rhamnopyranoside-(1-6)-b-d-glucopyranoside. As
concentracbes dos compostos foram expressas em microgramas de composto por
grama do extrato e os valores foram os seguintes: acido ursélico, 184 ug-g; Acido
oleico, 201 ug-g?; Luteolina, 156 ug-g?*; Quercetina, 145 pg-g*; Kaempferol, 236
Mg-gl;  Quercetina-3-O-a-I-ramnopiranosil-(1-6)-b-d-glucopiranésido, 89 ug.g%;
Kaempferol-3-O-a-l-ramnopirandsido, 101 ug-gl e kaempferol-3-O-a-I-
ramnopiranésido- (1-6) -b-d-glucopiranésido, 99 ug.gl. A concentracdo de &cido

jacarico (102 ug.g 1) no extrato foi determinada a partir da curva de acido oleico.
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3.2. Toxicidade Aguda

O teste de toxicidade oral aguda de ExJds em ratas ndo mostrou qualquer
reacao toxica ou mortalidade e o extrato foi considerado seguro até uma dose de

5000 mg.kg™.

3.3. Obesidade induzida por dieta

3.3.1. Massa corporal

Comparados ao grupo OB, os ratos Wistar obesos tratados com ExJds ou
sibutramina apresentaram ao final do tratamento reducdo da massa corporal de 12%
(P<0,001) e 7% (P<0,05), respectivamente, no final do tratamento. Este resultado
indicou que o efeito do ExJds foi superior ao da sibutramina (Fig.1A). A soma dos
depdsitos de TAB no grupo OB aumentou em 64% enquanto ExJds e sibutramina
reduziram este paradmetro para niveis semelhantes aos encontrados nos ratos

alimentados com dieta controle (Fig. 1B).
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Figura 1: Média da massa corporal e do tecido adiposo branco (WAT). (A) Evolucao
na massa corporal e (b) soma dos depdsitos de TAB de ratos Wistar alimentados
com a dieta controle (control) e ratos obesos alimentados com dieta hipercalorica e
agua (OB), sibutramina (2 mg.kg! de massa corporal, OB-Sibu), ou ExJds (400
mg.kg? de massa corporal, OB-ExJds). Os dados sdo apresentados como média +
erro padrdao da média (EPM n=5). Diferentes letras significam diferenca estatistica

p<0,05. ExJds, extrato hidroetandlico de folhas de Jacaranda decurrens.

3.3.2. Ingestéo alimentar e hidrica

Para os grupos tratados com ExJds e sibutramina, ndo foram observadas
alteracdes ingesta alimentar (gramas) ou calorias ingeridas (Figuras 2 (a) e 2 (b)),
embora os niveis fossem inferiores aos dos ratos do grupo de controle. No entanto,
os ratos tratados com ExJds e sibutramina apresentaram aumento da ingestao de

agua (Figura 2 (c)), restabelecendo os valores aos observados no grupo de controle.
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Figura 2: Ingestédo de alimentos e agua. Ingestdo semanal de (A) racao hiperlipidica,
(B) calorias e (C) ingestdo de agua de ratos Wistar alimentados com dieta controle
(control) e hipercalérica (OB), tratados com agua, sibutramina 2 mg.kg* (OB-Sibu)
ou ExJds 400 mg.kg! (OB-Jds). Os dados sdo apresentados como média + erro
padrao da média (EPM, n=5). Letras diferentes significam diferenca estatistica

P<0,05. ExJds, extrato hidroetanodlico de folhas de Jacaranda decurrens.
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3.3.3. Excrecdao fecal e porcentagem de lipidios nas fezes

A massa relativa das fezes (g de fezes por 100 g de MC) excretada pelos
ratos tratados com ExJds foi maior que a dos controles (Fig. 3A). Entretanto, néo foi
observada nenhuma alteracdo na porcentagem de lipidios nas fezes entres os

grupos experimentais (Fig. 3B).
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Figura 3: Analise da massa de fezes e conteudo lipidico (A) Excrecéo de fezes (g de
fezes 100 por g de MC) e (B) porcentagem do conteudo de lipideos (%) de ratos
Wistar obesos alimentados com dieta hipercalérica e tratados com agua (OB) e
ExJds 400 mg.kg* (OB-Jds). Os dados sé@o expressos como média * erro padrédo da
média (EPM, n=5); *P<0,05 vs grupo OB. ExJds, extrato hidroetandlico de folhas de
Jacaranda decurrens.

3.3.4. Massa de tecidos, 6rgéos, parametros hematologicos e bioquimicos

A analise dos diferentes depositos de TAB mostrou que o tratamento com o
ExJds foi capaz de reduzir a massa do depadsito retroperitoneal de forma semelhante
ao efeito observado nos ratos Wistar tratados com sibutramina. Adicionalmente, o

ExJds também promoveu reducdo no deposito de TAB subcutéaneo (Tabela 1). Nao
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foram observadas alteracbes na massa do tecido muscular, representada pelos
musculos soleus e extensor digital longo (EDL) e 6rgdos avaliados, exceto reducéo
da massa do figado nos ratos Wistar tratados com sibutramina (OB-Sibu), quando
comparados aos animais controles. Ambos tratamentos reduziram 0s niveis séricos
de colesterol total e de triglicéridos em comparacdo com 0s niveis registados em
animais OB (Tabela 2), que se tornaram semelhantes aos dos animais do grupo de
controle. Além disso, os animais com obesidade induzida pela dieta mostraram
niveis reduzidos de hemoglobina no soro. No entanto, ndo foram encontradas

diferencas nos parametros hematologicos entre 0s grupos obesos.

Tabela 1. Depdsitos de tecido adiposo branco (TAB) dos diferentes grupos de ratos

Wistar obesos.

Control OB OB-Sibu OB-ExJds
TAB

g.100 g? g.100 g? A (%) g.100g? A (%) g.100 g* A (%)

Retroperitoneal 2.48+0.232 4.95+0.35° 99 3.55+0522 -28 3.46 +£0.232  -30

Epididimal 2.24 +0.13 292+0.27 30 246 £0.17 16 2.24+0.13 -23
Mesenterico 1.14+0.11 1.90 +0.22 67 1.66 +0.20 -13 1.65 +0.27 -13
Subcutaneo 0.25+0.022 0.26+0.01* 4 0.29+£0.022 +11 0.20 +0.01>  -23

Depo6sitos de TAB (g.100 g?t), de ratos Wistar alimentados com dieta controle
(control), dieta hipercalérica (OB), dieta hipercalérica e sibutramina (2 mg.kg™ MC,
OB-Sibu) ou dieta hipercalérica e ExJds (2 mg.kg? MC, OB-Jds). MC, massa
corporal; TAB, tecido adiposo branco; A(%), variagdo da massa do TAB em relagao
ao grupo OB. Os dados séo expressos como média + erro padrdo da media (EPM.
n= 5). Diferentes letras significam diferenca estatistica p<0,05. ExJds, extrato

hidroetandlico de folhas de Jacaranda decurrens.
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Tabela 2. Massa de tecidos e 6rgdos e parametros hematoldgicos de ratos Wistar
nao obesos (controle) e obesos (OB).

Parametros Control oB OB-Sibu OB-Jds

Soleus (g.100 g MC) 0.030 £ 0.003 0.027 +0.002 0.027 £ 0.001  0.029 + 0.003
EDL (g.100 g* MC) 0.011+0.003 (,013+0.001 0.013+0.001 0.014 + 0.001
Corac&o (g.100 g MC) 0.204 £0.007 (202 +0.008 0.191 +0.004 0.208 * 0.010
Rim (g.100 g MC) 0.538+0.016 (475+0.020 0.464+0.023 0.480 + 0.016

Figado (g.100 g of MC) 2.617+£0.120% 274101588 2.26+0.080° 2.74 +0.0622

Glicemia (mg.dL-) 68.6 + 6.1 70.0 4.0 58.2 + 2.6 66.0 + 7.4
Colesterol total (mg.dL?) 46.2 +5.12 75.6 +7.8° 45.4 + 3.22 48.2+1.32
Triglicerideos (mg.dL™) 101.8+4.32 2224+229> 826+7.12 99.6 + 9.92
Hematocrito (%) 52+1 490+ 1 48+ 1 48+ 1

Hemoglobina (g.dL?) 15.1+0.252  13.9 £ 0.05° 13.8+0.2° 13.5+0.2°

3
Leucécitos (10 .uL-) 6.6+0.8 7.3+0.5 10.3+2.0 79+21

Ratos Wistar ndo obesos (control) e obesos (OB) tratados com &agua,
sibutramina (2 mg.kg! MC, OB-Sibu) e ExJds (400 mg.kg?! MC, OB-ExJds).
MC, massa corporal; EDL, extensor médio longo. Os dados sédo apresentados
como média £ erro padrdao da média (EPM, n=5). Letras diferentes indicam

significancia estatistica P<0,05.

4. DISCUSSAO

A prevaléncia de obesidade e sobrepeso aumentou consideravelmente a nivel
mundial, e as despesas com seu tratamento e nas doengas associadas representam
9% das despesas globais com a saude [13]. Portanto, a busca de tratamentos
alternativos para a obesidade tem aumentado, e 0 uso de plantas tornou-se uma

opcéo de tratamento viavel para esta doenca.
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As plantas possuem diversos compostos bioativos que sdo responsaveis por
suas acodes farmacoldgicas. Foram identificados e quantificados os acidos jacarico,
ursolico e oleico, bem como luteolina, quercetina e caempferol, no extrato das folhas
de J. decurrens subsp. symmetrifoliolata. Destes compostos, apenas &cido ursolico
foi encontrado nas folhas de J. decurrens spp. [14] e nas raizes de J. decurrens
subsp. symmetrifoliolata [15]. A avaliagao da toxicidade de doses elevadas de ExJds
no presente estudo nao revelou sinais de toxicidade ou morte entre 0s animais
tratados. Estes resultados corroboram dados anteriores indicando uma falta de
toxicidade das raizes de J. decurrens subsp. Symmetrifoliolata [15]. Além disso,
alguns compostos isolados do mesmo género ndo apresentaram toxicidade quando
avaliados isoladamente, como o acido jacaranona isolado de Jacaranda copaia [16].

Compostos fendlicos presentes em varias espécies do género Jacaranda [17]
foram descritos na literatura como possiveis tratamentos alternativos para a
obesidade. Portanto, esses compostos poderiam ter contribuido para a reducdo da
massa corporal gordurosa observada nos animais tratados com ExJds, porque
ativam a via noradrenérgica [18] e induzem efeitos semelhantes aos da sibutramina
[19]. Além disso, quando presentes nos alimentos, os compostos fendlicos podem
reduzir a proliferacéo e diferenciacdo de pré-adipdcitos, o acumulo de triglicerideos,
e podem estimular a lipolise e a oxidagdo dos acidos graxos adipdcitos [20]. Estes
mecanismos poderiam também ter contribuido para os efeitos antiobesidade
observados nos ratos tratados com ExJds.

A reducdo da massa corporal foi acompanhada por uma diminuicdo das
massas dos depdsitos de TAB retroperitoneal e subcutaneo, bem como um aumento

na ingestdo de agua. Um aumento da hidratagdo favorece o metabolismo e, deste
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modo, contribui para acelerar o transito gastrointestinal. Além disso, pode diminuir a
osmolaridade do trato gastrointestinal e exercer um efeito termogénico mediado por
um mecanismo osmosensitivo [21].

Embora o efeito observado possa ter sido devido ao sinergismo entre 0s
compostos fendlicos presentes no extrato, os constituintes individuais foram
descritos como agentes antiobesidade e moduladores dos diferentes parametros
relacionados com a obesidade. Isto foi observado com o &cido jacarico, que promove
a baixa regulacéo na expressao do estearil-CoA desaturase, uma enzima chave no
metabolismo acido graxos, no figado dos ratos [22]. Quando administrados
isoladamente, o acido ursdélico aumentou a atividade das enzimas lipoliticas em
culturas primarias de adipocitos [23], inibiu a prédiferenciacdo dos pré-adipdcitos,
estimulou a lipolise nas células 3T3-L1 e, neste estudo, reduziu o total Massa
corporal e TAB in vivo. No entanto, a administracdo de acido ursdlico por si s6 nao
alterou a ingestdo de &agua [25], como foi observado nos animais tratados com
ExJds, indicando a presenca de outros compostos ativos no extrato.

O consumo dietético de diferentes quantidades de &cido oleico pode resultar
em efeitos benéficos dose-dependentes na regulacdo do metabolismo lipidico e
contribuir para a homeostase da massa corporal [26]. Outro componente identificado
no ExJds foi a luteolina, cujos derivados tém sido relatados como tendo efeitos anti-
adipogénicos in vitro [27] e prevenir obesidade induzida por dieta em ratos [28].

Varios estudos tém demonstrado os efeitos benéficos da quercetina [29-31],
outro flavondide identificado no ExJds extrato, que promove alteracbes nos varios
parametros associados a obesidade. Dong et al. [29] mostraram que a administracao

de uma dieta suplementada com quercetina reduziu a massa corporal em ratos
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alimentados com uma dieta rica em gordura. Além disso, a quercetina atua como um
agente antiadipogénico, induzindo apoptose em adipdcitos [30]. Outra espécie de
planta, Aspalathus linearis, contém a quercetina como componente principal e inibe
a adipogénese e o acumulo de triglicérides em adipdcitos [31]. Estudos realizados
com caempferol revelaram que este flavonoide reduz a adipogénese em células 3T3-
L1 [32]. Além disso, Bhattacharya et al. [33] demonstraram que os extratos de flores
contendo quercetina e caempferol reduziram a acumulacdo de gordura em
Caenorhabditis elegans, um modelo para a obesidade.

Outro parametro importante que poderia ter contribuido para a reducdo da
massa corporal dos animais tratados com ExJds foi o aumento da excrecdo fecal.
Uma vez que o extrato promoveu efeitos prebidticos, que também foram descritos
para outros extratos derivados de plantas [34], ele provavelmente teve efeitos
positivos sobre a flora e, portanto, aumentou a motilidade intestinal [35].

A reducédo do tecido adiposo foi acompanhada por uma diminuicdo do nivel de
colesterol total e de triglicerideos no soro, mas néo foram observadas altera¢cbes na
massa muscular esquelética, que foi avaliada no final do tratamento crbénico. Além
disso, nenhum dos outros 6rgaos investigados apresentou qualquer sinal de
toxicidade. Coletivamente, esses dados corroboram a auséncia de toxicidade em
doses elevadas de ExJds, pois uma reducdo da massa muscular [36] e alteracbes
nos parametros bioquimicos e hematologicos [37] sdo marcadores de toxicidade

para inumeros farmacos.
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5. CONCLUSOES

Em conclusédo, estes dados mostram que 0s constituintes quimicos dos ExJds
ndo sao téxicos e a massa corporal e a reducdo TAB observadas foram
provavelmente mediadas pelo aumento da ingestdo de agua e excrecdo de fezes

nos ratos tratados com os ExJds.
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4. CONCLUSAO GERAL

O extrato etandlico da Jacaranda decurrens subsp. symmetrifoliolata Farias &
Proenca (Bignoniaceae) foi eficiente na reducédo de massa corporal em animais com
obesidade induzida por dieta, reduzindo massa gorda sem causar efeitos toxicos

cronico e agudo, segundo os parametros avaliados.
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6. ANEXOS

Anexo | - Informacdes sobre a revista para a qual se pretende enviar o
trabalho:

Titulo: Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine

Estrato Qualis/Biodiversidade B1
Fator de impact: 1,931

Escopo: Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine (eCAM) is an
international peer-reviewed, Open Access journal that seeks to understand the
sources and to encourage rigorous research in this new, yet ancient world of
complementary and alternative medicine.

Link para acesso as normas de publicacao:

https://www.hindawi.com/journals/ecam/
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