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RESUMO

Araujo, L.C.C. Uncaria tomentosa melhora sensibilidade a insulina e inflamagao
hepatica em modelos de camundongos obesos. 2019. 109 p. Tese de doutorado
(Ciéncias — Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Sao Paulo, Sdo Paulo, 2019.

O balango energético corporal € mantido através de alteragdes na ingestdo de calorias
e no gasto energético. O prolongado balango energético positivo, em que a ingestao
excede o gasto, promove obesidade. A obesidade resulta do aumento de
triacilglicerois no tecido adiposo, que também passa a apresentar inflamacgao de baixo
grau crénica. Como o resultado envolve a redugédo da capacidade de tamponamento
dos acidos graxos livres (AGL) circulantes e subsequente deposigéo de gordura em
territorios ectopicos como musculatura esquelética e figado, além de aumentar o risco
de desenvolver o diabetes Mellitus tipo 2. Assim, a obesidade € um fator de risco
importante para doencas metabdlicas e suas comorbidades, dentre elas a doenca
gordurosa hepatica nao alcodlica. Uma proposta terapéutica para intervir na
obesidade e/ou nas comorbidades associadas € o uso de substancias com agao anti-
inflamatoria. Considerando a possibilidade de novo uso para alguns produtos
liberados para uso e com potencial téxico ja avaliado, foi escolhido avaliar o efeito do
fitoterapico Uncaria tomentosa. Para isso, foram utilizados dois modelos de
camundongos: (1) obesidade induzida por dieta hiperlipidica (DH), camundongos
machos C57BL/6, alimentado com DH por 10 semanas, e (2) camundongo
geneticamente obeso, ob/ob. A dose e tempo de tratamento escolhidos basearam-se
no resultado da tolerancia a insulina determinada inicialmente. Os animais receberam
via oral o extrato da UT na dose de 50 mg/kg, uma vez ao dia, por 5 dias consecutivos.
Seguindo-se ao tratamento, os animais foram submetidos a testes de tolerancia a
glicose e insulina, analise do coeficiente respiratério e depois a eutanasia, para
retirada do figado e sangue. O tecido hepatico foi submetido a técnicas histoldgicas
para verificar a morfologia e quantificagdo das goticulas de gordura, extragdo das
proteinas celulares e RNAm para realizagao de western blot tipico e reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), respectivamente. Também foi utilizada imuno-histoquimica com
anticorpo anti-F4/80 para comprovar infiltrado inflamatério. O tratamento com UT
reduziu a glicemia de jejum cerca de 15 e 20% nos modelos DH e ob/ob,
respectivamente, e a insulinenia para 54% no grupo DH, enquanto no grupo ob/ob

houve um aumento de 2 vezes na insulinemia com o uso da UT. Houve uma reducao



de 22% no indice de massa corporea (IMC) acompanhada de maior gasto energético
com o tratamento no modelo DH. A esteatose hepatica foi reduzida em
aproximadamente 30% e a presencga de infiltrados inflamatérios em 70% em ambos
os modelos. Além disso, o grau de fosforilagdo do IRS1 no residuo serina foi reduzido
em 25% nos camundongos alimentados com DH apés tratamento com UT,
acompanhando a maior sensibilidade a insulina desses animais em relagdo aos
obesos ndo tratados. Diante desses resultados, concluimos que o extrato bruto da
Uncaria tomentosa melhora a homeostase da glicose e reverte a esteato-hepatite
incipiente a estatose benigna. O tratamento com Uncaria tomentosa pode ser uma
estratégia terapéutica potencial no combate a alteragdes metabdlicas associadas a
obesidade como a doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) de inicio

imediato.

Palavras-chaves: Uncaria tomentosa. Obesidade. Resisténcia a insulina. Esteatose
hepatica. Inflamacéo.
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ABSTRACT

Araujo, L.C.C. Uncaria tomentosa improves insulin sensitivity and hepatic
inflammation in obese mice models. 2019. 109 p. Doctoral thesis (Ciéncias —
Fisiologia Humana) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo,
Sao Paulo, 2019.

The body's energy balance is maintained through changes in calorie intake and energy
expenditure. The prolonged positive energy balance, in which the intake exceeds the
expense, promotes obesity. Obesity results from the increase of triacylglycerols in
adipose tissue, which also starts to present chronic low-grade inflammation. The result
of this involves the reduction of the buffering capacity of circulating free fatty acids and
subsequent fat deposition in ectopic territories such as skeletal muscle and liver, as
well as increasing the risk of developing type 2 diabetes mellitus. Thus, obesity is an
important risk factor for metabolic diseases and their comorbidities, among them non-
alcoholic fatty liver disease. A therapeutic proposal to intervene in obesity and/or
associated comorbidities is the use of substances with anti-inflammatory action.
Considering the possibility of new use for some products released for use and with
toxic potential already evaluated, it was chosen to evaluate the effect of the herbal
remedy Uncaria tomentosa (UT), popularly known as cat's claw. Two models of mice
were used: (1) higt fat diet induced obesity (HFD), male mice C57BL/6, fed HFD for 12
weeks, and (2) genetically obese mice, ob/ob. The dose and time of treatment chosen
were based on the initially determined insulin tolerance result. The animals received
orally the UT extract at the dose of 50 mg/kg once daily for 5 consecutive days.
Following the treatment, the animals were submitted to glucose and insulin tolerance
tests, analysis of the respiratory coefficient and then euthanasia, for removal of the
liver and blood. Liver tissue was submitted to histological techniques to verify the
morphology and quantification of fat droplets, extraction of cellular proteins and mRNA
for typical western blot and polymerase chain reaction (PCR), respectively.
Immunohistochemistry with anti-F4 / 80 antibody was also used to prove inflammatory
infiltrate. Treatment with UT reduced fasting glucose by 15 and 20% in the HFD and
ob/ob models respectively, and the insulinemia to 54% in the HFD group, whereas in
the ob/ob group there was a 2-fold increase in insulinemia with the use of UT. There
was a 22% reduction in body mass index (BMI) accompanied by greater energy
expenditure with HFD treatment. Hepatic steatosis was reduced by approximately 30%
and the presence of inflammatory infiltrates by 70% in both models. In addition, the



degree of IRS1 phosphorylation at the serine residue was reduced by 25% in the mice
fed HFD after treatment with UT, following the higher insulin sensitivity of these animals
compared to the untreated obese. In view of these results, we conclude that the crude
extract of Uncaria tomentosa improves glucose homeostasis and reverts incipient
steatohepatitis to benign steatosis. Treatment with Uncaria tomentosa can be a
potential therapeutic strategy in the action against obesity-related metabolic alterations
such as non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD).

Key words: Uncaria tomentosa. Obesity. Insulin resistance. Hepatic steatosis.

Inflammation.
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O balango energético corporal € mantido através de alteragdes na ingestao de
calorias e no gasto energético. O prolongado balango energético positivo, em que a
ingestao excede o gasto, promove obesidade, uma doencga caracterizada pelo ganho
de peso excessivo. A obesidade € considerada o problema de saude publica mais
comum do século XXI dos paises desenvolvidos e em desenvolvimento (PALOU et
al., 2000; BOWERS et al., 2004).

A obesidade esta associada a algumas comorbidades como diabetes Mellitus
tipo 2, acidente vascular cerebral, doengas cardiovasculares, alguns tipos de cancer
e esteatose hepatica, e isso vem promovendo uma redugao na expectativa de vida e
morte prematura. Cerca de 2,8 milhdes de pessoas morrem anualmente devido ao
excesso de peso ou obesidade (BERETTA et al., 2015; KOBYLIAKET al., 2016).

O diabetes Mellitus tipo 2 € uma doenga metabdlica, cujos mecanismos
patogénicos incluem resisténcia a insulina e disfungdo das células § pancreaticas. A
obesidade se apresenta como um dos principais fatores predisponentes para a
resisténcia a insulina e o desenvolvimento do diabetes Mellitus tipo 2. Além da
capacidade de estocar lipideos, o tecido adiposo € o principal fornecedor de AGL,
majoritariamente liberados pelo tecido adiposo subcutdneo adequando as
necessidades energéticas do tecido muscular esquelético, coracdo, figado e outras
células. O excesso de AGL no sangue, nesse contexto de obesidade e DM tipo 2,
promove um estado inflamatério, reduz a captagao periférica de glicose induzida pela
insulina e aumenta a produgéo hepatica de glicose, desta maneira contribuindo para
a resisténcia a insulina e intolerancia a glicose (ODEGAARD et al., 2013; WANG et
al., 2018).

Esse acumulo de acidos graxos no tecido adiposo, além da producao de
citocinas proé-inflamatérias, estimulam a liberagdo de substancias bioativas
conhecidas como adipocinas, que aumentam a sintese de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Entdo, a inflamagdo e o estresse oxidativo contribuem para a
patogéneses de disturbios metabdlicos como a resisténcia a insulina (LEFRANC et
al., 2018).

Além disso, devido a esse excesso de acidos graxos no tecido adiposo, eles
nao apenas comeg¢am a ser liberados de forma livre na corrente sanguinea, como
também passam a ser menos captados e estocados no tecido adiposo, passando a

ser estocado em outros tecidos como muscular esquelético e hepatico. A ineficiéncia
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desses tecidos em metabolizar esses acidos graxos induz o acumulo de gordura
ectdpica, sendo esse acumulo no figado conhecido como esteatose hepatica
(GUILHERME et al., 2008, BROWN, KLEINER, 2015).

Diante do exposto, testes com medicamentos alopaticos e fitoterapicos
existentes no mercado com agdes anti-inflamatérias podem ser validos para

determinar seu papel no combate ou controle aos fenébmenos descritos.
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2.1 Resisténcia a insulina

A resisténcia a insulina € comum em pacientes pré-diabéticos e diabéticos,
sendo considerada um fator central no desenvolvimento do DM 2. Essa resisténcia
ocorre nos principais tecidos alvos da agdo metabdlica desse horménio, figado,
musculo esquelético e tecido adiposo. A resisténcia no figado tem um papel
importante na hiperglicemia de jejum. Essa elevada concentracdo de glicose
sanguinea estimula as células 3 a uma secregéo continua de insulina, induzindo uma
paradoxal hiperinsulinemia concomitante a hiperglicemia. O passo seguinte € uma
insuficiéncia na produgao e secre¢ao de insulina e, consequentemente a instalagao
do DM tipo 2. Assim, pode-se dizer que a resisténcia a insulina hepatica é um estado
pré-diabético. (SAH et al., 2016).

O receptor da insulina pertence a subfamilia de receptores de membrana
celular com atividade de tirosina cinase. Esse receptor é uma glicoproteina
heterotetramérica composto por 4 subunidades, duas subunidades extracelular a e
duas transmembrana 3. Quando a insulina se liga as subunidades a do receptor, ha
ativacao da capacidade cinase, promovendo a autofosforilagdo das subunidades 3 em
residuos de tirosina. Isso potencializa a capacidade cinase do receptor de insulina que
fosforila proteinas especificas intracelulares, como os IRS-1/2. Uma vez fosforilados
em residuos tirosina dentro de dominios especificos, os IRS-1/2 passam a ser
capazes de ligarem a proteinas que apresentam dominio SH2, como a subunidade
regulatoria p85 da fosfatidil-inositol (Pl)-3-cinase (PI3-K), ativando a subunidade
catalitica. Em sequencia, a PI3-K ativada fosforila os fosfatidis inositois bifosfatos
(PIP2) a fosfatidil inositol trifosfato (PIP3). PIP3 é um alvo para recrutar a proteina
cinase B (Akt) para a membrana celular. Além disso, a PI3K ativa a Pdk1, cinase
dependente de PI3K, que por sua vez fosforila as 3 isoformas de Akt (cinase
serina/treonina). Uma vez ativada a Akt tera papel central para promover sintese de
glicogénio, regulacdo do metabolismo de glicose e lipideos e translocagdo do
transportador de glicose GLUT4 para a membrana citoplasmatica permitindo o
aumento da captacgéao de glicose nos tecidos muscular estriado e adiposo (MANNING
et al., 1995; CANTLEY, 2007; DEFRONZO, 2009) (Figura 1).

Alteragdes em algum ponto dessa via de sinalizag&o, seja na fosforilagdo ou
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desfosforilagdo do receptor que possa atingir um sinal a jusante em dire¢ao a proteina
Akt, pode interferir na agéo da insulina e levar a resisténcia a insulina (WHEATCROFT
et al., 2003; SAH et al., 2016). Alguns estudos mostram que defeitos pds-receptor
estdo associados com prejuizos na sinalizagao via IRS/ PI3K/Akt na resisténcia a
insulina. Outro mecanismo que pode alterar essa via é a ativagdo da subunidade
p85a, que desloca a p110 do IRS1, e juntamente com a fosforilagdo da cinase em
serina, piora o quadro de resisténcia a insulina, através da degradac&o precoce do
IRS1, uma vez o IRS fosforilado em serina é alvo do sistema ubiquitina/proteassoma
e é degradado mais rapidamente, resultando em redugdo da expressao dessa
proteina (WILCOX, 2005; NAIMI et al., 2007; SHAH et al., 2008; ZAFAR, et al, 2018).

Figura 1 — Via de sinalizag&do da insulina
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Ativagao da via PI3K/AKT pela insulina (Adaptado de REYES; PLANCARTE, 2008).

2.1.1 Ligagao entre as vias de sinalizagao da insulina e inflamacgao
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Como descrito anteriormente, a resposta da insulina na célula se da através da
sua ligagdo com o seu receptor, que se autofosforila e ativa o substrato do receptor
de insulina (IRS1), promovendo uma sinalizagao a jusante ou downstream. Essa etapa
inicial da sinalizagdo pode ser inibida por uma resposta inflamatoria e levar a
resisténcia a insulina (WELLEN, HOTAMISLIGIL, 2005).

Os acidos graxos livres (AGL) provenientes da dieta, especialmente os acidos
graxos saturados, sao reconhecidos por receptores do sistema imunoldgico inato, Toll-
like receptors (TLR) - TLR2/TLR4, como agentes estranhos, semelhante aos agentes
patogénicos bacterianos (TAKEDA et al., 2003; HUANG et al., 2012).

O TLR4 em macrofagos, tecido adiposo e figado desencadeiam a ativagéo de
proteinas da via de sinalizagao da inflamacao, JNK e IKKp, que estimulam a produgao
de citocinas pro-inflamatorias. Essas proteinas cinases também podem estimular a
fosforilagao inibitéria do IRS-1 em residuos de serina, que reduz a fosforilgcdo do IRS1
em tirosina e a capacidade do IRS-1 de se associar ao receptor de insulina, e com
isso interferindo com a sinalizagdo a jusante da insulina, desencadeando um quadro
de resisténcia insulinica (SHI, 2006; HOTAMISLIGIL, 2008; VINOLO et al., 2012)
(Figura 2).

Os trés membros do grupo das cinases Jun N-terminal (JNK) serina/treonina,
JNK-1, -2 e -3, pertencem a familia MAPK. Essas cinases regulam varias fung¢des
celulares, através do controle transcricional pela fosforilagdo da proteina ativadora de
proteina-1 (AP-1), incluindo c-JUN e JUNB. Quando ativada, através de estimulos
como acidos graxos, citocinas pro-inflamatoérias e estresse de reticulo, a JNK fosforila
o IRS1 em residuos de serina, como o Ser3", prejudicando a agéo da insulina. Essas
cinases tem sido apontadas como um regulador metabdlico central no
desenvolvimento da resisténcia a insulina na obesidade, e esta elevada no tecido
adiposo, musculo e figado (AGUIRRE et al., 2000; DAVIS, 2000; HIROSUMI et al.,
2002).

A IKKB pode interferir na via de sinalizagdo da insulina de duas formas:
primeiro, fosforilando diretamente o IRS1 em residuos de serina, semelhante ao que
ocorre com as JNKs; e segundo, pode inibir o inibidor de NF-xB (IxB) por fosforilagao

e, consequentemente ativar o NF-xB. Essa proteina é um fator de transcri¢cao, que
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estimula a sintese de mediadores inflamatérios, como TNF-a, que por sua vez, atua
como retroalimentagao positiva ao ligar-se ao seu receptor e ativar IKK e JNK, que
irdo fosforilar IRS1 em serina (SHOELSON et al., 2003; OSBORN; OLEFSKY, 2012).

Figura 2 - Ligacao entre as vias de sinalizagdo da insulina e inflamacao
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S6K (Cinase S6) (Osborn; Olefsky, 2012. Nature Medicine).
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2.2 Espécies reativas

As espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio (RNS) sdo produtos
normais do metabolismo oxidativo, da bioenergética mitocondrial e da fungdo do
sistema imunoldgico. As formas de ROS mais frequentes s&o anion superéxido (O2° -
), peroxido de hidrogénio (H202), radical hidroxil (OH*-) e perdxido de lipidios, que
estdo envolvidos no desenvolvimento, morte e diferenciacdo celular. As RNS sao
oxido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOO-). Ambas as espécies reativas podem se ligar
a acidos nucleicos, enzimas, lipidios de membrana e proteinas, promovendo
alteragbes nos processos fisiolégicos celulares (GRAVES, 2012; RAJENDRAN et al.,
2014; ROLEIRA et al.,2015).

O aumento dessas espécies reativas leva ao estresse oxidativo ou nitrosativo,
quando promovido pelas ROS ou RNS, respectivamente, causando sérios danos
celulares. As ROS podem promover a peroxidagao de lipidios, que leva a patogéneses
de varias doencgas (RAHAL et al., 2014).

O metabolismo normal da glicose promove a produgao de espécies reativas,
como o anion superoxido, via cadeia transportadora de elétrons mitocondrial. Isso é
um processo fisiolégico que ocorre apos as refeicdes pelo aumento da glicose
sanguinea, porém é equilibrado pela defesa antioxidante. No entanto, pacientes
diabéticos e pré-diabéticos sdo mais susceptiveis a estresse oxidativo pés-pradial
devido ao prolongado periodo de exposigao a hiperglicemia (TUCKER et al., 2008).

Um consumo alimentar excessivo e crénico contribui para obesidade, que
promove um estado inflamatério permanente pela hipertrofia do tecido adiposo
branco. Esse aumento no numero e no tamanho dos adipdcitos estimula a secregao
de proteina quimiotatica de macréfago (MCP-1), que atrai mondcitos para o tecido
adiposo e sao convertidos em macréfagos. Em camundongos e humanos obesos tem
sido observado um aumento da infiltragdo de macréfagos, chegando a 40% do total
de células do tecido adiposo (OSBORN; OLEFSKY, 2012).

Na obesidade, a via pro-inflamatéria desses macrofagos € altamente ativada,
conduzindo a produgdo de citocinas, que estimulam o aumento de ROS. Essas
citocinas podem agir de forma paracrina ou enddcrina, atuando em outros orgaos
como: figado e musculo esquelético. Dieta com alto teor de lipidios pode promover
inflamacao e estresse oxidativo, levando a sérios danos celulares (LEFRANC et al.,
2018).
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2.3 Esteatose hepatica

A obesidade e resisténcia a insulina, pode resultar em DM tipo 2, dislipidemias
e hipertensao, esse quadro é caracterizado como sindrome metabdlica. A sindrome
metabdlica proporciona um aumento de acidos graxos livres (AGL) na circulagao, e a
captacéo desses AGL pelo figado é proporcional a sua concentragdo plasmatica, por
isso a doenca do figado gorduroso nao alcodlica (DFGNA) é considerada uma
manifestacao clinica da sindrome metabdlica (MAHLI; HELLERBRAND, 2016).

A DFGNA ¢é uma doenca associada a obesidade caracterizada pelo acumulo
excessivo de lipidios no figado na auséncia do consumo significante de alcool, e afeta
aproximadamente 1 bilhdo de individuos no mundo (JIM; VOS, 2015).

O acumulo de gordura em qualquer tecido exceto o adiposo recebe o nome de
esteatose. A esteatose hepatica € considerada benigna quando a presenga de
goticulas intracelulares de gordura é inferior a 5% dos hepatécitos. Esta pode ser
classificada de duas formas dependendo do tamanho das vesiculas de lipidios
presentes nos hepatocitos. Esteatose microvesicular, sendo os lipideos armazenados
em pequenas vesiculas, e macrovesicular, as vesiculas sdo de tamanhos maiores,
tendendo a ser uma grande gota intracelular. A esteatose hepatica pode progredir
para esteato-hepatite ndo alcéolica (EHNA), fibrose, cirrose e carcinoma hepacelular.

Aproximadamente 5 a 20% dos pacientes com DFGNA progride para EHNA,
no entanto, a causa pela qual somente alguns pacientes desenvolvem EHNA ainda
permanece desconhecida (BURTET al., 1998; NAGLE et al., 2009; CATTA-PRETA,
2011; WEIB et al., 2014; BROWN; KLEINER, 2015).

A identificacdo de esteatose hepatica e esteato-hepatite € feito através da
analise histologica do tecido. Na esteatose ha presenga de gotas de gordura
intracelular em numero igual ou maior a 5% dos hepatdcitos, sem evidéncias de lesdo
hepatocelular na forma de balonizacdo dos hepatdcitos. Ja na esteato-hepatite ha,
além da esteatose, infiltrados celulares inflamatérios nos espagos perivasculares,
balonizagao dos hepatdcitos, com presenga ou nao de fibrose (STEFAN et al., 2018).

Pacientes com resisténcia a insulina tem 4 a 11 vezes mais riscos de
desenvolver DFGNA. Porém, a relacdo da resisténcia a insulina e o acumulo de
lipidios no figado ainda n&o esta bem esclarecida sobre quem vem primeiro. A

resisténcia periférica a insulina pode causar um aumento de lipidios hepaticos, devido
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ao aumento de acidos graxos (AG) no plasma, glicose e insulina, que estimula a
sintese de lipidios e prejudica a p-oxidagao hepatica. Por outro lado, uma alimentagéo
com alto teor de lipidios pode causar resisténcia a insulina hepatica antes de uma
resisténcia a insulina sistémica (NAGLE et al., 2009).

2.4 Plantas medicinais

As plantas medicinais tém sido utilizadas em diversas regides do mundo ao
longo da histodria, muitos produtos naturais sdo e foram usados por longos periodos
de tempo, sendo portanto, considerados seguros e eficazes. Eles continuam sendo
fontes de substéncias potencialmente aplicaveis com propriedades bioldgicas,
farmacolodgicas ou terapéuticas. Entre 25 e 50% dos medicamentos atualmente
comercializados devem suas origens aos produtos naturais (CALIXTO, 2005;
KINGSTON, 2011; AKRAN et al., 2014).

A fitoterapia € parte integrante do desenvolvimento da civilizagdo moderna, e
varios medicamentos fitoterapicos tém sido prescritos para tratar doencgas. Alguns
fitoterapicos séo utilizados como imunomoduladores, que sado agentes naturais ou
sintéticos que ao modificar o sistema imunologico, promovem um beneficio
terapéutico. Dentre fitoterapicos com efeito imunomodulador, podemos citar a Uncaria
tomentosa, ou popularmente conhecida como “unha de gato”, que faz parte da relagao
nacional de medicamentos essenciais (RENAME) ao SUS (Figura 3) (ABAJO et al.,
2004; AKRAN et al., 2014; BARAYA et al., 2017).
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Figura 3 — Uncaria tomentosa, unha de gato

remediodaterra.com/unha-de-gato-beneficios-e-propriedades

2.4.1 Uncaria tomentosa

O género Uncaria tem sido alvo de descobertas para produtos medicinais
naturais ha décadas. E uma planta da familia Rubiaceae, nativa da Amazénia
Peruana, cujas espécies sao encontradas também em regides tropicais como sudeste
da Asia, Africa e Sul da América. Foram identificadas 34 espécies, sendo as mais
conhecidas: U. tomentosa, U. rhynchophylla e U. attenuata (RISDALE, 1978).

A Uncaria tomentosa (Willd.) DC. (Rubiaceae), ou popularmente “unha de
gato”, € muito usada pelas suas propriedades anti-inflamatérias. O extrato contém
uma mistura de glicosideos de acido quindvico, polifendis e alcaloides, como
alcaloides oxindodlicos tetraciclicos ou pentaciclicos, tais como: pteropodina,
isopteropodina, especiofilina, uncarina F, mitrafilina e isomitrafilina. Esses metabdlitos
secundarios sao os responsaveis pelo seu efeito anti-inflamatério (AQUINO et al.,
1991; SANDOVAL-CHACON et al., 1998; DIETRICH et al., 2015).

A U. tomentosa tem sido utilizada na medicina tradicional para tratamento de
ulcera gastrica, infecgbes virais, doengas do trato urinario, cancer, artrite e condi¢gdes

inflamatérias gerais. Alguns estudos relatam que a U. tomentosa inibe a produgéo de
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citocinas pro-inflamatorias como TNF-a pela inibicdo das vias AP-1 e NFkB em
mondocitos (HARDIN, 2007; ALLEN-HALL et al., 2007; ALLEN-HALL et al., 2010;
DIETRICH et al., 2015).



3 OBJETIVOS
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3.1 Geral

Analisar o efeito do extrato seco da Uncaria tomentosa sobre a resisténcia a
insulina, inflamacgao e esteatose hepatica em camundongo C57BL/6 alimentados com
dieta hiperlipidica e geneticamente obesos (ob/ob).

3.2 Especificos

Para tanto foram realizadas as seguintes analises nos animais acordados e,

apos a eutanasia, nos figados e sangue correspondentes:

Nos animais acordados foram avaliados:
e Sensibilidade a insulina e tolerancia a glicose;

e Ingestado alimentar, caldrica e gasto energético.

Nos figados foram avaliados:

e Expresséao e grau de fosforilagdo de proteinas da via de sinalizagdo da
insulina (IR, IRS-1, AKT);

e Expressao e grau de fosforilagdo de proteinas da via de sinalizagdo da
inflamacéao (IKK-B, JNK, NF-kB, TNF-a);

e Expressdo génica de mediadores pro-inflamatoérios (IL-1B, TNF-a e
F4/80) e anti-inflamatérios (IL-10 e Arginase-1);

e Analises morfologicas;

e Marcacao de infiltrado inflamatario

Nos figados e sangue foram avaliados:

e Estresse oxidativo.
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4 MATERIAL E METODOS
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4.1 Animais

Camundongos da linhagem C57BL/6 (Figura 4A), pesando 20-25 g (dieta
padrdo) e 40-45 g (dieta hiperlipidica), foram obtidos do biotério da faculdade de
medicina da USP. Os camundongos ob/ob (geneticamente obeso) (Figura 4B), foram
obtidos do biotério de camundongos para estudo de neurociéncia do Departamento
de Fisiologia e Biofisica, pesando 55-60 g. Todos os camundongos foram mantidos
em sala com temperatura controlada a 22 + 2 °C com acesso ad libitum a ragao e
agua, submetidos a um ciclo claro-escuro de 12h (claro de 6 a.m. — 18h). A dieta
padréo (DP) consistiu de ragdo comercial para roedores (Nuvilab® - CR-1), contendo
19% de proteina, 56% de carboidrato, 3.5% de lipideos, 5% de celulose e 4.5% de
vitaminas e minerais, fornecendo 3.2 kcal/Kg de ragdo. A composigdo da dieta
hiperlipidica (DH) peletizada correspondeu a 15.8% de proteina, 27% de carboidrato
e 57.2% de lipideos, além de vitaminas e minerais, fornecendo 5.5 kcal/kg de ragao
(PragSolugdes Biociéncias, Jau, SP). Todos os procedimentos experimentais foram
realizados seguindo os principios de cuidados com animais do Guidelines for the
ethical use of animals in applied etiologys studies (SHERWIN et al., 2003) e
previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animal do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (Protocolo: n° 035, nas fls. 30, do
livro 03).

Figura 4 — Modelos de camundongos C57BL/6 e geneticamente obesos (ob/ob)

Camundongo C57BL/6 Camundongo ob/ob
(20 -259) (55-6049)

https://www .jax.org/strain/004353
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4.2 Tratamento

Inicialmente, foram testadas 3 doses via oral por gavagem (50, 100 e 200 mg/kg
ao dia) por 3 periodos distintos (1, 5 e 10 dias consecutivos de tratamento) de Uncaria
tomentosa (UT) (Herbarium, Parana, Brasil), nos animais alimentados com DP (Figura
5A). Em seguida foram testadas essas mesmas doses nos tempos de 5, 10 e 20 dias
de tratamento com UT em camundongos obesos devido a 12 semanas de dieta
hiperlipidica (Figura 5B). A menor dose que teve efeito na melhoria da sensibilidade a
insulina foi escolhida para seguir os experimentos (Figura 5C)

A dose de 50mg/Kg corresponde a administrada em humanos (1 comprimidos
3 vezes ao dia, cada um de 100 mg) (REAGAN-SHAW et all, 2007).

Figura 5 — Protocolo experimental para escolha da dose

A
1 5 10 Dias
| | |
50/ 100/ 200 50/100/200 50/100/200 Doses (mg/kg)
Dieta Padrao
B
5 10 20 Dias
I | I
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50/ 100/ 200 50/100/200 50/100/200 Doses (mg/kg)
Dieta
Hiperlipidica
C
m _— 50 mg/kg - 5 dias consecutivos
Dieta Padrao/
Hiperlipidica/

ob/ob

4.3 Testes de tolerancia a insulina (ITT) curto e glicose (GTT)

Os testes foram realizados no periodo da tarde, apds privacdo de ragao, ou
jejum, de 6 horas (ANDRIKOPOULOQOS et al., 2008; AGOUNI, 2010). Foi coletada uma

gota de sangue apds secgédo da cauda para mensuragéo da glicemia basal.
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Em seguida, os animais alimentados com DP e DH receberam uma dose de 0,75 mU/g
do peso de animal, através de injegdo intraperitoneal de insulina regular diluida em
salina e os animais ob/ob receberam uma dose de insulina de 3U/kg do peso do
animal. Amostras de sangue foram coletadas sequencialmente até 120 minutos para
determinagao da tolerancia a insulina (4, 8, 12, 16, 30, 60, 90, 120 minutos). O periodo
de 4 a 16 minutos foi utilizado para calcular a constante de decaimento da glicose
(Kit). Para a realizagédo do teste de tolerancia a glicose os animais receberam uma
solugao contendo glicose via intraperitoneal (1 mg/g de peso corporal) (ZHAO et al.,
2011) e foram coletadas aliquotas de sangue nos tempos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos
apos infusdo de glicose. As glicemias foram mensuradas utilizando fitas reativas
(Roche®) e aparato de leitura das fitas (Accu-chek Active Roche, Mannheim,
Alemanha). A constante de decaimento da glicose foi calculada pela formula 0,693/,
onde t2 € o tempo de meia vida da glicose plasmatica calculada pela inclinagdo da
curva obtida durante a fase linear de decaimento da glicose plasmatica detectada nos
tempos 4 a 16 minutos apds infusdo de insulina (BONORA et al., 2000).

A insulina foi medida por kit de Elisa, ELM-insulin-1, conforme recomendacgdes
do fabricante (RayBiotech, USA).

4.4 Andlises da Ingestao alimentar, gasto energético e indice de massa corpérea

Foi utilizado um sistema de monitoramento animal (Columbus Instruments
CLAMS) (Figura 6) para determinar o consumo alimentar e gasto energético. Os
animais permaneceram no sistema durante 7 dias, sendo 2 o periodo de aclimatagao
e 5, o periodo de tratamento com Uncaria tomentosa, nesses dias foram avaliados o
consumo alimentar, de oxigénio (VO2) e producao de gas carbbnico (VCOz2). Depois
os animais foram retirados do sistema e foi aferido peso corporal (g) e o comprimento
naso-anal (cm) para calcular o indice de Massa Corporal (IMC=g.cm2).
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Figura 6 — Sistema de monitoramento animal para gasto energético

http://www .colinst.com/products/clams-comprehensive-lab-animal-monitoring-system

4.5 Analises morfologicas

4.5.1 Coloracdo H & E

Um fragmento de figado (Iébulo superior esquerdo) foi fixado em solugéo de
formaldeido 10%, durante 8 horas. Ao término do periodo de fixagao, os fragmentos
foram armazenados em cassetes (individuais) e mantidos em solugéo de alcool 70%
overnight. Posteriormente, o material foi submetido a uma sequéncia de banhos com
alcool 95%, alcool 100% e xilol. Ao término dos banhos, o material foi incluido em
parafina, a uma temperatura de 60°C. Os cortes foram realizados em micrétomo
(Zeiss), com espessura de 5um. Apods disposicdo em laminas de microscopia, foi
realizada a coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E) para avaliagdo das goticulas
de gordura no figado, visualizagao da arquitetura do tecido e presencga de infiltrados
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celulares inflamatoérios nos espacos vasculares. As imagens (20 de cada animal)
foram obtidas utilizando um microscépio Nikon Eclipse Ti-U na objetiva de 20X, com
camera digital Nikon DS-Ri1 e NIS-Elements BR 3.1 software. As imagens foram
projetadas em um monitor LCD de alta resolugédo, um sistema teste com 270 pontos
(Pt) (Figura 7) foi fixado no monitor, cada ponto individual (Pi) que ficava sobre as
goticulas de gordura era contado. Apds essa contagem foi feita uma relagao de Pi/Pr,
essa relagado gerou uma densidade de volume de esteatose hepatica (Adaptado de
CATTA-PRETA, 2011).

Figura 7 — Sistema teste com 270 pontos
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4.5.2 Coloragao OilRed O (ORO)

Fragmento de figados foram embebidos em um molde com tissue-tek (Thermo
Scientific), imediatamente apds foi colocado em um recipiente contendo alcool
isopropanol e congelado em nitrogénio liquido (N2). Depois foi cortado no criostato
(Microm H560). Foram feitos cortes de 12 ym e acomodados trés cortes, de diferentes
partes do tecido, por ldmina (duas laminas por animal). As laminas foram coradas com
ORO (5 minutos), em seguida lavadas em agua corrente (30 minutos), e contra
coradas com hematoxilina de Harrys (5 minutos), depois lavadas em agua corrente (5
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minutos). As imagens (10 de cada animal) foram obtidas utilizando um microscépio
Nikon Eclipse Ti-U na objetiva de 20X, com camera digital Nikon DS-Ri1 e NIS-
Elements BR 3.1 software. Essas imagens foram projetadas em um monitor LCD de
alta resolugao. A quantificagédo do acumulo de gordura no tecido foi realizada através

do programa Image J (Figura 8)

Figura 8 — Passo-a-passo para quantificar goticulas de gordura
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A imagem foi aberta no programa (A), convertida em escala de cinza 8-bit (Image — type — 8-bit) (B e
C). Depois foi realizada a seguinte sequéncia: Image — Adjust — Threshold (D e E); Analyse — Set
measurements (F), quando esse recurso foi aberto apareceu uma caixa, que foi marcado limite do
Threshold, area e densidade integrada. Os resultados foram obtidos através de Analyse — Measure
(Mehlemet al., 2013). Foram utilizados como resultado os valores das areas, que correspondia a
quantidade de gordura no tecido (G).

4.5.3 Coloragéo Picrosirius e Tricomio de Masson

As laminas foram submetidas as coloragdes Picrosirius € Tricomio de Masson
para identificar fibras colagenas. Os cortes foram corados com Picrosirius (30 minutos)
e depois lavadas com agua correntes, a coloragdo vermelha representava a deposi¢céo
de colageno. A coloragao com Tricomio de Masson foi realizada com um kit comercial
da EasyPath (Sao Pailo, Brasil) e seguindo as informagdes fornecidas pelo fabricante.
O kit contém 5 reagentes: A e B — hematoxilina férrica de Weigert (10 minutos), C —
Fucsina (2 minutos), D — Acido fosfomolibdico (5 minutos), E — Azul de anilina (5

minutos). Os resultados eram interpretados de acordo com a coloragao, nucleo foi
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corado de preto, citoplasma de vermelho e colageno de azul.

Foram visualizadas 25 imagens (campos), 3 cortes diferentes de animais por
grupo (n=5), usando objetiva de 20x. A presencga de fibras colagenas foi identificada
nos espacos porta-hepaticos e feito um calculo dos espagos-portas que apresentaram
a deposigao de colageno em relagdo a quantidade de espacgo-porta total de cada

animal por grupo. Os resultados foram expressos em porcentagem.

4.6 Avaliagao da expressao e atividade de proteinas - Western Blot

Depois do tratamento e realizagdo do ITT, os animais foram anestesiados com
tiopental (50 mg/kg) e, apds confirmagéo da anestesia foram submetidos a eutanasia
por decapitacdo. A coleta de amostras para analise da intensidade do grau de
fosforilagdo de proteinas induzido pela insulina foi realizada em animais anestesiados
antes da eutanasia. Nestes casos, apds abertura da cavidade abdominal, foi retirado
um fragmento do figado, que correspondeu a amostra basal ou ndo estimulada com o
horménio (-), em seguida foi injetada uma dose de insulina (10° M) na veia porta-
hepatica, e apds 30 segundos foi retirado outro fragmento, que foi identificado como
amostra estimulada (+). O figado do animal foi retirado e homogeneizado em tampéo
contendo Triton-X-100 1%, Tris 100mM (pH 7,4), pirofosfato de sédio 100 mM, fluoreto
de soédio 100 mM, EDTA 10 mM, ortovanadato de soédio 10 mM, PMSF 2 mM e
aprotinina 0,01 mg/ml utilizando Polytron PTA 20S (Brinkmann Instruments, USA). Os
homogenatos teciduais foram centrifugados a 12.000 rpm a 4 °C por 20 minutos para
a remocéao do material insoluvel. Apds centrifugacao, os sobrenadantes das amostras
tiveram seu conteudo proteico quantificado utilizando o reagente de Bradford (BioRad,
USA) e receberam tampao de Laemmli, acrescido de DTT 200 mM, na proporgéo de
4:1 (V:V). Cinquenta ug de proteinas totais foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE 10% e 6,5%) no aparelho para minigel BioRad (USA). A
transferéncia das proteinas separadas no gel foi feita eletricamente para uma
membrana de nitrocelulose, por meio de um aparelho (BioRad, USA) por2ha 120V,

como descrito por Towbin et al. (1992). A ligacao inespecifica de proteinas na
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membrana de nitrocelulose foi diminuida pela incubagdo destas com uma solugao
bloqueadora (leite desnatado Molico® 5%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20
0,02%) em temperatura ambiente por 2 horas sob leve agitagao. Estas membranas
foram incubadas com anticorpos especificos para as proteinas da via de sinalizacao
da insulina, IR (3025S, Cell Signaling); P-insulin receptor B (3026s, Cell Signaling);
IRS-1 (06-248, Upstate); pTyr (9411s, Cell Signaling); AKT (126811, Abcam); AKTp
(7985-R, Santa Cruz); IRS1pSer3®’ (07-247, Upstate); inflamacgdo, JNK (252355, R&D
Systems); JNKp (6254, Santa Cruz); Ikkp (725818, R&D Systems); Ikkpp (5176, Cell
Signaling); NFkB p65 (8242S, Santa Cruz); NFkBp (3031S, Cell Signaling); TNFa
(3707s, Cell Signaling) em solugao bloqueadora (3% de BSA) durante a noite a
temperatura de 4°C. As membranas foram incubadas com anticorpo conjugado com
peroxidase por uma hora a temperatura ambiente seguida de solugéo para detecgéo
por quimioluminescéncia como descrito no protocolo do kit comercial. A emisséo de
luz foi detectada e captada pelo sistema de detecgdo Amersham Imager 600 (Life
Science, USA) e as intensidades das bandas na revelacdo foram determinadas
através da leitura por densitometria 6ptica das imagens utilizando-se o programa

Image J 1.43u (National Institute of Health, USA) (imagej.net/Downloads).

4.7 Avaliacao da expressao génica - Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) —
gqPCR

Cinquenta mg do fragmento hepatico extraido foi homogeneizado em 1 mL de
Trizol (Life Technologies) para extragdo do RNAm. Apds incubagao por 5 minutos a
temperatura ambiente (25°C) o homogenato foi acrescido de 200 uL de cloroférmio,
deixado em repouso por 15 min a temperatura ambiente e subsequentemente
centrifugado por 15 min a 2°C a 12000 rpm. A fase aquosa, que contém o RNA, foi
separada, acrescida de 500 pL de isopropanol e armazenada no freezer a -20°C por
1 h. ApOs essa etapa a amostra foi submetida a centrifugagdo por 10 min a 4°C a
12000 rpm e submetida a um processo de lavagem. Resumidamente, o sobrenadante
foi descartado, ao precipitado foi adicionado 1 mL de alcool 75%, centrifugado por 10
min a 4°C a 12000 rpm, repetindo-se essa etapa duas vezes. O precipitado foi
dissolvido/suspenso em 50 pL de agua livre de RNAse. A leitura da concentragao de
RNA foi avaliada a 260 nm e a pureza a partir da relagdo 260/280 nm no aparelho

Nanodrop (DeNovix). A partir dessa extragao, foi preparado o cDNA através da reagao
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de transcricao reversa utilizando-se kit comercial (High-Capacityc DNA kit, Applied
Biosystems). Foi preparado uma mistura contendo os componentes: tampao RT 10x,
mixdNTP 25x 100 Mm, primers RT 10x, transcriptase reversa, inibidor de RNAse, agua
livre de RNAse, e adicionado a amostra, conforme orientagao do fornecedor do kit
comercial. A amostra foi levada ao termociclador. A expressado génica foi analisada
por PCR em tempo real quantitativa a partir dos valores de AAct (Rotor Gene Q -
Qiagen) (Platinum® SYBR® Green gPCR Supermix UDG, Invitrogen). O constitutivo
utilizado foi o beta-2-microglobulina (B2M).

As sequéncias de primers utilizadas foram:

Arginase 1 sense 5'GGAAGAGTCAGTGTGGTGGTGCY
anti-sense 5'CAGGAGAAAGGACACAGGTTGCY
B2M sense 5'CCCCACTGAGACTGATACATACG3’
anti-sense 5'CGATCCCAGTAGACGGTCTTG3’
IL10 sense 5'TGCCAAGCCTTATCGGAAATGY
anti-sense 5’AAATCGATGAGAGCGCCTCAGY
IL1B sense 5'GGCAGCTACCTGTGTCTTTCCCZ
anti-sense S’ATATGGGTCCGACAGCACGAG
F4/80 sense 5'CCTGAACATGCAACCTGCCAC3’

anti-sense 5'GGGCATGAGCAGCTGTAGGATCZ,

As analises da expressao génica foram realizadas usando um meétodo descrito
por Livak e Schmittgen (2001) e Pfaffl (2001).

4.8 Avaliagao da expressao de F4/80 — Imuno-histoquimica (IHC)

O figado foi fixado em solucdo de formaldeido a 10%, durante 8 horas. Ao
término do periodo de fixagcdo, os fragmentos foram armazenados em cassetes
individuais e mantidos em solugéo de alcool 70% overnight. Posteriormente, o material
foi submetido a uma sequéncia de banhos com alcool 95%, alcool 100% e xilol. Ao
término dos banhos, o material foi incluido em parafina, a uma temperatura de 60°C.
Os cortes foram realizados em micrétomo (Zeiss), com espessura de 5um e
desparafinizados em xilol e reidratados em etanol (100-75%). A recuperagao
antigénica foi realiza por aquecimento (98 °C) em tampéo citrato de so6dio 10 mM
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contendo Tween 20 0,05% (pH 6.0, 10 min) e a peroxidase enddgena foi bloqueada
por H202 1% (v/v) em tampéao PBS (22 °C, 45 min). Cada uma das etapas posteriores
foi seguida por lavagem das amostras em tampao PBS (100 mL, 5 minutos), exceto
antes da incubacdo com o anticorpo primario, feito em camara umida. Os sitios
inespecificos foram bloqueados com o soro de cabra (doador do anticorpo secundario)
diluido em PBS (1:1) contendo 10% de albumina do soro bovino (Sigma, St. Louis,
MO) por 1 h a temperatura ambiente (22°C). Em seguida, os cortes foram incubados
durante toda a noite com o anticorpo primario policlonal anti-F4/80 (Bio-Rad AbD
Serotec, UK) diluido em PBS (1:200) contendo 0,3% de Tween 20 a 4°C. Adiante, os
cortes foram incubados por 1 h com o anticorpo secundario de coelho conjugado com
imunoperoxidase (1:1000) (Sigma-Aldrich, USA) diluido em PBS, em temperatura
ambiente. Afim de amplificar a reagao de imunoperoxidase, foi feita incubagdo com o
complexo estreptavidina de um kit comercial (Vectastin ABC Kit; Vector Laboratories,
USA) por 1 h em temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionada uma gota de 3-
3’-diaminobenzidina 0,3% (Pierce, Rockford, EUA) em PBS com H>O (0,03%, v/v),
deixado incubar por 3 min e os cortes foram contra-corados com hematoxilina de
Harris, desidratadas e dispostas sob as laminas. As imagens foram selecionadas e
fotografadas com o auxilio de microcopio Nikon Eclipse E600 (Nikon, Jap&o) acoplado
a camera digital Olympus DP-72 (Olympus, Japao). A area imunomarcada foi
analisada com o programa de imagem I/mage Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics Co.,
Bethesda, MD, EUA). Pelo menos 5 areas por lamina foram selecionadas. Para
garantir a comparacéo entre as secgdes, todas a configuragbes para obtengédo das
imagens (tempo de exposigao e iluminagao) foram mantidas constantes. A expressao
de F4/80 foi calculada da seguinte maneira: a area total da imagem foi demarcada e
medida. A area ocupada por células expressando F4/80 foi quantificada dentro da
area delimitada. Um filtro de cores pré-estabelecidas foi aplicado a area selecionada.

O resultado foi expresso como porcentagem de area positiva em relagédo a area total.

4.9 Avaliacao do estresse oxidativo

4.9.1 Reacéo do acido tiobarbiturico (TBARS)
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A determinagdo dos produtos de reagdo do acido tiobarbitiurico (TBA)
determina a quantidade de peroxidagao lipidica mediante a quantificagdo dos
aldeidos formados pela degradacédo de hidroperéxidos, incluindo o malondialdeido
(MDA). O método empregado foi de acordo com Conti e colaboradores (1991) que
utiliza uma curva padrao de MDA e leitura realizada em fluorimetro com Aexc 530nm
e Aem 590 nm.

As amostras de figado foram pesadas (~50 mg) em microtubo de 1,5 mL e
homogeneizadas em 200 pL de solugdo de fosfato de potassio 100 mM, pH 7,4
contendo butil hidroxitolueno 2 mM (BHT). Para as amostras de soro, uma aliquota
de 20 pl foi misturada a 180 pl de tampao fosfato + BHT. Em seguida, 400 pL de
solugao acida (contendo TBA 0,37%, acido tricloroacético 15% e acido cloridrico 0,25
N) foram adicionados em cada tubo e entao incubados em estufa a 90°C durante 45
minutos. No final da incubagéao, os tubos foram colocados em gelo por 5 min e 300 pL
da reacao foram transferidos para outro tubo contendo 300 pL de butanol e 30 uL de
solugao saturada de NaCl. Os tubos foram agitados vigorosamente em vortex por 30
segundos e em seguida, centrifugados a 10.000 g durante 5 minutos. Finalmente, 200
WL dos sobrenadantes (fase superior organica) foram pipetados em microplaca escura
e a leitura de fluorescéncia foi realizada em Aexc 530nm e Aem 590 nm. Em paralelo,
uma curva padréao foi feita pela hidrolise do composto 1,1,3,3, tetrametoxipropano
(TMP) com concentragdes de 0,003 a 25 uM em tampao fosfato contendo BHT. Os
resultados foram expressos como nmol de equivalentes de MDA/mg de tecido ou por

ml de soro.

4.9.2 Analise da expressao de residuos proteicos de nitrotirosina (NT) e de proteinas
carboniladas - Método de SLOT BLOT

As amostras de figado (~50 mg) foram homogeneizadas em 500 uL de tampao
Tris-HCI 50 mM, pH 7,4 contendo 1 mM de PMSF e em seguida, centrifugadas a
1000g e 4°C por 5 minutos. Amostras de soro foram diluidas 1:100 com o mesmo
tampé&o. A concentragdo de proteinas totais nas amostras foi determinada através do
método de Bradford (1976) e em seguida, foram entdo diluidas em tampé&o de
homogeneizagao para a concentragao de proteinas de 12,5 pug/ml.
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4.9.2.1 Anélise de proteinas nitradas em residuos de tirosina

Duas e meio ug de proteina total dos homogenatos teciduais (ou 200 pL do
soro) foram aplicadas em membrana de nitrocelulose através do sistema Slot Blot
(BIO DOT SF — BioRad) utilizando-se vacuo. As membranas foram entao coradas com
solugédo de vermelho de Ponceau e fotografadas a fim de verificar-se a eficiéncia da
transferéncia. As membranas foram descoradas em tampao TBS-t (20 mM de Tris-
HCI, 137 mM de NaCl, pH 7,4, contendo 0,2% de Tween-20) e em seguida incubadas
com solugéo de albumina de soro bovino em TBS-t (BSA 3%) para bloqueio de sitios
inespecificos, por uma hora, sob agitagdo continua. Apds este periodo, as membranas
foram incubadas com o anticorpo primario anti-nitrotirosina (camundongo) na diluigao
de 500 ng/mL em BSA 3%, durante 16 hs sob agitacdo continua a 18°C. As
membranas foram lavadas com TBS-t e incubadas com o anticorpo secundario de
cabra anti-camundongo conjugado com peroxidase na diluicdo de 1:5000 em BSA
1,5% por duas horas. As membranas foram posteriormente lavadas com TBS-t e as
bandas imunoreativas foram reveladas por quimiluminescéncia e detectadas num
sistema Image Doc (Bio Rad, EUA). As intensidades das bandas foram quantificadas
por densitometria, empregando-se o software Image J 1.43u (National Institute of
Health, USA) (imagej.net/Downloads). Os resultados foram normalizados pela

densitometria das respectivas bandas quando coradas com Ponceau.

4.9.2.2 Anélise de proteinas carboniladas

Duas e meio ug de proteina total dos homogenatos teciduais (ou 200 pL do soro)
foram aplicados em membrana de PVDF através do sistema Slot Blot (BIO DOT SF —
BioRad) utilizando-se vacuo. A membrana de PVDF foi previamente ativada com 10
mL de metanol durante 1 min e em seguida, em solu¢gao metanol 20% + TBS 80%
(Tris-base 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7,4) por 5 min. Apds a transferéncia das
amostras, a membrana foi lavada em metanol durante 1 min e em seguida foi corada
com vermelho de Ponceau e fotografadas. A membrana foi lavada 3 x em solugéo
metanol 20% + TBS 80% para retirar o corante de Ponceau. Em seguida, a membrana
foi incubada com HCI 2N por 5 min e a reacéo de derivatizacao iniciada pela adicao
de solugéo de DNPH 0,1 mg/mL (2,4- dinitrophenylhydrazine previamente preparada
em HCI 2N) por exatamente 5min. Depois, foi lavada 3 vezes em HCI 2N por 5 min; 3
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vezes em metanol 100% por 5 min e finalmente bloqueada com BSA 3% em TBS-t
(TBS contendo 0,2% tween-20) por 1 h. A incubagao com anticorpo primario anti-DNP
foi realizada “overnight” a 18°C (1:25.000 em tampao de bloqueio, Abcam, UK). A
seguir, a membrana foi lavada com TBS-t e incubada com o anticorpo secundario anti
coelho conjugado com peroxidase (Bio Rad, EUA) na diluigdo de 1:10.000 em BSA
1,5% por duas horas. Posteriormente, a membrana foi lavada com TBS-t e as bandas
imunoreativas foram reveladas por quimiluminescéncia e detectadas em sistema
Image doc (Bio Rad, EUA). As intensidades das bandas foram quantificadas por
densitometria, empregando-se o software Image J 1.43u (National Institute of Health,
USA) (imagej.net/Downloads). Os resultados foram normalizados pela densitometria
das respectivas bandas quando coradas com Ponceau. Em paralelo, uma membrana
foi processada sem a reagao de derivatizagao (nao foi incubada com DNPH, somente
com o HCI 2N) para excluir qualquer marcagao inespecifica (ROBINSON et al., 1999).

4.10 Analise Estatistica

Os resultados foram analisados por meio do programa GraphPad Prism versdo
6.0° (GraphPad Software, La Jolla-CA, USA). O tamanho amostral minimo por grupo
para cada parametro analisado foi definido através do n suficiente para realizagao da
analise da distribuicdo das amostras através do D’Agostino and Pearson omnibus
normality test recomendado pelo programa GraphPad Prism versédo 6.0®. Todas as
variaveis estudas nessa tese tiveram as amostras avaliadas quanto a distribuicao
normal e em seguida submetidas a analise estatistica de variancia ANOVA one-way
ou two-way. Quando o teste apresentou diferenga significativa foi seguido do teste
post-hoc de Bonferroni (Bonferroni Multiple Comparison Test), conforme sugerido pelo
préprio programa (p < 0,05). Os resultados foram expressos como média + erro padrao
da média (M + EPM).
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5.1 Dieta hiperlipidica promove resisténcia a insulina

A fim de confirmar a resisténcia a insulina, camundongos alimentados com a
dieta hiperlipidica (DH) tiveram medidas as constantes de decaimento da glicose (Kit)
apods 2, 4, 6, 8 e 10 semanas do inicio da dieta. Enquanto os animais alimentados com
a DP mantiveram esse indice semelhante ao longo dessas 10 semanas (média de 4,0
+ 0,2% *min"), os alimentados com a DH apresentaram redugéo do Kita partir de 10
semanas (3,5 + 0,3% *min-") (Figura 9).

Figura 9 — Evolugdo da tolerancia a insulina medida pelo Kitt em camundongos
alimentados por dieta hiperlipidica (DH) e a correspondente dieta padrao (DP). Os
animais tinham idade inicial de 8 semanas.
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Os simbolos € as barras verticais representam a média € o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do pos-teste de Bonferroni, “p < 0,05 (DP2 vs. DH10), #*p < 0,05 (DH2 vs. DH10), p < 0,001
(DH4 vs. DH10), (n = 5).

5.2 Dose resposta e efeito tempo dependente de administracao de extrato de
Uncaria tomentosa sobre a sensibilidade a insulina de animais alimentados com
dieta padrao e hiperlipidica

Foram avaliadas 3 doses de extrato de Uncaria tomentosa, 50, 100 e 200 mg/kg
de massa corporal, uma vez ao dia via oro-gastrica (gavagem). Além disso, avaliamos

3 periodos de tratamento, 24 horas apds a ultima dose. Nos controles foram avaliados
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apos: um dia (dose unica), 5 dias e 10 dias consecutivos de administragao. Os animais
com resisténcia a insulina induzida pela dieta foram avaliados apo6s 5, 10 e 20 dias de
tratamento com as mesmas doses do extrato.

O Kiit dos animais alimentados com dieta padréo (DP) foi de 4,8 + 0,6 % * min-
. A administragdo em dose Unica do extrato ndo induziu modificagdo nesse indice
para qualquer uma das 3 doses avaliadas (DP50: 5,8 + 0,5 % *min-'; DP100: 4,1 £ 0,3
% *min-' e DP200: 4,7 £+ 0,4 % *min™") (Figura 10A). Por outro lado, o tratamento por
5 dias consecutivos induziu aumento de aproximadamente 55% (p<0,05) do Kit com
as doses de 50 e 100 mg/kg quando comparadas ao grupo controle, sem diferenga
com a dose de 200 mg/kg (Figura 10B). No entanto, o tratamento por tempo maior, 10

dias consecutivos ndo modificou essa constante (Figura 10C).

Figura 10 — Teste de tolerancia a insulina em animais alimentados com dieta padrao
tratados com doses diarias (50, 100 e 200 mg/kg) por 1, 5 e 10 dias consecutivos do
extrato de Uncaria tomentosa.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-way”
seguido do pds-teste de Bonferroni, ‘p < 0,05 (comparados a DP), #p < 0,05 (comparado a DP200), (n
= 5).

Nos animais com resisténcia a insulina devido a DH (Kix: 1,6 £ 0,2% *min') , o
uso do extrato foi capaz de aumentar a sensibilidade ao horménio para
aproximadamente 3 e 6 vezes (p<0,05) o detectado em todos os tempos de tratamento
(Figura 11).

A partir desses dados foi escolhida a dose 50 mg/kg de massa corporal do

fitoterapico por 5 dias consecutivos. Essa dose corresponde a menor que fez efeito
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em menor tempo de tratamento.

Figura 11 — Teste de tolerancia a insulina em animais alimentados com dieta
hiperlipidica tratados com doses diarias (50, 100 e 200 mg/kg) por 5, 10 e 20 dias
consecutivos do extrato de Uncaria tomentosa

5 dias 10 dias 20 dias
15 20- 20
_, ot 15 15
T s & E
£ £ £
: #85 * 10] "R x 101 #
2 2 2
= = T # = # T #
¥ 57 X 'Y
5 5]
* * .
0 N 0 > o >
4 N\ S R4 \) N\ O Q \) N\ O\
Q Y S N Q Y S N Q Y S N
DR IR SR 8L L

As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “one-way”
seguido do pds-teste de Bonferroni, ‘p < 0,05 (comparados a DP), #p < 0,05 (comparados a DH),
&p < 0,05 (comparado a DH50), *p < 0,05 (comparado a DH100) (n = 5).

5.3 Uncaria tomentosa reduz glicemia e insulinemia de jejum e melhora
tolerancia a glicose em animais alimentados com dieta hiperlipidica e
geneticamente obesos

A glicemia de jejum dos animais alimentados com DH (151 + 4 mg/dL) foi
reduzida em cerca de 15% apos o tratamento com a Uncaria tomentosa (127 + 6
mg/dL, p<0,05) (Figura 12A). Ademais, a elevada insulinemia desses mesmos (DH:
1,3 £ 1,2 ng/mL vs. DP: 0,2 £ 0,04 ng/mL, p<0,05) foi reduzida para 54% (0,7 £ 0,1
ng/mL, p<0,05) (Figura 12C).

A reduzida toleréncia a glicose do grupo DH, representada pelo aumento da
area sobre a curva (DH: 34354 + 1358 vs. DP: 26361 + 875 e DP+UT: 25231 £ 755,
p<0,05) ndo foi modificada apds o uso do fitoterapico (DH+UT: 34735 £ 1748) (Figura
12B).

A sensibilidade a insulina medida pelo teste tolerancia a insulina (ITT)
confirmou os dados observados na dose resposta (Figuras 10 e 11), ou seja, 0 uso do
fitoterapico reduz a glicemia tanto nos controles (DP) quanto nos alimentados com a
DH (Figura 12D).
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Figura 12 — Glicemia de jejum (12 h), GTT, insulinemia e ITT de animais alimentados
DH tratados com doses diarias de 50 mg/kg do extrato de Uncaria tomentosa durante
5 dias consecutivos.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”

seguido do pos-teste de Bonferroni, ‘p < 0,05 (comparados a DP), #p < 0,05 (comparados a DP+UT),
&p < 0,05 (comparados a DH), (n = 10).

Nos animais hiperglicémicos ob/ob o tratamento com UT induziu reducdo da
glicemia (205 £ 15 vs. 164 + 11 mg/dL, p<0,05) (Figura 13A). Essa modificagcao foi
acompanhada de aumento da insulinemia (3,4 + 0,7 vs. 7,0 £ 1,2 ng/mL, p<0,05)
(Figura 13 C).

A tolerancia a glicose foi aumentada nos animais ob/ob tratados com o fitoterapico,
representada pela redugéo da area sob a curva do GTT (35730 + 2969 vs. 52759 +
3120, p<0,05) (Figura 13B).

A sensibilidade a insulina medida pelo ITT ndo mostrou diferenca estatistica

significante entre os grupos (Figuras 13D).
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Figura 13 — Glicemia de jejum (6h), GTT, insulinemia e ITT de animais ob/ob tratados
com dose de 50 mg/kg do extrato de Uncaria tomentosa durante 5 dias consecutivos.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste f, *p < 0,05
(ob/ob vs. ob/ob +UT), (n = 4 - 5).

5.4 Efeito da Uncaria tomentosa sobre ingestdao alimentar, massa corporal,
consumo de oxigénio, producdo de diéxido de carbono e ritmo de troca
respiratéria (RER)

O consumo alimentar foi aumentado no grupo DH (29,4 + 1,5 g) em relagéo ao
grupo DP+UT (19,9 + 1,8 g) (p<0,05), porém nao diferiu do grupo DP (21,9 + 1,5 g)
(Figura 14A), o grupo DH+UT néo teve diferenga significante do DH. Acompanhando
esse efeito, a ingestao caldrica do grupo DH foi maior do que o grupo DP (p<0,05). O
tratamento com UT nao induziu diferenga significante com o grupo DH (162 £ 8,1 vs.
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141 £ 12,9 cal/g). Como esperado, o indice de massa corporea (IMC) foi maior no
grupo DH (0,13 + 0,002 g/cm?) e DH+UT (0,11 = 0,002 g/cm?) quando comparado aos
grupos DP (0,09 + 0,002 g/cm?) e DP+UT (0,09 + 0,004 g/cm?)(p<0,05), porém o uso
da UT induziu reducdo de aproximadamente 22% na massa corporal nos obesos
devido a DHL (DH+UT) (p<0,05) (Figura 14B). Os animais do grupo DH apresentaram
um menor gasto energético, com redugéo de 13 e 17% no VO2e 21 e 29% no VCO:
nos periodos diurnos e noturnos, respectivamente, comparados aos grupos DP
(100%, p<0,05). O tratamento com UT induziu aumento nesse gasto energético em 9
e 7% no VO2 e em 7 e 5% no VCO2, tanto na fase diurna quanto noturna
respectivamente (Figura 14C e D). O coeficiente de troca respiratéria (RER) dos
animais alimentados com DH foi reduzido em 11% em ambos os periodos e o

tratamento com UT nao apresentou nenhum efeito adicional (Figura 14E).

Figura 14 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre parametros metabdlicos nos animais
alimentados com dieta hiperlipidica
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do pds-teste de Bonferroni, ‘p< 0,05 (comparados a DP) #p < 0,05 (comparados a DP+UT) ¥p<
0,05 (comparados a DH), (n = 4 - 5).
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O consumo alimentar e calérico ndo apresentou diferenga significante entre os
grupos ob/ob (20,4 + 1,6 g) e ob/ob + UT (19,8 + 0,4 g) (Figura 15A). O indice de
massa corporea (IMC) acompanhou 0s consumos, ou seja, ndo apresentou diferenga
significante entre os grupos (ob/ob: 0,17 + 0,007 vs ob/ob + UT: 0,17 + 0,002 g/cm?)
(Figura 15B). O gasto energético dos animais ob/ob (VO2: 1808 + 32,0 / 1758 %
28,3mL/kg/h e VCO2: 1679 + 66,8 / 1594 +40,8mL/kg/h), ndo apresentou diferenca
significante em comparagao aos ob/ob tratados com UT (VO2: 1911 £ 74,3 e 1797 £
65,8 mL/kg/h e VCO2: 1753 + 65,2 e 1597 65,0 mL/kg/h) nos periodos diurnos e
noturnos respectivamente (Figura 15C - D). O RER nao apresentou diferenca
significante entre os animas tratados ou ndo com UT (diurno: 0,9 + 0,01 vs. 0,9 £
0,006; noturno: 0,9 + 0,02 vs. 0,9 + 0,02) (Figura 15E).

Figura 15 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre parametros metabdlicos nos animais
ob/ob
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t, (n = 3 - 5).

5.5 Efeito da Uncaria tomentosa sobre enzimas e morfologia histolégica
hepaticas

5.5.1 Enzimas hepaticas - Alanina aminotransaminase (ALT) e aspartato
aminotransaminase (ST)
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Os animais alimentados com DH apresentaram aumento de aproximadamente
4 vezes na atividade de ALT sanguinea quando comparada aos animais controles (98
+ 3 vs.24 + 16 U/L, p<0,05) e o tratamento com UT nao teve diferenga (98 £ 3 vs. 110
+ 8 U/L) (Figura 16A). A atividade de AST nao teve diferenga entre os grupos (Figura
16B).

Figura 16 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre as enzimas hepaticas de animais
alimentados com dieta hiperlipidica em relacéo a dieta padrao.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do pés-teste de Bonferroni, "p < 0,05 (comparados a DP) #p < 0,05 (comparados a DP+UT), (n
=4-5).

Nos ob/ob o tratamento com UT nao modificou os valores de ALT e AST
sanguineos (ALT: 44 +5vs. 51 £+ 6 U/L e AST:111 £ 11 vs. 115 £ 9 U/L) (Figura 17).
No entanto, os valores de ALT foram maiores nos camundongos ob/ob quando

comparada aos animais controles magros (24 + 16 U/L).
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Figura 17 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre as enzimas hepaticas de animais
ob/ob.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t student
(n=4).

5.5.2 Aspectos morfolégicos

Cortes de 5 ou 12 micrometros de figados de camundongos dos distintos
grupos foram corados com 4 corantes distintos: HE, ORO, tricrdmio de Masson e
Picrosirious. O HE foi utilizado para analise morfoldgica dos hepatécitos e avaliagao
de potencial infiltrado inflamatdrio nos espacgos perivasculares. O ORO cora gorduras
em vermelho. Tricromio de Masson e Picrocirius foram utilizados para marcar fibras
colagenas, o primeiro marcando em azul e o segundo em vermelho.

O figado dos animais alimentados com DH apresentaram esteatose
macrovesicular em 28 + 1% dos hepatdcitos examinados. Além disso, foram
detectados hepatécitos com balonizagdo, infiltrado inflamatério no espaco
periventricular (Figura 18A). Os cortes corados com ORO confirmaram a presenga de
gordura intracelular (Figura 18B). Foi detectada maior presenga de fibras colagenas
coradas nos espacos vasculares em 67 + 4% dos campos analisados quando
comparados aos figados dos animais controles (0%, p<0,05) (Figura 18A e C).

O tratamento com UT reduziu para 35% o acumulo de lipidios nos hepatécitos
(19 £ 2%, p<0.05) (Figura 18B) e em 33% a deposi¢cao de colageno (para 45 + 5%)
(p<0.05) (Figura 18C).

A analise dos cortes de figado dos animais ob/ob corados com HE revelou

esteatose de aspecto microvesicular e praticamente nenhum infiltrado inflamatoério nos
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espacos perivasculares. O tratamento com a UT apresentou redugao em 20% do
conteudo de gordura intracelular (100 + 5% vs. 80 + 3%, p<0,05) (Figura 19A e B). Os

animais ob/ob nado apresentaram aumento da presenca de colageno no espago
periportal.

Figura 18 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre goticulas de gordura, infiltrado
inflamatério e deposigao de fibras colagenas no figado de animais alimentados com
dieta hiperlipidica em relagéo a dieta padrao.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do pos-teste de Bonferroni, ‘p < 0,05 (comparados a DP) #p < 0,05 (comparados a DP+UT),
&p < 0,05 (comparados a DH) (n = 3 - 4).

Figura 19 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre goticulas de gordura e deposigéo de
fibras colagenas no figado de animais ob/ob.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t student *p <
0,05 (ob/ob vs. ob/ob +UT), (n =3 - 4).

5.5.3 Efeito da Uncaria tomentosa sobre a expressao proteica dos elementos iniciais
da acéao insulinica celular

Os animais em privagdo alimentar de 6 horas e anestesiados receberam
infusdo endovenosa de insulina para a subsequente avaliacdo das relagdes
estequiométricas da fosforilacdo induzida pelo horménio do IR, IRS1 e AKT. Como
esperado, houve aumento dessa relacdo nos animais estimulados quando
comparados aos nao estimulados com insulina. No entanto, houve incremento
diferente entre os grupos alimentados com DP ou DH para IRS-1 e AKT (Figura 20).

O grau de fosforilagdo da subunidade B do IR induzido pela insulina foi
semelhante entre os distintos grupos (DP: 1,2 £ 0,01; DP+UT: 1,0+ 0,1; DH: 0,8 £ 0,2
e DH+UT: 1,3 £ 0,1) (Figura 20A).

O grau de fosforilacdo do IRS-1 induzido pela insulina (Figura 20B) foi menor
nos figados dos animais do grupo DH para cerca de 40% do detectado nos animais
controles (DP, p<0,05). Por outro lado, o tratamento com a UT resultou em aumento
desta fosforilagao induzida agudamente pelo horménio. Nos animais do grupo controle
(DP+UT) este aumento foi de aproximadamente 30% e nos alimentados com a DH
(DH+UT) a resposta foi semelhante ao obtido nos animais controles, ou seja, para
aproximadamente 2,4 vezes o detectado nos DH (p<0,05).

O grau de fosforilagdo em residuo serina da AKT (pSer3%’), que se localiza a
jusante da ativagao/fosforilagéo do IRS-1 induzido pela insulina, seguiu perfil parecido
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ao IRS-1 com excegao do DH+UT (Fig. 20C). O tratamento com o extrato de UT foi
capaz de induzir aumento na fosforilagdo induzida da AKT para aproximadamente 2,5
vezes no animal magro (DP+UT) em relagdo ao seu respectivo controle (DH, p<0,05)
e um aumento de aproximadamente 50% o detectado nos animais com DH (DH+UT,
p<0,05). No entanto, esse aumento da fosforilagdo da AKT no figado dos animais
obesos devido ao uso da DH ainda foi menor do que o atingido nos animais controles
(Figura 20D).

Figura 20 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre a atividade das proteinas da via de
sinalizacdo da insulina no figado metabdlicos nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do pds-teste de Bonferroni, ‘p < 0,05 estimulados (+) vs. ndo estimulados (-), #p < 0,05
comparados a DP (+), &p < 0,05 comparados a DP+UT (+), $p < 0,05 comparados a DH (+), (n = 5).

Resultados similares foram obtidos para os animais ob/ob em relagdo ao
estimulo com a insulina (Figura 21). O grau de fosforilagédo induzido pela insulina do
IR e do IRS-1 foram aumentados quando comparados aos grupos néo estimulados. A
intensidade da resposta para o IR foi semelhante entre os 2 grupos (Fig. 21A). No
grupo que recebeu UT o grau de fosforilagdo em tirosina do IRS1 duplicou em relag&o
ao veiculo (Figura 21 B, p<0,05). No entanto, o grau de fosforilagdo em serina da
proteina pAKT foi semelhante entre os grupos e ndo atingiu diferengca na condigc&o
basal (sem estimulo com insulina) ou pés-estimulo com o horménio (Figura 21C). O
tratamento com UT (ob/ob+UT) resultou em redugédo da fosforilagdo do IRS-1 no
residuo Ser®"” ( p < 0,05, Figura 21D).



Araujo, L. C. C. 68
Resultados

Figura 21 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre a atividade das proteinas da via de
sinalizagao da insulina no figado de animais ob/ob
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t student, &p
< 0,05 (ob/ob- vs. ob/ob+UT-, ob/ob- vs. ob/ob+UT+), ¥p < 0,05 (ob/ob+ vs. ob/ob+UT-, ob/ob+ vs.
ob/ob+UT+), &p < 0,05 (comparados com DH), (n = 5).
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5.5.4 Efeito da Uncaria tomenntosa sobre marcadores inflamatorios em fragmentos
hepaticos dos camundongos obesos

Foram avaliados a expressdao e grau de fosforilagdo das proteinas
intracelulares JNK, Ikkb e NFkb e do TNFa, e a expressao génica das citocinas IL-1B
e IL-10, da arginase1 e do marcador de macrofagos ativado F4/80.

Os graus de fosforilagdo da JNK, IkkB, NFkB foram aumentados em (36 + 13,
50 + 8, 133 £ 28%, respectivamente, p < 0.05) no grupo DH quando comparados com
o grupo DP (Figura 22A, B e C, respectivamente), a expressao proteica de TNFa
também foi aumentada quando comparada ao grupo controle (DP) (0,7 £ 0,1 vs. 6,8 £
0,9 unidades arbitrarias, p < 0.05) (Figura 22D). O tratamento com UT dos animais
alimentados com DH promoveu uma redugao de 20 + 7%, 42 + 14%, 71 + 35% nas
atividades/fosforilagdes da JNK, Ikkp3 e NFkB, respectivamente, e reduziu a expressao
de TNFa (0,3 + 0,04 unidades arbitrarias, p < 0.05), quando comparadas aos animais

alimentados com DH (Figura 22).

Figura 22 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre a atividade das proteinas da via de
sinalizagao da inflamacgao no figado metabdlicos nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do pos-teste de Bonferroni, ‘p < 0,05 (comparados a DP), #p < 0,05 (comparados a DP+UT),
&p < 0,05 (comparados a DH) (n =4 - 6).

A DH induziu aumento do mRNA dos marcadores pro-inflamatoérios F4/80 e
IL18 para 170 £ 12% e 177 + 18%, respectivamente, no figado dos animais em
comparagdo ao detectado nos animais com DP (p < 0.05) (Figura 23A e B).
Concomitantemente, a expressdo génica dos marcadores anti-inflamatorios, IL10 e
arginase1, foram reduzidos para 50 + 15% e 62 1+ 6% em relagao aos controles (p <
0.05) (Figura 23C e D). O tratamento com UT aumentou os marcadores anti-
inflamatérios, IL10 para 100 £ 17% e arginase para 87 + 6%, acompanhado por
reducado dos marcadores pro-inflamatorio, F4/80 para 40 + 6% e IL1B para 67 £ 17%

quando comparados ao grupo controle (Figura 23).



71

Araujo, L. C. C.
Resultados

Figura 23 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre expressao génica de marcadores pro
(F480 e IL1B) e anti-inflamatdrio (IL10 e arginase1) no de animais alimentados com
dieta hiperlipidica
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do pos-teste de Bonferroni, ‘p < 0,05 (comparados a DP), #p < 0,05 (comparados a DP+UT),
&p < 0,05 (comparados a DH) (n =5 - 7).

Nos animais ob/ob o tratamento com UT reduziu a relagao estequiométrica do
IkkB (42 £ 4%) e a do NFkB (75 £ 25%) comparado ao grupo ob/ob (p < 0,05), sem
afetar a JNK (Figura 24). Similarmente, o tratamento reduziu o mRNA para 38 + 6% e
de F4/80 para 39 + 9% (p < 0,05). Nao foi detectada diferenga na expressdo dos

marcadores anti-inflamatdrios (IL10 e arginase1) nos animais ob/bo (Figura 25).
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Figura 24 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre a atividade das proteinas da via de
sinalizagao da inflamagao no figado metabdlicos de animais ob/ob.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t student, *p
< 0,05 (ob/ob vs. ob/ob+UT), (n = 5).

Similarmente, o tratamento reduziu as expressdes génicas de F4/80 e IL13 (38
+ 6% e 39 £ 9% vs. 100 = 18% e 100 £ 23%, respectivamente, p < 0,05). Nao foi

detectada diferenga na expressdo dos marcadores anti-inflamatérios (IL10 e

arginase1) nos animais ob/ob (Figura 25).
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Figura 25 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre expressao génica de marcadores pro
(F480 e IL1PB) e anti-inflamatdrio no figado (IL10 e arginase1) metabdlicos de animais
ob/ob.
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As colunas € as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste t student, *p
< 0,05 (ob/ob vs. ob/ob+UT), (n = 5).

5.5.4 1 Infiltracdo de macrofagos no figado

Foi realizada a imuno-histoquimica com anticorpo anti-F4/80 para confirmar o
aumento da expresséo génica desse marcador inflamatorio no figado dos animais
obesos. Foi detectado aumento de 3 vezes mais células no figado dos animais
alimentados com a DH comparados aos DP. O tratamento com UT reduziu as células
positivas de F4/80 no tecido aos niveis do controle (DP) (p < 0.05) (Figura 26).
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Figura 26 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre infiltracao de macréfagos no figado
metabdlicos de animais alimentados com dieta hiperlipidica

DP DP+UT

* #

Expressao de F480 (%)

Imagens microscépicas do figado com marcagao de F4/80 por imunohistoquimica. Barra de escala de
50 ym e aumento de 400X. As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m,,
respectivamente. ANOVA “two-way” seguido do pos-teste de Bonferroni, ‘p < 0,05 (comparados a DP),
#p < 0,05 (comparados a DP+UT), ép < 0,05 (comparados a DH) (n =4 - 5).

Nos figados dos camundongos ob/ob, que apresentaram percentual menor de
células marcadas com F4/80 do que nos alimentados com a DH (~0,7%), o tratamento

com a Ut induziu redugéo para quase 1/3 do detectado (0,2%, p < 0,05) (Figura 27).
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Figura 27 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre infiltracao de macréfagos no figado
metabdlicos de animais ob/ob.
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As colunas € as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste ¢ student, *p
< 0,05 (ob/ob vs. ob/ob+UT), (n = 4).

5.5.5 Efeito da Uncaria tomentosa sobre parametros de estresse oxidativo no soro e
figado dos camundongos obesos e controles

As dosagens de TBARS, carbonilagao e nitragao das proteinas sanguineas nao
apresentaram diferengas entre os grupos DP, DP+UT, DH e DH+UT no sangue (1,9 £
0,2vs.1,2+0,2vs.1,7+0,2 vs. 1,7 £ 0,04 nm/mL); (0,3 £ 0,06 vs. 0,3 £ 0,03 vs. 0,3
+ 0,04 vs. 0,3 + 0,04 nm/mL); (0,3 + 0,05 vs. 0,4 + 0,07 vs. 0,4 + 0,06 vs. 0,5 £ 0,03
nm/mL), respectivamente (Figura 28A, B e C). As mesmas analises realizadas em
fragmentos hepaticos mostraram resultados similares ao do sangue (18,4 £ 1,8 vs.
19,0+£1,2vs.17,9+ 1,1 vs. 17,2 + 2,3 nm/mL); (0,3 £ 0,02 vs. 0,3 £ 0,04 vs. 0,2 £ 0,05
vs. 0,2 £ 0,03 nm/mL); (0,5 + 0,06 vs. 0,4 £ 0,08 vs. 0,4 + 0,05 vs. 0,2 £ 0,04 nm/mL),
respectivamente (Figura 28D, E e F).
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Figura 28 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre o estresse oxidativo no sangue e
tecido de animais alimentados com dieta hiperlipidica
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do poés-teste de Bonferroni, (n = 5).

Por outro lado, nos animais ob/ob, o tratamento com UT reduziu a quantidade
de TBARS, proteinas carboniladas e nitradas no sangue (1,7 £ 0,03 vs. 1,4 £ 0,06; 0,5
+ 0,04 vs. 0,3 £ 0,04; 0,7 £ 0,04 vs. 0,4 £ 0,02 nm/mL, p<0,05, respectivamente)
(Figura 29A, B e C). No entanto, nos fragmentos hepaticos ndo houve diferenca entre
os ob/ob (3,8 £ 0,7 vs. 4,2 + 0,6; 0,2 £ 0,02 vs. 0,2 + 0,02; 0,2 + 0,02 vs. 0,3 + 0,03
nm/mL, respectivamente) (Figura 29D, E e F).
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Figura 29 - Efeito da Uncaria tomentosa sobre o estresse oxidativo no sangue e
tecido de animais ob/ob.
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As colunas € as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. Teste ¢ student, *p
< 0,05 (ob/ob vs. ob/ob+UT), (n = 5).
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Nos investigamos o efeito do extrato bruto da planta Uncaria tomentosa sobre
a regulacdo da glicemia, o gasto energético, as caracteristicas da DHGNA e os
marcadores inflamatérios em tecido hepatico de dois modelos de camundongos
obesos: devido a dieta hiperlipidica, DH, e os com mutagao que nao produz a leptina,
ob/ob. No modelo de DH, o tratamento com UT reduziu o IMC em 22%, aumentou o
gasto energético, melhorou a sensibilidade a insulina e reduziu as caracteristicas
associadas a DHGNA. Além disso, nos camundongos ob/ob, houve uma melhora na
tolerancia a glicose com um aumento da insulinemia no jejum.

O desaparecimento (clearence) da glicose do plasma depende de alguns
fatores: 1) resposta secretoria de insulina e sua agao; 2) habilidade da glicose em
induzir o seu préprio metabolismo favorecendo sua captagdo pelos tecidos; 3)
suspender a produgao de glicose pelo figado. Os testes de tolerancia a glicose (GTT)
e insulina (ITT) avaliam a secrecédo e sensibilidade a insulina. No GTT, quando a
glicose € injetada, esta vai estimular a liberagdo de insulina que por sua vez reduzira
a glicemia. No ITT, quando a insulina é injetada, esta vai promover uma queda na
glicemia, através da supressao da producéo hepatica de glicose e pelo estimulo da
captacéo de glicose pelos tecidos sensiveis a insulina, musculo esquelético e adiposo.
O individuo é considerado mais sensivel a insulina quanto mais rapida e intensa for a
redugao da glicemia (GELONEZE; TAMBASCIA, 2006).

Alonso e colaboradores (2012) demonstraram em camundongos obesos,
devido a dieta hipercalérica (DIO) e em ob/ob, que a fase rapida de secregédo de
insulina € muito importante na manutencdo da homeostase de glicose, a semelhanga
do observado em humanos. Ademais, demonstraram um incremento na insulinemia
pos estimulo com glicose para aproximadamente 4 vezes nos ob/ob e para cerca de
30 vezes os DIO, com um protocolo experimental de jejum e dose de glicose
semelhante ao utilizado aqui.

Assim, a melhora da sensibilidade a insulina nos camundongos alimentados
com DH e tratados com UT, sem alteragdo no GTT, mas associada a redug¢ao da
insulina plasmatica em jejum, corrobora com a hipotese de que a insulina plasmatica
seria reduzida ao longo do teste de tolerancia a glicose. Dessa maneira, estaria
caracterizada uma melhora na secrecgéo da insulina induzida pela glicose, indicando
uma possivel reversao inicial da intolerancia a glicose desse modelo de obesidade.

Por outro lado, nos camundongos ob/ob, o tratamento com UT nao foi capaz
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de superar a resisténcia a insulina. E importante lembrar que este é um modelo de
diabetes tipo 2 (T2D), que apresenta uma resisténcia a insulina muito mais severa em
comparagao com camundongos alimentados com DH. O aumento da insulinemia
nestes camundongos tratados com UT, por sua vez, indica melhora na secregéo de
insulina induzida pela glicose. O que resultou na melhora da tolerancia a glicose
detectada.

Tem sido amplamente relatado que uma condigcado de baixa inflamacao cronica
esta associada a obesidade (ARKAN et. al., 2005; HOTAMISLIGIL, 2006). Nesse
estado de obesidade, a maioria das adipocinas sdo reguladas positivamente e
funcionam como proteinas pro-inflamatorias, que promovem doencas metabdlicas
ligadas a obesidade. Dentre essas adipocinas estdo, leptina — produto do gene ob,
TNF e IL-6 (OUCHI et al, 2011). Além disso, adipdcitos hipertroficos exibem
atividades prejudicadas de lipdlise e esterificagio lipidica que levam a um aumento
nos niveis de acidos graxos plasmaticos, uma redugdo na capacidade tamponante
dos acidos graxos e um rapido acumulo de gordura ectopica (ERTUNC;
HOTAMISLIGIL, 2016), que tem sido amplamente associada a resisténcia a insulina
hepatica (SHUMAN, 2014; CAMPOREZ et al., 2015; SAMUEL; SHUMAN, 2016).

Os acidos graxos saturados podem se ligar ao receptor do tipo Toll 4 (TLR-4) e
ativar respostas inflamatérias em macrofagos, células dendriticas, tecido adiposo e
figado. O TLR-4 ativa a via de sinalizagao intracelular IkkB/NFkB e MAPK (p38, JNKSs),
que, por sua vez, leva a transcricao de citocinas pré-inflamatérias (HUANG et al.,
2012; JIN; FLAVELL, 2013; ROCHA, 2016). IkkB e JNK também sao capazes de
induzir a fosforilagdo do IRS-1 em serina 307 (Ser3%’), o que prejudica a sinalizagéo
do receptor de insulina e leva a resisténcia insulinica (HIROSUMI et al., 2002;
HOTAMISLIGIL, 2003; HOTAMISLIGIL, 2008; VELLOSO, 2015; ERTUNC,
HOTAMISLIGIL, 2016). Os niveis reduzidos de JNK, IkkB, NFkB e TNF-a nos
camundongos tratados com UT reforcam o fato de que este extrato possui
propriedades anti-inflamatérias.

Em concordéncia com estudos anteriores, a resisténcia a insulina no figado
causada pelo acumulo de lipidios foi associada ao aumento da fosforilagdo do IRS-1
em serina (TANTI et al., 1994; COPPS et al., 2010; KATO et al., 2014; HANCER et
al., 2014; VELLOSO et al., 2015). A redugédo da fosforilagdo do IRS-1 em serina

induzida pelo tratamento com UT esta provavelmente relacionada com a melhora na
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sensibilidade a insulina no figado de ambos os camundongos, DH e ob/ob.
Considerando o efeito anti-inflamatério da UT e a reducéo da fosforilagdo do IRS-1
em serina, & plausivel que a sinalizagédo do receptor de insulina a jusante seja devida
ao aumento da fosforilagdo do substrato e, consequentemente, a transducgao
intracelular do sinal, ao invés de uma atividade aumentada da cinase do receptor de
insulina (IR).

O acumulo de lipidios nos hepatécitos é caracteristica da doenga gordurosa
hepatica. Essa por sua vez tem duas classificagbes centrais: uma relacionada ao
excesso de ingestado de alcool, tanto em quantidade quanto em cronicidade, e a
causas outras quando descartado o consumo de bebidas alcodlicas. Portanto, a DGH
é definida como alcodlica ou ndo alcodlica (DHGNA).

A DGH tem um espectro que varia de mera esteatose, que pode permanecer
nesse estagio por anos, podendo inclusive regredir ou, em fungdo de manutengao dos
fatores etioldgicos ou de risco, progredir a uma condigdo denominada esteato-hepatite
(NASH). Em seguida, evoluir para quadro com presencga de fibrose a cirrose e, até ao
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (SHARIFNIA et al., 2015; KIM et al.,
2016). NA DGHNA, essa progressao esta diretamente relacionada a presencga de 3
condicdes: diabetes Mellitus, envelhecimento e obesidade.

Dados epidemioldgicos indicam que aproximadamente 25% das pessoas com
DGHNA inicial evoluirdao para NASH em 3 anos, e que em 6 anos devera estar
presente em 44% dessas pessoas. Desse conjunto de pessoas, cerca de 5 a 18%
apresentardo uma progressao rapida da doenga para cirrose. E destas,
aproximadamente 3 a 13% poderéo desenvolver carcinoma hepatocelular (HCC) num
periodo de 3 a 7 anos. Ha também outra informacéo importante e crucial, cerca de 20
a 30% das pessoas com a “mera’ esteatose hepatica poderado apresentar a NASH
associada a fibrose e em 6 anos cerca de 40% terdo essa forma mais agressiva da
NASH. Aproximadamente 40% desses ultimos evoluirdo para cirrose, mas um
percentual ainda ndo definido podera evoluir diretamente para desenvolver o HCC,
independentemente de apresentarem cirrose (BERLOT; ADAMS, 2016).

As caracteristicas associadas a esteato-hepatite incluem: goticulas lipidicas
intracelulares, infiltrados celulares inflamatdrios, fibrilas de colageno, aumento dos
niveis de RNAm do IL-1p e F4/80, células positivas para F4/80 no figado e maiores

atividades de ALT no sangue. Nos camundongos DH, todas essas sete caracteristicas
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foram detectadas, enquanto nos camundongos ob/ob apenas cinco dessas
caracteristicas foram observadas. Nesse sentido, ambos os modelos de
camundongos obesos apresentam um padrdao de DHGNA com infiltrado inflamatorio
ativo. No entanto, os camundongos DH exibem uma condigao mais prejudicial, quando
comparados aos camundongos ob/ob. A despeito dos ob/ob apresentarem um IMC
mais alto, mostraram um tipo menos prejudicial de doenga hepatica gordurosa. Apesar
da discrepancia na intensidade da DHGNA, o tratamento com UT reduziu o acumulo
de gordura intracelular e os marcadores inflamatorios no figado em ambos os modelos
de camundongos obesos.

Vale a pena mencionar que o grupo DP + UT n&o apresentou alteragdo nas
atividades de ALT e AST no plasma, o que indica que nao ha efeito hepatico citotoxico.
No entanto, a falta de redugédo da atividade sanguinea ALT nos camundongos DH +
UT pode estar relacionada a discrepancias entre o curto periodo de tratamento e a
depuragédo metabdlica da enzima na corrente sanguinea.

Apesar do efeito protetor e potencialmente reversivel da UT na DHGNA em
ambos os modelos obesos, o tratamento foi mais efetivo nos camundongos obesos
com DH comparados aos camundongos ob/ob. E importante destacar, que os
camundongos ob/ob ja nascem sem leptina, que é um fator para a obesidade, os
mutantes sao identificados com 4 semanas de idade e aumentam de peso
rapidamente, chegando a atingir 3 vezes o peso normal quando comparados com 0s
camundongos sem mutagao. No primeiro modelo de obesidade, os camundongos
comecgam a se alimentar com a dieta hiperlipidica a partir das 8 - 10 semanas de idade,
s6 apresentam maior aumento de massa corporal em relagdo aos controles por volta
de 5 semanas apods o inicio dessa alimentagcdo. E foram avaliados neste estudo entre
18 e 20 semanas de idade. Os camundongos ob/ob tem uma massa corporea
aproximadamente 40% maior que dos camundongos DH.

A leptina tem acgédo no hipotalamo e regula o gasto energético e consumo
alimentar. Entretanto, o receptor de leptina ndo esta somente no hipotalamo, e a
funcéo fisiolégica desse hormdnio envolve varios fatores que n&o estédo ligados ao
estado energético, dentre esses fatores estdo glicose, insulina, glicocorticoide. O
consumo alimentar e o aumento pos-prandial da insulinemia aumenta a concentragao
da leptina no plasma. A leptina ajuda o tecido adiposo a utilizar glicose para produgéo
de ATP (SZKUDELSKI, 2007). Ademais, a resisténcia a leptina pode ser resultante de
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fatores diversos como sintese de forma inativa ou menos potente de leptina, como
uma resposta ineficiente a essa adipocina, como devido a problemas de transporte,
como deficiéncias na cascata intracelular de sinalizacdo ou como defeitos no sistema
efetor (YOSHIHARA et al., 2010).

Outras caracteristicas distintas, além da resisténcia a leptina versus auséncia
do horménio funcional, que podem desempenhar um papel na resposta ao tratamento
com a UT contra a comorbidade DHGNA destes modelos s&o: (1) hipogonadismo
devido a imaturidade persistente do eixo gonadal hipotalamo-hipofisario nos
camundongos ob/ob, (2) o grau de sarcopenia associado a obesidade e
comprometimento da sensibilidade a insulina, e (3) o grau de inflamagéo crénica
(LINDSTROM, 2007). No entanto, ndo sabemos se o tratamento prolongado com a
UT poderia interferir com algumas das outras diferengas, além do estado inflamatorio
e da sensibilidade a leptina, observadas entre esses animais obesos.

Em condigdes fisioldgicas, a leptina estimula a reducéo da glicemia por varios
mecanismos, em particular reduzindo a produgédo hepatica de glicose (D’SOUZA et
al., 2017). Outro fato importante, é que esse horménio limita a formagao hepatica de
triglicerideos pela facilitagcdo da entrada de acidos graxos na mitocéndria e sua [-
oxidagao. Estes efeitos sdo dependentes das condi¢gbes energéticas do organismo
(SANSINANEA et al.,, 2001). Portanto, nos modelos de camundongos obesos
utilizados no nosso estudo mostramos acumulo de lipideos nos hepatdcitos, que deve
estar relacionado a uma disfungéo da leptina.

Ha evidéncias que indicam que ambos os padrdes de esteatose, a presenca de
macrovesiculas ou microvesiculas, estdo associados a um comprometimento da
fungdo mitocondrial (TRAK-SMAYRA et al, 2011). Além disso, o ganho de peso e a
perda de peso estdo associados a mudangas no gasto energético. A maioria dessas
mudancas ndo é adaptativa e ocorre passivamente, porém pode ser adaptativa e
surgir ativamente. De fato, a termogénese adaptativa consiste em (1) gasto energético
de repouso e termogénese induzida pela dieta, e (2) gasto energético relacionado a
atividade. Considera-se que o mecanismo por tras da termogénese adaptativa esteja
sob controle hormonal e genético, particularmente devido a insulina, leptina,
hormdnios tireoidianos e atividade do sistema nervoso simpatico (MULLER; BOSY-
WESTPHAL, 2013).

A esse respeito, o gasto energético reduzido e o aumento do IMC detectado
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nos camundongos obesos podem estar relacionados tanto a resisténcia a insulina
quanto a acgédo prejudicada da leptina. Apesar da quantidade semelhante de niveis de
leptina no sangue observados em camundongos DH em jejum, um possivel
mecanismo celular pelo qual o tratamento UT melhorou o gasto energético associado
a reducdo do IMC poderia ser através do aumento da sensibilidade hipotalamica a
leptina nos camundongos DH. O fato de a UT ser incapaz de modular o IMC e o gasto
energético nos camundongos ob/ob sustenta essa proposigdo, uma vez que a
principal caracteristica desse modelo de obesidade se baseia na auséncia de leptina
circulante funcional (LINDSTROM, 2007).

Outro fator que pode ser levado em consideracao é o estresse oxidativo, pois
individuos com DHGNA, além da obesidade, diabetes, dislipidemia, podem apresentar
estresse oxidativo, que também contribui para a evolugcado da esteatose para esteato-
hepatite, fibrose e cirrose, levando a um aumento da peroxidacao lipidica e reducao
da defesa antioxidante. A concentracdo das enzimas antioxidantes é reduzida no
figado com esteatose e inflamado quando comparados aos figados de camundongos
apenas com esteatose (MACHADO et al., 2015; SHIN et al., 2018). No nosso estudo,
os camundongos ob/ob tratados com UT apresentaram niveis mais baixos de
carbonilagdo, o que pode indicar maior produgcdao de ROS neste camundongo
hipoleptinémico em comparagado com os alimentados com DH usados neste estudo.
Assim, esses dados amplificam o potencial efeito antioxidante do extrato de Uncaria
tomentosa.

Além de ja ser usado clinicamente em pacientes com osteoartrite (MONTORO
et al, 2004), provavelmente devido aos seus efeitos anti-inflamatérios, o tratamento
com extrato de Uncaria tomentosa melhorou a sensibilidade a insulina, atenuou a
inflamagéao hepatica e o acumulo de gordura hepatica em camundongos alimentados
com DH e camundongos ob/ob. Em conjunto, esses dados fornecem evidéncias, pela
primeira vez, que o tratamento com Uncaria tomentosa pode ter uma utilidade
potencial como uma abordagem terapéutica para a obesidade e doenga metabdlica
associada a DHGNA.
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Figura 30 — Esquema de conclusdo mostrando o efeito da Uncaria tomentosa sobre

a via de sinalizacao da inflamacgao x via de sinalizagao da insulina (Adaptado de Fang et
al., 2017)
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A insulina se liga ao seu receptor e ativa o substrato do receptor da insulina (IRS) em residuos de
tirosina para ativar a via de sinalizagéo da insulina. Quando a via de sinalizagéo da inflamagéo do NFkB
e AP1 sao ativadas por acidos graxos livres (AGL), que podem ser reconhecidos por toll-like receptor
(TLR), séo ativadas por essa via as proteinas IKKp e JNK, que fosforilam o ISR1 em residuos de serina
(Ser), promovendo uma inativagéo da via de sinalizagéo da insulina. A Uncaria tomentosa (Ut) reduziu
a atividade da IKKB e JNK, dessa forma estas proteinas nao fosforilam o IRS1ser, promovendo uma
melhora na sensibilidade a insulina.

e A DH é capaz de induzir DGHNA em camundongos C57BI6, com caracteristicas de
NASH incipiente, ou seja, com balonizagdo de hepatdcitos, infiltrado inflamatdrio,
presenca de deposi¢cao de fibras colagenas em espagos vasculares hepaticos e
aumento da ALT sanguinea, por outro lado, o camundongo obeso mutante com
auséncia da leptina, embora também tenha esteatose hepatica, as caracteristicas
morfolégicas de NASH sao mais frustras.

e A despeito da diferengca entre as massas corporais totais dos dois modelos de
obesidade, ambos apresentaram reduzido gasto energético, reduzida tolerancia a
glicose e a insulina em comparagdo aos animais magros. Além disso, o perfil
inflamatorio avaliado nos fragmentos hepaticos mostrou que nos animais com DH ha
maior quantidade de células marcadas com F4/80 do que nos ob/ob, que por sua vez
expressam maior quantidade de RNAm para arginase 1 do que os da DH.

e O tratamento com o extrato da UT foi capaz de reduzir em aproximadamente 22% a

massa corporal dos obesos induzidos pela DH, sem impacto nos ob/ob. Além disso,
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foi capaz de aumentar a sensibilidade a insulina nos animais magros, reverter a
intolerancia a glicose nos mutantes e a resisténcia a insulina nos alimentados com a
DH.

e O tratamento com a UT foi capaz de aumentar o gasto energético dos alimentados
com a DH, porém sem interferir nos mutantes ou controles magros. O tratamento com
UT foi capaz de reverter a resisténcia a insulina no figado dos animais obesos, com
recuperacao parcial ou total da intensidade de fosforilacdo induzida pelo horménio no
IRS-1 e AKT. Além disso, foi capaz de reduzir a atividade/fosforilagcdo de cinases
intracelulares centrais na via inflamatéria, Ikkp e JNK, e a fosforilagdo no residuo
Ser3%” do IRS-1, que interfere com a ag&o insulinica, nesse mesmo tecido.

e O tratamento com extrato de Uncaria tomentosa atenuou a DGHNA em ambos
modelos de obesidade, e reduziu a presenca dos infiltrados inflamatérios e a
deposigao de fibras colagenas nos espagos vasculares hepaticos em camundongos
obesos pela DH.

e Em conjunto, esses dados fornecem evidéncias experimentais, pela primeira vez, de
que o tratamento com Uncaria tomentosa deve ser avaliado como potencial
abordagem terapéutica no combate a obesidade, a desregulacdo da glicemia e a
DGHNA em inicio da progresséo a esteato-hepatite.
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A Resultados Adicionais
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do pos-teste de Bonferroni, *p < 0,05 (comparados com DP), #p < 0,05 (comparados com
DP+UT), (n=3-5).

2 Efeito da Uncaria tomentosa no intestino

2.1 Inflamagao intestinal

Figura 1 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre o intestino de animais alimentados com
dieta hiperlipidica

De acordo com uma analise qualitativa, foi observada um aumento da inflamagao na regido cecal dos
animais alimentados com DH, e o tratamento com UT reduziu esse processo inflamatorio. Imagens
microscopicas do intestino com coloragao em H & E. As siglas indicam, DP (Dieta Padréo), DP+UT
(Dieta Padrao + Uncaria tomentosa), DH (Dieta Hiperlipidica), DH+UT (Dieta Hiperlipidica + Uncaria
tomentosa). As setas em amarelo apontam o infiltrado inflamatério. Barra de escala de 50 ym e
aumento de 400X.
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2.1.1 Funcgao de barreira intestinal

2.1.1.1 Células caliciformes

Figura 2 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre as células caliciformes de animais
alimentados com dieta hiperlipidica

Imagens microscopicas do intestino com coloragao em acido periédico de shift. As setas em amarelo
apontam as células caliciformes. Barra de escala de 50 ym e aumento de 400X.
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do pos-teste de Bonferroni, *p < 0,05 (comparados com DP), #p < 0,05 (comparados com
DP+UT), (n=3-5).

2.1.1.2 Dosagem de Lipopolissacarideo (LPS) no sangue

Figura 3 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre concentragdo sanguinea de LPS de
animais alimentados com dieta hiperlipidica
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do pos-teste de Bonferroni, *p < 0,05 (comparados com DP), #p < 0,05 (comparados com

DP+UT), 4p < 0,05 (comparados com DH) (n = 5).
2.1.1.3 Expresséo de jungbes comunicantes

Figura 4 — Efeito da Uncaria tomentosa sobre as jun¢gdes comunicantes de animais
alimentados com dieta hiperlipidica

|w [ Ocludina

Claudina

Imagens microscopicas do intestino com marcagao das jun¢des comunicantes ocludinas e claudinas.
A coloragdo em marrom corresponde a marcagao das jung¢des por imunohistoquimica. Barra de escala

de 50 ym e aumento de 400X.
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2.1.2 Bactérias intestinais x sensibilidade a insulina
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do pos-teste de Bonferroni, *p < 0,05 (comparados com DP), #p < 0,05 (comparados com DH)
& < 0,05 (comparados com DP + Anti) (n = 5). As siglas indicam, DP (Dieta Padrao), DH (Dieta
Hiperlipidica), DP+Anti (Dieta Padrao + Antibiético), DH+Anti (Dieta Hiperlipidica + Antibi6tico),
DH+AnNti+UT (Dieta Hiperlipidica + Antibiotico+Uncaria tomentosa). Antibidticos (Ampicilina: dose 1 g/L;
Neomicina: dose 0,5 g/L), antiprotozoario (Metronidazol: dose 1 g/L).
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As colunas e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente. ANOVA “two-way”
seguido do pos-teste de Bonferroni, *p < 0,05 (comparados com DP), #p < 0,05 (comparados com DH)
(n=5).
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We investigated the effect of the crude herbal extract from Uncaria tomentosa (UT) on non-alcoholic
fatty liver disease (NAFLD) in two models of obesity: high fat diet (HFD) and genetically obese (ob/ob)

mice. Both obese mouse models were insulin resistant and exhibited an abundance of lipid droplets in

the hepatocytes and inflammatory cell infiltration in the liver, while only the HFD group had collagen

deposition in the perivascular space of the liver. UT treatment significantly reduced liver steatosis and
inflammation in both obese mouse models. Furthermore, serine phosphorylation of IRS-1 was reduced
by 25% in the HFD mice treated with UT. Overall, UT treated animals exhibited higher insulin sensitivity
as compared to vehicle administration. In conclusion, Uncaria tomentosa extract improved glucose
homeostasis and reverted NAFLD to a benign hepatic steatosis condition and these effects were
associated with the attenuation of liver inflammation in obese mice.

: Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is characterized by ectopic fat accumulation in the liver of people
: with no previous history of alcohol abuse, and affects about 1 billion people worldwide. NAFLD is a global public
. health problem associated with an increased prevalence of obesity, and is regarded as a hepatic manifestation of
. the metabolic syndrome’. NAFLD has a prevalence of approximately 30% in the adult population of developed

countries, and it has also become a frequent liver disease in children, due to increased prevalence of childhood
obesity?. NAFLD can be classified as simple steatosis or nonalcoholic steatohepatitis (NASH)?*. Despite the

. benign clinical course of steatosis, one third of people with NAFLD have NASH. NASH, on other hand, is a pro-
. gressive disease that can progress to liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma®.

Despite some tremendous worldwide efforts to combat obesity, the synthetic drugs approved by the Food and
Drug Administration (FDA) such as: orlistat, lorcaserin, fentermin-topiramate, rimonabant, and sibrutamin/

. meridian have collateral side effects that have made some of them inappropriate for prolonged usage. In fact, the

use of these drugs has been associated with an increased occurrence of hypertension, cardiac diseases, hepatic
failure, as well as cognitive and psychiatric effects. Surgical interventions, on the other hand, are associated with
co-morbidities and have high costs. Thus, our goal is to investigate a novel, prospective therapeutic option against
obesity and its co-morbidities, based on the crude extract of Uncaria tomentosa.

The crude extract of Uncaria tomentosa, also known as cat’s claw, contains a mixture of quinovic acid glyco-
sides, polyphenols and tetracyclic or pentacyclic oxindolic alkaloids, such as pteropodine, isopteropodine, spe-
ciophylline, uncarine F, mitraphylline and isomitraphylline. These secondary metabolites have anti-inflammatory

. properties’"'!. In parallel with its known anti-inflammatory effect, this herbal medicine, has been used to reduce

adverse chemotherapy side-effects, gastric ulcer, viral infections, urinary tract disease, arthritis and general
inflammatory conditions''>,

Here we administered an equivalent human dosage of Uncaria tomentosa (UT) for five consecutive days to two
distinct rodent models of obesity: high fat diet (HFD) and genetically obese (ob/ob) mice. The results demon-
strated that obese mice administered UT showed an improvement in insulin sensitivity and NASH, as well as
decreased lipid accumulation and inflammation. Our data suggests that the herbal medicine, cat’s claw, has the

: potential to combat insulin resistance and NAFLD, which are two features associated with obesity.

!Department of Physiology and Biophysics, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 05508-900, Brazil. 2Department of
Pharmacology, Institute of Biological Science, University of Sdo Paulo, Sdo Paulo, 05508-900, Brazil. *Interdisciplinar
Post-Graduate Program in Health Sciences, Cruzeiro do Sul University, Sdo Paulo, SP, Brazil. Correspondence and
requests for materials should be addressed to C.R.0.C. (email: croc@icb.usp.br)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Aims: Dehydroepiandrosterone (DHEA) is an adrenal steroid hormone that is a precursor of sexual hormones. It
Dehydroepiandrosterone is reduced during aging and is strongly associated with insulin resistance and obesity. There is evidence for
Menopause beneficial effects of this steroid, in both human and animal models, during perimenopause. However, the impact

Insulin resistance

of DHEA treatment during late postmenopause on glucose metabolism is not clearly documented. We tested the
Skeletal muscle

hypothesis that DHEA supplementation could improve insulin sensitivity in an ovariectomized obese rat model
(OVX) that was fed a high-fat diet for 11 weeks.

Main methods: Female Wistar rats at 8 weeks of age were OVX or SHAM-operated. Eight weeks after the surgery,
the animals were randomly treated with vehicle or DHEA for 3 weeks. Food intake, metabolic parameters and
insulin sensitivity were evaluated.

Key findings: Following the ovariectomy, increased body weight gain, adiposity index, and feeding efficiency
were observed, despite there being no change in food and energy intake. The OVX rats also displayed glucose
intolerance, insulin resistance, decreased insulin-induced IRS1/2 tyrosine phosphorylation in the skeletal
muscle, and reduced serum VLDL-c and TAG levels. OVX rats treated with 10 mg/kg DHEA (OVX + DHEA)
exhibited estradiol (E,) serum levels similar to SHAM animals, with no change in uterus mass. DHEA treatment
also resulted in an increase in energy intake.

Significance: Despite the positive effects of DHEA supplementation observed in menopausal women and ovar-
iectomized rats, a potential negative effect on glucose metabolism and insulin action in the late postmenopausal
condition in diet-induced obese OVX rats are reported.

1. Introduction precursors, mainly secreted by the adrenal glands, ovaries, liver and

central nervous system [7-9]. Previous reports have shown that DHEA

Estrogens have a role in energy expenditure, body fat regulation and
metabolism, and the lack of these steroids play a role in the etiology of
obesity and its metabolic complications [1-3]. Surgically induced or
natural menopause has been associated with higher adiposity, insulin
resistance, increased mortality associated with cardiovascular disease,
type 2 diabetes mellitus (T2DM), and nonalcoholic fatty liver disease
(NAFLD) [4,5]. Estrogen replacement therapy (HT), despite having
some positive effects on metabolism, has been associated with an in-
creased risk of venothrombotic episodes, stroke, and cholecystitis [6].
Thus, investigating new therapeutic strategies for postmenopausal
women, rather than classic HT, is of great clinical importance.

Dehydroepiandrosterone (DHEA) and its sulphate form (DHEA-S)
represent one of the most abundant circulating androgen and estrogen

* Corresponding author.
E-mail address: croc@icb.usp.br (C.R. de Oliveira Carvalho).

https://doi.org/10.1016/j.1fs.2018.03.052

and DHEA-S are markedly decreased in human circulation during aging
and have also been associated with several age-related metabolic dis-
eases [7,10,11]. Interestingly, a specific receptor for DHEA still has not
been identified. This steroid has anti-inflammatory effects, reduces the
risk of cardiovascular diseases as well as fat accumulation, protects
against insulin resistance in both humans [12,13] and rodents
[11,14-16], and inhibits breast cancer cell line proliferation and mi-
gration [17].

We previously reported that administration of DHEA increases in-
sulin sensitivity by activating the PI3K/Akt signaling pathway in the
skeletal muscle and liver [18], improves insulin secretion in pancreatic
islets of aged male rats [19] and stimulates insulin production and re-
duces INS-1E cell apoptosis [20]. Our group also observed how DHEA

Received 16 February 2018; Received in revised form 24 March 2018; Accepted 26 March 2018

Available online 27 March 2018
0024-3205/ © 2018 Elsevier Inc. All rights reserved.
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Inflammation: Contribution of
Epithelium and Oxidative Stress
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Asthma is a heterogeneous disease of the airways characterized by chronic
inflammation associated with bronchial and smooth muscle hyperresponsiveness.
Currently, different murine models for the study of asthma show poor bronchial
hyperresponsiveness due to a scarcity of smooth muscle and large airways, resulting
in a failure to reproduce smooth muscle hyperreactivity. Thus, we aimed to standardize
a guinea pig model of chronic allergic lung inflammation mimicking airway smooth
muscle hyperreactivity observed in asthmatics (Asth). Animals were randomly divided
into a control group (Ctrl), which received saline (0.9% NaCl), and the Asth group,
subjected to in vivo sensitization with ovalbumin (OVA) nebulization. Morphological
analysis was performed by hematoxylin-eosin staining. Bronchial hyperresponsiveness
was evaluated by nebulization time in the fifth, sixth, and seventh inhalations (NT5-
7) and tracheal isometric contractions were assessed by force transducer. Total
antioxidant capacity was measured by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) method
and protein expression by Western blot. Histologically, the Asth group developed
peribronchial cellular infiltrate, epithelial hyperplasia and smooth muscle thickening.
After the fourth nebulization, the Asth group developed bronchial hyperreactivity. The
trachea from the Asth group contracted after in vitro stimulation with OVA, differing
from the Ctrl group, which showed no response. Additionally, airway smooth muscle
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Abstract: The expression levels of some reference genes and proteins are
used for data normalization and quantification. However, these levels can
change in response to experimental conditions or treatments. Aim: the aim
of this work was to evaluate reference gene and protein expression in
models of non-alcoholic fatty liver disease, using mice fed a high fat
diet (HFD) and mice that are genetically obese (ob/ob). Main methods:
histological staining techniques were used to verify the morphology and
quantify the amount of lipid droplets present in the liver. Real time
polymerase chain reaction and immunoblotting were employed for monitoring
protein expression and gene expression levels, respectively. Key finding:
the results showed that there was a substantial increase in the amount of
lipid droplets in the livers of HFD and ob/ob animals when compared to
the standard diet (SD) group. There was an observed reduction in the
expression of [—actin (10%), ' -tubulin (6%), GAPDH (19%) and RPL3 (15%)
genes when comparing the ob/ob group to the HFD group. Additionally, the
ob/ob mice displayed GAPDH protein levels that were substantially, but
not significantly, reduced when compared to SD. Significance: It was
concluded that there are slight differences in the expression levels of
reference genes and proteins in these two NAFLD animal models, and
researchers should consider these alterations when working with these
models.
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Abstract

Strength training induces ischemia/reperfusion events that may be associated with increased
production of reactive species, causing oxidative stress, damaging cell membrane and
macromolecules, being related to problems in female reproductive system, such as alterations
in the menstrual cycle and abortion. Thus, in this work it was evaluated the effects of a single
acute section of strength exercise on adrenal and uterine histomorphometry, uterine
contractile and relaxant reactivity, oxidant/antioxidant balance and ERK 1/2, JNK and SOD
levels on uterus. For this, virgin female Wistar rats were divided into control (GC), GO, G12
and G24 groups, indicating the time after exercise for euthanasia and evaluations. By
haematoxylin/eosin staining, it was observed an increase in the glomerulosa and fasciculate
area in G24 and in medulla, as well as the vacuole number, by G12, although GO reduced
medulla and vacuole number, G12 the fasciculate, and G24 the reticulated, medulla and
vacuole number. Also, G12 and G24 reduced eosinophil number in rat uterus, but increased
blood vessels number and area, and the smooth muscle layer. In the contractile reactivity, for
KCl, there was a reduction in effectiveness of this agent in GO and G12, but a reversion in
G24, while for oxytocin the effectiveness has been increased in all exercised groups. For
relaxant reactivity, G24 despite have decreased effectiveness of nifedipine, increased its
potency. However, all exercised groups reduced isoprenaline potency. There was not
alteration on malondialdehyde levels in uterus and plasma, but G12 and G24 reduced
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