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RESUMO

Introducéo: O alpha-terpineol (TPN) é um monoterpeno obtido da resina do caule de
Protium heptaphyllum. Esse composto apresenta atividade farmacoldgicas, tais como
atividades anti-obesidade, anti-inflamatdria e em Ratos Espontaneamente Hipertensos
(SHR) e infartados pelo modelo isoproterenol também se observou atividade
cardioprotetora. O isoproterenol (ISO) ocasiona disturbios metabdlicos nos hepatdcitos,
estimulando desse modo o armazenamento de acidos graxos nas vesiculas, induzindo
assim esteatose hepética nao alcoolica. Desse modo o objetivo desse estudo foi verificar
os efeitos hepatoproteores do alpha-terpineol em ratos SHR e infartados contra o dano
hepético induzido pelo ISO. Metodologia: Os protocolos experimentais foram aprovados
pelo CEUA / UFAL n°09 / 2015. Sendo assim, ratos machos foram alocados em 5 grupos
e tratados por 15 dias (n = 5): (G1 = salina 0,9% V.0O./ d); (G2 = salina infartado 0,9%
V.0./d + 1SO 85 mg / kg 2x s.c); (G3 = TPN 25 mg / kg V.0./d); (G4 = TPN 50 mg / kg
V.0./d) E (G5 = TPN 75 mg / kg V.0./d). No 16° dia, os ratos foram anestesiados
(Ketamina 80 mg / kg + Xilazina 4 mg / kg i.p.) e os testes morfométricos foram
realizados de acordo com os métodos de Scherle. Os testes morfologicos foram
examinados sob luz por estereoscopia, enquanto que os niveis lipidicos foram estimados
pelas dosagens de colesterol total e dosagens de triglicerideos dos soros sanguineos. Os
resultados foram expressos como média + EPM e analisados estatisticamente por
ANOVA one way seguido do pos teste de Newman-Keuls considerado significante
quando * p <0,05, ** p <0,001 e *** p <0,0001.Resultados: A indu¢do com ISO em
ratos SHR induziu aumento no peso hepatico, além disso induziu também aumento na
correlacdo do peso hepatico sobre o peso coporeo e aumento na correlacdo peso hepético
sobre o peso do fémur. Em relacdo aos aspectos morfoldgicos e histopatoldgicos |,
observou-se que o alpha-terpineol inibiu a esteatose hepética ndo alcodlica por danos da
inducdo com isoproterenol, além disso o tratamento prévio com alpha-terpineol inibiu de
modo significante o aumento dos niveis de colesterol e triglicérides, em todas as doses
testadas. Além disso, apds a curva de tolerancia a glicose notou-se que houve reversao
nessa curva, podendo também influenciar no metabolismo de glicose, no entanto novos
estudos sdo necessarios. Conclusdo: Em conjunto, os resultados sugerem que a alpha-
terpineol tem um efeito hepatoprotetor, em ratos hipertensos e infartados.

Palavras-chave: Monoterpeno; Hepatoprotecdo; Isoproterenol; Ratos.



ABSTRACT

Introduction: The alpha-terpineol (TPN) is a monoterpene obtained from Protium
hepthaphylum. That has several pharmacological activities such as: anti-inflammatory,
anti-obesity and cardioprotection on Spontaneously Hypertensive Rats (SHR) by
isoproterenol model. ISO evoked metabolic disturbance on hepatocytes, stimulate fatty
acids storage on vesicles inducing non-alcoholic steatosis. The aims of this study were
verify the hepatoprotective effects of alpha-terpineol in SHR against liver damage
induced by ISO. Methods: Experimental protocols were approved by the CEUA/UFAL
n°09/2015. Male rats were allocated into 5 groups and treated for 15 days (n=5): (G1=
saline 0.9% P.O/d); (G2= Infarcted saline 0.9% P.O./d + 1SO 85mg/kg 2x s.c); (G3= TPN
25 mg/kg P.O./d); (GA=TPN 50 mg/kg P.O./d) and (G5=TPN 75 mg/kg P.O./d). On 16°
day, rats were anesthetized (Ketamine 80 mg/kg + Xylazine 4 mg/kg i.p.) and
morphometric tests were performed in accordance with Scherle’s methods. Morphology
tests were examined under light by stereoscopy, while lipid levels were estimated by total
cholesterol and triglyceride dosages of blood serum. The results were expressed as mean
+ SEM, and analyzed statistically by ANOVA one-way followed by Newman- Keuls test
considered significant when * p <0.05, ** p<0.001 and *** p< 0.0001. Results:.
Induction with ISO in SHR rats induced an increase in liver weight, in addition it also
induced an increase in the correlation between liver weight and body weight and an
increase in the correlation between liver weight and femur weight. Regarding the
morphological and histopathological aspects, it was observed that alpha-terpineol
inhibited non-alcoholic hepatic steatosis due to damage caused by induction with
isoproterenol, in addition, previous treatment with alpha-terpineol significantly inhibited
the increase in cholesterol and triglyceride levels , at all doses tested. In addition, after
the glucose tolerance curve, it was noted that there was a reversal in this curve, which
may also influence glucose metabolism, however further studies are needed. Conclusion:
Taken together, the results indicate that alpha-terpineol has a significant hepatoprotective
effect, in hypertensive and infarcted rats.

Key-words: Monoterpene ; Hepatoprotection; Isoproterenol; Rats.
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1. INTRODUCAO

As dislipidemias configuram um importante risco para a doencas
cardiometabdlicas, como: aterosclerose, diabetes mellitus, obesidade e doencgas cronicas
renais e hepéticas. Devido a isto, 0 uso de agentes hipolipémicos, dentre eles a classe das
estatinas, tem sido vastamente utilizado no tratamento e prevencdo de individuos
dislipidémicos com alto risco cardiovascular (PEASON et al., 2021).

J& esté claramente reportado na literatura a correlacdo entre as dislipidemias e o
surgimento da sindrome metabdlica e neste sentido as dislipidemias séo consideradas uma
das trés manifestacbes mais importantes para caracterizar a sindrome metabdlica
(RUOTOLO et al., 2022). Esta observacdo, parte da fisiopatologia das sindromes
metabolicas que até 0 momento apontam para a expressdo génica de componentes aos
quais contraregulam o metabolismo de lipideos e carboidratos atraves de feedbacks
positivos e negativos na homeostase metabdlica (HIRANO et al., 2018).

O engatilhamento das supressfes de genes correlacionados a leptina, sistema
nervoso autondmico e seus eixos hormonais, tem sido o alicerce para explicar o
surgimento da sindrome metabd6lica em humanos e animais, ao passo, que também servem
de base para justificar as falhas nos desfechos clinicamente relevantes de individuos
dislipidémicos, ateroscleréticos, hipertensos, obesos e diabéticos (STANESCU et al.,
2017). Isto, ocorre devido ao fato que algumas classes de farmacos controlam apenas
alvos pontuais e ndo modulam em longo prazo a expressdo génica e/ou seus gatilhos, o
que eleva o insucesso terapéutico (SKALAYEN et al., 2018)

Em contrapartida, sdo inimeros os incentivos as industrias farmacéuticas na busca
por compostos que possam ser (teis na prevencdo e tratamento da sindrome metabolica,
tem aumentado a cada ano em todo o mundo (LILICH et al., 2021). Neste contexto, 0s
produtos naturais tém figurado como parte consideravel na descoberta de novos farmacos
para o tratamento de diversas doencas incluindo as cardiometabdlicas (NEWMAN &
CRAGG, 2022).

Em particular os compostos terpénicos tem movimentado parte consideravel dos
fundos financeiros na descoberta de novos farmacos pela indudstria farmacéutica (WANG
et al.,2002). Recentemente, cerca de 33 compostos terpénicos demonstram atividades
farmacoldgicas promissoras sobre o sistema cardiovascular na inddstria farmacéutica e
pesquisadores (SANTOS et al., 2011).
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Dentre eles, o-terpineol tem ganhado notoriedade, devido as suas acdes
farmacoldgicas, em particular, estudos recentes, demonstram seus efeitos
cardioprotetores (TENORIO et al., 2022) e agdes promissoras em um modelo de sindrome
metabolica, baseado na obesidade sem influéncias cardiovasculares, por inducdo com
dieta hiperlipidica (DE SOUZA et al., 2022). Entretanto, os efeitos do a-terpineol em um
modelo de sindrome metabdlica com distlrbios cardiovasculares e suas repercussées
sobre o perfil lipidico, glicidico e hepético, permanecem desconhecidos.

Desta forma, o presente trabalho investiga se o a-terpineol é capaz de prevenir
distdrbios cardiometabolicos em um modelo de infarto agudo do miocardio em ratos
espontaneamente hipertensos, ao passo, que avalia a caracteriza se 0 modelo isoproterenol
pode ser Gtil para tornar-se uma abordagem de inducdo de sindrome metabdlica em ratos

espontaneamente hipertensos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.CONSIDERACOES GERAIS SOBRE METABOLISMO
ENERGETICO

O estado energético do corpo humano é essencial para a manutencao do equilibrio
dindmico que mantém todos 0s processos necessarios e intrinsecos a homeostasia. Essa
homeostasia é alcancada quando existe um equilibrio energético, ou seja, quando o
consumo de energia metabolizavel combina perfeitamente com a quantidade de energia
gasta (LAM Y.Y & RAVUSSIN E, 2016).

Neste contexto, a biomolécula utilizada como fonte de energia pelas células para
0 adequado funcionamento das organelas citoplasmaticas e desenvolvimento das
atividades de cada sistema € o trifosfato de adenosina (ATP). A geracdo de ATP para as
células é controlada por ciclos bioquimicos relacionados ao metabolismo glicidico e
lipidico, dentre eles estdo envolvidos os processos de glicolise, ciclo do é&cido
tricarboxilico (CAT) e B- oxidacdo (SILVEIRA et al., 2011).

De maneira geral o aporte calorico, constitui a principal fonte de glicose, atraves
da absor¢do de carboidratos, de modo anédlogo as fontes lipidicas, comumente
classificam-se em acidos graxos saturados e insaturados incluindo os polinsaturados, quer
sejam de cadeia aberta, quer sejam de cadeia ciclica oriundos da ingesta alimentar e
consequente absorcdo intestinal.

O metabolismo da glicose compde um dos mais importantes ciclos para a obtengéo
do ATP ativo na corrente sanguinea, que é controlado por hormdnios como a insulina e o
glucagon. Estes hormdnios se autocontrolam através de feedbacks positivo, induzindo a
liberacdo de insulina que produz uma cascata sinalizadora para a ativacdo da glicolise e
glicogenolise, liberada para seus sistemas alvos. Ndo obstante os feedbacks negativos
produzem a liberacdo de glucagon que induzem a sinalizacdo para a gliconeogénese
hepética (GUO et al., 2012).

A glicolise é um processo complexo com mdaltiplas etapas favoraveis a geracao e
fornecimento do ATP. Nesse processo, uma molécula de glicose é degradada em uma
série de reacOes catalisadas por enzimas, gerando duas moléculas de piruvato. Durante as
reacOes sequenciais da glicolise, parte da energia livre da glicose é conservada na forma
de ATP e NADH (GUO et al., 2012).
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Esse processo (glicolise), acontece em uma sequéncia de 10 etapas, sendo que as
5 primeiras constituem a fase preparatoria onde a glicose € fosforilada e tem a sua
conversdo em gliceraldeido-3-fosfato e o restante ocorre na fase de pagamento onde
ocorre a conversédo oxidativa do gliceraldeido-3-fosfato em piruvato e formacéo acoplada
de ATP e NADH, esse processo pode ser observado de forma detalhada na figura 1 pag.
18 (NELSON & COX, 2017).

Figura 1: Esquema detalhado do processo de glicdlise, realizado em 2 fases preparatdria e de pagamento.

FASE i FASE DE
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Fonte: AUTORA, 2022.

Nesse mesmo sentido, a glicogendlise ¢ o processo pelo qual o glicogénio
presente no figado é transformado em glicose destinada ao sangue. Essa producdo
metabolica de glicose se faz em trés etapas, chamadas reacdes de hidrolise, que permitem
as enzimas liberarem a glicose do figado e dos musculos para alimentar o sangue e regular
naturalmente a taxa de glicemia. Sendo assim, esse processo pode ser considerado um
mecanismo hiperglicemiante (NELSON & COX, 2017).

Por outro lado, a gliconeogénese também desempenha um papel crucial na
manutenc&o da homeostase da glicose (feedback negativo). E um processo que transforma
compostos aglicanos (ndo-carboidratos) como lactato, aminoacidos (principalmente a
alanina) e glicerol em glicose.

Neste mesmo sentindo a 3- oxidagdo dos lipideos é o principal mecanismo para a

obtencdo do ATP para os tecidos alvos. A utilizacdo de acidos graxos para energia ocorre
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através da oxidacdo dos mesmos na matriz mitocondrial. Para que esse processo ocorra,
0s &cidos graxos sao convertidos em acil-CoA graxo, pelas acil-CoA sintases. Apos essa
reacdo, 0s substratos gerados sdo transportados através de membranas mitocondriais para
amatriz mitocondrial. Nesse momento, os acil-CoAs graxos, podem ser direcionados para
a oxidacdo de combustivel em momento de necessidade de energia, ou para a formagéo
de glicerofosfolipidios estruturais quando ha um excesso de energia (TRAGECY et al.,
2018).

Através de uma sequéncia repetida de quatro reagdes, catalisadas por acil-CoA
desidrogenase, enoil-CoA hidratase, hidroxiacil-CoA desidrogenase e cetoacil-CoA
tiolase, a beta-oxidacdo produz uma quantidade consideravel de energia a partir de um
unico substrato (EATON et al., 1996; TRAGECY et al., 2018). Cada ciclo dessa reacdo
produz uma molécula de FADH2, uma molécula de NADH, uma molécula de acetil-CoA
e um derivado de acil graxo (JENKINS et al., 2015; TRAGECY et al., 2018).

Essas moléculas resultantes de cada ciclo (FADH2 e NADH) incorporam seus
elétrons livres diretamente na cadeia de transporte mitocondrial para a geracdo de ATP,
e as moléculas de acetil-CoA entram no ciclo do acido tricarboxilico para posterior
geracdo de energia. Processo esse que resulta na geracdo de uma quantidade significativa
de ATP (BALABAN, 1990; TRAGECY et al., 2018; LEHNINGER, 2022).

O equilibrio adequado do metabolismo energético garante aos sistemas
fisiolégicos e suas células o fornecimento adequado eletroibnico, bem como, o
funcionamento dos cotransportadores e das organelas celulares especialmente da
mitocondria.

O controle do catabolismo e do anabolismo de substancias bioativas sdo
necessarias para a manutencdo dos sinais vitais inerentes a salde. Entretanto, as
desregulacBes no estado energético intimamente relacionado ao anabolismo e ao
catabolismo é o fator fundamental no processo do desenvolvimento das doencas cronicas
ndo transmissiveis (DCNT).

As DCNT constituem um dos maiores problemas de satde publica ndo s6 do
Brasil, mas também do mundo. A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) indica que as
DCNT foram responsaveis por cerca de 73,6% das mortes ocorridas globalmente em 2019
(WORD HEALTH ORGANIZATON, 2021). No Brasil, as DCNT foram responsaveis
por cerca de 41,8% do total de mortes ocorridas prematuramente, ou seja, entre 30 e 69
anos de idade (BRASIL, 2021).
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As DCNT constituem o grupo de doencas de maior magnitude do Pais, e atinge
especialmente as populagdes mais vulneravies, como as de baixas renda e escolaridade,
devido principalmente & maior exposicdo aos fatores de risco ou ao acesso restrito as
informacdes e aos servicoes de satde (WORD HEALTH ORGANIZATON, 2015). Além
disso, as DCNT séo responsaveis pela maior carga de morbimortalidade no mundo.

De acordo com a OMS, um pequeno conjunto de fatores de risco responde pela
grande maioria das mortes por DCNT e por fragdo substancial da carga de doengas devida
a essas enfermidades. Entre esses fatores, destacam-se o tabagismo, o consumo alimentar
inadequado, a inatividade fisica e 0 consumo excessivo de bebidas alcodlicas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2014).

Além disso, as DCNT’s atingem individuos de todas as camadas socioeconémicas
e , de forma mais intensa, aqueles pertencentes a grupos vulneraveis, como o0s de baixa
escolaridade e renda (MALTA et al., 2019). Segundo Melo et al. (2019), a situacdo de
salde no Brasil se caracteriza por uma transicdo demogréafica acelerada e por um perfil
epidemioldgico de tripla carga de doencas, trazendo nesse contexto as doengas cronicas
ndo transmissiveis.

Neste sentindo se faz necessario o desenvolvimento de novas metodologias
experimentais capazes de mimetizar as doengas de origem cardiometabdlica, atualmente
os principais modelos de doencas cardiometabolicas encontradas na literatura podem ser
encontrados de modo estratificado, estudando cada doenca isoladamente ou confluentes,
onde as doencas se desenvolvem ao mesmo tempo.

Diante do exposto faz-se necessario a investigacdo de modelos que possam
mimetizar doencas como hipertenséao, diabetes, infarto e a prépria sindrome metabdlica,
afim de avaliar produtos naturais ou sintéticos bioativos para o melhor entendimento do
seu efeito e possivel contribuicdo para a industria farmacéutica.

Em especial a sindrome metabdlica, que é caracterizada por ao menos 3 doencas
preexistentes em conjunto, sendo que os principais metodos experimentais e as principais
modulagfes que produzem a sindrome metabdlica em animais e seus estudos pre-clinicos
envolvem: 1- indugdes por dietas hipercaldricas, 2- manipulagdes genéticas e 3-indugdes
por drogas/cirurgias (WONG et al.,2016).

O uso destes modelos experimentais em DCNT sao Uteis até os dias atuais para
melhor compreensdo dos mecanismos fisioldgicos, fisiopatoldgicos e farmacoldgicos
envolvidos no metabolismo energético destas doencas em especial da sindrome

metabdlica.
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2.2. CONSIDERACOES GERAIS SOBRE SINDROME METABOLICA

A Sindrome Metabdlica (SM) é uma doenca resultante de complexas alteracoes
nas vias do metabolismo celular e lipidico por meio de redes intercomunicantes que leva
a fatores de risco de morbidade e mortalidade, porém sem etiologia cientificamente clara
para o seu desenvolvimento (XU et al., 2019; TKACHENKO et al., 2020).

Apesar de sua etiologia nédo ser definida, estudos de coorte, mostram que alguns
fatores podem predisponibilizar o surgimento da sindrome metabdlica, como por
exemplo: estilo de vida (baseado em um perfil de sedentarismo, consumo de dietas
hiperlipidicas e estresse emocional), fator genético e/ou perfil evolutivo de doencas
cronicas ndo transmissiveis preexistentes sem controle adequado farmacoterapéutico
(PEDERSEN et al., 2016; BARROSO & MCCARTHY, 2019; SIGIT et al., 2020).

A sindrome metadlica, também conhecida como sindrome cardiometabolica,
sindrome X, sindrome de resisténcia a insulina, sindrome de Reaven, ou ainda CHAOS
(doenga arterial coronariana, hipertensdo, aterosclerose, obesidade e acidente vascular
cerebral), € uma patologia caracterizada por um conjunto de distirbios metabdlicos séo
eles: Diabetes mellitus tipo 1 ou I, obesidade com aumento da circuferéncia abdominal e
aumento da massa gorda ponderal, intolerancia a glicose, dislipidemia, hipertenséo,
Infarto agudo do miocéardio e acidente vascular cerebral resultante de estado permanente
de trombose (THAMAM & ARORA,2013; GRUNDY et al., 2021).

O diagnostico clinico da sindrome metabolica é realizada pelo surgimento
concomitante de pelo menos trés entre cinco das seguintes condicdes: obesidade
abdominal (circunferéncia abdominal), hipertensdo, glicose elevada, dislipidemias
(triglicerideos elevados, baixos niveis de lipoproteina-colesterol (HDL-C), altos niveis
de lipoproteina de alta densidade (LDL-C) e hepatoesteatose gordurosa ndo alcolica),
disturbios coagulativos vasculares (infarto agudo do miocardio e/ou acidente vascular
cerebral). Dessa forma, a implicagéo clinica da sindrome metabdlica € que ela aumenta o
risco do desenvolvimento do diabetes tipo 2 (DMT2) e doencas cardiovasculares (DCV)
(LIM & ECKEL,2014). Os critérios de diagnosticos da sindrome metabdlica serdo

sumarizados na tabela 1 na pagina 23.
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Tabela 1: Critérios de diagndsticos da sindrome metabdlica

CRITERIOS CLINICOS

OMS 1998

NCEP:ATPIII (2001)

AHA/NHLBI (2004)

IDF (2005)

RESISTENCIA A

Tolerancia a glicose prejudicada,
glicemia de jejum prejudicada,

INSULINA resisténcia a insulina, mais quaisquer
dois dos seguintes:
DISLIPIDEMIA Triglicerideos (TG) > 1,695 mmol/L, Triglicerideos > 150 mg/dL, Triglicerideos > 150 mg/dL, Triglicerideos > 150 mg/dL,

lipoproteina de alta densidade (HDL-
C):
< 0,9 mmol/L (homens)
< 1,0 mmol/L (mulheres)

HDL-C:
< 40 mg/dL (homens)
< 50 mg/dL (mulheres)

HDL-C:
< 40 mg/dL (homens)
< 50 mg/dL (mulheres)

HDL-C:
< 40 mg/dL (homens)
< 50 mg/dL (mulheres)

PRESSAO SANGUINEA

>140/90mmHg

> 130/85 mg/dL

> 130/85 mg/dL

> 130/85 mg/dL

GLICOSE PLASMATICA

>7,0 mmol/L (jejum)

> 110 mg/dL (jejum)*

> 100 mg/dL (jejum)

> 100 mg/dL (jejum)

OBESIDADE Relacéo cintura/quadril: Circunferéncia da cintura: Circunferéncia da cintura: Circunferéncia da cintura:
>0,90 (homens) >102 cm (homens) > 102 ¢m (homens) Europeus: > 94cm (homens); > 80cm
>0,85 (mulheres) >88 cm (mulheres) > 88 cm (mulheres) (mulheres). Asiaticos: >90 cm (homens);
e/ou IMC > 30 Kg/m? > 80cm (mulheres)**
OUTROS Razdo de excrecdo urinéria de - - -

albumina >20mg/min ou razéo

albumina/creatina >30mg/g

Fonte: AUTORA, 2022.
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A crescente prevaléncia da SM, associada a progressao substancial da obesidade
e diabetes, torna-a um importante problema de salde publica (THAMAM &
ARORA,2013). Na ultima década, a prevaléncia da sindrome metabdlica tem aumentado
globalmente, podendo ser considerada uma epidemia (Saklayen, 2018). No Brasil, essa
sindrome constitui a maior causa de morbimortalidade da populacéo, sendo responsavel
por 76% das mortes em 2017 no pais, podendo alcancar mais 40% nas faixas etarias
maiores que 60 anos e uma prevaléncia de cerca de 29,6% na populacdo adulta
(OLIVEIRA et al., 2020).

Como citado anteriormente a SM reflete da transicdo de um estilo de vida
tradicional para um estilo de vida da sociedade contemporanea, baseado principalmente
no aumento do consumo de fast foods e comportamento psicoldgico com alto estresse
(Noghabi,2021). Essas alteracdes causam efeitos significativos na composicao corporal e
no metabolismo, muitas vezes resultando no aumento do IMC, obesidade generalizada e
abdominal, e aumento da dislipidemia e DMT2, causas importantes do desenvolvimento
da SM (THAMAM & ARORA,2013; GRUNDY et al., 2021). De acordo com a
Federacdo Internacional de Diabetes estima-se que 25% da populacdo adulta mundial tem
Sindrome Metabdlica (THAMAM & AURORA,2013).

Apesar dos avanc¢os na fisiopatologia e no delineamento de fatores de risco que
predispdem a SM, ha muitos aspectos-chave que ainda precisam ser estudados. A grande
variacdo de suscetibilidade e idade de inicio em individuos com um perfil de risco muito
semelhantes, sugere uma grande interacdo entre fatores genéticos e ambientais. Embora
aresisténcia a insulina e obesidade permanecam no centro da fisiopatologia da SM, varios
outros fatores também podem estar envolvidos na sua patogénese (figura 2, pagina 26)
(KASSI etal., 2011).

Assim como a resistencia a insulina e a obesidade, o estado hipertensivo
sustentado e ineficiéncia dos mecanismos de controle da pressdo arterial a curto, médio
e longo prazo é suficiente para desregular o eixo hormonal neural que esta intimamente
relacionado com o sistema renina-angiotensina-aldosterona (WANG,C et al., 2010). O
circuito pelo qual o desequilibrio cardiorenal se correlaciona com a sindrome metabdlica
tem sido avaliado e repercutido recentemente (PISKORZ, 2020; MANTA et al., 2021).
Entretanto, observa-se que o envolvimento do sistema simpatico e altas concentracGes de
catecolaminas endodgenas sdo encontradas nos estudos em humanos e animais, 0 que

explica a existéncia do infarto agudo do miocardio e/ou acidente vascular cerebral
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reincidente em individuos sindrome metabodlica (DALLONGEVILLE et al., 2003;
ZIEGLER etal., 2012; THORP & SCHLAICH, 2015).

Né&o obstante, recentes estudos tem demonstrado um estado persistente de perfil
inflamatério em individuos sindrome metabolica, no qual percebe-se altas taxas de
citocinas pro-inflamatorias, interleucinas e horménios pré-inflamatorios circulantes
(KAUR, 2014; ZAHA et al.,2020). No mesmo sentido, observa-se em individuos
sindrome metabdlica desregulacdo nas vias coagulativas, produzindo estase sanguinea o
que parece se relacionar ao aumento da resistencia periférica total e crescente estado
hipertensivo (STEWART & KLINE, 2020). Embora a participacdo do sistema
cardiovascular, coagulativo e metabdlico esteja claramente descrito na literatura, sua
relagdo causa-efeito nos sistemas efetivos ainda nédo esta totalmente elucidado (RUSSO,
2012).

Apesar das relacbes causa-efeito ndo sejam definidas na literatura, quanto ao
“starting-feedbacks”, é fato que a esteatose hepatica gordurosa ndo-alcodlica advém da
dislipidemia (MATSUBAYASHI et al., 2022), em que o colesterol de alta densidade é
translocado e a rede de LDL-C oxidado circulante € amplificado, originando reestoque de
vesiculas lipidicas, enquanto os adipdcitos ocupam parte significante dos lobos hepaticos
induzindo supressdo dos hepatdcitos e alteragdo no metabolismo energético e de
xenobidticos (ESLER & BENCE, 2019).

Comumente ¢é encontrado em individuos sindrome metabolica taxas elevadas de
aminotransferases oxalacética, piravica e gama glutamil (PAGANO et al., 2002; WANG
et al., 2017). Estes marcadores bioquimicos sinalizam lesdes hepaticas em individuos
sindrome metabdlica o que sera preponderante para o surgimento da doenca hepética
gordurosa ndo-alcolica como um desfecho clinico nestes individuos (PASCHOS &
PALETAS 2009).
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Figura 2 — Representacdo esquematica do desenvolvimento fisiopatoldgico das sindromes

metabdlicas
MUDANCAS ESTRESSE GENETICA
COMPORTAMENTAIS
HORMENIO LIBERADOR DE CORTICOTROPINA/
ARGINIMNA VASOPRESSINA
T APETITE EIXO HPA (TCORTISOI.) ATIVACAO DO SISTEMA
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REMINA-ANGIOTEMSIANA- ALDOSTERONA
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Fonte: AUTORA, 2022.

2.3. REVISAO DE MODELOS EXPERIMENTAIS QUE MIMETIZAM A
SINDROME METABOLICA

Diante da necessidade de elucidar os mecanismos organocelulares da sindrome
metabolica em face a uma condicdo multifatorial com prevaléncia alarmante atualmente,
o0 estabelecimento de modelos animais experimentais apropriados para a translacdo da
sindrome em humanos € crucial para o entendimento fisiopatoldgico bem como sua
utilizacdo como modelo para o desenvolvimento de novos farmacos a ser utilizado no
tratamento da sindrome de forma otimizada (WONG et al.,2016).

Neste sentido, uma variedade de modelos experimentais na busca pela
mimetizag&do da sindrome metabolica encontrada em humanos é encontrada na literatura.
De um modo geral, as principais modulagdes que produzem a sindrome metabdlica em
animais e seus estudos pré-clinicos envolvem: 1- indugdes por dietas hipercaloricas, 2-
manipulagdes genéticas e 3-inducdes por drogas/cirurgias (WONG et al.,2016).

Em meados do século XX, uma diversidade de estudos do tipo delineamento de

protocolos experimentais com a tematica de sindrome metabdlica foi crescendo até a



28

atualidade (METRICS pubmed, 2022). Tomando por base a observacdo que o aumento
do consumo de fast-foods surgiam ao mesmo tempo que a sindrome metabolica emergia
como um problema relevante em salde publica, os primeiros modelos baseavam-se na
modulacéo por ingestas de dietas manipuladas, acrescendo o percentual de carboidratos
e/ou lipideos.

Partindo deste principio, a administracdo de dietas ricas em carboidratos e/ou
lipideos em roedores, tornou a mais comum forma de induzir sindrome metabdlica em
proporcOes laboratoriais. Popularmente conhecidas como “dietas cafeterias” este
processo consiste em linhas gerais em aumentar a proporcdo de carboidratos como
acucares, sendo estes frutose ou sacarose (WONG et al., 2016).

As dietas ricas em carboidratos como a sacarose se apoia no aumento das
concentracdes plasmaticas de sacarose até obter disfuncdes sobre as a¢bes da insulina em
seus respectivos tecidos alvo (WANG et al.,2016). A sacarose, um dissacarideo, formado
pela ligacdo de uma molécula de frutose a uma molécula de glicose, possui alta
palatabilidade e portanto aumenta o estimulo ao ciclo de recompensa do sistema limbico
central. Ao mesmo tempo, altas concentracdes de sacarose provocadas pela ingesta de
dietas com alto teor de aglcares, produzem maior translocacdo de co-trasportadores para
acucares, uma vez que as enzimas sucrases sao saturadas pelo excesso de sacarose
(ELZOUKI et al.,2011).

O aumento dos niveis circulantes de aclcares (monossacarideos) descompensam
a liberacdo e acbes da insulina, que é influenciada pelo metabolismo da glicose. Assim o
metabolismo da glicose que é regulado negativamente pela enzima fosfofrutoquinase,
altera a via glicolitica e esta por sua vez, o estoque de glicose e suas acfes sobre a
atividade de células insulino-dependentes, atraves de feedbacks (WILLIAMS &
PICKUP, 2003). Por outro lado o excesso de frutose aumenta a lipogénese no figado,
levando a esteatose hepatica. A premissa experimental é fundamentado no aumento de
30-32% de sacarose na agua de beber, resulta no aumento do peso corporal, pressdo
arterial, glicemia transitoria, acdes da insulina e dislipidemias (AGUILLERA et al., 2004;
VANSANUJI et al., 2006).

Paradoxalmente, alteragdes no tipo de roedor escolhido parece exercer forte
influéncia sobre os desfechos experimentais, com a presenca e/ou auséncia de parametros
analogos a sindrome metabolica e isto parece se correlacionar com o proprio metabolismo

do roedor (Wistar, Hamster, Sprague-Dawley ou SHR) tornando-se uma variavel obscura
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para a replicacdo do desenho experimental como o modelo mais apropriado para 0s
estudos translacionais (ORON-HERMAN, et al., 2008).

Outro viés do desenho experimental, vem da incerteza de consumo individual de
sacarose em mencdo ao grupo de base e grupos de intervencdo, sendo este um risco
admissivel na execucdo do protocolo experimental e obtencdo de dados experimentais
como variaveis para o estudo. E admissivel que o uso de gaiolas metabélicas podem
reduzir este vies, porém aumentam o a relacdo de custo-beneficio do desenho
experimental.

Além disto, as flutuacdes encontradas nas diversas concentracdes de sacarose em
protocolos experimentais (30-77%), tornam o protocolo experimental de dificil
reproducdo, com precisao e exatiddo, aos parametros estudados em experimentos com
sindrome metabodlica (JURGENS et al., 2005).

A substituicdo da sacarose pela frutose (um acglcar, comumente encontrado em
frutas), confere ao menos teoricamente, o rapido influxo deste agucar no figado,
resultando em acumulacdo de triglicérides e colesterol, devido ao efeito lipogénico
induzido pela regulacdo da frutose, com subsequente reducéo da sensibilidade da insulina,
intolerancia a glicose e resisténcia da insulina (JURGENS et al., 2005; BASCIANO et
al., 2005). Devido ao deslocamento das rotas bioquimicas do metabolimo da glicose e
lipideos, produzidas pelo aumento for¢ado de frutose nas dietas para produzir a sindrome
metabdlica, obtém-se em resumo:

1) Uma porcao da frutose é convertida a lactato pelo piruvato;

2) Outra porcdo produz triose fosfatada que rapidamente é convertida a glicose
e/ou glicogénio via gliconeogénese;

3) Os carbonos derivados da frutose podem ser convertidos a acidos graxos;

4) Inibicdo da oxidacdo de lipideos hepaticos em favor da frutose , sintese de
lipoproteina de baixissima densidade (VLDL) e re-esterificacdo de acidos graxos.

Como resultante, estes carboidratos refinados sdo rapidamente absorvidos e
metabolizados no figado para produzir glicose e seus derivados. O uso cronico da dieta
enriquecida com frutose é capaz de induzir: aumento no peso ponderal devido ao aumento
do acréscimo caldérico da dieta (>60%), apidosidade, dislipidemia, hipertenséo,
intolerancia a glicose e decréscimo na sensibilidade da insulina em roedores (JOHNSON
et al.,, 2007). Entretanto, o modelo possui as mesmas desvantagens do método
anteriormente citado, como: imprecisao na dose absorvida de frutose individualmente por

roedores, flutuagGes na percentagem de frutose usadas nos protocolos experimentais,
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obtendo-se magnitudes diferentes nos parametros analisados e divergéncia nas respostas
em funcéo do tipo de roedor a ser utilizado (WONG et al., 2016).

N&o obstante, o surgimento de protocolos experimentais usando o acréscimo na
percentagem de acidos graxos tornaram-se 0 mote de varios pesquisadores para a
reproducdo da sindrome metabolica. Os estudos utilizaram dietas com faixas entre 20-
60% no acréscimo de &cidos graxos obtendo como fonte, 6leos vegetais ou gordura
animal, estas dietas induziram uma sindrome metabdlica mais proxima a obesidade e suas
repercussdes em sistemas comunicantes, como por exemplo: hiperglicemia, resisténcia a
insulina e dislipidemias com auséncia ou minima influéncia sobre o desenvolvimento de
hipertensdo arterial sistémica e doengas cardiovasculares, o que torna 0 método mais
especifico para um determinado grupo de individuos sindrome metabdlica, apresentando
como desvantagem, a observacdo de melhorias de modo amplo para todos os subtipos de
sindrome metabdlica a partir de uma intervencdo e esta hipoOtese se alicerca na
lipotoxicidade de dietas ricas em &cidos graxos (BUETTNER et al., 2007; ZIVKOVIC et
al., 2007) .

Na tentativa de obter-se parametros similares na reprodutibilidade da sindrome
metabolica, numerosos estudos propuseram-se a equilibrar as concentracGes de
acucares/acidos graxos no acréscimo calérico induzindo uma dieta hipercalérica em ratos
Sprague-Dawley ou camindongos C57BL/J6. Estes estudos usaram em geral uma dieta
composta por 39% de acUcares de origem de leite condensado, 20% de gordura oriunda
de carnes, 17.5% de frutose, 15.5% de racdo para roedores pulverizada, 2.5% de misturas
de sais minerais e 5% de agua), em resultado obteve-se uma maior reprodutibilidade dos
efeitos em roedores e comparaveis aos humanos na escala de proporcionalidade em
mamiferos (POUDYAL et al., 2010;HAO et al., 2015). Entretanto, a necessidade do uso
de gaiolas metabdlicas e o ajuste do percentual da dieta, elevam o custo do desenho
experimental.

A observacdo de que alguns tipos de roedores eram mais predispostos a
desenvolver a sindrome metabolica nas mesmas condi¢cdes experimentais, trouxe a
discussao sobre a influéncia genética de roedores e mamiferos a serem geneticamente
propensos a sindrome metabolica e/ou torna-los esponténeos aos eventos por delecdo
génica ou deficiéncia em receptores participantes no metabolismo energético e lipidico
(WONG et al., 2016).

Os animais geneticamente modificados possuem a praticidade do

desenvolvimento espontaneo da patologia em questdo para estudos fisiopatoldgicos e/ou
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farmacologicos. No campo da sindrome metabolica pode-se classificar os animais
geneticamente predispostos a sindrome metabolica em animais monogénicos ou animais
poligénicos, aos quais déo origem a dele¢cdo em um ou mais alvo génico, respectivamente,
manifestando assim, alteracdes fenotipicas, superexpressdo génica de alvo molecular ou
auséncia génica do alvo molecular, dando origem aos animais conhecidos como “knock
out” (FUCHS et al., 2018).

Um dos animais mais Uteis no estudo da obesidade e da sindrome metabdlica séo
0s camundongos ob/ob, estes animais possuem uma mutacdo génica que nao expressa a
leptina, um horménio que possui dentre outras funcGes a saciedade pds-prandial, assim
estes animais manifestam hiperfagia, o que tornam-os predispostos a obesidade e com
isto resisténcia a insulina, expressdo de moléculas inflamatérias, adiposidade e diabetes
mellitus tipo 2, entretanto, 0 modelo apresenta como aspecto negativo a infertilidade,
sendo necessaria para a manutencdo da linhagem a identificacdo prévia de animais Lep-
Ob+/- para a reproducéo assistida (FUCHS et al., 2018).

Em similaridade, os camundongos db/db desenvolvem obesidade rapidamente,
entretanto a mutacdo génica nestes animais, se dao pela auséncia de receptores para a
leptina, assim, possuem mesma origem para a hiperfagia, porém alcancam hiperglicemia
de modo mais severo, chegando a obtecdo de niveis plasmaticos de glicose em torno de
700 mg/dL de modo sustentado, para além da 12 semana de vida dos animais, 0 que ndo
ocorre em camundongos ob/ob, pois héa reversibilidade por feedbacks de retroalimentacédo
do sistema de saciedade (KATSUDA et al., 2014).

Camundongos KK apresentam moderada obesidade e resisténcia a insulina, com
origem na mutacdo de poligenes, mas ndo apresentam o conjunto de alteracfes para
originar a sindrome metabolica. Entretanto, a manipulacao deste tipo de camundongo, no
qual a delecdo passa a ser monogénica e portanto, sobre a expressdo da proteina
responsavel pela construcédo do receptor de melanocortina 4, da origem a um novo subtipo
de linhagem deste camundongo, o camundongo KK-Ay, a delecdo do receptor produz
alteracdo sobre a regulagdo energética , aumentando a magnitude da obesidade,
surgimento de diabetes mellitus tipo 2, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina
apesar destes fatores serem normalizados ap6s 1 ano de vida(Ramos-Rodriguez et
al.,2014). Por outro lado a observacdo de lesdo glomerular e glicosuria também s&o
observados neste modelo (WATADANI et al., 2005).

Ratos Zucker, possuem semelhanca no desenvolvimento da obesidade aos

camundongos ob/ob, com origem na leptina como sinalizador, entretanto este tipo de
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animal possui mutacdo no gene fa que causa defeito na expressdo de receptores para a
leptina, assim, manifestam hiperfagia independente da presenca de leptina. Além da
leptina, neste modelo ha presenga de outros hormonios oregixenos, que amplificam o
estimulo ao apetite e ao consumo da dieta alimentar. Ratos adultos Zucker apresentam
cerca de 40% de gordura, resisténcia a insulina, mas ndo alteram a glicose, sem a
manifestacdo da diabetes mellitus tipo 2, portanto, € um modelo mais adequado para 0s
estudos de obesidade e anorexigenos (ALEIXANDRE et al., 2009).

A manipulacdo génica destes animais, deram origem aos ratos Zucker-diabéticos-
obesos (ZDF), com o surgimento do diabetes tipo 2 e a obesidade, gracas a delecdo de
outros alvos da leptinae suas interagdes (WANG et al., 2014). Usado agora para estudos
para diabetes mellitus tipo 2, os ratos Gotokakizaki (GK), possuem espontaneamente
diabetes melitus sem a associacdo com a presenca da obesidade, estes animais surgiram
da selecdo de ratos wistar com glicemia elevada e cruzamento entre eles. Assim eles
manifestam: hiperglicemia, hiperinsulinemia, intolerancia a glicose e complicagdes do
diabetes, mas ndo sdo considerados eficientes para a manifestacdo completa dos sinais e
sintomas da sindrome metabdlica (PORTHA et al., 2001).

Agora, com foco na delecdo de multiplos genes, os animais obesos neozelandeses
(NZO), apresentam hiperfagia, obesidade juvenil e diabetes tipo 2, estudos recentes
mostram a efetividade destes animais desenvolverem um modelo mais compativel com a
sindrome metabdlica orindas do complexo sistema obesidade-diabetes como causa-
consequencia. Entretanto, ndo sdo observados danos cardiovasculares significantes
(JOOST, 2010; CHO et al., 2007). Roedores JCR:LA apresentam isquemia cardiaca ,
resisténcia a insulina e aterosclerose, severa obesidade, mas ndo uma manifestacdo
semelhante a diabetes mellitus (CHO et al., 2007)

A completa auséncia da hipertensdo arterial sisttmica sustentada e espontanea
nestes modelos, pesam na decisdo do uso destes modelos animais como adequado para
estudos translacionais da sindrome metabdlica animais/humanos. Por outro lado, a
observacgdo de que ratos espontaneamente hipertensos (SHR) possuem predisposicdo a
resisténcia a insulina e a obesidade, abre uma nova discussdo a respeito do uso de animais
SHR para mimetizar a sindrome metabélica (ARTINANO & CASTRO, 2009). E
observada que a génese da hipertensdo nestes animais, advem de alteracdo no sistema
simpatico, aumentando seu ténus e inibicdo da resposta contraregulatéria do sistema
parassimpatico. Sabe-se que o tdnus simpatico e a liberacdo exacerbada de catecolaminas

possuem estreita correlagdo com a sindrome metabdlica. Por outro lado a ligag&o entre a
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obesidade e sindrome metabolica advém da sinalizacdo deficiente de leptina e hormonios
orexigenos (WONG et al., 2016).

Neste sentido, estudos reportam a existéncia de subtipos de animais SHR,
denominados “corpulentos”. Os ratos SHR que manifestam mais facilmente a obesidade,
parte da observacdo de animais estudados por Koletsky, (1970) em que o cruzamento de
ratas espontaneamente hipertensas e ratos Wistar-kyoto ou Sprague-Dawley , geravam
ratos obesos e hipertensos espontaneamente (SHROB). Mais tarde foi possivel observar
que estes animais possuiam de maneira espontanea uma muta¢do monogénica no gene
fak, que gera uma parada prematura no dominio extracelular de cddons para a leptina,
resultando em falha no receptor. Como resposta, ha resisténcia a leptina e incapacidade
de resposta ao horménio central e periférica. Estes animais desenvolvem obesidade,
hiperinsulinismo, hipertensdo (>18% mmHg entre a 20-30% semana de vida, dislipidemia
e aterosclerose (KASTIN et al., 1999).

Em complementariedade, a observacgdo da existéncia do subtipo de ratos SHR N-
corpulento, leva este nome devido a sua capacidade de produzir hipertensdo espontanea
e obesidade sem a presenca do diabetes mellitus, estes animais possuem efeitos insulino-
dependentes normais, sem a manifestacdo hiperglicémica. Apresentam obesidade,
hipertensdo, hiperinsulinemia, glicosuria, proteinuria e intolerancia a glicose, mas néo
diabetes (MICHAELIS et al.,1986).

Diferentemente, os ratos espontaneamente hipertensos NDmc-corpulentos (SHR-
cp), sdo ratos da mesma linhagem que apresentam homozigotos do gene cp (cp/cp)que
induz alteragBes metabdlicas semelhante aos humanos, como: obesidade, aumento da
adiposidade, hipertensdo, hipercardia, diabetes mellitus e hiperlipidemia (VELASQUEZ
et al., 1989; TRIANA et al., 1991). De modo analogo, ratos SHR predispostos ao AVC
(SHRSP) é um modelo de animal que desenvolve severa hipertensdo, desordens
neuropaticas, hipertrofia cardiaca, aterosclerose e resisténcia a insulina. Estes animais séo
considerados excelentes modelos de estudos de hipertenséo e resisténcia a insulina sem
ganho de peso. Entretanto, recentemente a manipulacdo deste tipo de animal, através da
insercdo do segmento de mutacdo no gene de receptor de leptina oriundo dos animais
Zucker, originou animais SHRSP(fa/fa) com acréscimo de ganho de peso e obesidade ao
conjunto de manifestagdes que se assemelham a sindrome metabolica em humanos
(HIRAOLA-YAMAMOTO et al.,2004).

A estreita correlacdo entre a sindrome metabolica e a esteatose hepatica ndo

alcodlica, tem atraido atencdo consideravel nos ultimos anos, assim, estudos de Qi et
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al,2005 criou um novo modelo de rato, ndo obeso entretanto, hipertenso,
hepatoesteatotico e sindrome metabolica pela hiperexpressdao de elementos proteicos
regulatorios de esterdis em ratos SHR. Esta transcri¢do ativa maltiplos genes envolvidos
na sintese de colesterol, triglicérides, acidos graxos e fosfolipideos, indicando que a
esteatose hepatica ndo alcolica tem origem na sindrome metabdlica incluindo,
hiperinsulinemia, hiperglicemia e dislipidemia na auséncia da obesidade. Este modelo
traz a valorosa oportunidade de investigar a patogénese na sindome metabolica sem
obesidade (HORTON et al., 2002; HORTON et al., 2003; QI et al., 2005).

O uso da genética em favor dos estudos fisiopatoldgicos e farmacoldgicos traz
consideravel recurso para a pesquisa experimental, porém, acresce o custo de pesquisas
com animais de laboratério altamente seletivos para a doenca em questdo, trazendo o
aspecto financeiro no acréscimo de projetos ja custosos na pesquisa experimental em
salde publica.

Neste sentido, 0 uso de abordagens experimentais com modulacGes de farmacos
ou aparato de cirurgia aparece como uma alternativa ao uso de modelos geneticamente
manipulados. Em adicdo aos estudos com modelos de sindrome metabdlica induzido por
farmacos e cirurgia, 0s experimentos com animais adrenelectomizados e tratados com
corticoesteroides sdo capazes de produzir modulagdes semelhantes a sindrome
metabdlica, no entanto, a taxa de mortalidade, o custo com aparato cirdrgico e cuidados
poOs-operatdrios, além da necessidade de multiplas intervengdes sdo desfavoraveis a este
modelo experimental (MATOS et al., 2003).

Apesar disto, as bases neuroenddcrinas para o surgimento da sindrome metabdlica
deu origem ao modelo de sindrome metabolica induzidos por glicocorticoides. O modelo
surge da observacdo que os glicocorticoides produzem uma sindrome conhecida como
“Sindrome de Cushing”, caracterizada por ganho de peso e redistribui¢ao da adiposidade
visceral, edema, episodios hipertensivos, resisténcia a insulina e diabetes mellitus com o
uso cronico dos glicocorticoides em pacientes, 0os quais sdo semelhantes a condigédo da
sindrome metabdlica (MATOS et al.,2003). Os glicocorticoides enddgenos sao liberados
em condigdes de estresse e estimulam a glandula adrenal a liberar horménios. Quando
ligados aos receptores atuam diretamente em tecidos induzindo: a) diferenciacdo de pre-
adipdcitos em adipocitos maduros; b)aumentam a lipélise e liberam acidos graxos; c)
aumentam a protedlise do musculo, causando sarcopenia e aumento de aminoacidos na
corrente circulatdria, que por sua vez ativam o complexo 1 de rapamicina (mMTORL1),

induzindo resisténcia a insulina via fosforilagdo no substrato do receptor de insulina; d)
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promovem gliconeogénese no figado e hiperglicemia e e)aumentam a retencéo de sédio
e agua elevando a presséo arterial (FRANSSON et al., 2013; FERRIS et al., 2012; YOON,
2016).

O uso dos glicocorticoides para induzir sindrome metabolica ocorre por via
parenteral intraperitoneal ou através do implante cirurgico de minibombas osmoéticas
como sistema de liberacdo continua. A facilidade da inducéo e os efeitos de seu uso
(hiperfagia, ganho de peso, resisténcia a insulina, parcial tolerancia a glicose, hipertensao
e dislipidemias com depdsito de lipideos no masculo esquelético e figado) trazem para
este método vantagens aos demais, entretanto, a principal desvantagem do método, parece
ser originar das criticas cientificas da etiopatogenia na translagdo animais/humanos
(WONG et al., 2016).

Inducdo de sindrome metabdlica por farmacos antipsicoticos aparecem como uma
alternativa aos casos onde o uso de antipsicéticos geram sindrome metabolica como uma
comorbidade da esquizofrenia e transtornos psiquicos (psicoticos). Em fato, o ganho de
peso, aumento da gordura visceral, intolerancia a glicose e resisténcia a insulina ocorre
em animais e humanos. O enigma do modelo proposto parte da inexisténcia de
mecanismos elucidados para a geracao dos efeitos observados em individuos e animais
expostos aos antipsicdticos (WU et al., 2014; DAVEY et al., 2013). Em longo prazo 0s
anitpsicéticos contribuem para o surgimento de dislipidemias e diabetes mellitus
(CHASE et al., 2012). O uso mais comum nos protocolos experimentais dar-se pela
administracdo por via oral ou intraperitoneal de olanzapina, um antipsicotico de segunda
geracao.

Por outro lado, o retorno as bases moleculares do surgimento da sindrome
metabolica, ainda que ndo seja um consenso, é admissivel que tenha origem em um
elemento neuroenddcrino capaz de aumentar a liberacdo de modo excessivo de
catecolaminas. Adicionalmente, as bases genéticas para a predisposicao genética de ratos
analogos a sindrome metabdlica com ou sem esteatose hepatica, possui como elemento-
chave, a liberacdo exacerbada de neurotransmissores adrenérgicos (i.e. SHR, SHR N-
Corp, SHR cp/cp, SHRSP e SHRSP fa/fa).

Assim, o papel dos receptores B-adrenérgico tem sido investigado na esteatose
hepatica na presenca ou auséncia de sindrome metabodlica, usando para isto o
isoproterenol, como um farmaco indutor (GHOSH et al., 2012; EZROKHI et al., 2014;
NAKADE et al., 2020; Shi et al.,2021; LELOU et al., 2022).
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Brevemente, as catecolaminas endogenas (epinefrina, norepinefrina, dopamina) e

exogenas (isoproterenol) sdo neurotransmissores bem conhecidos que estdo envolvidos

em varias funcBes centrais como processo de emogdes, cognicdo e memaria e também

periféricas. Na periferia, sdo considerados neuro-horménios e estdo envolvidos

principalmente na resposta de luta ou fuga, situacdo que permite ao organismo reagir de

forma répida a uma situacédo estressante (LELOU et al., 2022) .

Esses neurotransmissores sdo ligantes de receptores acoplados a proteina G. Elas

podem ativar os receptores adrenérgicos (ADRS), composto por nove tipos de receptores
alA,alB,alD,a2A,a2B,a2C,B1,p2ep 3, oureceptores de dopamina

(DRDs). Esses receptores sdo acoplados a proteinas G do tipo a que podem ativar ou

inibir efetores como fosfolipase C, adenilato ciclase ou canais ionicos (LELOU et al.,

2022). E sabido que, as catecolaminas se ligam nos receptores adrenérgicos, e estimulam

um proteina G que ativa adenilato ciclase, que converte ATP em cAMP (AMP ciclico),

transformando um proteina quinase inativa em um proteina quinase ativa. Essa proteina

quinase ativa por sua vez pode causar acdo em 3 metabolismos diferentes (Figura 3):
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(1) reduz a sintese de glicogénio e

(1) aumentar a degradacéo do glicogénio

Figura 3- Mecanismo de acdo das catecolaminas nos receptores adrenérgicos.
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Estudos de Gosh et al., (2012), mostram que a administracdo de isoproterenol
induziu aumento de gordura nos hepatdcitos de camundongos predispostos a sindrome
metabdlica C57BL/J6, que foi abolido na presenca de propranolol (GOSH et al., 2012).
Em similaridade, camundongos induzidos a sindrome metabdlica por dieta rica em
lipideos em coadministracdo com isoproterenol ou fenilefrina, produziu esteatose
hepética, dislipidemia e aumentou marcadores de lesdo hepatica quando comparados aos
camundongos sindrome metabdlica controle (NAKADE et al., 2020).

E reportado que isoproterenol (85 mg/kg s.c.) produz infarto agudo do miocérdio,
mediado pelos receptores [B-adrenérgico localizados no coracdo induzindo efeito
cronotrdpico, inotropico, lusitropico e dromotrépico positivo (TENORIO, 2020) além de
exaustiva produco de substancias oxidantes (REMIAO et al.,2010). Assim este modelo
tem sido exaustivamente usado na compreensdo da fisiopatologia do infarto, bem como
na avaliacdo de substancias cardioprotetoras. Em adicdo, isoproterenol tem demonstrado
o0 potencial em provocar desbalanco sobre o metabolismo energético e lipidico (LIU et
al., 2013, LAN et al., 2022) mostrando-se um possivel modelo experimental na avaliagao

de substancias bioativas na sindrome metabdlica relacionada a doenca cardiaca.

2.4. FITOFARMACOS COMO ABORDAGEM NA DESCOBERTA DE
NOVOS MEDICAMENTOS

A busca por novas fontes de medicamentos remonta as datas mais antigas, ainda
gue na auséncia de tecnologias para refinamento de principios ativos, as civilizaces
antigas recorriam aos produtos de origem natural como fonte de medicamento na forma
de elixires, xaropes e por¢cdes com base no que hoje é conhecido como etnofarmacologia
(ELIZABETSKY et al.,2007)

Partindo desse pressuposto, é valido notar que os produtos de origem natural, tem
notoria participacdo na insercdo de novos farmacos no mercado farmacéutico, desde os
tempos mais antigos até os dias atuais. Dados de Newman & Cragg, (2020), mostram que
0s produtos naturais quer sejam na forma de extratos e/ou compostos naturais isolados
equivalem a 41,9% de todas os novos farmacos aprovados para comercializa¢do e 58%
de compostos sintéticos, ainda que, destes compostos sintéticos 11% possuem 0 grupo
farmacofdrico de origem natural e 11,5 % dos sintéticos séo inspirados nos produtos
naturais, com efeito farmacologico apropriado (NEWMAN & CRAGG, 2020).
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No Brasil, aproximadamente 82% da populacdo do nosso pais recorrem aos
produtos naturais a base de plantas para tratamento de seus agravos de salde, uma saida
para um tratamento farmacoldgico com bases cientificas e em sua maioria de baixo custo
efetivo € o uso de fitoterapicos (ABIFITO,2004). Em 2001, o ministério de saude do
Brasil, lancou o programa nacional de plantas medicinal e fitoterapico, fornecendo uma
relacio de medicamentos fitoterapicos Uteis na atencdo basica (MINISTERIO DA
SAUDE, 2001).

A politica nacional de plantas medicinais e fitoterapicos aprovada pelo decreto n°
5.813 de 22 de junho de 2006, surgiu com o objetivo de garantir a populacéo brasileira o
acesso seguro e racional de plantas medicinais e fitoterapicos de modo a promover o0 uso
sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva bem como da
industria nacional, além de ampliar as opcOes terapéuticas de modo seguro e eficaz
integrado aos servicos de salde, preservando o conhecimento tradicional, elevar a
pesquisa, desenvolvimento tecnoldgico e inovacgdes integradas a plantas medicinais e
fitoterapicos nas varias fases da cadeia produtiva (PNPMF/ 2006).

Conforme a resolucdo n°26 de 13 de maio de 2014, publicada pela agencia
nacional de vigilancia sanitaria, os fitofarmacos sdo considerados substancias purificadas
e isoladas de origem vegetal com estrutura quimica definida e atividade farmacoldgica
existente, quer seja, sua propriedade medicinal, profilatica, paliativa ou curativa (RDC
26/2014).

De acordo com os estudos de Calixto, (2019), os produtos naturais sao
responsaveis por 35 % de 1.1 trilhdo de dolares anualmente no mercado financeiro a nivel
global. O Brasil tem contribuido de modo significante na pesquisa farmacolégica de
produtos naturais devido a sua biodiversidade, entretanto a translacdo ao mercado
farmacéutico ainda é reduzido, tendo sua contribuicdo apenas com 3 medicamentos
fitoterapicos: Acheflan ® (Aché Laboratorios)- obtida do 6leo essencial de Codia
verbenaceae com atividade analgésica e antiinflamatoria, Syntocalmy® (Aché
Laboratorios)- obtido das folhas de Passiflora incarnata com propriedades ansiolitica e
hipnotica e Melagrido® (Laboratorio catarinense farmacéutico)- desenvolvido a partir
do extrato das folhas de Mikania glomerata util no alivio da tosse e asma. Apesar de
pequena a contribuicao brasileira no mercado P&D farmacéutica em 2016 cada um destes
produtos foram responsaveis por movimentar 30.3, 28.6 e 23.6 milhdes de reais

respectivamente, demonstrando assim uma promissora area no mercado financeiro, além
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da contribuicdo direta para a populacio com bases etnofarmacoldgicas
(CALIXTO,2016).

Alguns entraves podem ser apontados por Calixto, (2016) dentre eles: dificuldades
a interface e articulacdo entre pesquisadores e a inddstria farmacéutica com uma visédo
baseada no desenvolvimento de pesquisas com viés de inovacdo tecnologica e
biodiversidade com aplicagdo facilitada para companhias farmacéuticas, além do baixo
incentivo governamental na area de ciéncia, tecnologia e desenvolvimento industrial para
as universidades e institutos de pesquisa no pais (CALIXTO, 2016). Cabe aqui ainda a
observacao de Tenorio, 2019 a inexisténcia de uma rede consistente e solida de inddstrias
estaduais que possam se conectar com o desenvolvimento dos estudos realizados nas
universidades como uma continuidade entre estatais, funcionando como uma alavanca e
forca motriz para a consolidacdo da industria farmacéutica brasileira, laborando como
uma cooperagdo mutua na relacao universidade-produto-populacdo (TENORIO, 2019).

Por outro lado, a veiculacdo de fitofarmacos no mercado mundial, traz consigo a
viabilidade do desenvolvimento de produtos farmacéuticos baseada em produtos naturais.
Os digitalicos oriundos da Digitalis purplrea conhecida como “dedaleira” 1til no
tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva e 0s anticancerigenos: vincristina e
vimblastina obtidos das flores de Catarantheus roseus conhecida como alcaloides da
vinca sdo Uteis no tratamento do cancer de mama até os dias atuais (BARREIRO &
MANSUR, 2008).

Neste contexto, algumas moléculas vem sendo alvo de diversos estudos com
potencial de tornar-se um prot6tipo de fitofarmaco ou nutracéutico. Cabe aqui ressaltar,
que em alguns paises estes termos ndo sao diferentes ao referir-se a uma molécula oriunda
de produto natural com finalidade terapéutica, o que confunde a populacéo e prescritores
em torno das diferencas entre um alimento funcional, logo nutracéutico, e fitofarmaco, ja
definido anteriormente

Na area cardiovascular os flavonoides e compostos terpénicos vem ganhando
destaque por suas propriedades farmacoldgicas promissoras. O resveratrol, um flavonoide
obtido de vinhos e derivados da Vitis vinifera, é atualmente a molécula mais promissora
a se tornar verdadeiramente proporcdes de um fitofarmaco, com atividade cardiovascular
que pode ser util no tratamento da hipertensdo arterial, dislipidemias, infarto agudo do
miocardio e distarbios cardiometabdlicos (BASHARAT et al.,2020).

N&o obstante, a observacdo da salde cardiovascular das comunidades do

mediterraneo, trouxe a perspectiva de avaliar compostos ativos em derivados de uvas,
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creditando a estes suas propriedades de longevidade do sistema cardiovascular.
Miricetina, outro flavoinodide, também encontrado em uvas e seus derivados, demonstram
as mesmas propriedades cardiovasculares do resveratrol, além de mostrar atividade na
reducdo da sindrome metabdlica de ratos em modelo de dieta rica em agUcares e gordura
(RAVIRAJSINH & RANJITSINH, 2014).

Kaemferol, um flavondide, ja comercializado na atualidade, possui atividades
farmacoldgicas contra diabetes mellitus, dislipidemias, aterosclerose e previne doencas
cardiovasculares em humanos, atuando na regulacéo da via ASK1/MAPKinase reduzindo
0 estresse oxidativo das doencas cardiometabdlicas (HONG et al., 2017).

Narigenina, outro flavondide desta vez isolado de espécies de laranjas, também ja
se encontra disponivel para comercializacdo, possui uma ampla variedade de acdes
farmacologicas, entretanto, sua atividade antiadipogénica associada aos -efeitos
cardioprotetores, tem sido o mote de sua comercializacdo, estimulando o consumo de
atletas e individuos com risco cardiovascular elevado (SALEHI, B et al., 2019).

Em similaridade, os compostos terpénicos movimentaram 12 US$ bilhGes nas
industrias farmacéuticas e de higiene em 2002, devido as suas acGes promissoras
farmacologicas (WANG et al, 2005). N&o obstante, o interesse dos compostos
terpénicos e suas aplicacGes sobre o sistema cardiovascular e metabolico tém crescido
na Gltima década (SANTOS et al, 2011; ALVES-SILVA et al, 2016).

Mentol foi um dos primeiros compostos terpénicos que atraiu a atencdo da
comunidade cientifica ha anos atras (MIKALI et al., 2013). Hoje, Gtil como composto
ativo em produtos de higiene como pastas dentais, dentrifricios, shampoos de alta
eficiéncia (PRASAD et al., 2019), mentol teve seu crédito associado as suas propriedades
antimicrobianas (SINGH et al., 2015) e vasodilatadoras (CRAIGHEAD et al., 2017).

O fato é que desde seu isolamento da Mentha x piperita, este monoterpeno abriu
um grande terreno a serem explorados, os compostos terpénicos enquanto produtos
terapéuticos. Sabe-se que suas propriedades sensoriais estdo associadas a acdo em canais
pertencentes ao receptor de transiente de melastina 8, da familia A (TRPM8) em drgédos
sensoriais, por isso sua efeitividade em causar a sensacéo de refrescancia em produtos de
higiene pessoal, pastilhas e produtos culinarios (FARCO et al., 2013), sem desconsiderar
as atividades antimicrobianas ja citada. Em adicdo, o mesmo alvo farmacologico é
encontrado nos tecidos cardiovasculares e os beneficios cardiovasculares advem dos
efeitos em modular o transiente de célcio via TRPM8 (JOHNSON et al., 2009; BAYLIE
etal., 2010).
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Outro monoterpeno, em constante proeminéncia a se tornar um fitofarmaco é o
carvacrol, isolado do oOleo de orégano (Origanum vulgare), suas atividades
farmacoldgicas promissoras vao desde atividade analgésica até atividades antidiabéticas,
antimutagénicas e hepatoprotetoras (BASER, 2018).

Recentemente, 0 uso do carvacrol na reducéo da hipertenséo espontanea em ratos
em conjunto com treino aerdbico, revelaram sua importancia no controle efetivo da
hipertensdo arterial e tem sido sugerido seu uso como coadjuvante na terapia
cardiovascular de pacientes hipertensos (COSTA et al., 2021). Além disto, o potencial do
carvacrol em prevenir a obesidade em ratos induzidos por dietas, mostram que o carvacrol
é capaz de modular a expressdo de genes que estdo envolvidos na adipogénese e na
inflamag&o produzida na sindrome metabdlica (CHO et al., 2012). Os efeitos de carvacrol
sobre a adipogénese foi avaliada mais recentemente, e é reportado que este monoterpeno
induz autofagia devido a sua modulacdo em transcritores génicos como ChREBP
(SPALETTA et al., 2018).

Timol é outro monoterpeno que tém atraido a atencdo da comunidade cientifica
em sua prospeccdo a ser um potencial farmaco terapéutico em desenvolvimento
farmacéutico. Estas propriedades incluem atividade antioxidante, anti-inflamatoria,
antitumoral e antihiperlipidemica (MEERAN et al., 2017). Recentemente, estudos de
Santos et al, (2016) mostraram que o timol é capaz de produzir efeito cardioprotetor em
ratos submetidos a lesdo de isquemia-reperfusdo (SANTOS et al., 2016).

Os efeitos de formas entantioméricas de a-terpineol demonstrou a capacidade
antiobesidade em modelo de dieta hipercalérica, estes resultados parecem se
correlacionar com aces anti-inflamatdria em ratos Sprague-Dawley (DE SOUZA et al.,
2020). Os efeitos cardioprotetores de a-terpineol, também foram recentemente reportados
em modelo de isquemia reperfusdo induzida por isoproterenol (TENORIO et al., 2021).

N&o obstante, as resinas de Protium hepthaphylum produziu efeitos
cardiometabdlicos, reduzindo a hiperlipidemia, desordens metabdlicas e regulou a glicose
produzindo reducdo da sindrome metabdlica em modelo de obesidade hiperlipidica, suas
acOes parecem envolver a inibicdo de mediadores pro-inflamatorios, e a-terpineol tem
sido apontado como a molécula majoritaria do 6leo obtido destas resinas (CARVALHO
et al., 2015).

Entretanto os efeitos diretos do a-terpineol isolado sobre as alteracdes metabolicas
lipidicas, glicidicas e hepéticas permanecem desconhecidas até 0 momento, bem como, a

correlacdo destes com a sindrome metabolica e doencas cardiovasculares.
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Baseado nestas premissas, este trabalho hipotetiza se a-terpineol é capaz de
melhorar parametros cardiometabdlicos em ratos hipertensos e induzidos ao infarto com
isoproterenol e ainda se propde a avaliar se o isoproterenol seria um possivel modelo de

induzir sindrome metabdlica em ratos espontaneamente hipertensos.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

v' Avaliar o efeito a- terpineol isolado nos disturbios cardiometabdlicos induzidos

por isoproterenol em ratos SHR e infartados.

3.2.0bjetivo Especificos
v Avaliar o efeito do a- terpineol sobre o peso corporeo de ratos SHR

previamente tratados e infartados;
v Verificar os efeitos do a- terpineol sobre os parametros lipidicos
(triglicérides, colesterol, HDL, LDL e VLDL) de ratos SHR previamente

tratados e infartados;

v' Investigar os efeitos do a- terpineol sobre os parametros glicémicos de

ratos SHR previamente tratados e infartados;

v' Aferir o efeito do a- terpineol sobre a resisténcia a glicose em ratos SHR;

v' Verificar os efeitos do a- terpineol sobre os marcadores de lesdo hepatica

(TGP e y-GT) de ratos SHR previamente tratados e infartados;

v’ Auvaliar os efeitos do a- terpineol sobre a morfometria de figados de ratos
SHR previamente tratados e infartados;

v' Investigar os efeitos do a- terpineol sobre a microarquiterura de figados

de ratos SHR previamente tratados e infartados.

v Conferir os efeitos do isoproterenol como um novo modelo para induzir

sindrome metabdlica em ratos espontaneamente hipertensos .
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4. MATERIAL E METODO
4.1. Substancias
4.1.1 Anestésicos
Tiopental sodico (Cristalia, BR), Cetamina (Syntec, BR), Xilazina (Syntec, BR).
4.1.2 Reagentes Analiticos

Nifedipina, isoproterenol, cremophor, PBS, glicose, glibenclamida (Sigma
Aldrish, USA), formaldeido, &cido acético glacial, &cido picrico, xileno, Sais inorganicos
(Dinamica, Br) parafina granulada 56-58°, parafina granulada 58-62° (Synth, BR),

hematoxilina de harris, eosina (Biopac, BR), acido tricloroacético (Quimesp, BR).
4.1.3 Kits Biogquimicos

Colesterol total liquiform, triglicérides liquiform, TGP liquiform, Gamma GT
liquiform, Calcio liquiform, Glicose liquiform (Labtest, BR), Glicosimetro e tiras teste
(Accu check®, USA).

4.2 Extracdo e obtencdo do monoterpeno

O alpha-terpineol foi cedido pelo professor Lucindo Quitans Junior, da
Universidade Federal de Sergipe, uma instituicdo parceira da nossa universidade para o

estudo desenvolvido.
4.3 Animais

Foram utilizados em todos os protocolos farmacolégicos descritos neste trabalho,
45 ratos adultos jovens, machos da linhagem espontaneamente hipertensos (SHR), sadios,
pesando entre 150 e 250 gramas que foram procedentes do Biotério Central da UFAL,
Maceid, AL. Os animais foram previamente acondicionados em gaiolas plasticas
coletivas, contendo cinco animais por gaiola, mantidos em fotoperiodo de 12 horas de
claro e escuro, ruidos minimos, temperatura ambiente de aproximadamente 25°C e
umidade mantida por ar condicionado, conforme preconizado pelo Conselho Canadense
de Experimentacdo Animal (Olfert, 1993). Os ratos eram alimentados com ragéo

balanceada padrao para roedores (Nuvilab, BR) e agua filtrada “ad libitum”. A troca da
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maravalha foi realizada trés vezes por semana. Antes do inicio do experimento, 0s animais
foram submetidos por um periodo de adaptacdo no biotério setorial do Laboratdrio de
Farmacologia Cardiovascular do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas (LFC-ICF) por sete
dias. Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo comité de ética em

pesquisa animal da UFAL, sob nimero de protocolo 09/2015.
4.4 Abordagens farmacologicas

Para avaliar o efeito do alpha-terpineol sobre 0 metabolismo glicidico e lipidico
em ensaio crénico, nds utilizamos 0 método de infarto agudo do miocardio induzido por
isoproterenol, de acordo com a técnica descrita por Rajadurai & Prince, 2006. Os animais
da linhagem SHR eram aleatoriamente alocados em 5 grupos experimentais, contendo 5

ratos por grupo:
G1 - Grupo salina (grupo que recebia solucdo salina 0,9% V.0 por 15 dias)

G2 — Grupo infartado por isoproterenol (grupo que recebia solucéo salina 0,9%
V.O. por 15 dias + isoproterenol 85mg/kg s.c. 14° e 15° dias)

G3- TPN 25 mg/kg +1SO (grupo que recebia alpha-terpineol na dose de 25mg/kg
V.O. por 15 dias + isoproterenol 85 mg/kg s.c. 14° e 15° dia)

G4- TPN 50 mg/kg +1SO (grupo que recebia alpha-terpineol na dose de 50mg/kg
V.O. por 15 dias + isoproterenol 85 mg/kg s.c. 14° e 15° dia)

G5- TPN 75 mg/kg +1SO (grupo que recebia alpha-terpineol na dose de 75mg/kg
V.0. por 15 dias + isoproterenol 85 mg/kg s.c. 14° e 15° dia).

Ao final do tratamento, os animais foram anestesiados e em seguida foram

realizadas as avaliagdes bioquimicas, morfométricas e histopatoldgicas.
4.5 Avaliagéo Bioquimica

Ap0s a eutanasia por exsanguinacao sob anestesia (Cetamina 80mg/kg + Xilazina
4mg/kg i.p). Os animais foram submetidos a uma toracotomia e uma puncao cardiaca foi
realizada. O sangue colhido foi centrifugado 5.000 rpm por 15 minutos e o soro foi obtido
como amostra para dosagens bioguimicas (colesterol total, triglicérides, HDL e).
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4.5.1 Dosagem dos niveis lipidicos

Os niveis lipidicos foram estimados pelas dosagens de colesterol total e dosagens
de triglicerideos dos soros sanguineos.

4.5.1.1 Dosagem de colesterol

1000 pL do reagente 1 (Tampao fosfato 50 mmol, fenol 24 mmol/L, colato de
sodio 500 umol/L, azida sodica 15 mmol/L, 4-aminoantipirina 500 umol/L, colesterol
esterase 250 U/L, colesterol oxidade 250 U/L e peroxidade 1000 U/L) foi misturada a 10
puL da amostra, inserida em espectrofotometro (UV-VIS mini-1240 Shimadzu), as
absorbancias foram lidas a 505 nm em modo colorimétrico. Em seguida, o colesterol total

foi calculado:
Colesterol total (mg/dL) = (Absorbancia da amostra/Absorbancia do padrdo) X 200
4.5.1.1.1 Dosagem de HDL

190 pL de reagente 1 (4cido fosfotiingstico 1,5 mmol/L e cloreto de magnésio 54
mmol/L) foram misturados com 10 pL de amostra (soro) e as absorbancias foram lidas a
500 nm em um espectrofotometro (UV-VIS mini-1240 Shimadzu). Depois o HDL foi

calculado:

HDL = (Absorb. da amostra / Absorb. do Padréo) x 20 (concentracdo do
calibrador)

4.5.1.1.2 Dosagem de LDL

145 pL de reagente 1 (tampao fosfato, 4-aminoantipirina, colesterol esterase,
colesterol oxidase, peroxidase, ascorbato oxidase e surfactante) foram misturados com
10puL de amostra (soro) e as absorbancias foram lidas a 546 nm em espectrofotdometro
(UV-VIS mini-1240 Shimadzu) por 5 min, apos essa leitura foram adicionados 45ul. de
reagente 2 (tampdo fosfato, surfactante e DSBmT) e as absorbancias foram lidas
novamente a 546 nm em espectrofotobmetro (UV-VIS mini-1240 Shimadzu) por 5 min,

totalizando 10min de leitura . Depois, o LDL foi calculado:

LDL = (Absorb 2 — Absorb 1 (amostra)/ Absorb 2 — Absorb 1 (padréo)) X

113 (concentracéo do calibrador)
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4.5.1.1.3 Dosagem de VLDL

O VLDL foi estimado atraves da férmula de Friedewald, assim expressa:
VLDL = triglicérides/5

4.5.1.2 Dosagem de triglicérides

Para determinacdo dos niveis séricos de triglicerideos, foi utilizado o método
descrito por Trinder e cols, 1969. Assim, 1000 pL do reagente 1 (Tampao fosfato 50
mmol/L, magnésio ionizado 4 mmol/L, 4-clorofenol 2,7 mmol/L, 4-aminoantipirina
umol/L, ATP 1,8 mmol/L, lipoproteina lipase 1.400 U/L, glicerol quinase 1.000 U/L,
glicerol fosfato oxidase 1.500 U/L, peroxidase 900 U/L e azida sdédica 0,095%) foi
misturada a 10 pLL da amostra que foi inserida em um espectrofotometro (UV-VIS mini-
1240 Shimadzu) em modo colorimétrico, as absorbancias foram lidas a 505 nm. Em

seguida, os niveis de triglicérides foram calculados:
Triglicérides (mg/dL) = (Absorbancia da amostra/ Absorbancia do padréo) X 200.
4.5.1.3 Dosagem de TGP

Para a determinacdo da Transaminase Glutdmica Piravica (TGP), foi utilizado o
método cinético UV, de acordo com os procedimentos descritos por Westgard et al,1981.
Assim, uma mistura prévia do reagente 1 (Tampdo tris 132, 5 mmol/L; L-alanina 687,5
mmol/L, LDH>2300 U/L e azida sddica 0.095%) foi adicionado ao reagente 3 (Tampao
tris 20 mmol/L, piridoxal fosfato 11,1 mmol/L e azida sédica 0.095%) na proporcéo 1:80,
em seguida as cubetas foram calibradas e ajustadas a 0 com agua destilada. Em sequéncia
10 pL de cada amostra foi aquecida em banho maria a 37° C por 5 minutos. Logo ap0s,
rapidamente incubada com 20 pL do reagente 2 (tampao tris 20 mmol/L; NADH 1320
umol/L; cetoglutarato 82,5 mmol/L e azida sodica 0.095%), por fim adicionados 800uL
da mistura de reagentes, entdo aguardou-se 1 minuto para a estabilizacdo. Foram entéo
procedidas as leituras das absorbancias na faixa de 340 nm em aparato de
espectrofotdmetro (UV-VIS mini-1240 Shimadzu) antes e ap0s 2 minutos da reagdo. O
mesmo foi realizado com controle interno do teste como agente calibrador. Os niveis de

TGP foram calculados de acordo com a formula:
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TGP = (Absorb 2 — Absorb 1 (amostra)/ Absorb 2 — Absorb 1 (padréo)) X [ ] do agente
calibrador

4.5.1.5 Dosagem dos nivéis de Gamma Glutamil Transferase

Para a determinacdo da atividade da Gamma glutamil transferase foi utilizado o
método cinético em ultravioleta de acordo com o método de Szasz, 1969 modificado.
Assim o reagente 1 (Glicilglicina 197 mmol/L e azida sddica < 0.095 %) foi adicionado
ao reagente 2 (L-y-glutamil-3carboxi-4-nitroanilida 21 mmol/L e azida sddica <0.095 %)
na proporcao 1:4. Em seguida 5 pL da amostra foi adicionada as cubetas previamente
zeradas e ajustadas com agua destilada, logo apds 1000 yL da mistura de reagente foi
adicionada e as leituras das absorbancias foi realizada em aparato de espectrofotometro
(UV-VIS mini-1240 Shimadzu) na faixa de 405 nm antes e ap6s 2 minutos da reacéo. O
mesmo foi realizado com controle interno do teste como agente calibrador. Os niveis de

GGT foram calculados de acordo com a formula:

GGT = (Absorb 2 — Absorb 1 (amostra)/ Absorb 2 — Absorb 1 (padréo)) X [ ] do agente
calibrador

4.5.1.6- Dosagem de glicemia em jejum

Para a determinacéo da glicemia em jejum foi utilizado o método colorimétrico de acordo
com o método de Trinder e cols. Para isto 3 tubos de ensaio independentes foram usadas,
na primeira havia apenas o reagente 1 na concentracdo de 1000 pL (tampé&o fosfato 30
mmol/L; pH 7,5; fenol > 1 mmol/L; glicose oxidase > 12500 U/L; peroxidase >800 U/L;
4-aminoantipirina >290 pmol/L; azida sodica 7.5 mmol/L e surfactantes q.s.p.) este foi
tomado como reagente branco da reagdo No segundo tubo de ensaio havia 10 pL da
amostra e adicionado 1000 pL do reagente 1 (tampdo fosfato 30 mmol/L; pH 7,5; fenol
> 1 mmol/L; glicose oxidase > 12500 U/L; peroxidase >800 U/L; 4-aminoantipirina >290
pumol/L; azida sodica 7.5 mmol/L e surfactantes g.s.p.) e esta foi usada como teste,
enquanto no terceiro tubo de ensaio foi utilizada 10pL do reagente 2 (padréo interno) e
entdo adicionado 1000 pL do reagente 1 (tampao fosfato 30 mmol/L; pH 7,5; fenol > 1
mmol/L; glicose oxidase > 12500 U/L; peroxidase >800 U/L; 4-aminoantipirina >290
pumol/L; azida sédica 7.5 mmol/L e surfactantes g.s.p.). Cada tubo de ensaio foi incubado
em banho maria a 37°C agitando vigorosamente 0s tubos ao final as absorbancias foram

lidas na faixa de 505 nm em aparato de espectrofotdbmetro (UV-VIS mini-1240
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Shimadzu), os ajustes ao branco foram procedidos e a intensidade da coloracdo de cada

amostra foi lida no UV. O célculo da glicose foi obtida pela formula:
Glicose (mg/dL) = Absorbancia do teste/ Absorbancia da amostra X 100
4.6 Avaliacdo das medidas antropométricas:

Antes e ap0s o tratamento cronico todos os ratos foram pesados em balanca semi-
analitica (Schimadzu), para estimar as variagdes na media do peso entre 0s grupos antes

e apos as intervencgdes farmacologicas.
4.7 Avaliacdo morfolégica e morfométrica

Apos a retirada do figado, estes foram limpos de tecidos aderentes. Os figados
foram pesados de acordo com o método de Scherle. Apds a pesagem, os figados foram
fotografados in natura e entdo cuidadosamente dissecados. O peso do figado foi
equilibrado com o peso corporal, bem como, com o peso do fémur dos ratos. Foram
avaliados: localizacdo anatdmica da ocorréncia dos acimulos dos vacutolos de gordura,
assim como, alteracdes sobre os pardametros morfométricos: peso corpéreo, peso do

figado, peso do figado/peso corporeo, peso do figado/peso do fémur.
4.7 Avaliacéo histoldgica

Os figados foram lavados com solucdo fisioldgica 0,9% e limpos de tecidos
conectivos, em seguida 1/3 do lobo direito foi usado como uma padronizagdo das
amostras entre os grupos. O lobo entdo foi delicadamente dissecado e fixado em formalina
10% em overnight de 12 horas. Apos esse processo lavagens com graus crescentes de
alcool foram realizados para desidratar a peca histoldgica, em seguida xilol foi usado para
diafanizar a peca e por fim banhos de parafina sob aquecimento foram procedidas para
obtencg&o do bloco histolégico. Cada bloco foi cortado de maneira semi-seriada e fixados
em lamicas histolégicas com ovoalbumina e coradas com hematoxilina-eosina, por fim
foram devidamente seladas com microlaminas de vidro e a leitura foi realizada em
microscopia optica. Os danos hepéticos foram avaliados de acordo com o grau e a
extensdo das lesdes, avaliando para isto os parametros quali-quantitativos: contagem de
adipdcitos totais, edema, hiperplasia/atrofia dos hepat6citos, hemorragia, zonas

necroticas e fibrose.
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4.8 Avaliacdo do teste de tolerancia oral a glicose:

Para a avaliagdo da resisténcia a glicose ratos espontaneamente hipertensos em
jejum de 12 horas foram aleatoriamente agrupados em 7 grupos experimentais:

G1 - Grupo sal (grupo que recebeu solucéo salina 0,9% V.0)

G2 — Grupo glu 2 g/kg (grupo que recebeu 2 g/Kg de solucéo de glicose + solucgéo
salina 0,9% V.0.)

G3- TPN 25 mg/kg + 2 g/kg glu (grupo que recebeu alpha-terpineol na dose de
25mg/kg V.0. + 2 g/Kg de solucdo de glicose V.O.)

G4- TPN 50 mg/kg + 2 g/kg glu (grupo que recebeu alpha-terpineol na dose de 50
mg/kg V.O. + 2 g/Kg de solucdo de glicose V.0.)

G5- TPN 75 mg/kg + 2 g/kg glu (grupo que recebeu alpha-terpineol na dose de
75mg/kg V.0. + 2 g/Kg de solucdo de glicose V.O.)

G6- TPN 50 mg/kg sem glu (grupo que recebeu alpha-terpineol na dose de 50
mg/kg V.O.)

G7- Glibenclamida 10 mg/kg + 2 g/kg glu (grupo que recebeu glibenclamida na
dose de 10 mg/kg V.O. + 2 g/Kg de solucéo de glicose V.0O.)

Apoés a administragdo por gavagem o0s niveis glicidicos foram testados por
glicemia capilar (Accu check, USA) nos tempos: 0, 30, 60, 90, 120 e 150 minutos. Uma
curva dose-resposta foi construida em funcdo do tempo avaliando a fungdo da insulina

em resposta ao estimulo da administracao oral de glicose.
4.9. Avaliacao do teste de toleréncia intravenoso a glicose:

Para a avaliacdo da resisténcia a glicose ratos espontaneamente hipertensos em

jejum de 12 horas foram aleatoriamente agrupados em 7 grupos experimentais:
G1 — Grupo sal (grupo que recebeu solucgéo salina 0,9% V.0O)

G2 — Grupo glu 1 g/kg (grupo que recebeu 1 g/Kg de solugéo de glicose i.v +
solucéo salina 0,9% V.0.)
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G3- TPN 25 mg/kg + 1 g/kg glu (grupo que recebeu alpha-terpineol na dose de
25mg/kg V.0O. + 1 g/Kg de solucdo de glicose i.v.)

G4- TPN 50 mg/kg + 1 g/kg glu (grupo que recebeu alpha-terpineol na dose de 50
mg/kg V.O. + 1 g/Kg de solucdo de glicose i.v.)

G5- TPN 75 mg/kg + 1 g/kg glu (grupo que recebeu alpha-terpineol na dose de
75mg/kg V.0O. + 1 g/Kg de solucdo de glicose i.v.)

G6- TPN 50 mg/kg sem glu (grupo que recebeu alpha-terpineol na dose de 50
mg/kg V.0.)

G7- Glibenclamida 10 mg/kg + 1 g/kg glu (grupo que recebeu glibenclamida na
dose de 10 mg/kg V.O. + 1g/Kg de solucdo de glicose i.v)

Apds a administracdo intravenoosa 0s niveis glicidicos foram testados por
glicemia capilar (Accu check, USA) nos tempos: 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. Uma
curva dose-resposta foi construida em funcdo do tempo avaliando a fungéo da insulina

em resposta ao estimulo da administracdo intravenoso de glicose.
4.10 Andlise estatistica

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.). O teste
“t” de Student ndo pareado foi usado para a comparagdo entre duas variaveis. Enquanto,
a analise de variancia one-way ANOVA foi usada para comparacdes de mais de duas
variaveis, seguida do teste de comparagdo multipla Newman-Keuls. Adotou-se o valor de
p < 0,05 nos resultados das varidveis. Isso representa uma chance em vinte do evento ter
ocorrido ao acaso como resultado de um erro amostral. A analise estatistica foi realizada

utilizando o software estatistico GraphPad Prism versao 6.0.
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5. RESULTADOS

5.1 Efeito do alpha-terpineol sobre 0 peso corporeo de ratos SHR e infartados
por isoproterenol

Antes do inicio de todo o protocolo experimental, todos os grupos de ratos foram
pesados, observa-se que no dia 0° ndo houve diferenca significante entre a média do peso
dos ratos nos diferentes grupos experimentais: Salina = 347,2+5,8; I1ISO= 350,8+16,3;
TPN 25 + 1SO= 350,4+9,7; TPN 50 + 1SO= 350,4+10,3 e TPN 75 + 1SO= 359,4+6,0 g
respectivamente (Grafico 1, pagina 51). Ao 17° dia observou-se que a inducdo
experimental com isoproterenol ndo produziu alteracdo significante sobre o peso médio
corporeo em relacdo ao grupo controle salina (ISO= 350,8+16,3 vs. Salina = 347,2+5,8)
Gréfico 1 pagina 51. Em similaridade, o tratamento prévio com alpha-terpineol e inducéo
com isoproterenol também ndo alterou de modo significativo o peso médio entre o grupo
dos ratos, bem como, comparado ao dia 0° Salina 345,6+6,9; ISO=349,8+18,9; TPN 25+
ISO= 364,4+12,6; TPN 50 + ISO= 347,649,0 e TPN 75 + ISO= 323,069 g

respectivamente (Gréafico 1, pag 51).

Gréfico 1- Média de peso corpdreo dos ratos antes e apés o tratamento crénico com alpha-

terpineol. Andlise estatistica ANOVA one-way seguido de post-teste Newman-keuls. n=5
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Fonte: AUTORA, 2022
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5.2 Efeito do alpha-terpineol sobre a morfometria de figado de ratos SHR e
infartados por isoproterenol.

A inducdo do tratamento com isoproterenol foi capaz de aumentar
significativamente o peso médio do figado dos ratos em comparagdo ao grupo controle
salina (ISO= 8,67+0,31* vs. salina= 6,92+ 0,22 g) Grafico 2A, pagina 53. O peso médio
umido dos figados de ratos foi significativamente diferentes ap0s o tratamento prévio com
alpha-terpineol em comparacdo 0s respectivos grupos controle salina e isoproterenol:
Salina = 6,92+0,22; 1SO= 8,67+0,31*; TPN 25+ ISO= 7,44+0,60**; TPN 50+ ISO=
6,40+0,36*** e TPN 75 + I1SO= 6,68+0,64*** ¢, respectivamente (Grafico 2A, péagina
53). Ao realizar a normalizacdo do peso dos figados Umidos sobre o peso corporeo,
observou-se que a induc¢éo do infarto com isoproterenol foi capaz de aumentar a relacao
proporcional do peso dos figados sobre o0 peso corporeo (ISO= 3,15+0,05* vs. Salina=
2,15+0,16 g/g) Grafico 2B, pagina 53. O tratamento prévio com alpha-terpineol foi capaz
de inibir o aumento da relacdo proporcional peso dos figados umidos sobre o peso
corporeo mesmo apds a inducdo com isoproterenol: Salina= 2,15+0,16; ISO= 3,15+0,05%;
TPN 25+ ISO=2,80+0,05***; TPN 50 + ISO=2,44+0,16** e TPN 75 + ISO= 2,64+0,23*
g/g, respectivamente (Grafico 2B, pagina 53). Ao relacionar o peso dos figados Umidos
com o peso do fémur, observou-se que o isoproterenol foi capaz de induzir aumento na
relacdo proporcional do peso do figado umido com o peso do fémur (1ISO= 922,0+71,5**
vs. Salina= 651,72+9,24 g/g Grafico 2C, pagina 53. O tratamento prévio com alpha-
terpineol ndo foi capaz de inibir o aumento proporcional do peso imido do figado em
razdo do peso do fémur: Salina= 651,72+ 9,24; ISO= 922+71,5**; TPN 25 + ISO =
839,40+ 9,51; TPN 50 + ISO = 837,91+7,48 e TPN 75 + ISO= 832,40+10,70 g/g

respectivamente. Grafico 2C, pagina 53.
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Gréfico 2- Efeito do alpha-terpineol sobre a morfometria dos figados de ratos SHR e infartados
por isoproterenol. A) peso Umido dos figados; B) Razdo do peso hepatico sobre o peso corporeo
e C) Razdo do peso hepético sobre o peso do fémur. Analise estatistica ANOVA one-way seguido
de post-teste Newman-keuls. Considerado significante quando *p>0.05; **p>0.01 e ***p>0.001
(Salina vs. ISO) e (TPN vs ISO e/ou Salina) n=5.
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5.3 Efeito do alpha-terpineol sobre a morfologia macroscopica dos figados de ratos
SHR e infartados com isoproterenol

Isoproterenol foi capaz de induzir 0 aumento do estoque de gordura hepatica corados em
regides amarelas em relacdo ao grupo controle salina corados em vermelho. Quadro 1, pagina
54. Porém o tratamento prévio com alpha-terpineol foi capaz de inibir o aumento no estoque
intracelular de gordura nos figados que parece ser de modo dose dependente, pois quanto maior
a dose administrada nos grupos de ratos, maior as regies coradas em vermelho e menor as regides
coradas em amarelo Quadro 1, pagina 54. Morfologicamente o tratamento com alpha-terpineol
foi capaz de preservar a viabilidade de hepatdcitos e funcionalidade celular com inibi¢do do
estoque gorduroso que leva a um desvio de funcédo hepatica de 6rgdo de biotransformacéo para

6rgéo de reserva gordurosa Quadro 1, pagina 54.
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Quadro 1- Aspectos morfologicos de figados isolados de ratos SHR apds o tratamento subagudo
com alpha-terpineol. N=5

Controle salina ISO TPN TPN TPN
0,9% 85 mg/kg 25 mg/kg 50 mg/kg 75 mg/kg
\ |
150 - + + + +

Fonte: AUTORA, 2022

5.4 Efeito do alpha-terpineol sobre a histoarquitetura dos figados de ratos SHR e
infartados com isoproterenol

A inducdo de infarto agudo do miocardio com isoproterenol, foi capaz de produzir
aumento da adiposidade no figado dos ratos em comparacdo ao controle salina,
isoproterenol aumentou de modo significante o numero de vesiculas gordurosas
(adipdcitos). A analise microscépica, revela que o isoproterenol produziu atrofia dos
hepatocitos, exudato sanguineo, invasdo de polimorfos nucleares e aumento da
vesiculacdo gordurosa, como reserva energética, induzindo hepatoesteatose gordurosa
ndo alcodlica (DGNA) em comparagdo ao seu respectivo grupo controle salina figura 4
pagina 55. O tratamento prévio crénico com alpha-terpineol foi capaz de inibir a
vesiculacao gordurosa, inibindo assim o aumento da adiposidade hepatica, inibiu a atrofia
dos hepatdcitos e hemorragia hepéatica e manteve a matriz extracelular integra no figado
de ratos de maneira dose dependente figura.4, pagina 55. Ao realizar a contagem dos
adipdcitos, observa-se que o tratamento com alpha-terpineol foi capaz de reduzr de modo
significativo o numero de adipdcitos nos figados de ratos SHR mesmo apos a indugéo

com isoproterenol.
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Figura 4- Microfotografias de figados de ratos SHR, ap6s o tratamento prévio com o
monoterpeno ( alpha-terpineol ). Figados corados em H& E, aumento de 40x e 100x.

Controle salina 0,9% Controle (ISO)

TPN 50 mg/kg + ISO

TPN 75 mg/kg + ISO

Fonte: AUTORA, 2022
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5.5 Efeito do alpha-terpineol sobre a transaminase glutamica piravica (TGP) de

ratos SHR e infartados com isoproterenol

Isoproterenol foi capaz de aumentar de modo significante as concentragoes
plasmaticas de transaminase glutdmica pirivica em comparagdo ao seu respectivo grupo
controle salina (1ISO= 29,2+7,8*** vs, Salina=1,5+0,2 U/L) Gréafico 3, pagina 56.
Entretanto o tratamento prévio com alpha-terpineol foi capaz de inibir o aumento das
concentragcOes plasmaticas de transaminase glutdmica pirtvica, mesmo apds a indugdo
com isoproterenol em comparagdo aos seus respectivos grupos controle isoproterenol e
salina (Salina= 1,5+0,2; ISO=29,2+7,8***; TPN 25+ ISO= 6,7+ 3,0**; TPN 50 + ISO=
11,2+2,5** e TPN 75 + 1SO= 3,0+ 1,7*** U/L, respectivamente) Gréfico 3, pagina 56.

Gréfico 3- Efeito do alpha-terpineol sobre a concentragdo plasmatica de transaminase
glutdmica piravica de ratos SHR e infartados por isoproterenol. Andlise estatistica ANOVA one-
way seguido de post-teste Newman-keuls. Considerado significante quando *p>0.05; **p>0.01 e
***n>0.001 (Salina vs. ISO) e (TPN vs ISO e/ou Salina) n=>5.
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Fonte: AUTORA, 2022

5.6 Efeito do alpha-terpineol sobre a Gama Glutamil Transferase (GGT) de ratos
SHR e infartados com isoproterenol.

A administracdo de isoproterenol foi capaz de aumentar os niveis de Gama Glutamil
Transferase (GGT) em ratos SHR em comparacao ao seu respectivo controle salina (ISO=174,5+
53,3** vs. Salina= 32,2 +4,9 mg/dL) Gréafico 4, pagina 57. Entretanto, o tratamento prévio com
alpha-terpineol foi capaz de inibir de modo significante as taxas de Gama Glutamil Transferase

(GGT) em ratos SHR mesmo apds a adi¢do subcutanea de isoproterenol em relacdo ao seu



58

respectivo controle isoproterenol (Salina= 32,2+ 4,9; 1ISO= 174,5+53,3**; TPN 25 + 1SO= 96,9+
148*; TPN 50 + I1SO= 37,5+ 82** e TPN 75 + ISO= 4,1+0,8*** mg/dL,
respectivamente).Grafico 4, pagina 57.

Grafico 4- Efeito do alpha-terpineol sobre a concentracdo plasmatica de Gama Glutamil
Transferase de ratos SHR e infartados por isoproterenol. Anélise estatistica ANOVA one-way
seguido de post-teste Newman-keuls. Considerado significante quando *p>0.05; **p>0.01 e
***n>0.001 (Salina vs. ISO) e (TPN vs ISO e/ou Salina) n=>5.
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Fonte: AUTORA, 2022

5.7 Efeito do alpha-terpineol sobre o perfil lipidico de ratos SHR e infartados com
isoproterenol

A administracdo do isoproterenol foi capaz de aumentar os niveis colesterol total
dos ratos SHR em comparago ao seu respectivo grupo controle salina (ISO= 68,1+1,2""
vs. Salina=21,5+1,0 mg/dL) Tabela 2 , pagina 59. Em contraste, o tratamento prévio com
alpha-terpineol foi capaz de inibir o aumento do colesterol total de ratos SHR mesmo apés
a inducdo com isoproterenol em (Salina=21,5+1,0; 1SO=68,1+1,2"""; TPN 25 + ISO=
20,741,3"": TPN 50 + 1SO= 22,6+1,5 e TPN 75 + 1SO= 22,3+4,6™" mg/dL

respectivamente) Tabela 2, pagina 59. Ao analisar as fragdes de colesterol observou-se

*kkk

que o isoproterenol ndo alterou de modo significante os niveis de LDLc em nenhum dos
grupos (Salina = 366,58+281,74; 1SO= 108,97+ 1,87; TPN 25 + ISO= 271,79+35,95;
TPN 50 + 1ISO=129,99 + 14,91 e TPN 75 + ISO= 113,95+1,38 mg/dL respectivamente)
Tabela 2 pagina 59. Entretanto, observa-se que o isoproterenol foi capaz de reduzir 0s

niveis de HDLc em comparacdo ao respectivo controle salina (ISO=41,90 + 1,29 vs.

Salina= 66,39 + 5,49 mg/dL) Tabela 2, pagina 59, enquanto o tratamento prévio com
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alpha-terpineol foi capaz de induzir aumento na fragdo HDLc mesmo apos a inducdo com
isoproterenol em comparacao aos respectivos controles (Salina=66,39 + 5,49; 1ISO=41,90
+1,29™"; TPN 25 + 1SO= 64,17+ 5,31""; TPN 50 + 1ISO=49,99 + 1,80" e TPN 75 + I1SO=
45,89+ 1,04™ mg/dL respectivamente) Tabela 2, pagina 59. Os niveis de VLDL foi
significativamente aumentado ap0s a inducdo com isoproterenol em relacdo ao seu
vs. Salina= 4,7+ 0,3 mg/dL) Tabela

2, pagina 59, porém o tratamento prévio com alpha-terpineol foi capaz de inibir o aumento

*kkk

respectivo grupo controle salina (ISO=70,7 + 4,7

dos niveis de VLDL mesmo apo0s a inducdo com isoproterenol (Salina= 4,7+ 0,3; 1SO=
e TPN 75+ ISO
mg/dL, respectivamente) Tabela 2, pagina 59. Ao verificar as taxas de

*hkk *kkk

70,747 ; TPN25+1SO=5,8+0,6 ; TPN 50 + ISO= 5,5+ 0,3
= 3,2+ 0,37

triglicerideos, observa-se que o isoproterenol foi capaz de aumentar os niveis de

*kkk

*hkk

triglicerideos em comparacdo ao respectivo controle salina (ISO= 353,4+23,3"" " vs.
Salina= 23,4+1,6 mg/dL) Tabela 2, pagina 59, em contraste o tratamento prévio com
alpha-terpineol foi capaz de inibir os niveis de triglicerideos mesmo apdés a indugdo com
isoproterenol (Salina= 23,4+1,6; 1SO= 353,4+23,3™"; TPN 25 + ISO= 28,9+2,8"" ;
TPN 50 + 1SO=27,5+1,7"" e TPN 75 + I1SO=16,2+1,5""" mg/dL) Tabela 2, pagina 59.
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Tabela 2 — Nivéis séricos de triglicérides, colesterol, HDL, LDL e VLDL no soro de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e infartados
tratados com alpha-terpineol. Anélise estatistica ANOVA one-way seguido de pds-teste Newman-Keuls. Considerando significativo
guando *p < 0,05, **p< 0,01 e ***p< 0,0001 (ISO vs. Salina), (ISO vs. TPN 25,50 e 75 mg/kg). N=5

Parametro (mg/dL)

Triglicérides Colesterol Colesterol Colesterol Colesterol
Total LDL HDL VLDL
Salina 23,4+1,6 21,5+1,0 366,58+28,74 66,39 + 5,49 4,7+£0,3
I1SO 85 mg/kg 353,4+23,3 68,1+1,2 108,97+1,87 41,90 £ 1,29~ 70,7 £ 4,7
TPN 25 mg/kg + 1SO 28,9+2,8 20,7£1,3 271,79+35,95 64,17+ 5,31~ 5,8+ 0,6
TPN 50 mg/kg + 1SO 27,5£1,7 22,615 129,99 + 1491 49,99 + 1,80 5,5+ 0,3
TPN 75mg/kg + 1SO 16,2+1,5+ 22,3146+ 113,95+1,38 45,89+ 1,04~ 3,2+ 0,3~

Fonte: AUTORA, 2022
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5.7 Efeito do alpha-terpineol sobre o perfil glicidico de ratos SHR e infartados com
isoproterenol

A administracdo de isoproterenol 85 mg/kg foi capaz de aumentar a concentragédo
de glicose periférica dos ratos SHR no 17° dia em comparagdo aos respectivos 15° e dia
0° (1SO= 79,0+ 2,0* vs. 65,0+2,0 e 71,0+4,0 mg/dL) gréfico. 5, pagina 61. Nenhuma
alteracdo significante foi encontrada no grupo controle salina ao longo do tratamento
crénico (Salina= 81,0+5,0 vs. 74,0£1,0 e 74,1 + 1,0 mg/dL) gréafico 5A, pagina 61.
Entretanto o tratamento prévio com alpha-terpineol foi capaz de inibir o aumento das
concentragbes de glicose ap6s as administragdes consecutivas de isoproterenol em
comparagdo ao 15° e 0° dia nas doses de 50 e 75 mg/kg. (TPN 25 + 1SO= 72,0+ 5,0 vs.
63,0£2,0 e 71,0+1,0 mg/dL) grafico 5A, pagina 61. (TPN 50 + ISO= 61,0+ 3,0**
vs.80,0+ 7,0 mg/ dL) e (TPN 50 + ISO= 80,0+ 7,0* vs.87,0+1,0 mg/ dL) gréfico 5A,
pagina 61. (TPN 75 + ISO= 63,0+ 1,0*** vs.76,0+ 2,0 mg/ dL) e (TPN 75 + ISO= 63,0+
1,0** vs.76,0+ 2,0 mg/ dL) gréfico 5A, pagina 61.

Ao comparar a concentracdo de glicose no soro dos ratos apds a eutanasia dos
ratos observou-se que a inducdo com isoproterenol ndo foi capaz de induzir alteracfes
significantes nas concentrages de glicose em comparagcdo com seu respectivo grupo
controle salina (ISO= 79,0+2,0 vs. salina= 74,0+ 1,0 mg/dL) grafico 5B, pagina 61. Em
contraste o tratamento com alpha-terpineol foi capaz de reduzir de modo significante as
concentracdes de glicose a partir da dose de 50 mg/kg em compara¢do ao seus respectivos
grupos controles (Salina= 74,0+1,0; ISO= 79,0£2,0; TPN 25 + ISO= 72,0£5,0; TPN 50
+ 1SO= 61,0+ 3,0** e TPN 75+ 1SO= 63,0+1,0** mg/dL, respectivamente) grafico 5B,
pagina 61.
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Gréfico 5- Efeito do alpha-terpineol sobre as concentragOes periféricas de glicose (A) Antes e
apos a inducdo de infarto com isoproterenol 85 mg/kg 2x s.c em todos os grupos de ratos SHR e
submetidos ao tratamento crénico pelo glicosimetro. (B) Ao 17° dia ap6s punc¢do cardiaca e
eutanasia pelo método colorimétrico UV. Anélise estatistica ANOVA one-way seguido de post-
teste Newman-keuls. Considerado significante quando *p>0.05; **p>0.01 e ***p>0.001 (Salina
vs. ISO) e (TPN vs I1SO e/ou Salina) n=5.
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Fonte: AUTORA, 2022

5.8 Efeito do alpha-terpineol sobre a tolerancia oral a glicose de ratos SHR

A administragdo oral de alpha-terpineol no teste de tolerancia oral a glicose revelou que
0 alpha-terpineol nas doses de 50 e 75 mg/kg inibiu de modo significante o aumento da glicose
no tempo de 30 minutos em comparacéo aos respectivos controle grafico 6, pagina 62 e Tabela
3 pagina 63. O tratamento com alpha-terpineol ap6s a administracdo oral a glicose néo alterou de

modo significante as concentracgdes de glicose nos tempos 60, 120 e 150 minutos em comparacao
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aos respectivos grupos controles grafico 6, pagina 62 e Tabela 3 pagina 63.A administracéo
aguda de glibenclamida, foi capaz de inibir o aumento da glicose periférica em todos os tempos
no teste de tolerancia oral a glicose grafico 6, pagina 62 e Tabela 3 pagina 63. Enquanto o uso
da nifedipina 3 mg/kg ndo alterou de modo significante o aumento da glicose periférica em
nenhum dos tempos no teste de tolerancia oral a glicose grafico 6, pagina 62 , e Tabela 3 pagina
63.

Gréfico 6 - Efeito do alpha-terpineol sobre as concentragdes periféricas de glicose no teste agudo
de tolerancia oral a glicose 2 g/kg. Analise estatistica ANOVA one-way seguido de post-teste
Newman-keuls. Considerado significante quando *p>0.05; **p>0.01, ***p>0.001 e
****p>0.0001 (Salina vs. GLU) e (TPN vs GLU e/ou Salina) n=5.

Controle SF 0,9%

GLU 2g/Kg

TPN 25 mg/kg + GLU 2g/kg
TPN 50 mg/kg + GLU 2g/kg

200 A

TPN 75 mg/kg + GLU 2g/Kg

¢ Ftheo

GLIB 10 mg/Kg + GLU 2g/Kg
NIF 3mg/kg + GLU 2g/kg

1501

[glicose] m sangue periférico (mg/dL)

0 50 100 150
Tempo (min)

Fonte: AUTORA, 2022
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TABELA-3 Comparacéo do perfil glicmico em ratos submetidos ao teste agudo de tolerancia oral a glicose. Os resultados estdo expressos em média + erro
padrdo da média, analise estatistica ANOVA one-way”, com *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 e ****p<0,00001 (TPN vs glicose) e/ou (NIF vs glicose) e/ou (GLIB vs
glicose) .G1= grupo controle( 0,5 mL salina v.0)/ G2= grupo glicose( 29/Kg v.0.) /G3= grupo tratado(glicose 2g/Kg + TPN 25mg/Kg v.0.)/G4= grupo tratado(glicose
29/Kg + TPN 50 mg/kg v.0.)/G5= grupo tratado(glicose 2g/Kg + TPN 75mg/Kg v.0.)/G6= grupo tratado(glicose 2g/Kg + NIF 3mg/kg v.0.)/G7= grupo controle positivo
(glicose 2g/Kg + glibenclamida 10 mg/Kg v.0.)

CONCENTRACAO DE GLICOSE EM SANGUE PERIFERICO NOS GRUPOS (mg/dL)
TEMPO Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7
(min)

T0 89,0+2,0 79,0£2,0 76,0£3,0 75,0£3,0 80,0£6,0 82,0£3,0 89,0+2,0
T30 81,045,0 | 129,047,0**** 137,04£7,0 100,0+6,0* 105,046,0* 127,045,0 92,046,0***
T60 83,0+6,0 100,045,0 97,0+4,0 85,0+2,0 96,048,0 109,0£7,0 46,014,0%***
T90 59,0+3,0 72,0£4,0 88,0+2,0 89,046,0 80,0£7,0 84,045,0 44,014,0%***
T120 67,6£6,0 73,0£3,0 91,04£3,0 74,045,0 85,0£7,0 69,0£12,0 32,0£3,0%***
T150 66,0+3,0 69,0£3,0 84,0+3,0 83,0+3,0 76,0+£4,0 64,0£12,0 19,0+3,0%***

Fonte: AUTORA, 2022
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5.9 Efeito do alpha-terpineol sobre a tolerancia intravenosa a glicose de ratos SHR

A administracdo do alpha-terpineol 75 mg/kg somente alterou de modo
significante as concentracdes de glicose periférica no teste de tolerancia intravenosa a
glicose nos tempos de 30 e 45 minuto em comparagao ao grupo controle glicose 1g/kg
grafico 7, pagina 64, Tabela 4 pagina 65. A administracdo do alpha-terpineol na dose de
50 mg/kg nédo alterou de modo significante as concentracfes de glicose periférica em
nenhum dos tempos do teste agudo intravenoso a glicose gréfico 6, pagina 64 , Tabela 4
pagina 65. Enquanto a administracdo de glicose intravenosa foi capaz de aumentar o0s
niveis de glicose periférica 5 minutos apds sua administracdo em compara¢do ao seu

respectivo grupo controle salina grafico 7, pagina 64 , Tabela 4 pagina 65.

Gréfico 7- Efeito do alpha-terpineol sobre as concentragdes periféricas de glicose no teste agudo
de tolerancia intravenosa a glicose 1 g/kg. Analise estatistica ANOVA one-way seguido de post-
teste Newman-keuls. Considerado significante quando *p>0.05; **p>0.01, ***p>0.001 e
****1n>0,0001 (Salina vs. GLU) e (TPN vs GLU e/ou Salina) n=5.

=¥~ Controle SF 0,9%

@ GLU 1g/Kg

- TPN 50 mg/kg + GLU 1g/kg
A~ TPN 75 mg/kg + GLU 1g/kg
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Fonte: AUTORA, 2022
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Tabela 4 - Comparacdo do perfil glicémico em ratos submetidos ao teste agudo de tolerdncia intravenosa a glicose Os resultados estdo expressos em média + erro padrdo
da média, anlise estatistica ANOVA one-way”, com *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 ***p<0,001 e ****p<0,0001 (TPN vs glicose) e/ou ( glicose vs controle salina) .G1=
grupo controle( 0,5 mL salina v.0)/ G2= grupo glicose( 1g9/Kg v.0.) / G4= grupo tratado (glicose 1g/Kg + TPN 50 mg/kg v.0.)/ G5= grupo tratado (glicose 1g/Kg + TPN
75mg/Kg v.0.).

CONCENTRACAO DE GLICOSE EM SANGUE PERIFERICO NOS GRUPOS
(mg/dL)
TEMPO Gl G2 G3 G4
(min)
TO 87,0+3,0 83,0+6,0 89,0+3,0 79,0+5,0
T5 68,0+3,0 | 187,0+14,0**** 185,0+21,0 170,0+11,0
T15 68,0+4,0 118,0£19,0 120,0+17,0 128,0+21,0
T30 64,0+4,0 88,0+6,0** 87,0+3,0 69,0+6,0*
T45 64,0+3,0 75,015,0*%* 64,0+5,0 52,0+4,0*

Fonte: AUTORA, 2022
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5.10 Efeito do alpha-terpineol sobre o transiente de calcio dos figados de ratos SHR
e infartados

A administragdo de alpha-terpineol foi capaz de aumentar de modo significativo
as concentracdes de calcio no soro dos ratos SHR no tratamento subagudo, apenas na
dose de 25 mg/kg em comparagdo aos seus respectivos controles (Salina= 7,9+0,5; ISO=
9,0£0,1; TPN 25 + 1SO=12,4+1,5*; TPN 50 + ISO=10,4+0,3e TPN 75 + ISO=9,3+1,6
mg/dL, respectivamente). grafico 8A, pagina 62. Entretanto a administracdo de TPN néo
foi capaz de alterar de modo significativo as concentrac6es de calcio nos figados de ratos
SHR no tratamento subagudo (Salina= 3,8+0,1; ISO=3,7£0,1; TPN 25 + ISO= 3,9+0,1;
TPN 50 + ISO= 3,840,1 e TPN 75 + 1SO= 4,0+0,1 mg/dL, respectivamente). grafico 8,
pagina 66.

Grafico 8- Niveis de célcio total ap6s o infarto agudo do miocérdio induzido por isoproterenol
(85mg/kg 2x s.c) em rato SHR ap6s o tratamento subagudo (A) Soro (B) Figados. Andlise
estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerado significativos
guando *p>0.05 **p>0.01 e (ISO vs salina) ou (TPN vs. ISSO e/ou salina). n=5
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho objetiva-se em avaliar os efeitos deletérios do alpha-terpineol
(TPN), sobre as alteracbes no metabolismo lipidico e glicidico produzidos por
isoproterenol em ratos da linhagem espontaneamente hipertensos (SHR), assim como,
verificar se o isoproterenol pode se tornar um modelo viavel de inducdo de sindrome
metabdlica especificamente em ratos SHR.

As doencas cardiometabdlicas tem sido alvo de numerosos estudos ao redor do
mundo devido a alta prevaléncia de individuos acometidos por doencas que possuem
aspectos convergentes provocando falhas na comunicacdo entre o metabolismo
cardiovascular e o metabolismo energético enddcrino (NIH,2022). Recentemente, estes
aspectos foram denominados de sindrome metabdlica em consensos que versam sobre a
presenca de ao menos trés aspectos de importancia clinica que mesclam doencas
cardiovasculares e seus agravos, doengas lipidicas, doencas glicidicas e/ou obesidade com
alto risco de mortalidade (SAIF-ALI et al., 2020).

Neste contexto, alpha-terpineol, um monoterpeno alcoolico encontrado em 6leos
essenciais de espécies herbaceas, tem demonstrado efeitos farmacoldgicos nas areas
cardiovasculares como: propriedades vasorelaxantes (SABINO et al., 2010; RIBEIRO et
al., 2010), cardioprotetora em linhagens de ratos wistar e espontaneamente hipertensos
no modelo isoproterenol (TENORIO, 2019) além de propriedades metabdlicas como:
antiobesidade em ratos Sprague-Dawley em um modelo de dieta hipercalérica (DE
SOUZA et al., 2020). Porém seus efeitos deletérios sobre o metabolismo lipidico e
glicidico de ratos com doencas cardiovasculares permanecem desconhecidos.

N&o obstante, o figado tem sido um 6rgdo alvo de muitos estudos pré-clinicos e
clinicos da sindrome metabdlica, pois dada a importante funcdo do metabolismo de
xenobioticos e centro do metabolismo de macronutrientes como carboidratos e gorduras
suas fungdes devem permanecer em homeostase para que o metabolismo seja efetivo na
regulacdo energética apropriada por meio de feedbacks, o que ndo ocorre na sindrome
metabolica, no qual o desenvolvimento da esteatose hepética gordurosa é presente em
aproximadamente 90% dos casos de sindrome metabdlica e que ainda pacientes com
esteatose hepatica gordurosa se encaixa em 33% dos casos de critérios associados a algum
dos tipos de sindrome metabolica (ALMEDA-VALDES et al., 2009; YKI-JARVINEN,
2014; GODOY-MATOS et al., 2020)
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Neste sentido, as vias adrenérgicas estdo intrinsecamente correlacionado ao
metabolismo energético, estudos recentes demonstram que a coadministracdo de
fenilefrina 10mg/kg/d e isoproterenol 30 mg/kg/d durante 5 semanas é capaz de induzir
esteatose hepatica, elevar os niveis de triglicérides e colesterol em roedores demonstrando
que os receptores adrenérgicos estdo envolvidos na sindrome metabolica (NAKADE et
al., 2020).

Isoproterenol é reconhecidamente um modelo de inducdo de infarto em ratos por
produzir danos cardiacos e morte celular por isquemia-reperfusdo em parte causado por
via direta, aumentando os efeitos cronotrépicos, inotrépicos, dromotropicos e lusitropicos
positivos que leva a andxia e de modo indireto pela deplecdo dos sistemas antioxidantes
ao passo que induz alto estresse oxidativo e dano mitocondrial ativando vias de apoptose
celular e por sua vez necrose descontrolada (WONG et al., 2017). Em associacéo,
isoproterenol é capaz de induzir efeitos deletérios sobre o metabolismo energético
(lipidico e glicidico) como:glicogendlise hepética e liberacdo de glucagon no pancreas
via ativagdo de receptores B2, que culmina no aumento das reservas glicidicas na forma
de adipdcitos, e a0 mesmo tempo produz alteragdes transitorias de glicose periférica é
mediada pelas agdes em receptores B3 aumentando a lipolise de adipdcitos e produz ainda
resisténcia parcial a insulina pela inibicdo da liberacdo insulinérgica pancreética e
aumento da leptina em tecidos adiposos (SZYMANSKI & SING, 2022; RANG & DALE,
2011).

A inducéo de ratos SHR com isoproterenol 85 mg/kg 2x. s.c foi capaz de induzir
aumento no peso hepatico (Gréfico 2A, pagina 53), aumento na correlacdo do peso
hepatico sobre o peso corpéreo (Grafico 2B, pagina 53) e aumento na correlacdo do peso
hepético sobre o peso do fémur (Gréfico 2C, pagina 53). Estes resultados corroboram
com os estudos supracitados acima demonstrando que a superestimulagio dos receptor -
adrenérgico estdo envolvidos no desenvolvimento da sindrome metabdlica em ratos da
linhagem espontaneamente hipertensa, uma vez que a alta densidade de receptores e a
forma de resposta a estimulos adrenérgicos neste modelo animal possui um limiar de a¢éo
mais sensivel que nos demais animais, favorecendo o aparecimento da esteatose hepatica
(GUYNET, P, 2006; GHOSH et al.,2013; SHI et al.,2021)

Em contraste, o pre-tratamento dos ratos SHR com alpha-terpineol foi capaz de
inibir o aumento do peso hepatico (Grafico 2A, pagina 53), assim como, inibiu 0 aumento
da correlagdo do peso hepético sobre o peso corpéreo (Gréfico 2B, pagina 53), e do peso

hepético sobre o peso do fémur (Grafico 2C, pagina 53) mesmo apos a inducdo com



70

isoproterenol, demonstrando que o alpha-terpineol produz propriedades anti-esteatose
hepatica.

Também ja é reportado na literatura que as vias adrenérgicas possuem papel
fundamental na manutencdo do peso ponderal, visto que seus mecanismos de feedbacks
ativam fatores transcricionais como o fator transcricional regulador de esterol (SBERF1)
que regulam o ganho e a perda de gordura através da estimulagdo de elementos alvo,
como: sintase de &cidos graxos, proteinas transferidoras de triglicerideo microssomal,
fator proliferador de receptor peroxissomo a. ¢ acil-coenzima A. Assim, 0 uso de agonistas
adrenérgicos como a fenilefrina e/ou isoproterenol demonstram a correlagcdo existente
entre os receptores o e P adrenérgicos na manutencdo do peso ponderal da sindrome
metabolica, neste sentido os receptores o adrenérgicos parecem ser um alvo mais
importante no ganho do peso ponderal e assim estimulando a obesidade nestes roedores
que os receptores f-adrenérgicos (NAKADE et al.,2020).

E importante mencionar que ja é reportado na literatura que o isoproterenol possui
seu arcabouco molecular baseado nas catecolaminas enddgenas possuindo o grupo
catecol imprescindivel para a atividade em receptores adrenérgicos, com duas
substituicdes hidroxila ligado ao anel aromatico o que confere maior poténcia
farmacoldgica em receptores da familia adrenérgica, um substituinte hidroxila no inicio
da ligacdo alifatica o que proporciona reducdo da agdo no sistema nervoso central,
produzindo aumento da hidrofilia e reducdo da capacidade da molécular atravessar a
barreira hemato-encefélica e por fim dois grupamentos metila ligados ao grupamento
amina, o que garante a sua seletividade para receptores B adrenérgicos e baixa capacidade
de ligacdo em receptores a-adrenérgicos (HOFFMAN et al., 2001).

Corroborando com o estudo citado acima, a administracdo de isoproterenol 85
mg/kg 2x s.c ndo provocou nenhuma alteracdo sobre o peso corpéreo em nenhum dos
grupos (Gréfico 1, pagina 51), demonstrando que a seletividade do isoproterenol em
receptores -adrenérgicos foram Uteis no controle do peso ponderal em ratos SHR, assim
como o tratamento prévio com alpha-terpineol também nédo foi capaz de produzir
nenhuma alteracdo sobre o peso ponderal de ratos mesmo ap6s a inducdo com
isoproterenol (Gréafico 1, pagina 51), demonstrando que alpha-terpineol parece ndo estar
envolvido com propriedades de ganho de peso e/ou anorexigenos.

Notavelmente, a sinalizacdo adrenérgica € conhecida por produzir efeitos
catabdlicos sobre a modulacao energética geral (RANG & DALE, 2011), ndo obstante,

diversos compostos com efeitos anorexigenos possuem correlagdo estrutural com
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moléculas analogas aos compostos simpaticomiméticos (BARREIRO, 2009). Assim, em
nossos estudos o uso do isoproterenol em doses macicas e em exposi¢do curta, ndo se
esperava alteragcdes sobre o peso ponderal de ratos em similaridade aos relatos expostos
na literatura.

Também ja é reportado que na patogenia da hepatoesteatose 0s acidos graxos
livres derivados da dieta alimentar lipolise em adipdcitos ou lipogénese sdo oxidados
pela reagdo de B-oxidagdo enzimatica e esterificacdo transformando-os em triglicerol
microvesicular, aumentando a vesiculacdo de estoques intra-hepéaticos de adipdcitos,
acima dos 5% do conteudo total hepatico, o que é considerados indices normais (NASSIR
et al., 2015). N&o obstante o estilo de vida com alto estresse corrobora para a patogenia
da esteatose hepéatica uma vez que as vias adrenérgicas sdo superativadas e provocam 0
desbalanco sobre o metabolismo energético ja citado. Sabe-se que mecanisticamente, a
administracdo de catecolaminas induzem a lipdlise em adipocitos de tecidos gordurosos
(i.e. gordura visceral e subcutdnea) pela ativacdo de macréfagos CCR2+ de modo
dependente de dose, levando ao re-influxo de &cidos graxos a vesiculagdo no fiagado e
por tanto lipotoxicidade, o que induz fendmenos de inflamacdo e morte celular dos
hepatocitos pela delecdo dos genes Bid e Fas, ao passo gque ativam a via Bax, e caspase
8, produzindo apoptose hepética que pode progredir severamente para hepatoesteatose,
hepatite e cirrose (KIM et al.,2019).

Ademais, ja é sabido que a via classica produzida pelas catecolaminas incluindo
0 isoproterenol em produzir ativacao de receptores 3 em adipdcitos leva a ativagdo da
Proteina Kinase A (PKA) e subsequente fosforilagdo do horménio sensivel a lipase,
aumentando os &cido graxos livres, 0 que naturalmente ativam o recrutamento de
macrofagos a reestocar os acidos graxos em vesiculas hepéticas entrando no re-influxo
de estoque de acidos graxos, promovendo dislipidemia e hepatoesteatose relacionada a
sindrome metabdlica (KIM et al.,2019).

Em nosso estudo demonstramos que o isoproterenol 85 mg/kg 2 x s.c. foi capaz
de produzir esteatose hepatica (figura.4, pagina 55), e ao avaliar a histoarquitetura do
tecido hepatico, observou-se a producdo de esteatose do tipo microgoticular (figura.4,
pagina 55). Além disto a contagem de adipdcitos revelou um aumento significante do
numero de adipdcitos intra-hepaticos. Entretanto, o tratamento prévio dos ratos SHR com
alpha-terpineol foi capaz de inibir a esteatose hepatica de modo dose dependente
(figura.4, pagina 55), ao analisar a microscopia hepatica, observou-se reducgdo

significante tanto em termos qualitativos (figura.4, pagina 55), quanto em termos
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quantitativos da esteatose microgoticular. Estes resultados demonstram que o alpha-
terpineol foi capaz de produzir propriedades anti-esteatdticas e portanto hepatoprotetoras
no modelo isoproterenol em ratos SHR.

Isoproterenol em baixas doses induzem baixa ativagdo destas vias, entretanto
doses macicas de repetidas de isoproterenol produzem acles exacerbadas sobre os
macrofagos circulantes, que geram uma resposta inflamatdria mediada pela interleucina
1B (IL-1PB), recrutamento de células de kupfer e células CD11C+, CD206+ e CCR2+,
formando cluster de infiltrados polimorficos intra-hepaticos, o estimulo a estas células e
esteatose hepatica produz deplecdo de enzimas hepaticas como Aspartato Amino
Transferase (AST) e Gamma Glutamil Transferase (GGT) (KIM et al., 2019). A
percentagem de adipdcitos em relacdo ao numero de hepatdcitos pode ser classificado em
saudavel quando inferior a 5%, leve quando entre 5-33%, moderado quando entre 34-
66% e severo quando acima de 66%. Estes indices sdo cruciais para a evolugédo patoldgica
da esteatose hepéatica em pacientes com sindrome metabolica, quando a esteatose
encontra-se leve elevam-se os niveis enziméaticos de danos hepéaticos sem causar
inflamacédo significante, entretanto, quando moderada a severa elevam-se 0s niveis
enzimaticos com marcante efeito inflamatorio e necrose hepatica, o que gera cirrose
hepética (NASSIR et al., 2015).

Neste sentido, avaliando-se os niveis de Aspartato Amino Transferase (AST) e
Gamma Glutamil Transferase (GGT) em nosso estudo, demonstraram que o isoproterenol
foi capaz de elevar os niveis dos marcadores de lesdo hepatica (Grafico 3 e 4, pagina 56
e 57). Ja é reportado na literatura que o isoproterenol é convertido aminocromos reativos,
em seu processo de biotransformacdo que contribuem para a lesdo hepatica pela deplecéo
de enzimas de metabolismo de xenobi6ticos (REMIAO et al., 2001). Em adicdo, o
isoproterenol interferiu no metabolismo energético provocando aumento na toxicidade no
desbalanco lipidico que também é responsavel pela elevacdo das transaminases indicando
a presenca de leséo hepatica similar ao provocado pela esteatose hepéatica (NASSIR et al.,
2015). Em contraste o tratamento prévio com alpha-terpineol foi capaz de reduzir de
modo significante os marcadores de lesdo hepatica Aspartato Amino Transferase (AST)
e Gamma Glutamil Transferase (GGT), demonstrando sua capacidade de promover
propriedades hepatoprotetoras no modelo isoproterenol em ratos SHR.

Também ja esta reportado na literatura que individuos com sindrome metabolica
possuem disfuncdes hepaticas com elevacdo de AST e ALP em fungéo da elevacdo dos

triglicérides, colesterol total e suas fragcbes (LDLc, HDLc e VLDL) em resposta a
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dislipidemia e hepatoesteatose desenvolvida na sindrome metabolica (YADAV et al.,
2016). Em similaridade, ha relatos na literatura da elevagdo dos niveis de Gamma
Glutamil Transferase em individuos com genes de pacientes com predisposi¢do a
sindrome metabolica, esta elevacdo se da em funcéo da disfuncdo metabolica que reflete
0 aumento do estresse oxidativo e inflamacéo cronica hepatica pelo acimulo indevido de
gordura deslocando o raio proporcional de adipécitos e hepatdcitos (LEE et al., 2019).

Adicionalmente, ao avaliar os niveis de &cidos graxos no soro dos ratos SHR
induzidos com isoproterenol, observou-se um perfil dislipidémico com elevacdo dos
triglicérideos e do colesterol em especial VLDL e LDLc (Tabela 2, pagina 59). Ja € bem
reportado na literatura, que o isoproterenol eleva as taxas de lipideos circulantes, devido
as suas propriedades de desviar o metabolismo energético (lipidico e glicidico),
provocando dislipidemia severa em estudos pré-clinicos e clinicos (LIU et al., 2011;
SZYMANSKI & SINGH, 2022).

Entretanto o tratamento com alpha-terpineol foi capaz de reduzir a dislipidemia
induzida por isoproterenol em todas as doses testadas, demonstrando que o alpha-
terpineol produziu efeitos hipotriacilcolesterolémicos em ratos SHR mesmo apds a
inducdo com isoproterenol (Tabela 2, pagina 58).

Adicionalmente, isoproterenol foi capaz de induzir aumento nos niveis glicidicos
em ratos SHR em comparacao aos ratos controle salina e ao préprio grupo isoproterenol
comparando-se aos niveis glicidicos anteriores a exposicao ao isoproterenol (Grafico 5A,
pagina 61 e Gréafico 5B, pagina 61). Observa-se que os niveis glicidicos ndo ultrapassaram
niveis normais quando comparados com taxas glicémicas de ratos em modelos de
diabetes mellitus. Isto se deve aos mecanismos de ajustes rapidos no transiente glicémico
desbalanceado pelo isoproterenol em doses macicas porém agudas, por meio de vias de
comunicacdo regulados por feedbacks homeostasicos (RANG & DALE, 2007).
Entretanto, observa-se que o tratamento prévio com alpha-terpineol foi capaz de inibir as
oscilacdes dos niveis glicidicos em ratos SHR mesmo apos a indugdo com isoproterenol
(Grafico 5A, pagina 61 e Grafico 5B, pagina 61). Os resultados aqui expressos indicam
que o alpha-terpineol foi capaz de modular a agdo sobre o0 metabolismo glicidico, mesmo
apos a exposicao subsequente de altas doses de isoproterenol, mantendo a capacidade de
produzir protecdes sobre as oscilagbes no transiente glicidico.

Os diversos mecanismos de acdo de farmacos hipotriacilcoleterolémicos
envolvem, a inibi¢cdo da HMG coa-Redutase, inibi¢do sobre a expresséo de apoliproteinas

e/ou regulacdo do influxo/efluxo de colesterol VLDL, entretanto os efeitos sobre a
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sindrome metabdlica em uso clinico isoladamente, ndo é capaz de produzir efeitos
significantes sobre a reversdo da sindrome metabdlica sendo necesséaria uma abordagem
multifatorial e com multiplos alvos de interesse farmacoldgico, ndo obstante, a
polifamacia € uma pratica comum para o0 alcance de melhorias da sindrome metabdlica
(LILICH et al.,2021).

Em busca de pistas mecanicistas dos efeitos antiesteatdticos aqui apresentados e
no controle da sindrome metabdlica em ratos SHR e induzidos com isoproterenol,
avaliamos os possiveis alvos em potencial ao qual o alpha-terpineol possa modular. Uma
das principais vias de interesse sobre a regulacdo do metabolismo energético no figado
envolve a sinalizacdo do célcio como mediador direto das funcbes hepaticas. O calcio
intracelular livre nos hepatocitos sdo segundos mensageiros versateis, pois modulam uma
variedade de fungdes, como: secrecdo da bile, controle do metabolismo da glicose, e
vesiculacdo de lipideos, proliferacdo celular e ativacdo de mecanismos de apoptose
celular (AMAYA & NATHANSON, 2014).

O principal controle dos estoques intracelulares é regulado em grande parte pelos
canais i6nicos para célcio, o equilibrio eletroiénico do célcio intracelular se da pelos
canais para calcio operado por voltagem (VOCC’s), canais para calcio operado por
receptores (ROCC’s) e canais ibnicos diretos (NCX, TRPX e ORAIL), além dos estoques
intracelulares de calcio do reticulo sarcoplasmatico (HUMEAU & SENOVILLA,2018).
Interessantemente, alguns bloqueadores de canais para célcio usados em pacientes
acometidos por disturbios cardiovasculares, revelaram melhorias na dislipidemia e na
sindrome metabdlica que incluem a esteatose hepatica (Czaja, 2016).

Nesse contexto os niveis de calcio do soro e dos figados de ratos foram
mensurados. Os resultados mostraram que os niveis de calcio dos figados de ratos ndo
foram significativamente alterados na presenca ou auséncia de isoproterenol (Grafico 8,
pagina 66), assim como, o tratamento prévio com alpha-terpineol ndo alteraram de
maneira significante os niveis de célcio intracelular dos figados de ratos SHR mesmo
apos a inducgdo com isoproterenol (Gréfico 8, pagina 66). Estes resultados demonstram
que o alpha-terpineol ndo foi capaz de alterar o transiente de célcio intracelular, sugerindo
que os efeitos anti-esteatdticos aqui demonstrados ndo possuem participacdo da
sinalizac&o envolvida com célcio nos hepatocitos.

Recentemente, estudos de Won et al, (2021), revelaram que inibidores de
cotransportadores sddio-glicose (SGTL's) melhoram as anormalidades hepéticas de

individuos coreanos com sindrome metabélica (WON et al., 2021). E reportado na
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literatura que a expressao de cotransportadores de sodio-glicose tipo Il sdo encontrados
na mucosa intestinal, em especial nos enterdcitos e participam diretamente no
metabolismo da glicose, como glicélise, glicogendlise e gliconeogénese (NI et al., 2020).
E vélido mencionar que assim como nos enterdcitos, a presenca de cotransportadores de
sodio-glicose SGTL's e receptores para glicose (GLUT’s) sdo encontrados em tecidos
hepéticos e possuem como funcdo principal a regulacdo do influxo de glicose nos
hepatdcitos e consequentemente no metabolismo glicidico no figado (KARIM et al.,
2012).

Adicionalmente, os inibidores de co-transportadores de sédio-glicose tipoll como:
empagliflozina, canagliflozina, dapagliflozina e ertugliflozina, tem produzido efeitos
protetores sobre o sistema cardiovascular e sobre a diabetes mellitus tipo 11, sendo este,
um alvo que vem sendo considerado um novo alvo terapéutico clinicamente relevante
para o delineamento e constru¢do molecular para novos farmacos Uteis no tratamento dos
disturbios cardiovasculares, diabetes mellitus, além de ser apontados como futuros
medicamentos em potencial como primeira linha para o tratamento da sindrome
metabolica e prevencdo de distarbios cardiovasculares graves (NI et al., 2020).

Em face disto, avaliamos se alpha-terpineol é capaz de produzir efeitos
significantes sobre o teste de toleréncia oral e intravenoso a glicose, avaliando assim de
maneira indireta a participacdo de co-transportadores de sodio-glicose (SGTL’'s) e
receptores de glicose (GLUT’s) como elementos moleculares participantes dos fatores
intestinais da absorcao de glicose. A curva de tolerancia oral a glicose 2g/kg demonstrou
que o alpha-terpineol é capaz de inibir o aumento da glicose oral administrada nos 30
minutos iniciais em comparacdo ao grupo controle glicose nas doses de 50 e 75 mg/kg,
assim sugere-se que o alpha-terpineol seja capaz de modular acdes sobre a absorcéo de
glicose por vias moleculares que envolvem co-transportadores de sodio-glicose (SGTL"s)
e receptores de Glicose (GLUT’s) intestinais.

Ao avaliar a curva intravenosa de glicose 1g/kg, observou-se que o alpha-terpineol
nas doses de 50 e 75 mg/kg por via oral ndo inibiram de modo significante o aumento da
glicose sanguinea nos primeiros tempos do ensaio experimental, entretanto, observa-se
que a dose oral de 75 mg/kg inibiu de modo significante os niveis de glicose nos tempos
de 30 e 45 minutos em comparacdo ao grupo controle glicose, demonstrando assim que o
alpha-terpineol também € capaz de induzir respostas hipoglicemiantes quando a glicose
é administrada por via intravenosa. Estes resultados nos mostram que alpha-terpineol é

capaz de modular as oscilagcOes de glicose tanto pelos fatores intestinais, quanto por
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elementos envolvidos no metabolismo glicidico sanguineo. Assim, sugere-se que o alpha-
terpineol possa exercer influéncias em alvos de transporte e estoques de glicose de
maneira direta e indireta, talvez por meio dos co-transportadores de glicose (SGTL's)
e/ou (GLUT"s) influenciando o metabolismo glicidico.

Em conjunto, os resultados demonstrados neste trabalho sugerem que o alpha-
terpineol é capaz de promover melhorias no metabolismo energético (glicidico e lipidico)
e que a reducdo da hepatoesteatose da sindrome metabdlica induzida por isoproterenol
em ratos espontaneamente hipertensos se dé parte pela inibicdo da absorcdo de glicose
intestinal e hepatico inibindo o desbalanco energético glicidico e lipidico, uma vez que
sua a inibicdo do acumulo de glicose nos tecidos de reserva e seus metabolismos
induzidos pelo aumento do influxo de glicose, reduzindo assim a vesiculacdo de
adipdcitos como uma resposta ao aumento da recirculacéo de glicose e lipideos provocada
pelos mecanismos do isoproterenol como um agente de inducdo patoldgica sobre os
desvios do metabolismo glicidico e lipidico.

Entretanto, novos estudos sdo necessarios para a elucidacdo de todas as vias
moleculares envolvidas nesta propriedades hipotriacilcolesterolémica,
antihepatoesteatotica, antidislipidémica induzida por alpha-terpineol. Sugere-se a partir
dos dados aqui apresentados que o efeito do alpha-terpineol em um modelo de diabetes
mellitus possa ser avaliado observando os efeitos sobre o metabolismo glicidico
isoladamente, assim como em outros modelos de dislipidemia e/ou sindrome metabdlica
envolvendo diabetes e obesidade em roedores.

Os resultados deste trabalho podem contribuir de modo consideravel na translacao
de ensaios pré-clinicos para ensaios clinicos em individuos acomentidos por doencas
cardiovasculares, dislipidémicos e com sindrome metabdlica, além de serem Uteis no
planejamento de novos farmacos, como um novo prototipo de fitofarmaco que possa ser
veiculado no mercado farmacéutico promovendo melhorias nos sistemas
cardiovasculares e metabdlico.

Por fim, o estudo ressalta o uso etnofarmacoldgico de produtos naturais usados
em comunidades indigenas da Amazénia brasileira para a produgdo de novos farmacos
clinicamente relevantes na &rea de doencas cronicas ndo transmissiveis como 0s

distdrhios cardiometabdlicos.
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7. CONCLUSAO

Em face de todo o exposto neste trabalho, conclui-se que alpha-terpineol é capaz de
produzir  respostas  hipotriacilcolesterolémicas,  anti-dislipidemicas e  anti-
hepatoesteatotica em ratos espontaneamente hipertensos e induzidos a sindrome
metabolica com isoproterenol. Os resultados desta dissertacdo demosntram que alpha-
terpineol é capaz de melhorar os aspectos no metabolismo energético na sindrome
metabolica sem alterar o peso ponderal dos ratos. Por fim, evidencia-se a possivel inibi¢éo
dos co-transportadores de glicose (SGTL's) e receptores de glicose (GLUT’s) como
mecanismos participantes no efeito cardiometabdlico avaliado neste trabalho. Os
resultados aqui expressos podem facilitar a translacdo em estudos farmacoldgicos e torna
o alpha-terpineol um protdtipo de novo fitofarmaco com propriedades nas areas

cardiovasculares e metabdlicas.
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PERSPECTIVAS

e Contagem dos adipdcitos nos figados;
e Coloracao diferencial em laminas de histologia;
e Novo ciclo experimental para remover gordura branca e marrom para estudo do

metabolismo;

¢ Novo ciclo experimental com produto nanoencapsulado com ciclodextrina.
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