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RESUMO

Devido sua importancia terapéutica como agente anti-inflamatério, antialérgico,
imunossupressor, dentre outros, os glicocorticoides sdo amplamente usados na clinica médica;
contudo, o uso crénico desse hormonio tem sido associado ao desenvolvimento de resisténcia
periférica a insulina. Por outro lado, alimentos funcionais como o quiabo (Abelmoschus
esculentus L.) aparecem como compostos bioativos promissores no combate as doencas
metabdlicas, tais como o diabetes mellitus tipo 2. Nesse trabalho objetivamos caracterizar
(quanto ao diametro médio, indice de polidispersdo, potencial zeta e pH) lipossomas
contendo quiabo e testar seu efeito hipoglicemiante em um modelo de resisténcia a insulina.
Aos 60 dias de vida, ratos Wistar, machos e fémeas, receberam uma injecdo diéria de
dexametasona (DEX; 1mg/kg de peso corporal, pc, intraperitoneal, i.p.) por 10 dias,
enguanto os ratos controles receberam solugédo salina (NaCl, 0,9% i.p., grupo CONT). Aos
65 dias de vida, parte dos ratos DEX foram tratados, via gavagem por cinco dias
consecutivos, com lipossoma contendo quiabo (1,5mg/kg de pc, grupo DEX-LipoQ) ou
extrato de quiabo na forma livre (200mg/kg de pc, grupo DEX-ExtrL), como controle
negativo, ratos DEX receberam lipossoma branco (lipossoma sem quiabo, grupo DEX-
LipoB). Durante o tratamento, avaliou-se a glicemia basal, massa ponderal, ingestao hidrica
e alimentar. Ao término, avaliou-se a homeostase glicémica, pardmetros biométricos e perfil
lipidico. Quanto a caracterizacdo dos lipossomas, desenvolveu-se uma estrutura de diametro
médio de 280nm, potencial zeta —31,46+1,48 e pH 6,8. Em relagdo aos ratos CONT, os ratos
DEX, de ambos os sexos, apresentaram-se hiperglicémicos, intolerantes a glicose e resistentes
a insulina (P<0,05). De modo similar, os ratos DEX-LipoB, de ambos os sexos, também se
apresentaram hiperglicémicos, intolerantes a glicose e resistentes a insulina em relacdo aos
ratos CONT (P<0,05), ndo diferindo estatisticamente dos ratos DEX (P>0,05). Os ratos DEX-
LipoQ e DEX-ExtrL, em ambos 0s sexos, apresentaram valores de glicemia basal, tolerancia a
glicose e responsividade a inulina similares aos observados nos ratos CONT (P>0,05), porém
significativamente diferente daqueles observados nos ratos DEX (P<0,05). Quanto ao
dimorfismo sexual, a homeostase glicémica dos machos mostrou-se mais vulneravel ao efeito
da dexametasona, bem como apresentou melhora proeminente frente ao efeito do quiabo; por
outro lado, a sensibilidade periférica a insulina, em fémeas, teve melhora com magnitude
cerca de 40-vezes maior do que em machos. Em sintese, o tratamento com lipossoma
contendo quiabo mesmo em concentracdo menor, foi eficaz em reverter o quadro de
intolerdncia a glicose e resisténcia a insulina, sendo este resultado também observado no
tratamento com quiabo na sua forma livre, mas que a eficacia sé foi adquirida mediante uma
concentracdo maior do extrato do quiabo. Além disso, considerando-se a dose aplicada, o
lipossoma contendo quiabo foi mais eficaz em promover o controle da glicemia nos animais
hiperglicémicos em ambos 0s sexos do que o quiabo em forma de extrato livre.

Palavras-chave: Hipoglicemiante; alimento funcional; nanossistemas; resisténcia a insulina.



ABSTRAC

Given its therapeutic importance as an anti-inflammatory, antiallergic, immunosuppressive
agent, among others, glucocorticoids are widely used in clinical medicine; however, the
chronic use of this hormone has been associated with the development of peripheral insulin
resistance. On the other hand, functional foods such as okra (Abelmoschus esculentus L.)
appear as promising bioactive compounds in the fight against metabolic diseases, such as type
2 diabetes mellitus. In this work we aim to characterize (in terms of mean diameter,
polydispersity index zeta potential and pH) liposomes containing okra, and to test their
hypoglycemic effect in an insulin resistance rat-model. At 60 days-old, male and female
Wistar rats underwent a daily injection of dexamethasone (DEX; 1mg/kg body weight, bw,
intraperitoneal, i.p.) for 10 days, while control rats received saline solution (NaCl, 0.9% i.p.,
CONT group). At 65 days-old, a batch of DEX rats were treated, via gavage for five
consecutive days, with a liposome containing okra (1.5mg/kg bw, DEX-LipoQ group) or okra
extract in the free form (200mg/kg of pc, DEX-ExtrL group), as an negative control, DEX rats
received white liposome (liposome without okra, DEX-LipoB group). During treatment,
baseline blood glucose, weight, water, and food intake were evaluated. At the end, glycemic
homeostasis and biometric parameters were evaluated. The characterization of the developed
liposomes shows a structure with an average diameter of 280nm, zeta potential —31.46+1.48
and 6.8 as pH. In relation to CONT rats, DEX rats, in both sexes were hyperglycemic, glucose
intolerant and insulin resistant (P<0.05). Similarly, DEX-LipoB rats, in both sexes, were
hyperglycemic, glucose intolerant and insulin resistant compared to CONT rats (P<0.05), and
not statistically different of the DEX rats (P>0 .05). DEX-LipoQ and DEX-ExtrL rats, in both
sexes, presented basal glycemia, glucose tolerance and inulin responsiveness like those
observed in CONT rats (P>0.05), but significantly different of those observed in DEX rats
(P<0.05). Regarding sexual dimorphism, glycemic homeostasis of males was more vulnerable
to the effect of dexamethasone, as well as showing a more prominent improvement against the
effect of okra; on the other hand, peripheral insulin sensitivity in females improved with
magnitude about of 40-fold greater than in males. In summary, the treatment with okra, even
in a smaller concentration, was effective on reversing glucose intolerance and insulin
resistance, which was also observed in rats treated with okra in a free form, but only by using
a higher okra-extract concentration. Furthermore, considering the applied dose, liposomes
containing okra was more effective in promoting glycemic control in hyperglycemic animals,
in both sexes, than it was using okra-extract in free form.

Keywords: Hypoglycemic; functional food; nanosystems; insulin resistance.



SUMARIO

O 1N 2I0] 51610710 J T 10
1.1. DIABETES MELLITUS TIPO 2 ...ttt 10
1.2. Modelo de resisténcia a insulina a partir da administracdo de dexametasona.......... 11
1.3. Vias de sinalizacao e resisténcia a acdo da insulina............ccccceeveveieicnciececce e, 12
1.4. Moléculas bioativas na prevencdo do DMT2.........ccoeiiiiiiicniie e 14
1.5. Nanotecnologia na terapéutica para 0 DMT2 .......cccceviiiieiinenisie e 16
2. OBJIETIVOS ...ttt ettt et s et s s s e ettt et en s benbens 18
2.1 ODJEEIVO GEIAL ...ttt ettt nae e 18
2.2 ODJETIVOS ESPECITICOS ...ttt ettt sttt e e nne e 18
3. MATERIAL E METODOS ..ottt sssssss s 19
3.1. Obtencao do extrato de QUIADO0 ........ccoeiiiiiec 19
3.2. Desenvolvimento e caracterizag8o dos liPOSSOMAS..........ccoeerirrieiineiiinieenereeeesieeeeas 19
3.2.1. Desenvolvimento doS lIPOSSOMAS..........courieiriiieiniieirieieee et 19
3.2.2. Caracterizacgao fisico-quimica dos lipossomas desenvolvidos...........cccccovvevvierieniienne 19
3.3. MOdelo eXPerimeNntal ..........ccoiiiiiicce e 20
3.4. Avaliacdo da homeostase glicEmica-insulinémica ............cccocevvvieiie s 22
3.5. Avaliacéo da ingestdo alimentar e hidrica e composi¢do corporal dos animais ........ 23
3.6. ANALISE ESTALISTICA .. e.vevviverieiiieice ettt e sttt ne e e e saeneas 23
4. RESULTADOS ...ttt sttt et et e s ae e be e s e e e ne e e e s aeeneesreannas 24
4.1. Caracterizacdo fisico-quimica do extrato do quiab0..........cccccerreiinieieniseiesceecees 24
4.2. Caracterizacdo dos lipossomas desenVoIVIAOS .........ccccevvieiiniinienene s 24

4.3. Rastreamento de 24 horas em relacdo a dose-resposta do extrato do quiabo em
[0 JoESE: 0] o 1 - ST PUURPRRPPRN 24
4.4. Homeostase glicémica durante o periodo de administracdo da dexametasona e

tratamento com quiabo em diferentes formulagtes..........cccoeveveiiiiicicieicccreeee e, 25
4.5. Avaliacao da homeostase glicEmica-insulinémica durante 0 ipGTT ......cccceevirrnnne 27
4.6. Avaliacdo da homeostase glicémica-insulinémicadurante 0 ipITT ....cccoceveviiieieneen, 29
4.7. Peso corporal, ingestdo alimentar e consumo hidrico dos animais..........cccoceeeernnnne. 31
4.8. Avaliagdo da cOmpPOSICAO COMPOTAL ......c.iueiiiiiiiiiiieiirie s 35
5. DISCUSSAD ...ttt 40

B. CONGCLUSAOD ..o e e e e et et 45



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooiiieciecteceeieetee et 46

B PATENTE .ottt bt b ettt et b et r e 53
S T80 A ] PSPPSR 53
8.2 RESUIMO ...ttt etttk b et b e bt b e bt e Re e nb e e Re e bt et e e b e e bt e be e b e e beennas 53
8.3 REIALONT0 UESCIITIVO ......cuiiieiiicieie ettt 53

8.3 Referéncias DIiblIOGIafiCas.........cccociiiiiicce e 62



10

1. INTRODUCAO

1.1. DIABETES MELLITUS TIPO 2

O diabetes € uma doenca metabdlica crénica caracterizada por niveis elevados de
glicose sanguinea. Disfuncdo esta que com o passar do tempo promove sérios danos a 6rgaos
e tecidos importantes do corpo, tais como o coragdo, vasos sanguineos, olhos, rins, nervos e
pancreas. Dentre as formas do diabetes, o diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) é a forma mais
comum, a qual é geralmente observada em adultos. O DMT2 ocorre quando os tecidos
periféricos, em especial o tecido adiposo branco e musculo esquelético, se tornam resistentes
a acdo do horménio insulina, ou quando as células B-pancreéticas ndo produzem a insulina em
quantidades suficientes para atender a demanda fisiolOgica de captacdo da glicose sanguinea
(Xu, Liu et al., 2018).

Nas Gltimas trés décadas, a prevaléncia de DMT2 aumentou dramaticamente em todo
0 mundo, afetando paises de todos os niveis econémicos (WHO, 2021). Segundo a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), estima-se que cerca de 422 milhdes de adultos sdo
diabéticos no mundo, sendo que entre estes cerca de 90% sdo portadores do DMT?2; cerca de
80% vivem em paises de renda baixa e/ou média, e aproximadamente 1,6 milhdes de mortes,
ao ano no mundo, sdo atribuidas diretamente ao diabetes (WHO, 2021). No Brasil, de acordo
com o Atlas da Diabetes, nosso pais é 0 5° pais no mundo com mais diabéticos, 16,8 milhdes,
sendo que este nimero tende a aumentar em mais de 150% até 2035 (SBCBM, 2019). Nesta
mesma linha, estimativa global aponta que o numero de diabéticos no mundo aumentara de
422 para 570 milhdes em 2030 e para 700 milhdes em 2045. Além disso, 0 impacto
econdmico para tratar essa patologia, no Brasil, chega a custos anuais que ultrapassam a casa
dos US$ 2 bilhdes, o que seria equivalente a mais de R$ 10 bilhdes (WHO, 2021).

O DMTZ2, também chamado diabetes ndo insulinodependente ou diabetes do adulto €
um quadro clinico que ocorre geralmente em pessoas obesas, em virtude de habitos
alimentares irregulares, predisposi¢do genética e/ou sedentarismo. Nesse tipo de diabetes, ¢é
comum se encontrar a presenca de niveis elevados de insulina, porém sua acdo é dificultada
por acdo de moléculas, como por exemplo citocinas produzidas em consequéncia de outras
disfuncdes metabolicas, levando a resisténcia insulinica, caracterizando um estado de
hiperglicemia (Erfani Majd, Tabandeh et al., 2018).

Neste contexto, modelos experimentais com animais roedores na pesquisa do diabetes

tipo 1 e 2 sdo muito comuns e sdo classificados em duas classes (1) modelos genéticos ou



11

induzidos espontaneamente e (2) modelos ndo genéticos ou induzidos experimentalmente. Os
modelos ndo genéticos ou induzidos experimentalmente sdo mais aplicados e populares
quando comparado aos modelos genéticos, justamente por serem mais acessiveis,
proporcionar uma facilidade na inducdo do diabetes além da facilidade em manter o estado
diabético dos animais. Nos ultimos anos alguns modelos ndo genéticos foram desenvolvidos
para a pesquisa do diabetes, dentre eles estdo os modelos alimentados com dieta rica em
gordura (Nagy e Einwallner, 2018; Daryabor, Kabelitz et al., 2019), modelos alimentados
com frutose (Riviere, Soubeyre et al., 2016; Namekawa, Takagi et al., 2017), dentre outros,
tais como os modelos induzidos pela dexametasona (Rafacho, Marroqui et al., 2010).

O efeito negativo do uso cronico de glicocorticoides sintéticos sobre a homeostase da
glicose, bem como sobre a funcdo das ilhotas pancreéaticas, levou ao desenvolvimento do
modelo bastante conhecido, 0 qual se encaixa na classe dos ndo genéticos ou induzidos
experimentalmente. Este modelo tem sido utilizado na pesquisa do DMT2, com o intuito de
esclarecer os efeitos diretos na biossintese ou liberacdo de insulina, bem como nas vias de
sinalizacdo da insulina, uma vez que estes farmacos, de maneira geral, apresentam efeitos
adversos que afetam o metabolismo dos carboidratos, reduzem a captagdo e utilizacdo da
glicose em tecidos periféricos, aumentando a gliconeogénese e o catabolismo proteico
(Radhakutty e Burt, 2018).

1.2. Modelo de resisténcia a insulina a partir da administracdo de dexametasona

Os glicocorticoides sdo hormonios esteroides produzidos no cértex da glandula
adrenal, os quais atuam em varios processos fisiologicos, desde agentes reguladores da
homeostase glicémica através da producdo/liberacdo de glicose hepatica, secrecdo de insulina
por células B-pancreaticas, até reguladores da transcricdo génica envolvida em diversos outros
processos metabodlicos (Moisiadis e Matthews, 2014; Facchi, Lima et al., 2020). Na
terapéutica, os glicocorticoides sintéticos como a dexametasona atuam como importante
agente anti-inflamatério tanto na fase inicial quanto crénica da inflamacdo. Porém, o uso
crénico do mesmo esta frequentemente associado a distdrbios funcionais tanto na secrecao de
insulina quanto na acdo periférica tecidual da insulina (Jeong, Oh et al., 2001).

Como ja bem descrito, o efeito da dexametasona sobre o metabolismo da glicose
dependente da dose e do tempo de exposicdo do individuo ao glicocorticoide, ou seja,

administrados por longo prazo e/ou em doses suprafarmacolégicas um dos efeitos adversos
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mais importantes observados nesse caso € a resisténcia periférica a insulina (Rafacho,
Marroqui et al., 2010).

Nesse modelo experimental, além do que ja se conhece sobre os efeitos diretos dos
glicocorticoides levando a uma condicdo de resisténcia periférica a insulina (Rafacho,
Ortsater et al., 2014), ha evidéncias que os glicocorticoides atuam causando um estimulo na
producdo de glicose hepatica, por sua vez, ao estimular a gliconeogénese hepatica também
deprime a sintese de proteina no musculo, sendo este um dos principais eventos bioquimicos
observados (Dabrowski e Majdan, 2016). Além disso, também se sabe que pode ocorrer uma
reducdo significativa na densidade do receptor de insulina em hepatdcitos apos tratamento
crénico com dexametasona. Também foi demonstrado haver reducao no nivel de fosforilacéo
dos substratos tipo 1 e 2 do receptor de insulina (IRS-1 e IRS-2) e da proteina quinase B
(PKB, também conhecida como Akt) no tecido adiposo de ratos machos, apos tratados com
dexametasona (Caperuto, Anhe et al., 2006). Em resposta a resisténcia insulinica induzida por
glicocorticoides, o pancreas enddcrino sofre alteracbes compensatorias, as quais modulam a
funcdo e a massa das células B, acarretando em maior secrecdo e hiperinsulinemia, o que tem
sido relacionado com a formacdo de agregados amiloides toxicos que podem induzir a

apoptose de células B-pancreaticas (Westermark, Andersson et al., 2011).

1.3. Vias de sinalizacgao e resisténcia a acdo da insulina

A insulina € um horménio peptidico produzido pelas células B-pancreéaticas, e liberada
na corrente sanguinea em resposta a altos niveis glicémicos, atuando como o principal
sinalizador responsavel por fazer o controle dos niveis de glicose no sangue, no entanto, a
insuficiéncia da capacidade das células B (disfungdo das células B e/ou massa insuficiente das
células B) contribui para a patogénese tanto do diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) quanto do
DMT?2 (Haeusler, Mcgraw et al., 2018).

Quanto a sinaliza¢do da insulina, a mesma se da através de sua ligacdo ao seu receptor
(IR) transmembrana, na subunidade alfa, situada na superficie externa da membrana celular, o
qual por ser um receptor do tipo tirosina quinase, em seguida a ligacdo da insulina, promove
autofosforilacdo da subunidade beta, situada no lado interno da membra celular, com isso
ativando outras duas vias de sinalizacdo importantes, a via da fosfatidilinositol 3-quinase
(PI3K) e a via da proteina quinase ativada por mitogeno, MAPK/ERK (Hojlund, 2014).

Individuos com resisténcia a insulina carregam pelo menos o comprometimento de

uma dessas vias, ja que a resisténcia a insulina, em tecidos periféricos (tecido adiposo branco,
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figado e musculo esquelético), basicamente ocorre devido a modificagdes moleculares e
alteracdes do grau de fosforilagdo de proteinas envolvidas com o IR e/ou com o receptor do
fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1R), ao qual a insulina também se liga
(Ogawa e Kasuga, 2006). As proteinas localizadas na via de sinalizacdo envolvendo um
destes receptores, IR/IGF1R, podem ser fosforiladas em residuos de tirosina, especialmente o0s
IRS1 e IRS2, sendo que o produto de fosforilagdo das proteinas ativadas se liga fortemente a
subunidade reguladora, p85, da PI3K (Hojlund, 2014) . Esta proteina € um dimero composto
de uma subunidade catalitica (p110) e uma subunidade regulatéria (p85), a qual quando
fosforilada pelo IRS ativa a subunidade catalitica, de modo que a fosforilacdo dos sitios de
tirosina das proteinas IRS se liga ao dominio SH2 da subunidade p85 da PI3K, estimulando-a
e, assim, ativando o sitio catalitico (p110). A PI3K catalisa a fosforilacdo do fosfatidilinositol
3,4 difosfato (P1P2) em fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato, PIP3, sendo que a ativagdo dessa via
intracelular é essencial para o transporte de glicose (Yaribeygi, Farrokhi et al., 2019; Hopkins,
Goncalves et al., 2020).

Posteriormente ocorre a ativacdo da proteina serina/treonina quinasse (PKB/AKkt), uma
das proteinas alvo da PI3K, através da fosforilacdo em residuos de serina. A ocupacdo dos
sitios de ligacdo pelos residuos de tirosina gera resisténcia as a¢fes da insulina, tais como o
transporte de glicose, a sintese de proteinas, a sintese de glicogénio, bem como a estimulagéo
da producédo de 6xido nitrico, em tecidos como musculo esquelético, tecido adiposo branco e
figado (De Franca, Meneses-Santos et al., 2018).

Embora existam diversos estudos sobre o desenvolvimento de resisténcia a insulina
em estado cronico, incluindo DMT2 e outros distirbios, os mecanismos envolvendo essa
resisténcia ainda sdo incertos. Possivelmente ha outros mecanismos dependentes da patologia
e mecanismos que podem atuar de forma diferente em tecidos-alvo da insulina. Por exemplo,
uma resisténcia aguda a insulina é dita como diabetes de estresse, sendo observada em lesdes
e traumas graves, ou seja, ocorrem logo ap0s uma lesdo fisica, ao contrario de outros casos
que necessitam de um periodo maior e frequente de insultos para desenvolver resisténcia a
insulina (Thompson, Kim et al., 2008).

De modo geral, é comum que um individuo com DMT?2, possua alteragdes nas vias de
sinalizacdo da insulina, tais como reducdo na expressdo e/ou fungdo de IRS1, PI3K, PKB/Akt,
assim como no transportador de glicose tipo 4 (GLUT4), alteracdes que estdo diretamente
relacionadas com uma reducdo na captacdo de glicose (De Franca, Meneses-Santos et al.,

2018) e a sintese de glicogénio (Arner, 2002; Bienso, Ringholm et al., 2012).
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Estudos anteriores também abordam que a administracdo de diferentes doses de
dexametasona por 5 dias em ratos adultos induz hiperinsulinemia e resisténcia a insulina de
forma dose-dependente e acdo diminuida da insulina perifericamente induz adaptacGes
compensatorias no pancreas endocrino (Rafacho, Cestari et al., 2009). A maioria dos estudos
in vitro mostra um efeito negativo dos glicocorticoides na secrecdo, proliferacdo e
sobrevivéncia das células B-pancreaticas (Fichna e Fichna, 2017). Outro estudo realizado em
ilhotas humanas e com células Min6 (linhagem de células B de camundongo) mostra que a
dexametasona ou prednisolona leva a uma diminuicdo na viabilidade celular, via ativacéo da
p38 MAPK/TXNIP, além disso, também se sabe que a dexametasona induz degradacdo pos-
traducional de GLUT2 e inibicdo da secrecdo de insulina em células B-pancreaticas
(Gremlich, Roduit et al., 1997; Reich, Tamary et al., 2012). Assim, percebemos que o0s
glicocorticoides interferem na sinalizacdo da insulina e sdo capazes de modular a sinalizacao

da insulina em nivel molecular além de afetar a funcéo das células beta pancreaticas.

1.4. Moléculas bioativas na prevencdo do DMT?2

No caso do DMT2, o uso de alternativas terapéuticas, outras tais como 0 uso de
plantas medicinais que proporcionem efeito hipoglicemiante, assim como também reducéo
dos efeitos colaterais e adversos em relacdo aos farmacos sintéticos € de grande
importancia para a salde do paciente acometido com o DMT2 e tem sido de grande
importancia para tratar diversas doencas (Unuofin e Lebelo, 2020).

Atualmente, o uso das terapias envolvendo plantas medicinais vem trazendo muitas
evidéncias sobre a eficacia destes produtos na prevencdo do DMT2, de modo que estudos
envolvendo diferentes meios para o tratamento do DMT?2 tiveram uma mudanca notavel entre
0os medicamentos convencionais e terapias que empregam moléculas bioativas ou
fitomoléculas oriundas de fontes naturais (Unuofin e Lebelo, 2020). O potencial terapéutico
dos produtos naturais, seu baixo custo e efeitos colaterais minimos, veem revolucionando e
aprimorando o gerenciamento de novos medicamentos (Tiwari, Ahmad et al., 2017). Diante
disso, sabemos que o DMT2 é uma patologia passivel de prevencdo, portanto, reduzir a
incidéncia de novos casos pode ser uma 6Gtima estratégia em minimizar o impacto global dessa
fisiopatologia.

Dentre essas plantas medicinais/compostos bioativos, pode-se citar a mangiferina (2-p-
D-glucopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxi-9H-xanten-9-ona), uma xantona de baixo peso

molecular, encontrada principalmente em plantas superiores, tais como a manga. A
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magniferina € um composto bioativo que possui potencial terapéutico antioxidande,
hipoglicémico e antidiabético, além de outros efeitos como ac¢éo antimicrobiana, antialérgica e
imunomoduladora (Imran, Arshad et al., 2017; Aswal, Kumar et al., 2020).

A curcumina, molécula bioativa presente no rizoma da Curcuma longa vem sendo
bastante estudada atualmente devido seus diferentes efeitos biologicos e farmacoldgicos anti-
hiperglicémicos e anti-hiperlipidémico (Oliveira, Monteiro-Alfredo et al., 2020). Em um
estudo recente com ratos diabéticos induzidos por streptozotocina, os autores concluiram que
a curcumina tem o potencial antidiabético e pode prevenir o desenvolvimento do DMT2, por
atuar nas células B-pancreaticas, melhorando sua funcao secretora, bem como por diminuir a
resisténcia periférica a insulina e reduzir dano hepatico (Pivari, Mingione et al., 2019).

Outra planta de importdncia medicinal é a babosa, pertencente a familia
Asphodelaceae, espécie Aloe vera L. Burm. As Asphodelaceae possuem alcaldides,
flavonoides, taninos, fendis, saponinas, carboidratos, vitaminas e minerais. Recentemente
estudos cientificos tém dado suporte para a acdo antidiabética e antioxidante da babosa
(Suksomboon, Poolsup et al., 2016) Se tratando da acdo antidiabética em modelo
experimental com roedores, o extrato aquoso de Aloe vera, via oral, reduziu o0s niveis
glicémicos de forma significativa, além de promover menores efeitos colaterais comparados a
outros farmacos sintéticos (Okyar, Can et al., 2001).

No contexto do uso de plantas medicinais que previnem o DMT2, o quiabo
(Abelmoschus esculentus L.), planta da familia das Malvaceas, que se situa entre as horticolas
de alto valor alimenticio, de facil cultivo e rentavel devido sua grande utilidade possui
capacidade terapéutica para 0 DMT2, uma vez que esta planta possui fibras dietéticas e
polifendis em abundancia, contribuindo no efeito hipoglicemiante, j& que estudos apontam
que a fibra alimentar, comum em alimentos funcionais, promove efeitos importantes no
controle dos niveis glicémicos pos prandial (Erfani Majd, Tabandeh et al., 2018). Como
previamente demonstrado, em um estudo sobre o uso da porcdo polar ou fracdo soluvel em
agua do extrato de quiabo, quando administrado em ratos, foi possivel observar que este ativo
permite o controle dos niveis glicémicos e pode ser uma alternativa para o controle do DMT2
(Khatun, Rahman et al., 2011).

Através dessa abordagem € consideravel que pesquisas adicionais que possam
contribuir com mais informagfes sobre o efeito hipoglicemiante do quiabo, por exemplo,
por meio da aplicacdo da nanotecnologia, com o intuito de aumentar a eficacia do tratamento
do DMT?2 envolvendo plantas medicinais, sdo de grande relevancia (Disanto, Subramanian et

al., 2015), uma vez que a maioria dos constituintes biologicamente ativos dos extratos, como
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por exemplo, flavonoides e taninos, sdo altamente solUveis em agua, porém com baixa
absorcdo, sendo incapazes de atravessar as membranas lipidicas das células, além de
possuirem tamanho molecular excessivamente alto ou serem pouco absorvidos, resultando em
perda de biodisponibilidade e eficacia (Bonifacio, Silva, Ramos et al., 2014).

Diante desses obstaculos, tem sido proposto combinar ativos vegetais com
nanotecnologia, pois sistemas nanoestruturados podem ser capazes de potencializar a acdo de
extratos vegetais, reduzindo a dose necessaria e efeitos indesejaveis, além de fornecer o
constituinte ativo em uma concentracdo suficiente durante todo o periodo de tratamento,
direcionando-o para o local de acdo desejado, uma vez que muitos tratamentos convencionais

n&o proporcionam esses requisitos (Bonifacio, Silva et al., 2014; Abu Lila e Ishida, 2017).

1.5. Nanotecnologia na terapéutica para o DMT2

A nanotecnologia é uma ciéncia multidisciplinar que vem sendo estudada como uma
ferramenta para a liberacdo e acdo de uma substéncia ativa, conferindo estabilidade,
seguranca e eficacia (Patra, Das et al., 2018).

Com base no conhecimento de varios farmacos, 6leos e extratos vegetais com
propriedade terapéutica, a nanotecnologia esta envolvida no desenvolvimento, caracterizacdo
e aplicacdo de sistemas terapéuticos em escala nanométrica (menores de 1000 nm), que
variam desde nanoparticulas poliméricas, lipossomas, nanoparticulas lipidicas sélidas,
nanoemulsdes entre outros (Wagner, Dullaart et al., 2006). Entre as vantagens que oS
nanossistemas podem oferecer destacam-se a promoc¢do do aumento da eficicia terapéutica
pela liberacdo progressiva e controlada do ativo, reducdo dos niveis de toxicidade por
direcionar a molécula ativa a alvos especificos, bem como a manutencdo da atividade
farmacoldgica (Mazayen, Ghoneim et al., 2022). A escolha do sistema de liberacdo do
farmaco vai depender das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco (por exemplo, carga,
polimorfismo do farmaco, pKa, hidrofobicidade e tamanho) e do alvo a ser atingido (Almeida,
Nag et al., 2020).

Nanoestruturas como o0s lipossomas sdo constituidos de compostos biodegradaveis,
mostrando estabilidade frente a determinada faixa de pH e temperatura, 0 que pode ser
controlado pela modificacdo da composicdo lipidica, interacdo nos fluidos biol6gicos, sendo
bem recomendados em aplicacdes clinicas (Bonifacio, Silva et al., 2014).

Os lipossomas séo definidos como vesiculas de uma ou mais bicamadas fosfolipidicas

conceéntricas, separadas por um meio aquoso (Almeida, Nag et al., 2020). S8o particulas que
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possuem afinidade tanto com o 6leo quanto com a agua, dessa maneira podendo carrear
substéancias hidrofilicas e/ou lipofilicas, sendo que as hidrofilicas ficam no compartimento que
possui afinidade com agua e as lipofilicas inseridas ou adsorvidas na membrana. As vesiculas
variam de 50 a 500 nm de didmetro e sdo fabricados a partir da automontagem de
fosfolipidios. Por serem biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicas séo altamente
versateis para pesquisa, terapéutica e aplicacGes analiticas (Sala, Diab et al., 2018).

O interesse em comercializar lipossomas como carreadores de farmacos e moléculas
bioativas se deve em sua maioria ao seu método facil de fabricacdo, a capacidade de
encapsular e interagir com as moléculas bioativas independente da sua solubilidade, carga,
tamanho e outras caracteristicas fisico-quimicas (Almeida, Nag et al., 2020). Um exemplo
interessante e atualmente comercializado é o medicamento AmBisome® (Anfotericina B
lipossomal) utilizado no tratamento da Leishmaniose visceral. A anfotericina B incorporada
dentro de lipossomas foi desenvolvida na tentativa de melhorar sua eficacia e tolerabilidade,
especialmente no que tange a toxicidade renal. O pequeno tamanho do lipossoma e a interacdo
farmaco-lipossoma fazem com que a molécula permaneca mais tempo em circulagéo,
atingindo niveis plasmaticos elevados de anfotericina B e ampla distribuicdo pelos tecidos
infectados (Stone, Bicanic et al., 2016).

Diante disso, sabemos que até o presente momento, relatos de estudos utilizando a
nanotecnologia para associacdo de substancias ativas presentes no quiabo sdo ainda escassos.
Portanto buscamos desenvolver e avaliar o efeito hipoglicemiante do extrato aquoso do
quiabo em lipossomas em um modelo ja bem caracterizado de ratos pré-diabéticos, induzidos

pela aplicacdo suprafisioldgica de dexametasona.



18

2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito hipoglicemiante do extrato aquoso de quiabo (Abelmoschus esculentus
L.) em lipossoma em um modelo de resisténcia a insulina, bem como avaliar a responsividade

sexo especifica.

2.2. Objetivos especificos

v Desenvolver e caracterizar fisico-quimicamente os nanossistemas contendo ou nao o
extrato de quiabo;

v Avaliar a ingestao alimentar e hidrica dos animais;

v Avaliar parametros biométricos dos animais;

v Avaliar a homeostase glicémica-insulinémica;
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencao do extrato de quiabo

O extrato de quiabo foi obtido por decoccdo (fervura do fruto com agua durante 10
minutos) posteriormente homogeneizado em moinho de facas até total trituracdo do quiabo.
Apos esse procedimento, o homogenato foi filtrado para a obtencdo do extrato aquoso.
Posteriormente lipossomas contendo extrato do quiabo foram desenvolvidos, enquanto outra
porcao do extrato aquoso foi armazenada a —20°C, para uso posterior.

Uma porcdo desse extrato foi desidratada e utilizada para determinacdo dos
constituintes presentes no quiabo através do método fisico-quimico para anélise de alimentos
descrito pelo instituto Adolfo Lutz, 2008 (Métodos Fisico-quimicos para Analises de

Alimentos).

3.2. Desenvolvimento e caracterizacao dos lipossomas
3.2.1. Desenvolvimento dos lipossomas

Lipossomas contendo quiabo foram preparados através do método de evaporacdo em
fase reversa (Mertins, Cardoso et al., 2006). Primeiramente a fase organica foi preparada com
fosfatidilcolina, colesterol e cloroférmio, com a ajuda de ultrassom por 5 min. Ja a fase
aquosa foi preparada contendo solucdo salina tamponada em fosfato (pH 7,4) e polissorbato
80, e em seguida sonicada por 5 min em ultrassom. Posteriormente quando ambas as fases
estavam sollveis, 1mL da fase aquosa foi adicionada na fase organica e retornou ao
ultrassom. Em seguida o solvente orgéanico foi removido por evaporacao rotatdria a 25°C sob
pressdo reduzida até a formagdo de um filme fino. Este filme foi hidratado adicionando o

restante da fase aquosa e submetido a agitagdo sob presséo reduzida por 30 min.

3.2.2. Caracterizacao fisico-quimica dos lipossomas desenvolvidos

Os lipossomas foram caracterizados quanto ao diametro da particula, potencial zeta (¢)
e pH. Esse procedimento foi realizado pela equipe da Prof. Dra. Sandra Elisa Haas, da
Universidade Federal do Pampa (UNIPAMPA, Uruguaiana/RS).

3.2.2.1. Diametro de particula e potencial Zeta
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Os lipossomas foram caracterizados quanto ao seu didmetro médio, indice de
polidispersédo (PDI) e potencial ¢, por espalhamento dindmico de luz (DLS) e eletroforese
laser Doppler (LDE), medida & 25°C (NanoBrook 90Plus Zeta®, Brookhaven Instruments
Corportation, USA). As amostras foram diluidas previamente com agua MilliQ® e 0,01 mol/L
de solucdo aquosa de NaCl. Foram filtrados os meios de diluicdo (0,45 pum) antes da analise,
porém cada amostra foi utilizada diretamente, sem filtracdo ou qualquer outro tratamento, a
fim de evitar a selecdo das amostras. Ainda para avaliar o tamanho da particula, também foi
utilizada a técnica de difratometria de laser, utilizando o equipamento Mastersizer® 2000
(Malvern Instruments) e o acessorio Scirocco® 2000. Apés obtencdo dos dados de 26
difracdes de laser, estes foram avaliados utilizando o valor d4,3, o qual representa o didmetro
médio baseado no volume da particula e ainda os valores de 10% (d10%), 50% (d50%) e 90%
(d90%) da distribuicdo, que indicam a porcentagem de particulas possuindo diametro igual ou
inferior ao valor determinado. O valor do Span (Equagdo 1), que indica o valor da
polidispersdo do sistema, também foi utilizado para a caracterizacdo das formulagdes. do 1, do o
e dos.

Span:M Eq. (1)

d0,5

Onde d o1 é o didmetro cumulativo em volume de 10% da fase dispersa da
nanoestrutura analisada. Do mesmo modo, dog € 0 didmetro cumulativo em volume de 90%
da populagdo total. Finalmente dos € 0 pardmetro que divide a distribuicdo percentual de
volume obtida exatamente na metade, ou seja, 50% do volume total das nanoestruturas da fase

dispersa encontra-se abaixo do valor de dso € 50% encontram-se acima dele.

3.2.2.2 Determinacao de pH e aspectos macroscépicos das nanocapsulas

Para realizar a determinacdo do pH foi utilizado um potenciémetro (Denver®
Instrument VVB-10, New York, USA) calibrado com solu¢édo tampao pH 4,0 e 7,0, diretamente
nas formulacdes, logo ap0s a preparacdo. Os resultados representaram a média de trés
determinacgfes. Os lipossomas foram avaliados segundo a aparéncia macroscopica, levando

em consideracdo a homogeneidade, aspecto leitoso, branco e opalescente.

3.3. Modelo experimental

Foram usados ratos Wistar, criados no biotério setorial do Nucleo de Pesquisa e Apoio
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Didatico em Saude (NUPADS), da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), Campus
Universitario de Sinop. Os experimentos foram desenvolvidos de acordo com as normas do
Comité de Etica para uso e Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Mato Grosso
(Processo N° 23108.070797/2021-42). Durante o periodo experimental, os ratos foram
mantidos em condicfes controladas de temperatura (22+2°C), umidade (55£5%) e fotoperiodo
(12h de claro, 06:30 as 18:30h e 12h de escuro), com agua e comida ad libitum.

O modelo experimental foi produzido a partir da administracdo intraperitoneal de
dexametasona (1 mg/kg de peso corporal, uma vez ao dia) em ratos Wistar de ambos 0s sexos,
a partir dos 60 dias de vida, até o término do tratamento, que se deu aos 70 dias de vida dos
animais. Durante todo o periodo experimental foi aferido o peso corporal, bem como a
ingestdo alimentar e hidrica dos ratos a cada dois dias. Os ratos tratados com dexametasona
(grupo DEX, n=60 ratos machos e n=60 ratas fémea receberam injecdo diaria de
dexametasona intraperitoneal (1 mg/kg de peso corporal, i.p.) por 10 dias consecutivos,
enquanto ratos controle (grupo CONT, n=15 ratos machos e n=15 ratas fémeas) receberam
solucdo salina (NaCl, 0,9%), segundo protocolo adaptado de estudo prévio (Rafacho,
Marroqui et al., 2010). A glicemia dos ratos (alimentados) foi avaliada antes (dia zero) e
durante (ao quinto, oitavo e décimo dia) do tratamento com dexametasona. Ao quinto dia,
apos o inicio da inducdo de resisténcia a insulina (tratamento com dexametasona), deu-se
inicio ao tratamento com o extrato do quiabo (seja este em formulacdo lipossémica ou na
forma de extrato livre).

Aos 65 dias de vida, parte dos animais tratados com dexametasona, foi tratada por 5
dias consecutivos (dos 65 aos 70 dias de vida) com o extrato do quiabo em formulagdo
lipossémica ou na forma de extrato livre. Desta forma, em todo o estudo foram formandos
cinco grupos experimentais de ambos 0S Sexos:

v" Grupo CONT; ratos (n=15 ratos machos e n=15 ratas fémeas) que ndo receberam
tratamento.

v' Grupo DEX; ratos (n=15 ratos machos e n=15 ratas fémeas) que receberam, apenas
agua via gavagem.

v" Grupo DEX-LipoB; ratos (n=15 ratos machos e n=15 ratas fémeas) que receberam, via
gavagem, veiculo em formulagao lipossémica sem conter extrato de quiabo.

v" Grupo DEX-LipoQ; ratos (n=15 ratos machos e n=15 ratas fémeas) que receberam,
via gavagem, o extrato de quiabo a 1,5 mg/kg em formulacgéo lipossémica.

v" Grupo DEX-ExtrL; ratos (n=15 ratos machos e n=15 ratas fémeas) que receberam, via

gavagem, o extrato de quiabo em sua forma livre (200 mg/kg de peso corporal),



22

segundo dose adaptada de estudo prévio (Erfani Majd, Tabandeh et al., 2018).

Todos os procedimentos foram realizados em triplicata para que pudéssemos obter o
namero desejado de animais por grupo. Além disso, o rastreamento de 24 horas foi realizado
como forma de confirmar em resposta do tempo a dose adequada do extrato do quiabo

associado em lipossoma utilizado durante o periodo experimental.

3.4. Avaliagdo da homeostase glicémica-insulinémica

A glicemia de ratos alimentados foi avaliada ao quinto, oitavo e décimo dia durante o
periodo experimental.

A avaliacido da homeostase glicémica e insulinémica foi realizada através do teste de
tolerancia a glicose intraperitoneal (ipGTT), segundo o método descrito anteriormente
(Mathias, Miranda et al., 2020). Apo6s jejum de 12 horas (6:00-18:00h) e sem efeito de
anestesia, administrou-se uma carga de glicose (2g/kg de peso corporal, ip). Antes da
administracdo de glicose foi realizada uma primeira dosagem da glicemia de jejum, que
correspondeu ao tempo zero (0 minutos); em seguida aplicou-se a glicose, em entéo, apds 30,
60, 90 e 120 minutos da aplicacdo de glicose foram feitas novas dosagens de glicose
sanguineas.

Quanto ao teste intraperitoneal de tolerancia a insulina (ipITT), apds jejum de 4 horas
(07:00-11:00h) e sem efeito de anestesia, foi administra uma dose de insulina (1 1U/kg de
peso corporal, ip). Antes da administracdo de insulina uma primeira dosagem da glicemia foi
obtida, correspondendo ao tempo zero (tempo zero, para obtencdo da glicemia de jejum sem
efeito da acdo da insulina, 0 min); e entdo apds a administracdo da insulina, nos tempos 15,
30, 45 e 60 minutos foram feitas novas dosagens de glicose sanguinea.

A dosagem da glicemia em ambos os procedimentos, ipGTT e iplTT, se deu através de
glicosimetro digital (Accu-Chek® Performa, Roche).

Apos a realizacdo do iplTT, procedeu-se o calculo para determinacdo da taxa de
captacdo tecidual de glicose, ou seja, a constante de desaparecimento de glicose no plasma
(Kiw), a qual foi calculada pela formula 0,693/(t12), conforme descrito anteriormente (De
Oliveira, Scomparin et al., 2011). Neste caso, a meia-vida da glicose plasmaética foi calculada
a partir da inclinacdo da analise dos minimos quadrados das concentracdes de glicose

plasmatica durante a fase linear do declinio da curva (Lundbaek, 1962).
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3.5. Avaliacdo da ingestao alimentar e hidrica e composicao corporal dos animais

Durante todo o periodo experimental a massa corporal, assim como também a ingestao
alimentar e hidrica dos animais foi registrada a cada dois dias. O peso corporal foi realizado
através da pesagem dos animais em balanca digital (SF-400).

A ingestdo alimentar e hidrica foi aferida por meio do calculo de subtracdo entre o
valor colocado na caixa e o valor restante apds dois dias, o qual também foi dividido pelo
namero de ratos na caixa e pelo nimero de dias (2). Esse procedimento foi realizado
considerando-se a ingestdo média de todos os animais na caixa, relativizada pelo peso
corporal e apresentado como g/100g de peso corporal.

Apo6s o término dos procedimentos experimentais, 0s animais de todos 0s grupos
experimentais, sob jejum de 12 horas (19:00-07:00h) foram eutanasiados por decapitacdo em
guilhotina para roedores. Imediatamente apos a eutanésia, coletou-se amostras teciduais para
analises biométricas e amostras de sangue para a realizagdo de analises bioquimicas (perfil
lipidico).

Quanto as amostras teciduais, foram coletados os principais estoques de gordura
(retroperitoneal, periepididimal e/ou periovariana e mesentérica), as quais foram pesadas para

estimativa do acumulo total de gordura corporal (Ibanez, Erthal et al., 2017).

3.6. Analise estatistica

Os dados foram primeiramente submetidos ao teste de normalidade para avaliacdo da
distribuicdo Gaussiana, em assumindo uma distribuicdo normal Gaussiana, os dados foram
submetidos a analise de variancia de uma via (one-way ANOVA), seguido pelo pos teste de
Bonferroni, considerando-se valores p<0,05 como estatisticamente significativos.

Todas as avaliacBGes estatisticas foram realizadas através do programa estatistico
GraphPad Prism, versdo 8.0 (GraPhpad Prism 8.0, Software for Windows, San Diego, CA,
USA).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacao fisico-quimica do extrato do quiabo

A tabela 1 mostra a caracterizacéo fisico-quimica do extrato do quiabo desidratado.

Tabela 1. Caracterizacao fisico-quimica do extrato do quiabo

Amostra Umidade | Cinza | Proteina Lipideos | Acucares Fibras Fendis Potencial

(%) (%) (%) (%) redutores (%) totais Antioxidante

(%) (mg/1009) (DPPH)

(umol/g)

Extrato 27,16 13,91 14,38 0,00 0,760 45,65 113,140 705,50*
Quiabo

*amostra na concentragdo administrada nos animais

4.2. Caracterizacéo dos lipossomas desenvolvidos
Na tabela 2 estdo apresentados os valores referentes a caracterizacdo fisico-quimica

dos lipossomas desenvolvidos.

Tabela 2. Caracterizacdo fisico-quimica do lipossoma

. Difracdo de laser Espectroscoplg de correlagdo Potencial zeta (mV) | pH
Formulagdes de fétons
D43 Z-Average
' Span PDI
(Hm) P (nm)
LipoBr 0,23+0,030 | 1,21 +£0,10 0,250 +£0,12 0,076 £ 0,157 -28,20+ 0,10 7,10
LipoQ 028+0,047 | 139+054 | 01522054 1456940200 |  -31,46+148 6,80

4.3. Rastreamento de 24 horas em relacdo a dose-resposta do extrato do quiabo em
lipossoma

As figuras 1A e 1C, mostram os valores de glicemia basal antes e cinco dias depois
do tratamento com dexametasona, nas quais € possivel observar que cinco dias apds o
tratamento com dexametasona 0s ratos de ambos 0s sexos ja estavam hiperglicémicos
(aumento médio de aproximadamente 105,23%, P<0,001); porém, ndao houve diferenca
estatistica entre os grupos que subsequentemente seriam tratados com a formulagdo
lipossémica contendo ou ndo quiabo (P>0,05).

Em seguida, logo ap6s um periodo de 4 horas da aplicacdo da primeira dose do
lipossoma contendo quiabo (grupo DEX-LipoQ), pode-se observar reducdo de 74% nos

valores da glicemia em fémeas DEX-LipoQ, quando comparados aos valores das fémeas do
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grupo DEX-LipoB (P<0,01, Figura 1B). Apos 24 horas da aplicacdo do lipossoma contendo
quiabo as fémeas DEX-LipoQ apresentavam-se normoglicémicas (P<0,01, Figura 1B).

Quanto aos machos, o decaimento inicial da glicemia se deu somente no periodo de
24 horas apo6s a aplicacdo do lipossoma contendo quiabo, com reducdo glicémica de 61,6%,
(P<0,001, Figura 1D). Neste momento, em relacdo aos valores glicémicos anteriores a
aplicacdo do lipossoma, ja se observava normoglicemia dos ratos DEX-LipoB (P<0,01,
Figura D).
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~ [ DEX-LipoQ EE DEX-LipoB T 300
S 250 z **
= o S 250 |
£ 200 2 E 2004 ¥
< ©
8 150 E 150
o (:6
s 100 8 100
= 50 = -~ DEX-LipoB
O 50 )
§ 0 T T T T T T +IDEX-LIDOQ
© & & 0 5 10 15 20 25 30
¥ &
Tempo (horas)
C Machos D
) ) T 300
- Bl DEX-LipoQ Il DEX-LipoB 'C_Jl
S 250 » S 250
g 1S
E 200 > = 200 *k
o .©
Bl o
g 0 % 100 -»- DEX-LipoB
§ 0 >0 T T T T T T -.-lDEX_LipOQ
© & & 0 5 10 15 20 25 30
¥ il

Tempo (horas)

Figura 1. Triagem do tempo de acdo do quiabo em formulacdo lipossémica sobre a glicemia basal de
fémeas (A e B) e machos (C e D). Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média de 7-8
animais por grupo experimental, em ambos 0s sexos. Os dados foram submetidos a analise de variancia de uma
via (one-way ANOVA) seguida de pos teste de Bonferroni (figuras A e C) e teste t de Student (figuras B e D).
*P<0,05, **P<0,001 representa diferenca estatistica pelo teste t de Student entre os grupos DEX-LipoQ versus
DEX-LipoB. As letras sobre as barras representam diferenca estatistica pelo one-way ANOVA entre 0s grupos.
a) DEX-LipoB em situacdo pré-DEX; grupo que recebeu dexametasona e tratamento com lipossomo sem
quiabo; b) DEX-lipoQ em situacdo pré-DEX; grupo que recebeu dexametasona e tratamento com lipossomo
contendo quiabo; ¢) DEX-LipoB em situagdo p6s-DEX e d) DEX-lipoQ em situacéo pés-DEX.

4.4. Homeostase glicémica durante o periodo de administracdo da dexametasona e
tratamento com quiabo em diferentes formulagdes

Como esperado, antes da aplicacdo de dexametasona, ndo foi observada diferenca
estatistica entre os grupos experimentais, em ambos os sexos (P>0,05, Figura 2A e D).

Como pode ser visto nas figuras 2B e E, a indu¢do do DM2 com dexametasona elevou

a glicemia em 47% nas fémeas do grupo DEX, enquanto nos machos observou-se aumento de
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69% (P<0,01), quando comparados aos seus respectivos grupos CONT. A glicemia das
fémeas DEX-LipoB aumentou em 60% em relacdo as fémeas do grupo CONT (P<0,05,
Figura 2B e C), enquanto em machos esse aumento foi de 68% (P<0,01, Figura 2E e F). Por
outro lado, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos DEX-LipoB e DEX,
em ambos os sexos (P>0,05).

Em relacdo ao tratamento com quiabo na formulacdo lipossdmica (1,5mg/kg peso
animal), as fémeas DEX-lipoQ apresentaram reducdo de 27% na glicemia, quando
comparadas as fémeas do grupo DEX (P<0,01, Figura 2B e C). Por outro lado, quando
comparadas ao grupo CONT, as fémeas DEX-LipoQ ainda mantiveram a glicemia
aumentada em 28% (P<0,05, Figura 2B e C). Quanto aos machos DEX-LipoQ, observou-se
reducdo de 37% em relagdo ao grupo DEX (P<0,01, Figura 2E e F), 0s quais mantiveram
glicemia aumentada em 23% quando comparados ao grupo CONT (P<0,05, Figura 2E e F).

Em relacdo ao tratamento com quiabo na forma de extrato livre (200mg/kg peso
animal), as fémeas DEX-ExtrL apresentaram reducdo de 15% na glicemia, em relacdo as
fémeas do grupo DEX (P<0,01, Figura 2B e C). Por outro lado, a glicemia desse mesmo
grupo, quando comparada a glicemia das ratas CONT, manteve-se aumentada me 29%
(P<0,05, Figura 4B e C). Os machos DEX-ExtrL apresentaram glicemia reduzida em 32%
quando comparados ao grupo DEX (P<0,01, Figura 4E e F), embora ainda tenha sido
observado aumento da glicemia em 28% ao serem comparados com os ratos CONT (P<0,05,
Figura 2E e F).

De modo geral, isso significa que o lipossoma contendo quiabo mesmo em
concentragcdo muito pequena em relacdo ao extrato do quiabo livre, também foi capaz de
gerar uma resposta positiva em reduzir os niveis glicémicos de animais fémeas e machos, de

modo com que suas respectivas glicemias se encontrassem proximas ao grupo CONT.
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Figura 2. Homeostase glicémica durante o periodo experimental de fémeas (A, B e C) e machos
(D, E e F). Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média de 12-18 animais por
grupo experimental, em ambos os sexos. Os dados foram submetidos a analise de variancia de uma
via (one-way ANOVA) seguida de pos teste de Bonferroni. As letras sobre as barras representam
diferenca estatistica entre os grupos, onde a) CONT, grupo controle; b) DEX, grupo que recebeu
dexametasona; ¢) DEX-LipoB, grupo que recebeu dexametasona e tratamento com lipossomo sem
quiabo; d) DEX-LipoQ, grupo que recebeu dexametasona e tratamento com lipossoma contento
quiabo e e) DEX-ExtrL, grupo que recebeu dexametasona e tratamento com extrato livre contendo
quiabo.

4.5. Avaliacdo da homeostase glicémica-insulinémica durante 0 ipGTT

Ao término periodo experimental, como mostrado na figura 3A e 3D, quando
comparadas ao grupo CONT, as fémeas DEX mostraram-se hiperglicémica (97%, P<0,01),
bem como o0s machos, os quais apresentaram aumento de 93% na glicemia de jejum
(P<0,01). Quanto aos demais grupos, quando comparados ao grupo CONT, observou-se
glicemia basal aumentada em 86% nas fémeas DEX-LipoB e em 90% nos machos DEX-
LipoB (p<0,01, Figura 3). Por outro lado, ndo foi observada diferenca estatistica entre os
grupos DEX-LipoB e DEX, em ambos os sexos (P>0,05).

Em relacdo aos animais tratados com quiabo, em formulacéo lipossdmica ou extrato
livre, as fémeas DEX-LipoQ apresentaram reducdo de 52% na glicemia quando comparadas
as fémeas DEX e DEX-LipoB (P<0,01 Figura 3A). Por outro lado, quando comparadas ao
grupo CONT, ndo diferiram estatisticamente (P>0,05, Figura 3A). Quanto aos machos DEX-
LipoQ, observou-se reducdo de 58% em relacdo ao grupo DEX e DEX-LipoB (P<0,01,
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Figura 3D), enquanto, quando comparados ao grupo CONT, ndo foram observadas
diferengas estatisticas (P>0,05 Figura 3D).

Quanto aos animais DEX-ExtrL, as fémeas apresentaram reducdo de 38% na glicemia
basal quando comparadas as fémeas DEX (P<0,01 Figura 3A). Por outro lado, quando
comparadas ao grupo CONT, ndo diferiram estatisticamente (P>0,05, Figura 3A). Quanto
aos machos DEX-ExtrL observou-se reducdo de 37% em relacdo ao grupo DEX (P<0,01,
Figura 3D), enquanto, quando comparados ao grupo CONT, ndo foram observadas
diferencas estatisticas (P>0,05 Figura 3D).

Quanto aos valores glicémicos durante 0 ipGTT, como pode ser visto na figura 3B e C
(fémeas) e figuras 3E e F (machos), durante 0 ipGTT a glicemia das fémeas DEX se manteve
elevada em 76%, enquanto a dos machos se manteve aumentada em 79%, quando comparados
aos valores glicémicos de seus respectivos grupos CONT (P<0,01). De modo similar, quando
comparados ao grupo CONT, a glicemia das fémeas DEX-LipoB, permaneceu elevada em
67% (P<0,01, Figura 3B e 3C), ao passo que a dos machos se manteve aumentada em 63%
(P<0,01, Figura 3E e 3F). Por sua vez, ndo foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos
DEX-LipoB e DEX, em ambos os sexos (P>0,05, Figura 3B, C, E e F).

Quanto aos animais tratados com quiabo, em formulacao lipossémica ou extrato livre,
as fémeas DEX-LipoQ apresentaram reducdo de 27% na glicemia durante o ipGTT quando
comparadas as fémeas DEX e as fémeas DEX-LipoB (P<0,01, Figura 3B, C). Por outro lado,
quando comparadas ao grupo CONT, as fémeas DEX-LipoQ ainda mantiveram a glicemia
aumentada em 38,4% (P<0,01, Figura 3B, C). Quanto aos machos DEX-LipoQ, observou-se
reducdo de 51% em relagdo ao grupo DEX e ao grupo DEX-LipoB (P<0,01, Figura 3E, F), j&
quando comparados ao grupo CONT ndo foi observada diferenca estatistica (P>0,05, Figura
3E, F).

Ainda durante o ipGTT, as fémeas do grupo DEX-ExtrL apresentaram reducdo da
glicemia em 33%, em relacdo ao grupo DEX (P<0,01, Figura 3B, C) e aumento de 32% em
relacdo ao grupo CONT (P<0,01, Figura 3B, C). Os machos DEX-ExtrL apresentaram
reducéo de 48% da glicemia, quando comparados ao grupo DEX (P<0,01, Figura 3E, F), mas
quando comparados aos valores glicémicos dos ratos CONT, ndo mostraram diferenca
estatistica (P>0,05, Figura 3E, F).

De modo geral, isso significa que o lipossoma contendo quiabo mesmo com uma
concentracdo muito pequena em relacdo ao extrato do quiabo livre, também foi capaz de

gerar uma resposta positiva em reduzir os niveis glicémicos frente ao teste de ipGTT em
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fémeas e machos, de modo que ndo houvesse uma intolerancia a glicose presente nesses

animais.
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Figura 3. Homeostase glicémica durante ipGTT de fémeas (A, B e C) e machos (D, E e F). Os
dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média de 8-12 animais por grupo
experimental, em ambos os sexos. Os dados foram submetidos & analise de variancia de uma via
(one-way ANOVA) seguida de pds teste de Bonferroni. As letras sobre as barras representam
diferenca estatistica entre os grupos, onde a) CONT, grupo controle; b) DEX, grupo que recebeu
dexametasona; ¢) DEX-LipoB, grupo que recebeu dexametasona e tratamento com lipossomo sem
quiabo; d) DEX-LipoQ, grupo que recebeu dexametasona e tratamento com lipossoma contento
quiabo e e) DEX-ExtrL, grupo que recebeu dexametasona e tratamento com extrato livre contendo
quiabo.

4.6. Avaliacdo da homeostase glicémica-insulinémica durante o ipITT

A figura 4A, B, C e D mostra os valores glicémicos durante o ipITT e a taxa de
captacdo periférica de glicose, representada pelos valores do Kij:. Em nosso estudo,
observamos que durante ipITT a velocidade de captacdo periférica de glicose das fémeas
DEX se manteve reduzida em 92%, e nos machos DEX em 84%, quando comparada a taxa de

decaimento glicémico dos seus respectivos grupos CONT (P<0,01, Figura 4B e D).
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Quando comparado aos respectivos grupos CONT, as fémeas DEX-LipoB
apresentaram reducdo de 99% na taxa de decaimento glicémico, ja os machos DEX-LipoB
apresentaram reducdo de 88% (P<0,01, Figura 4B e D). Por outro lado, ao se comparar com
os valores de Kj: do grupo DEX, os grupos DEX-LipoB, em ambos os sexos, ndo diferiram
estatisticas dos de seus respectivos grupos DEX (P>0,05, Figura 4B e D).

Quanto aos animais tratados com quiabo, em formulacédo lisossdmica ou extrato livre,
as fémeas DEX-LipoQ apresentaram aumento de 97% na velocidade de captacdo periférica
de glicose, quando comparadas as fémeas DEX e as fémeas DEX-LipoB (P<0,01, Figura
4B). Por outro lado, quando comparada a taxa de decaimento glicémico das fémeas do grupo
CONT, as fémeas DEX-LipoQ ndo apresentaram diferencas estatisticas (P>0,05), Figura
4B). Quanto aos valos de Kj; dos machos DEX-LipoQ, estes ndo diferiram estatisticas
quando comparados aos valores observados nos demais grupos (P>0,05, Figura 4C e D).

Quanto ao Kj; observado nas fémeas DEX-ExtrL, estes valores foram
estatisticamente menores (reducdo média de 64%, P<0,01, Figura 4B) do que os valores
observados nas ratas CONT e nas ratas DEX-LipoQ, ndo diferindo estatisticamente dos
demais grupos (P>0,05, Figura 4B).

Quanto aos valores do Kij; dos machos DEX-ExtrL, estes ndo diferiram
estatisticamente quando comparados aos demais grupos (P>0,05, Figura 4E).

Isso significa que o lipossoma contendo quiabo mesmo com uma concentragdo muito
inferior em relacdo ao extrato do quiabo livre, também foi capaz de gerar uma resposta
positiva na protecdo contra a resisténcia a insulina, sendo que este efeito foi mais proeminente

em fémeas tratadas com lipossoma.
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Figura 4. Homeostase glicémica durante iplITT de fémeas (A e B) e machos (C e D). Os dados
estdo apresentados como média + erro padrdo da média de 8-12 animais por grupo experimental, em
ambos os sexos. Os dados foram submetidos a analise de variancia de uma via (one-way ANOVA)
seguida de pos teste de Bonferroni. As letras sobre as barras representam diferenca estatistica entre 0s
grupos, onde a) CONT, grupo controle; b) DEX, grupo que recebeu dexametasona; ¢) DEX-LipoB,
grupo que recebeu dexametasona e tratamento com lipossomo sem quiabo; d) DEX-LipoQ, grupo
que recebeu dexametasona e tratamento com lipossoma contento quiabo e €) DEX-ExtrL, grupo que
recebeu dexametasona e tratamento com extrato livre contendo quiabo.

4.7. Peso corporal, ingestdo alimentar e consumo hidrico dos animais

A figura 5 mostra o peso corporal de fémeas e machos durante todo o periodo
experimental. Em relacdo ao peso corporal durante o periodo que antecedeu a administracéo
de dexametasona, como esperado, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, em ambos
os sexos (P>0,05, Figura 5A, B, E e F).

Quanto ao peso corporal durante os cinco primeiros dias da administracdo de
dexametasona, observou-se reducdo em todos oS grupos que receberam dexametasona, em
ambos o0s sexos. Sendo que em comparacdo ao grupo CONT, o peso corporal das fémeas
DEX reduziu em 9%, enquanto o peso dos machos DEX teve reducdo de 18% (P<0,01, Figura
5A, C, E e G). Como esperado, ndo se observou diferenca estatistica entre os demais grupos

(P>0,05). Contudo, estes se mostram diferentes de seus respectivos grupos CONT.
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Tambeém quando comparados ao grupo CONT, o peso corporal das fémeas DEX-
LipoB reduziu em 7%, j& em machos essa reducao foi de 19% (P<0,01, Figura 5A, C, E e G).
As fémeas DEX-LipoQ apresentaram reducdo do peso corporal em 11%, enquanto os machos
DEX-LipoQ tiveram reducdo em 18% (P<0,01, Figura 5A, C, E e G). De modo similar, as
fémeas DEX-ExtrL obtiveram reducdo do peso em 12%, ao serem comparadas com fémeas
CONT (P<0,01, Figura 5A, C, E e G) e 0 0s machos DEX-ExtrL tiveram reducdo de seu peso
em 15% (P<0,01, Figura 5A, C, E e G).

Quanto ao periodo de tratamento com as diferentes formulacGes de quiabo,
representado pela ASC (Figura 5A, D, E e H), observou-se que as fémeas DEX apresentaram
reducdo do peso corporal em 23% e 0s machos uma reducdo de 34% em relacdo aos seus
respectivos grupos CONT (P<0,01, Figura 5A, D, E e H). Nesse mesmo periodo, 0 grupo
DEX-LipoB, em ambos 0s sexos, ndo diferiu estatisticamente em relacdo ao grupo DEX,
mas em relacdo ao grupo CONT, as fémeas DEX-LipoB obtiveram reducao do peso em 19%,
enquanto os machos DEX-LipoB uma reducéo de 34% (P<0,01, Figura 5A, D, E e H).

As fémeas DEX-LipoQ, tratadas com lipossoma contendo quiabo, e as ratas DEX-
ExtrL, tratadas com quiabo na forma livre, ndo diferiram estatisticamente entre si e nem em
relacdo ao grupo DEX (P>0,05, Figura 5A, D), 0 mesmo aconteceu para os machos (P>0,05,
Figura 5E, G). Porém, ao serem comparados ao grupo CONT, as fémeas DEX-LipoQ
apresentaram peso corporal reduzido em 21%, enquanto 0os machos apresentaram reducédo de
34% (P<0,01, Figura 5A, D, E e H). Quanto as fémeas DEX-ExtrL, o peso corporal
apresentou-se 26% menor em relacdo ao grupo CONT, assim como os machos, que
apresentaram reducdo em 39% (P<0,01, Figura 5A, D, E e H).

De maneira geral, foi perceptivel que todos 0s grupos experimentais, em ambos 0S
sexos, apresentaram-se magros durante todo periodo experimental, mesmo diante do

tratamento com quiabo em diferentes formulacdes.
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Figura 5. Peso corporal de fémeas (A, B, C e D) e machos (E, F, G e H). Os dados estédo
apresentados como média + erro padrdo da média de 10-16 animais por grupo experimental, em
ambos os sexos. Os dados foram submetidos a analise de variancia de uma via (one-way ANOVA)
seguida de pos teste de Bonferroni. As letras sobre as barras representam diferenca estatistica entre os
grupos, onde a) CONT, grupo controle; b) DEX, grupo que recebeu dexametasona; ¢) DEX-LipoB,
grupo que recebeu dexametasona e tratamento com lipossoma sem quiabo; d) DEX-LipoQ, grupo que
recebeu dexametasona e tratamento com lipossoma contento quiabo e e) DEX-ExtrL, grupo que
recebeu dexametasona e tratamento com extrato livre contendo quiabo.

Quanto a ingestdo alimentar, antes da aplicacdo de dexametasona, como esperado ndo
observou diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais, em ambos os sexos (P>0,05,
Figura 6A, B, E e F).

Durante o periodo de indugdo ao DMT2, a ingestdo alimentar das fémeas DEX
diminuiu em 58% quando comparada a ingestdo das ratas CONT (P<0,05, Figura 6A e C), ja
as fémeas DEX-LipoB, ndo apresentaram diferenca estatistica em relacdo ao grupo DEX
(P>0,05, Figura 6A e C), porém ao serem comparadas ao grupo CONT apresentaram reducéo
alimentar de 42% (P<0,05, Figura 6A e C). Ainda, as fémeas DEX-LipoQ e DEX-ExtrL ndo
diferiram entre si, bem como ndo apresentaram diferenca estatistica quando comparadas ao
grupo DEX (P>0,05, Figura 6A e C). Por outro lado, ao serem comparadas ao grupo CONT,
as fémeas DEX-LipoQ apresentaram reducdo de 56% na ingestdo alimentar, ao passo que as
fémeas DEX-ExtrL apresentaram reducdo de 37% (P<0,05, Figura 6A e C).

Em relacdo a ingestdo alimentar nos machos, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre 0s grupos experimentais durante o periodo de administracdo de

dexametasona (P>0,05, Figura 6E e G).
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Quanto a ingestdo alimentar observada durante o periodo de tratamento com quiabo,
as fémeas DEX apresentaram ingestdo reduzida em 35%, quando comparadas as ratas CONT
(P<0,05, Figura 6A e D). Porém, o mesmo ndo foi observado quando comparamos oS
machos DEX em relagdo ao grupo CONT (P>0,05, Figura 6E e H).

As fémeas DEX-LipoB ndo apresentaram diferencas estatisticas em relagdo ao grupo
DEX (P>0,05, Figura 6A e D), mas ao serem comparadas com as ratas do grupo CONT,
apresentaram reducdo de 32% na ingestdo alimentar (P<0,05, Figura 6A e D). Quanto a
ingestdo alimentar das fémeas DEX-LipoQ e das DEX-ExtrL, ndo apresentaram diferencas
aos serem comparadas entre si, bem como ndo houve diferenca estatistica quando
comparadas a ingestdo alimentar das ratas DEX (P>0,05, Figura 6A e D). Por sua vez, as
fémeas DEX-LipoQ, ao serem comparadas as ratas CONT, apresentaram reducdo de 44% na
ingestdo alimentar, enquanto as fémeas DEX-ExtrL tiveram ingestdo alimentar reduzida em
35% quando comparadas as ratas CONT (P<0,05, Figura 6A e D).

Quanto a ingestdo alimentar dos ratos machos, ndo observaram diferencas estatisticas
entre os diferentes grupos experimentais (P>0,05, Figura 6E, F, G e H).

Ou seja, a figura 6 nos mostra que o perfil magro dos animais em todos 0s grupos
tratados, em ambos 0s sexos, ocorreu por uma baixa ingestdo alimentar, mesmo diante do

tratamento com quiabo em diferentes formulagdes.
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Figura 6. Ingestdo alimentar de fémeas (A, B, C e D) e machos (E, F, G e H). Os dados estdo
apresentados como média * erro padrdo da média de 10-16 animais por grupo experimental, em
ambos o0s sexos. Os dados foram submetidos a anélise de variancia de uma via (one-way ANOVA)
seguida de pds teste de Bonferroni. As letras sobre as barras representam diferenca estatistica entre os
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grupos, onde a) CONT, grupo controle; b) DEX, grupo que recebeu dexametasona; c) DEX-LipoB,
grupo gue recebeu dexametasona e tratamento com lipossomo sem quiabo; d) DEX-LipoQ, grupo
gue recebeu dexametasona e tratamento com lipossoma contento quiabo e e) DEX-ExtrL, grupo que
recebeu dexametasona e tratamento com extrato livre contendo quiabo.

Quando a ingestdo hidrica avaliada ao longo do periodo experimental, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais, em ambos 0s sexos

(P>0,05, Figura7A,B,C,D,E, F, Ge H).
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Figura 7. Ingestdo hidrica de fémeas (A, B, C e D) e machos (E, F, G e H). Os dados estdo
apresentados como média + erro padrdo da média de 10-16 animais por grupo experimental, em
ambos os sexos. Os dados foram submetidos a analise de variancia de uma via (one-way ANOVA)
seguida de pos teste de Bonferroni. CONT, grupo controle; DEX, grupo que recebeu dexametasona;
DEX-LipoB, grupo que recebeu dexametasona e tratamento com lipossoma sem quiabo; DEX-lipoQ,
grupo que recebeu dexametasona e tratamento com lipossoma contento quiabo, DEX-ExtrL, grupo
gue recebeu dexametasona e tratamento com extrato livre contendo quiabo.

4.8. Avaliagdo da composigao corporal

Como mostrado na figura 8A, ao término do periodo experimental, as fémeas DEX
apresentaram-se fenotipicamente magras com redugdo do peso corporal em 18%, ao passo que
0s machos DEX tiveram reducédo de seu peso corporal em 37% (P<0,01) quando comparados
aos animais CONT (P<0,01, Figura 8G). Da mesma forma, o peso das fémeas DEX-LipoB foi
33% menor do que o das fémeas CONT, engquanto o peso dos machos apresentou reducéo de
36% (P<0,01, Figura 8A, G). As fémeas DEX-LipoB tiveram também reducdo em 14% do
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seu peso, em relagdo as fémeas do grupo DEX (P<0,05, Figura 8A). Por sua vez, ndo foi
observada diferencga estatistica entre os machos DEX-LipoB e DEX (P>0,05, Figura 8G).

Em relacdo aos animais tratados com quiabo, em formulacdo lipossémica ou extrato
livre, as fémeas DEX-LipoQ e os machos ndo foram estatisticamente diferentes de seu grupo
DEX (P>0,05, Figura 8A, G). Por outro lado, as fémeas DEX-LipoQ tiveram reducdo de
25% do seu peso corporal em relacdo as fémeas CONT, enquanto o peso corporal dos
machos DEX-LipoQ mostrou-se 36% menor do que nos machos CONT (P<0,01, Figura 8A,
G). Quanto as fémeas DEX-ExtrL, e aos machos DEX-ExtrL, estes grupos ndo apresentaram
diferenca estatistica em relacdo aos seus respectivos grupos DEX (P>0,05, Figura 8A, G).
Porém, o peso corporal das fémeas DEX-ExtrL foi reduzido em 35%, em relacdo ao peso das
ratas CONT, bem como o dos machos DEX-ExtrL que reduziu em 37% quando comparado
ao dos ratos CONT (P<0,01, Figura 8A, G).

Em comparacdo aos animais CONT, o peso do figado das fémeas DEX apresentou um
aumento em 26%, enquanto o dos machos apresentou aumento de 54% (P<0,0, Figura 8B, H).
O figado das fémeas DEX-LipoB apresentou aumento de 29%, ja os machos DEX-LipoB com
aumento de 59%, ao serem comparados com seus respectivos grupos CONT (P<0,05, Figura
8B, H). Também ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos DEX-LipoB e
DEX em ambos os sexos (P>0,05).

Quanto aos animais tratados com quiabo, em formulacdo lipossémica ou extrato livre,
tanto as fémeas DEX-LipoQ quanto as DEX-ExrL ndo apresentaram diferenca estatistica em
relacdo ao grupo DEX, bem como em relagdo ao grupo CONT (P>0,05, Figura 8B, H). Por
outro lado, o figado dos machos DEX-LipoQ apresentou redugdo de 17% em relagdo ao
grupo DEX (P<0,05) e de 31% em relacdo ao grupo CONT (P< 0,01, Figura 8H). J& o figado
dos machos DEX-ExtrL mostrou-se 21% mais leve do que o peso do figado dos machos
DEX (P<0,05) e 28% mais leve do que o dos machos CONT (P<0,05, Figura 8H).

Quanto ao peso do tecido adiposo marrom, as fémeas DEX apresentaram aumento de
58%, quando comparadas ao grupo CONT (P<0,05, Figura 8C), o mesmo nao foi observado
em machos DEX, os quais ndo diferiram dos machos CONT (P>0,05, Figura 8l).

Em relacdo aos animais tratados com lipossoma contendo quiabo, as fémeas e 0s
machos dos grupos DEX-LipoB e DEX-LipoQ ndo se apresentaram estatisticamente
diferentes em relacdo ao grupo DEX e CONT (P>0,05, Figura 8C, I). Por outro lado, as
fémeas DEX-ExtrL apresentaram reducdo de 68% no peso da gordura marrom em relacdo ao
CONT (P<0,05, Figura 8C), enquanto os machos DEX-ExtrL ndo apresentaram diferenca

estatistica em relacdo ao grupo DEX (P>0,05, Figura 81). Porém, quando comparados aos
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seus respectivos grupos CONT, tanto as fémeas DEX-ExtrL, quanto os machos DEX-ExtrL
ndo se apresentaram diferentes estatisticamente ao CONT (P>0,05, Figura 8C, I).

Quanto aos estoques de tecido adiposo branco, a gordura retroperitoneal das fémeas
DEX-LipoB apresentou-se reduzida em 42%, quando comparada aos valores do grupo CONT
(P<0,05, Figura 8D), e reduzida em 30%, em relacdo ao grupo DEX-ExtrL (P<0,01). Quanto
aos demais grupos de fémeas, ndo houve diferenca estatistica entre os valores da gordura
retroperitoneal (P>0,05).

Ainda quanto aos estoques de gordura retroperitoneal, em machos DEX-LipoQ foi
observada uma reducdo de 28%, quando comparada ao grupo DEX-ExtrL (P<0,05, Figura
8J). Quanto aos demais grupos de machos, ndo houve diferenca estatistica entre os valores da
gordura retroperitoneal (P>0,05).

Se tratando da gordura periovariana, as fémeas DEX ndo apresentaram diferenca
estatistica em relacdo ao grupo CONT (P>0,05, Figura 8E), bem como foi observado nas
fémeas DEX-LipoB, as quais ndo apresentaram diferencas estatisticas em comparagdo ao
grupo CONT e os demais grupos (P>0,05).

Os estoques de gordura periovariana das fémeas DEX-LipoQ apresentaram-se
reduzido em 41% em relacdo ao grupo DEX (P<0,05) e em 34%, quando comparados aos
valores do grupo CONT (P<0,01, Figura 8E). Por sua vez, quando comparadas ao grupo
DEX, as fémeas DEX-ExtrL tiveram uma reducdo de 45% em sua gordura periovariana,
(P<0,05) e quando comparadas com o grupo CONT, a reducdo foi de 39% (P<0,05).

No caso dos machos, os estoques de gordura periepitidimal ndo foram estatisticamente
diferentes entre os demais grupos experimentais (P>0,05, Figura 8K).

Quanto aos valores da gordura mesentérica dos animais, as fémeas DEX apresentaram
aumento de 53%, quando comparadas ao grupo CONT (P<0,05, Figura 8F). Além disso, o
grupo DEX-ExtrL apresentou uma reducgdo de 64% em relagdo ao grupo DEX (P<0,05), por
sua vez ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os demais grupos experimentais
(P>0,05). Em relacdo a gordura mesentérica dos machos, ndo foram observadas diferencas

estatisticas entre os grupos experimentais (P>0,05, Figura 8L).
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Figura 8. Composicao corporal dos de fémeas (A, B, C, D, E e F) e machos (G, H, I, J, Ke L).
Os dados estdo apresentados como média + erro padrdo da média de 8-13 animais por grupo
experimental, em ambos os sexos. Os dados foram submetidos a analise de variancia de uma via
(one-way ANOVA) seguida de pés teste de Bonferroni. As letras sobre as barras representam
diferenca estatistica entre os grupos, CONT, grupo controle; DEX, grupo que recebeu dexametasona;
DEX-LipoB, grupo que recebeu dexametasona e tratamento com lipossomo sem quiabo; DEX-
LipoQ, grupo que recebeu dexametasona e tratamento com lipossoma contento quiabo, DEX-EXxtrL,
grupo que recebeu dexametasona e tratamento com extrato livre contendo quiabo.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, apresentamos o efeito do quiabo, em formulacdo lipossdmica sobre a
homeostase glicémica em ratos com resisténcia a insulina induzida pelo tratamento crénico
com dexametasona, mostrando ainda o efeito sexo dependente deste tratamento. Em adicéo,
mostramos uma nova possibilidade terapéutica farmacoldgica para o controle dos niveis
glicémicos em individuos acometidos pelo DMT2, através da caracterizacdo deste composto
em estrutura lipossémica.

A caracterizacdo do fruto do quiabo permitiu conhecer o perfil fisico-quimico do
material. Além disso, houve uma reducdo para o teor de dgua quando o extrato de quiabo
passou por secagem de T=45°C. A técnica de

das membranas celulares mesmo em concentracdes pequenas desse ativo, além disso
secagem do extrato do quiabo se tornou viavel para processar 0 quiabo e obter suas
caracteristicas fisico-quimicas seguindo os métodos fisico-quimicos para analise de alimentos
de Adolfo Lutz, 2008. O teor de cinzas encontrado nesse trabalho esta mais elevado do que
quando comparado com o percentual de 9,61% apresentado por (Mir et al.,2017). Os mesmos
autores também apresentaram o teor proteina em torno de 14,49% o que se assemelha com
nosso resultado.

Para fibra bruta foi encontrado no presente trabalho um valor de 45,65%, ou seja, um
teor mais elevado do que apresentado por Famuwera e Olumofin, 2015. Para o teor de
compostos fenolicos totais obtidos nesse trabalho quando comparados com outras hortalicas,
infere-se que o quiabo apresenta potencial bioativo (Kaushik et al., 2015). Em relacdo a
atividade antioxidante obtido pelo método DPPH, observamos na literatura valores inferiores
e superiores ao encontrado em nosso trabalho. Essas diferencas podem ser atribuidas
justamente por diferencas em metodologias de analise ou variagdes de cultivo e maturagdo do
quiabo (Brito et al.,2015).

Quanto a caracterizacdo fisico-quimica dos lipossomas desenvolvidos no presente
trabalho, nossos resultados demonstraram estar de acordo com outros trabalhos, onde foi
relatada uma distribuicdo para lipossoma sem extrato do quiabo (LipoB) de 230nm e
lipossoma contendo extrato do quiabo (LipoQ) 280nm de tamanho (ds3), semelhante a 280
nm para lipossomas utilizados no encapsulamento de extratos por (Yusuf, Sharma et al.,
2014).0s mesmos autores também avaliaram o tamanho médio e indice de polidispersdo dos
lipossomas obtidos através do processo de homogeneizacao e sonicagdo e verificaram que nao

houve diferencas na obtencao de lipossomas de tamanho nanomeétrica, no entanto, mostraram
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que lipossomas produzidos através do processo de sonicacdo podem apresentar um tamanho
médio em alguns casos até menor (280 nm) em comparagdo com lipossomas que foram
submetidos a homogeneizagdo (303,97 nm).

Com relacdo a polidispersdo das vesiculas, que fornece informacgdes sobre a
homogeneidade da distribui¢do de tamanho, de acordo com os dados na tabela 1, os valores de
Span e indice de polidispersdo demonstraram baixa variacdo no didmetro dos lipossomas
desenvolvidos, sistema monomodal e homogéneo (Manaia, Abucafy et al., 2017). Além disso,
em nosso trabalho, através do potencial zeta, mostramos que o potencial de carga superficial
das particulas estd em conformidade com formacédo de cargas negativas devido a presenca de
lecitina (Yusuf, Sharma et al., 2014). Além disso, o pH dos lipossomas permaneceu em torno
de 7,0 o que manteve a conservagdo do lipossoma, ndo sendo afetada pela temperatura ou por
possivel hidrélise.

Fizemos um comparativo do tratamento com o extrato do quiabo em lipossoma
(LipoQ) e lipossoma branco (LipoB), ou seja, ndo contendo o extrato do quiabo. Esse
comparativo teve como intuito demostrar nesse estudo que uma molécula ativa quando
associada em lipossoma, facilitou a permeacdo do ativo através, exerceu controle dos niveis
glicémicos em animais que se encontravam hiperglicémicos. Nesse caso, como ja vimos em
literatura, os lipossomas por serem biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicos sao
altamente versateis para pesquisa e terapéutica, nesse caso a molécula ativa é levada até seu
sitio de acdo sem sofrer alteracdes que danifiqguem a sua funcdo no organismo (Almeida, Nag
et al., 2020). Como esperado o lipossoma branco ndo causou alteracdes consideraveis na
reducdo dos niveis glicémicos.

O quiabo na sua forma de extrato livre, apresentado nesse estudo, foi administrado em
concentracdo mais elevada, para promover uma acdo positiva em reverter a hiperglicemia
presente em machos e fémeas. JA4 que dados da literatura mostram que o efeito
hipoglicemiante do extrato do quiabo, administrados em ratos Wistar, pode ser visto entre
concentracdes 200 e 500 mg/kg (Erfani Majd, Tabandeh et al., 2018; Liao, Zhang et al.,
2019).

Em nosso estudo, optamos por realizar um rastreamento de 24 horas em relacdo a
dose em resposta do tempo do extrato do quiabo em lipossoma, ja que na literatura ndo
encontramos trabalhos que abordassem um limiar de concentracdo desse ativo nesse tipo de
nanoestrutura. Por sua vez como se trata de uma estrutura em escala nanométrica logo
devemos considerar que a quantidade de ativo utilizada nesse sistema é necessariamente em

concentracdes menores do que em relacdo aos ativos utilizados em métodos convencionais de



42

encapsulamento (Almeida, Nag et al., 2020). Consideramos que a administracéo (1,5mg/kg
peso animal) do lipossoma contendo extrato do quiabo, foi capaz de reduzir a glicemia das
fémeas consideradas diabéticas a partir de 4 horas apds administracdo e em machos a reducéo
foi detectada em 24 horas.

Aqui n6és mostramos que a administracdo cronica de dexametasona, em dose supra
fisioldgica ja conhecida (Rafacho, Ortsater et al., 2014), porém por periodo mais prolongado
(10 dias consecutivos) em ratos Wistar de ambos os sexos, leva-os a hiperglicemia associada a
um fen6tipo caquético e hipofagico. Quanto a hiperglicemia observada nestes ratos, pode-se
atribuir esse efeito como uma possivel resultante de defeitos na acdo periférica da insulina
(Radhakutty e Burt, 2018), bem como também a um possivel efeito hepatico, decorrente de
uma acdo direta deste glicocorticoide sobre a via gliconeogénica ao ativar fatores de
transcricdo tais como a proteina de ligacdo do elemento de transcrigdo basica 1, ou fator 9
semelhante a Krippel (KIf9) e o coativador do receptor gama ativado por proliferador de
peroxissoma (PGC-1a) nos hepatdcitos (Cui, Fan et al., 2019). Nesse ambito, pontuamos
como sendo uma limitacdo de nosso estudo o fato de ndo termos realizado anélises de
marcadores da via gliconeogénica em hepatocitos, bem como de marcadores da agdo da
insulina em tecidos periféricos como o musculo esquelético e tecido adiposo branco.

No que tange a hiperglicemia, em estado de jejum, observada em ratos tratados com
dexametasona, em nosso estudo ndo observamos dimorfismo sexual quanto a este parametro.
Interessantemente, frente ao desafiado metabdlico, durante 0 ipGTT, o efeito negativo da acao
da dexametasona sobre a capacidade periférica de captacdo de glicose foi observado no grupo
DEX, em ambos 0s sexos; contudo, esse efeito prejudicial foi significativamente maior, cerca
de 1,4 vezes, nos machos do que em fémeas. Neste mesmo contexto, apesar de termos
observado dimorfismo sexual quanto a sensibilidade periférica a insulina, em ratos controles,
de modo que os machos se mostram significativamente mais sensiveis a insulina do que as
fémeas, cerca de 1,7 vezes, ndo observamos dimorfismo sexual quanto a magnitude do
prejuizo induzido pela dexametasona sobre a sensibilidade periférica a acdo da insulina, frente
ao ipITT. Esses dados sdo sugestivos de que os machos sejam mais vulneraveis ao efeito
danoso da dexametasona em promover intolerantes a glicose frente a situacdes que mimetiza
0 estado pdés-prandial, como é o caso do ipGTT, efeito que pode estar relacionado a uma
possivel reducdo da funcdo enddcrina pancreatica quanto a sua capacidade de producdo e/ou
de secrecdo de insulina, uma vez que nao se observou diferenca de sexo quanto aos dados do
Kit. Como previamente mostrado, ratos Wistar machos sdo mais vulneraveis do fémeas ao

efeito cronico da dexametasona sobre a homeostase glicémica (Stopa, De Souza et al., 2019).
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Embora neste estudo os autores tenham usado uma dose cerca de 2 mil vezes menor do que a
que usamos em nosso estudo, porém, mesmo assim eles observaram intolerancia a glicose em
machos.

Em nosso estudo também mostramos a eficacia do desenvolvimento da estrutura
lipossbmica como particula carreadora do principio de nosso interesse, fato que pode ser
constatado a partir dos dados obtidos no grupo LipoB, os quais sdo muito similares os dados
do grupo DEX. Uma vez que os ratos LipoB, foram tratados com a mesma estrutura
liossbmica, porém sem carrear quiabo em seu interior, esperava-se que tal tratamento ndo
induzisse alteracdes significativas nos parametros avaliados.

Durante o experimento a evolugdo do quadro de hiperglicemia dos machos DEX e
DEX-LipoB em relacdo as fémeas do mesmo grupo fez com que pudéssemos constatar que 0s
animais machos e fémeas possuem muitas caracteristicas bioldgicas e fisioldgicas diferentes,
ja que o perfil diabetogénico nesses grupos foi mais presente em machos do que em fémeas.
Segundo(Gannon, Kulkarni et al., 2018) existem evidéncias crescentes sugerindo que 0 sexo
afeta a homeostase da glicose e a sua fisiopatologia, acarretando prevaléncia do diabetes, bem
como alteragdes a resposta a terapia e essas diferencas entre sexos masculino e feminino vém
sendo pauta de estudos referentes a homeostase da glicose e DMT2. Neste ambito, apesar das
mulheres serem menos propensas ao desenvolvimento do DMT2 (Li, Quan et al., 2021), elas
sd0 mais susceptiveis ao desenvolvimento de complicagbes relacionadas, tais doencas
cardiovasculares e complicagdes renais (Shepard, 2019).

Ao utilizarmos do tratamento com o extrato do quiabo como agente anti-
hiperglicemiante, devemos considerar que o quiabo possui de fibras solliveis e compostos
fendlicos que atuam retardando o esvaziamento gastrico e a digestdo e reduzindo
consideravelmente a absorc¢ao de glicose, favorecendo diretamente a glicemia pés prandial de
portadores de DMT2 (Erfani Majd, Tabandeh et al., 2018). Dessa forma, foi perceptivel no
grupo DEX-LipoQ, em fémeas e machos tratados, a reducdo na glicemia ao longo do
experimento quando comparados aos grupos DEX e DEX-LipoB. Em nosso estudo também
mostramos que o grupo DEX-ExtrL também foi capaz de reduzir a glicemia, em ambos 0s
sexos. Porém, ressaltamos que para que tal efeito foi obtido precisou-se administrar uma dose
em concentracgao cerca de 130 vezes maior desse ativo.

Além de avaliar os parametros da hiperglicemia causada pela dexametasona e o
controle desse estado utilizando quiabo como tratamento em diferentes formulagdes observou
que regulacdo do peso corporal e tecido adiposo também podem ser influenciados pelos

glicocorticoides, embora o efeito metabolico dessa classe de horménio no tecido adiposo
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ainda seja pouco claro (Pasieka e Rafacho, 2016). Em nosso modelo experimental
identificamos que 0s grupos experimentais tiveram reducdo do seu peso quando comparados
ao CONT.

Nesse caso, ao contrario, do que ja foi descrito, no qual os glicocorticoides podem
promover aumento da massa gorda e sintese de triglicerideos na gordura visceral (Anagnostis,
Athyros et al., 2009). Em nosso estudo observamos uma reducdo em relagcdo ao peso corporal
em animais submetidos & dexametasona.

O fato de os respectivos tratamentos ndo reverter o quadro da perca de peso causado
pela dexametasona pode ter sido relacionado a presenca de fibras sollveis do quiabo. As
fibras solUveis uma vez no estdbmago e no intestino delgado, diminuem a atividade de algumas
enzimas digestivas e influenciam na taxa de digestdo e absor¢do de nutrientes, alem de
influenciar na moderacgdo da glicemia pos-prandial e niveis de insulina, como também realizar
a regulacdo do apetite (Fan, Zhang et al., 2014; Erfani Majd, Tabandeh et al., 2018). Além
disso, esse estudo corrobora com achados quanto a reducdo dos estoques de tecido adiposo
branco observado em nosso estudo entre os grupos DEX-LipoQ e DEX-ExtrL.

A administracdo da dexametasona em nosso estudo também nos indicou alteragfes de
peso do figado dos animais. os grupos DEX e DEX-LipoB apresentaram figado mais pesado
em relacdo ao CONT, principalmente nos animais machos de ambos os grupos. Quanto aos
animais tratados com lipossoma ou quiabo livre as fémeas DEX-LipoQ e Dex-ExtrL ndo
apresentaram aumento ou reducdo do peso do figado, os machos DEX-LipoQ e DEX-ExtrL
apresentaram figado leve quando comparados ao CONT do que quando comparados em grupo
DEX.

Estudos pre-clinicos e clinicos ja demonstram que a administracdo de dexametasona,
em altas doses e/ou por periodos crénicos, promove uma desregulagdo no metabolismo
hepatico da glicose que esta diretamente relacionada a reducgdo da acdo da insulina no figado,
além disso, a dexametasona pode exercer um efeito na expressdo, localizagdo e atividade da
glicoproteina-P (P-gp) hepatica e renal em ratos apds 4 dias de administracdo oral entre doses
de 1 ou 25 mg/kg por dia (Micuda, Fuksa et al., 2007).
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6. CONCLUSAO

Com esse trabalho, conclui-se que lipossoma contento quiabo como composto bioativo
foi preparado com sucesso podendo ser utilizado para a entrega da molécula ativa pela
administracdo via gavagem em ratos de ambos 0s sexos.

A formulacgdo desenvolvida teve efeitos benéficos em reduzir a intolerancia a glicose
dos animais considerados diabéticos induzidos por dexametasona, principalmente em ratos
machos, protegendo-os contra a resisténcia a insulina, sendo que este efeito foi mais
proeminente em fémeas.

Também demonstramos que um periodo de 10 dias de superexposi¢cdo a dexametasona
induziu mudancas duradouras na composicdo corporal dos animais. Além disso, o efeito
positivo dos lipossomas com quiabo se mostrou maior do que em relacdo ao extrato na sua

forma livre.
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8. PATENTE

8.1. Titulo
COMPOSIQAO CONTENDO EXTRATO VEGETAL E USO NO TRATAMENTO DE
DIABETES

8.2. Resumo

A presente invencdo trata-se de uma composicdo contendo extrato de quiabo
(Abelmoschus esculentus L.) com acdo hipoglicemiante, contribuindo na homeostase
glicémica de individuos acometidos com o diabetes mellitus, reducédo da intolerancia a glicose
e protecdo contra a resisténcia a insulina. Em conjunto, esta invencdo apresenta a associagao

do extrato em sistemas nanométricos para intensificar e melhorar essas atividades.

8.3. Relatorio descritivo
Campo da Invencio

[01] A presente invencdo trata-se de uma composi¢do contendo extrato de quiabo
(Abelmoschus esculentus L.) associado a sistemas nanométricos com agao hipoglicemiante,
contribuindo na homeostase glicémica de individuos acometidos com o diabetes mellitus,

reducdo da intolerancia a glicose e protecdo contra a resisténcia a insulina.

Fundamentos da Invencdo e Estado da Técnica

[02] O diabete é uma doenca metabdlica crénica caracterizada por niveis elevados de
glicose sanguinea. Disfuncdo esta que em funcdo do tempo, promove sérios danos a 6rgdos e
tecidos importantes do corpo, tais como o coragdo, vasos sanguineos, olhos, rins e nervos.
Dentre as formas do diabetes, temos o diabetes mellitus tipo 1 (DMT 1) e tipo 2 (DMT 2). O
diabete mellitus tipo 2 (DMT2) € a forma mais comum, geralmente observada em adultos
(Xu, Liu et al., 2018).

[03] A diferenca do diabetes tipo 1 para o diabetes tipo 2 esta no fato de que, no
primeiro caso, ocorre reducdo ou falta de producdo de insulina; ja no segundo, 0 organismo
desenvolve uma resisténcia a acdo desse horménio (Tan, Mei Wong et al., 2019). Também
pode-se afirmar que o diabete tipo 1 é uma doenca de origem autoimune, normalmente isso
acontece na infancia ou na adolescéncia, e por isso também é chamado de Diabete Juvenil. No
caso do diabete tipo 2, hd uma grande influéncia genética agravada principalmente pelo estilo

de vida, obesidade e sedentarismo (Ndisang, Vannacci et al., 2017).
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[04] Quando um paciente recebe diagnostico de DMT2, orienta-se educagdo em saude
propondo mudangas no estilo de vida, através da realizacdo de atividades fisicas e de uma
alimentacdo saudavel. Além disso, ocorre a prescricdo de um antidiabético oral com o intuito
de promover a diminuicdo da glicemia e manté-la normal (jejum <100mg/dl e p6s-prandial
<140mg/dl). Porém muito desses medicamentos prescritos acabam gerando efeitos adversos,
dificultando a adesdo do paciente ao tratamento. Isso ocorre, por exemplo, com alguns
medicamentos que causam anemia e ma absorcdo de vitamina B12, por atuar sobre a
motilidade do intestino delgado diminuindo a absor¢do da vitamina B12 (De Oliveira, Gomes
etal., 2016).

[05] Atualmente o uso de plantas medicinais tem sido de grande importancia para
tratar diversas doengas. No caso do DMT2, o uso de alternativas terapéuticas, outras tais
como o uso de plantas medicinais que proporcionem efeito hipoglicemiante. Assim como a
reducdo dos efeitos colaterais e adversos em relacdo aos farmacos sintéticos (Santos et. al.,
2014) é de grande importancia para a satde do paciente acometido com o DMT. O potencial
terapéutico dos produtos naturais, seu baixo custo e efeitos colaterais minimos vém
revolucionando e aprimorando o gerenciamento de novos medicamentos (Tiwari, Ahmad et
al., 2017).

[06] A fim de reduzir a glicose sanguinea, substancias ativas de origem vegetal podem
contribuir no tratamento do diabetes promovendo a reducdo dos niveis glicémicos e o
equilibrio do mesmao, por exemplo, pode-se citar a mangiferina (2-$-D-glucopiranosil-1,3,6,7-
tetrahidroxi-9H-xanten-9-ona), uma Xxantana de baixo peso molecular, encontrada
principalmente em plantas superiores, tais como a manga. A magniferina € um composto
bioativo que possui potencial terapéutico antioxidande, hipoglicémico e antidiabético, além de
outros efeitos como acao antimicrobiana, antialérgica e imunomoduladora (Imran, Arshad et
al., 2017; Aswal, Kumar et al., 2020).

[07] A curcumina, molécula bioativa presente no rizoma da cdrcuma vem sendo
bastante estudada devido seus diferentes efeitos biolégicos e farmacoldgicos anti-
hiperglicémicos e anti-hiperlipidémico (Oliveira, Monteiro-Alfredo et al., 2020). Em um
estudo com ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ) os autores concluiram que a
curcumina tem o potencial antidiabético e pode prevenir o desenvolvimento do DMT2 por
atuar nas células p-pancredticas, melhorando sua fungdo secretora, bem como por diminuir a
resisténcia periférica a insulina e dano hepatico (Pivari, Mingione et al., 2019).

[08] A babosa, pertencente a familia Asphodelaceae, espécie Aloe vera L.. possui

alcaloides, flavonoides, taninos, fendis, saponinas, carboidratos, vitaminas e minerais.
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Recentemente estudos cientificos tém dado suporte para a acdo antidiabética e antioxidante
dessa planta (Suksomboon, Poolsup et al., 2016; Mckennon, Schauerhamer et al., 2018).

[09] Nesse contexto do uso de plantas medicinais, o quiabo (Abelmoschus esculentus
L.), uma planta da familia Malvacea, horticola de alto valor alimenticio, de facil cultivo,
contém na sua composicdo compostos fendlicos, incluindo quercetina, quercetina-3-O-
glicosideo (isoquercitrina) e rutina (Erfani Majd, Tabandeh et al., 2018). Esses compostos
fendlicos e as fibras sollveis podem atuar na homeostase glicémica, ja que estudos apontam
que a fibra alimentar, comum em alimentos funcionais promovem efeitos importantes no
controle dos niveis glicémicos pos-prandial (Khatun, Rahman et al., 2011). Entdo, uma forma
de trazer a homeostase glicémica em individuos portadores do diabetes é utilizar as fibras
soluveis, compostos fenolicos e ingredientes antioxidantes presente no quiabo como opgao de
tratamento do diabetes (Bonifacio, Silva et al., 2014).

[10] O uso da fracdo solivel em &gua do extrato de quiabo sem associagdo em
sistemas tecnoldgicos, quando administrado in vivo permitiu o controle dos niveis glicémicos,
reduziu a intolerancia a glicemia, além de proteger contra resisténcia a insulina e controle no
perfil lipidico, sendo uma alternativa para o controle do diabete (Khatun, Rahman et al.,
2011). Além disso, 200 mg/kg de pdé de quiabo administrado in vivo diminuiu os danos
histologicos do pancreas e melhorar o reparo das células beta pancreaticas (Erfani Majd,
Tabandeh et al., 2018).

[11] A patente concedida em 2013 (CN 103976293 A) envolve um método de
producdo de pd de frutas de quiabo, com efeito hipoglicémico. E a patente concedida em 2013
(CN 103239490 A) apresentou um extrato de abelmoschus manihot utilizado para o
tratamento de DMT2, nefropatia diabética e outras complicacdes da doenca.

[12] A patente concedida em 2019 (CN 109646593 A) descreveu uma preparacao
dietética da medicina chinesa contendo componentes medicinais tradicionais chineses como o
Radix Ophiopogonis, inhame chinés e associa¢gdes a fim de reduzir a glicose sanguinea.
Porém nenhuma dessas patentes envolveu a associacdo do extrato do quiabo (Abelmoschus
esculentus L.) em nanoestruturas. Na patente (US 2016331795 Al), as partes comestiveis
(opcionalmente processadas) de espécies do quiabo pertencente ao género Abelmoschus foram
utilizadas na reducdo da absorcdo de gordura dietética e no tratamento do diabete e outras
sindromes metabdlicas. O extrato de quiabo também apresentou aplicacdo cosmética na
patente (TW 200930411 A). Essa refere-se ao extrato de Abelmoshcus esculentus L. que
possui funcdo de preservacdo da umidade, podendo ser utilizada em materiais cosméticos

como ingrediente primario de conservacdo de umidade. Novamente, nenhuma dessas
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protecdes intelectuais associaram o0 extrato a sistemas nanometricos como € o caso dessa
invencéo.

[13] A patente (CN 103919074 A) apresentou o preparo de Abelmoschus esculentus L.
fritos com diferentes sabores. O preparado da invencdo manteve cor, aroma, sabor e
componentes nutricionais do quiabo e foram adequados para diferentes publicos, incluindo
criancas, jovens, pessoas de meia-idade e idosos, pacientes com diabetes mellitus e
semelhantes. A patente KR 102277058 B1 refere-se a uma composi¢do farmacéutica para
prevencdo ou tratamento de diabetes mellitus, trombose, contendo um extrato de Abelmoschus
manihot como ingrediente ativo. A patente CN 101313942 A, forneceu uma composicao do
ruibarbo e a flor de Abelmoschus manihot que sdo extraidos respectivamente e misturados, e a
composi¢cdo tem um efeito curativo Obvio em doencas renais, em particular nefropatia
diabética, entdo, todas as patentes envolvem ativos ndo associados a sistemas tecnoldgicos,
como é o caso do nosso trabalho.

[14] Nessa invencdo, diferente das patentes citadas, utilizou-se apenas o fruto do
quiabo para obter o extrato aquoso do Abelmoschus esculentus L. associado a nanoestrutura
que proporcionou um efeito hipoglicemiante, protecdo contra intolerancia a glicose e
resisténcia a insulina. Observou-se que a associacdo de extratos aquosos em carreadores
formados por vesiculas constituidas de uma ou mais bicamadas fosfolipidicas orientadas
concentricamente em torno de um compartimento aquoso, bem como em outro tipo de
nanoestrutura possibilitou 0 aumento da estabilidade e eficacia clinica de respectivos ativos. A
maioria dos constituintes biologicamente ativos dos extratos, como por exemplo, flavonoides
e taninos, sdo altamente solGveis em agua, porém com baixa absorcdo, sendo incapazes de
atravessar as membranas lipidicas das células, possuem tamanho molecular excessivamente
alto ou sdo pouco absorvidos, resultando em perda de biodisponibilidade e eficacia
(Bonifacio, Silva et al., 2014). Diante desses obstaculos, tem sido proposto combinar ativos
vegetais com nanotecnologia, pois nanossistemas sdo capazes de potencializar a agdo de
extratos vegetais, reduzindo a dose necessaria e efeitos indesejaveis, além de fornecer o
constituinte ativo em uma concentracdo suficiente durante todo o periodo de tratamento, uma
vez que muitos tratamentos convencionais ndo proporcionam esses requisitos (Bonifacio,
Silva et al., 2014; Abu Lila e Ishida, 2017).

[15] Sistemas nanométricos podem ser constituidos de compostos biodegradaveis,
mostram-se estaveis frente a determinada faixa de pH e temperatura e sdo muito bem

recomendados em aplicacdes clinicas (Bonifacio, Silva et al., 2014). Por exemplo o0s
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lipossomas que séo sistemas desenvolvidos com a associacdo de fosfolipidios em solugdes
aquosas podendo formar estruturas fechadas em bicamadas (Almeida, Nag et al., 2020).

[16] Observam-se nessa invencdo, as contribuicdes bioldgicas avaliadas e descritas
usando 0s componentes presentes no extrato de Abelmochus esculentus L. como um todo, sem
qualquer isolamento de algum composto facilitou e reduziu custos perante a obtencdo do
extrato, bem como o desenvolvimento dos sistemas tecnoldgicos que sdo altamente versateis

para pesquisa, terapéutica e a nivel industrial.

Descricédo detalhada da Invencéo
[16] “A presente invengio trata-se de uma “COMPOSICAO CONTENDO EXTRATO
VEGETAL E USO NO TRATAMENTO DE DIABETES?”, caracteriza-se pela aplicagdo do

extrato de quiabo (Abelmoschus esculentus L.) associado a nanoestruturas e poderdo estar
incorporados a bases liquidas, semissolidas ou sdélidas. Essa composicdo possui agdo
hipoglicemiante, contribuindo na homeostase glicémica de individuos acometidos com o
diabetes mellitus, reducéo da intolerancia a glicose e protecdo contra a resisténcia a insulina.

[18] Os referidos sistemas nanometricos contém compostos ativos vegetais podendo
estar associados com agentes antioxidantes, tensoativos, agentes estruturantes, polimeros,
fosfolipidios, colesterol, marcadores luminescentes, entre outros. Essa composicdo pode ser
administrada sem associacdo e associadas a formas farmacéuticas liquidas como solucdo,
suspensdo, xarope, entre outros, e ainda pode ser incorporada em formas farmacéuticas
s6lidas como comprimidos, capsulas, pos, drageas, entre outros, na concentracdo de 0,3 a
50%, preferencialmente 1,5%.

[19] As nanoestruturas referidas nesta invengao estdo envolvidas no desenvolvimento,
caracterizacdo e aplicacdo de sistemas terapéuticos em escala nanométrica (menores de 1000
nm) que variam desde nanoparticulas poliméricas, lipossomas, nanoparticulas lipidicas
solidas, nanoemulsdes entre outros.

[20] A presente invencdo compreende em nanoestruturas contendo compostos ativos
vegetais com acdo hipoglicemiante, contribuindo na homeostase glicémica de individuos
acometidos com o diabetes mellitus, reducdo da intolerancia a glicose e protecdo contra a
resisténcia a insulina, por exemplo, o extrato aquoso do quiabo (Abelmoschus esculentus L.)
empregado na concentracdo de 0,3 a 50%, preferencialmente 1,5% de peso total.

[21] De acordo com esta invencgdo, as nanoestruturas podem compreender por agentes
antioxidantes naturais e sintéticos, como os polifenois, vitaminas, enzimas antioxidantes,

tocoferol, acido ascorbico, hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado (BHA),
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entre outros. Utilizados separadamente ou combinados na concentragdo de 0,001 a 5% de
peso total.

[22] De acordo com esta invengdo, 0s tensoativos que constam nas nanoestruturas
compreendem um ou mais tensoativos aniénicos, um ou mais tensoativos catiénicos, também
tensoativos anfoteros e ndo idnicos como por exemplo, Tween 20®, Tween 60®, Tween 80%,
Span 20®, Span 60®, Span 80®, Triton-X, Amida 80®, Eter sulfoccinato de sodio, Eter
laurilico etoxilado, cloreto de benzalconio, cloreto de cetil trimetil amdnio, entre outros.
Utilizados separadamente ou combinados na concentragdo de 0,1 a 35% de peso total.

[23] De acordo com esta invencdo, as nanoestruturas podem compreender 0Oleos
estruturantes como triglicerideos de &cido caprico e caprilico, também aqueles de origem
vegetal, como 6leo de coco, 6leo de semente de uva, 6leo de mamona, 6leo de oliva, 6leo de
pequi, Oleo de manga, Oleo de abacate, 6leo de copaiba, entre outros. Utilizados
separadamente ou combinados na concentragdo de 0,01 a 50% de peso total.

[24] De acordo com esta invencao, as nanoestruturas podem apresentar polimeros na
sua composi¢do, como, por exemplo, poli(acido latico) (PLA), poli(i(acido lactico-co-
glicélico) (PLGA) e da policaprolactona (PCL), derivados de metacrilato como eudragit RL®,
eudragit RS®, eudragit R®, eudragit S®, quitosana e derivados de celulose, polietilenoglicol,
entre outros. Utilizados separadamente ou combinados na concentracdo de 0 a 50% de peso
total.

[25] De acordo com esta invencdo, as nanoestruturas podem apresentar lipidios como
fosfatidilcolina, fosfatidilserina, fosfatidilglicerol e esfingomielina, que tendem a ser estavel
em solucdo aquosa, colesterol, entre outros. Utilizados separadamente ou combinados na
concentracao de 0 a 50% de peso total.

[26] De acordo com esta invencdo, as nanoestruturas podem ser marcadas com
compostos luminescentes, como por exemplo, o ruténio, 9-aminoacridina, auramina,
cumarinas, 4'6'-diamino-2-fenil-indol, iodeto de propidio, azul de metileno, vermelho do
Nilo, rodamina, quercetina, cadmio, selénio, telurio, entre outros. Utilizados separadamente
ou combinados na concentracdo de 0 a 35% de peso total.

[27] Os auxiliares farmacéuticos presentes na invencdo, compreendem adjuvantes ou
excipientes utilizados em conjunto ou separadamente e sdo preferencialmente do tipo
diluentes como talco, lactose, amido, celulose, entre outros. Utilizados separadamente ou

combinados na concentracdo de 0 a 90% de peso total.
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[28] Os auxiliares farmacéuticos presentes na invengdo, compreendem o0s umectantes
como polivinilprolactona, gelatina, cetiol, glicerol, 6leo mineral, 6leos vegetais, entre outros.
Utilizados separadamente ou combinados na concentra¢do de 0 a 50% de peso total.

[29] Os auxiliares farmacéuticos presentes na invencdo, compreendem 0s
desintegrantes e desagregantes como a celulose microcristalina,carmelose, amidos como o
amido natural, amido modificado e amido pré-gelatinizado, alginato de sédio, entre outros.
Utilizados separadamente ou combinados na concentracdo de 0 a 50% de peso total.

[30] Os auxiliares farmacéuticos presentes nesta invencdo, compreendem o0s
lubrificantes como acido esteérico, talco, estearato de magnésio, entre outros. Utilizados de
1,5% de peso total

[31] Os auxiliares farmacéuticos presentes nesta invencdo compreendem oS
promotores de reologia como derivados da silica, molhantes como lauril sulfato de sddio e
polissorbato 80. Utilizados separadamente ou combinados na concentracdo de 0 a 50% de
peso total.

[32] Os auxiliares farmacéuticos presentes nesta invencdo compreendem oS
revestidores como xarope, goma arabica, goma adraganta, polimeros entre outros. Utilizados
separadamente ou combinados na concentracdo de 0 a 50% de peso total.

[33] Os auxiliares farmacéuticos presentes na invencdo, compreendem invélucro
gelatinoso ou tapioca, a base de amido, também do tipo material plastificante, opacificantes
entre outros. Utilizados separadamente ou combinados na concentragdo de 0 a 50% de peso
total.

[34] Os auxiliares farmacéuticos presentes nesta invencdo compreendem oS
conservantes de origem natural ou sintético como metilparabeno, butilparabeno, acido
benzoico, benzoato de sodio, cloreto de benzalconio, cloreto de benzetbnio,
imidazoilidilureia, entre outros. Utilizados separadamente ou combinados na concentracao de
0 a 8% de peso total.

[35] Os auxiliares farmacéuticos presentes nesta invencdo compreendem o0s
flavorizantes como sacarose, 6leos essenciais, derivados de baunilha, mentol, framboesa,
xaropes, entre outros. Utilizados separadamente ou combinados na concentracdo de 0 a 15%
de peso total.

[36] As principais preparaces e medicamentos antidiabéticos sdo representados por
formas farmacéuticas liquidas como solucdo e s6lidas como comprimidos, capsulas, drageas,

entre outros. Aqui nesta invencdo mostraremos formulagdes contendo nanoestruturas bem
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como sua composicdo e resultados com a finalidade de demonstracdo de invencdo, porém,

sem limitagdes.

EXEMPLO 1: PREPARACAO DOS SISTEMAS NANOMETRICOS
1.1 Preparagao do sistema nanométrico

[37] Dentre os tipos de nanossistemas existentes, um exemplo desenvolvido nessa
invencdo € o lipossoma contendo quiabo (Abelmoschus esculentus L.) preparado através do
método de evaporacdo em fase reversa (Mertins, Cardoso et al., 2006), seguido de extrusdo do
filme lipidico. A fase organica contendo fosfatidilcolina, colesterol e cloroférmio e a fase
aquosa preparada contendo solucdo salina tamponada em fosfato (pH 7,4) e polissorbato 80
foram preparadas separadamente. As fases foram vertidas, mantendo parte da fase aquosa
para posterior utilizacdo e remoc¢édo do solvente em evaporador rotatério a 25°C sob pressao
reduzida até a formacdo de um filme fino. Este filme foi hidratado adicionando o restante da
fase aquosa e submetido a agitacdo novamente.

[38] Os lipossomas contendo extrato do quiabo (Abelmoschus esculentus L.)
apresentaram diametro medio de vesicula de 280 nm por difragdo de laser, indice de
polidispersdo de 1,39. Observou-se baixa variacgdo no diametro médio dos lipossomas
desenvolvidos, apresentando sistema monomodal e homogéneo. O potencial zeta igual a—
31,46 e o0 pH permaneceu em torno de 7,0 demonstrando estabilidade do mesmao.

[39] Os lipossomas contendo extrato do quiabo (Abelmoschus esculentus L.) foram
administrados em modelo experimental com ratos wistar (machos e fémeas) diabéticos, na

concentracdo de 1,5 mg/kg diariamente por 5 dias.

EXEMPLO 2. Composicdo hipoglicemiante na forma de solucéo.

Componentes Quantidade

Lipossomas contendo o0 extrato de 15%

(Abelmoschus esculentus L.)

Solucgdo tampéo (pH 7,4) gsp 100 mL

[40] Preparacdo da composicdo liquida: O processo de preparagdo consiste na

obtencdo inicial das estruturas nanométricas e diluicdo direta em solucdo tampao com pH 7,4.

EXEMPLO 3: Composicéo hipoglicemiante na forma de comprimido

Componentes Quantidade
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Lipossomas contendo o extrato de 1,5%
(Abelmoschus esculentus L.) seco

Estearato de magnésio 0,25%
Talco 30%
Aerosil 1%
Lauril Sulfato de Sodio 2%
Lactose Monoidratada qsp 100%

[41] Preparacdo da composicdo sélida: O processo de preparacdo consiste na secagem
do lipossoma por liofilizagdo por 24 horas para posterior desenvolvimento dos comprimidos.
Os comprimidos obtidos por granulacdo a seco, obtendo uma mistura inicial que é

comprimido com auxilio de compressora.

EXEMPLO 4: Exemplo da aplicacdo das composi¢des contendo os sistemas tecnologicos.

[42] A presente invencdo pertence ao campo técnico de medicamentos e refere-se
particularmente a composicGes inovadoras através das formulacdes contendo extrato do
quiabo (Abelmoschus esculentus L.) nanoestruturados com acgdo hipoglicemiante,
contribuindo na homeostase glicémica de individuos acometidos com o diabetes mellitus,
reducdo da intolerancia a glicose e protecdo contra a resisténcia a insulina.

[43] A presente invencdo também diz respeito a aplicacdo das composicoes pela via
oral como tratamento do diabete mellitus. As composi¢cdes podem ser administradas pela via
oral em casos de hiperglicemia com intuito de trazer a homeostase glicémica, reducdo da
intolerancia a glicose e protecdo contra a resisténcia a insulina.

[44] Para o desenvolvimento dessa invengdo, ratos Wistar machos e fémeas diabéticos
fizeram o uso por via oral do extrato do quiabo (Abelmoschus esculentus L.) lipossomado
com caracteristicas homogéneas, aspecto leitoso e branco ap6s aprovacao do comité de ética
(Processo N° 23108.070797/2021-42) e desenvolvimento das formulages.

[45] Todos os animais de ambos o0s sexos tratados com extrato do quiabo
(Abelmoschus esculentus L.) associado a nanoestrutura apresentaram reducdo na glicemia ao
longo do experimento quando comparados aos demais grupos. Diante do teste de intolerancia
a glicose (ipGTT), a composi¢cdo demonstrou efeitos benéficos com a reducdo da intolerancia

a glicemia, além da protecéo frente a resisténcia a insulina em ambos 0s sexos.
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[46] Consequentemente a potencializacdo do beneficio terapéutico hipoglicemiante da
composicdo pode ser explicada pela associacdo a nanossistemas contendo o extrato de
Abelmoschus esculentus L.. No qual os ativos podem interagir com tecidos periféricos através
de mecanismos de interacdo nanoestrutura/célula, adsorcao, endocitose e fusdo e intercambio.
Assim, acredita-se que a encapsulacdo do Abelmoschus esculentus L. nesse estudo conseguiu
atingir tecidos importantes na resposta a agdo da insulina, como figado, pancreas, musculo e
tecido adiposo. Reduzindo os niveis de glicemia muito proximos aos niveis normoglicémicos.
Acredita-se que 0s nanossistemas carrearam o extrato de Abelmoschus esculentus L. fazendo
com que 0s ativos permanecessem por mais tempo em circulacdo, atingindo niveis
plasmaticos elevados e ampla distribuicdo pelos tecidos sendo uma alternativa importante
para melhorar a eficacia de medicamentos no tratamento do diabetes mellitus.

[47] Perante os documentos especificados, a invencdo usa extrato de quiabo
(Abelmoschus esculentus L.) como principio ativo contendo acdo hipoglicemiante,
contribuindo na homeostase glicémica de individuos acometidos com o diabetes mellitus,
reducdo da intolerancia a glicose e protegdo contra a resisténcia a insulina apos ser associados

a sistemas nanomeétricos.
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