UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

NAIANE SILVA CARDOSO

AVALIACAO DOS EFEITOS DO OLEO DE BARU (Dipteryx alata Vog.) SOBRE A
MODULAGCAO DA FUNCAO RENAL E DO PERFIL METABOLOMICO EM RATOS

DIABETICOS

Alfenas/MG

2024



NAIANE SILVA CARDOSO

AVALIACAO DOS EFEITOS DO OLEO DE BARU (Dipteryx alata Vog.) SOBRE A
MODULACAO DA FUNCAO RENAL E DO PERFIL METABOLOMICO EM RATOS

DIABETICOS

Tese apresentada como parte dos requisitos
para obteng&o do titulo de Doutor em Ciéncias
Farmacéuticas pela Universidade Federal de
Alfenas. Area de concentracdo: Ciéncias
Farmacéuticas

Orientadora: Profa. Dra. Fernanda Borges de
Araujo Paula.

Coorientadora: Ana Paula de Melo Loureiro.

Alfenas/MG

2024



Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas
Biblioteca Central

Cardoso, Naiane Silva.

Avaliacao dos efeitos do éleo de baru (Dipteryx alata Vog.) sobre a
modulacao da funcao renal e do perfil metabolémico em ratos diabéticos /
Naiane Silva Cardoso. - Alfenas, MG, 2024.

162 f. :il. -

Orientador(a): Fernanda Borges de ArauUjo Paula.

Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Federal de
Alfenas, Alfenas, MG, 2024.

Bibliografia.

1. Nefropatia diabética. 2. Estresse oxidativo. 3. Metabolomica. 4.
Dipteryx.. |. Paula, Fernanda Borges de Aradjo, orient. Il. Titulo.

Ficha gerada automaticamente com dados fornecidos pelo autor.




NAIANE SILVA CARDOSO

"AVALIACAO DOS EFEITOS DO OLEO DE BARU (Dipteryx alata Vog.) SOBRE A MODULACAO DA FUNCAO RENAL E DO
PERFIL METABOLICO EM RATOS DIABETICOS"

O(A) Presidente da banca examinadora abaixo assina a
aprovacgdo da Tese apresentada como parte dos requisitos
para a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias
Farmacéuticas pela Universidade Federal de Alfenas. Area
de concentracdo: Ciéncias Farmacéuticas

Aprovada em: 07 de junho de 2024.
Profa. Dra. Fernanda Borges de Araujo Paula
Presidente da Banca Examinadora

Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas

Profa. Dra. Deila Rosely Carneiro

Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas

Profa. Dra. Gérsika Bitencourt Santos

Instituicdo: Universidade Professor Edson Antonio Velano

Profa. Dra. Carla Speroni Ceron

Instituicdo: Universidade Federal de Ouro Preto

Prof. Dr. Marcelo Aparecido da Silva

Instituicdo: Universidade Federal de Alfenas

I Documento assinado eletronicamente por Fernanda Borges de Araujo Paula, Professor do Magistério
ﬁgl J Lj Superior, em 07/06/2024, as 17:04, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 62, §
eletrénica 19, do Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015



http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por toda for¢ca que colocou em meu coragao

permitindo minha chegada até aqui e pela coragem de enfrentar o que esté por vir.

A Universidade Federal de Alfenas e aos membros do Programa de POs-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas pela disposicdo e auxilio em todas as etapas

desde a minha matricula.

As agéncias de fomento, pelo apoio financeiro, que tornou possivel a realizacio

deste trabalho e a minha dedicagao exclusiva.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Cddigo de
Financiamento 001.

Este trabalho também contou com o apoio do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq), processo 400865/2019-0
(Chamada publica N° 01/2019- Apoio a formacdo de Doutores em
Areas Estratégicas).

A minha orientadora, Fernanda Borges de Araujo Paula pela oportunidade,
desde a minha primeira iniciacdo cientifica, pelos ensinamentos, apoio, paciéncia,
dedicacgéao e incentivo. Com a sua orientacéo e conhecimentos consegui realizar este
trabalho. Obrigada pela confianga, pelo carinho e por auxiliar no meu crescimento

profissional.

Aos meus amigos do Laboratério de Pesquisa em Bioquimica Clinica e
Experimental, em especial a Julia Rosental, grande amiga e colaboradora deste
trabalho. Aos amigos do programa de pds-graduacéo e colegas de trabalho durante
esse tempo. Aos antigos alunos de pés-graduacédo Bruno Cesar, Carla Miguel, Mayara
Athina que tanto me ensinaram e me proporcionaram maior independéncia na
realizacdo das experimentacdes. Vocés tiveram grandes influéncias no meu
crescimento na pesquisa. A Damaris, mais que uma técnica do laboratorio, uma amiga
sempre disposta a ajudar e aconselhar. Obrigada pela amizade e parceria de todos.

Aos alunos de iniciagdo cientifica Caroline Jeronimo, Isis Giovana, Mirella
Cézar, Patrick Augusto, Taina Sténico, Pedro Octavio e as alunas de estagio Tais
Mendes e Laiskely Caetano que foram grandes companheiros de trabalho e

extremamente dedicados na pesquisa. Sou grata por toda contribuicdo e tenho



certeza de que sem o0 apoio de todos vocés esta jornada teria sido bem mais dificil.
Vocés me ensinaram muito nestes anos e certamente me lembrarei de vocés e deste
periodo da minha vida com muita alegria. Sentirei saudades da convivéncia, das

risadas e parceria. Obrigada por tudo!

Agradeco também a minha coorientadora, Ana Paula de Melo Loureiro pela
contribuicdo e ajuda nos ensaios realizados no seu laboratério. Aos alunos Ricardo
Maekawa e Elisabete Marzola, pela colaboragcdo e auxilio nos ensaios dos
metabolitos. A Dra. Sueli Regina Baggio e ao Prof. Rdmulo Dias Novaes, pelas
colaboracdes. Todos foram fundamentais para a realizacdo deste trabalho.

Agradeco a toda minha familia, que mesmo sem entender sobre a area da
pesquisa, sempre me incentivaram a procurar o melhor e me apoiaram na minha
decisdo. Aos meus pais Mario Cardoso e Maria Lourdes Silva Cardoso por toda
educacao, apoio e suporte que sempre me forneceram, aos meus irmaos Nayara e
Felipe, a uma grande amiga, Leticia Costa, sempre incentivando nos momentos
dificeis. Todos vocés sempre reforcaram meu potencial.

Meu eterno respeito a todos que participaram deste trabalho e me apoiaram

durante esses anos!



RESUMO

A hiperglicemia no Diabetes Mellitus do tipo 2 (DM2) é o principal iniciador das
alteracbes moleculares deletérias aos 6rgdos, que estdo associadas ao estresse
oxidativo. Como consequéncia, a doenca renal diabética acomete cerca de 40% dos
diabéticos. Um bom controle glicémico pode reverter o estagio inicial da doenca,
sendo importante a busca de tratamentos complementares que possam auxiliar na
prevencao dos danos induzidos pelo DM2. O 6leo extraido da améndoa de baru é rico
em acidos graxos monoinsaturados capazes de estimular a liberacdo da insulina. O
objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da ingestao do 6leo de baru sobre a funcéo
renal, o estresse oxidativo e o perfil metabdlico no rim de ratos normais e diabéticos.
A extracdo do 6leo foi realizada por prensagem mecanica das améndoas de baru.
Neste estudo foi adotado um modelo de inducdo de DM2. Ratos machos wistar
receberam racdo hiperlipidica (30%) por 28 dias e em seguida uma injecao via
intraperitoneal de estreptozotocina (35mg/kg). Os animais saudaveis permaneceram
com a dieta padrdo. Apos a confirmacdo do diabetes (glicemia casual >250mg/dl)
foram iniciados os tratamentos dos animais saudaveis e diabéticos com agua e o 6leo
de baru nas doses de 0,75 g/kg; 1,5 g/kg e 3,0 g/kg, metformina (200 mg/kg) e
gliclazida (10 mg/kg) isoladas e associadas com o 6leo de baru (1.5 g/kg), durante 90
dias. Na etapa final do tratamento foram realizados o teste de tolerancia oral a glicose
(TTOG) e o teste de tolerancia a insulina (TTI). O sangue total, a urina e os rins foram
coletados para a determinacdo dos marcadores bioquimicos. A avaliacdo das
atividades de enzimas antioxidantes, superéxido dismutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx) e catalase (CAT) e dos niveis de malonelaldeido (MDA) foram
realizadas no soro e nos rins dos animais. No rim foram realizados a avaliagéo
histol6gica e a determinacéo do perfil metabdlico. O tratamento com o 6leo de baru
nas doses de 1,5 g/kg e 3,0 g/kg, reduziram o consumo de racdo e adgua, aumentaram
a responsividade dos animais no TTOG e TTI, e diminuiu a glicose sérica, a creatinina
e a albuminuria, nos animais diabéticos. A dose de 3,0 g/kg apresentou efeito mais
significativo nos marcadores de fungéo renal. No entanto, quando avaliado o estresse
oxidativo no tecido renal, observa-se que o grupo diabético tratado com 1,5 g/kg do
Oleo, foi capaz de atenuar a reducdo das atividades das enzimas SOD, CAT e GPx
em relacdo aos demais tratamentos com o 6leo de baru e reduzir os niveis de MDA.
Todos os tratamentos apresentaram efeitos benéficos em reduzir os danos
histol6gicos renais e os niveis dos metabdlitos do ciclo de Krebs e das adenosinas do
metabolismo energético. A associacdo da metformina com o 6leo de baru apresentou
melhor capacidade no controle glicémico e da funcédo renal, ja que reduziu os niveis
de glicose sérica, frutosamina, creatinina e albuminuria. Além disso, esse tratamento
demostrou capacidade de modular o metabolismo oxidativo, com a restauracéo das
atividades das enzimas antioxidantes.

Palavras-chaves: Nefropatia diabética; Estresse oxidativo; Metabolémica; Dipteryx.



ABSTRACT

Hyperglycemia is the main initiator of deleterious molecular changes to organs, which
have been associated with oxidative stress. Because these events, diabetic kidney
disease affects around 40% of diabetics. Good glycemic control can reverse the initial
stage of the disease, and it is important to search for complementary treatments that
can help prevent the damage induced by DM2. The oil extracted from baru almonds is
rich in monounsaturated fatty acids, capable of stimulating the release of insulin. This
work aimed to evaluate the effects of ingesting baru oil on renal function and oxidative
stress in the kidneys of normal and diabetic rats. Oil extraction was carried out by
mechanical pressing of baru almonds using a hydraulic press. In this study we adopted
a DM2 induction model. Male Wistar rats received a high-fat diet (30%) for 28 days
and then an intraperitoneal injection of streptozotocin (35mg/kg). Healthy animals
remained on the standard diet. After confirming diabetes (casual blood glucose
>250mg/dl), treatments of healthy and diabetic animals were started with water and
baru oil at doses of 0.75 g/kg; 1.5 g/kg and 3.0 g/kg, metformin (200 mg/kg) and
gliclazide (10 mg/kg) alone and associated with baru oil (1.5 g/kg), for 90 days. In the
final stage of treatment, the oral glucose tolerance test (OGTT) and the insulin
tolerance test (ITT) were performed. Whole blood, urine and kidneys were collected to
determine biochemical markers. The evaluation of the activities of antioxidant
enzymes, superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase (GPx) and catalase
(CAT) as well as the analysis of malonaldehyde (MDA) were carried out in the serum
and kidneys of the animals. Histological evaluation and determination of the metabolic
profile were carried out in the kidney. Treatment with baru oil at doses of 1.5 g/kg and
3.0 g/kg reduced feed and water consumption, increased animal responsiveness in the
OGTT and ITT, and decreased serum glucose and creatinine and albuminuria, in
diabetic animals. The dose of 3.0 g/kg had a more significant effect on renal function
markers. However, when evaluating oxidative stress in kidney tissue, it was observed
that the diabetic group treated with 1.5 g/kg of the oil was able to attenuate the
reduction in the activities of the enzymes SOD, CAT and GPx about the other
treatments. with baru oil and reduce MDA levels. All treatments showed beneficial
effects in reducing renal histological damage and the levels of metabolites of the Krebs
cycle and adenosines of energy metabolism. The association of metformin with baru
oil showed better ability to control glycemic and renal function, as it reduced serum
glucose, fructosamine, creatinine and albuminuria levels. Furthermore, this treatment
demonstrated the ability to modulate oxidative metabolism, restoring the activities of
antioxidant enzymes.

Keywords: Diabetic Nephropathies; Oxidative stress; Metabolomics; Dipteryx
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1 INTRODUCAO

A mudanca de habitos alimentares e a presenca do sedentarismo
observada nos ultimos anos sdo uns dos principais fatores para o
desenvolvimento da obesidade, a qual, esta altamente associada a perturbacao
do metabolismo da glicose, resultando no desenvolvimento de diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) (Carbone, et al., 2019; Hurtado; Vella 2019).

O DM2 é o tipo mais comum de diabetes, corresponde de 90% a 95% de
todos os casos de DM, possuindo etiologia complexa e multifatorial (SBD, 2023).
Por muito tempo, o DM2 foi associado ao envelhecimento somado ao
sedentarismo, porém a prevaléncia nos adolescentes se tornou mais presente
atualmente. A idade média dos jovens com diagnéstico do DM2 é de
aproximadamente 13 anos, coincidindo com o periodo de maior resisténcia a
insulina (SBD 2023; Valaiyapathi; Gower; Ashraf, 2020).

Este tipo de diabetes se trata de uma desordem metabdlica caracterizada
pela hiperglicemia, resultante de uma producdo inadequada de insulina e
incapacidade do organismo em responder totalmente a insulina. Por se tratar de
uma doenca oligossintomatica, a mesma pode permanecer, por anos, sem ser
diagnosticada, contribuindo para o desenvolvimento das complicacGes
diabéticas (ADA, 2023; SBD, 2023).

A hiperglicemia contribui para o aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio, produtos de glicacdo avancada e citocinas inflamatorias,
resultando em danos celulares e teciduais, originando as complicacfes
diabéticas (Afroz et al., 2019). Dentre elas destaca-se a nefropatia diabética que
se inicia com pequenas lesdes renais, caracterizadas pelo aumento na excrecao
de albumina, entre 30 e 200 mg por dia. Esta situacdo pode evoluir para
nefropatia clinica com proteinuria atingindo nivel nefrético e posteriormente pode
progredir para doenca renal crénica (DRC), sendo necessario realizar dialise ou
transplante (Rao et al., 2019).

De acordo com a Associacdo Americana de Diabetes (2019), a DRC
ocorre em 20 a 40% dos pacientes com diabetes, estando presente
principalmente no DM2. Além disso, entre as pessoas com diabetes tipo 1 ou 2,

a presenca de DRC aumenta significativamente o risco cardiovascular e os
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custos com saude. A DRC pode progredir para doenca renal em estégio terminal
(DRT), necessitando de didlise ou transplante renal.

Um mecanismo importante pelo qual a hiperglicemia leva ao dano renal &
0 estresse oxidativo resultante do excesso de espécies reativas de oxigénio
(EROs) e da deplecéo da defesa antioxidante. O aumento da producéo de EROs
decorrente da hiperglicemia crénica pode ocorrer por meio de diferentes vias,
com destaque para a via de formacdo de produtos finais de glicacdo avancada
(AGEs), via dos poliois e ativacao da proteina quinase C (Ni et al., 2019).

As alteracdes da funcéo renal sdo consequéncias dos elevados niveis de
glicose sérica, 0s quais levam a alteraces hemodinamicas de veias e artérias
renais, perda de poddcitos, apoptose e reducdo da taxa de filtragcdo glomerular
(TFG). A maioria dessas alteracdes podem ser revertidas em um estagio inicial
da doenca pelo bom controle glicémico, e por isso a importancia da buscar
alimentos com capacidade hipoglicemiante, para atuar junto com o0s
medicamentos existentes (Rao et al., 2019; Sharma et al., 2017).

Neste contexto, o baru (Dipteryx alata Vog) possui véarias aplicacdes na
culinaria, sendo que o 6leo obtido das suas améndoas é utilizado em diferentes
pratos tipicos da regido do Cerrado. O 6leo é rico em acidos graxos
monoinsaturado (MUFAS) e &cidos graxos poliinsaturados (PUFAs), sendo
relatada a presenga dos acidos oleico (w 9), linoleico (w 6) e palmitico como
componentes majoritarios (Reis et al., 2018).

Vérios estudos tém demonstrado que estes acidos graxos (AG) e/ou seus
metabdlitos podem exercer diferentes acdes no organismo, podendo influenciar
processos metabdlicos e afetar o estado de saude. Tem sido demonstrado que
0 acido oleico é capaz de estimular a liberacdo do peptideo 1 semelhante ao
glucagon (GLP-1) e consequentemente ter acéo insulinotrépica, por potencializar
a secrecao de insulina (Ascaso, 2014; Ripken et al., 2014), além de exercer uma
importante agao anti-inflamatoria.

A acao insulinotropica do GLP-1 reduz o risco de microalbuminuria e a
progressdo para nefropatia evidente no diabetes tipo 2. Além disso, ha
evidéncias de acdes do GLP-1 no rim, sendo capaz de induzir a natriurese e
diurese, aumentar a filtracdo glomerular e o fluxo sanguineo renal. Todas essas

acOes sao evidenciadas pela presenca de receptores do GLP-1 nas células
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tubulares proximais, nos glomérulos e na vasculatura renal (Crajoinas et al.,
2011; Jensen et al., 2015).

O &cido linoleico e, principalmente, os seus metabolitos podem exercer
efeitos antagdnicos, podendo apresentar efeito benéficos, como hipoglicemiante
e hipolipemiante (Gurumallu et al., 2022; Thijssen; Hornstra; Mensink, 2005). Por
outro lado, estudos tém demonstrado que determinados AG e ou de seus
metabdlitos podem apresentar efeitos negativos sobre a satde. E conhecido que
0 &cido araquiddnico, um dos principais derivados do &cido linoleico, tem uma
importante acdo pro-inflamatoria, vasoconstritora e pro-trombotica (Turolo et al.,
2018).

Sendo assim, a presenca destes AG no 6leo obtido da semente do baru
pode ter importantes implicacdes sobre a salde, uma vez que a quantidade e o
tipo de lipidios ingeridos podem influenciar o metabolismo lipidico, resisténcia a
insulina, risco cardiovascular e inflamacéo, podendo exercer efeitos benéficos
ou prejudiciais sobre a saude (Bastos; Rogero; Aréas, 2009; SBC, 2013).

Considerando que o controle dos niveis glicémicos em pacientes
diabéticos leva a diminuicdo da producao de fatores inflamatérios e do estresse
oxidativo que resultam em danos teciduais, torna-se interessante o estudo de
alimentos que possam interferir ndo somente no controle glicémico como
também prevenir a evolugdo das complicacdes diabéticas, como por exemplo,

aguelas que afetam os rins.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus (DM) é um distirbio metabdlico heterogéneo
caracterizado pela presenca de hiperglicemia por comprometimento da secrecao
de insulina, acdo deficiente da insulina ou associacdo de ambos fatores. Pode
ser classificado em: DM 1, DM 2; diabetes gestacional e diabetes mellitus
associado a outras causas especificas (Ada, 2021; Punthakee; Goldenberg;
Katz, 2018).

O diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) € o tipo mais comum de diabetes, pois
corresponde de 90% a 95% de todos os casos de DM, possuindo etiologia
complexa e multifatorial. E caracterizado pela resisténcia & insulina, deficiéncia
parcial na secrecao de insulina e alteragbes na secrecdo de incretinas (SBD,
2023). O diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é a segunda causa mais comum de
diabetes, caracterizado pela deficiéncia absoluta de insulina resultante da
destruicdo autoimune das células B pancreaticas. Ja os demais tipos de diabetes
ocasionados por distirbios genéticos e monogénicos por exemplo, representam
uma pequena fragdo dos casos (Welch; Vella, 2022).

A prevaléncia do DM2 multiplicou acentuadamente com o aumento de
obesidade nas ultimas décadas, sendo mais comum em adultos mais velhos, no
entanto tem sido cada vez mais vista em criancgas, adolescentes e adultos jovens
devido aos niveis crescentes de obesidade, inatividade fisica e dieta inadequada
(IFD, 2021; Welch; Vella, 2022). Segundo a Federacéo Internacional do Diabetes
(2021), a estimativa de prevaléncia de diabetes em adultos de 20 a 79 anos mais
que triplicou nos ultimos anos, chegando a 537 milh6es de portadores do
diabetes em 2021, sendo previsto que até 2030 esse numero pode atingir 643
milhdes de pessoas

A urbanizagdo e o crescimento socioecondmico acelerado favorecem as
mudancas no estilo de vida. A globalizacdo, caracterizada pela expansédo do
comércio internacional, migracdo e interconexdo cultural, influenciou
significativamente os padrfes alimentares em todo o mundo, sendo incluido a
alta ingestdo de carnes vermelhas e processadas, carboidratos refinados e
acucares livres. Aléem disso, as influéncias socioeconémicas levaram ao

aumento do transporte motorizado e ocupacgfes sedentarias, que em conjunto
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com a ma alimentacao levam ao aumento do sobrepeso e da obesidade (Aras;
Tchang; Pape, 2021; Tinajero; Malik, 2021).

O DM2 é uma doenca complexa, sendo que seu desenvolvimento &
influenciado por uma série de fatores de risco, classificados como néo
modificaveis como genética, etnia e idade e outros modificaveis, tais como estilo
de vida, padréao alimentar, tabagismo e nivel de atividade fisica. O sobrepeso e
a obesidade sé&o fatores de risco do DM2 bem estabelecidos, mas vale ressaltar
que a auséncia de um IMC elevado nao exclui o risco da resisténcia a insulina,
tendo em vista que o percentual de gordura corporal e adiposidade visceral
corroboram para o inicio desta patologia (Tinajero; Malik, 2021).

O termo “diabesidade” traz a relagdo de ambas condi¢gdes estarem
relacionadas com o inicio da ingestdo de alimentos caléricos e a acao
prejudicada da leptina, que favorece o acimulo de gordura nos tecidos, como
pancreas e musculo esquelético. Em decorréncia deste processo, ocorre a
lipotoxicidade, onde os acidos graxos livres em excesso induz o estado de
resisténcia a insulina periférica (Aras; Tchang; Pape, 2021).

A producado inadequada de insulina e incapacidade do organismo de
responder totalmente a este horménio é definida como resisténcia a insulina.
Durante este estado, a insulina é ineficaz e, portanto, sinaliza inicialmente um
aumento na producéo de insulina para reduzir os niveis crescentes de glicose,
mas com o tempo ha o desenvolvimento de producéo inadequada da mesma,
levando a falha na sua producéo, o que contribui para elevacgéao glicémica (IFD,
2021).

A Sociedade Brasileira de Diabetes (2022) estabelece que o diagnostico
€ por meio da identificacdo da hiperglicemia, através da glicemia plasmética de
jejum (>126 mg/dl), a glicose no teste de tolerancia oral (>200 mg/dl) e a
hemoglobina glicada (Alc) superior a 6,5%. Para os casos de pré-diabetes,
transicdo do metabolismo normal da glicose para o DM2, € estabelecido a
glicemia em jejum (>100 e <126 mg/dl) e uma glicemia plasmatica de 2 horas
apos um teste oral de tolerancia a glicose (>140 e <200 mg/dl).

Entretanto, por se tratar de uma doenca com inicio silencioso e alguns
portadores assintomaticos na fase inicial, muitos pacientes descobrem a doenca

apos anos com a presenca da hiperglicemia (IFD, 2021).
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A hiperglicemia crbnica causa um aumento nos produtos de glicacéo,
capazes de induzir a inflamacéo, lesdo das paredes arteriais e alteracées no
tecido vascular, resultando nas complicacbes macrovasculares, as quais
abrangem a aterosclerose, doencgas coronarianas, acidente vascular cerebral e
doenca vascular periférica. Os vasos sanguineos menores também séo afetados
pelo dano aterosclerético, levando a complicacbes microvasculares, como
neuropatia periférica diabética, retinopatia e nefropatia (Afroz et al., 2019;
Avogaro; Fadini, 2019).

O controle glicémico almejado no tratamento do diabetes é essencial para
prevencao das complicacBes micro e macrovasculares, melhorando a qualidade
de vida dos pacientes. Embora exista um grande nimero de opc¢des terapéuticas
para o controle dos niveis glicémicos do DM2, o tratamento abordado é
individualizado para cada paciente de acordo com o risco de hipoglicemia,
tolerabilidade dos efeitos adversos, gerenciamento das doses e custo (SBD,
2023).

O DM gera gastos econdmicos significativos sobre os paises, sistemas de
salude e os portadores de diabetes. As despesas com DM tém um impacto
substancial no gasto total com saude em todo mundo, representando 11,5% do
total dos gastos globais com saude. O Brasil somou em cerca de 42,9 bilhdes de
délares de despesas com o DM e suas complicagdes em 2021 (IFD, 2021).

O tratamento do diabetes, vai além do uso de medicacdes, sendo
necessario a associacao dos farmacos com uma intervencéo na dieta, como a
melhora da qualidade dos carboidratos, reducéo da ingestédo de graos refinados,
0 aumento da ingestédo de grdos integrais e alimentos vegetais mais saudaveis,

assim como a pratica de atividades fisicas (Tinajero; Malik, 2021).

2.2 DOENCA RENAL CRONICA (DRC)

A DRC é uma das principais complicacdes para pacientes diabéticos e a
causa mais significativa de doenca renal em estagio terminal (DRT). Os rins sé&o
alvos dos danos causados pelo excesso de glicose, levando ao desenvolvimento
da nefropatia diabética e da DRC (SBD, 2023). A DRC abrange todo tipo de leséo
renal com reducao na taxa de filtracdo glomerular e presenca de anormalidades

na excrecdo de albumina na urina enquanto a nefropatia diabética é uma
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condic¢ao cronica do rim com as mesmas alteragdes da DRC, adicionando-se a
proteindria persistente associada ao aumento da pressao arterial (Turatt; Hohl;
Martins, 2016).

O diabetes, a hipertensdo e a doenca renal estao interligadas, dessa
maneira o desenvolvimento da nefropatia diabética € dividida em cinco estagios,
baseados nas alteracdes na taxa de filtracdo glomerular e na excrecao urinaria
de albumina. O primeiro estagio inicia com a elevacdo da TFG, e da hipertrofia
glomerular, ja no segundo estagio observam-se alteracdes histolégicas, como
expansdo da matriz mesangial e espessamento da membrana basal. No terceiro
estagio ha o aumento da albumindria, taxa de excrecdo da albumina na urina
(<30 mg/dia no estado fisioldgico). Quando a albuminuria se eleva para faixa de
30-300 mg/dia, passa a ser denominada de microalbuminuria. Nesta fase surge
também os sintomas de hipertensdo. A quarta fase é caracterizada por
proteindria evidente (> 300 mg / dia), associada a um aumento adicional da
microalbumindria, juntamente com a elevacdo de ureia e creatinina no sangue.
No estagio final da nefropatia, a TFG € minima, fase em que o paciente ja
necessita de hemodialise, pois durante o desenvolvimento da doenca renal, a
capacidade de filtracdo dos rins também diminui gradualmente (John, 2016;
Sharma et al., 2017).

No entanto, nos ultimos anos, foram relatados casos de insuficiéncia renal
sem albumindria em pacientes diabéticos, demostrando que os estagios da
nefropatia diabética nem sempre acontecem sequencialmente, devido a
associacdo de fatores mdultiplos no DM como hipertensdo, dislipidemia,
obesidade e idade (SBD, 2023; Yamazaki et al., 2021).

De acordo com a Associagdo Americana de Diabetes (2019), a DRC
ocorre em 20 a 40% dos pacientes com diabetes, estando presente
principalmente no DM2. Além disso, entre as pessoas com diabetes tipo 1 ou 2,
a presenca de DRC aumenta significativamente o risco cardiovascular e 0s
custos com saude. A DRC pode progredir para DRT, necessitando de dialise ou
transplante renal.

A patogénese da doenca renal diabética € um processo complexo que
envolve diversos fatores, como inflamagéo, estresse oxidativo e fatores
epigenéticos. A hiperglicemia crbénica induz alteragbes metabolicas que

modulam varias vias de sinalizac&o intracelular, fatores de transcri¢ao, citocinas,
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quimiocinas e fatores de crescimento. Essas alteragcdes estimulam
anormalidades estruturais, como espessamento da membrana basal glomerular,
lesdo podocitaria e expansao da matriz mesangial, juntamente com uma taxa de
filtracdo glomerular reduzida (Keri; Samji; Blumenthal, 2018; Sharma et al.,
2017).

Um dos fatores importantes no desenvolvimento da doenca renal
diabética (DRD) é o fendmeno conhecido como “memdria metabdlica”, tendo em
vista que a exposigéo anterior a hiperglicemia contribui para o desenvolvimento
das complicacdes renais, mesmo apdés o tratamento normalizar os indices
glicémicos. Considera-se que os picos hiperglicémicos passados levam a
metilacdo do DNA, modificacdo nas histonas e acumulo dos AGEs (Yamazaki et
al., 2021).

Outro mecanismo importante pelo qual a hiperglicemia leva ao dano renal
€ 0 estresse oxidativo resultante do excesso de EROs e da deplecdo da defesa
antioxidante. O aumento da producdo de EROs decorrente da hiperglicemia
cronica pode ocorrer por meio de diferentes vias, com destaque para a via de
formacao dos AGEs, via dos polidis, ativagdo da proteina quinase C (PKC) e de
proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPK) (Bhatti et al., 2022; Ni et al.,
2019).

Em relacéo as complicacdes renais, poucos sao os estudos que abordam
o perfil metabdlico na doenca renal diabética, contudo é relatado elevacédo dos
intermediarios do ciclo de Krebs, principalmente o fumarato, resultante da
ativacdo da NADPH oxidase 4 (Nox4) que reduz os niveis da fumarato hidratase.
O fumarato por sua vez aumenta a expressao de TGF- [, fator que lava a
alteracdes celulares, contribuindo para o desenvolvimento da doenca renal
diabética (De Oliveira et al., 2017; You et al., 2016).

Assim, a nefropatia diabética surge inicialmente como uma DRC, com a
presenca de algumas alteragbes como hiperfiltracdo glomerular, aumento do
fluxo sanguineo renal e hipertrofia do rim. A maioria dessas altera¢des pode ser
revertida em um estagio inicial pelo bom controle glicémico, e por isso se faz
necessario a busca de alternativas como alimentos, suplementos ou
medicamentos novos que possam auxiliar o tratamento do diabetes, seja por

influenciar o controle glicémico como também por influenciar processo
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metabdlicos e ou vias de sinalizacdo relacionadas ao desenvolvimento das

complicac@es diabéticas (IFD, 2021; Sharma et al., 2017).

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO NA DOENCA RENAL DIABETICA

O estresse oxidativo € um fenébmeno causado pelo desequilibrio entre a
formacdo e a remocao de espécies oxidantes, as quais abrangem as EROs. As
EROs sdo moléculas quimicamente ativas e subprodutos naturais do
metabolismo do oxigénio, geradas em sua maioria nas mitocondrias, seguidas
do peroxissmomos e reticulo endoplasmatico, mas também a partir de outras
reacoes e complexos, como a NADPH-oxidase (NOx) (Luo et al., 2016;
Papachristoforou et al., 2020).

Os principais tipos de espécies oxidantes produzidas em sistemas
biol6gicos incluem EROs como o radical anion superéxido (O?%), radical
hidroperoxila (HO?), radical singleto(*O2), peréxido de hidrogénio (H20z2), radical
hidroxila (OH), além do 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOQO"), essas duas
tltimas denominadas de espécies reativas de nitrogénio (ERN). Essas espécies
tém suas funcbes fisioldgicas no organismo, envolvidas nos processos de
sinalizacao e regulacao celular, inducdo de apoptose e principalmente auxiliando
na resposta imunologica. Além disso, elas tém um papel essencial no estimulo
de resposta inflamatérias, pela ativacdo das proteinas quinases, fatores de
transcricdo e auxiliam na expressao génica dos fatores pré-inflamatorios
(Darenskaya; Kolesnikova; Kolesnikov, 2021).

Na verdade, a producéo dos baixos niveis de EROs tem efeitos benéficos
para o organismo, na modulacdo das funcdes celulares por meio de reagcdes
redox e na defesa contra patdgenos invasores e células cancerosas por
macréfagos e linfocitos citotoxicos. Por outro lado, a produgdo exacerbada
dessas espécies leva ao dano oxidativo das células, com o comprometimento
das enzimas, reacdes metabdlicas, dos lipideos, proteinas e DNA, interferindo
na viabilidade celular (Papachristoforou et al., 2020).

A hiperglicemia € o fator principal que aumenta a producdo das EROs em
pacientes diabéticos e ainda contribui para diminuicdo da resposta antioxidante.
Através das alteracdes hemodinamicas e do metabolismo de carboidratos e

lipideos, ocorre a ativacdo de vias que levam a formacdo de EROs, como a
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ativacdo da via do poliol, da hexosamina, de proteinas quinases e acumulo dos
AGEs. Como consequéncia da ativacado destas vias de sinalizacdo, processos
como autofagia, inflamacéo e fibrose decorrem das alteracGes patoldgicas do
tecido atingido (Luo et al., 2016).

As mitocOndrias séo significativamente influenciadas pela alteracdo no
estado redox em condicbes hiperglicémicas, e o acumulo de EROs nesta
organela leva ao comprometimento mitocondrial, contribuindo na patogénese da
DRD. Os tecidos cardiaco e renal possuem mais mitocondrias que os demais
orgaos, concentrando ainda mais as EROs nestes locais, além de afetar os
principais mecanismos de protecdo antioxidante (Tanase et al., 2022).

Entre os diversos alvos das EROs, o dano no DNA leva a ativacdo da
enzima de reparo, a poli-ADP-ribose polimerase 1 (PARP 1), que inibe a
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), levando ao acumulo de
gliceraldeido-3-fosfato (GAP). O acumulo deste Ultimo contribui para a
autoxidacéo da glicose, no qual leva a formacgéo de H202, elevando os niveis de
EROs, e de glioxal, precursor de AGEs (Darenskaya; Kolesnikova; Kolesnikov,
2021).

Os glomérulos renais sdo compostos por células endoteliais, mesangiais
e poddcitos, que contém em sua membrana o transportador de glicose GLUT1
(constitutivo) e GLUT4 (dependente de insulina). A captacdo de glicose nessas
células ndo é impedida pela resisténcia a insulina, por conta do aumento da
captacdo da mesma pelo GLUT1, porém a oxidacéo da glicose é diminuida, ja
gue ocorre a inibicdo da GAPDH. Dessa forma os intermediarios glicoliticos
seguem vias citosélicas alternativas, como a via do poliol e ativacdo da PKC,
contribuindo para os mecanismos patogénicos das DRD (Ahmad; Draves;
Rosca, 2021). A Figura 1 esquematiza as vias alternativas ativadas pelos

metabdlitos intermediarios da via glicolitica.
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Figura 1 - Vias alternativas ativadas pelos metabdlitos intermediarios das vias
glicoliticas em decorréncia a hiperglicemia e a inibicdo da GAPDH
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Fonte: (Papachristoforou et al., 2020)

Legenda: A superprodugdo mitocondrial de O2-.durante condi¢es hiperglicémicas ativa quatro
vias principais de dano hiperglicémico ao inibir o GAPDH. NADPH: nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato; NADH: dinucleotideo de nicotinamida adenina; GAPDH:
gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase; PARP: poli-ADP-ribose polimerase; GFAT:
glutamina:frutose-6-fosfato amidotransferase; UDP-GIcNAc: UDP-N-

acetilglucosamina; DAG: diacilglicerol; IDADE: produto final de glica¢éo avancada.

O excesso de glicose, faz com que ela seja convertida em sorbitol,
seguindo a via do poliol. O problema do aumento da ativacdo dessa via é a
deplecdo de NADPH citosolico e glutationa reduzida (GSH), importante no
controle do estresse oxidativo. O gliceraldeido-3-fosfato € outro metabdlito
intermediario que também se eleva no diabetes, contribuindo para o aumento do
diacilglicerol, responsavel pela ativagdo crbnica das isoformas da proteina
quinase C, das quais a PKC-B2 tem especial relevancia no rim diabético, pois
ativa vias a jusante que levam a inflamacéo e acumulo de matriz extracelular
(Ahmad; Draves; Rosca, 2021; Darenskaya; Kolesnikova; Kolesnikov, 2021).

A producédo de AGEs diante o acumulo de glicose promove o aumento de

EROs pela ligacdo com o receptor RAGE. As células epiteliais tubulares, células
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mesangiais e 0s poddcitos expressam esses receptores. A ligacdo do RAGE aos
AGEs ativa a NADPH oxidase para aumentar a producdo de EROs nas células
renais, alterando a conformacdo molecular e as atividades enziméaticas. Como
consequéncia, o estresse oxidativo ativado medeia as vias de sinalizagdo com
estimulo da inflamacédo (por exemplo, NF-kB e TNF-B). Com isso, ocorre a
liberacdo de moléculas de adeséao, fatores endoteliais vasculares e fatores
inflamatorios, levando a multiplos mecanismos que contribuem para a leséo
renal, como fibrose intersticial renal e expansédo mesangial (Jangale et al., 2016;
Ma et al., 2023).

A formacéo excessiva de EROs ativam uma série de vias de sinalizacéo
sensiveis ao estresse, incluindo NF-kB, p-38 MAPK. A via de sinalizacdo MAPK
pode transduzir sinais de estimulo extracelular relacionados a proliferacédo
celular, crescimento e apoptose. A ativacdo dessa via esta relacionada a

progressao da fibrose renal (Bhatti et al., 2022).

2.4 PERFIL METABOLICO NO DIABETES MELLITUS

O diabetes é caracterizado pelo disturbio do metabolismo de glicose,
lipideos e aminoacidos no qual podem ser analisadas pela metabolémica, estudo
de pequenas moléculas e intermediarios bioquimicos, auxiliando na identificacédo
de novos biomarcadores de risco para as complicacfes diabéticas (Floegel et
al., 2013). O estudo dos metabdlitos é um campo que pode complementar o
diagnéstico clinico, revelar novos mecanismos potenciais e processo
moleculares associados a sindrome metabdlica e avaliar terapias especificas
(Gravina et al., 2022). Os metabdlitos sdo substratos e produtos intermediarios
e finais do metabolismo que conduzem as fun¢des celulares, no qual refletem
disfuncdes fisioldgicas, portanto o estudo dessas moléculas ajuda a elucidar
mecanismos patoldgicos (Johnson; Ivanisevic; Siuzdak, 2016).

Diferentes estudos que avaliam o perfil metabolico e caracterizam a
impressédo digital metabolémica no DM2 relatam que as principais alteracdes
metabdlicas estdo no metabolismo de carboidratos e aminoacidos onde verifica-
se um aumento nas concentracdes de fenilalanina, isoleucina (Floegel et al.,
2013; Friedrich et al., 2018). Contudo essas alteracbes nao se diferem apenas

de individuos saldaveis e portadores de DM, Rawat et al., (2019) descreveram
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gue uma série de metabdlitos do Ciclo de Krebs, do metabolismo de aminoacidos
e de metilamina apresentavam-se totalmente modificados em pacientes com
complicacbes diabéticas em comparacdo com diabéticos sem complicagdes.
Dentre os metabdlitos alterados, os pertencentes do ciclo de Krebs como o
succinato, citrato e glutamato, tiveram grande destaque, pois apresentaram
alteracdes mais significativas, se apresentando como possiveis marcadores de
prognostico.

Os intermediérios metabdlicos, bem como os produtos de determinadas
vias, podem fornecer um reflexo mais direto do estado fisiologico. Considerando
gue os metabdlitos também sao eliminados na urina, a disfuncéo renal pode
afetar a eliminacdo e reabsorcdo dessas moléculas, impactando nos niveis
circulantes dos metabdlitos (Rong et al., 2022). Alguns metabdlitos dosados no
plasma de pacientes com doenca renal sdo associados com o0 inicio e a
progressdo da DRC (Cheng et al., 2012; Liu et al., 2019). Como biomarcadores
bem estabelecidos no DM2, os aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAS),
incluindo leucina, isoleucina e valina, encontram-se elevados no plasma de
pessoas e animais diabéticos (Li et al., 2023; Wang, Shuangyuan et al., 2022;
Zhou et al., 2021). J& é bem estabelecido que a reducdo do catabolismo de
BCAAs promove a hiperativacdo da via da rapamicina e fosforilagdo da proteina
do substrato do receptor de insulina, levando a disfuncdo mitocondrial das
células beta pancredticas (Wang, Shuangyuan et al., 2022). No entanto, a
correlacdo de BCAAs com a DRD séao alvos de estudos recentes. Zhou et al.,
(2023) descobriram que a elevacdo de valina e a leucina plasmatica sao
correlacionadas com diminuicdo dos niveis de TFG e aumento dos niveis de
albumindria, levando a distincao de pacientes com DRD e pacientes com DM2.

A comparacdo de metabdlitos plasmaticos entre pacientes saudaveis e
diabéticos, ja € bem abordado na literatura (Cheng et al., 2012; Liu et al., 2019;
Rawat et al., 2019; Zhou et al., 2021). No entanto, os estudos ainda séo limitados
pelo tipo de metabdlitos avaliados, tipo de amostra utilizado e avaliacdo no
tratamento da hiperglicemia. S&o raros os estudos que avaliaram os metabolitos
em tecido renal de animais modelos de DM. As alteracdes do perfil metabdlico
renal de animais com modelo de nefropatia induzida por adriamicina, demostram
gue o metabolismo da alanina, prolina e arginina podem prever a progressao da

proteinuria. JA o desequilibrio no metabolismo de beta-alanina e do ciclo de
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Krebs esté associado a progressao do dano renal e hipertensdo (Wang, Chunliu
et al., 2022) . Zhao et al., (2015) avaliaram os efeitos de uma formula herbal da
medicina tradicional chinesa nos metabdlitos renais de ratos com nefropatia
diabética. Os autores observaram que altera¢cdes nos aminoacidos, carboidratos
e lipideos foram reduzidas com o tratamento da nefropatia diabética.

Em ratos com lesdo renal aguda, foi observado o desbalanco no
metabolismo de nicotinato e da nicotinamida, com a reducdo na formacéo de
NAD+. O tratamento com a decoc¢ao Huanggi-Danshen foi capaz de restaurar
os niveis dos metabdlitos e enzimas relacionadas a biossintese de NAD+ (Liu et
al., 2023). Ja no trabalho de Rong et al., (2022) reforca que a elevacdo dos
BCAAs e da citrulina nos rins de camundongos com a doenca renal diabética, e
a regulacdo negativa destes aminoacidos apos o tratamento com arteméter.
Muito pouco foi publicado sobre a metabolédmica do tecido renal de animais

diabéticos com alteracéo da funcéo renal.

2.5 OLEO DE BARU

A éarvore de baru (Dipteryx alata Vog), uma espécie de planta nativa do
cerrado brasileiro, apresenta frutas, polpas de alta qualidade e améndoas que
possuem potencial para uso humano, incluindo o preparo de alimentos e
aplicacdes médicas, o que contribui para a economia local. As améndoas de
baru possuem o interesse cientifico devido a sua composic¢ao nutricional (Fetzer
et al., 2018; Souza et al., 2019).

As sementes de baru apresentam altos niveis de lipideos, proteinas e
fibras, contendo alto valor energético com 476-560 kcal / 100 g (Souza et al.,
2019). Além do mais, o 6leo é rico em MUFAs e PUFAs, apresentando também
ferro, calcio e zinco (Fetzer et al., 2018). De acordo com Reis et al., (2016), o
acido oleico é o componente majoritario no 6leo de baru (44,65 g/100g9),
engquanto entre os PUFAs, o acido linoleico (28,05g/100g) é predominante. Os
autores relataram também a presenca de acidos graxos saturados, como o acido
palmitico 5,87, seguido pelos acidos lignocérico (4,84g/100g), esteérico
(4,349/100g), behénico (3,189/100g) e araquidico (1,15g/100g).
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Os compostos bioativos presente em nozes e sementes de leguminosas
como os acidos graxos MUFAs e PUFASs, carotenoides, tocoferdis, fosfolipideos,
estdo associados com a reducao do estresse oxidativo e inflamacédo (Paulo et
al., 2023). Portanto, o interesse em 6leos vegetais comestiveis aumentou devido
a seus efeitos benéficos a saude, como reducdo do colesterol e prevencéo da
aterosclerose (Marques et al., 2015; Souza et al., 2019).

A presenca de nutrientes e outras moléculas no intestino delgado estimula
a liberacédo de hormoénios de saciedade, como a colecistocinina (CCK), o GLP-1
e o0 peptideo YY (PYY) que atuam na diminuicdo do esvaziamento gastrico, do
apetite e, consequentemente, da ingestao de alimentos (Ripken et al., 2014).

Os lipidios tém sido amplamente pesquisados e sdo conhecidos por
estimular a liberagcdo de horménios da saciedade, dentre eles o GLP-1. Entre as
classes lipidicas, a ingestdo de MUFAs como o &cido oleico tem demostrado um
melhor controle glicémico em pacientes diabéticos, pois ao estimularem a
liberacdo de GLP-1, este atua sobre as células B pancreaticas, promovendo a
liberacdo de insulina e suprimindo a de glucagon (Granado-Casas; Mauricio,
2019; Ripken et al., 2014).

A acao insulinotrépica do GLP-1 reduz o risco de microalbuminuria e a
progressdo para nefropatia evidente no diabetes tipo 2. Além disso, ha
evidéncias de ac¢des do GLP-1 no rim, sendo capaz de induzir a natriurese e
diurese, aumentar a filtracdo glomerular e o fluxo sanguineo renal. Todas essas
acOes sdo evidenciadas pela presenca de receptores do GLP-1 nas células
tubulares proximais, nos glomérulos e na vasculatura renal (Crajoinas et al.,
2011; Jensen et al., 2015).

Uma dieta rica em acido linoleico pode contribuir na reducéo dos niveis
de colesterol na lipoproteina de baixa densidade (LDL) em individuos saudaveis
auxiliando na prevencdo de doengas cardiovasculares. Além disso, tem sido
relatado que o acido linoleico pode exercer um efeito modulador da inflamacé&o
e da fibrose na sindrome nefrotica (Stefano et al., 2021). Por outro lado, também
tém demonstrado que AG e ou seus metabdlitos podem apresentar efeitos
negativos sobre a salde. E conhecido que o A&cido araquidénico, um dos
principais derivados do &cido linoleico, tem uma importante agdo proé-

inflamatoria, vasoconstritora e pro-trombotica (Turolo et al., 2018).
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Embora os AG saturados sejam considerados pré-inflamatérios, existem
divergéncias nas acbes entre os diferentes compostos. Enquanto o acido
palmitico tem sido apontado como um composto com acao pro-inflamatoria,
sendo seus niveis associados positivamente aos niveis de diversos marcadores
de inflamacgé&o, estudos relacionados ao acido esteérico tém demonstrado que
este acido graxo também pode apresentar efeitos positivos e negativos sobre a
saude (Turolo et al., 2018). Perreault et al., (2014) relataram que os niveis de
acido estearico se correlacionaram inversamente com os niveis de marcadores
de inflamagé&o em soro de individuos jovens. Além disso, em estudos realizados
com células em cultura foi observado que o acido estearico atuou como inibidor
de proteina tirosina fosfatase 1B, estimulando a captacdo de glicose por
adipdcitos (Tsuchiya; Kanno; Nishizaki, 2013). Em contrapartida, Lu et al., (2016)
demonstraram por meio de estudos em cultura celular e em camundongos que
0 acido estearico foi capaz de induzir severa lipotoxicidade em células beta
pancreaticas.

Sendo assim, a presenca destes AG no 6leo obtido da semente do baru
pode ter importantes implicacdes sobre a salde, uma vez que a quantidade e o
tipo de lipidios ingeridos podem influenciar o metabolismo lipidico, resisténcia a
insulina, risco cardiovascular e inflamacao, podendo exercer efeitos benéficos
ou prejudiciais sobre a saude (Bastos; Rogero; Aréas, 2009). Neste sentido, cabe
ressaltar que as caracteristicas quimicas associadas a quantidade de AG
ingeridos na alimentacéo sao fatores determinantes de tais efeitos (Hanke et al.,
2013; Markman et al., 2021).

Embora alguns autores tenham demonstrado que a semente do baru,
pode apresentar capacidade de reduzir a presséao arterial e a inflamacgéo (Sano;
Ribeiro; Brito, 2004; Siqueira et al., 2012), ha ainda poucos estudos relacionados
aos efeitos da ingestdo do Oleo isolado desta semente sobre a seguranca

alimentar no consumo da mesma e sobre diferentes patologias.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral avaliar os efeitos da ingestéo

do 6leo de baru sobre o controle glicémico, funcéo renal, perfil metabdlico e

estresse oxidativo em ratos normais e diabéticos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

c)

d)

f)

9)

Avaliar os efeitos da ingestdo do 6leo de baru sobre o controle glicémico
em ratos normais e diabéticos;

Verificar os efeitos da ingestdo do 6leo de baru sobre morfologia renal
em ratos normais e diabéticos;

Analisar os efeitos da ingestao do 6leo de baru sobre o perfil metabdlico
no rim de ratos normais e diabéticos;

Analisar os efeitos da ingestdo do 6leo de baru sobre marcadores
bioquimicos da fung&o renal em soro e urina ratos normais e diabéticos;
Analisar a acao do 6leo de baru nas estruturas histolégicas do rim de
ratos saudaveis e diabéticos;

Avaliar os efeitos da ingestdo do Oleo de baru sobre a peroxidacao
lipidica em soro e rim de ratos normais e diabéticos;

Verificar os efeitos da ingestdo do 6leo de baru sobre a atividade de
enzimas antioxidantes superéxido dismutase, catalase e glutationa

peroxidase em soro e rim de ratos normais e diabéticos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 COLETA, PREPARO DO VEGETAL E EXTRAGCAO DO OLEO

As améndoas de baru foram obtidas de produtores da regido de Januaria,
Minas Gerais, Brasil (coordenadas 15° 29' 16" S 44° 21' 43" O), em dezembro
de 2020 e 2021 e 2022. Estas foram armazenadas no Laboratério de Bioquimica
Clinica da UNIFAL-MG, em embalagens plasticas, em temperatura de 2 a 8°C.
As améndoas foram selecionadas e submetidas a torrefacdo em estufa com
circulacdo de ar a 65° C por 60 minutos, conforme descrito por (Lemos, 2012),
para inativacdo dos compostos antinutricionais presentes na semente in natura
(Figura 2).

Figura 2 - Semente de Baru (Dipteryx alata Vog) secas
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( Fone: da autora

A extracao do Oleo foi realizada por prensagem mecénica utilizando-se
prensa hidraulica, em temperatura ambiente (25°C) com pressao de 3 a 12
toneladas (Ferreira et al., 2006). O 6leo obtido foi armazenado em frasco ambar,
em temperatura entre 2 e 8°C. A Figura 3 demostra o processo de extracdo do
6leo de baru.
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Figura 3 - Processo de Extracado e dleo de Baru

Fonte: da autora

O protocolo de extracdo do 6leo foi o0 mesmo utilizado por Cruz et al.,
(2023), sendo que a obtencao das améndoas de baru, assim como a obtencao
do 6leo foram realizadas entre os meses de Janeiro e Maio, em 3 anos distintos,
com a obtencao de 4 aliquotas do 6leo. Neste trabalho, utilizamos a mistura do

Oleo obtido das duas ultimas extracoes.

4.2 AVALIACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

Para avaliacdo da composicdo de AG, foi realizada a analise em
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS),
utilizando um Cromatografo gasoso acoplado ao espectrémetro de massas GC-
MS QP-2010 Plus Shimadzu® Corporation (Kyoto, Japao). A preparacao dos
ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) foi realizada segundo (Hartman;
Lago, 1973) e as condi¢cbes cromatograficas foram estabelecidas segundo
Horwitz (2010) e Firestone (2014). Estes ensaios foram realizados em
colaboracdo com a Dra. Sueli Regina Baggio no Instituto de Tecnologia de

Alimentos, em Campinas-SP.

4.3 ANIMAIS

O trabalho de Cruz et al., (2023) desenvolvido no laboratério, foi utilizado
como ensaio piloto para o desenvolvimento deste projeto. Neste trabalho, o éleo
de baru foi utilizado como tratamento para os animais diabéticos nas doses de

1.0 g/kg, 1.5g/kg e 2.0 g/kg, durante 60 dias. Os resultados obtidos por Cruz et
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al., (2023), forneceu subsidios para o estabelecimento do tempo de tratamento,
assim como o ajuste das doses do 6leo de baru adotado no presente estudo.
Para a realizacdo dos ensaios biolégicos foram utilizados ratos machos
Wistar, com peso entre 200 + 22g, obtidos do Biotério da Universidade Federal
de Alfenas. Os animais foram mantidos em caixas de polietileno e receberam
agua e racao comercial padrdo ad libitum. Os animais foram mantidos em
condicBes de temperatura 25 + 3°C, 45%-60% de umidade e expostos a um ciclo
de luz 12h/12h. O projeto foi aprovado pela comisséo de ética no uso de animais
(CEUA) da UNIFAL-MG sob namero de protocolo 0057/2021 (Anexo B).
Ao todo, foram utilizados 90 animais, divididos em 12 grupos
experimentais com 8 a 6 animais cada (Charan; Kantharia, 2013), sendo os
grupos:
a) CA (controle): animais ndo diabéticos tratados com agua (n=7);
b) CO 0,75: animais ndo diabéticos tratados com 6leo da semente de
Baru (0,75 g/Kg), (n=8);

c) CO 1,5: animais ndo diabéticos tratados com 6leo da semente de Baru
(1,59/Kg), (n=8);

d) CO 3,0: animais ndo diabéticos tratados com 6leo da semente de Baru
(39/Kg), (n=8);

e) DMA: animais diabéticos tratados com agua (n=8);

f) DMO 0,75: animais diabéticos tratados com 6leo da semente de baru
(0,75 g/Kg), (n=8);

g) DMO 1,5: animais diabéticos tratados com 6leo da semente de Baru
(1,59/Kqg), (n=6);

h) DMO 3,0: animais diabéticos tratados com 6leo da semente de Baru
(3,09/Kg), (n=8);

i) DM MET: animais diabéticos tratados com metformina (200mg/Kg),
(n=8);

j)) DM MO: animais diabéticos tratados com metformina (200mg/Kg) e

oleo (1,5 mg/Kg), (n=6);

k) DM GLI: animais diabéticos tratados com glicazida (10 mg/Kg), (n=8);

) DM GO: animais diabéticos tratados com glicazida (10 mg/Kg) e 6leo

(1,5 mg/Kg), (n=7).
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Apos a inducéo do diabetes, os animais foram tratados com 6leo e ou
farmacos durante 90 dias (Reis, 2016). Segue abaixo o delineamento

experimental (Figura 4):

Figura 4 - Delineamento experimental
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Fonte: da autora.

A divisdo dos animais nos diferentes grupos foi realizada de maneira a
garantir que ndo houvesse diferenca estatistica significativa no peso corporal

entre 0s grupos no inicio do estudo.

As doses do Oleo de baru foram baseadas em um trabalho prévio
desenvolvido por Reis et al.,(2018) e definidas apds o desenvolvimento de um
protocolo piloto com doses entre 1,0 g/kg e 2,0 g/kg por Cruz et al., (2023). A
escolha da dose de metformina foi fundamentada nos trabalhos de Simanenkova
et al., (2021) e Zaabi et al.,( 2021), enquanto a gliclazida seguiu 0 proposto nos
estudos de Attia et al., (2012), Sena et al., (2009) e Abdelkader et al., (2020).

O cloridrato de metformina foi adquirido direto do fabricante e solubilizado
em agua (200 mg em 2 ml de agua). O certificado de anélise esta no Anexo C.

A gliclazida utilizada recebe o nome comercial Azukon®. Os comprimidos (3
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comprimidos) foram macerados e posteriormente solubilizados em agua (229,3

mg em 8,6 ml).

4.3.1 Inducao do diabetes

Para inducdo do DM2 os ratos foram alimentados com dieta hipercal6rica
(hiperlipidica), com metodologia baseada nos trabalhos de (Surwit et al., 1988),
(Skovsg, 2014), (Correia-Santos et al., 2012) , assim como em protocolos
desenvolvidos anteriormente no laboratério de bioquimica clinica. A idade dos
ratos no inicio da inducéo foi de 7 semanas (ratos adultos). A oferta da dieta
hipercalorica foi mantida por 28 dias, durante o processo de inducdo. Ao final
deste periodo, e apos 12 horas de jejum, 0s animais receberam uma injecao
peritoneal de estreptozotocina (STZ) (Cayman Chemical®) em baixa dose (35
mg.kg-1) dissolvida em veiculo (solu¢do de citrato de sodio 0,01M, pH = 4,5),
enquanto os animais do grupo controle receberam apenas o veiculo via
intraperitoneal (Zhang et al., 2008). A glicemia casual dos animais foi aferida
antes e 10 dias apoés a injecao de STZ, por meio da excisédo caudal e do uso do
glicosimetro da G-Tech Free Lite®. Os animais que apresentaram a glicemia
casual acima de 250mg/dL foram considerados diabéticos. ApGs a confirmacgao
do diabetes, os animais voltaram a receber a racdo comercial, sendo a mesma
ofertada ao grupo controle. No caso de reverséo do diabetes, durante o inicio do

protocolo, o animal recebeu uma segunda dose de STZ de 35 mg/kg-1.

4.3.2 Producéao daracao hiperlipidica

Inicialmente foi elaborada uma dieta hiperlipidica a fim de elevar a
concentracdo de gordura presente na racdo comercial (NUVILAB CR-1,
QUIMTIA®, Anexo A). Desta forma, para o preparo da racdo, a cada 700g de
racao triturada e peneirada 300g de banha de porco (BRF — Sadia®) foram
adicionados. ApOs misturar ragdo com a banha, os pellets foram feitos
manualmente, no formado mais proximo ao padrdo e secos em estufa por 24

horas a 65°C. A proporc¢ao final de lipideos na racéo foi de 32.8%. A Tabela 1
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demonstra a composicdo da dieta hiperlipidica comparada a dieta padrédo

comercial, e a Figura 5 os pelletes da racéo apds o preparo.

Tabela 1- Composicdo de macronutrientes das racdes padrao e hiperlipidica.

Macronutrientes Racdo Comercial Padrao Racdo Caseira Hiperlipidica 30%
(% em 1000g) (% em 1000q)
Carboidratos 60% 42%
Proteinas 22% 15%
Lipideos 4% 32.8%
Calorias g/kg 3.64 kcallg 5.23 kcallg

Fonte: da autora

Figura 5 - Pellets da racdo caseira hiperlipidica 30%

Fonte: da autora

4.3.3 Avaliacdo de parametros biologicos

O peso corporal médio dos animais foi monitorado semanalmente em
balanca eletronica semi-analitica. Para determinar o consumo médio diario de
racdo e agua, a quantidade consumida em 24 horas foi verificada duas vezes

por semana, durante todo o periodo de tratamento para cada grupo (Carvalho et
al., 2009).
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4.3.4 Avaliacdo da tolerancia oral a glicose e ainsulina

A fim de verificar a responsividade destes animais frente ao desafio de
sobrecarga de glicose em relacao a corre¢do da glicemia bem como o grau de
resisténcia a administragédo de insulina, no final do tratamento, a partir dos 80
dias de tratamento, os animais foram submetidos ao teste de tolerancia a glicose
(TTOG) e teste de tolerancia a insulina (TTI).

Para a realizacdo do TTOG, os animais ficaram em jejum nas 8h
antecedentes ao teste, e a glicemia basal foi aferida no ponto TO. Em seguida,
foi administrada uma solucéo de glicose a 50% na dose de 2g/kg via oral, por
gavagem. Posteriormente a glicemia foi aferida nos pontos T15 (15 min), T30 (30
min), T60 (60 min), T90 (90 min) e T120 (120 min). A metodologia foi baseada
nos trabalhos de (Yan et al., 2019) e Oliveira (2019). Afigura 6 mostra as etapas

de realizacéo do teste de tolerancia oral a glicose.

Figura 6 - Fotografias das etapas de realizacao do teste de tolerancia oral a glicose

v

Fonte: da autora.
Legenda: A- Administracdo da solucdo de glicose 50% por gavagem, B- excisdo feita na ponta
da calda do animal, C- Afericdo da glicemia pelo glicosimetro.

Para o TTI também foi necessaria a realizagdo da padronizacdo do
mesmo, para isso a dose testada foi de 2UI/Kg de Insulina Regular (Humulin R,
Eli Lilly®), baseado no protocolo adotado por (Inacio et al., 2018; Yan et al.,
2019). A insulina foi diluida em solucéo fisiologica (NaCl 0,9%, p/v) na propor¢ao
de 2:1 (insulina: solucgéo fisiolégica). A glicemia casual foi aferida no tempo zero
TO, logo em seguida foi administrada em injecdo subcutanea na dose de 2UI/Kg
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e posteriormente a glicemia foi aferida nos tempos T15 (15 min), T30 (30 min) e
T60 (60 min).

Uma solucdo de D-glicose 50% (p/v) foi previamente preparada e
administrada na dose de 2g/kg ao final do TTI aos animais do grupo controle, a
fim de evitar quadros hipoglicémicos nos mesmos. A figura 7 mostra as etapas

de realizacéo do teste de tolerancia a insulina.

Figura 7 - Etapas do teste de tolerancia a insulina

Fonte: da autora.
Legenda: A- Excisdo feita na ponta da calda do animal, B- Administracdo da insulina via
subcutanea, C- Aferi¢do da glicemia pelo glicosimetro.

4.3.4 Obtencdo das amostras

Ao término dos 90 dias de tratamento com o 6leo de baru, agua e os
hipoglicemiantes, os animais permaneceram em jejum por 8 horas e em seguida
receberam o tramadol na dose de 12,5 mg/kg e o tiopental na dose de 40mg/kg,
ambos via intraperitoneal. O sangue foi colhido por punc¢éo cardiaca e distribuido
em tubos siliconizados sem aditivo para obtenc¢édo de soro e em tubos contendo
EDTA para analise da hemoglobina glicada. O soro foi obtido por centrifugacao
do sangue colhido em tubos siliconizados a 1500g durante 15 minutos e utilizado
para a avaliagdo dos marcadores bioquimicos e avaliacdo do perfil metabdlico.
Os rins foram retirados, sendo que o rim direto teve 3 cortes transversais e a
porcdo do meio, com a medida aproximada de 6 mm, foi armazenada em
formaldeido a 10% para posterior analise histol6gica, enquanto outra porcao foi
armazenada a -80°C, em tampao fosfato salino (PBS) 0,1 M contendo inibidores

de proteases, para avaliacdo dos demais parametros. Para os ensaios de
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metaboldmica, uma porc¢ao do rim esquerdo, foi imersa no nitrogénio liquido logo
apos a coleta e armazenada a -80°C.

Nas 48 horas que antecederam a eutanasia, os animais foram mantidos
em gaiolas metabdlicas no periodo de 12h para coleta de urina, apés esse
periodo os animais voltaram para as caixas de polietileno (Castro et al., 2014).
As amostras foram armazenadas a -80°C, para a determinacdo de

microalbumindria e creatininUria.

4.3.6 Avaliacdo do controle glicémico e dos marcadores bioguimicos

As concentracdes de glicose sérica foram determinadas pelo método
enzimatico-tinder (LABTEST®), enquanto a determinacdo da frutosamina sérica
ocorreu pelo método cinético colorimétrico baseado na reducdo do azul de
nitrotetrazolio (BIOCLIN®). A concentracdo de ureia no soro foi realizada por
método enzimatico cinético UV ((LABTEST®), e a concentracdo de creatinina

sérica foi determinada segundo o método de Jaffé modificado (LABTEST®).

O perfil lipidico também foi avaliado, pela determinacéo de triglicerideos
(BIOCLIN®) e colesterol total (LABTEST®) pelo método enzimatico-Trinder e o
colesterol HDL por método enzimatico direto (LABTEST®). A concentracdo de
lipoproteinas aterogénicas foi estimada através da diferenca entre a
concentracdo de CT e de colesterol HDL, e expressa como colesterol ndo HDL.
Para avaliacdo da seguranca alimentar do 6leo de baru, foram avaliadas a
atividade de AST e ALT por método cinético UV (LABTEST®).

Os niveis de creatinina na urina foram determinados segundo o método
de Jaffé modificado (LABTEST®), enquanto os niveis de microalbuminuria foram

analisados por imunoturbudimetria (LABTEST®).

Esses marcadores bioquimicos foram analisados no equipamento
automatizado da marca Labtest modelo LABMAX PLENNO.

Para avaliacdo da hemoglobina glicada, foi determinada a concentracao
de HbA1C no sangue total, colhido com EDTA, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), no equipamento de marca BIO-RAD D-10TM Hemoglobin
Testing System.
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4.3.7 Medicédo do peso corporal e indice renal

Os pesos corporais dos ratos foram determinados no final do tratamento
e o indice renal (IR) foi dado pela razéo entre o peso do rim e o peso corporal
(Pal; Sinha; Sil, 2014a). Segue abaixo a férmula utilizada:

peso do rim esquerdo (g) + peso do rim direito (g)

IR = x 100

peso corporal (g)

4.3.8 Preparo de homogeneizado dos rins

Parte dos tecidos renais foram homogeneizados em tampéao fosfato (PBS)
contendo pool de inibidores de proteases comercial, Benzamidina (5ul/ml),
Leupeptina (2ul/ml) e fluoreto de metilfenilsulfonil (PMSF - 100 mg/mL) e, em
seguida, centrifugadas a 3000g por 10 minutos, a 4°C. O sobrenadante obtido
foi utilizado para determinagdo da atividade de enzimas antioxidantes. Outra
parte do tecido (50 mg) foi homogeneizada em 500 ul de PBS e 72 pl de butil-
hudroxitolueno (0,2% v/v). As aliquotas de sobrenadantes foram utilizadas para

avaliacao da peroxidacao lipidica.

4.3.9 Avaliacao dos efeitos do 6leo de baru sobre o estresse oxidativo
4.3.9.1 Avaliacdo da peroxidacao lipidica:

4.3.9.1.1 HPLC-DAD

As analises realizadas com UV/VIS foram conduzidas em um equipamento da
Shimadzu Corporation (Kyoto, Japéo) equipado com duas bombas LC-20AT, um
detector de arranjo de fotodiodos PDA-20AV, um auto injetor (Proeminence SIL-
20AC) e um forno para colunas (CTO-10AS/VP) controlado por um mdodulo de
comunicacdo CBM-202. Os dados foram processados pelo software LC-Solution
1.21 (Sjimadzu, Kyoto, Japéao).
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4.3.9.1.2 Determinacao dos niveis de MDA

A avaliacdo da peroxidacéo lipidica foi feita através da quantificacdo do
malonaldeido no soro e nos rins por HPLC-DAD, realizado na Universidade de
S&o Paulo, no departamento de Andlises toxicologicas. Aliquotas de 100 pl de
soro e homogeneizado de rim foram hidrolisadas para liberacdo do MDA e de
proteinas a partir da adicdo de 10 pl de NaOH 4M e incubacéo a 60°C por 30
min sob agitacdo de 100rpm. Ao término da incubagéo, 150 ul de H2SO4 1% (v/v)
foram adicionados e as amostras foram submetidas a vigorosa agitacao por 20
segundos com posterior centrifugacdo a 9.300 g por 10 min. Apds a
centrifugacédo, 175 ul do sobrenadante fram coletados e incubados com 25 ul de
uma solucgéo de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH, 1 mg/ml em HCI 2M). A reacao
de derivatizagc&o ocorreu em temperatura ambiente, ao abrigo de luz durante 30
min. Aliquotas de 50 pl (soro) e 100 ul (homogenato do rim) foram injetadas no
sistema de HPLC-DAD, descrito no item anterior (de Oliveira et al., 2017). A
condicdo cromatogréfica utilizada foi a seguinte: uma Coluna Luna C18
250mmx4,6mm, ID 5 pm (Phenomenex, Torrance, EUA), com uma pré-coluna
C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, EUA) foram eluidas com um
gradiente de agua (Solucado A) e acetonitrila (Solucdo B) ambas suplementadas
com acido acético a 2% v/v, a 30°C, com fluxo de 1ml/min (0-28 min, 10-100%
de B; 28-30 min, 100-20% de B; 30-40 min, 20% de B). O detector de DAD foi

fixado em 306 nm para o monitoramento do produto MDA-DNPH.

4.3.9.2 Avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes

4.3.9.2.1 Determinacédo da atividade de Superéxido Dismutase (SOD)

Aliquotas do soro (30uL) e do homogeneizado de rim (40uL) foram
incubadas com hidroxilamina 0,1 mM, hipoxantina 0,1 mM e xantina oxidase 3,4
x 10-3 U/mL a 37°C, durante trinta minutos, na auséncia de luz. Apds incubacéo,
foi adicionado acido sulfanilico, a-naftilenodiamino e acido acético glacial, sendo
mantidos a temperatura ambiente por vinte minutos. A absorbéancia foi
determinada em espectrofotdbmetro, em comprimento de onda de 550 nm. Os

resultados foram expressos em U/mg de proteina, onde U é compreendida como
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a atividade da enzima capaz de inibir 50% da reag¢do nas condicOes citadas
(Oyanagui, 1984).

4.3.9.2.2 Determinacéo da atividade de catalase (CAT)

O ensaio da catalase, pelo método de Aebi (1984) quantifica a velocidade
de decomposicdo do peroxido de hidrogénio pela propria enzima presente na
amostra. Aliquotas do soro (1ul) e do homogeneizado de rim (2 pl) foram
incubadas em PBS pH 7,4. A reacéo foi iniciada com a adicdo de H202 100 mM,
sendo a absorbancia monitorada durante um minuto. A cinética de
decomposicdo de H20:2 foi calculada utilizando-se o coeficiente de extingéo
molar do mesmo a 240 nm. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina,
onde U corresponde a atividade da enzima que promove a hidrélise de 1 ymol
de H202 por minuto (Aebi, 1984).

4.3.9.2.3 Determinacédo da atividade de Glutationa Peroxidase (Gpx)

A Gpx foi determinada no soro e no rim pelo método de Sinet et al. (1975)
através do monitoramento da absorbancia a 300 nm, a 37°C, de uma mistura
contendo: glutationa reduzida 6 mM, tampéao fosfato 50 mM, pH 7,0, NADPH 1
mM, glutationa redutase 1 Ul e aliquotas do plasma (12 pl) ou do homogeneizado
de rim (20 pl) . Apdés 3 minutos de incubacéo, a reacéo foi iniciada pela adicao
de t-butil-hidroperoxido (0,07 g/mL). A cinética de oxidacdo do NADPH foi
calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar para o mesmo, a 340 nm.
A atividade enzimatica foi calculada em fun¢éo da concentracao de proteina na
amostra (SINET et al.,1975).

4.3.10 Analises histolégicas e morfométricas do rim

Apds a coleta do rim, o 6rgéo foi cortado ao meio (corte sagital), sendo
gue uma das partes foi cortada transversalmente em 3 partes, a por¢éo central

do rim direito apés o corte transversal foi fixada por 24 horas em formalina neutra
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tamponada a 10% (fosfato de sédio monobasico e dibasico). Apds esse periodo,
os tecidos foram tratados com alcool etilico 50% por 30 min e posteriormente foi

armazenado em alcool etilico 70%.

Para o preparo das pecas histologicas, os fragmentos dos rins de
tamanho aproximado de 6 mm foram desidratados em bateria de alcool 70%,
90%, &lcool absoluto (I, 1l e 1lI), xilol I e Il, ficando imersos em cada solucdo
durante 60 minutos. Apds o término da bateria de desidratacdo, as pecas foram
colocadas em cassetes de plastico e levadas para estufa (aproximadamente a

60°C), onde ficaram imersas em parafina histolégica (Dinamica®) overnight.

Para o emblocamento foi utilizada parafina histologica (Dindmica®). Na
microtomia, os cortes foram feitos com espessura de 0,5um e colocados em
laminas de vidro simples sem adesivos. Para evitar a repeticdo das analises nas
mesmas células os cortes foram feitos de modo semi-seriado em intervalos
regulares de 15um.

Antes da coloracdo, as laminas contendo os cortes foram colocas em
estufa a 60°C por uma hora para secagem. Os tecidos foram corados com
hematoxilina e eosina (H.E.) de acordo com o protocolo do Laboratério de
Histologia da Unifal-MG (Anexo D).

As laminas foram analisadas em microscopio de luz e as imagens
capturadas usando um fotomicroscépio Zeiss Scope Al e camera Axio Cam ICc3
Zeiss (Zeiss®, Alemanha) com o software Axio Vision 4.8.

O célculo da area do glomérulo e do corpusculo renal foi feito na objetiva
de 40x. Para tal, foram calculadas as areas de, em média, 150 glomérulos e
corpusculos renais por grupo, totalizando 1800 analises. A area de espaco de
Bowmann foi mensurada pela diferenca da area do corpusculo renal pela area
do glomérulo. Também foi realizado a contagem de celularidade glomerular, em
meédia, foram avaliados 150 glomérulos por grupo, totalizando 1800 contagens.

O nuamero de células por milimetro quadrado do glomérulo foi obtido pela
razdo da celularidade glomerular pela area do glomérulo. Além disso, foram
coletados os diametros de cada glomérulo para o céalculo do volume do
glomérulo, obtido por meio da férmula:

V =(4/3) x 1 b2a

Onde: “a”: diametro maior
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“b”: diametros do glomérulo

As andlises de morfologia quantitativa foram baseadas nos trabalhos de
Mandarim-de-Lacerda e Fernandes-Santos (Fernandes-Santos et al.,, 2013;
Mandarim-De-Lacerda, 2003; Zhou et al, 2019).

Todas as analises foram feitas com o software Image Pro Plus 4.5®
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).

Figura 8 - Métricas utilizadas para avaliacdo da area e dos diametros no software
Image Image Pro Plus 4.5®
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4.3.11 Quantificacdo de metabalitos intracelulares

Para determinacdo dos metabolitos intracelulares, foi realizada a
quantificacdo de AMP, ADP, ATP, arginina, adenosina, argininossuccinato,
asparagina, aspartato, glutamato, glutamina, NAD, nicotinamida, nicotinamida
mononucleotideo (NMN), 2-hidroxiglutarato, lactato, succinato, malato, citrato e
fumarato utilizando o espectrédmetro de massas do tipo lon Trap (amaZon Speed,
Bruker Daltonics) acoplado a UFLC disponivel no Laboratério Multiusuério de
Espectrometria de Massas da FCF USP (LMEM-FCFUSP).

O preparo de amostras foi realizado como descrito por Rahmsn et al.,
(2014) com algumas modificagbes. Aproximadamente 12 mg de tecido renal
foram homogeneizados em 200 ul de agua deionizada, sob banho de gelo. Para
extracdo dos metabdlitos intracelulares, uma aliquota de 20 pl de
homogeneizado foi misturada com 463,4 pl solvente de extracao (solugdo com
40% de acetonitrila, 40% de metanol e 20% de agua) e com o padrdo interno.
Para dosagem das adenosinas (AMP, ADP e ATP) foi utilizado 15 pl de ATP
(*3C10 ®Ns — 500 pmol) como padréo interno. Para dos metabdlitos negativos
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(malato, citrato, lactato, argininosuccinato, fumarato e hidroxiglutarato) foi
utilizado 3,05 pl de acido benzoico (CsHsCOOH- 50 pmol) como padréo interno,
enquanto para 0s metabolitos positivos (arginina, adenosina, asparagina,
aspartato, glutamato, glutamina, NAD, nicotinamida, NMN) 3,02 ul de benzamida
(5 pmol) foi utilizada como padréo interno. As amostras foram homogenizadas
em vortex e centrifugadas por 15 min a 20.000 g. O sobrenadante (450 pl) foi
transferido para um novo tubo e passar pela secagem completa a vacuo. As
amostras foram ressuspensas em 15 pl de agua e centrifugadas por 5 min a
16.000g. Por fim, 6 pl da solucdo final foram injetados no sistema LC-
lon trap MS.

Para determinacdo das adenosinas o equipamento foi programado para
0 modo positivo. As fragmentag0es e energias utilizadas no MRM séo descritas
na Tabela 2. As razdes entre areas (metabdlitos/ ATP 3C10 °Ns) foram utilizadas
para quantificacdo. A seguinte condi¢cdo cromatografica foi utilizada: uma pré-
coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA) cum uma coluna Luna
Omega PS C18 (150 x 2.1 mm i.d., 5.0 ym, 100A Phenomenex) eluida em
gradiente por uma solucdo constituida de 0,01% de acido féormico em agua
(Solucéo A) e 40% de acetonitrila em tampéo acetato de amoénio 10 mM (Solucéo
B) a 35°C, com fluxo 0,700 pL/min (O — 1,5 min, 0-100% de B; 1,5 — 5 min, 100 -
30% de B; 5-6 min, 30-20% de B/ 6-14 min, 20 — 0% de B).

Tabela 2 - Fragmentacdes e tempo de retencao utilizados para quantificacéo de
AMP, ADP e ATP

Metabdlito m/z Fragmento m/z Tempo de retengdo (min)
AMP 348 136 29
ADP 428 136 3.0
ATP 508 410 3.1
ATP marcado 523 425 3.1

(padrao interno)

Fonte: da autora

Para determinacdo dos metabdlitos negativos o equipamento foi
programado para o modo negativo. As fragmentacdes e energias utilizadas no

MRM sé&o descritas na Tabela 3. As razbes entre areas (metabolitos/ acido
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benzoico) foram utlizadas para quantificagdo. A seguinte condicao
cromatografica foi utilizada: uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex,
Torrance, CA) com uma coluna Luna Omega PS C18 (150 x 2.1 mmi.d., 5.0 ym,
100A Phenomenex) eluida em gradiente por uma solucéo constituida de 0,01%
de &cido férmico em agua (Solucdo A) e 40% de acetonitrila em tampé&o acetato
de ambnio 10 mM (Solucéo B) a 35°C, com fluxo 0,450 mL/min (O — 4 min, O-
50% de B; 4— 5 min, 60 -100% de B; 5-5,5 min, 100-2% de B; 5,5-6 min, 2 — 40%
de B; 6 - 15 min, 40 — 2% de B).

Tabela 3 - Fragmentacdes e tempo de retencao utilizado para quantificacédo dos
metabdlitos negativos

Metabdlito m/z Fragmento m/z Tempo de retengdo (min)
2-Hidroxiglutarato 147 128,9 1.7
Lactato 89 N&o houve 15
Succinato 117 N&o houve 2.1
Malato 133 115 15
Citrato 191 111 e 173 2.3
Fumarato 115 71,25 2.8

Fonte: da autora

Para determinacdo dos metabdlitos positivos o equipamento foi
programado para o modo positivo. As razdes entre areas (metabdlitos/
benzamida) foram utilizadas para quantificacdo. A seguinte condicao
cromatografica foi utilizada: uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex,
Torrance, CA) com uma coluna Luna Omega PS C18 (150 x 2.1 mmii.d., 5.0 ym,
100A Phenomenex) eluida em gradiente por uma solucéo constituida de 0,01%
de &cido férmico em agua (Solucdo A) e 40% de acetonitrila em tampéo acetato
de aménio 10 mM (Solugéo B) a 35°C, com fluxo 0,450 mL/min (O — 3 min, O-
20% de B; 3 -6 min, 20 -60% de B; 6-7 min, 60-90% de B; 7-15 min, 90 — 0% de
B).

As fragmentacgdes e energias utilizadas no MRM séo descritas na Tabela
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Tabela 4 - Fragmentacgdes e tempo de retenc¢ao utilizado para quantificagdo dos

metabdlitos positivos.

Metabdlito m/z Fragmento m/z Tempo de retencédo (min)
Asparagina 133 87 1.1
Glutamina 147 130 1.2
Aspartato 134 116 1.6
NAD 664 524 5.4
Glutamato 148 130 1.3
Argininossuccinato 291 273 1.4
Arginina 175 157 1.0
Nicotinamida 123 80 3.6
NMN 335 123 1.6
Adenosina 268 136 5.3
Benzamida (padréo 122 105 6.8
interno)

Fonte: da autora

4.3.12 Andlise estatistica

Para as variaveis quantitativas foi utilizado o teste de T-student. Para a
analise de trés ou mais médias foi utilizado ANOVA e como analise post-hoc foi
utilizado o teste de Tukey. As variaveis continuas foram testadas quanto a sua
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste de comparacédo entre as médias
foi realizado apos a retirada de valores discrepantes (outliers).

Nos testes de Tolerancia oral a Glicose e de Tolerancia a Insulina foi
utilizado o célculo da Area sobre a curva seguido do teste ANOVA para
comparacao das médias da area sobre a curva.

O nivel de significancia estabelecido foi p <0,05 para todas as analises.
Neste trabacho s&o apresentadas as médias e o desvio padrdo de cada
marcador Todas as analises foram realizadas utilizando o software R 4.2.1
(2022) através do R Studio RStudio 2022.02.3+492 (2022) e pacote ExpDes
(Ferreira; Cavalcantl; Nogueira, 2014). Os graficos foram elaborados utilizando

o software GraphPad Prism 8.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir segue a descricdo dos resultados dos ensaios experimentais

adotados neste trabalho.

5.1 SECAGEM E EXTRACAO DO OLEO DE BARU

O peso das sementes de baru antes da secagem na estufa foi de 9,942
kg e ap0Os a secagem, o peso final foi de 9,890, kg, totalizando uma perda de 529
do peso bruto. O processo de extracdo do Oleo das améndoas resultou na

obtencéo de 2,64 litro de 6leo, desta forma o rendimento foi de 26,7 %.

Os métodos empregados para extracdo de biomoléculas normalmente
utilizam o uso de solventes organicos, porém alternativas mais ecologicas foram
desenvolvidas a fim de preservar as biomoléculas. A prensagem mecanica €
considerada um método eficaz para extracdo de compostos derivados de
plantas, como semente, j& que n&o € necessaria a adicdo de nenhum composto
quimico e o 6leo resultante € 100% puro, com suas propriedades originais. A
Unica desvantagem desse processo € o0 baixo rendimento obtido no volume de
Oleo (Kapadia et al., 2022).

5.2 AVALIACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS DO OLEO DE BARU

Como citado anteriormente, os dois Ultimos processo de obtencédo e
coleta do Oleo de baru realizado no trabalho de Cruz et al., (2023) foram
utilizados neste trabalho. Foi realizada a caracterizagdo de uma aliquota a partir
da mistura do 6leo de baru obtido das duas extracdes. A Figura 9 e as Tabelas
5 e 6 apresentam os resultados obtidos na caracteriza¢do de acidos graxos do

6leo de baru.



Figura 9 - Cromatograma obtido da andlise do perfil de 4cidos graxos do 6leo
de baru (Dipteryx alata Vog.)
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Fonte: da autora

Legenda: 1- Palmitico 2- Estearico 3- Oleico 4- Linoleico 5- Araquidico 6- Cis-11-
eicosenoico 7- Alfa linolénico 8- Behénico 9- Erlcico 10- Lignocérico

Tabela 5 - Perfil de &cidos graxos totais (%) do 6leo extraido das
améndoas de baru por prensagem mecanica

Acidos graxos totalizados

Saturado
Monoinsaturado
Poliinsaturado
Omega 3
Omega 6

trans

N.I.

TOTAL

Fonte: da autora

% Area

19.61
51.33
28.52
0.13
28.39
0
0.54
100

9/100g
18.74716
49.07148
27.26512
0.12428
27.14084
0
0.51624
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Tabela 6 - Perfil de acidos graxos especificos do 6leo extraido das
améndoas de baru por prensagem mecanica

Acido Graxo % Area 9/100 g
C 16:0 (Palmitico) 6.31 6.03
C 18:0 (Estearico) 3.94 3.77
C 18: 1 dmega 9 (Oléico) 48.12 46
C 18:2 dbmega 6 (Linoleico) 28.39 27.14
C 20:0 (Araquidico) 1.05 1
C 20:1 émega 9 (Cis-11-eicosenoico) 2.88 2.75
C 18:3 dmega 3 a (Alfa linolénico) 0.13 0.12
C 22:0 (Behénico) 3.48 3.33
C 22:1 dmega 9 (Erucico) 0.33 0.32
Né&o identificado 0.08 0.08
C 24:0 (Lignocérico) 4.83 4.62
Né&o identificado 0.46 0.44
TOTAL 100

Fonte: da autora

A andlise do perfil de acidos graxos do 6leo extraido da améndoa de baru
demonstrou a presenca majoritaria de acidos graxos mono e poliinsaturados,
respectivamente. Entre os acidos graxos monoinsaturados, o acido oleico € o
componente com maior concentracdo, enquanto o &cido linoleico foi o &cido
graxo poliinsaturado predominante. Também foi observado a presenca de acidos
graxos saturados (acido palmitico), em uma menor proporcdo, seguido pelos
acidos lignoceérico, estearico, behénico e araquidico (Tabelas 5 e 6).

Os resultados obtidos a cerca da composicao de acidos graxos presentes
no 6leo de baru neste trabalho corroboram com achados de outros autores, como
Schincaglia et al., (2020) e Lemos (2012). A predominéancia dos acidos graxos
insaturados no Oleo de baru, indica um possivel potencial dietoterapico,
considerando os efeitos benéficos da ingestédo deste tipo de gordura. Os PUFAs
podem atuar como antioxidantes regulando a via de sinalizacdo antioxidante

como também modular processos inflamatorios. A deficiéncia de acidos graxos
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essenciais raramente foi descrita em humanos, porém a baixa ingestéo contribui
o desenvolvimento de doencas como dermatite, hipertensao renal, distlrbios da
atividade mitocondrial, doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2,
desenvolvimento cerebral prejudicado, artrite, depressdo e diminuicdo da
resisténcia do corpo a infecgéo (Djuricic; Calder, 2021).

As condicbes de processamento e armazenamento desempenham um
papel critico na preservacédo da qualidade do 6leo. A exposicao de 6leos vegetais
a temperaturas mais elevadas, umidade e luz pode acelerar o processo de
hidrolise da gordura levando a formacdo de acidos graxos livres (Shen et al.,
2021). Assim a qualidade no processamento da matéria prima, assim como o
produto final é importante para aplicagdo do 6leo na industria alimenticia e

farmacéutica.

A caracterizacdo completa do 6leo de baru, extraido por prensagem a frio,
assim como a avaliagédo da sua qualidade foi realizada por (Paulo et al., 2023),
demostrou baixos niveis de acidos graxos livres e baixa acidez. O perfil de acidos
graxos totais foi menor na propor¢cdo MUFAS/PUFAS em relagéo ao obtido em
nosso trabalho, porém a predominancia de &cido oleico e acido linoleico foi

semelhante.

5.3. ENSAIO BIOLOGICO

Tendo em vista os resultados obtidos no protocolo piloto, principalmente
em relacdo aos marcadores bioguimicos de lesdo renal ndo alterados pelo
diabetes durante o protocolo de 60 dias (Cruz et al., 2023), o grupo de pesquisa
optou por alterar o tempo de tratamento e aumentar o intervalo entre as doses

do 6leo de baru. Segue abaixo os resultados do protocolo experimental.

5.3.1 Inducéo do diabetes mellitus do tipo 2

Os dados obtidos no ensaio piloto demonstraram que antes da
administracdo de estreptozotocina, as médias da glicemia do grupo controle e
diabético foram, respectivamente, de 129,6 mg/dL + 8,84 e 127,2 mg/dL + 8,10,

ndo apresentando diferenca estatistica entre os grupos (p= 0,1848). J4 apos a
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administracdo de uma dose baixa de STZ, verificou-se que a média glicémica
dos animais pertencentes ao grupo controle foi de 113,1 mg/dL + 8,91 e do grupo

diabético foi de 425.3 mg/dL £ 70,91(p<0,001).

Os graficos 1 e 2 apresentam as glicemias aferidas antes e apos a
administracdo da STZ.

Gréfico 1 - Glicemias casuais dos animais Gréafico 2 - Glicemias casuais dos animais
pertencentes ao grupo pertencentes ao grupo controle e
controle e diabético antes da diabético apos da administracao
administragéo de STZ. de STZ.
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O desenvolvimento da resisténcia a insulina e do quadro de pré-diabetes
esta altamente relacionado com os indices de obesidade e sobrepeso na
populacado, principalmente nos jovens e adolescentes (Aras; Tchang; Pape,
2021). De acordo com a IFD (2021), cerca de 240 milhdes de pessoas vivem
com o diabetes ndo diagnosticado, devido a falha no diagndstico precoce do pré-
diabetes e nas ac¢des de prevencao do desenvolvimento do diabetes e das suas
complicacBes. Os estagios iniciais do desenvolvimento do DM2 podem ser até
reversiveis de acordo com a mudanca no estilo de vida e uso de fitoterapicos
capazes de controlar o nivel glicémico, dessa forma a padronizacdo de modelos
de resisténcia a insulina e DM2 em roedores é essencial, porém dificil de ser
aplicada nos trabalhos cientificos (Preciado-Saldafia et al., 2023).

O protocolo de indugcéo de DM neste trabalho, resultou na glicemia casual

dos animais diabéticos superior que os animais saudaveis, assim foi possivel

verificar que o protocolo foi efetivo na indugao do diabetes.
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5.3.2 Monitoramento do peso e consumo de agua e ragédo

Durante o periodo de inducéo e tratamento, realizou-se o monitoramento
do peso dos animais e do consumo de agua e racao. A tabela abaixo representa
as médias dos pesos dos animais no inicio do protocolo de inducdo e o gréfico
3 representa a média dos pesos obtidos em cada semana durante todo periodo

de experimentacao (4 meses).



Tabela 7 - Média dos pesos dos animais no inicio do protocolo de inducao (1° semana)
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CA CO 0.75 CO 15 CO 3.0 DMA DMO DMO 1.5 DMO DM MET DM MO 1.5 DM GLI DM GO 1.5
0.75 3.0
Peso 1711+ 163 % 1648+ 1488+ 142.7 158.8 + 144.8 + 150 + 147 + 1445 +10.9% 1431+ 146.1
Semana 1 19.192 27.122 29.66% 30.682 9.252 36.5¢ 30.42 11.69* 11.022 9.322 10.472
Peso 2727+ 2719% 2706+ 2769+ 250.1% 266.3 2513 % 250 £ 2448 * 256.4 * 264 + 259 + 20.412
Semana 4 36.41% 27.382 20.262 40.44%2 47.942 40.952 35.632 11.022  20.68% 20.022 21.342

Legenda: Os resultados representam a média + desvio padrdo do peso na primeira semana do protocolo experimental. Letras iguais na mesma linha, para
resultados estatisticamente iguais pelo teste de Tukey. O niumero de animais (n) de cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

Gréfico 3 - Evolucao dos pesos dos animais ao longo do periodo de inducédo e tratamento.
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Legenda: Os resultados representam a média + desvio padrdo do peso na primeira semana do protocolo experimental. Letras iguais para resultados
estatisticamente iguais pelo teste de Tukey. O nimero de animais (n) para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).
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No inicio do protocolo, os animais dos grupos controles (n=32) tinham em
média 196,4 + 28,3 gramas, enquanto no final do protocolo, com 90 dias eles
pesavam em meédia 378,2 £ 37,7 gramas. Esses dados demonstram um ganho
meédio de peso de 181,8 gramas, representando um aumento de 92,56 % no
peso corporal final dos animais. Ja os animais dos grupos diabéticos (n=64)
apresentavam peso inicial de 177,5 = 26,4 gramas e no final de 283,4 + 29,18
gramas, representando aumento de 105,9 gramas, ou seja, 59,66 % do peso

corporal.

Ao avaliar a evolucdo dos pesos dos animais dos grupos diabético e
controle, verifica-se que até a quarta semana, ambos grupos tém um ganho de
peso semelhante, ndo havendo diferenca entre eles, porém na quinta semana €
notério a diferenca dos pesos entre 0s grupos controles e diabéticos (p<0,001).
Na quarta semana, antes da administracédo de STZ, verifica-se que a igualdade
do peso entre os diferentes grupos experimentais (p>0,05).

No decorrer da aplicacdo desse protocolo, realizamos o
acompanhamento do peso corporal durante 18 semanas, onde € possivel notar
que os animais diabéticos, apés o periodo de inducao e instalacao do diabetes
(a partir da sétima semana), apresentaram uma elevacdo discreta no peso

corporal ao longo do tratamento.

De acordo com o protocolo seguido por Correia Santos e colaboradores
(2012), apos o processo de inducdo o grupo diabético manteve o peso inicial e
0 grupo controle manteve a progressdo no ganho de peso, sem diferenca
estatistica entre os dois. Porém, eles avaliaram o peso somente até 20 dias ap0s
ainducao, periodo menor comparado aos registros deste estudo. Ja no protocolo
de inducdo adotado por Guex et al., (2019), com dieta hiperlipidica (70% gordura)
e administracdo de STZ (35mg/kg) na quarta semana, demostrou que a diferenca
de peso entre animais diabéticos e saudaveis se mantem até a 18° semana,
apos a instalagcéao do diabetes. Mesmo com a oferta de uma dieta com percentual
de gordura mais alto, os animais diabéticos permaneceram com 0 peso corporal

menor que os anilais saudaveis.

A administracdo de STZ e a instalacdo do DM levou a perda de massa

dos animais dos grupos diabéticos, impedindo a evolugdo do ganho de peso
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corporal neste trabalhado, semelhante ao protocolo de 60 dias adotado por Cruz
et al.,, (2023). Estes resultados podem estar associados a acdo da
estreptozotocina. E conhecido que baixas doses de estreptozotocina pode
diminuir os niveis de insulina por destruir parcialmente as células beta, o que
contribui para elevagdo da glicemia. A instalagdo do diabetes altera o
metabolismo de lipidios, além de elevar do catabolismo proteico, gerando a
perda de peso (Guex et al., 2019; SALES et al., 2011).

O gréfico 4 representa a média dos pesos dos animais nas duas ultimas
semanas do periodo final do tratamento.

Grafico 4 - Média do peso final dos animais controles e diabéticos no final do
tratamento (semana 18)
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Legenda: CA= controle 4gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético 6leo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e 6leo 1,5
g/kg. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,001)
pelo teste de Tukey. O nimero de animais (n) para cada grupo variou entre seis (6) e
oito (8).

De acordo com o Grafico 4, a ingestao do 6leo de baru, em todas as doses
administradas nos animais saudaveis, nao apresentou houve diferenca
estatistica (p=0,65) entre os grupos tratados com o 6leo e o grupo tratado com
agua (CA). Isso também é observado entre os animais diabéticos tratados com

agua e os animais que receberam o dleo (p>0,05). Contudo entre os animais

saudaveis e diabéticos, observa que os grupos controles apresentaram o peso
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estatisticamente maior que os animais diabéticos (p<0,001). O tratamento com
0s hipoglicemiantes administrados separadamente ou em combinagcdo com o
0leo na dose de 1.5 g/kg nao diferiram entre si, sendo semelhante aos animais
do grupo DMA.

Em relacdo ao efeito da ingestdo do 6leo de baru no peso dos animais
saudaveis nos dois protocolos adotados, os resultados de peso final indicam que
nenhuma das doses do 6leo de baru foi capaz de alterar a massa corporal destes
animais. Considerando que o acido oleico estimula a saciedade pela liberacdo
GLP-1 e producdo de oleoiletanolamida (OEA) (Clara; Langhans; Mansouri,
2016; Igarashi et al., 2023), era esperado uma reducao do peso nos animais
controles tratados com o Gleo. Semelhante ao observado por este estudo, o
tratamento de animais saudaveis com um coquetel de acido succinico e o acido
oleico também n&o apresentou queda no peso dos animais controles na sétima

semana de tratamento (Lattibeaudiere; Alexander-Lindo, 2022).

A administracdo do 6leo de baru e dos farmacos utilizados neste estudo
nos animais diabéticos, no protocolo de 60 e 90 dias, ndo apresentou um efeito
protetor em relacdo a perda de peso ocasionada pela instalagcdo do DM. O grupo
diabético tratado com a maior dose do 6leo apresentou uma tendéncia no ganho
de massa corporal, mas sem significado estatistico. No trabalho de Abbas e
Salem (2018), a metformina (200 mg/kg) também néo alterou o peso dos animais
diabéticos durante as 8 semanas de tratamento ap6s a administracdo da
estreptozotocina, sendo que 0 peso entre animais diabéticos com e sem
tratamento permaneceu semelhante durante esse periodo. Conforme o resultado
obtido pela metformina, o tratamento com glicazida (10mg/kg) em modelos
animais com nefropatia diabética durante 8 semanas, também né&o alterou o peso
corporal dos animais tratados em relacdo ao grupo diabético agua, demostrando
gue esses medicamentos ndo auxiliaram na prevencao da perda de peso em

modelos de animais com DM (Safar; Abdelsalam, 2017).

Além do monitoramento do peso, o consumo de ragéo foi estimado com o
controle do peso da ragao ofertada. Durante o protocolo de indug&o do diabetes,
foi ofertado aos animais do grupo diabético uma racédo hiperlipidica caseira

enguanto os animais do grupo controle receberam racdo comercial. No inicio do



61

protocolo de indugdo, enquanto era ofertada a racao hiperlipidica, o consumo de
racdo desses foi em média 16,98 + 1,85 gramas de racao/rato/dia, e do grupo
controle foi 23,35 + 1,48 gramas de ragao/rato/dia, (p<0,001).

O Grafico 5 contém as médias da estimativa do consumo de racédo de

cada grupo durante o tratamento (periodo final de tratamento).

Grafico 5 - Estimativa do consumo de racdo em gramas/rato/dia dos animais
diabéticos e controle nas trés ultimas semanas de tratamento.
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Legenda: CA= controle &gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e 6leo 1,5
g/kg. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,001)
pelo teste de Tukey. O nimero de animais (n) para cada grupo variou entre seis (6) e
oito (8).

Em relacdo ao periodo de tratamento dos animais, verifica-se que o
consumo de racao nao apresentou diferenca entre os animais controles tratados
com agua e 0s grupos que receberam 6leo nas doses de 0,75 g/kg e 1,5 g/kg
(p>0,99). Entretanto o grupo que recebeu a maior dose do 6leo teve a média do
consumo diario de racdo estatisticamente menor que o grupo CA (p=0,0052).

Os animais diabéticos (DMA) apresentaram 0 consumo maior de racdo
em relacdo aos animais saudaveis (CA), um sinal ja esperado por se tratar de
um sintoma classico no diabetes, semelhante a outras observagbes com o

controle de racdo (Ahad et al., 2014; Correia-Santos et al., 2012). Os animais
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tratados com a menor dose do 6leo e com os hipoglicemiantes metformina e
gliclazida isoladamente, apresentaram a estimativa de consumo diario de racdo
estatisticamente igual ao grupo DMA (p=0,097).

O grupo DMO 1,5 apresentou reducdo na ingestdo de racdo, sendo
estatisticamente igual aos grupos DMO 3.0, DM MET, DMMO 1.5 e ao DMGO
1.5. O grafico 6 evidencia que 0s grupos que apresentaram menor polifagia
foram o DMO 3.0, DMMO 1.5 e DMGO 1.5.

Os modelos de inducdo do DM2 envolvem em sua maioria a oferta de
uma dieta hipercalérica e hiperlipidica a fim de simular os mal habitos
alimentares presente no desenvolvimento natural do diabetes, em uma tentativa
de levar a desregulagdo metabdlica como a hiperinsulinemia, além do ganho de
peso (Correia-Santos et al., 2012; Skovsg, 2014). Durante o periodo de oferta
da racao hiperlipidica, a estimativa do consumo médio de racdo dos animais
diabéticos foi menor que o controle, mas isso ndo afetou o peso corporal até a
quarta semana (administragdo STZ), como pode ser observado no grafico 3.

A dieta hiperlipidica, por possuir uma densidade cal6rica maior que a
ragdo comercial, provocou uma maior saciedade, tendo em vista que os lipideos
possuem essa capacidade, pois estimulam a liberacdo de colecistoquina
(Correia-Santos et al., 2012). O menor consumo de racdo também foi observado
no estudo de Afane et al., (2018), Correia Santos et al., (2012) e Preciado-
Saldafa et al., (2023).

Durante o periodo de tratamento dos animais, a estimativa ho consumo
de racdo entre 0s animais controles demostrou que a maior dose do 6leo de baru
foi capaz de reduzir significativamente a ingestdo de racao (p=0,0052). Esse
dado sugere que na dose de 3,0 mg/kg, o Oleo foi capaz de aumentar a
saciedade, uma vez que a quantidade e o tipo de acido graxo modulam a
liberagdo de peptideos e hormonios gastrointestinais (Camilleri, 2019). Como
citado anteriormente, apesar de néo ter sido observada a redu¢do no peso ao
comparar 0s controles que receberam agua e 0leo, a acdo do 6leo sobre a
saciedade no grupo CO 3.0 foi presente nos periodos finais de tratamento. A

densidade calorica da administracao do 6leo de baru somada ao consumo diario
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de racéo desses animais, podem ter se igualado aos demais animais controles,
impedindo a redug&o do peso corpora no grupo CO 3.0.

O efeito do 6leo de baru na alimentacao dos animais diabéticos apresenta
uma tendéncia na diminui¢céo da ingestao da racéo de acordo com o aumento da
dose do 6leo, ja que o grupo que recebeu 6leo na dose de 1,5 g/kg e 3,0g/kg
apresentaram menor consumo de ra¢do quando comparado ao grupo DMA. No
protocolo de 60 dias adotado por Cruz et al., (2023), o efeito 6leo de baru sobre
a ingestao de ragao comeca a ser diferenciada do grupo DMA a partir da dose
1.0 g/kg.

O gréfico 13 evidencia que 0s grupos que apresentaram menor polifagia
foram o DMO 3.0, DMMO 1.5 e DMGO 1.5, e quando estes foram comparados
com 0s grupos tratados apenas com o0s hipoglicemiantes, verificou-se uma
possivel sinergia entre o 6leo e os medicamentos testados. Esse efeito sinérgico
também foi observado nos estudos de Sekar et al., (2019) e Mourya et al., (2018)
que avaliaram a mangiferina e o &cido ursélico em combinacdo com a
metformina e a gliclazida. No entanto, nesses estudos o tempo de tratamento foi
inferior, sendo de 28 e 30 dias, respectivamente. No estudo de Khadke et al.,
(2020), o tratamento de ratos wistar diabéticos durante 90 dias com o 6leo de
linhagca e de peixe, ambos associados com hipoglicemiantes oral, levou a
reducdo no consumo de racdo apenas ao grupo tratado com 6éleo de linhaca em
combinac¢éo com a glibenclamida.

A estimativa do consumo médio de agua antes da administracéo da STZ
do grupo diabético (n= 64) foi de 32,17 + 1,22 ml/rato/dia e o grupo controle
(n=32) 36.88 + 4.40 ml/rato/dia (p=0.6145). Apés o protocolo de inducéo, a média
da ingestédo de agua do grupo diabético foi de 96,7 + 18,81 ml/rato/dia, contra o
grupo controle com 26,87 + 1,02 ml/rato/dia, evidenciando um aumento
significativo (p<0,0001) no consumo de agua.

O gréafico 6 apresenta a estimativa do consumo de agua (ml/rato/dia) dos

grupos controles e diabéticos no periodo final do tratamento.
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Gréfico 6 - Estimativa do consumo de agua (ml/rato/dia) p6s indugéo, dos grupos
controles e diabéticos nas ultimas semanas do tratamento.
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Legenda: CA= controle agua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle 6leo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle ¢éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético 6leo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e 6leo 1,5
g/kg. Letras diferentes ha mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,001)
pelo teste de Tukey. O nimero de animais (n) para cada grupo variou entre seis (6) e
oito (8).

De acordo com os resultados apresentados acima, verifica-se que o grupo
controle tratado com agua apresentou consumo igual aos grupos controles
tratados com as diferentes doses do 6leo. Sendo que o consumo do grupo
controle tratado com agua nao apresentou diferenca estatistica em relacdo aos
animais diabéticos tratados com metformina e 6leo na dose de 1,5g/kg (p=0.06).

O grupo DMA apresentou consumo diario de agua de 117,4 %8,59
ml/rato/dia, enquanto os grupos DM 1,5 e DM 3,0 tiveram o consumo médio
diario de agua em 97,5 = 10,76 ml/rato/dia e 79,38 + 17,81 ml/rato/dia
respectivamente, representando uma queda de 16,9% e 32,3% respectivamente,
em relagcdo ao grupo DMA. De acordo com esses dados pode-se deduzir que
Oleo de baru na dose de 1,5 g/kg e 3,0 g/kg, levou a reducéo da polidipsia em
relacdo ao grupo tratado com 0,75 g/kg de Oleo e ao grupo tratado com agua
(p<0,001).

Entre as trés doses de 06leo testadas, € importante observar a dose

mediana, de 1,5g/kg foi igual estatisticamente aos grupos que receberam os
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hipoglicemiantes isoladamente, indicando que para o consumo de 4gua, esta
dose atingiu 0 mesmo efeito da metformina e gliclazida.

O tratamento com o 6leo na dose de 3,0g/kg reduziu 0 consumo de agua
em relacdo aos animais diabéticos sem tratamento, apresentando média
estatisticamente menor ao grupo tratado apenas com metformina e gliclazida.
Além disso ele também reduziu o consumo de agua nos animais diabéticos
comparados com o grupo DMO 1,5.

O grupo DM MO 1,5 apresentou consumo meédio diario de agua de 63,23
+ 8,13 ml/rato/dia, representando uma queda de 46,2% em relacdo ao grupo
DMA. J4 o grupo DM GO 1,5 reduziu o consumo de 4gua nos animais diabéticos
comparado com o0 grupo que recebeu apenas a gliclazida. A associacao do 6leo
de baru com os hipoglicemiantes contribuiu significativamente para atenuacao
da polidipsia nos animais diabéticos, potencializando o efeito observado com a
administracdo dos hipoglicemiantes, como também do 6leo de maneira isolada.

Um sintoma comum presente no diabetes € a polidipsia, recorrente a um
estado de hiper-osmolaridade que se da em razdo dos altos niveis de glicose
circulante, que faz a agua passar do meio intracelular para o extracelular, na
tentativa de manter o equilibrio osmético (Lerco et al., 2003).

No modelo de inducéo de resisténcia a insulina realizado por Preciado-
Saldafia et al., (2023), a ingestédo de agua entre controles e animais pré-diabético
comeca a diferir a partir do quarto dia apos administracdo de STZ, onde 0s niveis
glicémicos comegcam a sofrer altera¢des. O tratamento de animais diabéticos
com curcuma (300mg/kg) foi capaz de reduzir 62,2% o consumo diario de agua,
associado ao controle glicémico obtido pelo tratamento apés 12 semanas de
inducao (Tu et al., 2019).

No estudo de Khadke et al., (2020) que avaliou o efeito sinérgico de acidos
graxos Omega-3 e droga hipoglicemiante oral na normalizacdo lipidica, o
consumo de agua e ragdo aumentou (p < 0,001) nos ratos diabéticos em relacédo
aos ratos controles saudaveis, semelhante ao encontrado neste estudo. A
associacao do 6leo de linhaca e o 6leo de peixe com a glibenclamida levou a
reducao de 58,95% do consumo hidrico.
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Sendo assim, nossos resultados sugerem que o efeito do 6éleo de baru
sobre o consumo de &gua pode estar relacionado a uma possivel agdo

hipoglicemiante do mesmo.

5.3.3 Teste de tolerancia oral a glicose

O TTOG é um teste simples, amplamente utilizado na pratica clinica para
o diagnastico de intolerancia a glicose e diabetes tipo 2 (SBD, 2023). Este teste
fornece indicios da progressdo da intolerancia a glicose a partir do
monitoramento dos niveis plasmaticos de glicose apds uma sobrecarga da
mesma (Ernsberger, Koletsky, 2012).

O TTOG foi realizado a fim de verificar se o tratamento com o 6leo de baru
foi capaz de alterar a responsividade do organismo frente a administracédo de
uma solucéo de glicose. Os gréaficos abaixo demostram a média glicémica de
cada ponto e a area sob a curva de cada grupo.

Grafico 7 - Média ponto a ponto das curvas glicémicas do TTOG
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Fonte: Do autor

Legenda: CA= controle 4gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético 6leo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
g/kg. Médias glicémicas + DP.
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Graéfico 8 - Area sob a curva das curvas glicémicas do TTOG
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Legenda: CA= controle &gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
o/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e 6leo 1,5
g/kg. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,001)
pelo teste de Tukey. O nimero de animais (n) para cada grupo variou entre seis (6) e
oito (8).

Ao analisar as médias glicémicas dos animais controles, verifica-se que
nado houve diferenca significativa entre os controles tratados com 6leo e o grupo
tradado com agua, demostrando que o tratamento do 6leo de baru néo alterou
0s niveis glicémicos de animais saudaveis quando expostos a sobrecarga de
glicose (p>0,09).

Quanto aos animais diabéticos, todos 0s grupos apresentaram area sob
a curva (AUC) superior ao grupo controle, semelhante ao encontrado no estudo
de Fujimoto et al., (2010), onde a AUC foi maior nos animais alimentados com
a racdo hiperlipidica, em relagdo aos animais que receberam dieta padréo
(saudaveis). Alem disso, Khadke et al., (2020) realizaram o teste de tolerancia a
glicose intraperitoneal (IPGTT) e encontraram que 0s niveis de glicose foram
superiores nos animais diabéticos quando comparados aos animais saudaveis,
assim como neste estudo. No modelo de resisténcia a insulina induzido por

Preciado-Saldafia et al., (2023), os picos glicémicos também ocorreram 30
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minutos apds a sobrecarga de glicose, e a AUC do grupo induzido ao DM2 foi
semelhante aos grupos diabéticos obtidos neste trabalho.

Todos os grupos diabéticos tratados com 6leo de baru apresentaram uma
gueda na area sob a curva em relacdo ao grupo DMA (sem tratamento) que
apresentou AUC de 60.385+1.655 (p<0,001). Além disso, verificou-se que 0s
animais tratados com 6leo na dose de 3g/Kg de peso corporal apresentaram
menor area sob a curva (52138t 2966), se diferenciando significativamente dos
animais diabéticos tratados com o0leo nas doses de 0,75g/kg e 1,5g/kg que
apresentaram area sob a curva de 55.320+1.950 e 58.347+ 1.699
respectivamente.

Vale destacar que, diferente dos resultados do consumo de agua e ragao,
onde houve uma proporcao no aumento da dose e consequentemente, elevacao
dos efeitos do 6leo sobre os parametros citados, no TTOG néo foi observado o
melhor efeito na curva glicémica dos animais tratados com 1,5 g/kg em relacao
aos animais que receberam 0,75 g/kg do 6leo de baru, j& que o grupo DMO 1,5
g/kg obteve a AUC maior que o grupo DMO 0,75.

A implementacéo do 6leo de linhaca na dieta de ratos diabéticos durante
16 semanas foi capaz de diminuir a AUC de glicose em 64% em comparacao
aos animais diabéticos que receberam apenas uma dieta hiperlipidica rico em
gordura saturada. Os efeitos dos &cidos graxos insaturados do 6leo da linhaca
sobre a homeostase da glicose foram associados com a reduc¢éo de citocinas
inflamatérias e com a ativacdo de GPR 120 (receptor acoplado a proteina G
sensivel a lipideos) e subsequente liberacdo do GLP-1 (Moura-Assis et al.,
2018).

A metformina de forma isolada apresentou AUC de 43.410 + 3.519, esse
valor corresponde a uma queda de 28,11% em relagdo ao grupo DMA. Além
disso, esse hipoglicemiante apresentou uma AUC menor quando comparado aos
grupos tratados com 6leo nas diferentes doses (p<0,001). Enquanto a gliclazida
administrada isoladamente apresentou AUC estatisticamente igual ao grupo
diabético tratado com oleo na dose de 0,75g/kg (p>0,900).

Considerando essas diferencas na AUC dos animais tratados somente
com o 6leo, ha indicios do efeito benéfico do 6leo de baru, porém, ndo é possivel

afirmar que essa melhor responsividade a sobrecarga de glicose seja suficiente
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para atingir o controle glicémico capaz de reduzir os danos causados pela
hiperglicemia. Dessa forma a associacdo do 6leo com os hipoglicemiantes é
interessante, visando o somatorio dos efeitos de cada substancia.

Quanto a administracdo da metformina associada ao 6leo na dose de 1,5
g/kg, verificou-se uma AUC de 38.355 + 3.865, que representa uma queda de
36,48% em relacao ao grupo DMA. Além disso, sua associagcdo com o 0leo teve
melhor efeito na AUC do TTOG em relacéo a todos os outros grupos de animais
diabéticos, indicando um possivel efeito sinérgico entre o 6leo e a metformina.
Ja a associacdo do 6leo de baru com a gliclazida, foi capaz de causar uma
reducao significativa na AUC, sendo estatisticamente igual ao grupo tratado com
Oleo na dose de 3,0g/kg.

Os dados apresentados até aqui, demostram um indicio no efeito
hipoglicemiante do 6leo de baru, porém esse efeito é mais bem observado nos
grupos onde houve a coadministracao dos antidiabéticos com o 6leo. O grupo
DM MO 1.5, apresentou a maior queda na AUC em relagdo aos demais grupos,
demostrando uma possivel potencializacdo na acdo da metformina quando

administrada em conjunto com o 6leo na dose de 1.5 g/kg.

5.3.4 Teste de tolerancia a insulina

O TTI se trata de um método para avaliacdo da sensibilidade a insulina
por meio da diminuicdo dos niveis de glicose apos a administracdo de insulina.
A AUC obtida a partir da curva glicémica é usada como indicador dessa
sensibilidade, assim, quanto maior a AUC, menor € a capacidade do tecido
responder a insulina (Antunes et al., 2016).

O TTI foi realizado a fim de avaliar a responsividade dos niveis glicémicos
dos animais frente a administracao de insulina. Os graficos 9 e 10 representam
os resultados da curva glicémica e area sob a curva do TTI dos grupos

experimentais.
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Gréfico 9 - Média ponto a ponto das curvas glicémicas do TTI
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Legenda: CA= controle agua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle 6leo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético 6leo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e 6leo 1,5
o/kg. Médias glicémicas + DP.

Grafico 10 - Area sob a curva das curvas glicEmicas dos grupos experimentais
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Legenda: CA= controle 4gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético ¢leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
g/kg. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (P < 0,001)
pelo teste de Tukey. O nimero de animais (n) para cada grupo variou entre seis (6) e
oito (8).
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No gréfico 9, tem-se representado as curvas do TTIl, com cada ponto
representando as meédias dos valores glicémicos em cada tempo, ja no gréfico
18 tem-se as areas sob a curva de cada grupo. Nota-se que néo houve diferenca
significativa entre as curvas do grupo controle (p>0,05). No entanto, ao comparar
as curvas dos animais diabéticos, é evidente a diferenca significativa entre os
animais tratados com o 6leo e o grupo tratado com agua (p<0,001). Como
observado nos estudos de (Moura-Assis et al., 2018) todos os grupos diabéticos
apresentaram menor capacidade tecidual em responder a insulina quando
comparados ao grupo controle, visto que, 0s animais diabéticos tiveram valores
de AUC maiores, caracteristico do quadro de resisténcia a insulina no DM2.

Com base nos resultados da AUC, verifica-se que 0s grupos que
receberam o 6leo de baru nas trés distintas doses, apresentaram AUC menores
que o grupo DMA, sugerindo que o 6leo pode ser capaz de aumentar a
sensibilidade a insulina nos tecidos dos animais diabéticos, ou seja, a
administracédo do 6leo contribuiu para que os animais tratados (DMO 0.75, DMO
1.5 e DMO 3.0) apresentassem maior capacidade de responder a insulina
guando comparados aos animais diabéticos tratados com agua.

O DMO 0,75 e DMOL1.5 foram estatisticamente iguais, apresentando AUC
de 19.942+ 2.455 e 21.219+1.520 respectivamente. Ja o DMO 3.0 foi o grupo
com menor AUC em relacdo os grupos tratados com 6leo, representando uma
queda de 33,45% da AUC em relacdo ao DMA (p<0,001). Além disso, o grupo
DMO3,0 foi estatisticamente igual ao grupo DMGO 1.5 (p>0.99), demostrando
que para o TTIl, a maior dose do 6leo foi capaz de resultar no mesmo efeito obtido
pela combinacdo do 6leo em média dosagem com a gliclazida.

Em relagdo aos grupos que receberam metformina, nota-se que nao
houve diferenca estatistica entre os animais que receberam este farmaco isolado
e associado com o 6leo, diferente do que foi observado no TTOG (p= 0,2528).
Além disso, ambos grupos também apresentaram AUC estatisticamente igual ao
grupo DM GLI (p>0,08), demostrando que ambos o0s medicamentos
apresentaram o mesmo efeito em relacdo a responsividade a insulina que foi
administrada. Assim, os grupos DM MET, DM MOL1.5 e DM GLI, apresentaram
menor AUC gquando comparados com os DMO 0.75 e DMO 1.5, entretanto,
obtiveram AUC maior que os grupos DMO 3.0 e DMGO 1.5.
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A metformina € o agente antidiabético oral mais amplamente prescrito no
tratamento do DM2, tendo como principal efeito a redu¢éo da producgéo hepatica
de glicose (Meng et al., 2015). Semelhante aos nossos resultados obtidos no
TTl e TTOG, o estudo de Grycel et al,(2019) o tratamento com a metformina na
dose de 300 mg/kg durante 8 semanas, levou a reducao significativa dos indices
glicémicos nos testes de TTOG e TTI nos animais com sindrome metabdlica. De
acordo com os autores, a metformina foi capaz de restaurar os niveis de insulina
dos animais diabéticos e com isso aumentar a tolerancia a glicose e a insulina.

De acordo com as curvas glicémicas observadas do grafico 12, verifica-
se uma maior distancia dos pontos glicémicos durante a realizacdo do TTI. Na
AUC, fica evidente a agdo dos hipoglicemiantes no teste, em que os grupos DM
MET e DM GLI, reduziram significativamente a AUC em relacédo ao grupo DMA,
como também ao Grupo DMO 3.0 (p<0.001).

Vale ressaltar que diferente do observado no TTOG, em que a
coadministracao do 6leo com a metformina evidenciou o efeito sobre as médias
glicémicas, no TIlI é evidenciado o sinergismo do 6leo com a gliclazida. A
metformina e a gliclazida possuem mecanismos de acles diferentes, o que
contribuiu para a diferenca nos resultados obtidos no TTOG e TTI. Enquanto a
metformina melhora a sensibilidade periférica a insulina pelo aumento da
captacao de glicose (Horakova et al., 2019), a gliclazida estimula a secrecédo de
insulina pelas células B pancreaticas, através da abertura dos canais de calcio
(Mafra, 2019).

O trabalho de Cruz et al., (2023) avaliou o poder insulinotropico do 6leo
de baru em modelos de animais com DM2 através da imunomarcacao de insulina
no pancreas desses animais. Os autores demostraram que o tratamento com o
Oleo de baru na dose de 1.5 g/kg durante 60 dias, aumentou as areas marcadas
com insulina em relagdo aos animais sem tratamento, indicando que o Oleo
auxiliou na liberacéo deste hormonio.

Considerando o mecanismo de a¢éo da gliclazida e a diferenca estatistica
na AUC entre os grupos DM GLI e DMGO 1.5 no TTI, pode-se afirmar que o 0leo
de baru intensificou ainda mais a liberacdo de insulina, pelas células beta, junto
com a gliclazida, o que contribuiu para maior reducéo da glicemia do grupo

DMGO 1.5 no TTI. Esses resultados reforcam que a acdo do 6leo de baru no
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controle glicémico de animais diabéticos esté relacionada a inducédo de liberacéo
de insulina.

5.3.5 Avaliagdo do tratamento do 6leo de baru / farmaco sobre os
marcadores bioquimicos

No presente estudo foi avaliado se o tratamento do 6leo de baru era capaz
de alterar os niveis glicémicos e o indice de glicacdo das proteinas dos animais
diabéticos. O grafico 11 apresenta os niveis de glicose sérica no soro dos

animais.

Grafico 11 - Glicose sérica dos animais apos 8h de jejum
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Legenda: CA= controle &gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético 4gua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético 6leo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Meédia + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O ndmero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

Como esperado, a glicemia dos animais dos grupos diabéticos foi
significativamente maior em relagdo aos animais dos grupos controle (p<0.001).
O Grupo CA apresentou meédia glicémica de 154.9+ 15.18 mg/dl, enquanto o
DMA teve 590.0 + 79.82 mg/dl. Nos animais controles, é possivel notar uma
tendéncia na elevacédo da glicemia em jejum, de acordo com o aumento da dose

do Oleo administrada, mas sem significado estatistico.
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Em relag&o aos animais diabéticos, ndo houve diferenca significativa entre
0s animais tratados com a menor dose do 6leo e os animais tratados com agua
(p= 0,1156). O grupo DMO 0,75 apresenta uma tendéncia na diminuicdo dos
niveis glicémicos, ja que ele apresentou semelhanca com o0s animais que
receberam dosagens maiores do Oleo de baru, como também dos animais
tratados com gliclazida.

Os valores de glicemia em jejum do grupo DMA foram notavelmente
aumentados, fator que difere da caracteristica da resisténcia a insulina onde os
niveis de glicémicos sdo na maioria das vezes, menores. Os trabalhos que
induziram o modelo de DM2 usando a STZ na dose de 35 mg/kg associada a
dieta hiperlipidica apresentam em média o nivel de glicose em jejum na faixa de
300 a 500mg/dl (Correia-Santos et al., 2012; Guex et al., 2019; Ni et al., 2019;
Preciado-Saldafia et al., 2023). Porém, no trabalho de Khadke et al., (2020),
usando a mesma dose de STZ, ao longo de 90 dias de experimentagcdo, 0s
animais diabéticos sem tratamento apresentaram os niveis de glicose entre 450
e 600 mg/dL, corroborando com os resultados observados no presente trabalho.

A reducédo nos niveis séricos de glicose comeca a ser observada a partir
do grupo DMO 1.5, que apresentou uma reducdo de 23,2% na glicose sérica
comparado com o DMA. O efeito do 6leo de baru nas doses de 1,5 g/kg e de 3,0
g/kg foi estatisticamente igual (p=0,9938) para o indice glicémico, demostrando
gue as duas doses apresentaram um efeito hipoglicemiante. Ambos 0s grupos
(DMO 1.5 e DMO 3.0) foram semelhantes aos grupos que receberam o0s
antidiabéticos orais associados ou nao com a administracéo do éleo de baru.

Considerando que os &cidos graxos insaturados presentes no 6leo de
baru possam estimular a liberacdo de GLP-1 (Hou et al., 2018; Ripken et al.,
2014) é possivel sugerir que a reducdo da glicemia em jejum dos animais
tratados com o 6leo possa estar relacionada a estimulacéo de GLP-1. Entretanto,
vale ressaltar que por se tratar de uma mistura rica em diferentes tipos de acidos
graxos e de outros compostos, ndo podemos descartar a possibilidade de
envolvimento de outros mecanismos.

O uso de 6leo obtido de fontes vegetais no estudo do perfil glicémico de
animais diabéticos ainda € raro na literatura, porém o trabalho que aborda o uso

do dleo de linhaca em modelos de DM2 mostra que a partir da quinta semana de
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tratamento € possivel verificar o controle dos niveis glicémicos em animais
tradados (Zhu et al., 2020). Por outro lado, o tratamento com 6leo de peixe e
linhaca realizado por Khadke et al., (2020) durante 40 dias em ratos diabéticos,
nao levou a reducéo da glicemia em jejum. Semelhante ao observado no trabalho
de Cruz et al., (2023), em que o 6leo de baru também néo foi capaz de reduzir
os niveis de glicose sérica em relacdo ao grupo DMA. E importante destacar que
as diferencas na composicdo dos oleos avaliados, na dose e no tempo de
tratamento sao fatores importante que devem ser considerados.

A proporcéo dietética do acido alfa linoleico (ALA) e do acido linoleico (AL)
influenciam na captagcdo e utilizacdo da glicose via sinalizacdo da proteina
quinase ativada por monofosfato de adenosina (AMPK). A elevada razéo de ALA
/ AL melhora os niveis proteina de p-AMPK/ T -AMPK no musculo, envolvidos
com a captacdo de glicose, além de aumentar os niveis de mRNA de GLUT],
transportador de glicose ndo dependente de insulina (Yao et al., 2023). Embora
o tratamento com O6leo de linhaca no trabalho de Zhu et al., (2020) tenha
apresentado maior propor¢cdo do ALA em relacdo ao 6leo de baru, no presente
estudo foram obtidos resultados semelhantes em relacdo a glicemia, sugerindo
qgue o maior tempo de tratamento com o 6leo de baru (protocolo de 90 dias) teve
influéncia positiva nos resultados, ja que no protocolo de 60 dias, este efeito ndo
foi observado (Cruz et al., 2023).

A incorporacdo de améndoas e amendoins na dieta baixa em carboidratos
para pacientes diabéticos durante 3 meses, levou a redu¢bes na glicose em
jejum e glicose pos-prandial, efeito correlacionado com a composicdo de
gorduras e baixo indice glicémico desses alimentos. O teor de acidos graxos e
das fibras solUveis presente nas améndoas e no amendoim foi associado com a
capacidade da taxa de esvaziamento gastrico, diminuicdo da absorcdo de
carboidratos e de secrecdo de GLP-1 (Hou et al., 2018).

No presente estudo, o tratamento com a metformina nos grupos DM MET
e DMMO 1.5 resultou em médias estatisticamente iguais para os niveis de
glicose (365.4 £ 97.70 mg/dl e 352.2 + 86.51 mg/dl), indicando que para este
marcador, ndo foi possivel observar o efeito de sinergismo presente no TTOG.
Apesar do grupo DMMO 1.5 ser semelhante aos grupos que receberam o 6leo

de forma isolada, ao comparar todos os grupos diabéticos, nota-se a tendéncia
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na diminuicdo das médias dos niveis de glicose, sendo que a associa¢do da
metformina com o 6leo de baru e o grupo DM MET demonstraram 0os menores
niveis de glicose.

A diferenca nas médias da glicose do grupo DM MO 1.5 e DMA é de 237.8
mg/dL, representa uma diminui¢éo de 40,3%, o dobro da reducéo observada no
trabalho de Adeyemi et al., (2020), que obtiveram uma queda de 18.87% na
meédia da glicemia em jejum dos animais tratados com metformina (180 mg/kg)
associada a acido graxos 6mega 3 (200mg/kg) em relacdo aos animais sem
tratamento.

Semelhante aos grupos tratados com metformina, 0s animais que
receberam gliclazida, DM GLI e DMGO 1.5, apresentaram igualdade entre si,
como também foram estatisticamente iguais aos grupos DM MET e DMMO 1.5
(p>0,90). Novamente o sinergismo do 6leo com a gliclazida ndo tem significado
estatistico nos niveis de glicose, porém observa-se uma tendencia na reducao
deste marcador no grupo DMGO 1.5, j& que as médias glicémicas foram de 445,0
+ 45,34 e 385.7 £ 90.57, respectivamente.

Em um estudo com a associacao da gliclazida (10 mg/kg) e quercetina no
tratamento de animais diabéticos foi observada a redu¢éo acentuada da glicose,
sendo este resultado atribuido aos efeitos intra e extra pancreaticos da gliclazida,
como a liberacdo de insulina e supresséo da gliconeogénese hepatica, além do
aumento da sensibilidade a insulina ocasionado pela quercetina (Abdelkader et
al., 2020).

Além da determinacgéo da glicose sérica em jejum, que reflete o controle
dos niveis de glicose a curto prazo, no presente trabalho, foram avaliados
também os niveis séricos de frutosaminas. As frutosaminas tém um papel
importante no monitoramento glicémico a médio prazo, pois refletem o nivel de
glicacdo proteica no periodo de 20 dias antecedentes a coleta (Salles et al.,
2020) .

O grafico 12 apresenta os niveis de frutosamina no soro dos animais apos

a eutanasia.
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Gréfico 12 - Niveis de frutosamina no soro dos animais ap0s a eutanasia
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Legenda: CA= controle &gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético 6leo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e éleo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e 6leo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O numero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

Os niveis de frutosamina entre os animais saudaveis foram
estatisticamente iguais para todos 0s grupos, tratado e ndo tratado com o 6leo,
demostrando que a administracédo do 6leo de baru néo foi capaz alterar os niveis
das proteinas glicadas (p>0,900), o que era esperado ja que ndo houve diferenca
na glicemia dos animais pertencentes a estes grupos. Ja os animais diabéticos,
do grupo DMA, apresentaram um aumento de 21.75% dos niveis de frutosamina
em relacdo ao CA (p<0,01), demostrando que o periodo de 90 dias foi capaz de
reduzir as glicacGes proteicas nos animais diabéticos.

O tratamento dos animais com o Oleo de baru foi capaz de reduzir os
niveis de frutosamina somente no grupo DMO 1.5, que apresentou uma media
de 166.8 + 8.95 mmol/L, representando uma queda de 13.30%. O grupo DMO
3.0 também reduziu a frutosamina dos animais, sendo estatisticamente igual ao
DMO 1.5 (p=0,998). Esses dados corroboram com o que ja havia sido observado
no TTOG, TTIl e na glicose sérica, onde as doses de 1.5 g/kg e 3.0 g/kg

demostraram apresentar um efeito hipoglicemiante. Ja o grupo DMO 0.75
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apresentou apenas uma tendéncia em reduzir os niveis de frutosamina, ja que
foi estatisticamente igual ao DMA, ao DMO 3,0 e ao DMMOL1.5.

O tratamento com os antidiabéticos de forma isolada (DM MET e DM GLI)
e o0 grupo DMGO 1.5 ndo apresentaram diferenca estatistica com o DMA, porém
estes grupos foram semelhantes ao DMO 1.5 (p>0,700), indicando uma
tendéncia na reducao deste marcador. Vale destacar que no grupo tratado com
metformina e Oleo de baru, houve reducdo no nivel de glicacdo proteica em
relacdo ao grupo DMA, diferente dos animais que receberam apenas
metformina.

A metformina é um farmaco de primeira linha escolhido para o tratamento
de DM2, possuindo diversos mecanismos para sua a¢cao antidiabética. Além da
supresséao da producao de glicose hepatica, é descrito que a metformina é capaz
de melhorar a sensibilidade periférica a insulina pelo aumento da captacdo de
glicose (Horakova et al., 2019). Por meio da ativacdo da proteina quinase ativada
por AMP (AMPK) promovido pela metformina, ocorre um aumento na fuséo,
acoplamento e translocacao de GLUT4 para as membranas. Este processo pode
ser afetado pelo conteddo de colesterol e fluidez da membrana, assim, as
alteracbes na composicdo da membrana plasmatica podem aumentar a
captacdo de GLUT4 (Kristensen et al., 2014).

Os AGL da dieta alteram o risco de resisténcia a insulina e do DM2
considerando que uma maior insaturacdo dos acidos graxos na membrana
celular contribui para certas propriedades fisicas, como a “plasticidade”,
facilitando o movimento do receptor de glicose para a superficie da célula (Kien,
2009). Dessa forma, os efeitos observados pela associacdo da metformina com
0 Oleo de baru no TTOG e marcadores glicémicos, podem estar correlacionados
a acao do oleo sobre a composicdo da membrana plasmatica, o que pode
potencializar o efeito da metformina na captacao de glicose.

Semelhante a frutosamina que avalia o controle glicémico a médio prazo,
a hemoglobina glicada (HbAlc) é um étimo marcador para avaliar o controle a
longo prazo, tendo em vista o tempo de meia vida da hemacia. Este marcador
tem um importante papel na monitorizacao terapéutica, pois tem como funcao

avaliar a presenca de glicose ligada a hemoglobina na corrente sanguinea no
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periodo de 3 a 4 meses em humanos (SBD, 2023). O grafico 15 apresenta a
média dos niveis de HbAlc no final do tratamento.
O grafico 13 apresenta a média dos niveis de HbAlc no final do

tratamento.

Gréfico 13 - Niveis de Hemoglobina glicada (%) no sangue total dos animais
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Legenda: CA= controle 4gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético 6leo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e 6leo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O numero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

Conforme esperado, a porcentagem de hemoglobina glicada nos grupos
dos animais saudaveis foi menor quando comparado aos grupos de animais
diabéticos (p<0.001). Contudo, os resultados demonstram que 0s grupos dos
animais diabéticos tratados com hipoglicemiantes combinados com 0leo ou
isolados e o grupo diabético tratado com agua sao estatisticamente iguais
(p=0,9784).

Em um estudo de ensaio randomizado, a dieta de pacientes diabéticos foi
suplementada com améndoas e amendoim durante 4 meses. Este trabalho
demostrou que a dieta foi capaz de reduzir a glicemia p6s prandial e a glicose

em jejum, contudo a HbAlc apresentou uma reducdo de apenas 0,48% no
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terceiro més, devido ao curto periodo de acompanhamento (Hou et al., 2018).
Esses registros se assemelham ao que foi observado com o éleo de baru, ja que
o0 mesmo demostrou reduzir os indices glicémicos na glicose em jejum, no TTOG
e TTl. O controle dos niveis da HbAlc, em animais diabéticos tratados com
associacao de insulina e metformina (100mg/kg) foi observado apenas na 16°
semana apoés a inducdo (de Oliveira et al., 2017), demostrando que até para
medicamentos que séo referéncia no tratamento do diabetes, € necessario o
monitoramento de um periodo maior para reducdo dos niveis de HbAlc apos a
administracdo de STZ em ratos wistar.

A avaliacdo de dois modelos de indugédo de DM2 em camundongos com
oferta de dieta hiperlipidica associada ou ndo com a administracao de STZ levou
a alteracdo dos niveis de HbAlc somente desses animais (Glastras et al., 2016).

O tempo de meia vida das hemacias de ratos wistar ainda ndo esta
totalmente elucidado, sendo citado na literatura uma meia vida em torno de 60-
70 dias (Derelanko, 1987). Em nosso estudo, o tempo de indugéo e instalacao
do DM2 pode ter contribuido para niveis elevados de HbA1C, ja que o efeito do
uso crénico do Oleo de baru, pode nédo ter compreendido todo o periodo de
renovacdo das hemécias. E conhecido que em humanos, cerca de 50% das
hemoglobinas detectada no sangue é formada no més precedente a coleta da
amostra, sendo que a outra metade € composta por 25% de hemoglobinas
formada no terceiro més antes do exame (SBD, 2023). Assim o0s resultados
obtidos com a determinacdo da glicose sérica, frutosamina e HbAlc sugerem
que na fase inicial do tratamento, o 6leo de baru poderia ndo estar apresentado
efeitos significativos sobre o controle glicémico dos animais, o que pode ser
confirmado pelos resultados no protocolo de 60 dias (Cruz et al., 2023). Assim,
o efeito hipoglicemiante significativo pode ter sido alcan¢gado somente no periodo
final do tratamento com o Oleo.

Diversos estudos buscam o controle glicémico a fim de reduzir os danos
causados pela hiperglicemia em 6rgaos e tecidos, principalmente das alteracdes
renais (Rao, et al, 2019; Sharma, et al., 2017). A fim de avaliar a funcdo renal
dos ratos diabéticos, foram realizadas as determinacdes séricas de albumina,
ureia e creatinina no final do tratamento. A Figura 10 apresenta os graficos para

0S respectivos marcadores da funcéo renal.
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Figura 10 - Marcadores bioquimicos da funcao renal no soro de animais controles

e diabéticos
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Fonte: Do autor
Legenda: CA= controle agua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle 6leo 1,5 g/kg,

CO 3,0= controle éleo 3,0 g’kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O ndmero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

De acordo com a figura 10 A foi observado que a albumina foi

estatisticamente igual para todos os animais controles, assim como também nao

houve diferenca entre do grupo CA e os demais grupos com animais diabéticos

(p>0,05). A albumina é a proteina mais abundante no plasma, sintetizada no

figado, responsavel por transportar substancias como acidos graxos, hormonios

e bilirrubina. Sua concentracdo pode ser afetada pela funcao hepatica e pelas

proteinas da dieta. Na presenca de les6es glomerulares e tubulares graves,

ocorre um aumento na filtracdo glomerular das proteinas plasmaticas, com
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elevacdo da eliminagdo da albumina na urina (Dusse et al., 2017; Laddha;
Kulkarni, 2020).

Em relacdo aos niveis de ureia, na Figura 10 B, verifica-se que entre os
animais saudaveis tratados e néo tratados com o 6leo, ndo houve diferenca
significativa, mas quando comparados com os animais do grupo DMA, os niveis
de ureia aumentaram em cerda de 51,5% em comparacédo com o CA (p<0.001).
O tratamento isolado com o 6leo nas diferentes doses analisadas, nao foi capaz
de causar uma queda significativa na ureia em relacdo ao DMA, no entanto, foi
observada uma tendéncia na diminuicdo dos niveis de ureia plasmatica, ja que
estes resultados foram estatisticamente iguais aos observados no soro dos
animais pertencentes aos grupos DM MET e DMMO 1.5 (p>0,80).

O tratamento com a gliclazida n&o foi capaz de reduzir a ureia nos animais
diabéticos (p=0,998), porém a associacdo deste medicamento com o 6leo de
baru foi capaz de atenuar os niveis de ureia plasmatica nos animais diabéticos,
apresentando o mesmo efeito dos grupos que receberam o 6leo de baru. Em
contrapartida, ambos grupos que receberam metformina, DM MET e DMMO 1.5,
foram capazes de reduzir a ureia plasméatica nos animais diabético em 36.9% e
30.6 %, respectivamente.

A ureia é produzida no figado, a partir do catabolismo de aminoacidos,
sendo influenciada pela fungéo hepatica e nivel nutricional. Na existéncia de
lesdes renais, ocorre uma elevacdo nos niveis séricos de ureia, porém, fatores
extra-renais também podem levar ao aumento dos niveis séricos de ureia (Dusse
et al., 2017).

Neste sentido, vale lembrar que o catabolismo proteico elevado no
diabetes mellitus também poderia contribuir para o aumento da sintese de ureia.
Entretanto, comparado com outros trabalhos que utilizaram ratos wistar
diabéticos e avaliaram a funcdo renal dos mesmos, nota-se que 0s niveis de
ureia ficam acima de 60 mg/dL na presenca da lesdo dos rins (Pal; Sinha; Sil,
2014b; Sales et al., 2011).

Com relacéo aos niveis de creatinina, entre os animais saudaveis com e
sem administracdo do 6leo de baru, ndo houve diferenca estatistica (p>0.10).
Em contrapartida, entre os animais do grupo CA e DMA, houve diferenca

estatistica na dosagem de creatinina (p=0,0151). Dessa forma, a alteracdo deste
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marcador somada com 0s niveis de ureia aponta para uma alteracdo da funcéo
renal. O grupo DMA apresentou em média 0,53 mg/dL, e o CA teve 0,37 mg/dL,
apresentando um aumento de 30% da creatinina sérica.

Ahad et al., (2014) induziram o diabetes em ratos wistar com dieta
hiperlipidica e administracdo de STZ, avaliando marcadores renais em quatro
periodos distintos, 4°, 8°, 12° e 16° semana. Os autores relataram que somente
na 8° semana houve diferenca estatistica para ureia e creatinina entre grupos
controle e diabético, e que os marcadores continuaram a se elevar nas semanas
seguintes. No presente estudo, os niveis de ureia e creatinina foram avaliados
na 122 semana apoés a inducao, sendo possivel observar a alteracdo de ambos
0s marcadores entre 0s animais saudaveis e diabéticos. Ja no protocolo de 60
dias adotado no estudo piloto, na 8° semana apés a administracdo de STZ, a
creatinina ainda permaneceu em niveis semelhantes aos animais saudaveis
(Cruz et al., 2023).

A administragdo do Oleo de baru nos animais diabéticos levou a
atenuacdo do aumento da creatinina sérica dos animais diabéticos, tendo em
vista que é possivel verificar uma diminuicdo gradual deste marcador, de acordo
com o aumento da dose do Oleo de baru. Os grupos tratados com o0s
hipoglicemiantes, DM MET, DM MO1.5 e DMGO 1.5 apresentaram uma queda
significativa nos niveis de creatinina, sendo iguais ao grupo CA. Apenas 0 grupo
DMO 3.0 apresentou 0s niveis de ureia estatisticamente menores que 0 grupo
DMA, que foi estatisticamente igual aos grupos dos animais saudaveis e ao DM
GLI. Novamente, esses resultados dos marcadores da funcdo renal,
demonstram o efeito sinérgico do 6leo de baru com a metformina e gliclazida.

O tratamento de ratos wistar diabéticos com 6leo de peixe e linhaca
associado com glibenclamida também levou a reducdo dos niveis séricos de
creatinina e ureia, se igualando com o grupo tratado somente com o
hipoglicemiante (Khadke et al., 2020). No trabalho de Zaabi et al., (2021) o
tratamento da DRC induzida pelo diabetes, com metformina (200mg/kg) reduziu
significativamente os niveis de ureia e creatinina plasmatica, além de diminuir a
atividade de n-acetil-B-d-glucosaminidase (NAG), marcador de leséao renal.

A NAG é uma enzima lisossomal presente nas células dos tubulos

proximais do rim, de alto peso molecular. Sendo assim, essa molécula ndo é
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filtrada pelos glomérulos. A elevacao da atividade de NAG, assim como a sua
concentragdo urinaria, sdo importante biomarcadores de danos nas células
tubulares e comprometimento da funcdo tubular (Novak et al., 2023). A
capacidade da metformina atenuar a elevacao da atividade de NAG, demostra o
papel protetivo nas lesdes renais tubulares, por meio da diminuicdo dos niveis
de glicose plasmética e urinaria (Zaabi et al., 2021).

Além dos marcadores de funcdo renal séricos, foi realizada a
determinacdo dos niveis de creatinina urinaria e de albumindria. A figura 11

apresenta o volume urinério e os niveis de creatinina e albuminuria.
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Figura 11 - Volume urinario, creatinina urinaria e microalbumindria de animais
controles e diabéticos.
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Legenda: CA= controle agua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle 6leo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O numero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

O volume de urina dos animais saudaveis tratados com agua foi de 3,66
+ 1,17 ml/12h, enquanto para os animais diabéticos tratados com agua, o volume
meédio de urina chegou a 8.31 + 3.96 ml/12h (p=0,1267). Observa-se que o grupo
DMA apresentou maior volume de urina 12h comparado com 0s animais
saudaveis (p>0,001). Contudo, ndo houve diferenca estatistica na diurese entre
todos os grupos com animais diabéticos, tendo em vista as grandes variagfes

no volume urinario entre os animais e o elevado desvio padréo.
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A determinacao de creatinina urinaria evidencia a diferenca entre animais
saudaveis e diabéticos. Os animais do grupo DMA apresentaram uma reducao
significativa na creatinina urinaria em relacdo aos animais controles (p<0,001).
Assim como o0 aumento da creatinina sérica nesses animais, a reducao na
excrecdo urinaria dessa substancia, também € caracteristica da insuficiéncia
renal (Dusse et al., 2017). A elevacdo da creatinina urindria nos animais
diabéticos tratados com o 0Oleo de baru em relacdo ao grupo DMA se torna
evidente a partir do grupo DMO 3.0, sendo que o tratamento com o0s
hipoglicemiantes isolados e associados com o Oleo também atenuaram a
reducdo da excrec¢éo da creatinina.

Com relagdo aos niveis de albuminuria, os animais diabéticos
apresentaram elevacao significativa em relacdo aos animais controles (p<0,001).
A reducdo deste marcador também € observada nos grupos tratados com o 6leo
de baru a partir da dose de 0,75 g/kg. A maior taxa de reducéo da albuminuaria é
atingida pelos grupos tratados com os hipoglicemiantes, sendo que a associagéo
destes com o 6leo nao foi capaz de intensificar a acdo desses medicamentos
(p>0,05).

Os estagios de evolucdo da nefropatia diabética sempre foram descritos
com o inicio da excrecao anormal de albumina na urina, progredindo para uma
excrecdo moderada, seguida da sua elevacdo acompanhada de alteracdo da
TFG. No entanto, estudos recentes afirmam que os pacientes diabéticos podem
apresentar a excrecdo urinaria de albumina normal com a presenca de
insuficiéncia renal (Amir; Suhl; Alexander, 2020; Yamazaki et al., 2021).

A avaliacdo da proteindria em animais diabéticos durante 4, 8, 12 e 16
semanas de tratamento, demostrou que a proteina na urina teve aumento
significativo entre animais controle e diabéticos apenas na 12° semana. Os
niveis de creatinina e ureia para esses animais ja estavam alterados desde a 8°
semana de tratamento, sugerindo que a proteindria ocorreu no estagio mais
desenvolvido da DRD (Ahad et al., 2014). No estudo de Cruz et al., (2023), o
protocolo de 60 dias ndo apresentou diferenca nos niveis de creatinina no soro.
As alteragdes dos marcadores renais no soro e na urina obtidas por este trabalho

sugere que o protocolo de 60 dias ainda estaria na fase inicial disfuncéo renal
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(Cruz et al., 2023), enquanto no protocolo de 90 dias foi possivel certificar o
desenvolvimento da lesao renal em decorréncia ao estado hiperglicémico.

O trabalho de Glastras et al., (2016) avaliou as alteracBes renais
ocasionadas em modelos de inducdo com administracdo de STZ em animais
submetidos a dieta hiperlipidica. Os pesquisadores demostraram que a relagédo
de albumina/ creatinina urinarias (ACR) se correlaciona com as alteracdes da
creatinina plasmatica, onde o DM2 levou o aumento da ACR e da creatinina
plasmatica. A inducdo da lesdo renal com a associacédo de STZ e adenina levou
ao aumento significativo da ACR no periodo de 35 dias, decorrente a acdo da
adenina em potencializar os dados nos tubulos renais. O tratamento com a
metformina para esses animais levou a reducdo significativa de ACR,
demostrando que o controle glicémico foi capaz de reduzir a insuficiéncia renal
(Zaabi et al., 2021).

Os efeitos e mecanismo de acdo dos acidos graxos na doenca renal
diabética ainda sdo pouco abordados na literatura. A suplementacédo da dieta de
animais diabéticos com 6leo de canola (rico em PUFA 6mega-3) e com 6leo de
milho (rico em PUFA dmega-6) forneceram renoprotecao apos um periodo de 30
semanas de intervencdo. Ambas as dietas foram capazes de reduzir
estatisticamente os niveis de albuminuria nos ratos diabéticos. A comparacao
entre essas dietas, demostrou que a ingestdo de PUFA n-3 forneceu maior
protecdo da funcao renal do que dietas ricas em PUFA n-6 (Garman et al., 2009).

Considerando que tanto o diabetes mellitus como a ingestdo de acidos
graxos podem influenciar o perfil lipidico e a funcdo hepatica, foi realizada a
determinacao da atividade das enzimas AST e ALT bem como de colesterol total,
triglicerideos, colesterol HDL e colesterol-ndo HDL. A figura 12 apresenta a

determinacao dos marcadores hepaticos.
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Figura 12 - Marcadores hepaticos ratos saudaveis e diabéticos
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Legenda: CA= controle agua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle 6leo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle 6éleo 3,0 g’kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
o/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e 6leo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O ndmero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

De acordo com os marcadores hepaticos, verifica-se que o diabetes ndo
alterou as atividades de AST e ALT, ja que nao houve significado estatistico entre
0s animais saudaveis e diabéticos. Pode-se notar também, que o 6leo de baru
nao apresentou sinais de toxicidade, mesmo com a administragao na dose mais
elevada.

A hiperglicemia crénica presente no DM afeta o metabolismo dos lipidios,
resultando em alterag6es nos niveis de colesterol total, triglicerideos e colesterol
LDL e colesterol HDL no soro. Em particular, o diabetes tipo 2 esta
frequentemente associado a um perfil lipidico desfavoravel, incluindo aumento
dos niveis de triglicerideos, diminuicdo dos niveis de HDL e aumento dos niveis
de LDL pequenas e densas, que sao mais aterogénicas. A dislipidemia aumenta
o risco de doencas cardiovasculares, incluindo doenca arterial coronariana,
acidente vascular cerebral e doenca vascular periférica (Chang; Wu, 2013).

A figura 13 demostra os dados obtidos nas determinagcées dos

marcadores do perfil lipidico.
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Figura 13 - Marcadores do perfil lipidico ratos saudaveis e diabéticos.
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Legenda: CA= controle agua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle 6leo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g’kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético 6leo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O ndmero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

De acordo com a Figura 13 A e C, a inducéo do diabetes nao foi capaz de
alterar os niveis de colesterol total e colesterol HDL, assim como o tratamento
do oleo de baru nos animais saudaveis e diabéticos ndo afetou os niveis de
ambos os marcadores (p>0,1). A dislipidemia € um fator de risco comum no DM2,
devido a perturbagédo do metabolismo lipidico, os niveis elevados de glicose e
insulina contribuem para alteracbes no perfil lipidico e desenvolvimento de
aterosclerose (Yousri et al., 2022). A avaliagédo do perfil lipidico de animais que

receberam racao hiperlipidica com 60% de gordura, levou a elevacdo do
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colesterol total, do colesterol LDL e VLDL em ratos diabéticos (Ahad et al., 2014).
Assim, a auséncia de alterac@o no colesterol total nos animais diabéticos desse
protocolo pode indicar um tempo insuficiente para alteracdo deste marcador,
como também pode estar associado a concentracdo da dieta hiperlipidica no
protocolo de inducéo, que foi somente de 30%.

O ambiente metabdlico na condi¢do de diabetes mellitus, com a presenca
de elevados niveis de glicose, AGEs, estresse oxidativo e inflamacé&o, promovem
disfuncéo de HDL, levando a maiores riscos de doencas cardiovasculares. Um
dos papéis do HDL é sua capacidade de remover o colesterol das células
espumosas dos macréfagos através do transporte reverso do colesterol, o
principal mecanismo anti-aterogénico (Marin et al., 2015).

O estresse oxidativo elevado no diabetes mellitus causa modificacédo
oxidativa da particula de HDL e de seu principal componente proteico, apoA-I, e
contribui para a geracao de HDL disfuncional. O HDL oxidado perde seu efeito
protetor e o transporte reverso do colesterol € inibido (Marin et al., 2015;
Srivastava, 2018). Dessa forma, os niveis de HDL nédo alterados no diabetes,
como obtido por este estudo, ndo predizem sobre a sua funcionalidade, sendo
que o controle glicémico e do estado de estresse oxidativo e inflamacao séo
relevantes para funcéo adequada do HDL.

O colesterol ndo-HDL se trata de um conteddo de colesterol em
lipoproteinas ricas em VLDL, LDL e lipoproteina de densidade proporcional,
envolvidas no processo aterosclerético (Marin et al., 2015). Na mensuracéo do
colesterol ndo-HDL, é possivel verificar que a ingestdo do 6leo de baru na dose
de 1.5 g/kg nos animais controles e diabéticos (CO 1.5 e DMO 1.5), foi capaz de
diminuir significativamente os niveis de colesterol ndo-HDL em comparacao ao
grupo DMA (p<0.001), além de serem iguais ao grupo CA. No entanto vale a
pena destacar o comportamento das médias de colesterol total nos grupos DMO
0.75, DMO 1.5 e DMO 3.0, que apresentaram uma tendéncia no aumento dos
niveis de colesterol total de acordo com a elevacdo da dose de Oleo
administrada. Esse mesmo comportamento também é apresentado nos niveis
de colesterol HDL, o que corrobora com a reducéao significativa dos niveis de
colesterol nao-HDL dos grupos DMO 1.5 e DMO 3.0 em relagédo ao DMO 0.75.
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Os efeitos dos antidiabéticos no colesterol ndo-HDL foram observados em
todos os grupos que receberam tratamento, exceto o grupo DMO 0.75. Esses
resultados demostram que os tratamentos atenuaram a elevacgao do colesterol
nao-HDL nos animais diabéticos em relacdo ao grupo DMA. O trabalho de
Khadke et al. (2020) também demostrou que os tratamentos com a glibenclamida
de forma isolada e associada com o 6leo de peixe e linhaca reduziu colesterol
total e do colesterol ndo-HDL em animais diabéticos.

Na dislipidemia diabética, resisténcia a insulina pode levar a um aumento
na producdo hepatica de VLDL, que sdo moléculas transportadoras dos
triglicerideos. A producdo excessiva de VLDL contribui para o aumento dos
niveis de triglicerideos no sangue (SBD, 2023; Chang; Wu, 2013). Dessa forma,
0 monitoramento e o controle dos niveis de triglicerideos no diabetes € essencial
para prevenir o desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

Entre os animais saudaveis, 0s niveis de triglicerideos ndao apresentaram
diferenca estatistica (p>0,9316), indicando que a ingestao do 6leo de baru em
todas as dosagens, ndo afetou os niveis de triglicerideos e, portanto, nédo
representando um risco no seu consumo diario. Ao comparar 0S animais
diabéticos com o grupo controle, nota-se uma elevacgéo significativa dos niveis
de triglicerideos no grupo DMA, representando um aumento de 54,23%,
caracterizando o quadro de hipertrigliceridemia.

O efeito do 6leo de baru no perfil lipidico é identificado a partir da dose de
1.5 g/kg, j& que o grupo DMO 1.5 apresentou uma reducao significativa (p<0,001)
dos triglicerideos, sendo estatisticamente igual a todos os grupos controles.
Semelhante a ele, o grupo DMO 3.0 também foi estatisticamente igual ao grupo
DMO 1.5 e aos grupos controles, demostrando a tendencia em reduzir 0s niveis
de triglicerideos, porém néo foi o suficiente para diferir com a média apresentada
pelo grupo DMA.

O uso dos antidiabéticos orais nos grupos DM MET e DM GLI apresentou
semelhanca nos niveis de triglicerideos com o DMA e com o CA, isso devido ao
elevado desvio padrao presente nos grupos diabéticos. Contudo, a associacao
desses medicamentos com o Oleo de baru na dose de 1,5 g/kg proporcionou a
reducdo significativa dos triglicerideos em relacdo aos animas sem tratamento
(DMA). Os grupos DMO 1.5, DMMO 1.5 e DMGO 1.5 apresentaram a mesma



92

capacidade de reduzir os niveis plasmaticos de triglicerideos, ja que foram iguais
entre si e semelhantes aos animais saudaveis.

Na literatura, o trabalho que aborda o efeito do 6leo de baru sobre o perfil
lipidico de ratos wistar, aplicou um modelo de dislipidemia a partir de ingestao
de gorduras, onde o 6leo de baru na dose de 1,0 g/kg nao foi capaz de reverter
os marcadores lipidicos no final de 16 semanas (Reis et al., 2018). De acordo
com as doses trabalhadas neste trabalho, observa-se o efeito do 6leo a partir da
dose de 1,5 g/kg administrada por 90 dias.

No trabalho de Khadke et al. (2020), foi observado que a suplementacéo
de &cidos graxos 6mega-3 reduziu efetivamente o nivel de triglicerideos através
da regulacdo negativa da expressdo do gene SREBP (proteina de ligacdo ao
elemento regulador de esterol) e elevacdo de carnitina palmitoil transferase
(CPT-1). SREBP é um fator de transcricdo com funcdo na regulacdo do
metabolismo de acidos graxos e colesterol no figado, que quando superexpresso
indica a elevacao do colesterol e triglicerideo. A CPT-1 se trata de uma enzima
que atua no controle da entrada de acidos graxos mitocondrial para -oxidacao.
Tendo esses resultados em vista, sugere-se que o controle da expressao de
SREBP e estimulo de CPT-1 pelos &cidos graxos presentes no 6leo de baru
pode ter contribuido para diminuicéo dos triglicerideos. Além disso, a reducao da
glicemia também € um fator importante no alcance da reducdo dos niveis de
triglicerideos, principalmente quando ha a restauracéo e regulacao da liberacéo
de insulina pelo pancreas (Zhang et al., 2011), outro efeito também observado
pelo 6leo de baru.

Em um estudo de ensaio clinico randomizado, duplo-cego e controlado
por placebo, foi avaliado o efeito da gliclazida nos niveis séricos de lipidios em
pacientes com DM2. Os pacientes tratados com gliclazida apresentaram uma
reducdo significativa nos niveis seéricos de triglicerideos e um aumento na
concentracéo sérica de HDL-colesterol, sugerindo que este antidiabético pode
ser uma opgao terapéutica atil no controle dos fatores de risco cardiovascular no
diabetes (Zhang et al., 2011).

Considerando os resultados do perfil lipidico e das enzimas hepaticas
obtidas neste estudo, foi possivel demostrar que as doses avaliadas do Oleo de

baru ndo foram prejudiciais aos animais saudaveis e diabéticos. Ja que os dados
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sobre a seguranca alimentar do 6leo de baru ndo sao descritos na literatura, este
estudo evidencia que até a dose de 3.0 g/kg o 6leo de baru ndo alterou as
funcdes hepaticas, além de auxiliar no controle dos niveis de colesterol ndo- HDL

e triglicerideos nos animais diabéticos.

5.3.6 Avaliacdo das enzimas antioxidantes e peroxidacdao lipidica

O estado hiperglicémico cronico leva a alteracdes na formacédo de EROs
e de outras espécies oxidantes, que por sua vez gera um desequilibrio entre a
formacao e remocao dessas espécies. Como consequéncia desse processo, 0S
componentes celulares, em especial os lipidios, sofrem o ataque dessas
espécies, que levam a peroxidacéo lipidica e ao dano tecidual (Grotto et al.,
2008). Os antioxidantes enziméaticos (SOD, CAT, Gpx) agem como eliminadores
de EROS na tentativa de conter o dano oxidativo e consequentemente diminuir
0s niveis dos marcadores do estresse oxidativo (Kajal; Singh, 2020).

Inicialmente foi realizada a determinacgéo da atividade da SOD, CAT e Gpx
no soro dos animais. A figura 14 demostra a atividade de SOD e CAT no soro

dos animais diabéticos e controle.
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Figura 14 - Atividade de SOD, CAT e Gpx no soro dos grupos saudaveis e
diabéticos nao tratados e tratados com 6leo de baru e/ou farmaco.

Atividade SOD U/mg prot

Soro

0.3=

© a
a,b
\GE) 711 a,b
o I 1
s 0.2
o 2
3 o
P
@ 0.1+ b
©
©
O
0.0- T T T T
A2 2.0 % 292,90 K 9 O
O SIROIROIRS N
~ 20+
o a,b
= ar— -1 » 2
g 15+ l o b(‘) > a,b,c.d
) i < D
s 5 10+ - " d
O
o T
©
g 5 :
S i
<
0= T T T T
< /\60 o OQV o %Qw‘é \’1000\’(?
O ¢’ U Ny @ N ¥
© O A0 o@

Fonte: do autor
Legenda: CA= controle agua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle 6leo 1,5 g/kg,

CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O numero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

A determinacdo da atividade na SOD demostra que entre os animais
saudaveis, ndo houve significado estatistico entre os grupos CA e 0s grupos que
receberam o 6leo de baru, CO 0.75, CO 1.5 e CO 3.0 (p>0.900), demostrando
gue o 6leo nao afetou a atividade desta enzima nos animais saudaveis. Todavia,
0s animais diabéticos do grupo DMA apresentaram uma reducao de 38.45% na
atividade da SOD, demostrando que a patologia presente nesses animais

interferiu na atividade desta enzima (p<0,001).




95

A ingestdo do 6leo de baru na dose de 1,5 g/kg, nos animais diabéticos
contribuiu para atenuacéo da queda da atividade da SOD observada no grupo
DMA, tendo em vista que dentre todas as doses aplicadas nesse estudo,
somente a dose mediana do Oleo de baru foi estatisticamente maior que os
animais diabéticos sem tratamento (p<0,001). O grupo DMO 1.5 foi
estatisticamente igual a todos os grupos de animais saudaveis, reforcando o
efeito do 6leo na atividade desta enzima (p>0,08), porém foi a Unica dose que
elevou a atividade da SOD estatisticamente em relacédo ao grupo DMA.

Com relacdo ao efeito dos antidiabéticos, verifica-se que a metformina,
nos grupos DM MET e DMMO 1.5 né&o foi capaz de prevenir a redugcéo da
atividade da SOD nos animais diabéticos. Contudo, a gliclazida conseguiu elevar
os niveis de atividade da SOD nos grupos DM GLI e DMGO 1.5, apresentando
o mesmo efeito obtido pelo DMO 1.5.

Diferente do que foi observado na atividade da SOD, a determinacdo da
atividade da CAT no soro dos animais ndo demostrou diferenca estatistica na
maioria dos grupos. O grupo CA foi estatisticamente igual a todos animais
saudaveis e diabéticos tratados e nédo tratados (p>0.800). O grupo DMA também
foi estatisticamente semelhante a todos o0s grupos, com exce¢ao ao DM GLI, que
apresentou a redugao na atividade da CAT de 68,16% em comparagdo com o
grupo DMA.

Ao observar o comportamento das médias da atividade de CAT na Figura
14, observa-se que o diabetes apresentou a propensao de elevar a atividade
enzimatica da CAT, ja que as médias obtidas pelos grupos CA e DMA foram de
0.1044 + 0.063 e 0.1765 £ 0.092 U/mg de proteina, respectivamente. Uma
possivel razdo da elevacdo da atividade desta enzima, seria uma acado
compensatoria frente a reducao da atividade de SOD observada nos animais
diabéticos ou por conta da natureza dos agentes indutores do estresse oxidativo
e a duragdo do tratamento (Ononamadu et al., 2019).

Semelhante ao encontrado no trabalho de Tabei et al., (2015), a CAT néao
diferiu entre animais diabéticos e saudaveis no lisado eritrocitario, porém quando
avaliado no 6rgdo alvo, a enzima apresentou diferenga entre os grupos. No
trabalho de Kopal et al., (2014), o tratamento de animais controle e diabéticos

com 6leo vegetal rico em acidos graxos poliinsaturados n-6 durante 7 semanas,
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também ndo apresentou diferencas na atividade de CAT no soro entre diabéticos
e controles. Além da catalase, outra enzima que age sobre o peroxido de
hidrogénio é a Gpx, também avaliada nesse trabalho.

As Gpx sdo uma familia de enzimas antioxidantes que agem sobre o
peroxido de hidrogénio, levando a formacéo de oxigénio e dgua. Além de agir
sobre hidroperoxidos lipidicos e fosfolipidios, atenuando a peroxidacéo lipidica
(Mohammedi et al., 2016). A avaliacdo da atividade da Gpx no soro dos animais
diabéticos sem tratamento (DMA) demostrou uma reducdo significativa em
relacao aos animais saudaveis, sendo que a defesa antioxidante desempenhada
por esta enzima se encontrava menor nos animais sem tratamento.

O tratamento com o 6leo de baru nos animais diabéticos para todas as
doses, avaliadas nesse estudo, foi capaz de atenuar a queda da atividade da
Gpx nos animais do grupo DMO 0.75, DMO 1,5 e DMO3,0 (p<0,001). A atividade
da Gpx nesses animais diabéticos foi semelhante estatisticamente aos animais
saudaveis que receberam o 6leo de baru. Em relacdo aos animais saudaveis, foi
possivel notar que o 6leo na dose de 3,0 g/kg levou a reducédo da atividade da
Gpx nos animais saudaveis, indicando que altas doses da ingestédo do 6leo em
animais saudaveis pode interferir na resposta antioxidante desta enzima.

A metformina na dose de 200 mg/kg também atenuou a queda da
atividade da Gpx nos ratos diabéticos, porém a associacdo da metformina com
o Oleo de baru (1,5 g/kg), assim como a gliclazida administrada de forma isolada
e associada com o 6leo de baru demostraram a capacidade em impedir a queda
da Gpx, mantendo o nivel de atividade desta enzima semelhante ao grupo CA
(p>0,05).

A inducdo do DM em ratos wistar com estreptozotocina levou a reducao
significativa de Gpx no plasma dos animais diabéticos em relagdo aos animais
saudaveis (Kopal et al., 2014). Em um estudo com pacientes saudaveis, pré-
diabéticos e diabéticos foi demostrado a reducdo significativa do status
antioxidante total, da atividade da Gpx e dos niveis de GSH no soro e eritrocitos
dos pacientes diabéticos em relacdo aos pré-diabéticos. A reducao da resposta
antioxidante nesses pacientes foi relacionada aos elevados niveis de HbAlc,
sendo que o estado hiperglicémico mais grave, leva ao comprometimento da

regulacdo das respostas antioxidantes (Jiménez-Osorio et al., 2014)
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A elevagéo de peroxidos organicos e dos niveis de colesterol no diabetes,
€ um contribuinte para elevacédo da peroxidacgéo, sendo que a ingestédo de acidos
graxos ricos em vitamina E tem o potencial protetivo contra essas reag0es, por
meio da elevacao da atividade da Gpx (Huang et al., 2018). Em um ensaio clinico
randomizado que investigou a suplementacdo de acidos graxos 6mega-3 e
vitamina E em mulheres com diabetes gestacional, demostrou a redugcéao do
estresse oxidativo e peréxidos lipidicos no soro dessas pacientes (Jamilian et al.,
2017). A suplementacdo do Oleo de milho, de ratos sprague diabéticos, com
vitamina E e selénio levou o aumento significativo da atividade de Gpx e SOD no
soro dos animais diabéticos. Além disso, foram notados efeitos hipoglicEmicos e
hipolipemiantes, os quais impediram a evolucdo das complicacdes diabéticas
(Ghaffari et al., 2011).

De acordo com a avaliagdo das enzimas antioxidantes, observa-se que a
reducdo da atividade de SOD e Gpx no soro dos animais diabéticos aponta para
uma possivel desregulacdo na dismutacdo do anion superéxido e na remoc¢ao
do peroéxido de hidrogénio e de hidroperéxidos lipidicos. Ademais, fica evidente
o efeito protetor dos tratamentos com o 6leo de baru em reduzir a desregulacao
dessas espécies oxidantes.

Além da avaliagéo do estresse oxidativo no soro, foi avaliada as atividades
mesmas enzimas em homogeneizado dos rins dos animais. A Figura 15
apresenta a atividade de SOD, CAT e Gpx nos homogeneizado de rim dos

animais diabéticos e controle.
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Figura 15 - Atividade de SOD, CAT e Gpx nos homogeneizado de rim dos grupos
saudaveis e diabéticos nao tratados e tratados com 6leo de baru e/ou
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Fonte: do autor

Legenda: CA= controle agua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle 6leo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g’kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético 6leo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O ndmero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

De acordo com o gréfico da atividade da SOD, verifica-se que entre os
animais saudaveis tratados e néo tratados com Oleo, ndo houve significado
estatistico (p=0,3976), somente o grupo CO 3,0 teve menor atividade de SOD
em relagdo ao grupo CA (p<0,05). Além disso, a atividade desta enzima no grupo
CO 3,0 foi estatisticamente igual ao grupo DMA.

Ao comparar o CA com o DMA, nota-se que a presenca do diabetes levou

a reducdo significativa da atividade da SOD em relacdo aos animais saudaveis,




99

representando uma queda de 28,8%. A reducdo na atividade desta enzima nos
tecidos renais pode estar associada a presenca de EROs em maior quantidade
nos animais diabéticos, em consequéncia da hiperglicemia.

Com relacédo ao tratamento do 6leo de baru, observa-se que os grupos
DMO 0.75 e DMO 1.5 apresentaram o aumento significativo da SOD em
comparacdo aos animais diabéticos sem tratamento, apresentando média de
atividade de 18,82 + 3,03 U/mg de proteina e 21,37 + 2,87 U/mg de proteina,
respectivamente. Ambos apresentaram semelhanca estatistica com a atividade
de SOD do grupo CA, com 21,87 + 3.18 U/mg de proteina, como também foram
semelhantes aos demais grupos controles tratados com o éleo de baru.

Os grupos que receberam os hipoglicemiantes de forma isolada e
associada com o 6leo de baru também demostraram capacidade de atenuar a
reducao da atividade da SOD nos animais diabéticos. Com excecao dos grupos
DM MET e DMO 3.0, nos quais apresentaram atividade de SOD semelhante ao
grupo DMA.

A SOD é uma enzima que converte o superoxido (Oz2) em H202, que é
uma EROs menos reativa. Em seguida, a CAT, outra enzima antioxidante,
converte o peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio. Dessa forma, a catalase
trabalha em conjunto com a SOD para neutralizar completamente as EROs e
proteger as células contra danos oxidativos (Mestry et al., 2017) .

A atividade da catalase nos animais saudaveis foi estatisticamente igual
entre 0s animais sem tratamento com 0s animais tratados com o 6leo de baru
(p>0,70). Os animais diabéticos do grupo DMA apresentaram uma reducdo
significativa da atividade da catalase em relacdo ao CA, representando uma
diminuicao de 56,03% da atividade enzimatica da CAT (p<0,001). Semelhante
ao grupo DMA, os animais pertencentes ao grupo DMO 3.0, DM MET, DMGLI e
DMGO apresentaram médias iguais na atividade da catalase.

O tratamento com o 6leo de baru nas doses de 0,75 g/kg e 1,5 g/kg foi
capaz de controlar a reducdo da atividade da CAT nos animais diabéticos
(p<0,001), assim como a combinagcdo do 6leo de baru com a metformina foi
capaz de impedir a queda significativa da CAT em relacdo ao grupo CA
(p=0,7195), apresentando melhor efeito do que o grupo que recebeu apenas a

metformina.
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Com relacdo a atividade da Gpx nos animais saudaveis, nota-se que nao
houve diferenca estatistica entre o grupo controle sem tratamento e dos demais
grupos controles tratados com o 6leo de baru, para todas as doses (p>0,05). O
diabetes ao longo de todo tempo experimental, levou a reducéo significativa da
Gpx no rim dos animais do grupo DMA (p<0,001).

De acordo com o gréfico C da figura 15, observa-se a elevagéo gradual
significativa da atividade de Gpx, conforme aumenta-se a dose de tratamento
com o Oleo de baru nos animais diabéticos, indicando o efeito protetor do 6leo
de baru no estresse oxidativo. Os hipoglicemiantes também foram capazes de
impedir a queda da atividade da Gpx nos animais diabéticos, sendo que
novamente o grupo tratado com a metformina associada com o 6leo de baru
manteve a atividade da Gpx semelhante aos animais saudaveis (p>0,05).

Ja é bem estabelecido que na hiperglicemia cronica a atividade das
enzimas antioxidantes, SOD, GPx e CAT, encontram-se reduzidas, enquanto
apos a normalizacdo glicémica, as atividades dessas enzimas retornam ao
normal (Kajal; Singh, 2020; Mestry et al., 2017). Os dados obtidos nestes testes
corroboram com estudos que demostram a menor atividade da SOD, CAT e Gpx
em animais diabéticos em relacdo ao controle (Adeyemi et al., 2020; Figueiredo
et al., 2020; Saha; Ghosh, 2012).

O efeito do 6leo de baru nas atividades das enzimas antioxidantes, foi
novamente destacado nos grupos DMO 1.5 e DMMO 1.5, que impediram a
reducdo da atividade das enzimas SOD, CAT e GPX no rim dos animais
diabéticos. Correlacionando os resultados obtidos de ambos grupos nas enzimas
antioxidantes com a glicemia em jejum, € possivel sugerir que o efeito
antioxidante do 6leo de baru na dose de 1.5 g/kg, pode estar associado ao
melhor controle glicémico alcancado nessa respectiva dose.

Jangale et al., (2016)realizou a inclusdo do oleo de linhaga (10%) e oOleo
de peixe (10%) na racdo de ratos modelos de DM2. Ele demostrou que o Oleo
de linhacga foi capaz de regular positivamente a expressao e atividade de SOD e
CAT, além de aumentar a expressédo da Gpx, enquanto o Oleo de peixe (10%)
aumentou somente a expressao do gene CAT em rins de ratos diabéticos. Esses
efeitos foram associados ao controle glicEmico promovido pelo 6leo presente na

racao.
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O controle dos niveis glicémicos auxilia na reducdo da formacdo de
espécies oxidantes, assim como auxilia na resposta antioxidante (Franca et al.,
2013). Como demostrado nos resultados anteriores deste trabalho, o 6leo de
baru foi capaz de reduzir a glicemia de jejum dos animais diabéticos, assim como
melhorar a responsividade a glicose no TTOG, fatores contribuintes para
atenuacao da reducéo das atividades das enzimas antioxidantes.

O trabalho de Yang et al., (2013), demonstra que a producédo de anion
superoéxido e peroxido de hidrogénio foram maiores nos animais diabéticos, além
da variacao da expressdo de SOD, GPx e CAT em diferentes estagios do DM.
Ao avaliar o perfil antioxidante no coragéo, cérebro e rins de animais diabéticos,
Kamalakkannan e Prince (2006) se deparou com diferentes padrdes de atividade
enzimatica, indicando que as atividades das enzimas antioxidantes variam entre

os tipos de tecido e gravidade do diabetes.

Sani et al., (2006) demostraram que a catalase apresenta maior atividade
no figado e rins de camundongos do que no cérebro. Essa diferenca foi
relacionada com a demanda da protecéo contra danos causados pelo H20z2, ja
que o figado e os rins sdo tecidos metabolicamente ativos e grandes geradores
de EROs. A catalase € uma enzima localizada predominantemente no
peroxissomo e abundantemente presente no figado, pulmdes e rins, fazendo
parte do sistema antioxidante intracelular. Assim, a presenga dessa enzima no
soro se refere as enzimas remanescentes, de escape intracelular (Hong; Park,
2021). Como observado neste estudo, o nivel da atividade da catalase no soro

foi bem menor quando comparado com os rins de todos 0s grupos experimentais

Embora a atuacéo do radical anion superéxido como oxidante direto seja
pouco relevante, esta EROs tem a habilidade de favorecer a formacao de
radicais hidroxila, o qual é capaz de iniciar relacbes de peroxidacédo lipidica,
levando a formacéao de aldeidos e hidroperoxidos, dentre os quais se destaca o
malonaldeido (MDA).

O MDA faz parte das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), sendo o biomarcador mais conhecido da peroxidacéo lipidica,

derivado da [B-ruptura de endociclizacdo de acidos graxos polinsaturados
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(Franca et al., 2013). O grafico 14 apresenta a quantificacdo de MDA no soro de

animais saudaveis e diabéticos.

Grafico 14 - Niveis de MDA no soro dos grupos saudaveis e diabéticos ndo
tratados e tratados com 6leo de baru e/ou farmaco

MDA pmol
soro

Fonte: do autor

Legenda: CA= controle 4gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
o/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e 6leo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Meédia + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O numero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

Os resultados de MDA apresentados no grafico 14, demostram que a
administrac@o do 6leo de baru nos animais saudaveis néo foi capaz de alterar
significativamente os niveis de MDA entre os diferentes grupos. Esses dados
sugerem que a administracdo do 6leo para todas as doses avaliadas nesse
estudo, ndo elevou a formacéo de peroxidos lipidicos, mesmo com a reducéo da
atividade da Gpx no soro dos animais do grupo CO 3,0 (Figura 14).

Os animais do grupo DMA apresentaram um aumento significativo do
MDA em relacdo aos animais controles (p<0,001). Como consequéncia da
hiperglicemia, a geracdo de EROs e AGEs leva a exacerbacdo das reacgdes
oxidativas. Assim, como esperado, ao longo dos 90 dias de experimentacao foi

possivel observar o aumento dos niveis de MDA no soro dos animais diabéticos,
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sugerindo que houve um aumento da peroxidacdo lipidica neste grupo
(Papachristoforou et al., 2020).

Em relacdo aos animais tratados com 0leo de baru nas trés distintas
doses, os niveis de MDA foram significativamente reduzidos em comparacao
com o grupo DMA (p<0,001). Apesar dos grupos DMO 0,75 e DMO 3,0
apresentarem apenas uma tendencia na elevacéo da atividade da SOD no soro,
a atividade da Gpx foi estatisticamente maior nesses grupos, em relacdo ao
DMA. Como a Gpx € capaz de proteger os acidos graxos das reacfes de
oxidacao, o nivel da atividade dessa enzima nos grupos DMO 0,75 e DMO 3,0,
contribuiu para reduzir a formacgéo de MDA.

Zhu et al., (2020) alterou a dieta de ratos modelo DM2 com a adi¢éo de
milho e 6leo de linhaca, ricos em acidos graxos 6mega 3. O 6leo de linhaca foi
capaz de reduzir os danos do estresse oxidativo, reduzindo os niveis de MDA e
elevando a atividade de SOD. A acdo antioxidante do Oleo de linhaca foi
associada a supressdo da inflamacao e da disbiose intestinal. O acumulo de
AGEs tem como consequéncia a ativacao de NF-kB e inducao da expresséao de
TNF-a, levando a inflamagao crénica (Kang; Yang, 2020). O modelo de DM2 em
ratos levou a um aumento significativo em uma série de citocinas proé-
inflamatérias, incluindo IL-1B, TNF-a, IL-6 e IL-17A. Contudo os niveis dessas
citocinas pro-inflamatorias foi drasticamente reduzido apds o tratamento com
6leo de linhaca (Zhu et al., 2020).

O tratamento com os hipoglicemiantes isolados e associados com o 6leo
de baru levou a reducéo significativa dos niveis de MDA no soro em relacdo ao
grupo DMA (p<0,001). Os grupos tratados com metformina (DM MET e DM MO
1.5), ndo apresentaram diferenca entre si (p>0,05), demostrando que ambos o0s
tratamentos apresentaram o mesmo efeito na protecdo das ceélulas contra os
EROs.

A revisdo sistematica com meta-analise de Heshmati et al., (2019) avaliou
os efeitos da suplementacéo de acidos graxos 6mega-3 nos niveis séricos de
MDA em humanos. Eles comprovam que os PUFAs n-3 tém o potencial de
reduzir o nivel plasmatico de MDA e aumentar a atividade da GPx em adultos -
jovens e idosos. Em outro trabalho, a ingestdo do 6leo de peixe em ratos

hipercolesterolémicos durante 16 semanas, levou apenas a elevacdo da



104

atividade da SOD, sem apresentar diferenca nos niveis de MDA entre controle e
doente. Essa observagao foi explicada por um funcionamento adequado do
sistema antioxidante enddgeno, capaz de neutralizar os efeitos da
hipercolesterolemia (Lima Rocha et al., 2022).

As células eucariotas sdo constantemente expostas a meios estressores
que levam a elevacdo de EROs e ERNSs, essenciais para manter o
funcionamento adequado de vias que necessitam dessas espécies como
sinalizadoras. Contudo, quando a exposicao a esses fatores extrapola os limites,
0 organismo ativa mecanismo de controle redox (Darenskaya; Kolesnikova;
Kolesnikov, 2021). O fator nuclear eritroide relacionado ao fator 2 (Nrf2) atua
como chave na regulacdo do estresse oxidativo, responsavel por controlar a
expressdo de 200 genes citoprotetores que codificam proteinas antioxidantes e
moléculas que antagonizam os danos oxidativos e inflamatdrios (Zaabi et al.,
2021).

Em ratos modelos de diabetes experimental, foi observada a reducéo de
Nrf2 renal, reduzindo a capacidade da resposta antioxidante desses animais. As
atividades da glutationa redutase e SOD foram reduzidas nos ratos diabéticos.
O tratamento com metformina (200 mg/kg) foi significativamente eficaz na
melhoria da reducdo do nivel de Nrf2, assim como na normalizagdo das
atividades de GR e SOD (Zaabi et al., 2021).0 trabalho de Jamilian et al., (2017)
aborda a correlacdo da reducédo de Nrf2, com a reducdo de GSH, do status
antioxidante total e da atividade da Gpx, presente no descontrole glicémico em
pacientes diabéticos. A administracdo de metformina neste trabalho né&o foi
capaz de elevar a atividade de SOD, mas aumentou a atividade da GPx no soro
dos animais diabéticos, podendo ter influenciado nos niveis de GSH, bem como
na GR, reduzindo os niveis de MDA.

Um estudo comparativo entre pacientes diabéticos sem e com
complicagBes diabéticas, com acompanhamento farmacéutico durante 4 meses
demostrou que os pacientes com a presenca das complicacbes apresentaram
niveis elevados de HbAlc, glicose em jejum e MDA, sem apresentar diferenca
na atividade da SOD em relacéo aos pacientes sem complicacbes. A acao da
metformina sobre a peroxidagéo lipidica nesses pacientes foi correlacionada

com a inibicdo da formacao dos intermediarios reativos de oxigénio e inibicdo da
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NADPH oxidase (Dries et al., 2017). Esse achado corrobora com aos resultados
apresentados, ja que a metformina também néo atenuou a queda da atividade
de SOD.

Nos homogeneizados renais também foi realizada a determinacédo de
MDA. O grafico 15 apresenta as médias de MDA /mg de proteina obtidas com o
homogeneizado dos rins dos animais controles e diabéticos ndo tratados e
tratados com 0Oleo de baru e/ou farmaco.

Grafico 15 - Niveis de MDA pmol/mg de proteina obtidas com o homogeneizado
dos rins dos animais controles e diabéticos néo tratados e tratados
com Oleo de baru e/ou farmaco.
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Fonte: do autor
Legenda: CA= controle agua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle 6leo 1,5 g/kg,

CO 3,0= controle éleo 3,0 g’kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético 6leo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e 6leo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O ndmero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

Os niveis de MDA entre os animais saudaveis CA e 0s animais que foram
tratados com 6leo de baru foi estatisticamente igual (p>0,06), demostrando que
a ingestao do 6leo de baru ndo elevou a formacéo de peroxidos lipidicos. O grupo
CO 3.0 apresentou uma propensao no aumento da peroxidacéo lipidica, ja que
apresentou média de 1,224 + 0.46 de MDA pmol/mg de proteina, mas ainda sem
se igualar estatisticamente com o DMA. Esses dados indicam que a maior

ingestdo do oOleo de baru pode elevar as concentragbes de acidos graxos
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circulantes, e consequentemente contribuir para a peroxidagdo lipidica em
animais saudaveis.

Com relacédo aos animais diabéticos € notoria a elevacédo da peroxidacao
lipidica no grupo DMA em comparacdo com 0sS animais saudaveis, com um
aumento de 57,52% nos niveis de MDA (p<0,001). Além disso, o efeito do
tratamento do 6leo de baru e dos farmacos na redugéo significativa do MDA nos
animais diabéticos em relacéo ao grupo sem tratamento (DMA) foi evidente.

De acordo com os resultados obtidos pelas enzimas antioxidantes,
apenas os grupos DMO 1.5 e DM MO 1.5 apresentaram elevagéo significativa
da atividade de CAT e da Gpx em relacdo aos animais diabéticos sem
tratamento. A melhora na atividade dessas enzimas pode ter contribuido para
reducado dos niveis de MDA presente no rim.

O estado hiperglicémico é o principal agravante das complicacfes
diabéticas, pois a exposicao das células aos altos niveis de glicose, leva ao
desenvolvimento de uma memoria metabdlica, resultando na persisténcia dos
efeitos nocivos da hiperglicemia. Acredita-se que alguns processos moleculares,
iniciados durante a exposicdo ao excesso de glicose, continua a progressao
mesmo apds a normalizacao dos niveis glicémicos (Testa et al., 2017). Dessa
forma, os animais diabéticos sem tratamento (DMA) apresentaram uma memaoria
metabdlica maior que os animais tratados, ja que os picos hiperglicémicos nestes
altimos foram menores, por conta do efeito do tratamento.

Os resultados obtidos na determinacao dos niveis de MDA associado com
as atividades de SOD e CAT demostram que o 6leo de baru na dose de 3,0 g/kg,
além dos farmacos hipoglicemiantes isolados e em associacdo com o 6leo de
baru ndo elevou as atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT. Da
mesma forma, o marcador de peroxidacao lipidica para esses grupos foi menor,
sugerindo que o nivel de atividade da Gpx auxiliou na atenuacdo da formacéao
de perdxidos lipidicos, ja que foi a Unica enzima a néo ter os niveis reduzidos
Nos respectivos grupos.

Além da Gpx ter auxiliado na reducédo da peroxidacéo lipidica, existem
outros fatores que também influenciam na formagé&o do MDA. Um dos possiveis
fatores é de que a formacdo das EROS em cada grupo pode ter sido diferente,

decorrente ao tempo de exposicao a hiperglicemia, que pode influenciar na
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propor¢cdo de EROS formada. Além disso, ao observar a resposta dos
tratamentos na peroxidagdo lipidica e nos niveis de atividade das enzimas
antioxidantes, pode-se deduzir a existéncia de um ou mais fatores adicionais
auxiliando na reducédo dos danos oxidativos, que ndo envolva a alteracédo das
enzimas.

A incluséo do éleo de linhaca 10% na racdo de ratos diabéticos regulou
positivamente a expressao dos genes SOD, CAT e GPx, enquanto o Oleo de
peixe (10%) aumentou somente a expressdo do gene CAT em rins de ratos
diabéticos. Para ambas as intervenc¢des, foi observado a reducdo de TBARS nos
rins dos animais diabéticos. A regulacdo das enzimas antioxidantes foi associada
pelo fato dos acidos graxos w-3 protegem o rim contra os efeitos patolégicos da
glicacao, principalmente ao interromper a formacéo de AGESs e seus receptores.
Efeito associado com a reducéo significativa da expressao de AGEs e RAGE
pela dieta com 6leo de linhaca ou 6leo de peixe (Jangale et al., 2016).

A améndoa de baru contém uma série de compostos bioativos, que
abrange a presenca de acidos fendlicos e compostos poliméricos como taninos.
Os compostos fendlicos predominantes na castanha de baru torrada sdo os
acidos elagico e gélico, e derivados do acido géalico, como ésteres de acido galico
e galotaninos (Oliveira-Alves et al., 2020). Ja na identificacdo de fendlicos totais
presentes na castanha ap0s o processo de torra com a casca, além da
predominéncia do acido galico, foram detectados a catequina, acido ferdlico,
epicatequina, acido elagico e acido p-cumarico. A presenca desses compostos
na castanha de baru foi associada a uma maior capacidade antioxidante medida

pelo ensaio de eliminagéo de radicais livres -DPPH (Lemos et al., 2012).

O trabalho de Paulo et al., (2023), realizou a caracterizacdo completa do
Oleo de baru, bem como a determinacdo dos compostos bioativos. O teor de
compostos fendlicos totais foi maior que de outras fontes alternativas de 6leo,
como amendoim, nozes e avela. Ademais, foi avaliado o teor de carotendides,
com 10,8 £ 2,79 ug B-caroteno g —1, que também foi superior ao azeite, 6leo de
linhaca, de amendoim e de girassol. O B-caroteno é um antioxidante lipossoluvel,
precursor da vitamina A e capaz de anular os efeitos das espécies oxidantes. Foi

relatado que os carotenoides séo eficientes na eliminacdo do oxigénio singlete,
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além da reducao dos niveis de MDA em tecidos cerebrais e cardiacos (Esrefoglu
et al., 2016; Stratton; Schaefer; Liebler, 1993).

O controle do equilibrio redox é feito a partir de antioxidantes provenientes
da dieta e os antioxidantes endégenos. O Nrf2 auxilia nesse controle quando
ativado. Na presenca do EO, o Nrf2 se dissocia da proteina 1 associada a ECH
do tipo Kelch (Keapl) e se transloca para o nucleo, onde inicia a sinalizacédo
Nrf2-ARE. Essa sinalizacdo ARE (elemento responsivo a antioxidantes)
corresponde a ativacao da resposta antioxidante por meio da regulacéo de genes
protetores (Kang; Yang, 2020).

O uso de carotenoides como tratamento (12 semanas) para ratos
diabéticos levou a ativacao da sinalizacdo Nrf2-ARE, com elevacédo dos niveis
de SOD, heme oxigenasse-1 e da proteina nuclear Nrf2 nos tecidos renais. Além
disso, foi observado a reducéo da peroxidacéo lipidica, associado com a reducéo
de fibronectina e colageno IV, demostrando que o papel antioxidante dos
carotenoides atrasou o0 processo patoldgico da nefropatia diabética (Zhu et al.,
2018).

A associacdo de astaxantina, um carotenoide, com acidos graxos 6mega
3 para o tratamento de uma linhagem celular de hepatoma humano imortalizada
HepG2, demostrou que os PUFAs e a astaxantina sozinhos e em combinagéo
protegem as células do EO, por meio da inducéo da via de sinalizacao Nrf2-ARE.
As concentra¢cfes de GSH, o nivel de poder antioxidante total e a expressao de
MRNA de Nrf2 foram significativamente maiores nas células tratadas com
caroteinoide associado aos acidos graxos 6mega 3 em baixas doses (Saw et al.,
2013).

Considerando todas essas observacdes, os resultados nas atividades de
SOD, CAT e Gpx, junto com os niveis de MDA observados neste estudo podem
ser atribuidos aos compostos fendlicos e acidos graxos insaturados presentes
no 6leo de baru, que por meio de diferentes mecanismos, contribuiram melhoria
do controle glicémico e ativacdo da defesa antioxidante no soro e rins dos

animais diabéticos.
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5.3.7 Peso absoluto e relativo dos rins.

Considerando alteragcdes nos pesos dos rins podem ser indicativos de
leséo renal (Tu et al., 2019), este parametro foi avaliado e utilizado para o calculo
do indice renal (peso relativo).

A tabela 8 apresenta os pesos absoluto e relativo dos rins dos grupos

saudaveis e diabéticos ndo tratados e tratados com 6leo de baru e/ou farmaco.
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Tabela 8 - Peso absoluto e relativo dos rins dos grupos saudaveis e diabéticos néo tratados e tratados com 6leo de baru e/ou

farmaco
CA C0O0.75 CO15 CO30 DMA DMO DMO15 DMO30 DM DMMO DMGLI DMGO15
0.75 MET 15
Peso absoluto | 1.084 + 1.107 + 1.189+ 109+ 1471+ 1469+ 1478+ 1344+ 14+ 1.312 + 1429+ 1.354+
do Rim | 0,067 0.125% 0.1273¢ 0.132% 0.289° 0.171° 0.136*  0.164%®  0.171* 0.176% 0.159  0.171%
Direito (g)
Peso absoluto | 1.063 + 1.157 + 1.183+ 1061+ 14+ 142+ 1428+ 1284+ 1418+ 1305+ 1.389+ 1.313%
do Rim | 00962 0.255% 0.145%  0.115% 0.197° 0.154° 0.144° 0.1153P  0.125P 0.170% 0.143° 0.114%
Esquerdo (g)
Peso relativo | 0.5758 + 0.6144 + 0.6 + 05852 1.096+ 0.9852 1005+  0.8877+ 1.029+ 08979+ 1.009+ 0.991 +
dos rins (9) | 0.052? 0.0742 0.035%  +0.039% 0.024° + 0.050°  0.122° 0.121°  0.1413¢  0.143°  0.158"%
0.093

Legenda: CA= controle agua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg, CO 3,0= controle 6leo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75
=diabético 6leo 0,75 g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético 6leo 3,0 g/kg, DM MET= Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO
1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg, DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e 6leo 1,5 g/kg.

*Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes, na mesma linha, diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey.
O numero de animais (n) para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).
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O peso absoluto dos rins direito e esquerdo, além do peso relativo renal
dos animais do grupo CA apresentaram um aumento significativo quando
comparados com os animais diabéticos, DMA (p<0.01), indicando a presenca de
hipertrofia renal. Ao comparar os animais saudaveis tratados com 0Oleo e o
controle agua, nota-se que 0s pesos absolutos e relativos para todos os grupos
foram estatisticamente iguais (p>0,90), demostrando novamente que a ingestao
do 6leo em animais saudaveis nao foi capaz de alterar o peso dos rins.

Contudo, entre os animais diabéticos, aqueles que receberam o 6leo na
dose de 0,75 g/kg e 1,5 g/kg, ndo apresentaram uma diferenca significativa em
nenhum dos marcadores, descritos na tabela 5, em relagdo do DMA. Ambos os
grupos foram semelhantes ao grupo DMO 3.0, indicando a tendéncia na reducéo
peso e do indice renal. O efeito do tratamento do 6leo na mudanca do indice
renal foi observado somente no grupo DMO 3.0, que apresentou uma reducao
de 19,06% no peso relativo dos rins, em relacdo ao DMA.

O tratamento com os hipoglicemiantes de forma isolada ndo reduziu o
peso relativo dos rins nos animais diabéticos (p>0,05). O efeito na reducdo do
indice renal foi somente observado na combinacdo do 6leo de baru com a
metformina (DMMOL.5).

A hipertrofia renal € uma das primeiras alteracbes estruturais na
nefropatia diabética, processo no qual se inicia com o crescimento das células
tubulares e glomerulares. O aumento do espessamento da membrana basal
tubular, expansao da capsula de Bowman e a hiperplasia das células mesangiais
e tubulares acompanham o desenvolvimento da hipertrofia renal (Habib, 2018).
Essas alteracfes estdo associadas com o0s niveis elevados de glicose sérica,
responsaveis por aumentar a captacao basolateral desta molécula por meio de
GLUT1, resultando na hipertrofia celular e elevagdo na massa renal (Thomas,
2021).

Os dados renais obtidos nesse estudo, demostram que o diabetes
promoveu a hipertrofia dos rins durante o periodo de tratamento, se
assemelhando a outros trabalhos que induziram a lesao renal (Tu et al., 2019;
Zhu et al., 2018). De Oliveira et al., (2017), afirma que a hiperglicemia leva ao
aumento da relag&o rim/peso corporal, mas apés 12 semanas de tratamento com

insulina e metformina, essa relacdo volta ao normal, correlacionando essa
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observacgéo apos atingir o controle glicémico pela reducdo da HbAlc. O controle
glicémico a longo prazo € essencial para reducao dos danos renais, incluindo a
relacéo rim/peso corporal.

Tendo em vista que o peso dos rins ndo apresentou diferenca entre os
animais diabéticos tratados e ndo tratados com o 6leo e hipoglicemiantes, ao
corrigir o peso do 6rgdo com o peso corporal, pode-se observar que o 0leo na
dose de 3,0 g/kg apresentou o efeito em atenuar a hipertrofia renal causada pelo

diabetes.

5.3.8 Analises histolégicas e histomorfométricas do rim

O rim do rato é unilobar, possuindo somente uma piramide medular e
consequentemente uma papila, o que facilita a compreenséo da arquitetura renal
(Junqueira, 2023). Nos animais ndo diabéticos (controle e tratado) foi observada
a zona cortical do rim, com glomérulos renais de forma arredondada, bem
delimitados no interior da capsula de Bowman, e ligados a esta por um pedunculo
bem evidente localizado no polo vascular. As células glomerulares apresentam
aspectos de normalidade com relagéo a forma e coloracéo do nucleo e relacédo
nucleo plasmética.

Os capilares sanguineos glomerulares foram evidentes e numerosos nos
animais saudaveis tratados com agua e Oleo de baru. As porcdes parietais e
viscerais da capsula de Bowman foram bem evidenciadas, apresentando
integridade e espaco capsular mais ampliado no polo urinario e mais reduzido
no polo vascular. O glomérulo encontrava-se envolvido por tdbulos renais
proximais, com células bem coradas e altas e o lumen estreito, apresentando
partes contorcidas e retas, e distais com células pouco coradas e baixas e o
[imen mais amplo, intercalados por vasta rede capilar.

Os tubulos estavam constituidos por células cubicas simples com nucleos
basofilos bem delimitados, arredondados, com coloracdo mais clara. O
citoplasma se apresentava abundante, homogéneo e réseo, sendo raras as
células com areas de eosinofilia aumentada. Nos glomérulos e nos tubulos, ndo
se evidenciou processos degenerativos ou necroticos. No Grupo controle dos

animais diabéticos tratados com agua (DMA), foi observado um numero
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expressivo de células epiteliais tubulares tumefeitas, apresentando citoplasma
vacuolizado, com nucleo mais intensamente corado e de propor¢des reduzidas,
mantendo, no entanto, sua forma arredondada e central, as vezes ligeiramente
anguloso. Algumas células apresentaram restos de citoplasma com aspecto
rendilhado, tornando a célula mais esfumacada e dificultando a visualizacao do
nacleo. Alguns tubulos ao redor do glomérulo encontravam-se com luz dilatada,
revestido com epitélio todo vacuolizado, com variacdes de pequenos e grandes
vacuolos.

Ainda no grupo DMA a maioria das células com acumulo de &gua
apresentaram caracteristica baloniforme, e muitas as células com vacuolos
multiplos. Encontramos também células tubulares com aumento da eosinofilia
citoplasmatica, sendo raro o envolvimento de todo o citoplasma. Nos glomérulos
foram observadas alteracdes na forma, tamanho e nas caracteristicas das
células glomerulares, espessamento do mesangio, com o aumento evidente do
espaco capsular de Bowman, glomérulos inchados e vacuolizados e sinais de
glomeruloesclerose difusa, caracterizado pelos espassamento hialino do
mesangio. O polo vascular de véarios glomérulos apresentava a presenca de
grandes vacuolos. A vacuolizacao das células do epitélio dos tabulos tornou mais
imprecisos 0s contornos do epitélio tubular e reduzido o limen. A area medular
apresentou fibrose intersticial e degeneragéao tubular.

Ja nos grupos diabéticos tratados com o Oleo de baru nas trés distintas
doses (DMO 0,75; DMO 1,5 e DMO 3,0) foi possivel observar a reducdo no
namero de células baloniformes, porém foi possivel observar células tubulares
com pequenos vacuolos distribuidos na regido cortical. Foi notavel a menor
presenca das alteracdes na forma, tamanho e contorno dos corpusculos renais,
assim como os glomérulos, e reducdo no espaco capsular de Bowman. Os
grupos tratados com os hipoglicemiantes de forma isolada em combinagéo com
0 Oleo de baru apresentaram glomérulos com a citoarquitetura mais proxima dos
animais controles, possuindo os contornos do corpusculo renal bem evidente,
sendo raros os glomérulos com alteragcdo na forma e tamanho. As células
tubulares apresentaram citoplasma abundante e réseo, sem a presenca de
pequenos vacuolos, nucleos bem delimitados. Raros glomérulos possuiam a

presenca de vacuolos no polo vascular e nas células dos tubulos proximais.
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Na Figura 16 estdo as fotomicrografias das secc¢des histologicas dos
corpusculos renais dos doze grupos experimentais coradas com hematoxilina e

eosina no aumento de 40x.
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Figura 16 - Fotomicrografias das seccdes histoldgicas dos glomérulos dos grupos saudaveis e diabéticos tratados e néo tratados com 6leo
de baru e/ou farmaco coradas com hematoxilina e eosina

Legenda: (A) Controle a4gua; (B) Controle dleo 0,75g/kg; (C) Controle 6leo 1,5g/kg; (D) Controle 6leo 3g/kg; (E) Diabético agua; (F) Diabético 6leo 0,75g/kg; (G) Diabético 6leo 1,5g/kg; (H)
Diabético 6leo 3g/kg; (1) Diabético metformina (200mg/kg); (J) Diabético metformina + 6leo 1,5g/kg; (K) Diabético gliglazida (10mg/kg); (L) Diabético gliclazida + 6leo 1.5 g/kg.

Setas: Presenca de vacuolos nas células tubulares
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Na figura abaixo tem-se representado as andlises morfométricas do glomérulo e
corpusculo renal.

Figura 17 - Medidas morfometrias dos rins de animais saudaveis e diabéticos
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Fonte: do autor

Legenda: CA= controle 4gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle 6leo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético ¢leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O ndmero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).
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De acordo com as andlises morfométricas do rim, observa-se que entre
0s animais saudaveis tratados e nao tratados com o 6leo de baru, n&o houve
diferenca estatistica nas medidas avaliadas (p>0,05). Contudo, ao comparar 0s
animais do grupo DMA em relacéo ao grupo CA, foi evidente a alteracao de todas
medidas glomerulares (p<0,001), ressaltando a presenca da lesdo renal nos
animais diabéticos.

O dano renal demostrado pelas alteragfes histologicas dos glomérulos e
tubulos renais, assim como nas medidas morfométricas nos animais do grupo
DMA estdo de acordo com as alteracdes encontradas nos marcadores
bioquimicos de funcao renal no soro e na urina, evidenciado pela presenca de
albuminuria e elevacdo da ACR. Semelhante aos trabalhos na literatura, a
elevacao dos niveis de creatinina e albumindria, acompanham as alteracdes
estruturais observadas no rim de animais diabéticos (Glastras et al., 2016;
Jangale et al., 2016; Soetikno et al., 2011; Zaabi et al., 2021).

O aumento significativo da area do glomérulo, do volume glomerular,
assim como do corpusculo e area de Bowman evidencia a presenca da
hipertrofia glomerular. A reducdo no nimero de células no interior do glomérulo
no grupo DMA, se deve a elevacédo da area glomerular. A nefropatia diabética
bem caracterizada pelo acumulo de matriz extracelular no tecido renal, sendo
que o primeiro estagio de progressao da lesao tecidual € a hipertrofia glomerular
seguida da inflamacéo dos glomérulos e tubulos renais (Wada; Makino, 2013).

O crescimento renal é muito observado no diabetes experimental, sendo
gue afase inicial é caracterizada pela hiperplasia seguida por uma transi¢ao para
hipertrofia. A ativacdo da via da PKC pela hiperglicemia, leva ao amento da
expressao da proteina quinase C 1 (PKCB1), relacionada com a hipertrofia dos
glomérulos e tubulos renais (Blantz; Singh, 2014). Um estudo com animais
diabéticos demostrou a elevagéo na expressao de PKCB1 e de TGF-B nos rins,
somado as alteracdes histologicas, sugerindo que a ativagcdo da via de
sinalizagdo da isoforma PKC-B no estado diabético contribui diretamente na
elevacdo do TGF-B 1, citocina profibrotica (Soetikno et al., 2011). Logo, a
ativacao desses fatores no diabetes contribui para hipertrofia e fibrose tecidual.

A morfologia renal em modelos de DM2 é bem abordada na literatura,
dentre as principais alteracdes na estrutura do tecido renal apés a inducdo do

diabetes estdo aumento na area e volume glomerular, acimulo de matriz
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mesangial, apagamento dos poddcitos, atrofia, degeneragéo e necrose tubular,
presenca de nucleos picnoticos, citoplasma das células epiteliais com vacuolos
irregulares, espessamento das membranas basais, espessamento da parede
vascular, inflamacdo intersticial (Ayaz et al., 2023; Glastras et al., 2016; Jangale
et al., 2016; Sun et al., 2021).

A alteracdo no metabolismo lipidico de animais diabéticos, com a
presenca da hiperlipidemia e hipertrigliceridemia foi associada a presenca dos
vacuolos tubulares renais. O aumento no colesterol total e no colesterol ndo-HDL
em animais diabéticos levou ao aumento da deposicéo lipidica renal em modelos
de DM2 experimental (Glastras et al., 2016). A determinac&o de triglicerideos,
acidos graxos, éster de colesterol e fosfolipidios no rim de ratos diabéticos
demostrou que o acumulo de lipidios no rim € causado por ésteres de colesterol
e fosfolipidios (Decléves et al., 2014).

Os animais diabéticos tratados com o 0leo de baru em todas as doses,
assim como 0s grupos que receberam os hipoglicemiantes, apresentaram para
area do glomérulo, do corpusculo e da capsula de Bowman e o volume
glomerular valores estatisticamente menores em relagdo ao grupo DMA
(p<0,001). O numero de células no interior do glomérulo, de todos 0s grupos
diabéticos tratados com o 6leo e/ou hipoglicemiantes, também apresentaram
uma elevacao significativa em relagéo ao grupo DMA. Esses resultados sugerem
a capacidade do 6leo de baru e dos hipoglicemiantes em impedir a evolugéo da
hipertrofia nos rins dos ratos diabéticos.

No trabalho de Jangale et al., (2016) a suplementacéo da dieta de ratos
wistar diabéticos com 6leo de linhaca e 6leo de peixe reduziu significativamente
as alteracbes morfolégicas nos rins. A auséncia de necrose e reducdo do
espessamento da parede vascular, assim como da inflamacao intersticial foi
observada nos animais diabéticos com a dieta suplementada. O efeito protetivo
do oOleo de linhaca e peixe, na reducéo da progressao da nefropatia diabética foi
atribuida a regulacéo positiva das enzimas antioxidante, SOD, CAT e Gpx, bem
como a inibicdo de NF- kB p65 e IL-6.

Em um trabalho com a administracdo do 6leo de Nigella sativa, para
animais diabéticos durante 56 dias, levou a aparéncia normal das estruturas
glomerulares e tubulares renais, sem evidéncias de atrofia, necrose tubular e

auséncia de vacuolos no cortex renal. O tratamento com metformina na dose de
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100 mg/kg, levou a reducéo parcial das alteracdes histoldgicas, sendo relatado
a presenca de necrose nas células tubulares, fibrose intersticial e irregularidades
nas membranas basais. O efeito renoprotetor do 6leo da Nigella sativa e
metformina foram associados a reducdo do estresse oxidativo e apoptose
celular, através da reducdo da Bax e caspase 3 e 9 (Ayaz et al., 2023)

Em relacdo aos tratamentos com o uso dos hipoglicemiantes em isolado
e associado com o 6leo de baru, nota-se o efeito semelhante entre esses grupos,
ja que todos apresentaram reducdo da &rea do glomérulo e corpusculo renal,
bem como do volume glomerular, comparado com o grupo sem tratamento
(DMA). Na area da capsula de Bowman, verifica-se que os grupos DMMO 1,5 e
DMGO 1,5 apresentaram maior reducdo na area do que 0S grupos que
receberam o hipoglicemiante de forma isolada (p<0,05), sendo estatisticamente
semelhante ao grupo CA.

O estudo de Sun et al., (2021) demostra o efeito da metformina (200
mg/kg) em reduzir a hipertrofia glomerular, o acimulo da matriz mesangial e o
espessamento da membrana basal glomerular em camundongos diabéticos.
Nesses animais, os niveis de fibronectina, IL-1B e TNF-a, foram reguladas
negativamente nos rins dos camundongos apds o tratamento com a metformina.
Além disso, os autores observaram a reducdo da expressao de Bax e da
coloracdo de TUNEL, marcadores de células apoptéticas, como também da
coloracdo de DHE, marcador de oxidacao, nos rins dos animais tratados com
metformina. Logo, a metformina foi capaz de inibir a apoptose induzida por EROs
por controlar as reacdes de oxidacdo como também atenuar o estado
inflamatério.

Ja é bem estabelecido na literatura a acdo da metformina na ativacao da
AMPK (Kristensen et al., 2014). A administracdo do ativador da AMPK foi capaz
de reduzir a area glomerular, os vacuolos tubulares e reestabelecer a estrutura
histolégica do rim na doenca renal induzida pela dieta hiperlipidica. Além disso,
a ativacdo da AMPK reduziu a albumindria, os niveis de H202 na urina e a
expressdo de moléculas proé-inflamatérias no rim, como também modificou a
atividade da 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA redutase (HMGCR), regulando a
sintese do colesterol e impedindo o acumulo de lipideos (Decleves et al., 2014).

Os grupos que receberam metformina neste estudo, apresentaram

reducao significativa na albuminuria, assim como no nivel de colesterol ndo HDL,
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semelhante ao observado por Decléves et al., (2014). O efeito da metformina na
ativacdo da AMPK, e seu efeito protetor nas lesGes renais, também
apresentadas neste estudo, contribuiu para o atraso na evolucdo da doenca
renal nos animais diabéticos.

O tratamento com gliclazida em ratos modelos de DM2 induzido por dieta
rica em colesterol associada a STZ, demostrou a acdo deste medicamento em
melhorar a expansao da matriz mesangial e diminuir a infiltracdo de macréfagos
glomerulares em ratos diabéticos. O efeito da gliclazida na nefropatia diabética
foi associado a capacidade de eliminacdo de EROs através de sua estrutura de
anel azabiciclo-octil, supressdo de NADPH oxidase, regulacdo positiva de
MnSOD e supressao da molécula de adesao intracelular-1 (ICAM-1) (Onozato et
al., 2004).

A avaliagdo da gliclazida na nefrotoxicidade em animais com les&o renal
aguda, enfatiza a melhoria na ureia, creatinina e principalmente na reducdo da
apoptose via caspase-3, da inflamacéo, pela determinacdo de NF-kB e reducao
do estresse do reticulo endoplasmético, associados com a manutencdo da
estrutura histologica do rim (Taghizadeh et al., 2020).

Conforme observado nos resultados deste trabalho, o 6leo de baru
apresentou efeito protetor na reducao das atividades das enzimas antioxidantes,
além de reduzir significativamente os niveis de MDA, o que indica a reducédo do

estresse oxidativo.

5.3.9 Efeito do 6leo de baru nas vias metabdlicas das células renais

Como citado anteriormente, a hiperglicemia leva a alteracdes nas vias
metabdlicas, levando as alteracBes no metabolismo de carboidratos e lipidios,
como também promove a ativacéo de vias alternativas (Ahmad; Draves; Rosca,
2021). Tendo isso em vista, alguns metabolitos intracelulares foram avaliados.

A Figura 18 demostra a determinag&o nos niveis de AMP, ADP e ATP nos

animais saudaveis e diabéticos.
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Figura 18 - Niveis de AMP, ADP e ATP de animais controle e diabéticos tratados
e tratados com 6leo de baru e/ou farmaco
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Legenda: CA= controle &gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O numero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).

Nota-se na Figura 18, que ndo houve diferenca estatistica nos niveis da
adenosina isolada e das adenosinas ligadas ao fosfato, do metabolismo
energético (AMP, ADP e ATP) entre os animais saudaveis (p>0,05). Entre os
animais do grupo CA e DMA, foi observado um aumento significativo de
adenosina, AMP e ATP nos animais diabéticos em relacdo aos saudaveis
(p<0,001).

Os tratamentos com o 6leo de baru e os hipoglicemiantes isolados e
associados com o 06leo, reduziram significativamente os niveis de adenosina,

ADP e ATP dos animais diabéticos, sendo estatisticamente iguais a média obtida
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pelos animais controles. Somente para o AMP, o tratamento com o0s
hipoglicemiantes ndo reduziu os niveis desse marcador em relacdo ao grupo
DMA, no entanto, eles ainda foram estatisticamente iguais aos animais
saudaveis.

A quantificagcdo de AMP, ADP e ATP estdo envolvidas no estado
energético e no metabolismo de nucleotideos (Wang et al., 2021). De Oliveira et
al., (2017), relataram que os niveis desses metabdlitos em isolado ndo foram
diferentes entre animais saudaveis e diabéticos, com tratamento de 12 semanas.
Entretando, os resultados obtidos no presente estudo, foram semelhantes aos
observados por Wang et al., (2021), em que a distribuicdo da quantificacdo de
AMP, ADP e ATP foram significativamente elevados no cértex renal de animais
modelos de DM2.

O ATP pode ser hidrolisado em ADP e AMP por CD39 (ecto-nucleosideo
trifosfato difosfohidrolase) ou NTPDasel (nucleosideo trifosfato difosfohidrolase-
1), assim como o AMP é convertido em adenosina pela acdo da CD73 (5'-
ectonucleotidase), todos expressos no rim (Kishore; Robson; Dwyer, 2018). A
elevacao dos niveis dessas adenosinas estd associada a desregulacdo de
ATPases no diabetes ndo controlado, levando a hiperfuncédo dos rins, como
aumentos na TFG e reabsorcdo de sodio e dgua e bem como alteracdo da
atividade da bomba Na + /K + ATPase (Katyare; Satav, 2005).

As adenosinas produzidas desde a geracdo do ATP até a formacéo de
adenosina, pelo eixo CD39-adenosinérgico, regula o equilibrio entre a atividade
dos receptores purinérgicos nas células renais. Como consequéncia da
alteracdo dos niveis de adenosina em animais diabéticos, alteram o transporte
tubular de agua e sodio e a secrecdo de renina, via ativacdo do receptor
adenosina A1, elevacdo de Ca?" citosdlico nas células mesangiais
extraglomerulares, todos esses fatores contribuem para evolugéo da lesdo renal
(Kishore; Robson; Dwyer, 2018).

Outra via de leséo tecidual € por meio da ativacao cronica dos receptores
purinergicos adenosina A2, capazes de induzir a fibrose nos rins (Roberts et al.,
2014). Em um trabalho com animais deficientes de adenosina desaminase, a
elevacdo cronica de adenosina levou ao desenvolvimento de glomérulo
esclerose e fibrose intersticial nos tecidos renais. O tratamento com o inibidor

seletivo do receptor adenosina A2 atenuou a fibrose renal (Dai et al., 2011).
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Semelhante ao observado neste trabalho, os niveis de adenosina em
glomérulos de ratos diabéticos foram significativamente elevados em relacéo aos
animais controle. Além da determinacdo da adenosina, os niveis de albuminuria
e a presenca de alteracdes histologicas foram maiores nos ratos diabéticos (Tak
et al., 2014). Neste trabalho, verificamos que o tratamento com o 6leo de baru e
os hipoglicemiantes foram capazes de atenuar os niveis de adenosina, bem
como a albumindria e os demais marcadores de lesédo renal. A Figura 19
demostra a determinacdo nos niveis da nicotinamida, NAD, NMN de animais
controle e diabéticos.

Figura 19 - Niveis de NAD, NMN e nicotinamida no rim de animais saudaveis e
diabéticos tratados e tratados com 6leo de baru e/ou farmaco
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Legenda: CA= controle 4gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,

CO 3,0= controle 6leo 3,0 g/kg, DMA= diabético 4gua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético ¢leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O ndmero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).
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Na figura 19, os niveis de nicotinamida mononucleotideo (NMN) nao
apresentaram diferenca significativa entre os grupos experimentais. Contudo,
para o NAD, observa-se a elevacao significativa dessa molécula nos animais do
grupo DMA em relag&o aos animais saudaveis (p>0,001). Todos os tratamentos,
seja com o 6leo de baru e/ou hipoglicemiantes foram capazes de impedir a
elevacdo de NAD nos animais diabéticos.

Os niveis de nicotinamida (NAM) entre os animais diabéticos e controle,
também ndo apresentaram diferenca estatistica. Porém, é importante destacar
a tendéncia na reducgédo da nicotinamida no grupo DMA, ja que apresentou média
inferior aos demais grupos. Os animais diabéticos tratados apenas com agua,
apresentaram niveis estatisticamente diminuido em relagdo ao Grupo CO 1.5.

A nicotinamida, também conhecida como vitamina B3 & um nutriente
proveniente da alimentacéo ou de reacdes de reciclagem apds o consumo de
NAD+. A Nicotinamida é metabolizada em mononucleotideo de nicotinamida
(NMN), pela nicotinamida fosforibosiltransferase. A NMN, por sua vez €
convertida em NAD via mononucleotideo de nicotinamida adenililtransferase
(NMNATS) (Fletcher et al., 2017). O NAD * & um cofator importante nas reacdes
redox, essencial no fornecimento de energia e substrato de enzimas importantes,
como Sirtuinas, poli-ADP-ribose-polimerases (PARPs) e CD38. Essas enzimas
sdo grandes consumidoras de NAD®*, tendo influéncias no equilibrio entre
consumo e biossintese desta molécula (Wang et al., 2023) .

Estudos demostram que os niveis de NAD* e nicotinamida renal no
diabetes apresentam-se reduzidos na lesao renal aguda (Liu et al., 2023; Wang
et al., 2023). Em camundongos diabéticos, a reducdo do NAD* renal foi
associada a inibicdo de enzimas renoprotetoras, contribuindo para o inicio e
progressdo da lesédo renal (Liu et al., 2023). Contudo, um protocolo usando
camundongos com nefropatia diabética, durante 24 semanas, demostrou que a
da concentragdo de NAD, NMN e nicotinamida no rim néo diferiu entre
camundongos diabéticos e saudaveis (Yasuda et al., 2021).

O NAD® e sua forma reduzida NADH participam de varios processos
metabdlicos, como a glicélise, complexo piruvato desidrogenase, ciclo de Krebs
e a fosforilacdo oxidativa (Yang; Sauve, 2016). No estado hiperglicémico, a
demanda de NAD* e NADH é elevada, devido a hiperativacdo de vias

metabalicas alternativas, elevando os niveis de aceptores de elétrons na cadeia
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transportadora de elétrons (CTE) da mitocéndria (Ahmad; Draves; Rosca, 2021,
Darenskaya; Kolesnikova; Kolesnikov, 2021). O excesso de doadores de
elétrons gerados (NADH e FADH2) para a CTE, promove o escape dos elétrons,
aumentando a producgéo de EROs (Sifuentes-Franco et al., 2017). Dessa forma
a reducdo da relacdo NAD* / NADH esta associada ao aumento da producao de
EROs (Yang; Sauve, 2016). A fim de regular a demanda por NAD*, a enzima
NMNATs é regulada positivamente, levando a conversdao de NMN a NAD+,
assim como o NAD é reciclado em diversas reacdes metabdlicas e celulares
(Yasuda et al., 2021). Neste trabalho, os niveis de nicotinamida e NMN foram
iguais para ratos diabéticos e saudaveis, sendo observado somente o aumento
de NAD* nos ratos diabéticos sem tratamento. De acordo com os estudos
supracitados, a elevacéo de NAD™" e a tendencia na diminuigdo de NMN no grupo
DMA pode ser decorrente a demanda de NAD na CTE e nas vias metabdlicas
ativadas. A avaliacdo das enzimas reguladoras das nicotinamidas seria
importante para elucidar a variacdo na concentracdo dessas moléculas.

Além das nicotinamidas, foram determinados os metabdlitos e
aminoacidos arginina, asparagina, aspartato, agrininosuccinato, gluamato e
glutamina, presentes nas vias metabolicas do ciclo da ureia e no metabolismo

de glutamato (Figura 20).
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Figura 20 - Niveis da arginina, asparagina, aspartato, agrininosuccinato,
gluamato e glutamina de animais controle e diabéticos
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Legenda: CA= controle agua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,
CO 3,0= controle 6leo 3,0 g/kg, DMA= diabético 4gua, DMO 0,75 =diabético éleo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético ¢leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
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**Letras diferentes diferem

estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O ndmero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).
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A determinacdo de arginina nos rins dos animais saudaveis, n&o
apresentou diferenca significativa ente o grupo CA e os demais grupos que
receberam o 6leo de baru (p>0,05). Porém, o diabetes levou a reducao
significativa dos niveis de arginina no grupo DMA em relacdo aos animais
saudaveis (p<0,01).

O tratamento do 6leo de baru foi capaz de impedir a reducéo de arginina
nos rins dos animais diabéticos somente na dose de 1,5 g/kg. O grupo DMO 3.0
apresentou uma tendéncia em atenuar a queda de arginina, porém ainda foi
estatisticamente igual ao DMA. O mesmo foi observado nos animais diabéticos
tratados com metformina e gliclazida isoladamente. A combinacdo do 6leo de
baru com a metformina e a gliclazida, respectivamente, foi capaz de elevar os
niveis de arginina nos animais diabéticos. Ambos grupos apresentaram niveis
de arginina estatisticamente igual ao grupo controle.

Os niveis de aspartato ndo apresentaram diferenca estatistica entre os
grupos experimentais (p=0,1273). Ja o0s niveis de asparagina,
argininossuccinato, glutamato e glutamina n&o apresentaram diferenca
estatistica entre os animais diabéticos e controles (p>0,05).

A arginina é um aminoacido envolvido no metabolismo do ciclo da ureia,
bem como relacionados a via metabdlica arginina-creatina e da metilacdo da
arginina (Benito et al., 2016). Nos estudos sobre a relacdo da arginina na
sindrome metabdlica, sdo encontradas diferentes relacdes entre ela e 0os seus
produtos de metabolizacdo. Cao et al., (2019) observou niveis aumentados de
arginina no soro em pacientes DM2 recém-diagnosticado. Wang et al., (2023)
também relatou a elevacdo dos niveis de arginina na saliva em pacientes com
DRD em relacdo aos pacientes saudaveis. Contudo, também hé trabalhos que
demostram a reducéo dos niveis de arginina no soro de pacientes diabéticos, e
o aumento de dimetilarginina assimétrica (ADMA), produto da metilacdo da
arginina, ambos associados com as complicacdes microvasculares no DM2
(Ganz et al., 2017; Menge et al., 2010). A reducédo nos niveis de arginina foi
relacionada ao aumento da atividade da arginase tecidual, enzima responsavel
pela hidrélise de arginina em ornitina (GANZ et al., 2017).

A arginina esta envolvida na sintese de NO, j& que é substrato da enzima
oxido nitrico sintetase (ciclo Cirtulina-NO) e a ADMA age como inibidor

competitivo na sintese de NO, promovendo efeitos aterogénicos e contribuindo
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para disfuncao endotelial (Luiking et al., 2012). Em animais diabéticos induzidos
por STZ, a reducdo da arginina plasmatica foi associada ao aumento da
captacdo hepdética de arginina e diminuicdo da biodisponibilidade de NO na
medula renal. A administracéo de L-arginina aumentou os niveis de NO em ratos
diabéticos (Palm et al., 2008).

Ganz et al., (2017) correlaciona os baixos niveis de arginina em pacientes
diabéticos, como preditor da nefropatia, devido ao comprometimento
microvascular no diabetes decorrente do desbalanco metabdlico da arginina e
as vias metabolicas as quais ela esta envolvida. Foi demostrando que a inibi¢cdo
de arginase em camundongos diabéticos atenuou significativamente os niveis
de creatinina, albuminudria e ureia, como também reduziu os danos vasculares,
endoteliais e renais, com a atenuacdo do estresse oxidativo e reducdo no
blogueio de eNOS (You et al., 2013). Neste estudo, os niveis de arginina nos rins
de animais diabéticos foram menores em relacdo ao controle, e o tratamento do
Oleo de baru associado com os hipoglicemiantes foi capaz de atenuar a reducao
da arginina. Tendo em vista que o estado hiperglicémico acelera a degradagéo
metabdlica da arginina, reduzindo a biodisponibilidade do NO e contribuindo para
o0 insulto microvascular da nefropatia diabética, sugere-se que o 6leo de baru foi
capaz de regular os niveis de arginina, contribuindo na atenuacdo dos danos
renais como observado nos marcadores bioquimicos da funcéo renal.

Com relacdo aos niveis de asparagina e aspartato, ambos aminoacidos
podem ser convertidos um no outro com a flutuacdo no metabolismo. Pela acdo
da asparagina sintetase, 0 aspartato € convertido em asparagina, enquanto a
asparaginase catalisa a conversdo de asparagina em aspartato (Luo et al.,
2020). A via aspartato / asparagina exerce tem um papel importante na geracao
de substratos no ciclo de Krebs, jA que o aspartato é transaminado em
oxaloacetato e glutamato (Gravina et al., 2022). No diabetes, a homeostase do
aspartato e asparagina sofre alteracbes mais significativas no inicio do
desenvolvimento da sindrome metabdlica. A determinacdo de asparagina no
soro de pacientes diabéticos, demostrou a perturbacdo do metabolismo da
asparagina, isoleucina, valina e L-metionina, com a regulacéo positiva no inicio
e na progressao do diabetes (Zhu et al., 2022). O desequilibrio nos niveis de
asparagina e aspartato no soro de pacientes normoglicémicos contribuiu para o

risco aumentado de DM2, tendo em vista que a asparagina pode suprimir a
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fosforilacdo da AMPK, contribuindo para o0 aumento da resisténcia a insulina (Luo
et al., 2020; Wang, Shuangyuan et al., 2022). Nao foram encontrados trabalhos
gue abordam a avaliacéo do perfil metabdlico de aminoacidos da via asparagina
e aspartato no tecido renal de animais saudaveis ou diabéticos. De acordo com
os dados apresentados, o desequilibrio das vias metabdlicas e niveis dos
aminoacidos sdo avaliados como biomarcadores e preditores do DM2, sendo
identificados no periodo inicial do diabetes (Wang, Shuangyuan et al., 2022; Zhu
et al.,, 2022). Este estudo é o primeiro a determinar os niveis renais de
asparagina e aspartato no rim de ratos saudaveis e em modelo de DM2 sem e
com tratamento. Foi demostrado que os niveis de asparagina e aspartato ndo
diferiu entre ratos controles e diabéticos, indicando que a homeostase de ambos
metabdlitos ndo se encontra alterada no rim de animais diabéticos, no periodo
mais avancado do diabetes.

A arginina esta correlacionada a glutamina, ja que a conversao intestinal
da glutamina leva a liberacdo de citrulina pelo intestino, que, apds ser captada
pela corrente sanguinea, € convertida pelos rins em arginina (Ligthart-Melis et
al., 2008). A glutamina € um aminoacido que desempenha um papel crucial como
substrato energético na proliferacédo celular, antioxidante e anti-inflamatorio, nas
quais podem ser responsaveis pelos seus efeitos nefroprotetores na DKD (Li et
al., 2023). Além disso, a glutamina também é precursora do glutamato, por acéo
da enzima glutaminase no rim, figado e cérebro. Este Ultimo aminoacido esta
presente em muitas vias metabdlicas, também sendo formado na mitocdndria
pela aminacdo redutiva do intermediario a- cetaglutarato (a-KG) do ciclo de
Krebs pela glutamato desidrogenase e no citosol pela reacdo catalisada pela
aspartato aminotransferase (AST) entre o aspartato e a-KG para produzir
oxaloacetato (Fletcher et al., 2017). A glutamina e o glutamato participam da
formacdo do GSH, através da via glutamina-glutationa, desempenhando um
papel significativo no sistema antioxidante (Nasri et al., 2023).

No rim, o transportador de aminoacidos excitatorios (EAAC) esta
envolvido com a reabsorcédo de glutamato e glutamina, desempenhando um
papel importante no controle dos aminoacidos no tecido renal (Du; Li; Li, 2016).
A elevacgdo de glutamato nos rins leva ao aumento da TFG, e da reabsorcéo
tubular de Na, K e agua, devido aos receptores e transportadores de glutamato

(Mahieu et al., 2016). Danos significativos nos glomérulos renais e o aumento do
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tamanho do espagco de Bowman, sé&o alteracbes decorrentes do efeito do
excesso de glutamato nos rins de ratos wistar (Du; Li; Li, 2016).

A avaliacdo de aminoacidos no cértex renal de camundongos diabéticos,
demostrou que os niveis de arginina e glutamina foram significativamente
reduzidos durante o protocolo com 8 semanas. O tratamento com um
medicamento antimalarico foi capaz de restabelecer os niveis dos aminoacidos
alterados (Rong et al., 2022). Em individuos com risco metabdlicos, os niveis de
glutamina estao reduzidos no soro dessa populacéo, sendo que 0 excesso de
glutamina em relacdo ao glutamato na circulagao tem sido associado a um risco
reduzido de diabetes futuro (Cheng et al., 2012). Em pacientes diabéticos, os
niveis de glutamina e glutamato refletem a lesdo renal, demostrando ser um
marcador do diagndstico precoce da DRD, j& que a redugdo da glutamina e
aumento de glutamato estavam presente nos individuos com a presenca da
albumindria (Li et al., 2023; Liu et al., 2019). A reposicdo de glutamina como
tratamento para animais diabéticos demostrou ser eficaz na melhoria da
nefropatia diabética, regulando as atividades e expressdo das enzimas
antioxidantes renais (Nasri et al., 2023). Todos esses estudos, destacam a
propriedade da glutamina na modulagéo do estado redox do estado inflamatorio
do DM2 (Cheng et al., 2012; Li et al., 2023; Rong et al., 2022).

Na literatura, os trabalhos abordam somente a associacdo das alteracoes
dos aminoacidos no estagio inicial das complicacbes diabéticas, estando
atrelado como marcador precoce da doenca renal diabética (Liu et al., 2019).
Neste trabalho ndo foi encontrada diferenca nos niveis de glutamina e glutamato
entre ratos diabéticos e saudaveis, sendo observada somente uma tendéncia da
reducado de glutamina e elevacéo do glutamato. Contudo essa observagao pode
estar relacionada ao estagio da lesédo renal o diabetes, ja que os niveis de
creatinina encontram-se alterados, ndo correspondendo ao estagio inicial da
disfuncéo renal.

Os aminoacidos desempenham importantes papeis por estarem
associados a diferentes vias metabolicas, sendo precursores e/ou produtos dos
intermediarios do ciclo de Krebs (Gravina et al., 2022). Neste trabalho também
foi realizado as determinagbes de alguns intermediarios do ciclo de Krebs,

hidroxiglutarato e do lactato (Figura 21).
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Figura 21 - Niveis de lactato, hidroxiglutarato e dos intermediarios do ciclo de
Krebs no rim de animais saudaveis e diabéticos
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Legenda: CA= controle 4gua, CO 0,75= controle 6leo 0,75 g/kg, CO 1,5= controle éleo 1,5 g/kg,

CO 3,0= controle éleo 3,0 g/kg, DMA= diabético agua, DMO 0,75 =diabético 6leo 0,75
g/kg, DMO 1,5= diabético 6leo 1,5 g/kg, DMO 3,0= diabético éleo 3,0 g/kg, DM MET=
Diabético metformina 200 mg/kg, DM MO 1,5= diabético metformina e 6leo 1,5 g/kg,
DM GLI: Diabético gliclazida 10 mg/kg, DM GO 1,5= diabético gliclazida e éleo 1,5
g/kg. Resultados apresentados em Média + DP **Letras diferentes diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (P < 0,001). O nimero de animais (n)
para cada grupo variou entre seis (6) e oito (8).




132

Os niveis de hidroxiglutarato e lactato nos animais saudaveis nao
apresentou diferenca estatistica entre os grupos tratados com agua e com o 6leo
de baru, demostrando que o 6leo de baru em animais saudaveis néo levou a
alteragdo no metabolismo glicolitico dos ratos wistar. Ja com relagéo aos animais
do grupo DMA, observasse a elevacgdao significativa nos niveis de hidroxiglutarato
e lactato em relacdo aos animais controle e aos demais tratamento dos animais
diabéticos.

O tratamento com o 6leo de baru na dose de 1,5 g/kg de forma isolada e
em associacdo com a metformina e gliclazida levou a reducéo significativa dos
niveis de lactato em relacdo aos animais do grupo DMA. Ja para o
hidroxiglutarato todos os grupos tratados com o Oleo de baru e os
hipoglicemiantes apresentaram reducdo significativa deste metabdlito em
relacéo ao grupo DMA (p<0,001).

Os niveis dos intermediarios do ciclo de Krebs (citrato, succinato,
fumarato e malato) no rim, apresentaram comportamentos semelhantes nos
animais controles e diabéticos. O grupo DMA apresentou o aumento significativo
dos intermediarios do ciclo de Krebs em relacdo aos animais saudaveis
(p<0,001). Os tratamentos com o Oleo de baru e os hipoglicemiantes isolados e
associados com o 6leo, levaram a atenuacéo significativa dos niveis de citrato,
succinato, fumarato e malato nos animais diabéticos, sendo semelhantes aos
animais saudaveis. Somente o 6leo de baru na dose de 0,75 g/kg néo foi capaz
de reduzir os niveis de malato em relacdo ao grupo DMA.

O lactato € produzido pela via da glicolise em condicbes anaerdbicas,
através da reducdo do piruvato, com a oxidacdo simultanea de NADH a NAD*.
O lactado pode ser convertido novamente em piruvato para formacédo de
glicogénio ou diéxido de carbono, como também é eliminado pelos rins, em
condicoes fisioldgicas (Wu et al., 2016). Song et al., (2022) relatou que o lactato
€ capaz de ativar a inflamacéo crbnica, aumentando a producédo de citocinas
inflamatorias e a liberagdo de Nf-kB, pelo acumulo de &cido lactico no rim de
camundongos com DRD.

A partir do sistema glioxalase, o metilglioxal é convertido a lactato. O
metilglioxal € um oxialdeido toxico, altamente reativo, responsavel por promover
a formacdo de AGEs (Hanssen; Stehouwer; Schalkwijk, 2019). Chou et al.,

(2015) demostra que durante o processo de dano e reparo tecidual no rim, as
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células renais aumentam o consumo de energia, e o metilglioxal oriundo da
metabolizacdo da glicose e dos acidos graxos, se acumula durante a producao
de energia, elevando a producdo de lactato nos rins. Assim, a elevacao dos
niveis teciduais de lactato nos animais diabéticos, reflete nos niveis toxicos de
metilglioxal e o estresse carbonilico no rim. Esses dados corroboram com 0s
resultados encontrados na determinacdo das atividades das enzimas
antioxidantes e do MDA no tecido renal. Os tratamentos com o 0leo de baru e os
hipoglicemiantes, com destaque a dose de 1,5 g/kg do éleo de baru associado
com os hipoglicemiantes que atenuou a reducéo da resposta antioxidante e dos
niveis de lactato, além de reduzir os danos oxidativos e histolégicos nos rins de
animais diabéticos.

Outro meio o qual o lactato contribui para lesao tecidual, é pela modulacdo
da resposta imuno-inflamatdéria. Ele inibe a motilidade das células T, atraidas ao
local de inflamacéo pelas altas concentracdes de lactato. A perda de motilidade
leva ao seu aprisionamento no local, onde, através do aumento da producéo de
citocinas inflamatoérias e da diminuicdo da capacidade citolitica, contribuem
negativamente para a inflamacao cronica (Haas et al., 2015).

A avaliacdo de perfis metabolémicos direcionados em um modelo de
nefropatia diabética em camundongos, demostrou a elevac¢do dos niveis de
lactato, succinato, malato e fumarato urinarios. Essas alteracbes foram
associadas com a reducdo da TFG aumento do risco de progressao da doenca
renal. O tratamento com um bloqueador do receptor de angiotensina reduziu a
albumindria, atenuou a patologia renal e corrigiu muitas anormalidades
metabolicas, restaurando os niveis de lactato ao normal (Azushima et al., 2023).
Neste trabalho, verificamos que o tratamento com o Oleo de baru e os
hipoglicemiantes também foram capazes de regular os niveis dos metabdlitos do
ciclo do TCA e do lactato, além de reduzir os marcadores bioquimicos de lesdo
renal, demostrando a capacidade do 6leo de baru e dos hipoglicemiantes de
regular o metabolismo de lactato e dos intermediarios do ciclo de Krebs.

No diabetes, ocorre um aumento progressivo na utilizacdo de glicose e
acidos graxos pelas células do cértex renal como substrato de energia ao longo
do tempo (Baek; Pennathur, 2021). A expressao de RNA mensageiro de enzimas
envolvidas na glicélise e na oxidacdo de acidos graxos foi aumentada em

camundongos diabéticos com 12 e 24 semanas de idade, indicando o acumulo
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de metabdlitos do ciclo de Krebs levam a reprogramacdo metabdlica e a
disfuncé&o mitocondrial, associadas as complicacfes na fungéo renal (Sas et al.,
2016).

Alguns intermediarios do ciclo de Krebs como o fumarato e o malato, mais
alguns enantidbmeros do hidroxiglutarato sdo considerados oncometabdlitos,
apresentando toxicidade quando encontrados em niveis elevados (Brinkley et
al., 2020). O hidroxiglutarato que é derivado do a-cetoglutarato, um intermediario
do ciclo de Krebs, sendo gerado sob condi¢cdes hipdxicas ou &cidas e
relacionado com as alteragfes do succinato (Baek; Pennathur, 2021). Baek;
Pennathur (2021) demostrou que a elevacao de hidroxiglutarato em células de
cancer renal promove a disfuncdo do ciclo de Krebs além de elevar a
concentracdo de a-cetoglutarato, cofator das desoxigenases, aumentando a
metilagdo do DNA e das histonas.

A avaliacao do perfil metabolémico urinario de camundongos modelo de
DRD, demostrou a elevacédo ne hidroxiglutarato, piruvato e fumarato, sendo que
o tratamento com um antagonista de angiotensina reverteu os niveis desses
metabolitos nos animais diabéticos. Esse efeito foi associado o aumento da
ativacdo do receptor-cotivador-1a ativado por proliferador de peroxissoma,
responsavel por reduzir os efeitos da disfuncao mitocondrial (Hyeon et al., 2020).
A funcdo mitocondrial é alterada no inicio do desenvolvimento da DRD, e essas
alteracOes persistem ao longo da doenca. Além dos danos oxidativos existentes
no diabetes, lesando proteinas e o DNA mitocondrial, a andlise de mitocéndrias
por meio da microscopia eletrbnica demonstrou que essas organelas estdo
aumentadas nos tdbulos proximais do rim diabético em humanos e
camundongos (Forbes; Thorburn, 2018).

Sas et al., (2016) afirma que reprogramacao metabdlica e a disfuncao
mitocondrial podem estar envolvidas no inicio das complicacdes diabéticas,
sendo que o acumulo de EROs nas mitocondrias gera danos dos complexos da
CTE, que por sua vez afeta o metabolismo de carbono, levando o aumento do
fluxo de metabdlitos do ciclo de Krebs. A avaliagdo metabdlica do rim de animais
modelos de nefropatia diabética, induzidos com dieta rica em gordura e
administracdo de STZ, apresentou o aumento do succinato, além dos

aminoacidos relacionados com o ciclo de Krebs. Essas alteracdes foram
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associadas a disfungcdo mitocondrial das células renais, visto o desbalango nos
niveis de AMP e ATP (Wang et al., 2021).

A elevacao dos intermediarios do ciclo de Krebs tem efeitos toxicos para
células e pode promover a progressao da DRD (Sas et al., 2016). O succinato
pode ativar o sistema renina-angiotensina, resultando no dano oxidativo e lesédo
por meio da ativacdo da Nox 4 (Lee et al., 2013; Peti-Peterdi, 2010) . O citrato
pode ser transportado para o citosol e convertido em acetil-CoA, substrato
primario da acetilacdo de enzimas da glicolise, ciclo de Krebs e do metabolismo
de aminoéacidos, auxiliando no desequilibrio dessas vias metabdlicas. Ja o
acumulo de fumarato na urina e no tecido renal foi relatado como potente indutor
de TGF-B3, contribuindo para lesao tecidual (Sas et al., 2016). A elevacao desses
metabolitos observada neste trabalho, nos animais diabéticos sem tratamento,
reforca as alteragdes nos marcadores de fungéo renal, do estresse oxidativo e
das mudancas estruturais evidenciadas na histomorfometria.

As perturbacdes metabdlicas no diabetes sdo correlacionadas as
anormalidades e disfung&o mitocondriais, aumento da inflamacéo, alteracao nas
respostas antioxidantes e inducao do estresse oxidativo, fatores que intensificam
o desenvolvimento da lesdo renal (Azushima et al., 2023; Rong et al., 2022). O
Oleo de baru, assim como os demais tratamentos com o0s hipoglicemiantes
isolados e associados com o 6leo, preveniram as alteracbes dos metabdlitos,
regulando os niveis dessas moléculas, chegando a niveis semelhantes aos
animais saudaveis. Essas observacdes sugerem o efeito protetor do 6leo de baru
e dos hipoglicemiantes em controlar o avan¢co da DRD, por meio da regulacao
do perfil metabdlico nas células renais.

Tendo em vista os trabalhos que avaliam o perfil metabdlico no diabetes,
varios trabalhos focam as analises na urina e soro de pacientes e animais
diabéticos (Wang, Shuangyuan et al., 2022; Zhu et al., 2022; Azushima et al.,
2023). Poucos séo os estudos na literatura que avaliam os metabolitos renais
em animais diabéticos e principalmente o efeito de diferentes farmacos e
bioativos. A avaliagéo dos niveis dos metabolitos do metabolismo da glicose, dos
aminodcidos e dos 4cidos graxos séo direcionados a biomarcadores de risco no
desenvolvimento da DRD, ou seja, em prever a disfuncdo renal no diabetes
diabéticos (Li et al., 2023; Wang, Shuangyuan et al., 2022; Zhou et al., 2021).
Contudo, as elevacdes dos intermediarios do ciclo de Krebs e das adenosinas
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resultantes do metabolismo energético abre possibilidades para serem utilizados
no monitoramento do tratamento da DRD.

Este € o primeiro trabalho a avaliar os efeitos do Oleo de baru e da sua
associagdo com a metformina e gliclazida, respectivamente, sobre o perfil
metabdlico em rim de animais diabéticos. Os dados obtidos por este estudo
demostram o efeito protetor do 6leo de baru e dos hipoglicemiantes em restaurar
0S niveis dos metabdlitos, mantendo-os em niveis semelhantes aos animais
saudaveis, efeito que pode estar associado ao controle glicémico. Entretanto
pode existir algum outro mecanismo que promova o equilibrio do metabolismo
renal dos animais diabéticos, ja que nem todas as doses avaliadas nesse
trabalho foram capazes de reduzir a hiperglicemia. Assim, mais estudos séo
necessarios para estabelecer a relacdo especifica de cada metabdlito na lesédo
renal e a via de atuacdo do 6leo de baru no metabolismo das células renais.
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6 CONCLUSAO

Tendo em vista todos os resultados obtidos nos grupos com animais
diabéticos, os tratamentos com o 6leo de baru nas doses de 1,5 g/kg e 3,0 g/kg,
nos animais diabéticos, obtiveram respostas semelhantes na maioria dos
parametros avaliados, desde o consumo de racdo e agua, curvas glicémicas,
marcadores bioquimicos de funcdo renal e perfil lipidico. Para os marcadores
urinarios e indice renal, o 6leo na dose de 3,0 g/kg se sobressaiu na atenuacao
dos danos renais, e em muitos casos apresentando 0 mesmo efeito que o grupo
DMMO 1.5. No entanto, quando avaliado o estresse oxidativo no tecido renal, o
0leo na dose 1,5 g/kg foi capaz de atenuar a reducéo das atividades das enzimas
SOD, CAT e GPx em relacdo aos demais tratamentos com o 6leo de baru.

Com relacédo a associa¢ao do 6leo de baru com os antidiabéticos orais,
foi possivel verificar um efeito adicional na acdo desses medicamentos na
estimativa de consumo de agua, racdo, no TTOG e TTI, na determinacao de
frutosamina, creatinina urinaria e no indice renal, quando comparados com o
tratamento em isolado destes farmacos.

A associacdo da metformina com o 6leo de baru apresentou melhor
capacidade no controle glicémico, ja que reduziu a glicose sérica e a frutosamina.
O sinergismo da gliclazida com o 6leo de baru, foi destacado nos marcadores de
funcao renal, mas ainda foram semelhantes ao grupo DMMO 1.5.

Os marcadores do estresse oxidativo no rim, apontam que além do
controle glicémico ter sido essencial para a redu¢cdo de MDA, o 6leo na dose de
1.5 g/kg isolado ou associado com os hipoglicemiantes foi capaz de atenuar a
gueda da atividade da CAT e GPx. Todos tratamentos foram efetivos na reducéo
da peroxidacdo lipidica, na minimizacdo nos danos renais histolégicos e na
normalizagdo dos niveis dos metabdlitos e adenosinas do metabolismo
energético, atenuando a progressao da DRD.

Os nossos resultados demostram que 6leo de baru apresentou um efeito
benéfico na DRD, tanto na administracéo de forma isolada, como também em
associacdo com a metformina. Esse efeito foi evidenciado pela reducéo dos
danos renais histologicos, bem como restauracdo dos marcadores bioquimicos
de funcéo renal e regulagdo do metabolismo oxidativo e energético. As doses do

6leo de baru que se mostraram mais eficazes foram as de 1,5 g/kg e 3,0 g/kg.
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A administragdo do 6leo aos animais saudaveis, em todas as doses
trabalhadas neste estudo, n&o indicam efeitos adversos ou toxicos de acordo
com os marcadores hepaticos e lipidicos avaliados. Contudo os efeitos do
consumo elevado do 6leo de baru a longo prazo sobre o estado inflamatorio,
ainda é desconhecido, tendo em vista a presenca de acidos graxos saturados
em sua composicao.

Assim, este trabalho sugere uma possivel acdo do o6leo de baru no
controle glicémico e na prevencdo da nefropatia diabética, abrindo perspectiva
para novos estudos visando a melhor compreenséo dos mecanismos envolvidos
nos efeitos deste 6leo e de sua eficacia no tratamento complementar do diabetes

mellitus.
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ANEXO A- Composicao da ragcao comercial padrao nuvilab

ADUIMTIA

NUVILAB CR-1 24042018

. . o Reav nr 2
Especificacbes Tecnicas

DESCRICAD
Racdo para animais de laboratorio
COMPOSICAC BASICA

Milho intaagral moldo, faraln da soja, farelo da trgo, Slan venetal, carbonato ds eéleia, fosfatn bicalcicn, clorata de sddio (sal comum), vitamina 4,
vitarmina N2, vitamina I, vitamina B3, vitamina 0| vitamina [2 vitamina D6 vitamina N2, niacina pantotanato da célcio, acide Flica, biofina, doreto da
colina, sulfato do forra, sulfato doe mangands, sulfato de zinco, sulfato do cobrz, iodato de calcio, sclonita de sddio, sulfato do cobalto. lisins,
mlicmre, BHIT.

PROPRIEDADES
O produto apresenta a forma fisica em peletes de coloracdo bege a marrom. Envasado em sacarias de 10 ou 20 kg.

NIVEIS DE GARANTIAPOR QUILOGRAMADE PRODUTO:

UMIDALE (iméx) 125 ulky MATEIIAMINEIAL (i) U gy
CALCIO (min max) 10 14 o/kg PROTEINABRUTA (min) 220 okg
FIBRA BRUTA (midx) 70 alkg FOSFOR [min) 8000  mako
MXTRATOTTERIO {min) an alka

WITARINAS V1LAMINA A (iR 13 00 UK V1AMINA D iming 2 000 UMk, VITAMING F (ming 34 U0 VITAMIMS K3 (Tin) 5 mofkg VILAMING 51 (min & modkg
WITARINA B2 (miny & maikn: VILAMINA HE [min) 7 maikg YHEARINA 12 iminy 22 nogik: MIACINA ming B0 gk PANTOTEN D GALCIC (Min) 20 magrkn; AL
FEUCO (ming 1 mghy, DIOTIMA (min) 0,05 myfg, COLUMA (min) 1.900 mghky MINCRAIS. SODIO Guir) 2700 myky, FTCRRS (i) 571 myfy, MANGANCS (min 60
kg ZINCO (min) 60 mgkg: COGRC (miny 10 Mgk 1000 (min) & mkg, SCLCMIO (min) 005 mgkg; CCOALTZ (miny 7.5 maikg: FLJDR [méx) 50 mgkg.
AMINCACIDODS: LISINA (mim) 12 ghg; MCTIONINA (mir) 4.000 mgkg. ADITIVOS: BHT 100 mgikg.

INDICACAQ DE USCQ

Rag 3o pronta para uso, indicado para & alimantac2o de camundongos e ratos da laboratdna.

DOSAGEM

Administracdo i vontade, através 0o comedouros SUspensos.

CONSERVACAO

Conservar o produln em amitnenle seco e srgade, sokbre eshados, evilando-se [us 2 calun excessivos.

PRAZO DE VALIDADE

06 meses 2pds a data de fabricacie.

ATENCAO:

O produlos devern ser annasengdos alaslacos Jda parede e longe de loees de conlamimagdo. Manlz umsa igiennzagio ehcente do local,
commelncos legaes de Conliole de Pragas (empresas lereeinsadas gue sepemneogesieacd=s oo Mimmslane) Fuilan oues o procolo penmisnegs
axpa=io a0 ambisnte, mantandn-a sempra fachadn O empilhamanto dos produtos ndo deva compromater ssn manusesin e consarvacin

REGISTRO
PRODUTO ISENTEC DE REGISTRONO MINISTERIC DAAGRICULTURA PECUARIA EABASTECIMENTD . INDUSTRIA SRASILEIRA
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ANEXO B- Comité de ética no uso de animais UNIFAL-MG

MIMISTERIO DA EDUCACAD
Universidade Federal de Alfenas - UNIFAL-MG

Lai nf 11154, da 2% de puihc da 2000

Comissso de Etica no Uso de Animais - CEUA/UNIFAL-MG

Certificado

Certificamos que a proposta intitulada Avaliacao dos efeitos do oleo de
baru (Dipteryx alata Vog.) sobre a modulagao da funcao renal e do perfil

metabolico em ratos diabéticos. registrada com o n? 0057/2021, sob a responsabilidade de
Fernanda Borges de Aradjo Paula, que envolve a produgao, manutencdo ou utilizagdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata {exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, com
vigéncia de 10/12/2021 a 30/06/2023, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, & com as normas editadas pelo Conselho
Macional de Controle de Experimentacdc Animal {COMCEA), e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO USO
DE ANIMAIS {CEUA-UNIFAL) DA UNNERSIDADE FEDERAL DE ALFEMNAS.

[Espécie/linhagem/raca|Total de animais|Total de machos|Total de fémeas| Origem
[Rato / wistar | B %6 o [Biotério central da unifal-mg

Alfenas, 22 de Marco de 2022

Prof{a). Dri{a). Pollyanna Francielli de Oliveira
Coordenadoria) do CEUA/UNIFAL - MG

Fars ik acesn: bitp =nial- e e b o digie & chave: 551 Eciins Lo 0eSbl THsdHea b IR 1T
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ANEXO C

Certificado de Anédlise do cloridrato de Metformina

=C

SM EMPREENDIMENTOS FARMACEUTICOS LTDA

1,001

Insumo: Metformina Hel Daia de Analise: 25-10-2019
Loie interno: 19J415-B016-053947 Lote Fabricante: MFH196340AFP
Data de Fabricagdo: | 01-07-2019 Data de Validade: | 01-06-2024
Origem: India Procedéncia: india
Condigdes de ; Ordem de
Afinnsenamento: Temperatura Ambiente Fraclo i 053947 ,
DCB: 05782 DCi: =
CAS: 1115-70-4 Peso Molecular: 165,6268
Férmula Molecular: | C4H11N5.CIH
r Testes Especificagdes Resultados Unidade Referéncias |
Descrigao * Cristais, brancos ou quase brancos. Conforme EP-9
Identificag&o * A: Ponto de fus&o (222 - 226°C) 2252 °C EP-9
|dentificaggo * go l‘\’la;g :spectm da amostra estd de acordo com 0 | o e EP-9
: A C:CCD - A mancha principal obtida no

Identificagdo cromatograma da amostra € similar em posicéo,

cor e famanheo & mancha principal obtida no %

cromatograma do padrao. Coutanmg =5
ldentificaqéo -3 D: Colorimétrico - Desenvolve uma ﬁo}orégéé rosa. Confot;e ‘ EP-9

—
{dentificagao * E: Positivo para cloreto. Conforme EP-9
Solubitidade * E:ﬂlmeme soliivel Agua; Pouco soliivel em etanc! ConbaD EP-9
i Praticamente insollvel em acetona e em cloreto de
Solubilidade * 5 Conforme EP-9
A metiteno.

Perda por dessecaco | __ g 5 (1g/ 105°C/ 5 horas) 0,35 % EP-9
fparémia da solucao A solucdo S é limpida e incolar. Conforme gP-g
Cinzas sulfatadas * | <=0,1 0,03 % EP-9
Substancias
relacionadas(HPLC) * Impureza A <= 0,02 NZo detectado % EP-9
Substanci =
relljaclonadaai(HPLC) + | Impurezas ndo especificadas <= 0,05 0,04 % EP-9
Substancias i
relacionadas(HPLC) * Total de impurezas <= 0,2 0,04 % EP-9
Impureza F <=0,05 0,01 % EP-9
(Sgév)ez\te residual Metanol <= 3000 547,76 ppm EP-9
(Scuév)e:\te S Xileno <= 2170 Nzo detectado ppm EP-9
Teor* 98,5 - 101,0 (Base seca) 100,32 % {Ep-9
Teste adicional
Densidade aparente * | Inf {Sem & 0,33 a/mL MG FB - Vi




161

' SM EMPREENDIMENTOS FAmchncos’ LTDA

CERTIFICADO DE ANALISE
insumo: Metformina Hol - Data de Andlise: | 25-10-2019
Lote Interno: 19415-B016-053547 Lote Fabricante: MFH190940AFP
Data de Fabricagao: | 01-07-2019 Data de Validade: | 01-06-2024
| Origem: India Procedéncia: India
Condigdes de i Ordem de
A to: | Temperatura Amtgente Pracionaiat 053947
oCB: 05782 DCI: -
CAS: 1115-70-4 4 Peso Molecular: 185,6268
Férmula Molecular: | C4H11N5.CIH T

aaumadusomuosemmuesmmmmmwmbﬁmmsuewnsmoschEmlcosLm Eum

foram transcritos conforme certificado de andlise do fabricante.

Conclusdo:
Aprovado
Reprovado

—

X)
0

Farmaciutico Rasponsivel
Jo&s Pauto Sartin Mendes

-

armn o . i
:

R. Victoring B
: Ne .:»-u : NS -
SAF: (11) 4785-5800 Sﬂmaﬂﬂ
Fim do Documento
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ANEXQO D- Protocolo para coloracdo com Hematoxilina e Eosina

Acomodar as laminas em cubas de vidro. Maximo de 18 laminas por

cuba.

Xilol I = 5 minutos

Xilol Il = 5 minutos

Alcool Absoluto | — 1 minuto
Alcool Absoluto Il — 1 minuto
Alcool Absoluto Il — 1 minuto
Alcool 90% — 1 minuto
Alcool 70% — 1 minuto

Lavar em agua — 5 minutos

© © N o g s> w D P

Hematoxilina — 1 minuto
10.Lavar em agua — 5 minutos
11.Eosina — 2 minutos

12.Alcool 70% — 2 minutos
13.Alcool 90% — 2 minutos
14.Alcool Absoluto | — 2 minutos
15. Alcool Absoluto Il — 2 minutos
16.Alcool Absoluto Il — 2 minutos
17.Xilol I — 2 minutos

18. Xilol Il — 2 minutos

Colocar a laminula sobre os cortes utilizando Entellan® para colagem.
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