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RESUMO

Introducao: O consumo excessivo de agucares adicionados contribui diretamente
para o crescimento epidémico da Sindrome Metabdlica (SM), que esta associada ao
declinio cognitivo tardio, as alteracbes neurocomportamentais e ao
comprometimento motor severo. Para prevenir estes danos, terapias
complementares, incluindo varias plantas medicinais, foram extensivamente
investigadas. Nesse contexto, hipotetizamos que o extrato hidroetandlico da folha de
Azadirachta indica (EHFN), cuja composicdo quimica |he confere atividades
hipoglicemiante, antioxidante e anti-inflamatoria, tem o potencial de retardar ou
prevenir déficits metabdlicos, cognitivos, comportamentais e motores em ratos.
Objetivo: Investigar os efeitos do tratamento com o EHFN sobre parametros
metabdlicos e neurocomportamentais de ratos com sindrome metabdlica induzida
por dieta rica em sacarose. Métodos: Ratos Wistar com 21 dias de vida (desmame)
foram divididos em 2 grupos, um alimentado com dieta padrao (CTR, n = 14) e outro
alimentado com dieta rica em sacarose (DRS, n = 14) durante 20 semanas. Apds
este periodo foram subdivididos em quatro grupos que continuaram com suas
respectivas ragdes por mais 4 semanas com concomitante tratamento v.o com agua
ou EHFN (300 mg/kg/dia por 30 dias), sendo os grupos denominados CTR (n = 7),
alimentados com dieta padrdo; CTRT (n = 7), alimentado com dieta padrao mais
EHFN; DRS (n = 7) alimentado com dieta de sacarose e DRST (n = 7) alimentado
com sacarose mais EHFN. Avaliou-se o efeito do extrato sobre o perfil morfométrico
(peso, depésito de gordura, indice de Lee, consumo alimentar), bioquimico (glicemia
de jejum, triglicerideos, colesterol total), resisténcia insulinica (TyG), cognicao
(Labirinto aquatico de Morris), motricidade (Rotarod) e comportamento (nado
forcado). Resultados: a DRS induziu um fendtipo com SM, caracterizado pela
obesidade central, hipertrigliceridemia e resisténcia a insulina. Os animais HSD
também apresentaram déficit motor significativo sem comprometimento cognitivo. O
tratamento com EHFN promoveu redugdo significativa de gordura periepididimal,
mesentérica, retroperitoneal, bem como hipertrigliceridemia atenuada de animais
HSDT, enquanto nenhum efeito foi observado no grupo CTRT. No entanto, o
tratamento EHFN restaurou completamente o desempenho de ratos HSD-T no
rotarod, sugerindo um importante efeito protetor neuromotor. Conclusao: Este
estudo refor¢ca que o consumo precoce de dieta rica em sacarose leva a alteragcdes
metabdlicas tardias em paralelo a danos motores severos. O tratamento com EHFN
promoveu atividade lipolitica, atenuagdo da hipertrigliceridemia e significativa
protecao neuromotora. Em parte, essas acgodes biolégicas sao atribuidas a mistura de
polifendis encontrados na folha de A. indica, apoiando o uso dessa espécie de
planta como ferramenta terapéutica complementar.

Palavras-chave: Azadirachta indica A. Juss; Sindrome Metabdlica; Dieta rica em
sacarose.



ABSTRACT

Background: The excessive consumption of added sugars directly contributes to the
epidemic Metabolic Syndrome (MS), which is associated with late-in- life cognitive
decline, neurobehavioral changes and severe motor impairment. In order to prevent
these damages, complementary therapies, including several medicinal plants, have
been extensively investigated. In this context, we hypothesized that the
hydroethanolic extract of Azadirachta indica leaf (HEAL), whose chemical
composition confers it hypoglycemic, antioxidant and anti-inflammatory activities, has
the potential to delay or prevent metabolic, cognition, behavioral and motor deficits in
MS rats. Methods: Weaned Wistar rats were randomized into 2 groups: Control
(CTR), fed a standard chow, and High-Sucrose Diet (HSD), fed a high-sucrose diet.
At 150 days of life, each group was split into 2 new groups, resulting in 4 groups:
CTR, CTR-T, HSD and HSD-T, where T means those animals were orally treated
with (300 mg/Kg/day) for 30 days, meanwhile their controls received tap water (1
mL/Kg/day). At the end of the treatment, morphometric profile (body weight, fat
deposition, Lee index, food intake), insulin resistance (TyG), cognition (Morris water
maze test), motor (rotarod) and behavioral parameters (forced swimming) were
assessed. Results: HSD induced a MS phenotype, which was characterized by
central obesity, hypertriglyceridemia and insulin resistance. HSD animals also
showed significant motor deficit without cognitive impairment. HEAL treatment
promoted significant reduction of periepididymal, mesenteric, retroperitoneal fat pads,
as well as attenuated hypertriglyceridemia of HSD-T animals, meanwhile no effect
was observed in CTR-T group. Notwithstanding, HEAL treatment completely restored
the performance of HSD-T rats on rotarod, suggesting an neuromotor protective
effect. Conclusions: This study reinforces that childhood consumption of high-
sucrose diet leads to late-in-life metabolic alterations in parallel with severe motor
damage. The treatment with HEAL promoted lipolytic activity, attenuation of
hypertriglyceridemia as well as significant neuromotor protection. In part, these
biological actions are attributed to the mixture of polyphenols found in the leaf of A.
indica, supporting the use of this plant species as a complementary therapeutic tool.

Keywords: Azadirachta indica A. Juss; Metabolic syndrome; High sucrose diet.
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1. INTRODUCAO

A sindrome metabdlica (SM) refere-se a co-ocorréncia de varias alteragdes
metabdlicas como a resisténcia a insulina, obesidade, dislipidemia aterogénica e
hipertensdo, que contribuem diretamente para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (Alberti et al, 2009).
Levantamentos epidemiol6gicos demonstram que cerca de 4 da populagdo mundial
apresenta SM e que este crescimento é influenciado diretamente por variaveis como
genética, idade, género, etnia, perfil sécio-econémico, estilo de vida e padrdes
nutricionais hipercaléricos e/ou com maior presenca de carboidratos e lipideos
(Desroches e Lamarche, 2007; Kolovou et al., 2007; Saklayen, 2018).

Notoriamente, uma série de evidéncias tem demonstrado que o aumento no
consumo de acucares de adicdo ao longo das ultimas décadas, dentre eles a
sacarose e o xarope de milho rico em frutose, contribuem diretamente para o
crescimento em proporgdes epidémicas das desordens metabodlicas associadas a
SM (Bray et al., 2004; Tappy, 2018). Dentre as principais complicagées metabdlicas
em ratos que consumiram de forma excessiva 0 macronutriente sacarose estao a
obesidade central (Toida et al., 1996), dislipidemia aterogénica com destaque para a
hipetrigliceridemia (Pagliassotti et al., 1996; Pinto et al., 2016a), esteatose hepatica
(Steneberg et al., 2015), hiperglicemia e resisténcia insulinica (Pagliassotti et al.,
2002).

Adicionalmente, estudos tém demonstrado que além de efeitos sobre o
metabolismo, 0 consumo excessivo de sacarose esta relacionado a agdes deletérias
sobre o cérebro, favorecendo o surgimento de declinio cognitivo e deméncia precoce
tanto em animais (Stranahan et al.,, 2008) quanto em humanos (Ye et al., 2011).
Dentre os possiveis mecanismos pelos quais 0 consumo de sacarose leva ao
declinio cognitivo, estdo a neuroinflamacao (Beilharz et al., 2014; Hsu et al., 2015) e
a reducdo de fatores essenciais para neuroplasticidade como o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) (Molteni et al., 2002).

Dentre os contribuintes metabdlicos que culminam nestes processos em
nivel de sistema nervoso central estdo os altos niveis de triglicerideos
(lipotoxicidade) (Agrawal e Gomez-Pinilla, 2012), estresse oxidativo (Carvalho et al.,

2012) e a resisténcia insulinica (Calvo-Ochoa et al., 2014).
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Em achados prévios do nosso grupo de pesquisa, constatou-se que o
consumo precoce e sustentado a dieta rica em sacarose (25%) por 12 semanas €
capaz de promover em ratos diversas alteracbes metabodlicas como obesidade
central, aumento dos niveis séricos de triglicerideos, hiperglicemia e resisténcia
insulinica, bem como alteracbes neurocomportamentais como déficits motores e
ansiedade e sugeriram que todas estas alteracdes se deram em virtude de estresse
oxidativo e de estresse do reticulo endoplasméatico em nivel hipocampal (Pinto et al.,
2016a). Entretanto, neste estudo supracitado nenhuma intervengao terapéutica foi
realizada visando a atenuacao/reversao dos efeitos deletérios observados.

Tendo em vista o crescimento em propor¢cdes epidémicas dos fatores de
risco da SM bem como das diversas deméncias neurodegenerativas associadas a
sindrome metabdlica, a busca por formas seguras e eficazes de controle/tratamento
destas condicdes patoldgicas se tornam de suma importancia e, neste contexto, as
plantas medicinais assumem um papel relevante (Zhang et al., 2015).

As plantas medicinais e seus metabdlitos secundarios ativos apresentam
algumas vantagens frente aos medicamentos sintéticos usuais, visto que possuem
boa aceitacdo popular, sdo de facil acesso e nao contam com os diversos efeitos
colaterais e reacbOes adversas associados ao uso irracional dos medicamentos
sintéticos (Rates, 2001). Das mais diversas classes de metabdlitos ativos
encontrados em espécies vegetais, os polifendis se destacam no controle e
prevencao de diversas doengas cronicas nao transmissiveis (Zhang et al., 2015).

Estudos sugerem que os polifendis sejam uteis na modulacéo de processos
patofisiol6gicos associados com a SM, dentre eles, por exemplo, compostos como o
resveratrol e a quercetina que diminuem os niveis séricos de lipidios em roedores ao
promoverem reducao da incorporacao destes em adipécitos, retardam a conversao
de glicose em lipidios além de melhorarem quadros inflamatérios e sensibilidade
insulinica (Baur et al, 2006; Szkudelska et al., 2009; Cherniack, 2011).

Adicionalmente, dados da literatura demonstram que os polifendis podem
exercer efeitos diretos sobre o sistema nervoso central ao atravessarem a barreira
hematoencefalica e promoverem plasticidade sinaptica em regides importantes para
a consolidacao de memorias (Marles e Farnsworth, 1995; Briskin, 2000; Tabassum
e Ahmad, 2011; Wang et al., 2013; Kooti et al., 2016; Vauzour, 2017).
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No presente estudo investigamos o potencial terapéutico da espécie vegetal
Azadirachta indica, popularmente conhecida como Nim e amplamente distribuida no
Estado do Maranhdo e que possui inumeras atividades bioldgicas dentre as quais
destacamos a antinflamatéria (Umar et al., 2014), antioxidante (Alzohairy, 2016) e
reducéo da glicemia (Kaur et al., 2011) além de efeitos em nivel de sistema nervoso
central com agdes ansioliticas (Singh et al., 1980) e neuroprotetoras (Yanpallewar et
al., 2005; Raghavendra et al., 2013). Possivelmente estas acdes sao conferidas a
compostos como os polifendis como constatado em estudos quimicos por nés
realizados indicando que o extrato hidroalcodlico das folhas de Nim (EHFN) possui
composigdo quimica rica em metabdlitos como a quercetina, quercetina-3-O-
glicosideo, kaempferol-3-O-glicosideo, miricetina ramnosideo, rutina e luteonina,
dados estes confirmados em achados prévios na literatura (Chattopadhyay, 2003).

Estudos com roedores demonstram que o tratamento com o extrato aquoso
das folhas desta espécie € capaz de regular a sinalizacdo e secrecdo insulinica
possivelmente pela acdo da quercetina em modelo de diabetes induzida por
estreptozotocina (Kaur et al., 2011). Além disto, constatamos que o EHFN em nivel
cerebral é capaz de inibir a enzima acetilcolinesterase (dados em submissao),
proteina que degrada o neurotransmissor acetilcolina, importante para a
consolidacdao de novas memodrias (Hasselmo, 2006). Portanto, a hipétese de nosso
trabalho é que o tratamento com EHFN tem acdo protetora frente a um perfil
metabolicamente disfuncional e com prejuizos neurocomportamentais em animais

alimentados com dieta obesogénica.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Sindrome Metabdlica: Definicao, causas e fisiopatologia

A sindrome metabdlica caracteriza-se como um conjunto de fatores de riscos
para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV) e diabetes mellitus tipo
2 (DM2). Estes fatores incluem obesidade, hiperglicemia, dislipidemia aterogénica,
resisténcia insulinica (RI) e hipertensao (Alberti et al., 2009).

Segundo a International Diabetes Federation (IDF) cerca de 20 a 25% da
populacdo adulta mundial apresenta esta sidrome e possuem maiores chances de
terem um ataque cardiaco ou acidente vascular cerebral e de desenvolver DM2
(Stern et al., 2004; Alberti et al., 2006). A prevaléncia da SM depende da regiao,
ambiente (rural ou urbano), caracteristicas da populacéo estudada (sexo, idade, raca
e etnia) e da definicao diagndstica utilizada (Desroches e Lamarche, 2007; Kolovou
et al., 2007).

Historicamente, as primeiras pesquisas sobre a SM ocorreram por volta de
1920 quando o médico sueco Kylin encontrou correlagdo entre hipertenséo,
hiperglicemia e gota (Kylin, 1923). Em 1988 coube a Gerald Reaven explanar pela
primeira vez como a resisténcia insulinica (RIl) e a hiperinsulinemia compensatéria
(aumento do horménio insulina na corrente sanguinea) poderiam levar a diversas
anormalidade metabdlicas, DM2 e DCV (Reaven, 2005b).

A definicdo original proposta por Raven diz que a SM tem como causas a
tolerancia a glicose, hiperinsulinemia, redugao de liproteina de alta densidade (HDL),
aumento de triglicerideos e de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) e
hipertensdo arterial (Reaven, 2005b). Desde esta época muitos outros
pesquisadores e associagbes tentaram caracterizar e definir as causas da entdo
nova sindrome.

Em 2005, tanto a International Diabetes Federation (IDF) quanto a American
Heart Association / National Heart, Lung e Blood Institute (AHA / NHLBI) (Grundy et
al., 2005) tentaram conciliar as diferentes definicdes clinicas ja existentes e a SM
ficou configurada como uma interconexao de fatores fisioldégicos, bioquimicos,
metabdlicos e clinicos que aumentam drasticamente o risco para DCV e DM2
(Alberti et al., 2006; Alberti et al., 2009).
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Dentre os principais fatores estdo a resisténcia insulinica, obesidade
visceral, dislipidemia aterogénica, disglicemia, estado pro6-inflamatério e trombético,
fatores hormonais e hipertensdo e o diagnostico da doenga é confirmado pela
presenca de 3 a 5 destes fatores instaurados (Alberti et al., 2006).

Hoje € unédnime a aceitacdo quanto ao papel chave da adiposidade
abdominal caracteristica da obesidade e a resisténcia a insulina no processo
fisiopatologico da SM, no entanto, a etiologia causal comum desta desordem ainda
permanece desconhecida (Alberti et al., 2006; Després et al., 2008; Tran et al.,
2008).

A obesidade, uma das principais epidemias do século XXI, caracterizada
pela desproporcionalidade do peso em relagdo a altura com a acumulagdo excessiva
de gordura geralmente acompanhada de inflamagédo sistémica aguda ou crbnica
(Heymsfield e Wadden, 2017). A desregulacao do balanco energético culmina em
crescente acumulo de gorduras que dependendo do local de deposicao pode ser
considerada subcuténea ou visceral (gordura abdominal) (Guilherme et al., 2008).

Pesquisas demonstram que a gordura visceral, especialmente a
mesentérica, esta correlacionada com o desenvolvimento de anormalidades
metabdlicas como DM, SM e doengas cardiovasculares (Kotani et al., 1994), isto
porque a disfuncao do tecido adiposo induz a liberagao de adipocinas pro-
inflamatérias (TNF-a, IL6, IL-18) e inibicao das antiinflamatérias (Cefalu et al., 2015).

Outro fator etioldgico de relevancia para a SM é a RI. Esta se caracteriza
como uma diminuicdo parcial ou total da sensibilidade a insulina em tecidos
sensiveis ao hormoénio (figado, musculo esquelético e tecido adiposo) (Reaven,
2005a). Para o entendimento de como a Rl leva a anormalidades metabdlicas é
imprescindivel o entendimento inicial de como a insulina funcional normalmente.

Ao ingerimos alimentos com riqueza de carboidratos, por exemplo, o
elevado nivel de glicose circulante estimula as células B pancreaticas a produzirem o
horménio insulina que promove acdes em tecidos alvos com vistas ao
armazenamento de calorias alimentares (Samuel e Shulman, 2016). No tecido
adiposo, a insulina suprime a lipdlise (menor formagao de acidos graxos) e promove
a lipogénese. No musculo esquelético, a insulina aumenta o transporte de glicose,

permitindo a entrada de glicose e sintese de glicogénio. No figado, a insulina
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promove sintese de glicogénio e lipogénese de novo enquanto também inibe a
gliconeogénese (processo de conversao de precursores ndo glicidicos como lactato,
piruvato, glicerol e aminoéacidos a glicose) (Ahima, 2010; Samuel e Shulman, 2016;
Titchenell et al., 2017) (Figura 1).
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Figura 1. Agbes da insulina em tecido insulino-dependentes. Fonte: Samuel e Shulman, 2012. FA,
acidos graxos; TAG, triacilglicerol

No figado, em especial, a regulacdo dos processos metabdlicos ocorre via
ativacdo da Akt (Proteina kinase B). Apos ligagdo da insulina ao receptor (IRS) os
substratos deste sdo recrutados e fosforilados. Ativam o fosfoinositideo 3-quinase
(PIBK) que fosforila o fosfatidilinositol (4,5) —bisfosfato (PIP2) para gerar
fosfatidilinositol (3,4,5) trisfosfato (PIP3). O PIP3 e o mTORC2 (complexo 1 da
proteina alvo da rampamicina em mamiferos) sdo importantes para fosforilar a Akt.
Quando ativa culmina com a sintese de glicogénio por vias dependentes e
independentes de GSKS3 (glicogénio sintase quinase); inibicdo da expressédo de
genes gliconeogénicos por fosforilagédo e inibicao de FoxO1 (Caixa O1 de Forkhead);
ativacdao do mTORC1 e as vias de sintese de proteina. Ao ativar mTORCH1 e inibir a
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FoxO1, esta promove a ativacdo de SREBP1c e o programa de genes lipogénicos

para aumentar a sintese lipidica (Titchenell et al., 2017) (Figura 2)
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Figura 2. Vias de sinalizag&o insulinica no figado mediados pela Akt. Fonte: Titchenell et al., 2017

Em contrapartida, uma prejudicada sinalizagdo insulinica culmina em
dificuldades na absorcao de glicose pelo musculo esquelético e desvio desta para o
figado. No figado, ha prejuizos sobre a regulacao da gliconeogénese e sintese de
glicogénio. A lipogénenese permanece inalterada e junto com o aumento da glicose
advinda da dieta leva ao aumento da lipogénese.

No tecido adiposo hd aumento da lipdlise que promovera a reesterificagéo
de lipidios em outros tecidos (como o figado) e agrava ainda mais a Rl. Juntamente
com um declinio nas células B pancreaticas, desenvolve-se hiperglicemia e

hiperinsulinemia (Samuel e Shulman, 2016) (Figura 3).
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Figura 3. Acdes da insulina em tecido insulino-dependentes com RI. Fonte: Samuel e Shulman,
2012. FA, &cidos graxos; TAG, triacilglicerol

Dentre os principais mecanismos pelos quais a sobrecarga da secrecéo de
insulina conhecida como hiperinsulinemia leva a Rl estao: o excesso de nutrientes
ingeridos; downregulation da sinalizacdo via Akt (principal cascata de sinalizagédo
insulinica); maior aporte de lactato para a gliconeogénese no musculo esquelético
de pacientes com obesidade e diabetes (Pories e Dohm, 2012); quadro inflamatério
que leva a menor sensibilidade insulinica periférica (Lackey e Olefsky, 2016);
consumo de conservantes alimentares como os monoacilglicerideos (Corkey, 2012);
niveis elevados de acidos graxos circulantes (Stein et al., 1996); formacao
exacerbada de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de acil-CoA de cadeia longa
(Deeney et al., 2000).

Outros 6rgaos, apesar de possuirem independéncia ou menor dependéncia
a insulina, também sao afetados com um quadro de RI instaurado. No cérebro, a
sinalizacdo de insulina prejudicada e a deteccdo de nutrientes comprometida,
contribuem para a obesidade por ndo suprimir o apetite. Adicionalmente, estudos
epidemioldgicos indicam que disfungées metabdlicas como comprometimento do
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metabolismo da glicose, Rl e regulacdo anormal do apetite (Cai et al., 2012)
presentes em pacientes com diabetes, obesidade, pressao alta e/ou aterosclerose
sao fatores de risco para declinio cognitivo e deméncia, principalmente a Doenca de
Alzheimer (DA) (Kivipelto et al., 2006; Camandola e Mattson, 2017).

Apesar da independéncia, a ativacdo de receptores IRS no cérebro
contribuem para a manutencao da funcao cognitiva normal. A ativacdo dos mesmos
é similar a que ocorre na periferia. A insulina atravessa a barreira hematoencefalica
(BHE) por difusédo facilitada, liga-se aos seus receptores promovendo a
autofosforilagdo da subunidade B e ativa cascata de sinalizagbes como a via de
PI3BK-Akt e a via de quinase regulada por sinal MAPK/ERK ((Camandola e Mattson,
2017).

A desregulacdo da sinalizagdo insulinica em determinados pontos deste
processo contribuirdo para a Rl sendo estes: 1 — diminuicdo da expressédo e
transporte de insulina pela BHE; 2 — diminuicdo da expressdao ou atividade do
receptor de insulina (IRS); 3 — modulacao da fosforilacdo das proteinas do receptor
de insulina (IRS); 4 — diminuicao da fosforilagdo estimulada pelo IRS sobre a Akt; 5 —
efeitos sobre a GSK3B que regula a fosforilagcdo da proteina tau associada aos
microtubulos; 6 — a nivel de fatores de transcricado como a FOXO e 7 — efeitos sobre
o deslocamento do transportador de glicose sensivel a insulina GLUT4 para a
membrana plasmatica (Figura 4) (Biessels e Reagan, 2015).

Adicionalmente, a Rl pode levar a comprometimentos cognitivos por meio
também de desregulagbes mitocondriais, alteracdo na atividade de receptores
AMPA-R e NMDA, importantissimos para a consolidacao de memarias e plasticidade
neural, bem como diminuir a via da SREBP-1/SCAP com a diminuicio da sintese de
colesterol comprometendo as sinapses (Klein e Waxman, 2003).

Evidéncias crescentes mostram que na intersecao etiolégica de desordens
metabdlicas e declinico cognitivo estd o crescente aumento do consumo de
acucares de adicao, dentre eles a sacarose e o xarope de milho rico em frutose
(Luchsinger et al., 2002; Bray et al., 2004; Tappy e Lé, 2010). A frutose, um dos
principais componentes da sacarose, possui papel crucial no surgimento de fatores
de risco para a SM por levar a hipertensao (Johnson et al., 2007), hipertrigliciridemia
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(Angelopoulos et al., 2009), adiposidade visceral (Stanhope et al., 2009) e Rl (Gross
et al., 2008).

Sobre o cérebro, a sacarose favorece o surgimento de declinios cognitivos e
deméncias precoces (Luchsinger et al., 2002) devido a instalacao da Rl e estresse
oxidativo que levam a reducao da génese, diferenciacdo e plasticidade sinaptica do
hipocampo, uma regido cerebral critica para a aprendizagem e a meméria (Lakhan e
Kirchgessner, 2013).
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Figura 4. Sinalizacdo do receptor de insulina no cérebro. Fonte: Biessels e Reagan, 2015. CRAF,
também conhecido como RAF1; GRB2, fator de crescimento ligado ao receptor 2; PDK1, proteina
quinase dependente 3-fosfoinositidil-1; IRS, substrato do receptor de insulina

2.2 Modelos dietéticos e o declinio cognitivo

E crescente o nimero de pesquisas acerca do impacto que dietas ricas em
acucares refinados e/ou gorduras saturadas tem sobre o metabolismo e a cognicao
(Molteni et al.,, 2002; Jurdak et al., 2008; Maniam et al., 2016). Estudos
epidemiologicos e em modelos animais demonstram que 0 consumo excessivo

destes nutrientes sdo os responsaveis por anormalidades metabdlicas como as
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presentes em pacientes com diabetes, obesidade, hipertensao e/ou aterosclerose e
que estas sao fatores de risco para o declinio cognitivo associado ou nao-associado
ao hipocampo (Molteni et al., 2002; Stranahan et al., 2008; Camandola e Mattson,
2017).

O hipocampo € particularmente sensivel as alteragdes metabdlicas
relacionadas a um padrao dietético ndo balanceado (Gold et al., 2007; Farr et al.,
2008). O consumo excessivo e de forma sustentada de alimentos hipercaléricos
promove nesta darea a reducdo da expressdo de genes envolvidos com a
neurogénese e plasticidade (Molteni et al., 2002; Lindqvist et al., 2006; Farr et al.,
2008), sendo a neurogénese o processo de formacao de novos neurbnios e a
plasticidade a capacidade de compensar desafios envolvendo mecanismos celulares
e moleculares para a formacédo e manutencédo funcional de sinapses, crescimento

neuronal e adaptacao comportamental (Molteni et al., 2002).

Em suporte a esta afirmativa, tem sido demonstrado que animais
alimentados de forma sustentada com dietas ricas em acucares refinados e/ou
gorduras saturadas apresentam pior desempenho em testes que avaliam a
cognicao, como o teste do labirinto aquatico, sendo correlacionados com a reducao
da expressao do fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF), um importante
mediador de memoria e aprendizagem (Molteni et al., 2004; Stranahan et al., 2008)

Estas dietas também induzem alteracdes inflamatérias em modelos animais.
Estudos mostram que a ingestao crénica de dietas hipercal6ricas tem relacdo com
inflamacdo hipocampal e déficits de meméria (Buckman et al, 2014). Foi
demonstrado que o consumo por 1 a 3 dias de dieta rica em gordura é suficiente
para induzir ativacdo microglial e mudangas na expressdo de marcadores
inflamatérios no hipotdlamo. Se o consumo perdurar ha o estabelecimento de
inflamacao crdnica, perda neuronal e destruicdo de células da glia (Morgan et al.,
2005).

Adicionalmente, a literatura registra que prejuizo na utilizagdo de glicose
cerebral e no metabolismo energético representam anormalidades que precedem ou
acompanham os estagios iniciais de comprometimento cognitivo (lwangoff et al.,
1980) e os principais mecanismos causais sdo a deficiéncia de GLUT1, levando a
dificuldades de transporte da glicose para as células neurais (Winkler et al., 2015);
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hiperativacdo da via do AMPK, que levam a perdas dendriticas e prejuizos
sinapticos (Mandrekar-Colucci et al., 2012); e disfungdo da via mTORc, com
consequente desordem mitocondrial e eventual autofagia (Perluigi et al., 2015).

A sinalizagao insulinica no cérebro, como ja anteriormente citado, tem papel
crucial para regulagéo da ingestao alimentar, peso corporal, reprodugédo e memoria e
aprendizagem (GREENWOOD E WINOCUR, 2005). A expressdo de mRNA do
receptor de insulina tendem a aumentar na regido CA1 do hipocampo quando ha a
formacao de memodria de curto prazo em testes de memaria espacial (Greenwood e
Winocur, 2001; 2005). Entretanto, alteracdées da sinalizacdo deste horménio tornam
os neurbnios mais vulneraveis a estresse metabdlico e acelera a disfun¢ao neuronal
associado a uma menor habilidade cognitiva e desenvolvimento de deméncias,
incluindo a DA (Kaplan et al., 2000).

Cerca de 80% de pacientes com DA tem hiperglicemia de jejum ou diabetes
com comprometimentos nos lobos parietal, temporal e cértex frontal (Mosconi,
2013). Levando isto em consideracao, pesquisadores inclusive denominam a DA

como um “Diabetes tipo 3” (Suzanne, 2009).

As propriedades medicinais de plantas na forma de extratos puros ou
isolados tém sido extensivamente pesquisadas com vistas ao tratamento de DN’s
por diversas vias de acao (Owuor e Kong, 2002). Neste ambito, apresentamos a
seguir os principais mecanismos de acao e aplicagacoes terapéuticas de espécies

vegetais para o tratamento de doencgas associadas ao declinio cognitivo.

2.3 Terapias complementares para o controle de doencas neurodegenerativas

As DN’s sao condigcdes incuraveis e incapacitantes secundarias a perda
neuronal progressiva, que leva a dano cerebral crénico e neurodegeneragdo. A
etiologia ainda é desconhecida, embora varios modelos animais demonstrem dano
associado a barreira hematoencefélica, agregacao protéica, exposicdo a toxinas e
disfuncdo mitocondrial, que levam ao estresse oxidativo, a inflamacédo e,

consequentemente, morte neuronal (Pérez-Hernandez et al., 2016).

Neste ambito, os extratos de plantas tornaram-se candidatos interessantes
como agentes terapéuticos devido as suas propriedades antioxidantes, anti-
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inflamatérias e caracteristicas quimicas, sendo os efeitos bioldégicos sobre o SNC
conferidos principalmente a acdo de metabdlitos secundérios da classe dos
polifendis, alcal6ides e terpenos (Pérez-Hernandez et al., 2016).

De modo geral os 35 mecanismos de acdo de destaque incluem: (i)
Absorcao de radicais: Principalmente flavondides e alcaldides por possuirem muitos
grupos fendlicos com hidroxila e nitrogénio, respectivamente, agindo como doadores
de elétrons sendo excelentes nucledfilos e facilmente reagem como ROS (Yokozawa
et al., 2002); (ii) Quelacao de cations de ferro: metaboléticos com grupos hidrofilicos
reagem com ions Fe+2 e os facilmente eliminam (Mello-Filho e Meneghini, 1991);
(i) Modulacao de enzimas associadas ao estresse oxidativo: Alguns compostos
ativam ou inativam moléculas de sinalizacdo especificas como as da via MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinases - Proteino-quinases ativadas por mitdgenos)
evitando assim a proliferacdo e crescimentos desenfreado de células anormais
(Owuor e Kong, 2002).

Entre os anos de 2007 a 2017 as familias de plantas mais pesquisadas para
a prevencdo e protegdo contra o declinio cognitivo incluiram a Amaryllidaceae,
Asteraceae e Lamiaceae seguida pelas Fabaceae, Anacardiaceae e Pinaceae
(Dados nao publicados — Nossa revisao de literature).

Dentre os compostos isolados que sdo moduladores de neurotransmissores,
os alcalbéides sempre foram os mais visados, pois possuem estruturas de nitrogénio
complexas que, quando carregadas positivamente, se ligam a sitios ativos de
acetilcolinesterase (AChE - enzima que derada a acetilcolina), inibindo-as
(Houghton et al., 2004; Hostettmann et al., 2006).

Os principais compostos alcaléides que inibem esta enzima incluem
quinolizidinas (como a Huperzina A obtida de Huperzia serrata) (Zhao e Tang, 2002),
isoquinolinas (como a galantamina obtida de Galanthus nivalis) (Marco e Carreiras,
2006) e alcalbides inddlicos (Konrath et al., 2013). A galantamina é relatada como
sendo mais seletiva para a AChE do que a BuChE (IC50 = 1.995 e 12.59 uM,
respectivamente) (Howes et al., 2003).

A Huperzia A também demonstrou ser neuroprotetora contra o fragmento

peptidico beta-amildide 25-53 e a citotoxicidade induzida por radicais livres (Tung et
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al., 2017) e por atenuar a apoptose pela inibicdo da via das mitocdndrias-caspases
(Zhou e Tang, 2002).

2.5.1 Azadirachta indica A. Juss (Nim)

Azadirachta indica, popularmente conhecida como Nim — “a arvore da vida”
(Figura 5), é considerada como uma das mais versateis plantas medicinais por
possuir um amplo espectro de atividades biologicas (Gupta et al., 2017).

Em 1992, em relatério da Academia Nacional de Ciéncias (US), foi
considerada como “a arvore que resolveria os problemas globais” por apresentar
atividades uteis da agricultura ao tratamento de doencas. Sua classificacdo
taxonémica deu-se em 1830 por De Jussieu. Ordem — Rutales; Subordem -
Rutinae; Familia — Meliaceae, Subfamilia — Melioideae, Tribo — Melieae, Género —
Azadirachta, Espécie — indica.

A arvore do Nim esta presente em cerca de 72 paises em todo o mundo,
incluindo o Brasil, onde foi introduzido em 1984 (Puri, 2003; Girish e Bhat, 2008). E
uma arvore originaria da india e que possui uma variedade de sinénimos a depender
do Pais, podendo ser chamada de Lila indiana, Azadirakhta, Margosa, Tamar,
Kohomba, Pokok semambu, Dogon yaro, Beyu, dentre outros (Biswas et al., 2002).

Figura 5. Azadirachta indica (arvore, folhas e frutos). Fonte: http://www.ppmac.org
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A nimbina foi o primeiro composto isolado a partir do éleo das folhas de Nim
e desde entao, partindo do interesse de estudar um efeito inseticida, muitos grupos
comecgaram estudos quimicos da planta ao que encontraram uma panaceia de
atividades bioldgicas (Alzohairy, 2016).

Mais de 300 compostos ja foram isolados e podem ser divididos em duas
classes principais como isoprendides e nao-isoprendides. Os isoprendides incluem
diterpenodides e triterpendides contendo protomeliacos, limonoides, azadirona e seus
derivados, gedunina e seus derivados, compostos de tipo vilasinina e C-
secomeliacinas como nimbina, salanina e azadiractina. Os nao-isoprendides incluem
aminoacidos, polissacarideos, compostos sulfurosos, polifenbis tais como
flavondides, dihidrochalconas, cumarinas, taninos, compostos alifaticos, dentre
outros (Helmy et al., 2007).

Varias partes da arvore de Nim sdo usadas na medicina Ayurvédica (Kumar
e Navaratnam, 2013). A tradicionalidade destes usos vao desde efeitos analgésicos
até anorexigenos conforme sumarizado na Tabela 2. Alzohairy (2016) cita trés
possiveis vias de atuacdo de componenetes do Nim como (i) papel antioxidante
pelos compostos nimbolide, azadiractina e ascorbato; (ii) regulagcdo das vias de
sinalizagcdo celular, modulando genes supressores de tumores e (iii) papel
antinflamatério através da regulacao das enzimas ciclo- e lipo-oxigenases (COX e

LOX, respectivamente).

Tabela 1. Partes do Nim com efeitos medicinais

Partes da arvore de Nim Indicacoes terapéuticas
Casca Analgésico
Folhas Problemas intestinais, anorexia, cancer
Flores Supressao biliar
Frutos Desordens urinarias, problemas oculares, diabetes
Oleo Escabiose, doengas de pele

Adaptado de: Paul ef al., 2011.
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O extrato aquoso das folhas de Nim demonstraram promover diminuicdo dos
niveis glicémicos em modelos de diabetes induzida por estreptozotocina
possivelmente pela acdo da quercetina, que atua regulando a sinalizagéo e secrecao
insulinica (Kaur et al.,, 2011). A administracdo por 8 semanas do extrato das folhas
de Nim na dose de 500mg/kg em associagdo a especie Vernonia amygdalina em
ratos diabéticos promoveu uma atenuagdo do estresse oxidativo hepatico e nao
promoveu alteragcdes morfoldgicas (Akinola et al., 2011).

Resultados indicam também que extrato das folhas do Nim sdo benéficos
na protecdo de peroxidagdo lipidica induzida por estresse oxidativo em humanos
(Sithisarn et al., 2005) e elevacdo dos niveis de enzimas antioxidantes como a
glutationa peroxidase em processos carcinogénicos (Manal et al., 2007). Os efeitos
antiinfalmatérios e antioxidantes de extratos da folha se devem ao efeito sinérgico
entre os constituintes desta espécie via inibicdo da COX e estimulagédo de citocinas
pré-inflamatérias (Umar et al., 2014).

Estudos mostram que o extrato das folhas na concentragcao de 200mg/Kg
tem efeitos ansioliticos em ratos (Singh et al., 1980; Singh et al., 1987). Em modelos
de inducdo de DA, o extrato aquoso das folhas mostrou significativa atenuacédo de
déficits cognitivos e diminuicdo do estresse oxidativo (Raghavendra et al., 2013).

Estudos atribuem o papel neuroprotetor do Nim a polifendis como a
desoxigedunina que apdés um tratamento de duas semanas promoveu melhora
comportamental e reduziu a perda de neurdnios dopaminérgicos na substancia
negra em modelos da doenga de Parkinson. Os mecanismos para tal incluem a
ativacao de receptores de TrkB e moléculas de sinalizagcdo como MAPK (Nie et al.,
2015).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do tratamento com o extrato hidroacodlico das folhas de
Azadirachta indica A. Juss (EHFN) sobre parametros metabdlicos e
neurocomportamentais de ratos com sindrome metabdlica induzida por dieta rica em

sacarose.

2.2 Objetivos Especificos

= Determinar a presenca de polifendis presentes no EHFN e sua atividade
antioxidante;

=>» Avaliar o efeito do tratamento com o EHFN sobre os parametros metabdlicos
de ratos com sindrome metabdlica induzida por dieta rica em sacarose;

=> Investigar o efeito do tratamento com o EHFN sobre os parédmetros
neurocomportamentais de ratos com sindrome metabdlica induzida por dieta

rica em sacarose.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo do extrato hidroalcodlico das folhas de Nim, Azadirachta indica A.
Juss

As folhas de Nim foram coletadas no campus da Universidade Estadual do
Maranhdao (UEMA) no municipio de S&ao Luis, Maranhdo, nas coordenadas
geograficas 2°34'38.3"S 44°12'36.4"W no més de janeiro de 2017. Amostras do
material foram identificadas e catalogadas pelo herbario Rosa Mochel da UEMA sob
namero 1690. O material coletado foi dessecado (27 °C), pulverizado (32 mesh),
macerado em etanol 70% sob constante agitacdo com 3 renovagdes do liquido
extrator a cada 72h (1:3 p/v) e, posteriormente, concentrado e liofilizado para
obtencdo do extrato hidroalcodlico das folhas de Nim codificado como EHFN. Para
os testes in vivo utilizamos uma dose de 300mg/Kg do EHFN, selecionada a partir
de outros estudos que investigaram acdes da espécie sobre o metabolismo e/ou
cognicao (Chattopadhyay, 2003; Gupta et al., 2004; Shrivastava et al., 2012;
Raghavendra et al., 2013; Satyanarayana et al., 2015).

3.2 Avaliacao de polifendis totais a atividade antioxidante do EHFN

A quantificagéo de polifendis totais foi avaliada pelo método ferrocianeto/azul
de Prussia a partir de adaptacées do método proposto por Da Silva et al. (2014).
Todas as analises foram realizadas em triplicata e os valores das absorbancias das
diferentes concentracées do extrato liofilizado foram inseridos na equacao da reta
obtida da curva analitica de &cido galico. O teor de polifendis foi expresso como
equivalentes de acido galico por 100 gramas de extrato. A absorbancia utilizada para
leitura foi de 750nm.

A capacidade antioxidante do EHFN foi avaliado através do ensaio com o
radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH <) a partir de adaptacdes do método
proposto por Floegel et al. (2011). Preparou-se uma solucao-estoque de 24 ug/mL
de DPPH em metanol. A partir desta solugdo foram realizadas diluicbes para
obtencédo das concentragbes de 4, 8, 12, 16 e 20 ug/mL que foram submetidas a
leitura para confeccao da curva de calibracdo. Em seguida, utilizamos volumes fixos
de solucédo de DPPH (1900 pL) e de solugéao contendo EHFN (100 pL) em diferentes
concentragdes (2,5, 5, 25, 50, 100, 125 e 250 pg/mL). A leitura foi realizada em 515
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nm utilizando metanol como branco. O resultado foi expresso como ICso que
corresponde a amostra necessaria para reduzir em 50% a concentracao inicial do
radical DPPH.

3.3 Animais

Foram utilizados 28 ratos Wistar logo apdés o desmame (machos; 21 dias;
58,3 = 1,7 g) oriundos do Biotério Central da UFMA e mantidos no Biotério Setorial
da Pés-Graduacédo da UFMA em gaiolas de polietileno forradas com xilana (maximo
de 3 animais/gaiola) em ambiente controlado (23 + 2 °C; umidade 60%; ciclo
claro/escuro de 12h) e com livre acesso a agua e racdo. Todos os protocolos
experimentais realizados no presente trabalho foram aprovados pela Comisséao de
Etica no Uso de Animais - CEUA/UFMA sob o parecer 231115.007690/2016-10.

3.4 Dieta rica em sacarose

A dieta rica em sacarose foi manufaturada a partir da racdo padrao
(Nuvilab®, Nuvital) pulverizada e acrescida de leite condensado (Moca®, Nestle) e
acucar refinado nas propor¢cdes de 40% e 8,5%, respectivamente (Pinto et al.,
2016a). A mistura formada foi manipulada para formar pellets semelhantes a racao
padrdo e dessecada em estufa com circulagdo de ar (38 °C por 3 dias). A
composicao centesimal das ragdes se encontra descritas na Tabela 2.

Tabela: Composicao centesimal da dieta padréo e da rica em sacarose

Composicao centesimal Dieta Padrao Dieta rica em sacarose

Carboidratos 55,4% 65%
Sacarose 10% 25%

Proteinas 21% 12,3%

Lipideos 5,2% 4,3%

Valor energético 352 Kcal/100g 348 Kcal/100g

3.5 Abordagem experimental

Durante todo o periodo de vida, os animais foram pesados semanalmente
para avaliacdo da progressao ponderal (g) e consumo de racédo (g/100g/dia). Para
determinacao da obesidade, mensalmente, foi calculado o indice de Lee, que
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resulta do quociente da raiz cubica do peso corporal (g), pelo comprimento naso-
anal (cm) (Bernardis e Patterson, 1968). O calculo deste indice foi iniciado aos 30
dias de vida dos animais e utilizado como parametro para distribuicdo dos mesmos
em dois grupos experimentais: 0 primeiro grupo alimentado com a ragédo padréao
denominado grupo controle (CTR; n = 14); e 0 segundo alimentado com a dieta rica
em sacarose (DRS; n = 14) (Figura 1).

Ve
21 dias @ n=28

Tratamento com as dietas
180 dias (24 semanas)

Dieta padriao Dieta rica em sacarose

CTR CTRT (+Nim) DRS DRST (+Nim)

21 Dias &
Tempo 0 60 dias 90 dias 120 dias 150 dias b 180 dias

a: Tratamento com extrato 300 mg/kg/dia por 30 dias
b: Testes: Labirinto aquatico, rotarod, nado for¢ado
c: Testes: Retirada de érgdos, dosagens bioquimicas

Figura 6. Delineamento experimental geral

Aos 150 dias de vida, os animais dos grupos CTR e DRS foram novamente
divididos com base nos niveis de triglicerideos em 4 grupos: grupo CTR (n = 7),
composto por animais que continuaram recebendo dieta CTR e receberam veiculo
por via oral (agua destilada; 0,1 ml/Kg) diariamente por 30 dias; grupo CTR tratado
(CTRT; n = 7), composto por animais que além da dieta CTR, receberam EHFN
(300mg/kg; v.0.) por 30 dias; grupo DRS (n = 7), composto por animais que
continuaram recebendo dieta DRS e veiculo (dgua destilada; v.0.) por 30 dias; e por
fim, grupo DRS tratado (DRST; n = 7), composto por animais que continuaram
recebendo dieta DRS e concomitante tratamento com EHFN (300mg/kg; v.0.).

Neste periodo os animais também foram submetidos a jejum para coleta de
amostras de sangue periférico por se¢do da cauda para determinacdo dos niveis
glicémicos em glicosimetro (Accu-Chek Active®, Roche) e do perfil lipidico
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(triglicerideos e colesterol total) por métodos colorimétricos segundo os
procedimentos descritos pelo fabricante dos kits (Labtest®, Brasil). Para avaliacao
de resisténcia a insulina, foi calculado o indice TyG, expresso pela formula
Ln[(Niveis de triglicerideos em mg/dL) x (glicemia em mg/dL)/2] (Guerrero-Romero
et al., 2010).

Na semana precedente a eutanasia, os grupos experimentais foram
submetidos a protocolos comportamentais para avaliagdo de aprendizado e
mem©ria de curto prazo dependente do hipocampo pelo labirinto aquatico de Morris;
para avaliacdo da motricidade e equilibrio pelo método do rotarod; para avaliacao
de comportamento de depressao pelo método do nado forgado.

Aos 180 dias de vida, os animais foram submetidos a jejum de 8h,
anestesiados com solugdo de cetamina/xilazina (40:10 mg/kg), laparotomizados para
coleta de 6rgédos e de sangue via artéria mesentérica. Aliquotas de sangue total
foram utilizadas para determinacao dos niveis glicémicos em glicosimetros e o soro
foi separado (3500 rpm; 10 min; 4 °C) para dosagem do perfil lipidico (colesterol total
e triglicerideos) por métodos colorimétricos segundo os procedimentos descritos
pelo fabricante dos Kkits (Labtest®, Brasil). Para avaliacdo morfométrica, foram
coletados os coxins adiposos (retroperitoneal, periepididimal e mesentérico) que
foram normalizados em funcdo da massa corporal total de cada animal (g do

tecido/100g de peso do animal).

3.6 Avaliacao cognitiva, motora e comportamental
3.6.1 Avaliagdo cognitiva

Para avaliacdo de funcbdes cognitivas, realizamos o teste do labirinto
aquatico de Morris. Neste os animais foram individualmente inseridos em uma
piscina circular (1,2 m de didmetro; 50 cm de profundidade; contendo agua a 22 °C)
dividida em 4 quadrantes com figuras geométricas de referéncia fixadas em suas
paredes e com presenga, em um dos quadrantes, de uma plataforma de escape
submersa (2,5 cm abaixo do nivel da agua). Inicialmente, foi avaliado a capacidade
de aprendizado espacial dos animais por meio do tempo em segundos para localizar
a plataforma apo6s 4 sessdes de 60 s cada, partindo dos pontos de referéncia. Ao

localizar a plataforma, os animais permaneceram na mesma por 30 s e aqueles que
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por ventura ndo conseguiram localizar a plataforma, foram guiados a mesma e
mantidos pelo mesmo tempo. Cada animal realizou 4 sessbes diarias de treino,
durante 5 dias. No sexto dia, para determinagdo da capacidade de consolidagéo de
mem©érias de curto prazo, a plataforma foi retirada e registrou-se o tempo que o
animal permaneceu no quadrante que continha originalmente a plataforma apo6s 60s
de teste (Morris, 1984).

3.6.2 Avaliacdo motora

Para avaliacdo motora os animais foram submetidos ao teste do rotarod
(Hamm et al., 1994). Inicialmente, os animais foram submetidos a um teste de
aptidao motora, que consiste na acomodag¢do dos mesmos no rotarod que contém
uma barra giratéria horizontal de rotagdo ajustavel (4 rpm; 1 min). Foram
considerados aptos os animais que se equilibraram na barra por pelo menos 30
segundos. Os animais selecionados seguiram entdo para a etapa de treinamento
onde foram acomodados sobre a barra giratéria por 4 dias (10 rpm; 5 min; 3
tentativas). Ao quinto dia, os grupos experimentais foram avaliados em uma Unica
sessdo sob maior aceleracao (15 rpm; 5 min). O resultado foi expresso pela média
do tempo de permanéncia sobre a barra em segundos durante o periodo de

treinamento e pelo tempo de permanéncia no ulimo dia de teste.

3.6.3 Avaliagdo comportamental

Para avaliagdo de comportamento depressivo realizamos o teste do labirinto
do nado forgado. O teste do nado forgado consiste na inser¢ao individual dos ratos
em um recipiente cilindrico preenchido com agua (paredes transparentes; 50 cm de
altura x 2,5 cm de diametro; 30 cm de agua a 25 + 1°C). A quantidade de agua
adicionada cria uma situagdo inescapavel que impossibilita tanto a fuga superior
quanto impede que o animal se apoie no fundo do cilindro. Ap6és 5 minutos de
observacao foram registradas o tempo de laténcia para imobilidade e tempo total de
imobilidade do animal no interior do cilindro (Porsolt et al., 1978).

3.7 Analise estatistica dos dados
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As analises estatisticas foram conduzidas no software GraphPad Prism 7.0
(GraphPad Software Inc., US). Os resultados foram expressos como média + e.p.m
(n = 7 por grupo) e submetidos ao teste de normalidade (Kolmogorov-Smirnov)
seguido por andlise paramétrica ANOVA unidirecional (pés teste Newman-Keuls)

com uma significancia de 5% (p < 0,05).
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4. RESULTADOS
4.1 EHFN possui polifendis e atividade antioxidante

O EHFN apresentou um teor de compostos fendlicos totais de 12 £ 0,12 mg
de ac. Galico/100 mg de extrato e atividade antioxidante nas diferentes
concentragdes do extrato avaliadas resultando em um 1Cso de 141,3 £ 6,40 pg/mL.

[EHNF pg/mL]

- 25

-+ 50

-+ 100

9 250

t (min)

Figura 7. Curva de reagdo com o radical DPPH (F{2 = 0,9978)
4.2 EHFN atenua alteracoes metabdlicas em animais com fendtipo
obesogénico

Em nosso estudo, a exposicdo a dieta rica em sacarose por 24 semanas
(grupo DRS) nao foi capaz de induzir aumento de peso e desenvolvimento de
obesidade quando comparados ao grupo CTR (469,9 £ 19,28 vs 4492 + 14,23 ¢;
321,3 + 1,88 vs.. 315 + 2,41 g"® x cm™ x 1000). O tratamento com o EHFN também
nao se mostrou capaz de alterar as variaveis de peso corporal e indice de Lee tanto
nos animais alimentados com racdo padrio (CTRT; 443,2 + 10,2 g; 320,2 + 2,92 g'*
x cm” x 1000) ou com a dieta rica em sacarose (DRST; 414,02 + 13,59 g; 315,3 +
2,58 g'® x em™ x 1000) (Figura 3A, 3C). Os animais DRS apresentaram um menor
consumo alimentar quando comparados ao CTR (4,2 = 0,10 vs.. 5,10 £ 0,10
g/100g/dia) e a administracado de EHFN nao levou a alteracdes destes padrdes de
consumo tanto nos grupos CTRT (4,06 £ 0,11 g/100g/dia) e DRST (4,07 + 0,13
g/100g/dia) (Figura 3B).
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Por outro lado, a dieta rica em sacarose foi eficaz em aumentar os depdsitos
adiposos brancos peripedidimal, mesentérico e retroperitoneal e o EHFN teve
sucesso em reduzir estes acumulos em aproximadamente 28,17% para o depdsito
periepididimal (3,5 £ 0,27 vs. 2,51 + 0,36 g/100g de peso corporal) (Figura 3D);
41,04% para a gordura mesentérica (1,8 + 0,26 vs. 1,06 + 0,09 g/100g de peso
corporal) (Figura 3E) e 31,89% para a retroperitoneal (3,57 + 0,18 vs. 2,43 +
0,299/100g de peso corporal) (Figura 3F). De modo relavante apresentamos o
sucesso do tratamento com EHFN em reduzir a massa de coxins adiposos
visceraise nao-viscerais em animais com acumulo adiposo, sem no entanto, reduzir
a massa adiposa e corpérea em animais normais (Figura 3A e 3D-F), demonstrando

que o EHFN nao possui caracteristicas adipoliticas, e sim, anti-adipogénicas.
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Figura 8. Efeitos do Extrato hidroalcodlico das folhas de A. indica (EHFN) sobre parametros
morfométricos. Ratos alimentados com ragao padrio ou rica em sacarose tratados ou ndo com EHFN
(300mg/Kg/dia, v.0) por 30 dias. Valores depois do tratamento (aos 180 dias) para A. Massa corporal (g);
B. Consumo Alimentar (g/100g de massa corporal); C. indice de Lee [(g ) /comprlmento naso-anal
(cm)x1000]; D. Gordura Periepididimal (g/100g peso corporeo); E. Gordura Retroperitoneal (g/100g peso
corpéreo); F. Gordura Mesentérica (g/100g peso corpéreo). Os resultados foram expressos como média
t e.p.m (n= 6 - 8 por grupo). As letras indicam uma diferenca significante (p<0,05) em relacdo ao a. CTR;
b. CTRT; d. DRS analisados por andlise de variancia (One-way ANOVA seguido pelo pds-teste
Newman-Keuls)
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Os niveis glicémicos (Figura 4A) e de colesterol total (Figura 4C)
mantiveram-se sem alteracées em todos 0s grupos de animais que receberam dieta
CTR ou DRS tratados ou ndao com o EHFN. Entretanto, os animais que receberam
DRS apresentaram hipertrigliceridemia em relagdo aos animais que nao receberam
esta dieta (CTR = 84,28 + 14,43 vs. DRS = 155,4 + 18,68 mg/dL). O tratamento com
EHFN demonstrou uma tendéncia a reducao dos niveis de triglicerideos nos animais
DRS (130,8 = 14,02 mg/dL) (Figura 4B). Por fim, exposicdo a DRS teve sucesso em
estabelecer resisténcia a insulina avaliada pelo indice TyG (8,82 vs 8,22), porém o

EHFN nao restabeleceu este quadro patolégico (8,85) (Figura 3D).
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Figura 9. Efeitos do Extrato hidroalcoolico das folhas de A. indica (EHFN) sobre parametros
bioquimicos. Os ratos alimentados com racédo padrdo ou rica em sacarose foram tratados ou nao
com EHFN (300mg/Kg/dia, v.0) por 30 dias. A. Glicemia (mg/dL); B. Triglicerideos (mg/dL); C.
Colesterol (mg/dL); D. indice TyG. Os resultados sdo expressos como média + e.p.m (n= 6 - 8 por
grupo). As letras indicam uma diferenga significante (<0,05) em relagdo ao a. CTR analisados por
ANOVA (One-way analysis of variance) seguido pelo pds-teste Newman-Keuls.

4.3 O tratamento com EHFN promove melhores curvas de aprendizado e

previne danos neuromotores em animais com fenétipo obesogénico

No que concerne a avaliagdo cognitiva, exposi¢ao a dieta DRS acarretou em

déficits de aprendizado espacial em todos os dias de acompanhamento no labirinto
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aquatico (ensaios com a plataforma visivel) e o EHFN demonstrou melhorar esta
capacidade de aquisicdo e evocacao de aprendizado espacial de forma semelhante
ao CTR (Figura 5A). A dieta DRS e o EHFN nao demonstraram interferir o processo

de consolidagdo de memorias de curto praz relacionados ao hipocampo (Figura 5B).
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Figura 10. Efeitos do Extrato hidroalcoodlico das folhas de A. indica (EHFN) sobre a cognicao
ao teste do Labirinto aquatico de Morris. Ratos alimentados com ragdo padrdo ou rica em
sacarose tratados ou ndo com EHFN (300mg/Kg/dia, v.0) por 30 dias. Valores depois do tratamento
(aos 180 dias) para A. Curva de aquisicao de memdria; Tempo de escape (s) B. Teste — tempo no
quadrante correto (s) Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n= 6 - 8 por grupo). As
letras indicam uma diferencga significante (p<0,05) em relagdo ao a. CTR; b. CTRT analisados por
andlise de variancia (One-way ANOVA seguido pelo pds-teste Newman-Keuls)

A avaliacao de motricidade e equilibrio demonstrou que os animais expostos
a DRS No teste do rotarod (Figura 6) os resultados mostram que os animais DRS
apresentaram comprometimento do aprendizado motor (Figura 6A) e de sua
capacidade de locomogédo em 74,69 % (57,8 + 15,01) quando comparados ao CTR
(228,3 + 36,58) (Figura 6B). O tratamento com o EHFN restabeleceu o aprendizado
motor (Figura 11A) e motricidade/equilibrio dos animais expostos ao excesso de
sacarose (235,8 £ 41,66) (Figura 6B).
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Figura 11. Efeitos do Extrato hidroalcoodlico das folhas de A. indica (EHFN) sobre a funcao
motora no teste de rotarod. Valores depois do tratamento (aos 180 dias) para A. Treinos - Tempo
de permanéncia na barra giratéria (s) B. Teste — Tempo de permanéncia na barra giradria (s). Os
resultados foram expressos como média + e.p.m (n= 6 - 8 por grupo). As letras indicam uma diferenca
significante (p<0,05) em relacdo ao a. CTR; b. CTRT; d. drst analisados por kruskal- wallis,
comparagoes multiplas por dunn’s.

A exposicdo a sacarose e o tratamento com o EHFN n&o levaram a
alteragbes comportamentais de depressao nos parametros avaliados nos testes do
nado forcado (Figura 7)
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Figura 12. Efeitos do Extrato hidroalcodlico das folhas de A. indica (EHFN) sobre o
comportamento no teste de nado forcado. Valores depois do tratamento (aos 180 dias) para A.
Tempo de imobilidade (s) B. Latencia para imobilidade (s). Os resultados foram expressos como
média + e.p.m (n= 6 - 8 por grupo).

5. DISCUSSAO

Os padrées de consumo da sociedade atual com dietas hipercaléricas e/ou
com maior presenca de carboidratos e lipideos (Desroches e Lamarche, 2007;
Kolovou et al., 2007; Saklayen, 2018) contribui diretamente para o crescimento
epidémico de desordens associadas a SM, tais como a obesidade, diabetes e
doencas cardiovasculares (Alberti et al., 2009). Estudos demonstram que além de
efeitos sobre o metabolismo, o consumo excessivo de sacarose esta relacionado a
acoes deletérias sobre o cérebro favorecendo o surgimento de declinio cognitivo e
deméncia precoce (Stranahan et al., 2008).

Neste ambito, plantas com atividade antioxidante sdo alvos de vérias
pesquisas para o tratamento tanto de alteragbes metabdlicas quanto
neurocomportamentais, pois compostos como os polifenois tém efeitos diretos sobre
o sistema nervoso central ao atravessarem a barreira hematoencefdlica e

promoverem plasticidade sinaptica em regides importantes para a consolidacao de
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memérias (Marles e Farnsworth, 1995; Briskin, 2000; Tabassum e Ahmad, 2011;
Wang et al., 2013; Kooti et al., 2016; Vauzour, 2017).

Em conjunto de nossos dados demonstram que o tratamento com EHFN
promove atividade antiadipogénica, atenua a hipertrigliceridemia, promove
otimizacdo no processo de aquisicio de memoéria bem como previne danos

neuromotores induzidos pelo consumo de dieta rica em sacarose.
EHFN possui polifendis e atividade antioxidante

Metabdlitos secundarios possuem inumeras propriedades, dentre elas as de
antioxidantes de ocorréncia natural capazes de conter os efeitos nocivos de doencas
relacionadas ao estresse oxidativo como as alteragbes da SM (Li et al., 2008). O nim
possui muitos compostos biologicamente ativos, incluindo alcalbides, flavonéides,
triterpendides, compostos  fendlicos, carotendides, esteroides, cetonas,
triterpendides e limondides (Biswas et al., 2002).

E reportado que os compostos polifendlicos sdo os principais reponsaveis
pelas variagbes de atividade antioxidante entre as plantas (Cai et al., 2004) e que
extratos de varias partes da arvore de nim tem atividade de eliminagédo de radicais
livres contra os radicais (DPPH) e (ABTS), especialmente os extratos de folhas,
flores e cascas de caule (Kiranmai et al, 2011) devido a sua significativa
composigao de fendis e flavondides como quercetina-3-O-rutinosideo, kaempferol-3-
O-rutinosideo, catequinas e resveratrol (Chattopadhyay, 2003; Sri et al., 2012).

Em nivel biol6gico isto € percebido em trabalhos onde o tratamento com
extrato aquoso de folhas de A. indica em ratos diabéticos Charles Foster por 30 dias
normalizou significativamente os niveis alterados de peroxidacao lipidica e o status
antioxidante (superéxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase) (Shrivastava
et al., 2012). No presente estudo demonstramos que o EHFN possui significativo
teor de fendis e atividade antioxidante, dados estes que encontram-se em
consonancia a literatura onde foram realizadas detec¢des com diferentes solvetes e
partes da planta (Deka et al., 2013; Bader et al., 2015) .
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O tratamento com EHFN atenua alteracéoes metabodlicas em animais com
fendtipo obesogénico

No presente estudo demonstramos que o EHFN promove redugédo do
acumulo de gorduras viscerais e né&o-viscerais, bem como redua os niveis de
triglicerideos em animais com um quadro de alteracbes metabdlicas caracteristicas
da SM.

A grande maioria das pesquisas investigam os efeitos de extratos da espécie
A. indica sobre o metabolismo em modelos de inducdo de diabetes por
estreptozotocina em detrimento ao dietético. Em nossa pesquisa onde utilizamos a
inducao de alteracdes metabdlicas e neurocomportamentais pelo consumo de dieta
rica em sacarose, encontramos maior acumulo de gorduras nos animais DRS que foi
prevenido em todos os depdsitos adiposos de animais pelo tratamento com o EHFN,
indicando que este possua efeitos antiadipogénicos.

Especulagdes deste cunho devem-se ao fato de que este efeito ocorreu
somente em um padrdo animal com alteracbes metabdlicas sem, no entanto,
exercer qualquer atividade em animais em condigbes fisiolégicas, ratos
considerados normais. Chattopadhyay (2003) em sua discussdo sobre possiveis
mecanismos pelos quais o Nim tem efeitos antihiperglicemicos conferiu as atividades
a compostos polifendlicos. Esta informagao tem seu grau de relevancia uma vez que
os polifendis reduzem o depdsito de gorduras, especialmente as viscerais (Wolfram
et al., 2005; Rivera et al., 2008; Wang et al., 2014).

Sobre o peso corporal e indice de Lee o tratamento com EHFN nao teve
acoes, porém animais tratados com o extrato apresentaram menor consumo
alimentar. Em partes, ndo termos observado efeito da administragdo do extrato
sobre 0 peso e o indice de Lee, deve-se a auséncia de elevagao destas variaveis
induzidas pela dieta nos animais DRS. Comparativamente a literatura, trabalhos
como os de Satyanarayana et al. (2015) e Shrivastava et al. (2012) apesar de terem
utilizado modelo de indugcédo de diabetes em ratos com dieta HFD nao relatam em
seus achados as avaliacbes acerca do peso corporal e consumo alimentar dos
animais. Jayakumar et al. (2002) verificaram que ratos tratados com extrato aquoso
das folhas de Nim na dose de 500mg/Kg ndo possuem diferencas no peso e
consumo alimentar em relacao a ratos que receberam agua. El-Hawary e Kholief
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(1990) em modelo de indugédo farmacoldgica constataram que o tratamento com
extrato das folhas de Nim na mesma dose que utilizamos (300mg/Kg) promove

reducéo de peso corporal (17%) em animais diabéticos.

Sobre o consumo alimentar, a redugdo deu-se em ambos 0s grupos que
ingeriram dieta rica em sacarose, quer tenham sido tratados ou ndo com extrato.
Estudos demostram que a ingestdo de carboidratos esta relacionada a um menor
consumo alimentar ao promover desaceleramento do esvaziamento géstrico e da
secrecao do peptideo semelhante ao glucacon 1 (Gutzwiller et al., 1999; Flint et al.,
2001), secrecao de leptina e inibicdo aguda de regides hipotalamicas associadas ao
apetite (Tulloch et al., 2015).

Em geral, a leptina inibie as vias estimuladoras do apetite e estimula as vias
de supressao do apetite ao diminuir a ingestdo de alimentos em parte modulando
sinais orexigenos como o neuropeptideo Y (NPY) e orexinas, e através da interacao
com peptideos anoréxicos, incluindo colecistocinina (CCK), transcricao regulada por
cocaina e anfetamina (CART) (Sahu, 2003; Klok et al., 2007).

Apesar da auséncia de elevacao dos niveis de glicose e colesterol, os
valores de triglicerideos do grupo DRS foram significativamente diferentes em
relacao aos controles, o que é consistente com a literatura (Kanazawa et al., 2003;
Carvalho et al., 2012; Pinto et al., 2016a). Sabe-se que 0 consumo de dieta rica em
sacarose promove efeitos deletérios no metabolismo dos carboidratos e lipidios
antes mesmo do estabelecimento da sindrome metabdlica (Burgeiro et al., 2017).

Evidéncias indicam que a frutose € o principal nutriente mediador da
hipertrigliceridemia, resisténcia a insulina e intolerancia a glicose induzida pela
sacarose (Thresher et al., 2000). Tanto a glicose quanto a frutose entram na
circulacao portal sendo direcionadas ao figado ou passam para a circulacao geral,
porém a frutose é a mais lipogénica e pode potencialmente modificar o equilibrio de
acidos graxos em lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e induzir efeitos
secundarios prejudiciais como hipertrigliceridemia ou resisténcia a insulina (Laville e
Nazare, 2009). Os efeitos deste aglcar simples dao-se mediante agdes sobre
padrées de expressao génica, principalmente aqueles envolvidos na lipogénese de
novo (por exemplo, atividade da proteina de ligagcdo a elementos reguladores de

carboidratos (ChREBP) e SREBP-1 nuclear), fatores de saciedade no cérebro,
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aumento da inflamacéo, espécies reativas de oxigénio, endotoxina via receptores

Toll-like, e inducao de resisténcia a leptina (Dekker et al., 2010).

Significativos estudos conferem ao Nim atividades antihiperlipidemicas,
antihiperglicemicas e atividade hipotensora (Chattopadhyay et al., 1986;
Chattopadhyay et al., 1987; Chattopadhyay, 1995; Chattopadhyay, 2003). Extratos
etandlicos das folhas de Nim também demonstraram em modelo diabético induzido
por aloxana, reducdo dos niveis de ftriglicerideos (Ekaidem et al., 2007). Os
mecanismos de acdo pelos quais esta espécie atua sobre o metabolismo lipidico,
ainda permanecem desconhecidos (Alshammari et al., 2017).

De modo geral, sabe-se que flavondides e polifendis diminuem os lipidios
intracelulares reduzindo assim o risco de hiperlipidemia e aterosclerose (Du et al.,
2015). Alshammari et al. (2017) demonstraram que o tratamento com Nim regula a
homeostase lipidica em hepatdcitos, inibe ROS, aumenta os niveis de enzimas
antioxidantes e promove regulacédo direta da expressao de genes PPARy e LXRaq,
moduladores do colesterol.

Adicionalmente, nossos dados sugerem que o0 consumo de dieta com
sacarose (25%) por um periodo prolongado (24 semanas) leva ao desenvolvimento
de RI periférica, avaliado pelo TyG. Rl € uma condigdo com niveis normais ou
elevados de insulina produzindo efeitos biol6gicos atenuados, sendo um evento
central na patofisiologia da diabetes (Chattopadhyay, 2003).

Neste panorama, em modelo animal diabético induzido por dieta rica em
gordura ou frutose, onde os ratos foram tratados com extrato aquoso das folhas de
nim (400mg/kg b.w. por 30 dias), constatou-se a restauraucao de parametros como
a sinalizacdo insulinica devido a expressdo de GLUT4 bem como a utilizagao de
glicose pelo musculo gastrocnémico (Satyanarayana et al., 2015). Perez-Gutierrez e
Damian-Guzman (2012) conferem ao composto meliacinolina presente no Nim o
potecial anti-diabético que exerce suas atividades hipolicemiantes e reguladoras da
insulina por inibir a a-gluciosidase e a-amilase pancreatica.

Portanto, a resisténcia a insulina, hipertrigliceridemia, acimulo de gordura
visceral precedem e contribuem para o desenvolvimento do DM2 e, mesmo na
auséncia de hiperglicemia, ganhos de peso e maior indice de Lee, fazem parte do

agrupamento de fatores de risco da SM. Neste quadro, o EHFN é capaz de atenuar
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0s niveis de triglicerideos e reduzir o acumulo de gorduras sem alterar marcadores

de toxicidade hepatica (dados ndo mostrados).

O tratamento com EHFN promove melhores curvas de aprendizado e previne
danos neuromotores em animais com fenotipo obesogénico

A. indica € uma planta de significativo interesse devido a sua ampla, versatil
e histérica utilizagdo em diferentes partes da Asia e Africa para o tratamento de um
largo espectro de atividades bioldgicas, incluindo efeitos sobre o sistema nervoso
central (Biswas et al., 2002). Sobre esta ultima atividade verificamos na presente
investigacao que o tratamento com EHFN é capaz de promover expressiva protecao
neuromotora bem como atenuacao de agdes nocivas na curva de aprendizagem em
animais com alteragcdes metabdlicas caracteristica da SM.

Para a avaliacdo cognitiva, realizamos o teste do Labirinto de Morris
que avalia a aprendizagem dependente do hipocampo, incluindo a aquisicdo de
memdaria espacial e memdéria espacial de longo prazo sendo, portanto, importante
em estudos de neurobiologia e neurofarmacologia de aprendizagem espacial
(Bromley-Brits et al.,, 2011). Em nossos achados verificamos que o tratamento com
EHFN minimizou significativamente atrasos nas laténcias de escape durante os
treinos, porém ao teste, o tratamento por si sé ndo revelou nenhum efeito sobre a
cosolidacao da apredizagem.

Resultados similares foram obtidos em tratamentos com o Nim (300
mg/kg/dia) em modelo animais com lesGées no nucleo basal induzidas
farmacologicamente(Raghavendra et al., 2013) e em modelos animais com les&o de
reperfusdo cerebral e hipoperfusao cerebral em longo prazo (Yanpallewar et al.,
2005).

Com base em nosso modelo, pesquisadores sugerem que 0S prejuizos de
processamento cognitivo apés consumo de sacarose (Jurdak et al., 2008; Jurdak e
Kanarek, 2009) sejam decorrentes de diversos fatores, como: elevacao dos niveis
de triglicerideos, hiperglicemia e hiperinsulinemia, que em conjunto instauram
estresse oxidativo e interferem na sinalizacdo da insulina, levando a Rl em nivel
hipocampal e perda de plasticidade neuronal (Stranahan et al., 2008; Huang et al.,
2015).

Em nivel de avaliagdo motora realizamos o teste de rotarod utilizado para
avaliar a coordenacdo motora de roedores sendo especialmente sensivel na
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deteccao de disfuncéo cerebelar e uma eficiente ferramenta para triagem inicial de
comprometimento neuromuscular (Mann e Chesselet, 2015). Nossos dados
demonstram que o tratamento com o EHFN tem efeito protetor a nivel motor.

Em outros trabalhos, a administracdo por 28 dias do exirato aquoso das
folhas de Nim (200 e 400 mg/kg, p.0) em um modelo animal de neuropatia periférica
reduziu o tempo de queda dos animais ao rotarod, isto €, promoveu melhor
coordenacdo motora que segundo os autores é devido a efeitos antioxidantes, anti-
inflamatérios e anti-apoptéticos (Kandhare et al., 2017). Estudos mais recentes tém
sugerido que o hipocampo além relacionado ao processamento cognitivo tem
projecdes neurais da porgcao ventral que fazem sinapses com o estriado ventral e a
amigdala, demonstrando um papel importante deste na motricidade e
comportamento (Strange et al., 2014).

Déficits motores geralmente estdo associados a aumento de peso corporal,

atrofia muscular e degeneracdo neuromotora (Brooks e Dunnett, 2009). Tendo em
vista que nos animais DRS as altera¢des de peso corpéreo e atrofia muscular ndo
foram evidentes, sugerimos uma possivel degeneracdao neuromotora, pois esta
corredo em areas associativas relacionadas ao controle motor pode ser uma causa
primaria para os prejuizos de motricidade observados no modelo (Pinto et al.,
2016b).

Adicionalmente, para as avaliagdes comportamentais realizamos o teste do
nado forcado que é comumente utilizado para avaliacbes de depressao/atividade
antidepressiva (Porsolt et al., 1978). Em nossos achados ndo foram constatados
efeitos depressores tanto em animais com alteracées metabdlicas quanto e animais
considerados normais. Raghavendra et al. (2013) encontraram acgdes
antidepressivas apds o tratamento com extrato, porém em modelo de Alzheimer

induzido farmacologicamente.

Em suma, este estudo reforga que o consumo precoce de dieta rica em
sacarose leva a alteragdes no metabolismo lipidico, promove maior deposicao de
gorduras viscerais e nao-viscerais e induz a um quadro de resisténcia insulinica que
culminam em déficits cognitivos e motores. Frente a este quadro, o tratamento com
EHFN promove atividade antiadipogénica, atenua a hipertrigliceridemia, promove
otimizacédo no processo de aquisicdo de memoria bem como protegcdo neuromotora

em animais.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Em resumo o conjunto de nossos dados demonstraram que o tratamento com
EHFN promove atividade antiadipogénica, atenua a hipertrigliceridemia, promove
otimizagdo no processo de aquisicdo de memoria bem como previne danos

neuromotores induzidos pelo consumo de dieta rica em sacarose.

Constatou-se que o EHFN possui significativo teor de fendis e atividade
antioxidante, composi¢do esta que possui inumeros efeitos bioldgicos benéficos e
estd em consonéancia a literatura onde foram realizadas detec¢cdes em diferentes
solvetes e partes da planta.

Verificamos nos animais que aos 180 dias estes apresentavam resisténcia a
insulina, elevados niveis de triglicerideos e acumulo de gordura visceral que em
conjunto séo fatores que precedem e contribuem para o desenvolvimento do DM2 e,
mesmo na auséncia de hiperglicemia, ganhos de peso e maior indice de Lee, fazem
parte do agrupamento de fatores de risco da SM. Neste quadro, o EHFN foi capaz
de atenuar os niveis de triglicerideos e reduzir o acumulo de gorduras sem alterar

marcadores de toxicidade hepatica

Adionalmente, este estudo reforca que o consumo precoce de dieta rica em
sacarose além de levar a alteracbes no metabolismo lipidico, promover maior
deposicao de gorduras viscerais e nao-viscerais e induzir a um quadro de resisténcia
insulinica, promove também o surgimento de déficits cognitivos e motores. O EHFN
tem efeitos benéficos no processo de aquisicdo de memoria bem como tem

expressiva protecdo neuromotora em animais.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os dados desta dissertacdo de mestrado corroboram achados
anteriormente obtidos no laboratorio de fisiologia da Universidade Federal do
Maranhdo demonstrando que 0s mecanismos envolvidos no surgimento da
sindrome metabdlica levam também ao desenvolvimento de comprometimentos
cognitivos e expressivo dano neuromotor.

Nesta conjuntura demonstramos de forma inédita que o tratamento com a
espécie vegetal Azadirachta inidica (Nim), amplamente distribuida no Estado do
Maranhao, tem efeitos significativos por promover protecdo em em nivel
neuromotora, possivelmente pela contengéo do estresse oxidativo

Este trabalho também contribuiu para a consolidacdo de campos de
conhecimento e de capacidade técnica a partir da apresentacao no 2° Workshop
Internacional em Ciéncias da Saude — UFMA (2018) bem como submissao de artigo
de revisdo que ja se encontra em processo de resposta aos revisores intitulado
“Naturally occurring acetylcholinesterase inhibitors and their potential use for
Alzheimer’s disease therapy” na revista Frontiers in Pharmacology (Qualis A2 —
Medicina 1; Fator de Impacto — 4.40).

Em perspectiva o segundo artigo oriundo dos resultados experimentais esta
em fase de producédo além da execucgao de testes que contribuam para o melhor
entendimento dos mecanismos moleculares pelos quais o tratamento com o extrato
de Nim promoveu protecdo neuromotora.

Por fim, este trabalho teve sucesso em fomentar o desenvolvimento de
massa critica que tornem mais célere as descobertas, a evolucao e a divulgacao do
conhecimento gerado e contribuir de forma efetiva ao desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico do Estado do Maranhao.
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