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RESUMO

O consumo de frutose aumentou de forma crescente em todo o mundo. A adicéo
deste acucar tem uma forte relacdo com doencas metabdlicas como o diabetes
melittus tipo 2, sindrome metabdlica, além do estresse oxidativo (EO). Alguns
antioxidantes, como por exemplo a quercetina, sdo efetivos na prevencao destas. O
objetivo deste estudo foi avaliar a acdo da quercetina livre (QL) e quercetina
microencapsulada (QMC) em modelo de inducdo de diabetes com racao frutose.
Foram utilizados de 10 — 13 animais por grupo, sendo divididos em grupo ragao
padréo (RP), racdo com frutose (RF), tween 80 (TW), quercetina 100mg/kg (QL100),
microcapsula inerte (MCIN), quercetina microencapsulada 10mg (QMCL10),
guercetina microencapsulada 30mg (QMC30) e quercetina microencapsulada 100mg
(QMC100), tratados por gavagem por 9 semanas. Foram avaliados indices
corporais como peso final, peso do figado e peso relativo do figado. Em nivel
plasmatico, foi dosado a glicose, perfil lipidico, alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, creatinina, acido Urico, além de parametros de EO. Ja no figado
foi analisado biomarcadores de EO e presenca de glicogénio por meio de cortes
histologicos. Os resultados desse estudo demostraram que todos 0s animais que
receberam racdo de frutose tiveram alteracdes significativas, como diminuicdo do
peso final corporal, aumento da glicemia, reducdo da PON-1 plasmatica, aumento de
SH plasmatico e diminuicdo de SH tecidual. O grupo que recebeu QMC100 obteve
reducdo do biomarcador LOOH em nivel tecidual. J& os grupos tratados com QMC30
e QMC100 demonstraram maior protecdo dos niveis de glicogénio no figado. De
acordo com os resultados obtidos, a utilizagdo de QMC pode ser uma alternativa
adjuvante no tratamento do diabetes pela protecdo de glicogénio hepatico e
diminuicdo da lipoperoxidacao.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Frutose. Glicogénio. Microencapsulacao.
Quercetina.



HIGACHI, Luciana. Evaluation of the action of quercetin-loaded microcapsule in
the induction model of diabetes with fructose in wistar rats. 2018. 53 p.
Dissertation (Master in Health Sciences) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2018.

ABSTRACT

The consumption of fructose has increased all over the world. The addition of this
sugar has a strong relationship with metabolic diseases such as diabetes mellitus
type 2, metabolic syndrome, in addition to oxidative stress (OS). Some antioxidants,
such as quercetin, are effective in preventing these. The objective of this study was
to evaluate the action of free quercetin (QL) and quercetin-loaded microencapsule
(QMC) in an induction model of diabetes with fructose. 10- 13 animals per group
were divided into the following groups: standard ration (RP), fructose (RF), tween 80
(TW), quercetin 100mg / kg (QL100), inert microcapsule (MCIN), quercetin-loaded
microencapsule 10mg (QMC10), quercetin-loaded microencapsule 30mg (QMC30)
and 100mg quercetin-loaded microencapsule (QMC100), treated by gavage for 9
weeks. Body indexes were evaluated as final weight, liver weight and relative liver
weight. At the plasma level, glucose, lipid profile, alanine aminotransferase, aspartate
aminotransferase, creatinine, uric acid, and OS parameters were measured. In the
liver, OS biomarkers and presence of glycogen were analyzed through histological
sections. The results of this study demonstrated that all animals receiving fructose
ration had significant changes, such as decreased body weight, increased blood
glucose, plasma PON-1 reduction, plasma SH increase and tissue SH decrease. The
group that received QMC100 obtained reduction of the biomarker LOOH at the tissue
level. However, the groups treated with QMC30 and QMC100 demonstrated greater
protection of liver glycogen levels. According to the results obtained, the use of QMC
can be an adjuvant alternative in the treatment of diabetes by protection of hepatic
glycogen and decrease of lipoperoxidation.

Keywords: Fructose. Glycogen. Microencapsulation. Oxidative stress. Quercetin.
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1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, a prevaléncia e a incidéncia do diabetes
aumentaram acentuadamente. Segundo a Xl Diretriz da Sociedade Brasileira de
Diabetes (SBD) (2015-2016), diabetes mellitus (DM) é um grupo heterogéneo de
distrbios metabdlicos relacionados a hiperglicemia, resultante de uma falha na
secrecdo de insulina, na acdo desse horménio ou de ambas. A Organizacdo Mundial
da Saude e a Associagdo Americana de Diabetes classificam o DM em: DM tipo 1
(DM1), DM tipo 2 (DM2), outros tipos especificos de DM e diabetes gestacional
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2015-2016). De acordo com a
Federacdo Internacional de Diabetes, cerca de 425 milhdes de adultos tém a
doenca, sendo que de cada dois individuos, um permanece ndo diagnosticado. O
Brasil esta entre os dez paises com maior nimero de pessoas com DM com cerca
de 14,3 milhdes de pessoas com esta doenca (INTERNATIONAL DIABETES
FEDERATION, 2017). Assim como o nimero de pacientes diabéticos, as taxas de
mortalidade e morbidade tém aumentado, devido a sua forte associacdo com
complicacdes cardiovasculares (MAHMOUD et al., 2013).

A ocidentalizacdo da dieta resultou em aumentos significativos no
consumo de produtos refinados e industrializado como acucares, incluindo sacarose,
glicose e frutose (FELICE et al., 2014), sendo facilmente absorvida e rapidamente
metabolizada pelo figado humano. Uma grande quantidade ingerida deste acucar
pode conduzir o figado a estimulagcdo rapida da lipogénese e acumulo de
triacilglicerois (TGL) que futuramente favorecera na resisténcia a insulina (RI),
reducdo da sensibilidade a insulina e intolerancia a glicose (BASCIANO; FEDERICO;
ADELLI, 2005).

A alimentagcdo com alto teor de frutose em ratos mimetiza muitas
caracteristicas da DM em humanos, especialmente a RI, intolerancia a glicose,
dislipidemia e insuficiéncia renal. Diante disto, o modelo de frutose em ratos pode
ser util para definir possiveis tratamentos para a DM2 ou a sindrome metabdlica
(SM) (PATEL,; IYER; BROWN, 2009). Da mesma forma, o alto consumo de frutose
induz o estresse oxidativo (EO), desequiliibrio entre a presenca de substancias pro-
oxidantes e antioxidantes, uma das causas para as complicacbes metabdlicas do
DM (DELBOSC et al., 2005).
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Os flavonoides sdo exemplos de substancias antioxidantes mais
abundantes na natureza. Dentre elas, a quercetina € a mais consumida na dieta
humana. Numerosos estudos tém utilizado a quercetina como droga antibiabética
para prevencdo ou tratamento (VINAYAGAM; XU, 2015). E amplamente distribuida
em diferentes tipos de frutas, chas, rabanete, bagas, cebolas, macéas e vinho. Varios
estudos relataram o efeito da quercetina no diabetes: diminuicdo da peroxidacao
lipidica, aumento das enzimas antioxidantes (como superoxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPX) e catalase (CAT) e reducdo da absorcdo de glicose
intestinal pela inibicdo do transportador de glicose tipo I (COSKUN et al.,, 2005;
STEWART et al., 2008).

1.1 DIABETES MELLITUS

Dentre as doencas metabdlicas, o DM2 tornou-se a mais comum em
todo o mundo. Isto tem sido, em parte, devido ao crescimento do nimero de
pessoas obesas, associada ao excesso de adiposidade visceral, além da SM cujas
caracteristicas sao RI, hiperglicemia, dislipidemia e hipertensdo (CHEN et al., 2016).

O DM2 é influenciado por diversos fatores relacionados ao estilo de
vida, incluindo a inatividade fisica, habitos alimentares, estresse, tabagismo e
consumo de alcool. O seu tratamento baseia-se no controle glicémico do individuo
juntamente com a prevencdo de possiveis comorbidades que podem acometer 0s
rins, olhos, figado, artérias e nervos (BAGUL et al., 2012; CADE, 2008).

O DM é uma condi¢cdo patoldgica resultando em grave desequilibrio
metabdlico e alteracdes nao fisiolégicas em muitos tecidos, onde o EO desempenha
um papel importante na etiologia desta doenca. Os modelos experimentais em
animais apresentam alto EO devido a hiperglicemia persistente e cronica, reduzindo
assim a atividade do sistema de defesa antioxidante e promovendo a geracéo de
radicais livres (COSKUN et al., 2005).

As principais caracteristicas da DM2 incluem deficiéncia de secrecao
de insulina e/ou resisténcia a este hormbnio nos tecidos hepético, adiposo e
esquelético. DM e suas complicacdes sdo resultado de processos que envolvem
inflamagé&o, na qual ocorre em resposta a varios estimulos patolégicos e lesées nos
tecidos. A inflamacdo cronica e a ativacdo do sistema imunologico podem ser os

grandes responsaveis pelo processo de doencas metabdlicas relacionadas a
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obesidade, como a DM2 (CHEN et al., 2016). Além da hiperglicemia, os pacientes
com diabetes apresentam frequentemente um perfil desfavordvel de lipidios
plasmaticos com altos niveis de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e niveis
baixos de lipoproteinas de alta densidade (HDL), uma combina¢é@o que pode implicar
também no desenvolvimento de complicacBes cardiovasculares (AZEVEDO et al.,
2010).

A glicose € uma importante fonte de energia para os seres humanos.
O aumento da glicose plasmética estimula a liberacdo de insulina e, em tecidos
hepatico e musculo esquelético, é promovida a absorcdo de glicose e sintese de
glicogénio, o que constitui um importante mecanismo de controle glicémico
(AZEVEDO et al., 2010). Em pacientes diabéticos, este mecanismo de depuracao da
glicose plasméatica € menos eficiente, originando hiperglicemia (POSTIC; DENTIN;
GIRARD, 2004).

A RI é definida como um estado que requer maior concentracao
deste horménio para obter os efeitos bioldégicos alcancados por uma menor
quantidade de insulina no estado normal. Assim, qualquer falha na cascata de
sinalizacdo da insulina pode causar a resisténcia a ela (TANIGUCHI, EMANUELLI;
KAHN, 2006). O nivel de insulina de jejum pode fornecer uma estimativa
aproximada do grau de Rl de um individuo e esses niveis mais elevados de insulina
estdo associados a um aumento do risco de uma futura DM2 em adultos pré-
diabéticos (DEBOER, 2013).

Nos seres humanos, dietas com alto teor de frutose ingeridas de
forma frequente, podem induzir dislipidemia e favorecer a sintese lipidica intracelular
resultando no acumulo de TGL no citoplasma de células ndo adiposas, como
hepatdcitos, fibras musculares ou células endocrinas. O hipotalamo, 6rgao
responsavel pelo controle neuroenddcrino, controla a sinalizacdo da insulina para
regular a ingestao de alimentos, a sensibilidade a insulina, o0 metabolismo de glicose
e lipideos desempenhando um papel essencial na manutengdo da homeostase
energética do organismo humano como um todo. Assim, um erro de sinalizacdo da
insulina no hipotalamo pode preceder a reducdo da sensibilidade sistémica deste
horménio, contribuindo para a Rl e doengas metabdlicas (ZHANG et al., 2014).

A utilizacdo de medicamentos tradicionais tem sido favoraveis para a
terapia do DM, no entanto, o aparecimento de efeitos adversos dos mesmos prejudica a

adesédo ao tratamento desses pacientes (KOSURU; SINGH, 2017). Um estudo recente



13

demostrou o potencial hipoglicEmico de alguns compostos polifendlicos encontrados na
dieta que podem representar uma valiosa fonte de terapias antidiabéticas, dentre elas
esta a quercetina (KIM; KEOGH; CLIFTON, 2016).

1.2 FRUTOSE

Os principais acucares consumidos na dieta sao glicose, frutose e
sacarose. A frutose € um monossacarideo que estd naturalmente presente em
muitas frutas e legumes. Embora tenha a mesma férmula molecular (CeH1206) que a
glicose, possui em sua estrutura um anel pentano com um grupo funcional cetona
ligado ao segundo atomo de carbono, enquanto que a glicose tem um anel hexano
com um grupo aldeido no primeiro carbono (TRAN; YUEN; MCNEILL, 2009) como

pode ser observados na figura abaixo.

CH,OH
—H-.OH
0 20~ H
H
OH H HO
HO OH HO CH,OH
OH oH  H
Glicose Frutose

Figura 1. Estrutura da glicose e frutose
(NELSON, D.L.; COX, M.M. et al., 2006)

Comparada a glicose, a frutose € mais lipogénica e esta presente
em grande quantidade em bebidas industrializadas e alimentos processados. As
fontes alimentares primarias de frutose séo o xarope de milho com alta concentracao
deste aclUcar. Em nivel comercial, a frutose € mais barata que a sacarose e
estabiliza melhor a textura de alguns alimentos processados (VOS; LAVINE, 2013).
Estima-se o consumo diario 85-100 gramas de frutose por dia (BASCIANO;
FEDERICO; ADELI, 2005). Desde a introducdo do xarope de milho em 1967, o
consumo per capita deste acucar tem aumentado gradativamente, como substituto
da sacarose (REN et al., 2014).
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Diferentemente da glicose, o metabolismo da frutose ocorre atraves
de um mecanismo independente da insulina. Apdés a ingestdo, a frutose é
rapidamente absorvida a partir do intestino delgado atravées do transportador
especifico para frutose, GLUT5 (RUTLEDGE; ADELI, 2007). No figado, a frutose é
fosforilada por uma enzima expressa e altamente especifica para este acucar
(frutoquinase), para formar frutosel-fosfato, o qual € ainda convertido para trés
carbonos intermediarios a saber: gliceraldeido fosfato, fosfato de di-hidroxiacetona e
gliceraldeido 3-fosfato. Uma porcdo destes intermediarios pode entrar na via
gliconeogénica para ser convertida em glicose ou metabolizada em lactato ou TGL
(HAVEL, 2005).

Além disso, estudos em animais mostraram também que ratos
alimentados com dieta rica em frutose apresentam danos oxidativos hepaticos e
metabolismo lipidico alterado devido ao EO como resultado da sobrecarga no
metabolismo da frutose (REN et al., 2014).

1.3 MODELOS DE HIPERGLICEMIA

Diversos estudos com humanos e, principalmente, em diferentes
linhagens de ratos e camundongos, com distintos protocolos de ingestao de frutose,
sao relatados na literatura. E, praticamente em todos, este acucar tem sido utilizado
para induzir comorbidades tais como hipertensdo moderada, intolerancia a glicose,
RI, dislipidemia, aumento da gordura e peso corporal (PEREIRA et al., 2014).

Bagul et. al., (2012), alimentaram ratos com frutose 65% por 8
semanas e demostraram um aumento significativo (p<0,01) nos niveis de glicose
seérico, TGL, &cido drico, niveis de insulina e de Oxido nitrico (NOx) quando
comparados ao grupo controle. Teste de tolerancia a glicose intraperitoneal também
mostrou uma RI acentuada nos animais do grupo diabético. A utilizacdo ineficaz da
glicose em um estado alimentado de frutose leva a um aumento da quebra de
proteinas proporcionando substratos para a gliconeogénese (MALLAIAH et al.,
2014), propiciando o aumento de niveis plasméaticos de glicose.

Kannappan e Anuradha (2010) utilizaram ratos wistar machos
alimentados com frutose (60g/100g) por 60 dias e observaram que a atividade da
enzima glicogénio fosforilase e o conteudo de glicogénio foram reduzidos nesses

animais, porém a utilizacdo da quercetina (50mg/kg) restaurou a atividade desta
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enzima e o conteudo de glicogénio.

Eid et al. (2015) observaram em seu estudo que a quercetina
influencia de forma positiva o metabolismo da glicose no figado de humanos e
musculo esquelético de roedores ao utilizarem quercetina (50uM) durante 18 horas,
além disso, este flavondide apresentou uma tendéncia em aumentar a atividade da
sintese de glicogénio.

No estudo de Elbe et al. (2015), a quercetina (25mg/kg/30dias)
administrada de forma intraperitoneal em ratos machos albinos preservou o teor de
glicogénio nos hepatdcitos desses animais em comparacdo aos animais diabéticos
(induzida por estreptozotocina). Além disso, este tratamento aumentou as atividades

de CAT e niveis de GSH e diminuiu o parametro malondialdeido (MDA).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROS/ERNS) sé&o
moléculas altamente reativas (RAJENDRAN et al., 2014). Estas possuem meia vida
curta e desempenham papéis importantes em processos fisiolégicos normais, tais
como a expressdo de genes e na transducédo de sinais. Em uma condicdo saudavel,
as EROS/ERNS s&o mantidas em um nivel ideal, devido a um equilibrio entre a sua
producdo e eliminacdo por processo enzimatico (SOD, GPX, CAT) e ndo enzimatica
por exemplo vitaminas C e E (HUTCHESON; ROCIC, 2012). Quando presente em
niveis elevados ou em locais inadequados, EROS/ERNS podem danificar
diretamente o endotélio vascular atravées da modificagcdo oxidativa de lipideos,
proteinas e DNA e podem indiretamente intensificar a inflamacdo vascular
(OSTROW et al., 2011).

O EO pode ser considerado uma das principais complicacées do DM
e de distirbios metabdlicos relacionados, sendo que a suplementacdo com
antioxidantes, segundo alguns estudos, tem mostrado ser benéfica. EROS/ERNS
causam danos ao DNA e peroxidacdo de lipideos de membrana. Os radicais anion
superoxido gerados durante a oxidacdo da glicose reagem com o 6xido nitrico (NO)
liberado pelo endotélio e macréfagos formando o radical peroxinitrito altamente
reativo e estes podem agravar as respostas inflamatorias que levam a complicacdes
micro e macrovasculares diabéticas (NAYAK ET AL., 2014).

O status antioxidante celular determina a susceptibilidade a danos
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oxidativos e € geralmente alterado em resposta ao EO. Por isso, a utlizacdo de
antioxidantes naturais como uma forma de prevenir danos oxidativos com elevado
EO tem sido crescente (COSKUN et al., 2005).

Estudos experimentais e clinicos indicam que o EO desempenha
papel importante no desenvolvimento e nas complicacbes do DM2. Radicais livres
sdo gerados no diabetes por oxidacdo da glicose. O EO pode ser potencializado por
estresse metabdlico induzido por esta doenca, danos teciduais e morte celular,
levando a um aumento na producdo de radicais livres e comprometimento do
sistema de remocao destas espécies radicalares, exacerbando ainda mais o EO.
Este, também, pode levar a danos de organelas celulares e desenvolvimento de RI
(BAGUL et al., 2012; MARITIM; SANDERS; WATKINS, 2003). O NO é uma molécula
gasosa importante na regulacdo de uma variedade de processos fisioldgicos e
patologicos (MANCARDI et al.,, 2011). O aumento dos niveis de NOx no soro tém
sido relatados em pacientes diabéticos, bem como ratos diabéticos alimentados com
frutose (PADIYA et al, 2011). Aumento nos niveis de NOx também pode induzir
dano oxidativo atraves da formacdo de peroxinitrito (PACHER; BECKMAN,;
LIAUDET, 2007).

1.5 POLIFENOIS

Estudos tém demonstrado que compostos com forte propriedade
antioxidante podem ser eficazes no tratamento de complicacdes relacionadas ao
DM. Uma classe de compostos s&o os polifenois derivados de plantas, que podem
ser divididos em varios grupos, tais como flavonois (quercetina, catequina), flavonas
(luteolina) e isoflavonas (genisteina). A quercetina (3,3',4",5,7-pentahidroxiflavona)
(figura 2) é o flavonoide mais comumente encontrado na dieta humana (frutas,

vegetais e vinho tinto) (HU et al., 2006).
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Figura 2. Estrutura molecular da quercetina
(GUAZELLI et al., 2013)

O uso da quercetina como agente terapéutico é restrito devido a trés
caracteristicas desse composto: baixa solubilidade em agua, meia-vida curta e baixa
biodisponibilidade oral (HADRICH et al., 2016).

A acdo da quercetina in vivo é dependente da extensdo da sua
absorcdo apds a ingestdo e capacidade de distribuicAo nos diversos tecidos
corporais (KHALED; EL-SAYED; AL-HADIYA, 2003). No estudo de Hollman et al,,
(1997), a absorcdo da quercetina em 9 voluntarios saudaveis foi cerca de 24% da
solucdo administrada por via oral. Ja no estudo de Gugler, Leschik, Dengler; (1975)
a quercetina apresentou uma absor¢do menor que 1% em individuos que ingeriram
4 gramas do medicamento na forma de capsulas.

A quercetina é um inibidor eficaz de lipoxigenases, e também exibe
uma ampla gama de atividades farmacoldgicas, tais como anti-inflamatoria, anti-
oxidante, anti-tumoral, imunomodulador e vasodilatador. Também previne a
oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade in vitro. Além disso, este flavonoide
pode inibir a expressdo de moléculas de adesao estimuladas pelo fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) em células endoteliais aorticas humanas (MAHMOUD et al.,
2013).

No que se refere ao controle glicémico, a quercetina tem sido
relatada na melhora do DM em modelos animais de DM1 ou DM2 (ABO-YOUSSEF,
2015; AGUIRRE et al., 2011).

O estudo de Jeong et al., (2012) mostrou os efeitos da quercetina
em animais com DMZ2. Camundongos C57BL que receberam quercetina (0,04%-

0,08% durante 6 semanas) apresentaram menores concentracfes plasmaticas de
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glicose em relacédo ao grupo controle, porém néo tiveram aumento ou diminuicdo nos
niveis de insulina. Os animais que receberam uma porcdo de 0,08% de quercetina
apresentaram outros aspectos positivos, incluindo aumento da adiponectina
plasmética e colesterol HDL, diminuicAo do colesterol total plasméatico e TGL
plasmaticos. Nesse mesmo estudo, foi observado que animais que receberam
quercetina tiveram uma reducdo dos niveis de substancias reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS), aumento da SOD, CAT e GPx no figado.

1.6 SISTEMA DE LIBERACAO DE FARMACO (MICROENCAPSULACAOQ)

Os farmacos séo utilizados de maneira geral com finalidade
terapéutica, profilatica ou diagnéstica. A via de administracdo mais utilizada é a oral
e de acordo com a forma farmacéutica apresentada, a liberacdo do farmaco pode
ser convencional ou modificada. Esta Ultima, de forma interessante, permite modular
a liberacdo do farmaco, prolongando ou retardando a sua dissolucdo (PEZZINI;
SILVA; FERRAZ, 2007).

O processo de encapsulamento possui diversas fungbes como:
modificacdo da densidade, cor, forma, diminuicdo da fotosensibilidade, protecéo
contra umidade ou oxidacao, prevencdo de reagfBes quimicas entre duas espécies
ativas, aumento da estabilidade e liberacdo controlada de ativos (MARTINS et al.,
2017). Devido a estas vantagens, as técnicas de encapsulamento tém sido
amplamente empregada em diversos ramos da industria farmacéutica, cosmética e
alimenticia.

Existem diversos tipos de métodos de microencapsulacdo que
dependem da substancia a ser encapsulada, do revestimento utilizado, rendimento
da técnica, tamanho das capsulas e principalmente a relacdo custo/processo
(MARTINS et al., 2017).

De acordo com 0 exposto acima, a quercetina apresenta-se como
uma alternativa interessante para o tratamento da DM, em particular da DM2.
Entretanto, pela caracteristica de sua baixa solubilidade em meio aquoso, o
desenvolvimento de formulacBes que melhoram a biodisponibilidade do farmaco,
como a microencapsulacdo, torna-se uma estratégia interessante, necessaria e

desafiadora.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a acdo da quercetina microencapsulada administrada por via
oral (gavagem) em modelo de indugdo de DM2 em animais que receberam ragéo

com frutose 66%.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar os niveis de glicose, colesterol total e fractes,
TGL, creatinina, acido urico bem como a atividade enzimatica
plasmética das alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST) no plasma.

e Dosar a capacidade antioxidante total (TRAP), atividade da
paraoxonase 1 (PON-1) e grupamento sulfidrila (SH) no
plasma destes animais.

e Medir os niveis plasmaticos dos produtos avancados de
oxidacdo proteica (AOPP), hidroperéxidos lipidicos (LOOH)
por quimiluminescéncia e NOX.

e Dosar TRAP e SH no figado.

e Quantificar os niveis de AOPP e LOOH no figado.

e Avaliar a reserva de glicogénio em cortes histoldgicos do

figado.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos utilizando
ratos machos Wistar Albinos pesando 150 g (x25 g) fornecidos pelo biotério do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Estadual de Londrina. Os animais
foram mantidos em caixas individuais de polietileno, mantidos sob um ciclo claro-
escuro de 12 horas, com temperatura constante (22°C + 1°C). Ao longo do estudo,
racdo e agua foram fornecidos ad libitum. Todos os procedimentos experimentais
previstos neste projeto foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Estadual de Londrina (CEUA n° 31855.2012.76).

3.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL E PROCEDIMENTO

Trata-se de um estudo experimental, no qual foi utilizado de 10 — 13
animais por grupo, sendo subdivididos aleatoriamente em oito grupos.

Para a inducdo de hiperglicemia, uma ragdo preparada em nosso
laboratério com 66% de frutose foi fornecida aos animais por 9 semanas. Estes
animais receberam por gavagem: salina, tween 80, quercetina 100 mg,
microcapsulas inertes e quercetina microencapsulada (10, 30 e 100 mg) durante
todo o experimento.

Grupo 1 (RP) - Controle, tratados com ragcdo padrdo para roedores
(NUVILAB®), receberam solucdo salina por gavagem;

Grupo 2 (RF) - Animais tratados com racao frutose, receberam solucao
salina por gavagem;

Grupo 3 (TW) - Animais tratados com racdo de frutose, receberam
tween 80 (20%) (veiculo da quercetina) por gavagem;

Grupo 4 (QL100) - Animais tratados com racgdo de frutose, receberam
quercetina livre, dissolvida em tween 80, em uma dose de 100 mg/kg/dia por
gavagem;

Grupo 5 (MCIN) - Animais tratados com racdo de frutose, receberam
microcapsulas inertes;

Grupo 6 (QMC10) - Animais tratados com racdo de frutose, receberam

quercetina microencapsulada em uma dose de 10 mg/kg/dia por gavagem;
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Grupo 7 (QMC30) - Animais tratados com racdo de frutose, receberam
guercetina microencapsulada em uma dose de 30 mg/kg/dia por gavagem;

Grupo 8 (QMC100) - Animais tratados com racdo de frutose,
receberam quercetina microencapsulada na dose de 100 mg/kg/dia por gavagem.

Todos os animais tiveram peso corporal registrado a cada trés dias
para a correcao das doses de quercetina livre e quercetina microencapsulada.

Uilizamos racdo de frutose 66% para a inducdo da hiperglicemia. A
frutose 60-66% foi utilizada também por autores como Ajiboye et al. (2016),
Kannappan e Anuradha (2010), Veerapur et al. (2010) para o desenvolvimento de
modelos em animais com alteracdes na RI e hiperglicemia. Para verificar o
desenvolvimento de alteracdes metabdlicas, utilizamos os parametros de teste de
tolerancia a insulina (ITT) (dados do estudo piloto, dados nao apresentados) e
glicemia.

Ao final do experimento, os ratos foram anestesiados com tiopental
70mg/kg (Thiopentax®) para coleta do sangue em uma seringa heparinizada por
puncdo cardiaca para avaliar os parametros bioquimicos e de estresse oxidativo. O
plasma foi obtido a partir de amostras de sangue apés centrifugacdo (3000 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente). O animal foi perfundido com tampéo
fosfato 140mM, pH 7,4, o figado foi dissecado e pesado. O lobo mediano foi
separado para analise histologica (adicionado em 10% de formalina) até o
processamento e o lobo esquerdo foi fragmentado em eppendorfs para os testes de
EO em tecido. O plasma e os fragmentos de figado foram congelados a -80°C para

avaliacOes futuras descritas abaixo.

3.3 PREPARO DA RACAO

A racao padrdo (NUVILAB), para roedores foi triturada em liquidificador
industrial e apos esse processo a mesma foi peneirada. Em seguida, em uma panela
do tipo “tacho”, 660 g de frutose foi derretida e acrescentou-se nela 440 g de ragéo
padrédo triturada. A partir da mistura obtida foi confeccionada a ragcdo com 66% de

frutose o qual foi fornecida aos animais por todo experimento.

3.4 PREPARO DAS MICROCAPSULAS

As microcapsulas foram obtidas seguindo o método de Baracat et al.

(2004) que utilizaram o método complexo de coacervacdo. A caseina e a pectina
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foram dispersas separadamente sob agitacdo mecanica constante e o pH foi
ajustado para 8,0 + 0,1 mediante a adicdo de hidroxido de soédio 4,0M. Na agua
deionizada, a quercetina foi dispersa durante trés minutos sob agitacdo mecanica e
foi adicionada a dispersdo de pectina. Nesta dispersdo, a caseina foi adicionada e
as microcapsulas foram obtidas gradualmente diminuindo o pH para 4,0 £ 0,1 com
adicdo de 1,0M de acido citrico. A proporcéo final de quercetina e polimero foi de
1:3. Para a preparacdo das microcapsulas inertes, o mesmo processo foi utilizado,
no entanto, neste caso, a quercetina ndo foi incorporada, em vez disso foi
adicionada agua deionizada. As microcapsulas foram secas em Spray Dryer (Lab
plant - modelo SDO05), mantendo as especificacdes, tais como: temperatura do ar na
entrada mantida constante a 180°C, taxa de alimentacdo de 7,75 mL/min e fluxo de

ar de 1,1 m3/min.

3.5 AVALIAGCAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

Os testes de glicose, perfil lipidico, alanina aminotransferase, aspartato
aminotransferase, uréia e creatinina foram realizados utilizando o sistema bioquimico
automatizado Dimension®RxL (Deerfield, IL, EUA).

3.6 HOMOGENEIZADO E SOBRENADANTE

Pouco antes do teste, o fragmento do figado foi descongelado e
colocado em vidro tipo Potter o qual foi macerado com tampao fosfato monobasico
10 mM pH 7,4 equivalente a 100mg/mL. O mesmo foi centrifugado a 2600 rpm a 4

graus por 10 minutos, os testes foram realizados com o sobrenadante.

3.7 DOSAGEM DE PROTEINA NO FIGADO

O método de Lowry, et al. (1951) foi utilizado com modificacbes

(MILLER, 1959) para a correcao dos parametros do tecido por proteina.

3.8 TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA

O experimento foi realizado entre 13 e 14h. Para o ITT, os ratos foram
privados de racdo por 3h, foram anestesiados com tiopental sédico (4 mg/100
g,i.p.) e recebem injecdo de insulina (1,5 U/Kg de peso; i.p.). Apés administracdo

de insulina, foram coletadas amostras de sangue, por pungcdo na cauda nos tempos
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10, 20, 30 e 40 minutos, sendo a glicemia determinada com uso de glicosimetro e
fitas. Com os valores de glicemia foi calculada a constante de consumo de glicose
ou queda de glicemia (KITT) por regressdo linear do logaritmo neperiano da

concentragao de glicose.

3.9 DOSAGEM DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO
3.9.1 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP) DE PLASMA E FIGADO

Esta andlise foi realizada em uma adaptacdo do método descrito por
Repetto et al. (1996). Esta metodologia avalia os niveis antioxidantes totais de
plasma ou homogeneizado (figado). Neste método, o dihidrocloreto de 2,2'-azobis
(2-metilpropionamidina), um sistema de gerador de radical alcoxila por
decomposicdo térmica, produz fotons amplificados por luminol e medidos em

lumindbmetro.

3.9.2 DETERMINAGAO DE GRUPAMENTO SULFIDRILA (SH) DE PLASMA E FIGADO

A guantificacdo de SH foi determinada em homogeneizado (figado) e
plasma por espectrofotometria usando acido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoico de acordo
com o método de Ellman (1959) e Francik et al. (2014) , no comprimento de onda de

412nm, e os resultados sdo expressos como micromol SH.

3.9.3 DETERMINAGAO DE PRODUTOS AVANGADOS DE OXIDAGAO PROTEICA (AOPP) DE

PLASMA E FIGADO

Para a quantificacdo de AOPP no plasma e homogeneizado (figado),
foi utilizado o método descrito por Hanasand et al. (2012). O método baseia-se na
reacao das proteinas oxidadas com iodeto de potassio e acido citrico em meio acido,

com leitura a 340 nm.

3.9.4 DETERMINACAO DE HIDROPEROXIDOS LIPIDICOS (LOOH) DE PLASMA E FIGADO

A formacdo de hidroperéxido foi quantificada utilizando uma
metodologia descrita por Flecha, Llesuy e Boveris (1991). A guimioluminescéncia

estimulada por t-butil foi empregada para analisar os niveis de hidroperoxidos
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presentes no plasma e homogeneizado. Este teste é baseado no consumo das
defesas antioxidantes e na formac&o de hidroperoxidos, resultando em um aumento
na emissdo de fétons. Este experimento foi realizado em contador da marca
GLOMAX em um intervalo de contagem nao coincidente com a resposta entre 300 e

620 nm. Os resultados foram expressos em unidade relativa de luz (URL).

3.9.5 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DA PARAOXONASE 1 (PON-1) DO PLASMA

A atividade total de PON-1 no plasma foi determinada pela formacao
de hidrolise de fenil acetato (fenol), com base na metodologia descrita por Richter,
Jarvik e Furlong (2008). A taxa de hidrolise do fenil acetato foi determinada em um
leitor de microplacas Perkin Elmer®, modelo EnSpire (Waltham, MA, EUA) a um
comprimento de onda de 270 nm, medido em 4 minutos (16 leituras variando de 15
segundos entre leituras) com a temperatura mantida em 25° A atividade foi
expressa em U/mL com base no coeficiente de extingdo molar de fenil acetato que é

equivalente a 1,31mMol / Lcm-1.

3.9.6 DETERMINACAO DE SUBPRODUTOS DO OXIDO NITRICO (NOX) PLASMATICO

Os niveis de oOxido nitrico foram avaliados indiretamente através da
determinacdo da concentracdo de nitrito plasmatico, utilizando uma adaptagédo da
técnica descrita por Navarro-Gonzalvez, Garcia-Benayas e Arrenas (1998). O
método baseia-se na redugdo de nitrato em nitrito mediado por reacdes de oxidagado
gque ocorrem entre 0 nitrato presente na amostra e o sistema de cadmio-cobre dos
reagentes, com subsequente diazotacdo e deteccdo colorimétrica do azocomposto
formado pela complexacdo com o reagente de Griess no comprimento da onda de
550 nm.

3.10 AVALIACAO HISTOLOGICA NO FIGADO

O lobo mediano do figado foi acondicionado em recipientes contendo
formalina 10% a temperatura ambiente até o material ser processado. Este material
foi banhado em alcool, xilol e depois preparado para inclusdo de parafina. Em

seguida, os blocos de parafina foram cortados em um micrétomo (3-4 micras) e
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estes cortes foram dispostos em laminas de vidro e corados com Acido Periédico de
Schiff para a andlise da reserva de glicogénio de acordo com Kovac et al. (2015). As
laminas foram fotografadas em microscopio oOptico e analisadas por duas alunas
treinadas. As secdes foram examinadas para alteracdo histopatolégica como a
reserva de glicogénio em 40 campos de 5 animais de cada grupo, totalizando 200
dados de cada grupo. O achado foi classificado semiquantitativamente como

discreto (1), moderado (2), acentuada (3) e muito pronunciado (4) (Figura 3).

Fig. 3 Exemplos de graus de glicogénio (indicados pela seta — caracterizado pela cor
magenta). Grau de glicogénio = 1: discreto; 2: moderado; 3: acentuada; 4: muito
pronunciado.

3.11ANALISE ESTATISTICA

Foram realizadas analises estatisticas para avaliar se a quercetina
microencapsulada melhoraria 0s parametros bioquimicos plasmaticos e de

estresse oxidativo no plasma e no figado. Para os dados quantitativos utilizou-se a
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ANOVA seguida do teste de Tukey quando os pressupostos foram atendidos
(homogeneidade de variancias e normalidade), e quando ndo foram atendidos
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. Para as variaveis
qualitativas utilizou-se o teste Qui-quadrado seguido do teste z para comparar as
porcentagens entre os grupos. O nivel de significancia estatistica utilizado foi de
0,05, e quando o valor de p é <0,05, os meios (para as variaveis quantitativas) ou
as porcentagens (para as variaveis qualitativas) sdo seguidos por letras. As letras
iguais para a mesma variavel indicam que ndo ha diferencas entre 0os meios ou
porcentagens entre 0s grupos, e letras diferentes para a mesma variavel indicam

gue ha uma diferenca entre 0s meios ou as porcentagens entre 0S grupos.
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RESUMO

O diabetes mellitus (DM) é um conjunto de distarbios metabdlicos de rapido crescimento no
mundo e possui uma forte associacdo com maiores taxas de morbidade e mortalidade
relacionadas a eventos cardiovasculares. O alto consumo de frutose possui uma relagao
com problemas metabdlicos como a hiperglicemia, sindrome metabdlica e DM. Além disso,
pode levar a desequilibrios de substancias antioxidante e oxidantes no individuo gerando
um estado de estresse oxidativo (EO). O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo da
quercetina livre (QL) e quercetina microencapsulada (QMC) em modelo de indugdo de
diabetes com racéo frutose 66%. Foram avaliados peso final, peso do figado e peso relativo
do figado. Em nivel plasmatico, foi dosado glicose, perfil lipidico, alanina aminotransferase,
aspartato aminotransferase, creatinina, acido urico, além de parametros de EO. Ja no figado
foi dosado marcadores de EO e cortes histologicos. Os resultados desse estudo
demostraram que todos os animais que receberam racdo de frutose tiveram diminuicéo
significativa do peso final e os grupos TW, MCIN, QMC10, QMC30 tiveram aumento
significativo no peso relativo do figado. Além disso, os grupos que receberam racao frutose
apresentaram aumento significativo da glicemia, diminuicdo significativa da PON-1
plasmatica, aumento significativo de SH plasmético e diminui¢éo significativa de SH tecidual.
O grupo QMC100 obteve diminuicdo de radicais livres como o LOOH em nivel tecidual. Ja
0s grupos QMC30 e QMC100 demonstraram maior protecdo dos niveis de glicogénio no
figado. De acordo com os resultados obtidos, a utilizacdo de QMC pode ser uma alternativa
adjuvante no tratamento do diabetes pela prote¢do de glicogénio hepatico e diminuicdo da
lipoperoxidagéo.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Frutose. Glicogénio. Microencapsulagdo. Quercetina.

1 O artigo sera possivelmente submetido a Life Sciences
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INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é uma doenca de rapido crescimento no
mundo, sendo o tipo 2 caracterizado por aumento da resisténcia a insulina,
insuficiéncia na secrecdo deste horménio ou resisténcia na eliminacdo de glicose
mediada pelo mesmo [1]. Estima-se que cerca de 592 milhdes de adultos se tornem
pacientes diabéticos até o ano de 2035 devido ao aumento da expectativa de vida,
aumento da urbanizacdo, altas taxas de sedentarismo e obesidade, além de
elevados numeros de fast foods que propagam o consumo de gorduras e calorias
ricas [2].

A ocidentalizacdo da dieta resultou em aumentos significativos no
consumo de frutose, sendo que aproximadamente 85-100 gramas por dia séo
ingeridos [3]. A frutose € um acucar altamente lipogénico presente em grande
quantidade em alimentos processados e bebidas em todo o mundo. As fontes
alimentares primérias de frutose sdo o xarope de milho com alta concentracdo deste
acucar, sacarose, mel e sucos de frutas concentradas. Em nivel comercial, a frutose
€ mais barata que a sacarose e estabiliza melhor a textura de alguns alimentos
processados [4].

A alimentagcdo com alto teor de frutose, em ratos, mimetiza muitos dos
sintomas da DM em humanos, especialmente a resisténcia a insulina, intolerancia a
glicose, dislipidemia e insuficiéncia renal. Da mesma forma, o alto consumo de
frutose induz o estresse oxidativo (EO), que € uma das causas para as complicacdes
metabodlicas do DM [5]. No diabetes, devido a hiperglicemia, ocorre a oxidacao
aumentada de glicose que promove a geracdo de radicais livres, 0s quais podem
danificar, por exemplo, o DNA, lipidios e proteinas [6].

Estudos tém demonstrado que compostos com propriedade
antioxidante podem ser eficazes no auxilio terapéutico nas complicacbes
relacionadas ao diabetes. Dentre estes compostos, 0s polifendis sdo muito utilizados
em pesquisas, sendo os flavonoides como a quercetina, por exemplo, a mais
consumida na dieta humana [7]. Entretanto, pela caracteristica de sua baixa
solubilidade em meio aquoso, o desenvolvimento de formulagbes que melhoram a
biodisponibilidade do farmaco, como a microencapsulacdo, torna-se uma alternativa

tecnoldgica interessante.
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O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo da quercetina
microencapsulada administrada por via oral (gavagem) em modelo de inducéo de

DM2 em animais que receberam racdo com frutose 66%.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos utilizando
ratos machos Wistar Albinos pesando 150 g (+ 25 g) fornecidos pelo biotério do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Estadual de Londrina. Os animais
foram mantidos em caixas individuais de polipropileno de tamanho 41cm x 34cm x
16cm, foram mantidos sob um ciclo claro-escuro de 12 horas, com temperatura
constante (22° C + 1°C). Ao longo do estudo, racdo e agua foram fornecidos ad
libitum. Todos o0s procedimentos experimentais previstos neste projeto foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade
Estadual de Londrina (CEUA n° 31855.2012.76).

Protocolo experimental e procedimento

Trata-se de um estudo experimental o qual foi utlizado de 10-13
animais por grupo, sendo subdivididos aleatoriamente em oito grupos.

Para a inducdo de hiperglicemia, uma ragdo preparada em nOSSo
laboratério com 66% de frutose foi fornecida aos animais por 9 semanas. Estes
animais receberam por gavagem salina, tween 80, quercetina 100 mg,
microcapsulas inertes e quercetina microencapsulada (10, 30 e 100 mg) durante
todo o experimento.

Grupo 1 (RP) - Controle, tratados com ragéo padrdo para roedores
(NUVILAB®), recebeu solugédo salina por gavagem;

Grupo 2 (RF) - Animais tratados com racdo de frutose, receberam
solugdo salina por gavagem;

Grupo 3 (TW) - Animais tratados com racao de frutose receberam

tween 80 (20%) (veiculo de quercetina) por gavagem;
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Grupo 4 (QL100) - Animais tratados com racao de frutose receberam
quercetina livre, dissolvida em tween 80, em uma dose de 100 mg/kg/dia por
gavagem;

Grupo 5 (MCIN) - Animais tratados com ragdo de frutose receberam
microcapsulas inertes;

Grupo 6 (QMC10) - Animais tratados com racao de frutose receberam
guercetina microencapsulada em uma dose de 10 mg/kg/dia por gavagem;

Grupo 7 (QMC30) - Animais tratados com racdo de frutose receberam
guercetina microencapsulada em uma dose de 30 mg/kg/dia por gavagem;

Grupo 8 (QMC100) - Animais tratados com racao de frutose receberam
guercetina microencapsulada na dose de 100 mg/kg/dia por gavagem.

Todos os animais tiveram peso corporal registrado a cada trés dias
para a correcao das doses de quercetina livre e quercetina microencapsulada.

Para verificar o desenvolvimento de alteracdes metabdlicas utilizamos
os parametros de ITT (dados do estudo piloto, dados ndo apresentados) e glicemia.

Ao final do experimento, os ratos foram anestesiados com tiopental 70
mg/kg (Thiopentax®) para coleta do sangue em uma seringa heparinizada por
puncdo cardiaca para avaliar os parametros bioquimico e de estresse oxidativo. O
plasma foi obtido a partir de amostras de sangue apds centrifugacdo (3000 rpm
durante 10 min a temperatura ambiente). O animal foi perfundido com tampéao
fosfato 140mM, pH 7,4, o figado foi dissecado e pesado. O lobo mediano foi
separado para analise histologica (adicionado em 10% de formalina) até o
processamento e o lobo esquerdo foi fragmentado em eppendorfs para os testes de
estresse oxidativo em tecido. O plasma e os fragmentos de figado foram congelados

a -80°C para avaliacdes futuras descritas abaixo.
Preparo daracgéo
Para a obtencdo da racdo de frutose 66%, em uma panela do tipo

“tacho”, 660 g de frutose foi derretida e acrescentou-se nela 440 g de racao padrao
(NUVILAB) triturada.
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Preparo das microcapsulas

As microcapsulas foram obtidas seguindo o método de Baracat et al.
[8] que utilizaram o método complexo de coacervacdo. As microcipsulas foram

secas em Spray Dryer (Lab plant - modelo SD05).

Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Os testes de glicose, perfil lipidico, ALT, AST, creatinina e acido drico
foram realizados utilizando o sistema bioquimico automatizado Dimension® RXxL
(Deerfield, IL, EUA).

Homogeneizado e sobrenadante

Pouco antes do teste, o fragmento do figado foi descongelado e
colocado em vidro tipo Potter o qual foi macerado com tampéo fosfato monobasico
10mM pH 7,4 equivalente a 100 mg/mL. O mesmo foi centrifugado a 2600 rpm a 4°C
por 10 minutos, e os testes foram realizados apenas com o sobrenadante dos
homogeneizados.

Dosagem de proteina no figado

O método de Lowry, et al. [9] foi utilizado com modificagbes [10] para a

correcao dos parametros do tecido por proteina.

Dosagem de parametros de estresse oxidativo

Foram dosados no plasma e sobrenadante a capacidade antioxidante
total (TRAP) de acordo com método adaptado descrito por Repetto et al. [11],
grupamento sulfidrila (SH) segundo método de Ellman [12] e Francik et al. [13],
produtos avancados de oxidacdo proteica (AOPP) de acordo com método descrito
por Hanasand et al. [14] e hidroperéxidos lipidicos (LOOH) segundo método de
Flecha, Llesuy e Boveris [15]. Além desses, foi quantificado apenas no plasma a

atividade da paraoxonase 1 (PON-1) de acordo com método de Richter, Jarvik e
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Furlong [16]e subprodutos de oOxido nitrico (NOx) segundo método de Navarro-

Gonzalvez, Garcia-Benayas e Arrenas [17].

Avaliacao histolégica no figado

O lobo mediano do figado foi acondicionado em recipientes contendo
formalina 10% a temperatura ambiente até o material ser processado. Este material
foi preparado para inclusédo de parafina, cortados (3-4 micras) e estes cortes foram
dispostos em laminas de vidro e corados com Acido Periédico de Schiff para a
analise da reserva de glicogénio. As laminas foram fotografadas em microscépio
optico e as seclBes foram examinadas para verificar a presenca de alteracéo
histopatolégica (reserva de glicogénio) em 40 campos de 5 animais de cada grupo,
totalizando 200 dados de cada grupo. O achado foi classificado

semiquantitativamente como discreto, moderado, acentuada e muito pronunciado.

Analise estatistica

Foram realizadas analises estatisticas para avaliar se a quercetina
microencapsulada melhoraria os parametros bioquimicos plasmaticos e de estresse
oxidativo no plasma e no figado. Para os dados quantitativos utilizou-se a ANOVA
seguida do teste de Tukey quando o0s pressupostos foram atendidos
(homogeneidade de variancias e normalidade), e quando ndo, aplicou-se o teste de
Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. Para as variaveis qualitativas utilizou-se
0 teste Qui-quadrado seguido do teste z para comparar as porcentagens entre 0s
grupos. O nivel de significancia estatistica utilizado foi de 0,05, e quando o valor de
p € <0,05, os meios (para as variaveis quantitativas) ou as porcentagens (para as
variaveis qualitativas) sdo seguidos por letras. As letras iguais para a mesma
variavel indicam que ndo ha diferencas entre 0s meios ou porcentagens entre 0S
grupos, e letras diferentes para a mesma variavel indicam que ha uma diferenca

entre 0s meios ou as porcentagens entre 0Ss grupos.



33

RESULTADOS

Peso corporal e peso do figado

O peso corporal inicial dos animais nos varios grupos nao foi diferente
estatisticamente (p>0,05). Todos 0s grupos que receberam ragao de frutose
apresentaram perda significativa de peso comparado ao grupo RP (p<0,0001).
Quanto ao peso do figado dos animais, ndo houve diferenga significativa (p>0,05).
J4a, em relacdo ao peso relativo do figado (peso do animal / peso do figado), todos
0s animais hiperglicémicos tiveram um aumento deste parametro com significancia
apenas nos grupos TW, MCIN, QMC10 e QMC30 (tabela 1).

Tabela 1: Avaliagdo dos parametros corporais de ratos tratados com frutose (66%,
9 semanas) e administracdo oral diaria de quercetina (100 mg/kg) ou quercetina

microencapsulada (10 mg, 30 mg, 100 mg)

Peso relativo

GRUPOS Peso inicial (g) Peso final (g) Peso figado (9)

figado (g)

P 134 321 10,35 3,08
(126-158) (300-390) (8,05-13,51) (2,68-3,46)

. 144 241 8,95 3,54
(128-162) (205-268) (6,59-11,37) (3,22-4,70)

W 143 233 8,98 3,69 *
(122-164) (190-300) (6,09-12,94) (2,89-5,03)

oL 100 139 241 8,82 3,77
(133-161) (218-286) (7,22-10,93) (3,03-4,03)

VCIN 142 237+ 9,01 3,88 *
(130-150) (220-300) (8,12-11,71) (3,09-4,30)

139 244+ 8,99 3,85¢
QMCI0 (130-169) (206-286) (7,56-12,76) (3,11-4,48)

140 243 8,84 3,77+
QMC30 (132-156) (212-302) (7,03-11,95) (3,32-4,43)

142 234+ 8,67 3,67
QMC100 (129-174) (208-300) (6,46-15,94) (3,03-5,31)

Os dados sdo expressos em mediana (valores minimos-méaximos) de 10 - 13 ratos machos Wistar
(ANOVA seguido pelo teste de Tukey).

Racdo padrdo (RP), racdo frutose (RF), Tween 80 (TW), Quercetina 100mg (QL100), microcapsula
inerte (MCIN), quercetina microencapsulada 10 mg, 30 mg, 100 mg (QMC10, QMC30, QMC100
respectivamente). * p <0,05 em comparagdo com o grupo RP.
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Parametros bioquimicos:
Glicemia

Os animais que receberam frutose tiveram um aumento
estatisticamente significativo da glicose em comparacdo com o RP (p<0,0002), mas

nenhum tratamento melhorou os niveis de glicose (figura 1).

Fig. 1 Animais alimentados com racédo enriquecidas com frutose e tratados por
gavagem com salina, tween 80, quercetina 100mg/kg, microcapsulas inertes,

quercetina microencapsulada (10, 30 e 100 mg/Kg).
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Os dados sdo expressos em médias + EPM. 10 - 13 ratos machos Wistar por grupo (ANOVA seguido
pelo teste de Tukey). Ragdo padréo (RP), ragéo frutose (RF), Tween 80 (TW), Quercetina live 100mg
(QL100), microcapsula inerte (MCIN), quercetina microencapsulada 10 mg, 30 mg, 100 mg (QMC10,
QMC30, QMC100 respectivamente). * p<0,05 em compara¢cdo com o grupo RP.

Perfil lipidico

Em relacdo ao perfil lipidico, a QL e a QMC ndo melhoraram os niveis
de triacilglicerois (TGL), colesterol total (CHOL) e lipoproteina de alta densidade
(HDL) (p>0,05) (tabela 2).
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Tabela 2: Niveis de triglicerideos (TGL), colesterol total (CHOL) e niveis de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) no plasma de ratos tratados com frutose
(66%) e administracdo oral diaria de quercetina (100 mg/kg) ou quercetina

microencapsulada (10 mg, 30 mg, 100 mg)

GRUPOS TGL (mg/dL)  CHOL (mg/dL)  HDL (mg/dL)

o 79.64 77 56,00
(+10,78) (62-99) (+2.37)
. 108,50 72 47,67
(+17.05) (60-84) (+2.36)
W 113,70 70 49,09
(22.40) (65-86) (+1.88)
124,60 69 47,40
QL100 (#16.11) (58-89) #2.07)
117,60 70 52,20
MCIN (17.09) (59-102) (#3.17)
120,2 75 49,00
QMCI0 (£12,56) (58-100) (2.40)
111,2 75 51,25
QMC30 (+11,64) (64-92) (+1,29)
103,3 77 55,08
QMC100 (+14,56) (65-104) (+2.03)

Os dados sdo expressos em médias + EPM ou mediana (valores minimos-maximos) de 10 - 13 ratos
machos Wistar (ANOVA seguido pelo teste de Tukey ou Kruskal Wallis seguido pelo teste de Dunn).
Racdo padrao (RP), racdo frutose (RF), Tween 80 (TW), Quercetina 100 mg (QL100), microcapsula
inerte (MCIN), quercetina microencapsulada 10 mg, 30 mg, 100 mg (QMC10, QMC30, QMC100
respectivamente). * p<0,05 em comparagdo com o grupo RP.

Aminotransferases, creatinina e acido urico

Nao houve diferenga significativa na ALT, creatinina e acido Urico
(p>0,05) entre os grupos, ja a AST apresentou diferenca significativa do grupo MCIN

em relacédo ao grupo RP (tabela 3).
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Tabela 3. Aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
creatinina, niveis de acido uUrico em plasma de ratos tratados com ragdo de frutose
(66%) e administracdo oral diaria de quercetina (100 mg/kg) ou quercetina
microencapsulada (10 mg, 30 mg, 100 mg)

Creatinina Acido Urico
GRUPOS AST (UIL) ALT (UIL) Ly oy
P 81,00 54,00 0,62 1,65
(63-189) (#2,42) (£0,02) (£0,24)
. 67,00 44,42 0,64 1,68
(55-119) (+1.97) (£0,02) (£0,19)
W 81,00 53,64 0,71 1,50
(55-148) (+3.00) (+0,02) (£0.23)
62,00 46,90 0,64 1,68
QL100 (55-85) (2.85) (£0,02) (£0,12)
TGIN 61,00* 47,90 0,70 1,82
(52-90) (#3.12) (£0,02) (+0,15)
61,00 48,31 0,68 1,46
QMC10 (55-160) (#3.15) (£0,02) (£0,15)
70,00 50,00 0,68 1,86
QMC30 (55-178) (*2,97) (0,02) (0,20)
65,50 48,15 0,73 1,81
QMC100 (52-151) (+1.68) (0,04) (£0,20)

Os dados sdo expressos em médias + EPM ou mediana (valores minimos-maximos) de 10 - 13 ratos
machos Wistar por grupo (ANOVA complementado pelo teste de Tukey ou Kruskal-Wallis
complementado pelo teste de Dunn). Ragdo padrdo (RP), racdo frutose (RF), Tween 80 (TW),
Quercetina 100 mg (QL100), microcapsula inerte (MCIN), quercetina microencapsulada 10 mg, 30
mg, 100 mg (QMC10, QMC30, QMC100 respectivamente). * p<0,05 em comparacdo com 0 grupo
RP.

Parametros antioxidantes no plasma

Houve aumento estatisticamente significativo de SH em todos os
grupos que receberam racdo de frutose comparado ao grupo RP, e diminuicédo
estatisticamente significativa na PON-1 nos grupos que receberam racao de frutose
comparado ao grupo RP. Porém, a QL e a QMC nao influenciaram esses

parametros. TRAP nao foi significativamente diferente entre os grupos (tabela 4).
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Tabela 4: Paraoxonase 1 (PON1), grupamento sulfidrila (SH) e antioxidante totais
(TRAP) no plasma de ratos tratados com ragcao de frutose (66%) e administracéo

oral diaria de quercetina (100 mg/kg) ou quercetina microencapsulada (10 mg, 30
mg, 100 mg).

TRAP/AU
GRUPOS  PON-1 (U/ml) SH (uM) UNTrolox)
P 351,0 109,2 1183

(+10,64) (+6,99) (+10,44)
. 240,2* 161,3* 108,5
(+12,02) (+6,61) (+9,30)
W 224,9% 187,3* 1355

(+12,96) (£9,47) (+13,08)
258, 5+ 185,9* 112,4

QL100 (£10,38) (+9,45) (£7,91)
233, 7% 182,0* 108,2

MCIN (+10,60) (9,01) (+8,01)
230, 7* 178,3* 130,1

QMC10 (+9,87) (+7,39) (+11,78)
238,0* 178,4* 1133

QMC30 (#8,31) (£10,97) (+10,91)
244,3* 174,4% 111,3

QMC100 7,81) (12,03) (*11,35)

Os dados sdo expressos em média + EPM. 10 - 13 ratos machos Wistar por grupo (Kruskal-Wallis
complementado pelo teste de Dunn). TRAP/AU: TRAP corrigido pelos valores de &cido Urico. Racéo
padrdo (RP), racdo frutose (RF), Tween 80 (TW), Quercetina 100 mg (QL100), microcapsula inerte
(MCIN), quercetina microencapsulada 10 mg, 30 mg, 100 mg (QMC10, QMC30, QMC100
respectivamente). * p<0,05 em comparagdo com o grupo RP.

Pro oxidantes no plasma

Todos 0s grupos que receberam racéo de frutose apresentaram AOPP
aumentado, mas nao estatisticamente significativo. No parametro LOOH, o grupo
QM10 apresentou aumento significativo em relacdo ao grupo RP. No teste de NOX,
todas as diferentes concentracdes de quercetina apresentaram tendéncia a diminuir
o0 NOx (tabela 5).
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Tabela 5: Produtos avancados de oxidacao protéica (AOPP), subprodutos de 6xido
nitrico (NOX), hidroperéxidos lipidicos (LOOH) em plasma ratos tratados com racéo
de frutose (66%) e administracao oral diaria de quercetina (100 mg/kg) ou quercetina

microencapsulada (10 mg, 30 mg, 100 mg).

GRUPOS AOPP (M) NOX (M) LOOH (URL)
P 62,69 5,57 8,44x10°
(25,18) (0,69) (+0,49)
. 69,16 5,54 11,30x10°
(+8.26) (0,85) (+1,09)
W 78,55 5,47 12,63x105
(9,98) (0,67) (+1,08)
80,48 4,22 14,52x105
QL100 (#9.21) (#0,52) (+1,12)
72,07 5,91 14,59x105
MCIN (9.55) (£0,92) (+1,95)
82,90 4,33 15,76x105"
QMC10 (+7,89) (£0,48) (+1,75)
74,81 4,23 12,69x105
QMC30 (+6,77) (0,39) (+1,19)
75,94 4,08 13,90x105
QMC100 (9.56) (0,50) (+1,46)

Os dados sdo expressos em médias = EPM. 10 - 13 ratos machos Wistar por grupo (ANOVA seguido
pelo teste de Tukey). Racdo padrdo (RP), racdo frutose (RF), Tween 80 (TW), Quercetina 100 mg
(QL100), microcapsula inerte (MCIN), quercetina microencapsulada 10 mg, 30 mg, 100 mg (QMCL10,
QMC30, QMC100 respectivamente). * p<0,05 em comparagcdo com o grupo RP.

Parametros antioxidantes e pr6 oxidantes no figado

Houve diminuicdo estatisticamente significativa no SH em todos os
grupos que receberam frutose em comparagdo com o RP, mas a QL a QMC né&o
melhoraram esse parametro. Os parametros TRAP e AOPP ndo foram
significativamente diferente entre os grupos. Ja com relacdo ao LOOH, o grupo
QMC30 apresentou diferenca significativa com relacdo ao grupo RP e 0 grupo
QMC100 apresentou diferenca significativa em relagcdo ao grupo RP, RF e QMC30
(tabela 6).
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Tabela 6: Grupamento sulfidrila (SH), antioxidante totais (TRAP), produtos
avancados de oxidacao protéica (AOPP), hidroperéxidos lipidicos em figado de ratos
tratados com frutose (66%) e administracdo oral diaria de quercetina (100 mg/kg) ou
quercetina microencapsulada (10 mg, 30 mg, 100 mg).

TRAP (UM
GRUPOS SH (uM) Trolo) AOPP (uM) LOOH (URL)
P 75,87 42,89 11,97 7,85x10°
(+4,08) (+1,42) (+0,65) (+0,35)
. 63,07 38,29 12,07 7,83 X105
*2,77) (*1,73) (£0,73) (#0,21)
W 62,42 42,19 11,19 7,05x10°
(£1,63) (#2,23) (#0,51) (£0,13)
62,76% 44,47 12,15 7,24x10°
QL100 #1,72) (+1,28) (#1,17) (£0,24)
N 64,36* 43,96 9,57 7,39x10°
(+1,63) (*2.41) (20,64) (£0,44)
65,42* 43,70 11,71 7,28x105"
QMC10 (+1,19) (+1,62) (+0,65) (0,25)
64,86* 40,19 10,97 7,99x10°
QMC30 (+1,51) (+1,86) (£0,56) (£0,23)
64,19* 38,90 12,48 6,60x105*
QMC100 (*2,29) (+1,64) (0,98) (0,13)

Os dados sdo expressos em médias + EPM. 10 - 13 ratos machos Wistar por grupo (Kruskal-Wallis
complementado com Dunn). Racdo padrao (RP), racdo frutose (RF), Tween 80 (TW), Quercetina 100
mg (QL100), microcapsula inerte (MCIN), quercetina microencapsulada 10 mg, 30 mg, 100 mg
(QMC10, QMC30, QMC100 respectivamente). * p <0,05 em comparagdo com o grupo RP. # p<0,05
em comparagdo com 0s grupos ragao padrdo, frutose e quercetina microencapsulada 30 mg.

Histopatoldgico

Quanto a reserva de glicogénio, QMC (30mg e 100mg) protegeram 0s

niveis de glicogénio, pois apresentaram maior porcentagem de grau 3 (tabela 7).
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Tabela 7. Graus de glicogénio = 1+: discreto; 2+: moderado; 3+: acentuada; 4+:
muito acentuado.

o
S »
@ O
o o
o >
QO =
= O
O o 1 2 3 4 Total
=
3 <
58
O]
Grupos
RP 5a.b 752 1052 152 200
2,5% 37,5% 52,5% 7,5%
14b 162° 24P o°
RF 200
7,0% 81,0% 12,0% 0,0%
2ab 137b.c.d 61¢ op
TW 200
1,0% 68,5% 30,5% 0,0%
4ab 133¢d 63¢ o
QL100 200
2,0% 66,5% 31,5% 0,0%
MCIN 140 157bd 290 op 200
7,0% 78,5% 14,5% 0,0%
QMC10 02 118¢ 80ac 20 200
0,0% 59,0% 40,0% 1,0%
0?2 26¢ 1744 op
QMC30 200
0,0% 13,0% 87,0% 0,0%
02 21¢ 172d 7a.b
QMC100 200
0,0% 10,5% 86,0% 3,5%
Total 39 829 708 24 1600
2,4% 51,8% 44.,2% 1,5%

Os dados sdo expressos em percentuais. 10 - 13 ratos machos Wistar por grupo (Teste de Qui-
gquadrado). Racdo padrdo (RP), racdo frutose (RF), Tween 80 (TW), Quercetina 100 mg (QL100),
microcapsula inerte (MCIN), quercetina microencapsulada 10 mg, 30 mg, 100 mg (QMC10, QMC30,
QMC100 respectivamente). * p<0,05 em comparacdo com o grupo RP. As letras iguais para a mesma
varidvel indicam que ndo héa diferencas entre os meios ou porcentagens entre 0s grupos, e letras
diferentes para a mesma varidwvel indicam que ha uma diferenga entre 0s meios ou as porcentagens
entre 0S grupos.

DISCUSSAO

O melhor resultado desse estudo foi o restabelecimento dos niveis de
glicogénio no figado de ratos alimentados com 66% de frutose e tratados com
guercetina microencapsulada nas concentracdes 30 e 100 mg/kg. No estudo de
Kannappan e Anuradha [18], a atividade da enzima glicogénio fosforilase e o
conteudo de glicogénio foram reduzidos em ratos Wistar machos alimentados com
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frutose (60 g/100 g), e o tratamento com quercetina (50 mg/kg - a partir do dia 16 até
completar 45 dias de tratamento) restaurou a atividade desta enzima e o contetdo
de glicogénio. Estes mesmos autores sugerem que o aumento das atividades de
enzimas gliconeogénicas e a redugdo de enzimas glicoliticas, com o esgotamento da
reserva de glicogénio no figado de rato alimentado com frutose, foram indicativos de
que o figado esta no estado gliconeogénico. A gliconeogénese acelerada em ratos
alimentados com frutose pode ser atribuida a resisténcia a insulina. De acordo com
Eid et al. [19] a quercetina também estimula a AMPK hepatica, inibindo a glicose-6-
fosfatase, a enzima limitante de taxa de gliconeogénese no figado. Ajiboye et al. [20]
utilizaram racdo com 60% de frutose por 9 semanas e observaram que ratos Wistar
apresentaram um aumento significativo da glicemia quando comparado aos animais
controle. Mahmoud et al. [21] utilizaram frutose (10%) em agua por 12 semanas e
quercetina a 50 mg/kg/dia nas Ultimas 6 semanas, ndo observaram diminuicdo na
glicose plasmatica em ratos machos albinos. Rivera et al. [22] trabalhando com ratos
Zucker machos obesos e quercetina 2 - 10 mg/kg de peso corporal durante 10
semanas também ndo observaram diminuicdo na glicemia plasmatica em qualquer
dose. Embora estes dois estudos tenham diferentes modelos e concentragcbes de
quercetina, os dados obtidos corroboram com nossos resultados. Entretanto, Abo-
youssef [23] que utilizou frutose 66% em racdo, por 14 semanas, e quercetina 50
mg/kg/dia nas Udltimas 4 semanas em ratos Wistar machos albinos, encontrou uma
diminuicdo na glicemia plasméatica. Autores que encontraram efeitos benéficos da
quercetina na glicemia propuseram alguns mecanismos de acdo tais como efeito
protetor antioxidante nas ilhotas pancreaticas [24]; aumento de transportadores
GLUT4 no musculo esquelético [25] e, finalmente, reducdo na absorcdo de glicose
intestinal mediada pelo transportador de glicose 2 (rGLUT2) [23]. Embora em nosso
estudo ndo tenhamos medido a captacdo da glicose pelo masculo esquelético e nem
observado diminuicdo nos niveis glicémicos em nenhum grupo que tenha recebido
quercetina, seja ela livre ou microencapsulada, uma possivel via de controle
glicémico, como a deposicado de glicogénio no figado, foi encontrada. Sendo assim,
a quercetina microencapsulada nas concentracdes 30 — 100 mg poderia ser utilizada
como adjuvante no tratamento de disturbios relacionados a glicose como o DM2.

O segundo melhor resultado desta pesquisa foi o baixo nivel de LOOH no
figado de ratos alimentados com frutose 66% e tratados com quercetina

microencapsulada na concentragcdo de 100 mg, em comparagcdo com O grupo
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frutose. Sob hiperglicemia, a producédo de varios acucares redutores, como glicose-
6-fosfato e frutose, aumentam através da glicolise e da via de poliol. Durante este
processo, as espécies reativas de oxigénio sao produzidas e causam danos nos
tecidos [24]. Prieto et al. [26] utilizaram frutose 10% em ratos Wistar por 6 semanas.
Estes apresentaram niveis plasmaticos aumentados de substancias reativas ao
acido tiobarbitirico (TBARS), sendo que o0s animais tratados com quercetina (20
mg/kg) apresentaram reducdo significativa deste marcador de oxidacdo lipidica.
Nayak et al. [27], também trabalhando com ratos, utilizaram racdo com frutose 66%
durante 42 dias e em seguida trataram o0s animais com quercetina 10 mg/kg por 6
semanas. Neste experimento 0s autores perceberam que as defesas antioxidantes
no figado foram significativamente prejudicadas, fato este observado pelo aumento
nos niveis de TBARS e diminuicdo dos niveis de tidis totais, GSH, catalase, SOD e
glutationa-S-transferase (GST) sendo estes parametros restaurados pelo uso da
quercetina. O alto consumo de frutose leva ao aumento da geracdo de radicais
livres, 0 que consequentemente reduz as atividades de GSH e enzimas
antioxidantes como a SOD e CAT [28]. Em nosso estudo, ndo houve diferenca
significativa no biomarcador TRAP em plasma e tecido. Por outro lado, todos os
animais que receberam racdo de frutose apresentaram SH aumentado em relagéo
ao grupo controle em nivel plasmatico, enquanto que ao nivel tecidual houve uma
inversdo deste parametro, o que pode indicar que a SH estd sendo consumida no
figado e, ao mesmo tempo, um sistema de compensacao de sangue esta ocorrendo
como uma forma de poupar o 6rgdo. Os autores Nayak et al. [27] observaram em
seu estudo que a quercetina aumentou o parametro GSH no figado e no sangue
respectivamente. Sabe-se que os flavonoides ancoram na cabeca polar dos
principais fosfolipideos. Assim, a quercetina distribuida na superficie das bicamadas
lipidicas, bem como na fase aquosa, poderia eliminar os radicais livres como
resultado de sua capacidade na doagao de hidrogénio. Em relacédo a PON-1, medida
apenas no nivel plasmatico, todos os animais alimentados com frutose apresentaram
este parametro antioxidante reduzido, indicando um consumo do mesmo. Embora
muitos estudos tenham observado o efeito positivo da quercetina em diferentes
doses e, em diversos modelos, em nosso estudo somente a dose 100 mg/kg de
quercetina melhorou os niveis de LOOH indicando uma protecdo significante da
peroxidacao lipidica em nivel tecidual. Com relacdo ao NO plasméatico, assim como

no estudo de Porto et al. [29] que utilizou frutose 10% em agua por 12 semanas em
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ratos Wistar, niveis de NO ndo foram modificados pela ingestdo de frutose. Esse
mesmo autor encontrou um aumento significativo de AOPP nos animais que
receberam frutose, ja em nosso estudo, ndo houve diferenca significativa nesse
parametro.

Em nivel de perfil lipidico, as microcapsulas de quercetina e quercetina livre
ndo reduziram as concentragbes dos TGL ou do colesterol total (CT) além de nao
aumentarem a concentracdo da HDL dos animais. Por outro lado, Nayak et al. [27]
observaram reducado significativa nos niveis dos lipideos séricos e melhora na
relacdo CT/ HDL (indice de Castelli ). Diferentemente dos dois estudos citados
anteriormente, Yamamoto e Oue [30], usaram racdo com sacarose 40% durante 4
semanas e trataram com quercetina 0,02%, 0,07% e 0,5% e nenhuma dessas
concentracdes melhorou o perfil lipidico dos animais. Arias et al. [31] utilizaram uma
dieta comercialmente obesogénica com sacarose (20%) e gordura (24%) durante 6
semanas e 30 mg de quercetina / kg de peso corporal / dia, porém os niveis de TGL
e CT ndo melhoraram com o tratamento. Para Abo-Youssef [23] um excesso de
ingestdo de frutose pode sobrecarregar o figado e modificar a via de absorcéo de
glicose e metabolismo, levando a sintese de TGL e lipogénese. Aparentemente, a
utilizacdo da quercetina (microencapsulada ou ndo) para melhora do perfil lipidico é
um assunto com debate em aberto. Em relacéo a atividade de enzimas que indicam
lesdo hepatica (mais especificamente a AST), embora tenha ocorrido diferenca
significativa entre o grupo RP e o grupo MCIN, este ndo € um resultado clinicamente
relevante. Arias et al. [31] ndo encontraram diferencas significativas nas
transaminases séricas entre 0S grupos experimentais. Em nosso estudo, também
ndo foi observado diferencas significantes nos parametros creatinina e acido Urico.
Abo-Youssef [23] encontrou em seu estudo um aumento significativo na creatinina e
acido urico em comparagdo ao controle, e também observou que quercetina (50
mg/kg) reduziu os niveis séricos destes biomarcadores. De acordo com este mesmo
autor, esses resultados refletem em uma possivel disfuncdo renal ou perda na taxa
de filracdo glomerular em ratos alimentados com frutose e que a hiperinsulinemia
pode elevar os niveis de &cido Urico no soro pela reabsorcdo de urato e reduzindo a
excrecao deste pelos rins.

Quanto ao peso dos animais, o peso corporal inicial dos animais nos varios

grupos néo foi diferente estatisticamente. No final do estudo, o peso corporal médio

dos animais no grupo RP foi maior que os demais grupos. Provavelmente, isso foi
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devido ao valor calérico da dieta de frutose, que era maior em comparagcdo com a
dieta padrao. Mathur et al. [32] encontraram em seu estudo que o peso corporal no
grupo controle era maior que os animais que receberam frutose (15% p/v) durante
12 semanas. No estudo de Arias et al. [31], a quercetina ndo causou reducao
significativa no peso corporal. Esses estudos corroboram nossos resultados. Nayak
et al. [27] encontraram um aumento significativo no peso corporal (1,25 vezes) em
comparagcao com ratos controle, porém a quercetina ndo melhorou esse parametro.
Ajiboye et al. [20]. Utlizaram ragdo com 60% de frutose por 9 semanas e
observaram que esses animais (Wistar) apresentaram um aumento significativo do
peso corporal quando comparado aos animais controle.

Em relacdo ao peso do figado dos animais, ndo houve diferenca significativa,
porém o peso relativo do figado foi maior em todos os grupos que receberam a
frutose, sendo apenas significativa nos grupos TW, MCIN, QMC10 e QMC30
quando comparado ao grupo RP. Embora o figado dos animais que receberam
frutose estejam aumentados, os niveis de AST e ALT mostram que esses animais

nao tiveram a funcdo hepéatica comprometida.
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CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostraram que a quercetina
microencapsulada pode ser um adjuvante farmacolégico interessante para o
tratamento do diabetes tipo 2, uma vez que verificamos o reestabelecimento dos
niveis de glicogénio no figado de ratos alimentados com frutose a 66% e tratados
com quercetina 30 mg — 100 mg, e diminuicdo na formacdo de LOOH em nivel

tecidual tratado com quercetina 100 mg.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando que o DM2 pode ser evitado ou possa ocorrer a reversao de
processos metabdlicos que a mesma causa atraves de mudancas no estilo de vida
ou habitos alimentares, a quercetina microencapsulada pode ser uma alternativa
interessante para o tratamento do DM2, uma vez que verificamos em nosso estudo a
diminuicdo na formacdo de LOOH em nivel tecidual de ratos alimentados com
frutose 66% tratados com quercetina microencapsulada 100 mg e o
reestabelecimento dos niveis de glicogénio no figado tratados com quercetina
microencapsulada 30 mg - 100 mg. Novos estudos devem ser realizados a fim de
esclarecer possiveis mecanismos de acdo em que a quercetina atua nesses

parametros.
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