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RESUMO

O aumento do consumo de alimentos hipercaldricos tém acrescido o niumero de
casos de diabetes tipo 2 decorrente de uma resisténcia insulinica. Aparentemente, a
resisténcia insulinica também estd relacionada com a maior prevaléncia de
deméncia em pacientes com diabetes tipo 2. A ingestdo de dietas hipercal6ricas
pode aumentar a carga amiloide cerebral e comprometer a memoaria, pois a
dislipidemia tem importante papel no desenvolvimento da resisténcia insulinica. Um
estudo recente sugere que o 6leo essencial de carqueja possui acdo hipoglicemiante
em ratos diabéticos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar se 0 6leo essencial
de carqueja promove reducdo da glicemia em camundongos C57BL/6 insulino-
resistentes e se, uma vez idosos, promove um ganho cognitivo. Para tal, os animais
foram divididos em quatro grupos, tratados com dieta comum (C e OBt) e
hipercalérica (HC e HC+OBt) até o desenvolvimento da resisténcia insulinica. Aos 11
meses de idade, iniciou-se o tratamento com o Oleo essencial de carqueja a 20
mg/kg/dia nos grupos OBt e HC+OBt. O teste do Labirinto aquatico de Morris
utilizado para analisar o aprendizado dos camundongos foi realizado em trés
momentos, antes e depois da insercdo da dieta hipercalérica (aos 6 e 11 meses), e
apos o tratamento com o 6leo (aos 12 meses). O 6leo teve um efeito significativo na
reducdo do peso dos animais tratados com a dieta hipercalérica, além de diminuir a
glicemia dos mesmos, no entanto, nao alterou os niveis de colesterol e triglicerideos.
A medida que os animais envelheciam foi possivel observar um declinio cognitivo,
exceto nos animais que consumiram dieta hipercaldrica. Além disso, o 6leo

essencial de carqueja ndo apresentou beneficios para a memaoria nesses animais.

Palavras-chave: Baccharis trimera. Oleo essencial de carqueja. Diabetes. Memoria.



ABSTRACT

Increases in the consumption of hypercaloric foods has been rising the number of
cases of type Il diabetes due to insulin resistance. Apparently, insulin resistance is
also related to the increased prevalence of dementia in patients with type 2 diabetes.
Ingestion of hypercaloric diets may increase brain amyloid load and impars memory,
since dyslipidemia plays an important role in the development of insulin resistance. A
recent study suggests that carqueja essential oil has hypoglycemic action in diabetic
rats. Therefore, the objective of this study was to evaluate if carqueja essential oil
promotes a reduction of glycemia in insulin-resistant C57BL/6 mice and, once elderly,
promotes a cognitive gain. For this, the animals were divided in four groups, treated
with a common diet (C and OBt) and hypercaloric diet (HC and HC + OBt) until the
development of insulin resistance. At 11 months of age, the treatment with the
carqueja essential oil, by gavage, at 20 mg/kg/day was started in the OBt and HC
OBt groups. The Morris Water Maze used to analyze the learning of mice was
performed at three times, before and after the insertion of the hypercaloric diet (at 6
and 11 months), and after the treatment with the oil (at 12 months). The oil had a
significant effect on reducing the weight of the animals treated with the hypercaloric
diet, in addition to decreasing the glycemia of the same, however, did not alter the
levels of cholesterol and triglycerides. As the animals aged, it was possible to
observe a cognitive decline, except in the animals that consumed a hypercaloric diet.
In addition, the carqueja essential oil did not present memory benefits in these

animals.

Keywords: Baccharis trimera. Carqueja essential oil. Diabetes. Memory.
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1 INTRODUCAO

1.1 Plantas medicinais

O Brasil é detentor de uma das maiores biodiversidades do planeta. Sua flora
rica em principios ativos vem sendo utilizada na medicina popular durante anos,
devido ao conhecimento e influéncia de tribos indigenas brasileiras, da colonizagéo
europeia e dos escravos africanos (DE REZENDE; COCCO, 2002).

A procura de plantas medicinais por parte da populacéo esta relacionada a
diversos fatores, sendo alguns deles, o fato de ndo necessitar de prescricdo de um
profissional habilitado, os prejuizos devido ao uso abusivo ou incorreto de
medicamentos sintéticos e devido a crenca popular, na qual eles sao vistos como
inofensivos, sem efeitos secundarios (RATES, 2001). Essa crenca acaba sendo
corroborada pelo Sistema Nacional de Informacbes Toéxico-Farmacologicas, que
mostra que as plantas correspondem a 1,09% dos registros de intoxicacbes

humanas, enquanto os medicamentos correspondem a 30,37% (SINITOX, 2014).

Atualmente a Organizacao Mundial da Saude (OMS) considera fundamental
que se realizem investigacdes experimentais das plantas utilizadas com fins
medicinais e de seus principios ativos, para garantir sua eficacia e seguranca
terapéutica. Portanto, tornou-se primordial o desenvolvimento de pesquisas e
tecnologias que possibilitem aprofundar o conhecimento dos potenciais terapéuticos
destas plantas (MORAES; CERQUEIRA, 2006).

Ao se realizar pesquisas em busca desses potenciais € fundamental a
preocupacdo com a autenticidade da amostra vegetal. Ela € dada por parametros
de identificacdo botanica, por meio de ensaios macroscopicos e microscopicos, bem
como pela presenca dos marcadores quimicos ativos (SIMOES, 2001). A
inexisténcia ou a falta de informacdes sobre a caracterizagdo de espécies
fitoterapicas pode incorrer em coletas equivocadas de materiais nativos ou
espontaneos, ocorrendo confusdo entre as diferentes espécies, podendo ocasionar:

intoxicacdes, uso inadequado de plantas que ndo tem efeito sobre a doenca que se
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pretende combater e contribuir para o desenvolvimento inseguro de fitoterapicos
(BUDEL, 2003).

Por isso, em dezembro de 2008, foi instituido no pais o Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos (RENISUS) do SUS com o intuito de inserir com
seguranca, eficicia e qualidade, plantas medicinais e fitoterapicos na atencao basica
a saude. Este programa visa reconhecer as praticas populares e tradicionais do uso
de plantas medicinais e remédios caseiros, além de orientar estudos e pesquisas
gue possam subsidiar a elaboracdo da RENAFITO (Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos) (PORTAL DA SAUDE, 2014).

O RENISUS ja catalogou diversas espécies vegetais, de diferentes regides,
que tiveram o uso referenciado de acordo com as categorias do Cdadigo Internacional
de Doencas (CID-10) (PORTAL DA SAUDE, 2014). Dentre as diferentes espécies
relacionadas, a carqueja (Baccharis trimera) é citada e tem seu uso indicado para o
combate de feridas e problemas estomacais (MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

1.1.1 Baccharis Trimera (Carqueja)

A carqueja esta entre uma das dez plantas mais comercializadas no Brasil.
Trata-se de uma planta medicinal de alto nivel de importancia que foi incluida ha
quase um século no Coddigo Farmacéutico Brasileiro (BRANDAO et al., 2009).
Pertencente a familia Asteraceae, o género Baccharis é composto por 433 espécies
(HEIDEN, 2014). Este se distribui em regides tropicais, subtropicais e temperadas,
sendo mais encontradas nas regifes sul e sudeste do Brasil. Geralmente sao
plantas de pequeno porte, arbustos perenes de 50 cm a 4 m de altura, porém podem
ser encontrados na forma rasteira, subarbustos, trepadeiras ou excepcionalmente
arvores (BUDEL, 2003). Quando arbustos, sdo bastante ramificados na base,
possuem caules e ramos verdes com expansoes trialadas. As inflorescéncias sédo do
tipo capitulo, dispostas lateralmente nos ramos, de cor esbranquicada (Figura 1)
(HATTORI; NAKAJIMA, 2008).

Entre as espécies que fazem parte desse grupo estd a Baccharis trimera,

conhecida por bacanta, bacéarida, cacaia-amarga, cacdlia-amarga, cacalia-
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amargosa, caclia-doce, cuchi-cuchi, carque, carqueja-amarga, carqueja-amargosa,
carqueja-do-mato, carquejinha, condamina, iguape, quina-de-condomiana, quinsu-
cucho, tiririca-de-babado, tiririca-de-balaio, tiririca-de-bébado, trés-espigas,
vassoura; carqueja (castelhano); carquexia (espanhol); querciuolo (italiano);
carqueija, ou tojo (portugués de Portugal) (PLANTAS E ERVAS MEDICINAIS,
[2017]).

Figura 1. Baccharis trimera (Less.) DC. Fonte: Rosangela Rolim.
http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open_sp.php?img=5013

7z

Sua constituicdo € altamente relevante por ser rica em metabdlitos
secundarios, como 6leos essenciais, fitomelaninas, acido caféico e seus ésteres,
flavonoides, alguns alcaloides, e ainda uma combinacéo de poliacetilenos e lactonas
sesquiterpénicas que atuam como compostos de defesa (BUDEL, 2003; KARAM et
al., 2013).

1.1.1.1 Ac¢des medicinais

Sendo amplamente empregada na medicina popular, a tendéncia é a carqueja
ser utilizada fresca e inteira, geralmente na forma de chd, principalmente para
problemas hepaticos, disfuncdes estomacais e intestinais. Acredita-se também, que
sua acdo diurética auxilie na eliminacdo de toxinas (CORTEZ; JACOMOSSI;
CORTEZ, 1999). Na Argentina, a populacao rural acredita que essa planta combate
a impoténcia no homem e a esterilidade na mulher (BUDEL, 2003). As diferentes
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propriedades atribuidas a Baccharis trimera (BT) vém sendo estudadas por diversos

autores ao longo dos anos, algumas ja tendo sido validadas.

Dentre as diferentes propriedades da carqueja, pode-se verificar a atividade
moluscicida, promovida por flavonas diterpénicas isoladas da Baccharis trimera
(SANTOS FILHO et al., 1980, apud BUDEL, 2003). JA& o extrato bruto de
diclorometano e, sua respectiva fracdo aquosa, de folhas de carqueja, causa
mortalidade significativa de esquistossomos quando as fémeas sdo expostas a
ensaios in vitro. Enquanto nos tratamentos in vivo, observou-se contra diferentes
estagios da esquistossomose, uma reducdo no peso do parasita nos animais
infectados tratados, bem como a reducéo dos ovos viaveis, diminuindo o numero de
granulomas hepaticos (DE OLIVEIRA et al., 2014). De Oliveira et al. (2012b)
observaram que o 6leo essencial de carqueja é capaz de diminuir a motilidade dos
vermes do Equistossoma mansoni e promover uma taxa de mortalidade de 100%,

apos 30 horas de exposicéao.

A atividade antimicrobiana foi constatada contra estirpes de S. aureus, sendo
observado um sinergismo com todas as drogas antimicrobianas testadas (BETONI et
al., 2006). Além disso, observou-se que o 6leo essencial de carqueja promove
alteracdes morfologicas nas estruturas fungicas das cinco espécies estudadas, e
uma acdo antifungica frente a fungos filamentosos  dermatofitos
(CANESCHI, 2013).

A carqueja também apresenta acdo vasodilatadora ao inibir a contracdo da
musculatura lisa da veia porta de ratos, provavelmente por bloqueio de canais de
calcio (TORRES et al, 2000), bem como € capaz de promover o relaxamento de

anéis aorticos de ratos Wistar, contraidos com noradrenalina (GOMEZ et al., 2016).

Extratos de carqueja também s&o capazes de promover acdo antiacida
(GAMBERINI et al.,1991); antiulcerativa (GAMBERINI et al., 1991; DIAS et al., 2009;
BIONDO et al., 2011) e de reduzir a area de leséo ulcerativa (DIAS et al., 2009;
LIVERO et al., 2016); bem como apresentam propriedades anti-hepatotéxicas
(SOICKE e LENG-PESCHLOW, 1987) e diminuem o estresse oxidativo induzido

pelo consumo crénico e agudo de etanol (LIVERO et al., 2016).
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Alguns trabalhos também tém relatado atividade anti-mutagénica (NAKASUGI
e KOMAI 1998); anti-inflamatdria (GENE et al., 1996; DE OLIVEIRA et al., 2012a) e
analgésica (GENE et al., 1996), possivelmente devido a inibicdo da sintese de
prostaglandinas. Além disso, o extrato hidroalcodlico de folhas de carqueja foi capaz
de melhorar o sistema antioxidante de defesa e inibir a expressédo de fosfato de
dinucledtido de nicotinamida e adenina (NADPH) e genes de Oxido nitrico sintetase
induzivel (INOS) em neutrdfilos. Isso explicaria a inibicdo da producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e oOxido nitrico (NO), sendo que o extrato também
neutralizou diretamente essas espécies (PADUA et al., 2014). Essa atividade
antioxidante do extrato hidroalcodlico da carqueja poderia estar também relacionada
aos efeitos neuroprotetores, uma vez que reduziu a toxicidade $-amiloide em células
neurais (PAIVA et al., 2015).

Verificou-se, ainda, que o Oleo essencial promoveu uma inibicdo da
arborizacdo axodendritica e reducéo na proliferacéo e diferenciacao de células gliais
de retina, decorrente de uma reducdo no processo proliferativo celular (LOSQUI et
al., 2009).

1.1.1.2 — Oleo essencial

Os Oleos essenciais sdo ricos em compostos terpénicos como 0s
monoterpenos, presentes em cerca de 90% dos 6leos, e os sesquiterpenos. Os
terpendides constituem uma grande variedade de substancias vegetais, sendo este
termo empregado para designar todas as substancias de origem de unidades do
isopreno (AZAMBUJA, 2017). O monoterpeno carquejol, presente no 6leo essencial
de carqueja, é considerado um marcador quimico importante na determinacdo da
autenticidade de amostras comerciais de 6leo, assim como a presenca de acetato
de carquejila (SIMOES-PIRES et al., 2005).

Em 1959, Naves Yves-Rene e Caujolle Fernand iniciaram um estudo sobre os
efeitos farmacodindmicos e farmacologicos do carquejol, cujas propriedades
hipotérmica e analgésica foram posteriormente patenteadas nos Estados Unidos da
América (GIVAUDAN CORP, 1963).
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O Oleo essencial de carqueja € um liquido amarelado de forte odor
caracteristico, cujos compostos podem ser divididos em quatro subclasses:
monoterpenos (Sabineno, B-Pineno, B-Felandreno, D-Limoneno e cis-B-Ocimeno),
monoterpenos oxigenados (Carquejol e Acetato de carquejila), sesquiterpenos (-
Elemeno, B-Copaeno, [B-Humuleno, vy-Elemeno, [(-Cadineno e B-Selinino) e

sesquiterpenos oxigenados (Germacreno-D-4-ol e Elemol) (GOMES et al., 2017).

Ha poucos trabalhos na literatura com 6leo essencial de carqueja e um efeito
potencial observado recentemente em ratos Wistar diabéticos foi o hipoglicemiante.
(dados néo publicados).

1.2 Diabetes melito

A diabetes melito (DM) € uma doencga cronica que afeta o metabolismo de
carboidratos, gorduras e proteinas (NEGRI, 2005). Ela ocorre quando o pancreas
nao produz mais insulina ou quando o corpo ndo consegue utilizd-la de maneira
eficiente. A insulina auxilia na captacdo de glicose pelas células adiposas e
musculares através do desencadeamento de diversas reacdes enzimaticas. A
interferéncia nessa homeostase glicémica leva a desordens metabdlicas (ARSA et
al., 2009), manifestando-se através da hiperglicemia, condicdo que ocasiona
polidria, polidipsia, perda de peso, polifagia, visdo turva, além de complicacbes
agudas como cetoacidose. A hiperglicemia crénica est4 associada a danos,
disfuncdes e faléncia de varios érgaos, especialmente olhos, rins, nervos, coracao e
vasos sanguineos (GROSS et al., 2002).

As células do endotélio vascular tornam-se alvos primarios dos danos
hiperglicémicos por causa do fluxo continuo de glicose através deles. A
hiperglicemia também leva a um aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio dentro das células endoteliais da aorta (ROCHA et al., 2006). Os pacientes
com DM possuem maior risco de apresentar doencgas cardiovasculares, estas que,
sao a principal causa de morte em ambos os tipos de diabetes (CASTRO et al.,
2006). De acordo com a Associagdo Americana de Diabetes existem 4
classificagbes de DM: tipo 1 ou insulino-dependente, tipo 2 ou n&o insulino-

dependente, gestacional e secundaria a outras patologias. Independente da
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classificacdo, a principal caracteristica do DM é a manutencédo da glicemia em niveis

acima dos valores considerados normais (ARSA et al., 2009).

O Diabetes melito tipo 1 € caracterizado pela deficiéncia completa ou parcial
na producao de insulina. Isso ocorre devido a um processo autoimune, no qual ha a
destruicdo das células beta do pancreas (FERREIRA; CAMPQOS, 2014), Essa perda
pode deixar 0s pacientes suscetiveis a cetoacidose, muitas vezes sendo a primeira
manifestagdo da doenca (GROSS et al., 2002), que normalmente se manifesta
durante a adolescéncia (FERREIRA; CAMPOS, 2014). Pessoas com esse tipo
necessitam de administracdes didrias de insulina para regular a quantidade de
glicose no sangue. A causa do diabetes tipo 1 € desconhecida e atualmente néao é
evitavel (ARSA et al., 2009).

O Diabetes melito tipo 2 (DM2) é uma sindrome heterogénea que resulta de
defeitos da secrecdo e da acdo da insulina, onde fatores genéticos e ambientes
estdo envolvidos. Nos subtipos mais raros de DM2, observa-se um efeito quase que
exclusivamente genético, com pouca interferéncia dos fatores ambientais (formas
monogénicas) (REIS; VELHO, 2002). Nestas formas monogénicas, que representam
entre 5 a 10% dos casos de diabetes, uma mutacdo no gene do receptor da insulina
ou no gene da insulina transmitida de forma autossémica-dominante é suficiente
para promover a hiperglicemia (ARSA et al., 2009). Na grande maioria dos casos
ndo houve qualquer incidente que pudesse ter ocasionado ou contribuido para o
surgimento da doenca, que geralmente ocorre de modo progressivo no decorrer dos
anos (FERREIRA; CAMPOS, 2014).

Na forma mais comum de DM2, o estilo de vida sedentéario, alimentacao
desbalanceada, tabagismo, associados ao excesso de peso, sdo indispensaveis
para o0 seu desenvolvimento (REIS; VELHO, 2002). Esse conjunto de fatores

influencia diretamente no desenvolvimento da resisténcia insulinica (RI).

A resisténcia a insulina ocorre quando os tecidos periféricos sensiveis a
insulina ndo respondem bem a insulina circulante, o que leva a niveis aumentados
da glicemia (SALAMEH et al., 2016). Essa resisténcia impede o desencadeamento

de respostas enzimaticas, que envolvem a autofosforilacdo da tirosina quinase para
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o substrato IRS-1 e IRS-2, os quais fosforilam diversas proteinas, como a PI3K, que
esta associada a sintese e translocacgéo dos transportadores de glicose (GLUT) para
a membrana celular. Assim, no DM2, a translocacdo de GLUT-4 e a captacdo de
glicose pelas células ficam prejudicadas, levando a hiperglicemia crénica (ARSA et
al., 2009).

O organismo tenta regularizar o excesso de glicose através da excrecao
urinaria e aumentando ainda mais a producao de insulina. Este processo em longo
prazo pode levar as células betas a exaustdo deixando-as incapazes de produzir
quantidades suficientes para manter a regulagdo (FERREIRA; CAMPOS, 2014).
Além da hiperglicemia crénica, anormalidades no metabolismo de lipidios (excesso
de acidos graxos livres circulantes no sistema porta) sdo observadas com frequéncia
em diabéticos tipo 2, contribuindo para a formacgado de ateromas e aparecimento de
lesbes no musculo liso dos vasos sanguineos, além de disfuncbes endoteliais

desencadeadas pela resisténcia a insulina (ARSA et al., 2009).

Geralmente hd uma maior pré-disposicdo para o desenvolvimento desta
patologia na faixa etaria acima dos 40 anos de idade, com pico de incidéncia ao
redor dos 60 anos. Porém, devido aos maus habitos ja citados, tem se visto um
aumento consideravel no numero de criancas obesas ou com sobrepeso,
diagnosticadas com diabetes. O controle da doenca consiste basicamente em uma
dieta regrada, uso de medicamentos orais ou injetaveis e na sua grande maioria,
nao exige o uso de insulina (FERREIRA; CAMPOS, 2014; GROSS et al., 2002).

Estima-se que 422 milhGes de adultos viviam com diabetes em 2014 no
mundo, comparado com 108 milhdes em 1980 (WHO, 2016). Hoje, no Brasil, h&a
mais de 13 milhdes de pessoas vivendo com diabetes, representando 6,9% da
populacao. Isso reflete 0 aumento dos fatores de risco associados, como excesso de
peso ou obesidade, o que justifica a maioria das pessoas apresentarem o tipo 2 da
doenca (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2017).
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1.3 Correlagéo entre Diabetes tipo 2 e Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA) e a diabetes tipo 2 estdo atualmente entre as
principais ameacas a saude humana em todo o mundo (DE FELICE, 2013). A
deméncia é muitas vezes precedida por um estdgio em que 0s pacientes
apresentam evidéncias de declinio cognitivo (frequentemente perda de memdria),
isso é referido como comprometimento cognitivo leve (CCL). Muitos pacientes com
CCL avancam para a DA e a coexisténcia do diabetes pode aumentar o risco de
progresséo. Determinados fatores aumentam esse risco, como a idade, etnia,
educacado, presenca de depressao, doencas microvasculares e macrovasculares,
estresse oxidativo, e maior duracdo do DM2 (MENEILLY; TESSIER, 2015).

A conexado entre essas doencas foi identificada inicialmente no estudo de
Rotterdam (OTT et al.,1999), e ao longo dos anos outros estudos prospectivos e
retrospectivos com base na populacdo demonstraram que a prevaléncia de
deméncia € aumentada em pacientes com diabetes tipo 2 (MENEILLY; TESSIER,
2015). O declinio cognitivo e a neurodegeneracdo mostraram-se aumentados nao
apenas no DM2 em si, mas também na pré-diabetes (LUCHSINGER et al., 2004).
Alguns autores consideram que a DA é uma forma de diabetes especifica do cérebro
(DE LA MONTE; WANDS, 2008; AKTER et al.,2010).

Curiosamente, muitos dos distirbios metabdlicos encontrados em individuos
obesos também podem ser observados na doenca de Alzheimer. Isso significa que
existe uma ampla sobreposicado entre regides cerebrais afetadas por DA bem como
pela DM2 e a obesidade (KULLMANN et al., 2016). Véarios estudos demonstraram
uma associacao negativa entre medidas antropométricas de obesidade, como peso
corporal, indice de massa corporal (IMC) ou circunferéncia da cintura e desempenho
cognitivo (ELIAS et al., 2012). Esta bem estabelecido que a obesidade aumenta o
risco de resisténcia a insulina e DM2 (BONADONNA et al., 1990; MATSUZAWA et
al., 2011). Um estilo de vida ndo saudavel (por exemplo, falta ou atividade fisica
insuficiente, nutricdo inadequada), pode comecar ja nos primeiros anos de vida
influenciando essa associacao, podendo ter um papel importante na susceptibilidade
ao AD mais tarde na vida (DE FELICE, 2013).
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Em suma, a DM2 e a obesidade tém efeitos adversos na estrutura e funcao
do cérebro, afetando varios dominios cognitivos. A obesidade de meia idade em
particular esta negativamente associada a memoria e a funcédo executiva, enquanto
gue os pacientes com DM2 exibem desempenho prejudicado em quase todos 0s
testes neuropsicolégicos (KULLMANN et al., 2016).

O DM2 esté relacionado ao dano vascular, o que resulta em infartos e micro
sangramentos (BRUNDEL; KAPPELLE; BIESSELS, 2014). Ao mesmo tempo, uma
reducdo no volume de matéria cinzenta, espessura cortical, bem como perda de
integridade da substancia branca estdo associadas a obesidade e ao DM2. O lobo
frontal e as regides subcorticais, como o0 hipocampo, sdo particularmente
susceptiveis a tal declinio. Da mesma forma, os biomarcadores de imagem da
deméncia incluem atrofia, deposicdo de B-amiloide e hipometabolismo do lobo
temporal, principalmente no hipocampo, mas também nos cértices pré-frontal e
parietal. Estas sdo consideradas como caracteristicas patolégicas precoces da DA e
se sobrepdem com o declinio cognitivo em pacientes com obesidade e DM2
(KULLMANN et al., 2016).

A resisténcia a insulina em longo prazo € um critério de diagnostico chave
para o diabetes melito (CHEKE et al., 2017). Em distlrbios metabdlicos periféricos,
como a DM2, o estresse metabdlico prolongado e a sinalizacdo pro-inflamatoria,
levam a sinalizagédo de insulina atenuada e a diminuicéo da capacidade de resposta
celular a insulina (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). Devido & sua importancia no
funcionamento do cérebro, recentemente a sinalizacao de insulina vem recebendo
mais atencdo. Uma das raz0es para iSso € porque a resisténcia a insulina passou a
ser observada também no envelhecimento cerebral e na deméncia, sendo outro fator
responsavel por influenciar na estrutura e fungéo do cérebro (Figura 2). (KULLMANN
etal., 2016; CHEKE et al.,2017).

De fato, estudos usando modelos experimentais in vitro e in vivo indicaram
gue a insulina regula a sobrevivéncia neuronal, atua como um fator de crescimento e
regula a funcdo e a plasticidade do circuito. Além disso, niveis mais baixos de
insulina e diferentes componentes das vias de sinalizagdo de insulina foram

descritos no hipocampo de DA e em modelos animais de DA, indicando que um
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cenario de resisténcia a insulina cerebral se desenvolve desta patologia. Como
resultado desses e de outros estudos, a sinalizagdo defeituosa da insulina no
cérebro € agora considerada como uma caracteristica importante da patologia do DA
(DE FELICE; BENEDICT, 2015; UMEGAKI et al., 2017).

Cognigao Idade
\ f Deméncia/
Nutrigdo - Doenga de
/ Reslsténcla &7 Alzheimer
 Insulinica
Cerebral -
Obesidade/ \ T~ G
Diabetes tipo 2 f : \ s
Hormonios

Metabolismo
Tecido adiposo

Figura 2. Visdo geral do papel central da resisténcia a insulina no cérebro (RIC) em distlrbios
cognitivos e metabdlicos. A RIC foi identificada na obesidade e no DM2, assim como na deméncia.
Ela estd associada a disfun¢cdes metabdlicas periféricas e ao declinio cognitivo particularmente em
relacdo a funcdo da memoria. Fatores como o tecido adiposo, hormdnios, nutricdo, certas mutacdes
genéticas e idade estéo associados. Fonte: Adaptado de KULLMANN et al.(2016).

1.3.1 Resisténcia Insulinica

Desde a descoberta da insulina em 1922, o muasculo esquelético, o tecido
adiposo e o figado séo tradicionalmente considerados como O0rgaos-chave sensiveis
a insulina, o cérebro até entdo era considerado insensivel (DE FELICE;
LOURENCO, 2014).
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O sistema nervoso central (SNC) pode utilizar a glicose independentemente
dos processos mediados pela insulina, na medida em que a glicose pode entrar no
cérebro através da difusdo facilitada (GLUT-1) pela barreira hematoencefalica
(BHE). Ela é entdo absorvida pelas células cerebrais através de uma gama de
carregadores de glicose independentes a insulina. A insulina, sendo um grande
horménio peptidico, ndo atravessaria passivamente a BHE. Por este motivo, durante
muito tempo, a funcdo cerebral foi, portanto, considerada como independente da
insulina (KULLMANN et al., 2016).

As evidéncias das acdes da insulina no cérebro emergiram mais
recentemente, aproximadamente 35 anos atras, com estudos que mostraram que as
acOes hipotalamicas da insulina regulam a homeostase da energia periférica. Os
efeitos da insulina no cérebro ndo estdo restritos ao hipotdlamo, uma vez que os
receptores de insulina (RIs) também foram detectados em altas densidades em
outras regides do cérebro, sugerindo que o papel da insulina no SNC se estende
além do controle hipotalamico (MARINO; XU; HILL, 2011).

O hipocampo, uma regido que esta fundamentalmente envolvida na
aquisicdo, consolidacdo e lembranca de novas memodrias, apresenta niveis
particularmente elevados de RIs, sugerindo que a insulina poderia desempenhar um
papel nos mecanismos de plasticidade sinaptica e na formacdo de memodria em
roedores e humanos (ZHAO; ALKON, 2001; DE FELICE; LOURENCO, 2014). Foi
proposta que a insulina para regular a proliferacdo neuronal, apoptose, transmissao
sinaptica, degeneracdo neuronal, na producdo de neurotransmissores importantes,
para atuar como um fator de crescimento, possivelmente ativando receptores de IGF
e na memoria e aprendizagem (DE FELICE, 2013; NAMENI et al., 2017).

As proteinas do substrato IRS-1 e IRS-2 desempenham fung¢des centrais na
transmissdo de sinais dos receptores de insulina e IGF-1 para varias vias
intracelulares, incluindo as vias PI3K/AKT e ERK/MAPK, em tecidos periféricos
(Figura 3) (BOURA-HALFON; ZICK, 2009). Os papéis especificos de IRS-1 e IRS-2
em fungbes cognitivas do cérebro ndo sdo completamente compreendidos. O IRS-1
parece regular positivamente a memoria e é inibido nos cérebros da doenca de

Alzheimer e modelos animais. Reduzir a inibicdo do IRS-1 melhorou a cognicdo em
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camundongos. Por outro lado, a sinalizacdo do IRS-2, atua como um modulador
negativo de comprometimento da meméria, por exemplo, prejudica a formacéo da
coluna dendritica. Os efeitos benéficos da remocéo de IRS-2 sdo vistos na patologia
da doenca de Alzheimer reduzindo os déficits cognitivos no modelo de camundongo
transgénico de DA (DE FELICE, 2013; KULLMANN et al., 2016).

Normal brain Alzheimer’s disease
0, 0
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Memory
T © Insulin
@ Glutamate

Figura 3. Sinalizacdo de insulina neuronal danificada na doenca de Alzheimer (DA). Esboco
esquematico da sinalizacdo de insulina neuronal no cérebro normal (esquerda) e cérebro com DA
(direita). Sob condicdes fisiologicas, a ligagdo de insulina ao seu receptor de superficie celular (IR)
desencadeia sua autofosforilagdo e posteriormente a fosforilacdo de tirosina do substrato do receptor
de insulina 1 (IRS-1). Isso resulta em ativacdo da fosfino-enzima 3-quinase (PI3K) e respostas
celulares a jusante que facilitam a plasticidade sindptica e a memoria, influenciadas também pela
ativacdo dos receptores N-metil-D-aspartato (NMDARS) que ativam a sinalizacdo e a expresséo de
genes envolvidos nesses processos. A sincronizagdo entre a sinalizagdo NMDAR e IR pode modular
as acgdes da insulina na memoria. Na DA, o acumulo de oligbmeros 3 -amiloide (AB ) leva a niveis
aumentados do fator de necrose tumoral a (TNF-a) e a ativagdo de quinases sensiveis ao estresse (c-
Jun N-terminal quinase [JNK], &cido ribonucleico de cadeia dupla dependente de proteina quinase
[PKR] e IkBa quinase [IKK]), resultando na fosforilacdo de serina inibitéria de IRS-1. Os oligdmeros
AB instigam a remocg&do de IRs da superficie celular e a redistribui¢do para as células do corpo. Esses
eventos combinados bloqueiam a sinalizac@o da insulina neuronal. A ativacdo aberrante de NMDARs
por oligbmeros AP resulta em excesso no influxo de Ca”, estresse oxidativo neuronal e sinalizacdo
interrompida, levando a uma plasticidade sinaptica prejudicada. Nessas condi¢cdes, a ativagdo
putativa de proteinas tirosino fosfatases, pode inibir ainda mais a sinalizacdo de IRS-1, levando ao
comprometimento da sinapse e a falha de memodria. pSer, fosfoserina; pTyr, fosfotirosina; TNFR,
receptor de TNF-a. Fonte: DE FELICE; LOURENCO; FERREIRA, 2014.

O aumento dos niveis de citocinas inflamatérias e a reducdo do fluxo

sanguineo sdo fatores que contribuem para o desenvolvimento da resisténcia
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insulinica (RI). A inflamacéo crbnica est4 presente em muitos pacientes com DM2, e
niveis elevados de citocinas inflamatérias estdo associados a uma menor cogni¢ao
em pacientes com diabetes. E possivel que o aumento dos niveis de citocinas
contribua para a deméncia ao ter um efeito direto sobre o cérebro, contribuindo para

a doenca vascular ou causando resisténcia a insulina. Os pacientes com DM2
apresentam desregulacao do eixo pituitario hipotalamico e altos niveis de cortisol.

Existe uma associacdo entre niveis aumentados de cortisol e disfuncéo
cognitiva nesses pacientes. O aumento dos niveis de cortisol estd associado a
anormalidades microvasculares em pacientes com diabetes. Além do impacto na
circulacao, altos niveis de cortisol podem ter efeitos prejudiciais sobre o hipocampo.
(MENEILLY; TESSIER, 2015).

Além disso, os pacientes com DA tipicamente sdo hiperinsulinémicos tanto
em estado de jejum como em resposta a um teste de tolerancia oral a glicose. A
hiperinsulinemia periférica prolongada pode diminuir os receptores de insulina na
barreira hematoencefalica, levando a fosforilagdo de tau e a produgao de (-amiloide,
e consequentemente a sua acumulacao e efeitos toxicos (MENEILLY; TESSIER,
2015; KULLMANN et al., 2016; UMEGAKI et al., 2017).

O primeiro indicio molecular de como o cérebro pode tornar-se resistente a
insulina em DA veio de estudos que demonstraram que os oligbmeros AP se ligam a
neurénios do hipocampo e desencadeiam a remocdo de RIs da membrana
plasmatica (DE FELICE, 2013).

No estudo de Cheke e colaboradores (2017), participantes humanos, magros
e obesos, foram escaneados usando uma ressonancia magnética ao completar um
teste de memdria episoddica que avaliou a capacidade de lembrar os detalhes
integrados do item, espacial e temporal de eventos anteriores. Em participantes
magros, a tarefa provocou atividade significativa em regides do cérebro, que é
conhecido por lembrar-se de memdrias episddicas, como hipocampo, giro angular e
cortex pré-frontal e dorsolateral. Tanto a obesidade como a resisténcia a insulina foi
associada com uma atividade funcional significativamente reduzida em toda essa

area. Essas descobertas indicam que a obesidade esta associada a atividade
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funcional reduzida em areas cerebrais centrais apoiando a memaria episodica e que

a resisténcia a insulina pode ser uma peca-chave nesta associacao.

Parece provavel entdo que o reforco da sensibilidade e das acdes da insulina
no SNC possam fornecer resultados encorajadores na prevengao e resgate do
declinio da memoaria (DE FELICE et al., 2014).

1.4 Deméncia

Atualmente, as estimativas indicam que 35,6 milhdes de pessoas em todo o
mundo vivem com deméncia. Estima-se que este niumero dobrara até 2030 e mais
do que triplicara até 2050. A deméncia é uma sindrome de natureza crbnica ou
progressiva, na qual ha disturbios de mdltiplas fungdes como memdria, pensamento,
orientacdo, compreensdo, cdlculo, capacidade de aprendizagem, linguagem e
julgamento. As deficiéncias da funcdo cognitiva sdo comumente acompanhadas e
ocasionalmente precedidas pela deterioracdo do controle emocional, do
comportamento social ou motivacdo, levando a um declinio da qualidade de vida
(WHO, 2012).

Ela afeta cada pessoa de maneira diferente, dependendo da personalidade
original e gravidade da patologia. Os problemas ligados a deméncia podem ser
compreendidos em trés etapas: estagio inicial - primeiro ano ou dois; estagio
intermediario - do segundo ao quarto ou quinto ano; e fase tardia - quinto ano
adiante. Esses periodos sdo dados apenas como uma orientacdo aproximada, as
vezes as pessoas podem apresentar uma deterioracdo mais rapida, as vezes mais
devagar (WHO, 2012).

A doenca de Alzheimer é a forma mais comum de deméncia e possivelmente
contribui com 60-70% dos casos no mundo. Outros principais contribuintes incluem a
deméncia vascular, a deméncia com corpos de Lewy e um grupo de doencas que
contribuem para a deméncia frontotemporal (WHO, 2012). Alguns pacientes podem
até apresentar uma deméncia mista (MENEILLY; TESSIER, 2015).
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1.4.1 Doencga de Alzheimer

No Brasil, ha cerca de 1,2 milhdo de casos, a maior parte deles ainda sem
diagnoéstico. Nao se sabe por que a Doenca de Alzheimer (DA) ocorre, mas séo
conhecidas algumas lesbBes cerebrais caracteristicas dessa doenca (ABRAZ,
[2017]). As autOpsias post-mortem revelam algumas caracteristicas, como:
acumulacao de placas B-amiloide (AB); emaranhados neurofibrilares (acumulagéo de
tau hiperfosforilado); perda generalizada de neurdnios; alteracées nos sistemas de
neurotransmissores e atrofia nas regiées do cérebro responséaveis pela memdria
e processamento, incluindo hipocampo, amigdala, coértex frontal e parietal. A
deposicao de placas AB é considerada o evento central na patogénese. A nao
degradacédo deste peptideo ou a superproducao leva a deposicao amiloide, que por
sua vez, provoca a multiplicidade dos eventos ja citados, levando as disfuncdes
cognitivas (KULLMANN et al.,, 2016; SALAMEH et al., 2016; DE FELICE et al.,
2014).

Varios fatores de risco modificaveis contribuem para o desenvolvimento de
DA. Diabetes, idade avancada, inatividade fisica e obesidade estdo entre os fatores
de risco que compartiiham caracteristicas patoldgicas, incluindo dislipidemia e
resisténcia a insulina. Além disso, também ha o fator de risco genético mais forte
para DA esporadica (representam menos de 5% dos casos de DA total), a presenca
da isoforma E4 do gene APOE, que altera a fisiologia lipidica no cérebro e periferia
(SALAMEH et al., 2016).

1.5 Dieta hipercalérica

O hipocampo é vulneravel as consequéncias adversas de dietas ricas em
gorduras que levam a alteracdo do metabolismo da glicose (NAMENI et al., 2017). A
dislipidemia pode ser o resultado de fatores genéticos e de dieta, e varios subgrupos
lipidicos, incluindo &acidos graxos (saturados ou nao saturados), triglicerideos,
colesterol e fosfolipidos, sdo alterados na DA (SALAMEH et al., 2016). Os estudos
gue investigam o papel dos lipidios no cérebro revelaram o metabolismo lipidico
anormal como um processo patofisiolégico importante no desenvolvimento da
doenca. (CREEGAN et al., 2015; FOLEY, 2010).
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As dietas que consistem em um aumento no consumo de gorduras saturadas
e trans envolvem uma maior incidéncia de DA, enquanto as dietas ricas em gorduras
saudaveis sao protetoras (LUCHSINGER; MAYEUX, 2004). O excesso de ingestéo
de gordura saturada aumenta os lipidios circulantes, incluindo &cidos graxos livres e
citocinas inflamatdrias e requer uma redistribuicdo do teor de lipidios nas células. O
aumento do nivel de lipidios pode afetar importantes funcdes celulares envolvidas
em DA, incluindo flexibilidade da membrana celular, potencial oxirreducdo e
agregacao de AB. Além dos mecanismos acima mencionados, a obesidade e a
dislipidemia resultantes da dieta podem atuar no cérebro através da resisténcia a
insulina (LIM; MARTINS; MARTINS, 2014).

Existe um rico campo de estudos que investiga os efeitos da dieta sobre a
aprendizagem e a memoria em humanos e modelos de roedores. Nos seres
humanos, uma dieta rica em gordura e acucar diminui 0 desempenho nas tarefas de
memoria dependentes do hipocampo. As dietas com alto teor de gordura tém sido
associadas a diminuicdo do desempenho em numerosos testes cognitivos e
aumento do risco de doenca de Alzheimer. Os &cidos graxos saturados dietéticos
mais elevados, em particular, estdo associados ao mau desempenho cognitivo. Em
roedores, o consumo de uma dieta com alta porcentagem de gordura (por kcal) afeta
negativamente o desempenho em uma variedade de tarefas de aprendizagem e
memoria (KASPER et al., 2017).

Segundo Nameni e colaboradores (2017), uma dieta de gordura de 59%
conduz a deficiéncia no transporte de insulina da periferia para o liquido
cefalorraquidiano (LCR) via sensibilidade reduzida a insulina (pacientes com
distarbios neurodegenerativos apresentam baixa concentragéo de insulina no LCR).
A dieta rica em gordura indicou um efeito negativo sobre a funcdo da memoria,
reduzindo a sensibilidade a insulina no SNC. Os resultados deste estudo mostraram
que a RI depende ndo apenas do peso corporal dos animais, mas também da
quantidade de teor de gordura da dieta.

Em um esforco para delinear o papel dos triglicerideos sobre o

comprometimento cognitivo associado a obesidade, um estudo foi concluido usando
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ratos envelhecidos em uma série de tarefas de memaria dependentes do hipocampo
ou ndo. Este estudo demonstrou que deficiéncias cognitivas ocorreram nestes ratos
obesos induzidos por dieta (FARR et al., 2008).

Outro estudo examinou o transporte de insulina em camundongos obesos,
magros ou obesos famintos, onde foi possivel observar que a redugédo do transporte
insulinico através da BHE em ratos obesos induzidos por dieta e aumento do
transporte em estado de fome. Além disso, este estudo demonstrou que o transporte
de insulina é influenciado pelo nivel de triglicerideos. A insulina no cérebro age como
um fator de saciedade. Ela faz isso através de uma série de mecanismos, incluindo
reduzir o apetite e diminuir a massa corporal. Alteracdes na capacidade do cérebro
para responder a insulina, portanto, podem influenciar no peso corporal e na
resposta a insulina periférica. Por extensdo, um declinio na passagem de insulina
através da BHE poderia contribuir para o ganho de peso corporal e resisténcia a
insulina periférica através da inducéo da obesidade (URAYAMA; BANKS, 2008).

Sendo assim, certas classes de medicamentos para diabetes, particularmente
analogos de GLP-1 e agentes que reduzam a resisténcia a insulina, como as
glitazonas, teriam um impacto positivo na cognicdo (MENEILLY; TESSIER, 2015).
Pequenos estudos piloto em humanos sugerem gue os agonistas de PPAR-y podem
preservar ou melhorar a funcdo cognitiva em DA, provavelmente através da

sinalizacao de insulina melhorada no cérebro (SATO et al., 2011).

Exenatida-4 e Liraglutida também restauraram a sinalizacdo de insulina
prejudicada nos cérebros de um modelo de rato transgénico de DA, melhorando a
cognicdo e diminuindo a acumulagédo de AR (DE FELICE, 2013). O impacto da
administragéo de insulina nasal na memaria declarativa foi investigado em humanos
e modelos animais e de forma confidvel mostra um efeito benéfico (CRAFT,;
CHOLERTON; BAKER, 2012).

Logo, vincular mecanismos patogénicos no cérebro de DA aos mecanismos
presentes nas doencas metabdlicas, fornece a ideia para o uso de agentes
antidiabéticos como uma nova terapéutica em DA e como uma estratégia para

prevenir o declinio cognitivo nos diabéticos. (De FELICE et al., 2015) .
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2 OBJETIVOS

Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar se o 6leo essencial de
carqueja promove reducdo da glicemia em camundongos C57BL/6 insulino-

resistentes e se, uma vez idosos, promove um ganho cognitivo.

2.1 Objetivos especificos

v Induzir resisténcia insulinica em camundongos C57BL/6 com dieta de
cafeteria hipercalérica,

v Avaliar a glicemia dos camundongos C57BL/6 antes da incorporacao da dieta
hiperlipidica, durante a dieta e apés o tratamento com Oleo essencial de
carqueja;

v' Avaliar a capacidade de aprendizagem e memoéria dos camundongos
C57BL/6 através do teste do Labirinto aquéatico de Morris aos 6 meses, 11
meses e 12 meses de idade €;

v" Avaliar os niveis de colesterol e triglicerideos dos camundongos C57BL/6

apoés o tratamento com 6leo essencial de carqueja.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais

Todas as experiéncias foram aprovadas pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (CEUA/001/2016).

Os camundongos C57BL/6 ao se alimentarem de dietas com alto teor de
gordura, desenvolvem obesidade, hiperglicemia de leve a moderada, e
hiperinsulinemia, por isso sdo amplamente utilizados em areas de pesquisa com
diabetes e obesidade (INSTITUTO DE CIENCIA E TECNOLOGIA EM
BIOMODELOQOS, 2017). Estas caracteristicas fizeram com que os C57BL/6 fossem
escolhidos para esse estudo. Os animais aos seis meses de idade foram divididos
em quatro grupos:

)] Controle (C) - 7 camundongos C57BL/6 que receberam apenas agua ad
libitum e rag&o comercial comum;

1)) Controle + Gleo essencial de carqueja (OBt) - 6 camundongos C57BL/6
que receberam racdo comercial comum e aos 11 meses de idade foram
tratados com 20 mg/kg/dia de Obt por gavagem;

iii) Racao hipercaldrica (HC) - 8 camundongos C57BL/6 que foram tratados
com dieta hipercal6rica por 3 meses a partir dos 6 meses de idade, até o
desenvolvimento da resisténcia insulinica (RI) e;

iv) Racdo hipercalérica + Oleo essencial de carqueja (HC+OBt) - 8
camundongos C57BL/6 que foram tratados com dieta hipercal6rica por
aproximadamente 3 meses até o desenvolvimento da RI. Apds esse
periodo foi iniciado o tratamento com 20 mg/kg/dia de Obt, por gavagem,

durante 4 semanas.

3.2 Labirinto Aquatico de Morris (LAM)

O teste do LAM foi utilizado para acessar o aprendizado espacial e a
memoria dos camundongos. Um aparato grande e circular foi preenchido com agua,
a qual foi misturada tinta guache branca com o intuito de ocultar da vista dos animais

a plataforma de escape submersa. Uma pequena camera de video posicionada
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acima da piscina para registrar cada experimento. Pistas visuais foram mantidas
constantes na sala ao longo de todo o experimento e organizadas de forma que

cada quadrante tivesse uma sugestao visual unica.

Todos os grupos de animais foram submetidos a trés baterias de testes,
contendo cinco dias cada. Nos dias 1, 2, 3 e 4 de cada bateria, os animais tinham
quatro testes de treinamento de dois minutos cada para localizar a plataforma (com
um intervalo de quinze minutos entre eles). Essa que, teve a posicao modificada a
cada bateria. Uma vez que a plataforma foi atingida, o camundongo foi autorizado a
permanecer na plataforma por 10 segundos. Se o camundongo nao encontrou a
plataforma em dois minutos, ele foi guiado até ela e depois deixou-se permanecer na
plataforma por 10 segundos. Nos dias 5, a plataforma foi retirada, e foram realizados

dois testes de dois minutos (Tabela 1).

A baterias de LAM foram realizadas no inicio do experimento (aos 6 meses de
idade dos animais), ap0s a constatacdo da resisténcia insulinica através da dieta
hipercaldrica (aos 11 meses), e por fim apds o tratamento com o 6leo essencial de
carqueja (aos 12 meses). Analisando-se assim a laténcia do tempo para o encontro
da plataforma e o tempo relativo gasto em cada quadrante alvo.

Figura 4. Aplicagdes do teste do Labirinto aquatico de Morris

LAM Bateria 1 Bateria 2 Bateria 3
(6 meses) (11 meses) (12 meses)
Plataforma
Dia 1 (plataformasubmersa) | 4 testes 4 testes 4 testes
Dia 2 (plataformasubmersa) | 4 testes 4 testes 4 testes
Dia 3 (plataformasubmersa) | 4 testes 4 testes 4 testes
Dia 4 (plataformasubmersa) | 4 testes 4 testes 4 testes
Dia 5 (sem plataforma) 2 testes (2') 2 testes (2') 2 testes (27)
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3.3 Tratamento

3.3.1 Dieta

Os grupos Controle e OBt receberam a racdo padrdo com um valor cal6rico
de 306 kcal/100g (informac&o do rotulo: carboidratos = 45,5%, gorduras = 4,0% e
proteinas = 22,0%) durante todo o experimento. Inicialmente, os grupos HC e
HC+OBt receberam a racdo padrdo, porém, ap0s o primeiro teste do labirinto
aquético de Morris (LAM) iniciou-se o tratamento com uma dieta rica em gordura
(estimativas: carboidratos = 45,2%, gorduras = 25,5% e proteinas = 16,6%) tendo
seu valor calérico em torno de 477,1 kcal/100g (TERRA, A. M. et al., 2017). Esta
tltima dieta foi produzida internamente usando a racdo padrdo Nuvilar® em po,
chocolate ao leite, amendoim e biscoito maizena (3: 2: 2: 1). A mesma durou trés
meses, até a constatacado da resisténcia insulinica. Todos 0s grupos tiveram livre

acesso a agua e a comida.

3.3.2. Oleo essencial de carqueja

O 6leo essencial de carqueja utilizado foi obtido através da empresa Laszlo
Aromaterapia Ltda., Lote 001365. Este foi analisado por cromatografia gasosa
combinada com um detector de espectrometria de massa. Foram identificados 15
compostos, que podem ser divididos em quatro subclasses: monoterpenos (5
membros), monoterpenos oxigenados (2), sesquiterpenos (6) e sesquiterpenos
oxigenados (2). O acetato de carquejila foi o principal composto encontrado neste
Oleo essencial: (46,24 + 4,21)% (GOMES, A. et al., 2017).

O dleo foi emulsificado com xantana em agua e a administracao foi realizada
por sondagem orogastrica (gavagem), na dose de 20 mg/kg/dia, nos grupos OBt e
HC+OBt. O tratamento comecou as 11 meses de idade, ap0s o segundo teste de

LAM e durou até o ultimo teste de LAM aos 12 meses.
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3.4 Glicemia

Para avaliacdo do perfil glicémico dos animais, foram realizadas medi¢des ao
longo de todo experimento, com jejum prévio de 6 horas, através do glucometro
(Accu Chek Performa, Roche Diagnotics, Sdo Paulo-SP). As amostras de sangue
foram coletadas por seccdo de vasos sanguineos da regido caudal do animal. A
tolerancia diminuida a glicose, caracteristica da resisténcia insulinica, foi confirmada
mediante o teste de tolerancia oral a glicose, no qual é ministrado, por gavagem,
2g/kg de glicose e, posteriormente, a glicemia € medida por glucometro em
diferentes tempos: 0, 15, 30, 45, 90 e 120 minutos.

3.5 Coleta de amostras e andlises bioquimicas

ApGs a realizagao do ultimo teste de LAM, os animais sofreram eutanasia por
deslocamento cervical e amostras de sangue foram retiradas através de pulsdo
intracardiaca. A centrifuga foi utilizada na centrifugacdo do sangue coletado, a

2500rpm durante 15 minutos, para obtencdo do soro.

A partir destas amostras de soro, realizamos as dosagens do colesterol total e
triglicerideos, através do kit comercial Bioclin, Quibas, MG, BR. Os testes foram
realizados de acordo com a metodologia indicada pelo fabricante, em um
espectrofotometro digital (EDUTEC — EEQ-9023).

3.6 Andlises estatisticas

Todas as analises foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism,
versao 6.0. Para a analise estatistica entre os diferentes grupos o teste utilizado foi o
Two-Way ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni. JA para a analise
intergrupos foi utilizado o Teste T Student. Adotamos o nivel de significancia a do
teste, neste caso foi usado a=5%, sendo valores de p < 0,05 considerados
estatisticamente significantes. Todos os resultados foram apresentados pela média +
EPM.
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Figura 5. Linha do tempo da metodologia aplicada.
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4 RESULTADOS

4.1 Peso

No presente estudo, é possivel observar que o grupo Controle manteve o
peso relativamente constante ao longo do experimento. Ao compara-lo com o0s
grupos HC e HC+OBt, conseguimos constatar que a dieta hipercaldrica realmente
apresenta grande influéncia no peso dos animais, considerando que houve um
aumento proeminente do peso nestes grupos apoés a insercdo da nova dieta (Figura
6). Verificamos uma diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Controle e OBt
em relacdo aos grupos HC e HC+OBt. Ap0s o tratamento com o 6leo essencial de
carqueja, houve uma leve reducdo do peso no grupo OBt, e uma reducéo
significativa no HC+OBt (p<0,05) (Tabela 1).
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Figura 6. Peso médio em gramas dos grupos ao longo do experimento. Seta para cima (1):
insercdo da dieta hipercaldrica aos grupos HC; seta para baixo ({): inicio do tratamento com 6leo de
carqueja aos grupos OBt.

a. Diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos Controle e OBt em relagdo aos grupos HC e

HC+OBt.
Durante o periodo do tratamento com o 6leo essencial (12 meses), momento
no qual todos os grupos ja estavam novamente recebendo a dieta padrado, foi

possivel observar um aumento significativo do consumo de ragdo do grupo HC em



38

relacdo a quando recebia a dieta hipercaldrica (11 meses), o0 mesmo nao foi
observado no grupo HC+OBt (Tabela 1).

Tabela 1. Peso e consumo de racdo observados nas diferentes idades dos
camundongos C57BL/6.

Controle OBt HC HC+OBt
6 meses  29,22+108 31,15+0,52 33,61+0,8  34,41+14
Peso (9) 11 meses 32,56+0,74 32,38+0,42 36,87+0,57% 39,74+1,87°
12 meses  33,04+0,62 31,7020,31 37,57+0,84% 37,35+1,79%¢
6 meses 3,45+0,69 5,00+0,1 4,05+0,75 3,18+0,17
11meses  3,65+0,24 542+0,12° 3,724021  2,98+0,13
12 meses  3,59+0,10 4,53+0,32 5,50+1,27°°  3,45+0,24

a. Diferencga significativa (p<0,05) em rela¢éo aos grupos Controle e OBt.

b. Diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos grupos HC+OBt.

c. Diferenca significativa (p<0,05) em relagdo aos grupos Controle, HC e HC+OBt.
d. Diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos 11 meses.

e. Diferenca significativa (p<0,05) em relacdo ao tratamento com ragéo HC.

Consumo
(g/dia)

4.2 Parametros bioquimicos

A dieta hipercal6rica promoveu um aumento significativo (p<0,05) nos valores
glicémicos dos camundongos C57BL/6, bem como nos niveis de colesterol total, no
entanto ndo observamos alteracfes significativas nas taxas de triglicerideos, no
entanto, o tratamento com 6leo de carqueja néo alterou os niveis de colesterol total

e triglicerideos (Tabela 2).

Tabela 2. Glicemia observada nas diferentes idades dos camundongos C57BL/6;
valores de triglicerideos e colesterol total analisados ao final do experimento.

Controle OBt HC HC+OBt

Glicemia 6 meses 118,4+0,4 128,8+3,9 148,1+3,7 141,6+5,5
(mg/dl) 11 meses 139,6+7,2 143,849,8 163,8+3,2°2 175,6+9,9%
12 meses 135,7+5,2 118,2+9,3 152,6+5,6% 143,9+6,3%°
Triglicerideos (mg/dl) 50,49+7,2 60,2410,4 60,45+2,32 69,11+10,31

Colesterol total (mg/dl) =~ 74,13+5,88 69,2443 94,6+4,99° 118,5+16,36°
a. Diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos grupos Controle e OBt.
b. Diferenca significativa (p<0,05) em relacédo ao periodo de 12 e 11 meses de idade.

A glicemia foi dosada ao longo de todo experimento, e foi possivel verificar
uma diferenca significativa (p<0,05) dos niveis glicémicos entre 0os grupos com a

dieta padrdo e com a dieta hipercaldrica. Apos a introducéo da dieta de cafeteria, era
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esperado um aumento proeminente dos niveis glicémicos que pudesse indicar
intoleréncia a glicose, constatada através do Teste oral de tolerdncia a glicose
(Figura 7). Com o inicio do tratamento, foi possivel notar que o 6leo essencial de
cargueja reduziu significativamente (p<0,05) a glicemia dos camundongos no grupo
HC+OBt. Observamos também uma reducéo na glicemia dos animais que ingeriram
racdo comum tratados com o Oleo essencial de carqueja (Obt), porém n&o

significativo.
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Figura 7. Glicemia dos grupos Controle, OBt, HC e HC+OBt ao longo do experimento Seta para
cima (1): inser¢ao da dieta hipercalérica aos grupos HC; seta para baixo (|): inicio do tratamento com
Oleo de carqueja aos grupos OBt.

a. Diferencga significativa (p<0,05) entre os grupos Controle e OBt em relagdo aos grupos HC e
HC+OBt;

Aposs o consumo por 3 meses da dieta hipercal6rica, antes do tratamento com
Oleo essencial de carqueja ser iniciado, foi realizado o Teste oral de tolerancia a
Glicose (TOTG), visando verificar uma possivel resisténcia a insulina. Como pode
ser observado na figura 8, a tolerancia a glicose foi significativamente superior
(p<0,05) nos grupos que receberam a dieta hipercaldrica (HC e HC+OBt) em relagéo

aos grupos Controle e OBt.
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Figura 8. Curva de tolerancia a glicose e area sobre a curva (AUC). A dieta hipercalérica foi capaz
de promover toleréncia a glicose apés 3 meses de tratamento.

* Diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos HC e HC+OBt em relagdo aos grupos Controle e
OBt.

4.3 Labirinto aquatico de Morris (LAM)

Ao analisarmos a laténcia para o encontro da plataforma no LAM, observou-
se uma reducédo da cognicdo dos animais a medida que envelheciam nos grupos
Controle e OBt (11 meses). Possivelmente, ndo foi observada uma piora entre os 11
e 12 meses no grupo Controle, em fungéo do curto espaco de tempo. Os grupos HC
e HC+OBt ap06s insercdo da dieta hipercaldrica (11 meses), apresentaram um
desempenho similar aos 6 meses de idade, apresentando um resultado inesperado,
de que a dieta melhora a cogni¢do. Ja aos 12 meses, apos a administracdo do 6leo
essencial, o grupo HC+OBt apresentou uma reducdo significativa (p<0,05) na
capacidade de memorizacao/aprendizado. Também €& possivel observar uma piora
no grupo OBt aos 12 meses (Figura 9). Desta forma, fica claro que o OBt néo

favorece um aumento na cognicgao.
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Figura 9. Laténcia, em segundos, no teste do labirinto aquatico de Morris. Aos 6 meses, teste inicial; 11 meses, teste apos dieta hipercalérica; 12
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A auséncia de efeito do Obt sobre o aprendizado/memoria pode observada
melhor na figura 10, onde a laténcia no grupo que recebeu apenas o 6leo essencial

é significativamente superior (p<0,05) ao grupo Controle.
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Figura 10. Laténcia, em segundos, no teste do labirinto aquatico de Morris, com
camundongos dos diferentes grupos aos 12 meses de idade.
* Diferenca significativa do grupo OBt em relacdo ao grupo Controle.

Ao examinarmos o0s diagramas que mostram o percentual de tempo gasto
pelos animais no quadrante 1 (Q1), local no qual se encontrava a plataforma, os
dados observados anteriormente sdo corroborados. Pode-se observar que aos 6
meses 0S animais no T5 aprenderam onde estava a plataforma, visto que o
percentual de tempo no Q1 é significativamente (p <0,05) maior que em T1. No
grupo HC e HC+OBt, aos 11 meses, o0 percentual de tempo em Q1 é maior em T5
guando comparamos com 0s 6 meses, demonstrando que a dieta hipercalérica
trouxe algum beneficio para a memoria dos animais. JA4 aos 12 meses, com a
administracdo do Oleo de carqueja, houve uma diminuicdo no percentual de tempo
gasto dos animais no quadrante Q1 e aumento nos demais quadrantes nos grupos

OBt e HC+OBt (Figura 11).
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Figura 11. Porcentagem de tempo nos quadrantes do teste do labirinto aquéatico de Morris. Q1,
quadrante onde estava localizada a plataforma; T1= na presenca da plataforma; T5= na auséncia da

plataforma).
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5 DISCUSSAO

Diversos estudos epidemiolégicos demonstram uma associacdo entre a
obesidade causada pela ingestdo de gordura na dieta e um risco aumentado de
desenvolver DA. Existem muitas teorias para explicar a conexdao entre DA e a
sindrome metabdlica, incluindo sinalizacdo de insulina cerebral prejudicada e
distarbios no metabolismo lipidico. No entanto, a ligacdo molecular e celular entre as
patologias ainda néo foi elucidada (KOTHARI et al., 2017).

Dietas ricas em gorduras saturadas estdo associadas a obesidade, diabetes
tipo 2 e RI. Na literatura diversos estudos ja constataram que o tratamento com
racdes hipercaldricas em ratos e camundongos sdo capazes de aumentar 0 peso
dos animais (KOTHARI et al., 2017; PARK et al., 2001; LEE et al., 2011; YEN et al.,
2017; CHU et al.,, 2017; HATZIDIS et al., 2017; BUSQUETS et al.,, 2017,
UNDERWOOD; THOMPSON, 2016%. SOBESKY et al., 2014; WOODIE; BLYTHE,
2017).

Segundo Hariri e Thibault (2010), normalmente séo utilizadas dietas ricas em
gordura na faixa de 30-78% da ingestéo total para estudar obesidade em ratos e
camundongos. Em geral, dietas contendo mais de 30% da energia total como
gordura levam ao desenvolvimento da obesidade. Porém, pesquisadores ja
induziram obesidade através de porcentagens que variaram de 13 a 85%. No
presente estudo foi utilizada para a inducdo da resisténcia insulinica uma dieta de
cafeteria com 25,5% de gordura. Apds a substituicdo da dieta comum, pela dieta
hipercalorica (DHC) nos grupos HC e HC+OBt, foi possivel observar um aumento
significativo no peso destes grupos em relacdo aos grupos Controle e OBt,

condizendo com o que é observado na literatura.

Existem poucos estudos que avaliam a capacidade emagrecedora da
Baccharis trimera. Em um estudo com humanos, capsulas de carqueja desidratada
mostraram eficacia na reducdo do peso dos pacientes apos 30 dias de tratamento
(FIGUEIREDO; PEREIRA, 2011). JA em animais, o0 extrato metandlico de Baccharis
trimera apresentou uma acdo emagrecedora, acreditando-se que seja devido a sua

inibicdo da lipase pancreatica. (SOUZA et al., 2012). Até o presente momento, ndo
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foram encontrados estudos na literatura que avaliassem o efeito do 6leo essencial

de BT sobre o peso.

A avaliacdo dos dados desta pesquisa demonstrou que o0 0Oleo essencial de
carqueja foi capaz de reduzir, de modo significativo, 0 peso dos animais que foram
tratados com a alimentagdo rica em gordura e carboidratos. Esse resultado
demonstra a necessidade de mais pesquisas sobre a carqueja sendo utilizada na
reducdo de peso induzido por dietas hipercaloricas, podendo assim, se tornar um

novo método fitoterapico para o tratamento da obesidade.

N&o foi observada alteracdo na ingestdo de racdo entre os grupos tratados
com dieta padréo e os com dieta hipercaldrica, assim como estudos que relatam o
peso dos alimentos consumidos, ndo demonstram (LEE et al.,, 2011; YEN et al.,
2017). Porém, durante o periodo do tratamento com o 6leo essencial, momento no
qual todos os grupos ja estavam novamente recebendo a dieta padréo, foi possivel
observar um aumento significativo do consumo do grupo HC em relacdo a quando
recebia a dieta hipercalérica. O mesmo ndo foi observado no grupo HC+OBt,
mostrando que o 6leo essencial de carqueja pode apresentar um efeito anorexigeno

apos um periodo de maior ingestéo caldrica.

As andlises da relacdo entre a administracdo da carqueja e das taxas de
colesterol e triglicerideos variam na literatura. Um grupo ja demonstrou que a
Baccharis trimera proporciona a diminuicdo dos niveis de colesterol e triglicerideos
(SOUZA et al.,, 2012), enquanto outros estudos né&o demonstraram diferenca
(NASCIMENTO, 2013; FERREIRA et al., 2004). No nosso estudo, observamos que 0

Oleo essencial de carqueja nao foi capaz de alterar esses parametros bioquimicos.

A dieta com alto teor de gordura é uma abordagem bem estabelecida para
induzir Rl em 6rgdos periféricos e hipotalamo. Ela induz RI hepéatica e
comprometimento da plasticidade sinaptica em camundongos C57BL/6. Além disso,
a DHC esta associada com RI telencefalico e efeitos deletérios sobre integridade
sinaptica e comportamentos cognitivos (KOTHARI et al., 2017).
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Diversos autores (PARK et al., 2001; NASCIMENTO, 2013; YEN et al., 2017,
BUSQUETS et al., 2017; UNDERWOOD; THOMPSON, 2016°; LEE et al., 2011),
confirmaram que apesar de periodos variados de tratamento e composicao caldrica
diferentes, todas as dietas hipercaléricas aumentaram o0s niveis glicémicos nos
animais de pesquisa, produzindo resisténcia a insulina. Assim como eles,
constatamos que houve uma diferenca significativa dos niveis glicémicos entre os
grupos tratados com a dieta padrdo e com a dieta hipercaldrica. E apos a realizacao
do TOTG, confirmou-se que os grupos HC e HC+OBt apresentaram uma tolerancia

a glicose diminuida, em comparacéo aos grupos Controle e OBt.

A Baccharis trimera € mencionada por Feijé e colaboradores (2012) em um
estudo sobre as plantas medicinais utilizadas como hipoglicemiantes para o
tratamento de diabetes no Rio Grande do Sul e, segundo Cecilio e colaboradores
(2008) e Borges et al. (2008), esta espécie é uma das mais citadas na literatura pela
sua utilizacao popular para o tratamento desta doenga em todo o Brasil. Oliveira et
al. (2005) demonstraram que 0 extrato aquoso da carqueja apresenta acéo
hipoglicemiante em camundongos Swiss diabéticos. Assim como, um estudo recente
realizado pelo nosso grupo comprovou que o 6leo essencial de carqueja possuli
potencial efeito hipoglicemiante em ratos diabéticos (dados nédo publicados).

Foi possivel notar nos nossos resultados, que o 6leo essencial de cargueja
reduziu significativamente a glicemia dos camundongos no grupo HC+OBL.
Observamos também uma reducdo na glicemia dos animais que ingeriram racao
comum e foram tratados com o Oleo essencial de carqueja (Obt), porém néao

significativo.

Kothari e colaboradores (2017), mostrou que a DHC apresenta efeitos nos
transportadores neuronais de glicose no cérebro. Eles observaram na membrana
plasmatica, uma diminuicdo na concentracdo de GLUT1 (que diminuiu 46,7%) e
GLUT3 (diminuiu 40,81%) em lisados cerebrais de ratos alimentados com DHC (em
comparacao com os controles). Estes dados indicam a diminuicdo da absorcéo de
glicose no cérebro apds a dieta. A sinalizacdo de insulina pode induzir tanto a
expressdo como a translocacéo de transportadores de glicose para a membrana

plasmatica Esses resultados estariam de acordo com estudos publicados
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anteriormente sobre os cérebros de pacientes que foram diagnosticados com DA e
diabetes. J& Busquets e colaboradores (2017), detectaram a presenca de
deposicOes de peptideos B-amilodes no grupo experimental tratado com dieta

hipercalorica, comparado aos controles.

Segundo Cordner e Tamashiro (2015), a maioria esmagadora em mais de 40
estudos em roedores, descobriu que o consumo de DHC prejudica o desempenho
dependente do hipocampo no Teste aquatico de Morris. Esta associacao foi descrita
em varios modelos com camundongos e ratos que foram expostos a uma DHC entre
1 més e 8 meses. Entre as varias dietas usadas nestes experimentos estdo
porcentagens de gordura que variam de 21% a 60%. Alguns estudos nao relataram
nenhuma alteracdo do desempenho no LAM, apdos o consumo de dieta hipercaldrica,

como por exemplo, Woodie e Blythe (2017).

Esta bem estabelecido que ocorre um declinio na performance no LAM com o
aumento da idade dos animais. Pelo menos parte deste declinio esta ligado a
mudancas da idade na habilidade aquatica, de locomocao e exploracdo. Além disso,
animais idosos, assim como humanos, demonstram alteracbes na cognicdo em
diversas tarefas, e tem se descoberto que isso coincide com mudancgas estruturais e
fisiolégicas em regides cerebrais envolvidas nessas fungdes (D’HOOGE; DE DEYN,
2001). No presente estudo, pode-se observar que aos 6 meses de idade os animais
aprenderam a localizacdo da plataforma, visto que o percentual de tempo no
quadrante de interesse € significativamente maior em T5 em relacdo a T1. Ao
analisarmos a laténcia para o encontro da plataforma, nota-se uma reducédo da
cognicdo dos animais a medida que envelheciam nos grupos Controle e OBt (11
meses) como esperado. Talvez ndo tenha sido observada uma piora dos 11 para 12
meses no grupo Controle em funcdo do curto espaco de tempo entre as ultimas

baterias.

Os grupos HC e HC+OBt apo0s a insercéo da dieta hipercalorica (11 meses),
surpreendentemente apresentaram um desempenho similar aos 6 meses de idade
na laténcia para encontro da plataforma, demonstrando que a dieta hipercal6rica
ocasionou uma melhora na cognicédo. Tanto no grupo HC quanto HC+OBt, aos 11

meses, € possivel observar um percentual de tempo em Q1 maior em T5. Esses



48

resultados sdo opostos aos achados anteriores que demonstraram o desempenho
prejudicado de animais submetidos a uma tarefa de aprendizagem espacial, tendo

somente Pini et al. (2016) encontrado algo semelhante aos nossos resultados.

A inducdo de dano cognitivo através da dieta hipercaldrica ndo apresenta um
protocolo, sendo observados resultados com o uso de ragdes que apresentam
diferentes porcentagens de gordura, ingredientes e com tratamentos variados de
tempo. Isso nos leva a duas hip6teses possivelmente complementares. A primeira €
de que apesar da constatacao de tolerancia a glicose, o tempo de tratamento com a
racao de cafeteria utilizada pelo nosso grupo néo foi o suficiente para induzir danos
no aprendizado. De acordo com Hatzidis e colaboradores (2017), a duracéo da dieta
hipercalérica é fundamental para que os sintomas de DM2 em camundongos
C57BL/6 nédo sejam revertidos com a mudanca da dieta HC para a dieta regular.

Pini e colaboradores (2016), constatou que 0s animais tratados com dietas
hipercaléricas e de cafeteria apresentaram niveis menores de ansiedade no teste de
EPM. De acordo com alguns autores, o estresse pode dificultar os processos de
aprendizagem e de memobria. Portanto, sugeriu-se que o melhor desempenho
apresentado pelos animais tratados na tarefa de aprendizagem e meméria no LAM

pode estar relacionado a menor ansiedade observada nesses animais.

Logo, a segunda hipétese é que a dieta de cafeteria (chocolate e amendoim)
é rica em triptofano, um aminodacido precursor direto da serotonina. Provavelmente,
essa dieta facilitou a quantidade de serotonina disponivel. A serotonina (5-HT) esta
relacionada com o humor dos animais, geralmente ajuda a diminuir os niveis de
estresse, mas também esté relacionado aos processos de aprendizagem e memaria
(IZQUIERDO, 2011 apud PINI et al., 2016). Glikmann-johnston et al. (2015)
relataram que modificagbes farmacolégicas nas concentragbes de 5-TH, tanto por
recaptacdo quanto por liberagéo, interferem no funcionamento da memaria espacial,
sendo que o aumento da concentracéo extracelular de 5-HT mantém ou melhora o
desempenho enquanto a diminuicdo torna-se prejudicial a memoéria espacial. Miri et
al. (2017) mostrou que a ingestdo de L-triptofano durante 21 dias, por um modelo
experimental de DA, apresentou melhora significativa na memoria espacial dos

animais no LAM.
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Quando observamos os camundongos as 12 meses, apds a administracao do
Oleo essencial de carqueja, verificamos que o grupo HC+OBt apresentou uma
reducao significativa (p<0,05) na capacidade de memorizacao/aprendizado quando
observamos a laténcia, sendo também possivel observar uma piora no grupo OBt.
Além disso, houve uma diminuigdo no percentual de tempo gasto dos animais no
qguadrante Q1 nos grupos OBt e HC+OBt entre os 11 e 12 meses. Desta forma, fica
claro que o OBt ndo favorece um aumento na cogni¢cdo, mas, observando o
comportamento dos animais € possivel que o OBt tenha alguma acéo
ansiolitica/sedativa. No entanto, outros testes s8o necessarios para que essa
hip6tese possa ser avaliada.
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6 CONCLUSAO

Apoés a dieta com cafeteria hipercalorica, verificamos a elevacédo da glicemia
nos grupos tratados e constatamos a resisténcia insulinica nos camundongos
C57BL/6 medida através do teste oral de tolerancia a glicose. Com a introducdo do
Oleo de carqueja, foi possivel observar que ele é capaz de provocar uma melhora
significativa nos niveis glicémicos dos animais tratados com dieta hipercalérica e
Obt.

Apesar do 6leo ndo provocar alteragdes nos niveis de colesterol total e
triglicerideos apoés o tratamento, ele apresentou um efeito emagrecedor promovendo

uma leve reducéo no peso do grupo OBt, e uma reducao significativa no HC+OBt.

Quanto a capacidade de aprendizagem e memoéria dos camundongos
C57BL/6 através do teste do Labirinto aquatico de Morris observamos um declinio
cognitivo esperado nos grupos Controle e OBt devido ao envelhecimento, e ainda
que o resultado dos grupos tratados com a dieta de cafeteria ndo tenha sido o
esperado, este resultado ndo influenciou na averiguacédo de que o 6leo essencial de

carqueja nao apresenta beneficios para a memoria.
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