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Prologo

O desenvolvimento desta monografia é parte integrante do projeto de Auxilio a
Pesquisa (Projeto regular) aprovado pela Fapesp (Processo 09/52471-1). Este projeto envolve
uma pesquisa conjunta entre a universidade e o setor empresarial, cujo objetivo principal € a
obtencdo, padronizacdo e avaliacdo de novos produtos eficazes, na forma de extratos
padronizados ou alimentos funcionais, para o controle do metabolismo energético, diminuicao

do ganho de peso e aparéncia geral da pele.

Na proposta inicial do projeto ndo havia a necessidade de padronizar um novo
modelo de inducdo de obesidade devido a utilizacdo de animais obesos nocautes para leptina
(C57BL/6J Lep®™) que seriam provenientes da CEMIB (Centro Multidisciplinar para
Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia em Animais de Laboratorio) da UNICAMP.
Porém, a CEMIB assim como em outros locais - Unifesp, Biotério do Instituto Butantan,
Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirdo Preto, Biotério da
Universidade de Marilia (UNIMAR), Biotério Central do ICB da USP e na Fundagédo

Oswaldo Cruz - ndo poderiam fornecer a quantidade necessaria de animais.

Frente a esta nova problematica, tivemos que modificar no projeto a metodologia
de estudo de obesidade e padronizamos outra metodologia de obesidade induzida por dieta
hipercalérica em camundongos albinos Swiss machos, fornecidos pelo Biotério Central da
UNESP, localizado no campus de Botucatu. Associado a esta padronizacdo, foi necessario

ainda buscar uma racao hipercalérica padronizada para a realizacdo dos experimentos.

Ap0ds as oito semanas da aplicacdo do novo modelo para a inducdo da obesidade
em camundongos Swiss machos, tivemos que padronizar outro modelo para a inducgdo de
estresse por agente estressor fisico e psicogénico, pois ndo constavam na literatura modelos

especificos para os animais estudados.
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Considerando todos os fatores envolvidos até o presente momento do
desenvolvimento da monografia ndo conseguimos concluir totalmente o projeto. Assim o0s
resultados apresentados sdo parciais devido ao maior tempo utilizado para a execucao do

pojeto.
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Resumo

A obesidade tem sido considerada um dos mais graves problemas de satde publica do
mundo, especialmente por ser um dos principais fatores de risco para inimeras doencas
cronicas que caracterizam a Sindrome Metabdlica. Além dessas doencas a obesidade também
acarreta dermatoses que afetam ndo so a parte emocional do individuo como também causam
inimeras infec¢bes cutaneas. Assim, 0 excesso de peso pode ser um agente que ocasiona
inimeros tipos de estresses: psicoldgico, fisico e social. Visando a melhoria da qualidade de
vida dessas pessoas, varios estudos etnofarmacoldgicos indicam espécies vegetais para o
tratamento de distarbios relacionados a obesidade com o principal atrativo de oferecer um
esquema terapéutico supostamente mais seguro e eficaz para a salde quando comparado ao
tratamento realizado com anorexigenos tradicionais. Considerando que tanto a ingesta de
alimentos como o tratamento por via oral com diferentes compostos podem promover
alteracdes na expressao génica e que uma dieta alimentar adequada tem sido valiosa como
mecanismo de manutencdo das fungdes vitais do organismo, o objetivo deste trabalho €
desenvolver um novo método de padronizacdo do modelo de obesidade e estresse por agentes
estressores fisicos e psicogénicos em camundongos Swiss machos. E, avaliar o efeito do
extrato supercritico da Physalis angulata L. sobre a ingestdo alimentar e a reducdo da

variacdo de peso corporeo.

Palavras-chave: obesidade, estresse e Physalis angulata L.
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Abstract

The obesity has been considered one of the most serious public health problem in the
worldwide scale, especially for being one of the main risk factors for many chronic diseases
that characterize the metabolic syndrome. In addition to these diseases, obesity also causes
dermatoses that affect not only the individual emotions but also cause various cutaneous
infections. Thus, overweighting can be an agent that causes many types of stress:
psychological, physical and social. In order to improve people’s life quality, several
ethnopharmacological studies indicate plant species for the treatment of disorders associated
with obesity due to the attraction of this regimen is perceived as safer and more health
effective when compared to the treatment performed by traditional anorectic substances. If
considered both food intake and also oral treatment with different compounds can promote
change in the gene expression, besides an appropriate diet has been maintenance mechanism
of body's vital functions. The aim of this work was to develop new standard methods for
induced obesity and stress, which stress is induced through physical and psychogenic stressors
in Swiss male mice. Also to evaluate the effect of supercritical extract of Physalis angulata L.

on the food intake and corporeal weight loss.

Keywords: obesity, stress and Physalis angulata L.
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1. Introducéo

1.1. Obesidade e Estresse

A obesidade é classificada como uma Doenca Cronica Nao-Transmissivel
(DCNT) caracterizada por um distarbio nutricional consequente do acumulo excessivo de
gordura corporal no individuo. Atualmente, ha um consenso na literatura a respeito da sua
etiologia multifatorial, ou seja, suas causas abrangem tanto aspectos bioldgicos (genéticos e
fisiolégicos) quanto sociais e historicos (fatores culturais). Sendo a ingestdo alimentar
inadequada e a reducdo dos gastos caléricos diarios, os principais fatores envolvidos no
desenvolvimento da obesidade [1].

O numero de pessoas com sobrepeso e obesas no ocidente tem aumentado
rapidamente nos Gltimos 20 anos devido a alimentacdo inadequada com dietas de cafeteria e
ao sedentarismo [2]. Aproximadamente metade dessas pessoas possui um indice de massa
corporea (Kg/m2) (BMI) maior do que 25 [2], 0 que torna essa doenga um alvo constante de
estudos, principalmente, porque a obesidade esta relacionada a um maior risco de morte do
individuo [3].

As doengas metabolicas sdo denominadas “Sindrome Metabolica” ou “Sindrome
X [4], cujos sintomas sdo: dificuldade respiratoria, disturbios do aparelho locomotor e
dislipidemias [5]. As sindromes metabdlicas também abrangem: doencas cardiovasculares,

diabetes nao-insulino-dependente (Diabetes Tipo 1) e cancer [5].

Além disso, a obesidade apresenta outro fator preocupante, 50% da populacao
obesa apresenta infec¢fes na pele. As dobras corpdreas ocasionadas pelo excesso de gordura
corporal sdo locais onde freqgiientemente ocorrem inflamacGes, irritacdo cutanea e infeccdes
por Candida folliculitis, Tinea cruris, Candida albicans,entre outros. Este excesso de gordura
também pode causar estrias, celulites e marcas na pele [6]. Apesar desses Ultimos problemas

ndo apresentarem riscos a salde, eles proporcionam um estresse psicologico e social a pessoa.
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Assim, os distlrbios metabdlicos adicionados as dermatoses quando ndo tratados
estdo interligados a diferentes estimulos estressores que podem ocasionar infecgdes (estresse
fisico), tristeza e ansiedade (estresse psicoldgico), dor (estresse fisioldgico) e até bullyng
(estresse social).

Finalmente, apds considerar todos esses dados e verificar o aumento da incidéncia
da obesidade na populacdo mundial, a obesidade é vista hoje como um dos maiores problemas
de salde publica do planeta [7]. Consequentemente, junto com o aumento desta problematica
h& uma constante busca por melhorias na qualidade de vida das pessoas através do uso de
alimentos funcionais e de dietas adequadas como mecanismo de prevencdo, controle e
tratamento desta DCNT.

Obesidade e dieta hiperlipidica (DH):

Dentre todos os outros macronutrientes, os lipidios apresentam a maior
capacidade energética e de estoque no organismo. Aproximadamente 96% do total de lipidios
ingeridos sdo armazenados na forma de gordura corporea [8], havendo desta maneira uma
relacdo positiva entre a quantidade energética das dietas hiperlipidicas e o aumento de peso na
populacdo. Em geral, dietas contendo mais que 30% da energia total em gordura causam o
desenvolvimento da obesidade [9].

Esse fato foi comprovado por meio de experimentos realizados com modelos
animais. Em ratos, por exemplo, utilizaram-se dietas com 20 a 60% da energia provenientes
da gordura animal (gordura bovina, banha) ou vegetal (6leo de girassol e de milho) [10].
Porém nem todas as dietas tiveram a composi¢do definida [10]. Assim, ndo ha uma concluséo
correta da relacdo entre o ganho de peso e os componentes da dieta dos animais [10].
Portanto, salienta-se a importancia de se estudar modelos de inducéo de obesidade com dietas
de composicao conhecida.

Além disso, nem todos os animais submetidos a DH tornam-se obesos, pois 0s
animais susceptiveis a obesidade sdo hiperfagicos. I1sso possivelmente se deve a resisténcia da
acdo anorexigénica da insulina e ao decréscimo da expressdo de alguns peptideos

anorexigénicos no hipotalamo [10].
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Portanto, para o estudo da hiperfagia na indugdo da obesidade em ratos e
camundongos utiliza-se o critério da dieta hiperlipidica de acordo com a maior ingestao

energética e ndo necessariamente a quantidade de alimento ingerido [11] [12] [13] [14].

1.2. Physalis angulata L.

No planeta, mais ou menos 70% dos medicamentos séo desenvolvidos a partir de
plantas. O Brasil, pais com a maior biodiversidade do mundo, possui aproximadamente 55 mil
espécies vegetais pouco exploradas cientificamente para a elaboracdo de produtos
manufaturados [15].

Considerando-se a relevancia das plantas medicinais ndo apenas como recurso
terapéutico, mas também como recurso econdémico, salienta-se a necessidade do
desenvolvimento de técnicas de manejo sustentado e de preservacdo dos ecossistemas do
mundo. Além disso, ressalta-se a preservacao dos conhecimentos populares sobre as plantas,
fontes de descobertas valiosas que podem melhorar a qualidade de vida da populacdo. Tal
conhecimento provem dos quilombolas, dos indigenas ou da populacdo em geral. Portanto, o
papel das empresas e universidades nesse meio € de extrema importancia para 0 uso
consciente desses recursos naturais tao preciosos.

Neste universo ainda pouco explorado das plantas medicinais encontra-se o
género Physalis, cujo nome vem do grego physa = bexiga, bolha” [16]. Esse género,
pertencente a familia Solanaceae, € constituido por 120 espécies herbaceas com habitos

perenes gque estdo localizadas nas zonas tropicais e temperadas [17].

Entre as 120 espécies encontra-se a Physalis angulata L., conhecida popularmente
como “Camapu” na Amazbnia ou como “Baldozinho”, “Bucho-de-rd”, “Joa”, “Jua-de-
capote”, “Mata-fome”, “Mulaca”, “Tomate silvestre” ou “Cereja-de-inverno” em outras
regides do Brasil [16] [18]. Na medicina popular brasileira, ela é empregada no tratamento de
uma variedade de doengas como a maldria, asma, hepatite, dermatite e reumatismo [19]. E, na
medicina tradicional chinesa a mesma é utilizada como antiinflamatoria e desintoxicante [20].

No Peru, essa espécie vegetal é utilizada contra diabetes [16].
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Estudos in vitro demonstraram seus efeitos antitumorais nos hepatomas, cancer do
colo do utero, adenocarcinoma do pulméao e carcinoma epidérmico. Mas, Santos e cols (2003)
[18] verificaram a atividade genotdxica do extrato em linfocitos. Mostrando a necessidade e a
importancia de mais pesquisas para comprovar suas atividades farmacoldgicas e possiveis

efeitos téxicos em estudos in vitro e in vivo.

Outras atividades tdxicas foram relatadas, tais como atividade molusticida [17],
citotoxicas contra canceres de mama, figado e boca [21], além de atividades

imunomoduladoras [22] e tripanossomicidas [23].

Considerando os efeitos imunomoduladores e anti-inflamatorios da Physalis
angulata L. e levando em consideracdo também que a obesidade e a sua associacdo com
estimulos estressores como infeccdes cutaneas e respostas inflamatorias do individuo obeso,
verifica-se a possibilidade do extrato do “camapu” atuar sobre o controle da ingesta alimentar
a fim de se encontrar novas formas de prevencéo e tratamento da obesidade e das doengas

associadas a ela.
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2. Objetivo

Desenvolver um novo método de padronizacdo do modelo de obesidade e de
estresse por agentes estressores fisicos e psicogénicos em camundongos Swiss machos.
Avaliar o efeito do extrato supercritico da Physalis angulata L. sobre a ingestdo alimentar e a

reducdo da variacdo de peso corporeo.
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3. Material e Métodos

3.1. Planta de estudo

O produto testado nesta monografia trata-se de um extrato obtido por fluido com
CO, supercritico das partes aéreas da Physalis angulata L. obtido atraves da extracdo por
dioxido de carbono supercritico. O produto foi padronizado, preliminarmente, em fisalinas
pelos participantes do projeto (PIPE-Fapesp 06/51824-0) e denominado comercialmente como
Physavie pela empresa Chemyunion Quimica Ltda. Apds isso, ele foi novamente padronizado
em fitosterois e esfingolipideos totais conforme Tabela 5.

Tabela 1- Composicdo quimica do extrato supercritico de Physalis angulata L.

Composicao Unidade Resultado
Fitoesterdis totais % p/p 26,65
Esfingolipideos totais % plp 1,30

Primeiramente, os parametros de extracdo dos extratos apolar e polar da Physalis
angulata L. foram determinados em escala laboratorial. Para tal, os extratos foram obtidos
utilizando o sistema de extracdo supercritico da marca Autoclave Engineers, composto de
coluna de extracdo aquecida de 300 mL de volume interno; bomba de CO, M111L Maximator
e bomba de co-solvente LC-6AD Liquid Chromatography, Shimadzu; banho termostatizado
MQBTC99-20 Microquimica Ind. Com. Ltda e medidor de pressdo 901A Heise Digital

Pressure Indicator.

Para a realizacdo dos experimentos, foi formado, no fundo da coluna de extragéo,
um leito fino de algoddo pré-tratado (lavagem com Etanol P.A. a 35-45°C, 30 minutos
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seguido de secagem em estufa). No topo do leito de algodao foi formado o leito da Physalis
angulata L. triturada e comprimida. Sobre o leito da Physalis angulata L. triturada foi
formado novamente um leito de algoddo para evitar o arraste de particulas pequenas do
extrator. Na saida da coluna de extracdo, a pressdo do sistema soluto/solvente foi diminuida
utilizando uma valvula micrométrica aquecida (AUTIC Automacdo e Instrumentagdo
Analitica) e o extrato precipitado foi coletado em kitasatos de 250 mL. A vazdo do CO,
gasoso foi medida em um rotametro (Oxicamp). Apds o término das extracdes, as tubulactes
da coluna de extracdo foram lavadas com etanol absoluto para a recuperacdo do extrato
acumulado nas mesmas. O residuo (extrato + etanol) foi coletado em frascos apropriados e
separado do extrato através de evaporagdo com nitrogénio ou em sistemas de evaporacao a

Vacuo.

A massa da planta utilizada nas extracdes foi de aproximadamente 67,00 g. O
extrato apolar da Physalis angulata L. foi extraido a 300 bar, 40 °C e vazdo de CO;, de 9
g/min. A mesma amostra de planta utilizada para a obtengédo do extrato apolar foi utilizada na
obtencédo do extrato polar da Physalis angulata L., o qual foi extraido a 300 bar, 70°C, vazéao
de CO, de 9 g/minuto (valores médios), utilizando etanol como co-solvente, em uma
concentracdo de 10 % (p/p) sobre a massa de CO,, o tempo de extracdo foi determinado
através de curvas de extracdo. Os EBP-CO, obtidos foram avaliados por CLAE ou por
Cromatografia Gasosa (CG).

Apols a definicdo dos parametros de extracdo dos extratos apolar e polar da
Physalis angulata L. em escala laboratorial, iniciou-se a etapa de transferéncia dos parametros
para a escala piloto. Para tal, o extrato foi obtido utilizando o sistema semi-automatizado de
extragdo supercritica desenvolvido exclusivamente para Chemyunion, em projeto conjunto
com a FAPESP, composto de bombas de CO, e co-solvente, duas colunas de extracdo de 10 L

de volume interno e dois ciclones de coleta de 1L de volume interno.

Para a realizacdo dos experimentos, a coluna de extracdo foi preenchida com
Physalis angulata L. triturada comprimida. Ap6s o termino das extracfes, o extrato etanélico

obtido foi submetido a evaporacéo a vacuo para retirada do etanol.

Foram utilizados 2, 397 kg de planta na extracdo. O extrato apolar da Physalis
angulata L. foi extraido a 300 bar, 40°C e vazéo de CO, de 187 g/minuto (valores médios). A
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mesma amostra de planta utilizada para a obtencéo do extrato apolar foi utilizada na obtengéo
do extrato polar da Physalis angulata L., o qual foi extraido a 300 bar, 70°C, vazao estimada
de CO, de 197 g/min., utilizando etanol como co-solvente, em uma concentracao estimada de
16 % (p/p) sobre a massa de CO,. Os EBP-CO; obtidos foram avaliados por CLAE ou por

Cromatografia Gasosa (CG).

3.1.1. Veiculo de administracdo e dose ministrada durante o

tratamento

O extrato supercritico da Physalis angulata L. foi diluido no veiculo Tween 80
junto com Metilcelulose. A concentracdo das solucdes do veiculo utilizado equivale a 8% de
Tween e 92% de Metilcelulose. E, a dose da dilui¢do foi de 100 mg do extrato por 1 Kg de

animal.

Durante as trés semanas do tratamento, cada animal obeso recebeu uma dose
diaria por gavage do extrato diluido equivalente ao seu peso, ou seja, a dose administrada foi
de 10 ml/Kg. Os grupos controles receberam diariamente uma dose de 0,5 mL do veiculo

durante o mesmo periodo.

3.2. Animais experimentais

Utilizou-se 197 camundongos Swiss machos (N = 197) provenientes do Biotério
Central da Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho (UNESP), campus de

Botucatu.

Os camundongos passaram por um tempo de aclimatacdo de uma semana antes do

periodo de qualquer procedimento experimental. Durante esse periodo 0s animais receberam a
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racdo padrdo. Passada a semana de aclimatagédo, os camundongos do grupo da DH passaram a
receber a ragdo hiperlipidica e os camundongos do grupo da DN continuaram a receber ragado

normocaldrica.

Durante todo o experimento, os camundongos foram mantidos em estantes
ventiladas com mini-isoladores de polissulfona (Alesco Ind. e Com. Ltda) e filtrag&o de ar de
entrada e de saida de ar constante, que por sua vez foram mantidas em sala climatizada sob a

temperatura constante de 21+2°C, com ciclo claro-escuro de 12 horas.

Todos os experimentos obedeceram aos protocolos experimentais n° 147 - CEEA
submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal, do Instituto de
Biociéncias da UNESP - Botucatu.

3.3. Delineamento do experimento

O delineamento do experimento proposto foi esquematizado na Figura 1 e

demonstrado a seguir:

» Periodo de aclimatacdo: uma semana;
» Periodo de inducdo da obesidade: oito semanas;

> 92 semana:

e Selecdo dos animais para a montagem dos grupos experimentais;

e Retirada dos camundongos do grupo que receberam a racdo hipercalorica que
ndo atingiram o padrdo de variagdo de peso para se tornarem obesos (variacdo de peso < 13
9);

e Retirada dos camundongos que ultrapassaram o limite da variagédo de peso no

grupo que recebeu racdo normocalédrica (variacdo de peso > 11 g).

> Periodo de tratamento dos camundongos Swiss machos obesos com o extrato

supercritico de Physalis angulata L.: trés semanas;
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> 12°semana: Inducdo do estresse fisico por choques, inducdo do estresse
psicogénico por presenciar/assintir o choque, morte dos animais e coleta de material para

analises.

Ambientacio dos animais por uma semana

Tratamento dos animais por oito semanas com as dietas normocalérica e hipercalorica

i | 5 | Selecio dos animais para experimentacio |
+*

Tratamento dos animais com os extratos

s o

b4 *Inducio de estresse fisico e
psicogénico;

*Morte dos animais;

*Coleta de material para anilises;

Semanas

Figura 1-Delineamento experimental utilizado no presente estudo

3.4. Grupos experimentais

3.4.1. Periodo de inducéo da obesidade

e Grupo da DN (n = 18 animais): camundongos que receberam a racgdo

normocaldrica;
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e Grupo da DH (n = 179 animais): camundongos que receberam a racao

hipercalérica.

3.4.2. Periodo de tratamento

Apos as oito semanas de inducdo da obesidade, foram reformulados os seguintes

grupos para os 21 dias de tratamento:

e Grupo animais normais (n = 10 animais): animais selecionados do Grupo da
DN;

e Grupo animais obesos (n = 20 animais): animais selecionados do Grupo da DH
que ndo receberiam o tratamento com o extrato supercritico da Physalis angulata L. durante
as trés semanas finais do experimento;

e Grupo Pair-Feeding (n =24 animais): animais selecionados do Grupo da DH
que receberia 30% a menos de racao hipercalorica a partir do inicio do periodo de tratamento;

e Grupo Physalis (n = 26 animais): animais selecionados do Grupo da DH que
receberiam o tratamento com o extrato supercritico da Physalis angulata L. durante as trés

semanas finais do experimento;

3.5. Padronizagdo do modelo de obesidade em camundongos Swiss

A padronizacdo do modelo de obesidade foi baseada em estudos realizados por He
e cols (2010) [24], Dean e cols (2009) [25], Araujo e cols (2007) [26], Pitombo e cols (2006)
[27], Klaus e cols (2005) [28], Harris e cols (2003) [29], Van Heek e cols (1997) [30] e nas
recentes revisdes de Lijnen (2011) [31] e Harris & Thibault (2010) [9] que demonstraram 0s

procedimentos mais adequados para a padronizacdo do modelo. Dessa maneira 0 seguinte
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projeto conseguiu identificar uma dieta que permitisse a indugdo da obesidade nos
camundongos albinos da linhagem Swiss disponiveis no Biotério Central da UNESP.

Primeiramente, os camundongos (N=197) foram separados em dois grupos: Grupo
da DN (n=18) e Grupo da DH (n=179). O nimero de animais do grupo da DH é alto, pois 0s
mesmos seriam utilizados para o teste de mais trés extratos realizados por outras alunas de
iniciacdo cientifica. Assim, neste trabalho foi apresentada uma amostra maior e, portanto,

mais significativa do grupo da DH.

A separacdo desses dois grupos na padronizacdo do modelo de obesidade
apresentou-se conforme o tipo de racdo recebida pelos animais nas oito primeiras semanas do

experimento:

v Grupo da DN - racdo padrdo para roedores (RC Focus 1765, Agroceres®)
composta por fosfato bicélcico, 6leo de soja degomado, cloreto de sédio, milho moido, aditivo
antioxidante, farelo de soja, farelo de trigo, farinha de carne e 0ssos, farinha de peixe,
suplemento mineral e vitaminico.

v Grupo da DH - ragéo hipercalérica (RC Focus 2413 - chocolate, Agroceres®)
constituida de cloreto de sddio, caseina, soro de leite em pd, concentrado protéico de soja,
milho integral moido, farinha de bolacha, fosfato bicalcico, carbonato de célcio, dleo de

milho, aditivos emulsificante e antioxidante, suplementos mineral e vitaminico.

A composicdo de macro e micronutrientes das racdes padrdo e hipercaldrica,
mensurada pela empresa Agroceres®, esta apresentada na Tabela 1. Os perfis de aminoacidos,
carboidratos e acidos graxos foram avaliados no Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas do Departamento de Tecnologia - Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias, UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil e estdo apresentados nas Tabelas 2, 3 e 4,
respectivamente. Avaliar os macronutrientes e micronutrientes € muito importante, pois varios
estudos ndo fazem essa quantificacdo. Dessa maneira, sdo encontradas dificuldades no
momento de relacionar a obesidade com os compostos ingeridos pelos animais durante o

periodo de inducdo da obesidade.
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Durante o periodo de oito semanas, igual ao utilizado por Roma (1997) [32], os
animais tiveram o consumo de racdo hipercaldrica controlada e mensurada diariamente e agua

ad libitum para a inducédo da obesidade.

Essa racdo hipercaldrica foi escolhida pelo fato de que dietas com 30% a mais do
total da energia proveniente da gordura incentivar o desenvolvimento da obesidade tanto em
humanos quanto em animais [9]. As variaces de pesos dos animais e 0 consumo de cada

caixa foram mensurados diariamente.

Apls as oito semanas de ingestdo da racdo hipercalérica, houve a retirada de
alguns animais. Essa retirada se baseou em dados de pesquisas que consideram ratos com
obesidade moderada os que obtiveram ganho de peso entre 10% a 25% [13] [33] e ratos com
obesidade severa aqueles que obtiveram ganho de peso acima de 40% ambos comparados aos

ratos dos grupos controles [34].

Dessa forma, a partir dos dados sobre a obesidade severa e de artigos revisados
foram considerados obesos os camundongos com variacdo de peso corpéreo (Apeso =
Pesoinicial - P€S0sinal) acima de 13 gramas, o que equivale a aproximadamente uma variacao de

peso 30% maior do que nos camundongos dos grupos controles.

O outro grupo (Grupo da DN) foi constituido por camundongos alimentados com
100g da racdo padrdo (normocalérica) (RC Focus 1765, Agroceres®) (Tabela 1). A
constituicdo do grupo também se baseou no peso corpdreo. Assim, animais com variacdo de

peso corporeo acima ou equivalente a 11 gramas foram retirados do grupo da DN.



Tabela 2- Macronutrientes e micronutrientes das racdes (%)

Componentes Racdo Padréao Racdo Hipercalérica
*
Proteina 22,0 20,0
Carboidrato 42,7 26,4
Gordura 4,0 20,0
Minerais 9,0 10,0
Fibras 8,0 9,0
Umidade 12,0 12,5
Calcio 15 1,4
Fosforo 0,8 0,7
Calorias (Kcal/g) 2,95 3,65
% Calorias da proteina 29,8 21,9
% Calorias do carboidrato 57,9 28,9
% Calorias da gordura 12,3 49,2

*A dieta hipercal6rica foi composta por ragdes hipercaldricas idénticas

nutricionalmente, com excec¢éo do aditivo flavorizante adicionado (chocolate).




Tabela 3- Perfil de aminoacido das ragdes (%)

Racédo
Aminoécidos
Padrédo Hipercal6rica

Acido Aspartico 10,81 9,92
Acido Glutamico 20,12 18,99
Serina 5,23 5,06
Glicina 4,48 4,32
Histidina 2,50 2,43
Arginina 7,47 7,07
Treonina 3,38 4,01
Alanina 4,53 4,69
Prolina 5,39 5,80
Tirosina 3,34 3,48
Valina 5,05 5,33
Metionina 1,89 2,43
Cistina 1,63 1,85
Isoleucina 4,22 4,38
Leucina 7,78 7,96
Fenilalanina 5,01 5,01
Lisina 5,62 6,59

Triptofano 1,01 0,68




Tabela 4- Perfil de carboidratos das ragdes (%)

Racoes
Carboidratos Hipercalérica

Padréo *
Rafinose 1,74 0,81
Maltose 1,07 1,60
Glicose livre 0,82 1,63
Glicose 46,58 42,37
Frutose livre 0,62 0,96
Frutose 20,93 16,46
Sacarose 8,83 11,57
Lactose 0,65 4,48
Fucose 0,17 0,15
Arabinose 5,55 6,78
Galactose 4,55 6,08
Xilose 5,47 4,27
Ramnose 0,22 0,26
Manose 2,80 2,58

33
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Tabela 5- Perfil de acidos graxos saturados e insaturados das ra¢6es(%)

Racoes
Acidos Graxos

Padrdo  Hipercalérica*

Caprdico (c6:0) 0,00 0,02
Caprilico (c8:0) 0,03 0,03
Caprico (c10:0) 0,02 0,05
Laurico (c12:0) 0,33 0,25
Miristico (c14:0) 0,30 0,33
Palmitico (c16:0) 16,56 15,09
Heptadecandico (c17:0) 0,02 0,08
Estedrico (c18:0) 3,90 4,36
Palmitoléico (c16:1) 0,06 0,15
Oleico (c18:1n9c) 27,96 37,94
Linoléico (c18:2n6c) 47,10 40,83
a-Linolénico (c18:3n3) 3,72 0,87
Acidos Graxos Saturados 21,16 20,21
Acidos Graxos Insaturados 78,84 79,79
3.6. Padronizacdo do modelo de estresse

Os protocolos de estresse fisico e psicogénico foram definidos apo6s analise de
uma série de estudos que utilizaram camundongos como animal de experimentacao,
especialmente os trabalhos de Shanks e cols (1990) [35], Katayama e cols (2007) [36], Dai e
cols (2008) [37], Sim e cols (2010) [38] e Golub e cols (2011) [39].

A inducdo do estado de estresse agudo fisico foi através de choques inescapaveis
em caixa de esquiva apropriada (50 x 25 x 30 cm). Na caixa de esquiva foram utilizados dois
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camundongos por vez. Ambos passaram por um periodo de adaptacdo equivalente a 3 minutos
antes do inicio do procedimento dos choques.

Enquanto um dos camundongos era submetido ao estressor agudo fisico, choque
inescapavel equivalente a 30 choques de 0,5 mA com duragédo de 2 segundos entre intervalos
de 5 a 25 segundos, outro camundongo observava-o do compartimento ao lado, o que

caracterizaria a indugédo do estado de estresse psicogénico.

O tempo total da inducdo do agente estressor fisico na gaiola de choque foi de
aproximadamente 12 minutos. Logo ap0s essa inducdo os dois camundongos foram mortos
por decaptacdo com o uso da guilhotina e suas amostras de sangue foram armazenadas em
eppendorfs de 1,5 ml. Depois, o sangue foi deixado em temperatura ambiente por 30 minutos.
Ap0s esse periodo as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 4400 r.p.m. O soro

decantado foi armazenado a -80° C para anélises posteriores.

3.7. Coleta e armazenamento das amostras

Logo ap6s a inducdo do estresse por agente estressor fisico ou psicogénico, 0s
camundongos foram mortos e suas amostras de sangue foram armazenadas em eppendorfs de
1,5 ml. O sangue foi deixado em temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 4400 r.p.m. O soro decantado foi armazenado

a-80 ° C para analises imunoldgicas posteriores.

Depois da coleta e armazenamento do soro, os seguintes érgdos foram retirados,
limpos em salina, pesados e armazenados em solucéo fixadora ALFAC (alcool, formaldeido e
acido acético formaldeido e &cido acético - 18: 2: 1 v/v/v: hipotdlamo, cérebro, gordura

visceral, coracdo, pulmdes, rins, pele, testiculos, baco e figado.
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3.8. Analise estatistica

Dados foram expressos na forma de média + erro padrdo da média e submetidos a
analise pelo teste t de Student através do software GraphPad Instat ou ANOVA seguida pelo

teste de Dunnett, ambos com nivel de significancia minimo de p < 0,05.

4. Resultados e Discussao

Durante o inicio do periodo de inducdo da obesidade, a diferenca de consumo
entre os animais do Grupo da DN e do Grupo da DH néo foi significante, fato ja explicado por
Hariri (2010) o qual mostrou que o consumo de alimento denso diminui em quantidade, pois

h& uma compensacgdo no consumo calorico.

Contudo, na quarta semana da inducdo, constatou-se 0 aumento do consumo da
DH em relacdo a DN, sendo que o esperado seria um menor consumo da DH devido ao alto
teor de calorias (Figura 2). Isso pode ter ocorrido porque a DH utilizada possui um sabor
diferenciado de chocolate que induziria a hiperfagia nos animais. Ou, 0os camundongos nao
conseguiram se ajustar totalmente a energia extra da dieta enquanto necessitavam da ingestéo
de uma quantia minima da dieta rica em gordura para satisfazer seus requisitos (por exemplo,
proteina de 5% para manutencdo e 15% para 0 crescimento) junto com o transporte extra de

energia [40].
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Figura 3- Média de consumo de racdo normocal6rica e hipercalérica pelos animais durante oito
semanas de tratamento. Valores expressos em média + EPM. Andlise estatistica entre o consumo dos dois
grupos: teste t de student entre amostras paramétricas independentes. Analise estatistica comparando o consumo
dos grupos antes e apds as oito semanas: teste t de student entre dados paramétricos dependentes, diferenca

significativa quando p < 0,05 (*)

60 - *x *

50 -

40

—— hipercaldrica

20 , .
0 —=— normocaldrica
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Média de peso dos animais (g)
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Figura 2- Média de peso corporal dos animais que receberam dieta normocalérica e
hipercalorica durante oito semanas. Valores expressos em média + EPM. Andlise estatistica entre as médias
de pesos dos grupos antes e apds as oito semanas: teste t de student entre dados paramétricos dependentes p <
0,05 (*)
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Conforme o previsto, a DH induziu um aumento de peso nos animais do grupo
obeso maior do que o0 aumento de peso nos animais do gupo controle que receberam a DN. As
diferengas significativas das médias de pesos dos animais podem ser observadas a partir da

terceira semana (Figura 3).

Na oitava semana, a diferenca de peso médio dos animais tratados com DH em
relagcdo aos animais tratados com DN foi de 16,79 g, ou seja, 0s animais estavam 44% acima
do peso dos animais do Grupo da DN. Considerando-se que diferencas entre 10 a 25% de
peso corpdreo maiores que 0s animais controles sao classificadas como obesidade moderada.
E, um ganho de peso maior que 40% é considerado obesidade severa [9], o resultado
significante, ndo expresso na Figura 2, obtido demonstrou que o Grupo da DH estava

classificado como tendo obesidade severa.

Baseando-se nas pesquisas, a metodologia deste projeto permitiu a inducdo de
obesidade apds o fornecimento da DH pelo periodo de 8 semanas, menor que o periodo
utilizado nas outras pesquisas, que normalmente necessitam de 10 a 12 semanas para atingir

uma diferenca de ganho de peso superior a 40%.

Os animais que receberam dieta normocalorica apresentaram uma média de peso
corporeo no primeiro dia de fornecimento da dieta de 30,8 +1,0 g e apds 8 semanas de dieta
normocaldrica atingiram o peso médio final de 37,6 + 1,4 g, com uma variacdo total de peso
de 6,8 (A peso). No grupo dos animais que receberam dieta hipercaldrica, o peso médio inicial
foi de 34,2 £ 1,0 g, enquanto que o peso médio final foi de 52,3 + 1,4 g, com um A peso de
18,1 (Tabela 6), confirmando a inducdo de obesidade com o uso da dieta padronizada e

utilizada no presente projeto.
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Tabela 6- Variagdo do peso corpdreo dos animais do Grupo da DH e do Grupo da DN. Valores

expressos em + EPM. Diferenca significativa em relacdo ao grupo da DN, p < 0,05 (*)

Grupos experimentais Peso inicial Apdbs 8 semanas A peso
Grupo da DN 30,8+1,0 376+14 6,8
Grupo da DH 342+10 523+ 14* 18,1

Apos as oito semanas de tratamento dos animais com as duas diferentes dietas (DN e
DH), os animais foram divididos em dois grupos (normais e obesos) e foram tratados durante
21 dias com o extrato supercritico da Physalis angulata L.. Neste periodo, todos 0s animais de
todos os grupos receberam a mesma DN. Foi verificado que o consumo da racdo nédo diferiu
significativamente ao longo dos 21 dias, apenas observou-se que o consumo de ragdo pelos
animais dos grupos normais e pair feeding sempre € inferior ao consumo dos animais obesos

sem tratamento e com o tratamento (Figura 3).
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Figura 4- Média de consumo dos diferentes grupos experimentais durante 21 dias ap6s a inducéo da
obesidade. Valores expressos em média £ EPM. Analise estatistica entre 0 consumo nos 21 dias: ANOVA

seguida pelo teste de multiplas comparagdes, teste de Dunnett, diferenga significativa quando p < 0,05 (*)

Na Figura 4 pode ser verificada a variagdo do peso corpéreo dos animais do grupo
tratado. Nesta figura, verifica-se que o tratamento com o extrato supercritico da Physalis
angulata L. ndo foi significativo para a diminuicdo de peso nos animais. Na figura pode-se
ainda observar que o grupo pair feeding apresenta um peso corporal inferior a todos 0s grupos

devido a restricdo de dieta, conforme descrito.
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Figura 5- Efeito do tratamento com extrato supercritico da Physalis angulata L. no peso dos animais
(A peso). Valores expressos em + EPM. Analise estatistica entre 0 peso dos grupos nos 21 dias: ANOVA seguida

pelo teste de multiplas comparac0es, teste de Dunnett, diferenca significativa quando p < 0,05 (*)

Na Tabela 7 verifica-se a variagdo do peso dos animais durante todo o
procedimento experimental. Nesta tabela verifica-se claramente que a DH utilizada garantiu a
indugdo de obesidade promovendo um ganho de peso médio de 18,1 g comparando-se com 0
ganho médio de peso de 6,8 g dos animais tratados com a DN. Todos os grupos de animais
obesos apresentaram ganho de peso similar aos animais do grupo obeso ndo tratado. O
tratamento com o extrato supercritico de Physalis angulata ndo diminuiu o ganho de peso dos

animais tratados.
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Tabela 7- Variagdo do peso dos animais apds 8 semanas de dieta e apds tratamento. ! variagao do
peso ap6s 8 semanas de fornecimento de dieta, 2 variacdo do peso apds tratamento calculado em comparacao ao
ultimo dia de fornecimento de DH. Valores expressos em + EPM. , Diferenca significativa quando p < 0,05 (*)
oup<0,01(**

Grupos experimentais  Peso inicial ~ Apds 8 semanas A peso’  Apds tratamento A peso’
Animais normais 30,810 37614 6,8 36,8+1,6 0,8
Animais obesos 342+10 52,3+ 14** 18,1 515+14 0,8

Pair-feeding 351+13 54,0 £ 1,3 ** 18,9 430+15* 11,0

Animais obesos

+ Physalis 356+09 536+ 15** 18,0 550+14 1,4

Estes resultados indicam que o extrato na dose de 100 mg/Kg néo foi capaz de

promover efeito redutor no ganho do peso de animais obesos.

Apos os 21 dias de tratamento, todos os animais foram submetidos as sessdes de
estresse fisico ou psicogénico, com o objetivo de se verificar os efeitos do produto-teste sob
0s mais importantes mediadores da obesidade e do estresse, cujas analises estdo em
andamento. Apds a sessdo de estresse, 0s animais foram mortos e seus principais 0rgaos
retirados e pesados, conforme apresentado na Tabela 8, onde se verifica que o extrato

supercritico da Physalis angulata L. ndo interferiu com o peso de 6rgaos.

Tabela 8- Peso médio dos 6rgdos dos animais dos diferentes grupos experimentais. Valores

expressos em + EPM

Grupos  Figado Baco Rins Coragdo Pulméo Testiculo  Cérebro Hipotalamo
Animais normais 12,92+0,09 3,48+0,13 7,11+046 3,87+0,19 495+0,38 4,35+0,11 6,00+0,11 1,10+0,04
Animais obesos 12,36 £0,12 3,12+0,12 6,00+0,08 3,60+0,07 483+0,28 4,20+0,08 521+0,11 0,93+0,03
Pair-feeding 11,60+0,09 2,80+0,11 597+0,06 3,85+0,08 528+0,18 4,44+0,09 567+0,09 0,94+0,04
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5. Concluséao

A metodologia proposta no seguinte projeto para induzir a obesidade nos animais,
foi eficaz devido a um menor periodo necessario para 0 término desse processo, portanto
conseguimos, além de padronizar a técnica, diminuir o periodo necessario para induzir a

obesidade severa.

A padronizacdo do modelo de estresse fisico e psicogénico também foi realizada
COM SUCESSO.

E a partir dos resultados, podemos concluir que o extrato supercritico de Physalis
angulata L. ndo possui efeito redutor de peso e nem diminuiu o consumo de racdo. O extrato

também ndo mostrou efeitos toxicos apos tratamento sub-crénico.
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6. Consideracdes Finais

Apesar das dificuldades encontradas para a execugdo do projeto, como Visto no
prélogo, conseguimos cumprir uma parte significante do projeto. Pessoalmente, o trabalho
realizado foi muito satisfatério, pois as experiéncias e 0s conhecimentos adquiridos para a
padronizacdo de novos métodos de inducdo da obesidade e do estresse sdo Unicos e

satisfatorios.

Este projeto representou o inicio de uma nova linha de pesquisa no Laboratério de
Fitomedicamentos e, futuramente serdo feitas analises moleculares, histolégicas e
imunolégicas das amostras bioldgicas obtidas nesta etapa. Tais analises avaliardo genes
causadores de obesidade, estrutura histolégica da pele saudavel e doente, além de processos

inflamatorios locais e sistémicos.
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