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Epigrafe
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seu tamanho original”

Albert Einstein


http://pensador.uol.com.br/autor/albert_einstein/

PROLOGO

A presente monografia foi o inicio de uma nova linha de pesquisaque estdo sendo
conduzidas em parceria com a empresa Chemyunion LTDA. e o Lafit-Botu (Departamento de
Farmacologia - IBB), além de ser parte de um projeto aprovado pela FAPESP ( n°
2009/52471-1), cuja tematica refere-se ao impacto do estresse fisico € psicogénico sobre a
ingesta alimentar, ganho de peso e aparéncia geral da pele intitulado: modulagdo
nutrigendmica, protedmica e metabolomica por extratos de plantas e alimentos funcionais. O
efeito da Bidens pilosa L. foi avaliado sobre o consumo de ragdo e peso corporeo; na resposta
neuro-imuno-endocrina envolvida na regulacdo do peso corpdreo e do balango energético
através de andlises de genes relacionados a obesidade; estrutura histologica da gordura
viceral; mediadores de processos inflamatdrios locais e sistemicos.

O projeto original contava com a compra de animais obesos geneticamente
modificados, (nocautes para leptina), porém nao foi possivel a compra destes animais por falta
em numero necessario para a execuc¢ao do experimento. J4 que alegaram ter nimero suficiente
apenas para a demanda interna. Diante deste fato optamos por agregar um novo objetivo ao
trabalho, a padronizagdo de indugdo da obesidade por dieta hipercaldrica para camundongos

Swiss.



RESUMO

A obesidade, juntamente com o sobrepeso, tem sido considerados um dos mais
graves problemas de satde publica do mundo, especialmente por serem os principais fatores
de risco para inimeras doengas cronicas, como a doenga coronariana, diabetes mellitus,
hipertensdo e alguns tipos de tumores. O uso de alimentos funcionais e de dietas adequadas
com apelo de promog¢do da satde tem crescido como mecanismo de prevencdo. Estudos
anteriores sugerem a utilizagdo de Bidens pilosa L. para o tratamento de distirbios
relacionados com a obesidade, com um importante atrativo de que este esquema terapéutico €
entendido como mais seguro e eficaz para a saide do que o tratamento com anorexigenos
tradicionais. O objetivo deste projeto foi padronizar um novo modelo de induc¢do de obesidade
por dieta hipercaldrica em camundongos Swiss e avaliar o efeito do extrato padronizado de
Bidens pilosa L. na diminui¢do do peso, no controle da ingesta alimentar e a toxicidade do
extrato. Apo6s inducao da obesidade, os animais foram tratados por 21 dias com o extrato
supercritico de Bidens pilosa por via oral. Apds o tratamento os animais foram mortos e
amostras foram coletadas para analises futuras. Preliminarmente, o efeito deste produto foi
avaliado sobre o consumo didrio de ragdo e sobre o peso corporeo. Na dose de 100mg/kg, nao
houve alteracdes significativas no consumo de ragdo e nem no peso corporeo dos grupos
tratados em relagdo ao grupo controle obeso. Sendo assim, o extrato de Bidens pilosa ndo foi
eficaz na redugdo do peso corporal dos animais obesos, assim como nao reduziu a ingesta de
ragao.

Palavras-chave: Plantas Medicinais, Obesidade, Bidens pilosa L., Dieta hipercalérica



ABSTRACT

The obesity along with overweight has been considered one of the most serious
public health problems in the world, especially because they are the main risk factors for
many chronic diseases such as coronary heart disease, diabetes mellitus, hypertension and
some types of tumors, which are associated with high mortality rates. The use of functional
foods and appropriate diets to promote health has grown as a prevention mechanism. Previous
studies suggested Bidens pilosa L. for the treatment of disorders associated with obesity, with
one important attraction of this regiment is perceived as safer and more effective health than
the traditional anorexigen .The aim of this project is to standardize a new model of obesity
induced by hipercaloric diet in Swiss mice, and also to evaluate the effect of Bidens pilosa L.
extract in the reduction of food intake, weight and toxicity. After induction of obesity, the
animals were treated for 21 days with the extract. Then the animals were killed and samples
were collected for further analysis. Preliminary, the effect of this product has being evaluated
on the daily food intake and body weight. In dose of 100mg/Kg, there were no significant
changes in food intake and body weight. Thus, this concentration of Bidens pilosa was not
effective in reducing body weight of obese animals, and did not reduce food intake.

Keywords: Medical plants, obesity, Bidens pilosa L. and hypercaloric diet
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1.INTRODUCAO

1.1. Importancia do estudo de plantas

O Brasil ¢ o pais com maior diversidade genética vegetal do mundo, com 55 mil
espécies catalogadas, essa biodiversidade ¢ resultado pela grande variedade e variabilidade
nas espécies existentes, o que ocorre devido as complexidades ecologicas de nossos
ecossistemas (Guerra e Nodari, 2000).

Ja ¢ de conhecimento popular que as plantas sdo uma importante fonte de
produtos naturais biologicamente ativos, muitos dos quais constituem modelos para a sintese
de um grande nlimero de firmacos. Sabe-se também que as oportunidades para a identificacao
de produtos naturais biologicamente ativos, com possivel utilizagdo econdmica, aumentam
proporcionalmente com a diversidade das espécies Por isso, a biodiversidade brasileira une-se
de grande importancia como: auxiliar no desenvolvimento tecnologico do pais a partir de
novos produtos nacionais, no desenvolvimento econdmico de comunidades detentoras do
conhecimento popular sobre a utilizagao das plantas e no desenvolvimento cientifico. Apesar
do aumento de estudos nessa area, os dados disponiveis revelam que apenas 15 a 17% das
plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (Soejarto, 1996), demonstrando o
qudo pouco se sabe e o quanto ainda pode ser estudado. Além disso, deve-se levar em
consideragdo o novo paradigma da farmacologia moderna que preconiza uma nova
abordagem de que diferentes compostos presentes, especialmente em produtos de origem
vegetal tenham a capacidade de alcangar e produzir a¢des farmacologicas em diferentes
tecidos-alvo e/ou distintos receptores e desta forma produzir efeitos sinérgicos que
efetivamente possam ser superiores aqueles induzidos por compostos isolados (Wagner e
Ulrich-Merzenich, 2009). Com isso o estudo de plantas medicinais se torna ainda mais
importante do ponto de vista farmacologico.

De modo geral, existe um grande interesse publico no uso de compostos de
origem natural, os quais atualmente caracterizam um mercado que movimenta bilhdes de
dolares anualmente. O uso de plantas medicinais ¢ baseado na premissa de que em sua
complexa constituigdo estdo presentes ativos que promovem a saude e aliviem diferentes
sintomas associados as distintas doencas. Os suplementos a base de compostos vegetais
freqiientemente oferecem um mistura fitoquimica com interagdo aditiva e/ou sinérgica. As
plantas tém desempenhado um significativo papel na manuten¢do da satide humana e melhora

da qualidade de vida por milhares de anos, como uma fonte valiosa de componentes para
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temperos, bebidas, cosméticos e medicamentos. Varios estudos etnofarmacoldgicos indicam
espécies vegetais para o tratamento de disturbios relacionados com a obesidade com o
principal atrativo de que este esquema terapéutico ¢ entendido como mais seguros e eficazes

para a saude do que o tratamento com anorexigenos tradicionais (Heber, 2003).

1.2. Planta de Estudo
A planta utilizada neste experimento foi a Bidens pilosa L.,popularmente

conhecida por picdo preto. Esta planta pertence a Familia Asteraceae; de habito cosmopolita,
de ciclo perene, fatores facilitadores a um cultivo em larga escala para sua utilizagdo com fins

medicinais.

Bidens pilosa
Asteraceae
Clifford W. Smith

Figura 1. Foto da espécie Bidens pilosa L.

(Fonte: http://www.rain-tree.com/Plant-Images/picaopreto-pic.htm, acessado em 10-11-11)

Dados etnofarmacologicos demonstram sua utilizagdo popular como anti-
inflamatoria, o que representa um aspecto positivo, considerando a caracteristica da obesidade
como uma doenca inflamatdria cronica (Cottam, e cols., 2004). Na literatura ainda pode-se
constatar sua atividade: antiinflamatoria para bactérias e fungos, imunomoduladora e
imunossupressora devido ao efeito redutor das citocinas: IL-1B, IL-la, IL-6 e TNF- «
(Pereira e cols., 1999 e Yoshida e cols.,2006).

Além disso, estudos preliminares realizados por nosso grupo (Pipe-Fapesp —

dados nao publicados) demonstram que este extrato foi capaz de reduzir o estresse oxidativo


http://www.rain-tree.com/Plant-Images/picaopreto-pic.htm
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aumentando a atividade da catalase e superoxido dismutase, diminuir o processo inflamatério
na derme envolvido no envelhecimento precose, especialmente por reduz os niveis de IL-1a,
IL-6 e TNF- a, além de manter a integridade celular e aumentar a prote¢ao do DNA frente em
células expostas a foto degradacao.

O extrato fornecido pela Chemyunion LTDA, foi padronizado das partes aéreas
de Bidens pilosa L. sendo padronizado em acido eicosapentanodico (EPA) e acido a linolénico.
(PIPE-Fapesp Fase I — processo 07/59310-8). Que sdo da familia dos ®-3, conhecida por
possuir atividade antiinflamatoria essencial para o presente estudo, que considera a obesidade

uma doenga inflamatoria cronica (Faintuch e cols., 2007).

1.3. Obesidade
A obesidade ¢ classificada como uma doenca cronica nao transmissivel
caracterizada por um disturbio nutricional consequente do acumulo excessivo de gordura
corporal no individuo. Atualmente, hd um consenso na literatura a respeito da sua etiologia
multifatorial, ou seja, suas causas abrangem tanto aspectos biologicos (genéticos e
fisioloégicos) quanto sociais e historicos (fatores culturais). Sendo a ingestdo alimentar
inadequada e a redugdo dos gastos caldricos diarios, os principais fatores envolvidos no

desenvolvimento da obesidade (Wanderley e Ferreira, 2010).

A incidéncia da obesidade tem tomado propor¢des alarmantes no mundo,
inclusive nos paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, sendo uma doenga
negligenciada pelas politicas publicas de satide e pelos setores responsaveis pelo
desenvolvimento de pesquisas orientadas a busca de novos procedimentos e produtos de valor

terap€utico para seu controle e tratamento.

A obesidade, juntamente com o sobrepeso, tem sido considerada um dos mais
graves problemas de satde publica do mundo, especialmente por serem os principais fatores
de risco para inimeras doengas cronicas, como a doenga coronariana, diabetes mellitus,
hipertensdo e alguns tipos de tumores (Repetto e cols., 2003), as quais estdo associadas a altas
taxas de mortalidade. Dados epidemioldgicos mostram que, nos EUA, 50% dos adultos
possuem sobrepeso, enquanto que 22% sdo considerados obesos, dados que se repetem em
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, inclusive no Brasil Uma recente revisao
revela que aqui existem 31,2% de individuos do sexo masculino com sobrepeso e 10,7%

considerados obesos, e entre as mulheres, 29,2% apresentam sobrepeso e 13,8% sdo obesas
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(Ford e Mokdad, 2008). Em adicgdo, a prevaléncia da obesidade cresceu 2,7% durante 1974-
1975 e 8,8% durante 2002-2203 entre os homens e, 7,4% para 13,0% entre as mulheres
(Monteiro e cols., 2007).

indices de prevaléncia entre criangas e adolescentes também tém crescido no
Brasil, sendo que entre 1975 a 1997 este indice variou de 2.9% para 13,1% entre os homens e
de 5,3% a 14,8% entre as mulheres (Wang e cols., 2002). Os custos diretos e indiretos da
obesidade nos EUA foram estimados em 117 bilhdes de dolares no ano de 2000 (Ford e
Mokdad, 2008). No Canada, os custos diretos de tratamento foram da ordem de 1,6 bilhdes de
dolares e os indiretos de 2,7 bilhdes de ddlares, representando cerca de 2,2% do total de
gastos em saude no pais (Katmarzyk e Janssen, 2004). Embora no Brasil os custos da
obesidade ndo sejam conhecidos, se estimou em 2001 que estes custos representaram 1,08%
do total das hospitalizagdes entre homens e 3.07% entre as mulheres (Sichieri e cols., 2007).

Devido ao aumento da incidéncia da obesidade na populacgdo e diante do fato dos
anorexigenos tradicionais apresentarem efeitos colaterais indesejados (Thurairajah e cols.,
2005; De Simone & D’Addeo, 2008; Slovacek e cols., 2008; Karamadoukis e cols.., 2009).

E necessario investigar novos produtos que visam o tratamento e/ou preven¢do da mesma.
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2. OBJETIVO

Padronizar o modelo experimental de obesidade induzida por dieta hipercalorica.
Estudar os efeitos do tratamento com o produto proposto:
- avaliando-se a influéncia do tratamento sobre o aumento ou redugdo da ingesta;
- avaliando-se a influéncia do tratamento sobre o aumento ou reducdo do peso
corporeo;

- determinando-se os efeitos toxicos do extrato padronizado.
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3. MATERIAL E METODO

3.1.  Padronizagdo do modelo de indugdo a obesidade para camundongo Swiss por

dieta hipercalorica
Na literatura nao consta nenhum modelo de inducdo a obesidade com dieta
hipercalorica enriquecida com lipidios para camundongo Swiss, por isso foi necessario a

padronizagdo um novo modelo.

Com base em artigos de revisdo sobre inducdo a obesidade e existe uma relagdo
direta entre a ingestdo de alimentos com alto teor lipidico ¢ o ganho de peso, nesse caso
especifico a obesidade. No geral dietas que contenham mais de 30% do seu valor energético
proveniente de lipidios, geram uma propensdo ao desenvolvimento de obesidade (Harari e
Thibault, 2010 ).

Conhecendo a porcentagem caldrica proveniente dos lipidios presente na racao
hipercaldrica para roedores presente no mercado (Quadro 1) e comparando com dados da
literatura apresentados acima. Pudemos selecionar com convecg¢ao a ragao hipercalorica sabor
chocolate RC Focus 2415 da marca Agroceres”, para a inducio a obesidade nos animais.

A racdo hipercaldrica RC Focus 2415 ¢ constituida de cloreto de sodio, caseina,
soro de leite em po, concentrado protéico de soja, milho integral moido, farinha de bolacha,
fosfato bicalcico, carbonato de calcio, 6leo de milho, aditivos emulsificante ¢ antioxidante,
suplementos mineral e vitaminico. A composicdo de macro e micronutrientes das ragdes
padrio e hipercalérica, mensurada pela empresa Agroceres”, estd apresentada no Quadro 1.
Os perfis de aminoacidos, carboidratos e 4cidos graxos, avaliados no Laboratorio de
Bioquimica de Microrganismos e Plantas do Departamento de Tecnologia - Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil, estdo apresentados nos

Quadros 2, 3 e 4, respectivamente.
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Quadro 1- Macronutrientes ¢ micronutrientes da ragdo hipercalérica para roedor, RC Focus 2415
Agroceres®.

A 0
Componentes Ragoes %
Padrao Hipercalorica*
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 1,5 1,4
Fésforo 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 de lipidio 12,3 49,2

®
Fonte: Dados mensurados pela empresa Agroceres .



Quadro 2. Perfil de aminoacidos das ragdes.

Ragodes (%)

Aminoacidos
Padrao Hipercalorica*
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 1,47 7,07
Treonina 3,38 4,01
Alanina 453 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 422 4,38
Leucina 7,78 7,96
Fenilalanina 5,01 5,01
Lisina 5,62 6,59
Triptofano 1,01 0,68
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Quadro 3. Perfil de carboidratos das ragoes.

Ragdes (%)

Carboidratos
Padrao Hipercalorica*
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 0,65 448
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

Qadro 4. Perfil de acidos graxos saturados e insaturados das ragdes.

Acidos Graxos

Racoes (%)

Padrao Hipercalorica*
Caproico (C6:0) 0,00 0,02
Caprilico (C8:0) 0,03 0,03
Céprico (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
Estearico (C18:0) 3,90 4,36
Palmitoléico (C16:1) 0,06 0,15
Oléico (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
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A padronizagdo do novo modelo de obesidade ocorreu em conjunto com outras
trés alunas de Iniciagdo Cientifica por isso utilizamos 216 animais sendo: 196 tratados com a

ragao hipercalorica e 20 tratados com ragao normocalorica.

3.2. Obtencao do extrato da Bidens pilosa L.

As amostras de Bidens pilosa L. foram oriundas de cultivo sob regime de
agricultura organica certificada pela ECOCERT Brasil (Santa Rosa de Lima / Santa Catarina /
BR), cuja identificacdo taxonOmica foi certificada por pesquisadores do Departamento de
Botéanica, Instituto de Biociéncias, Unesp, Botucatu (Prof. Dr. Roberto Rodella e Prof.". Dr.”
Rita de Céssia S. Maiomoni-Rodella), cuja exsicata foi depositada no Herbario da mesma
instituicdo (Herbario BOtu). Apo6s a colheita, as partes aéreas da espécie foram desidratadas e
trituradas. O extrato foi obtido utilizando o sistema de extragdo supercritica marca Autoclave
Engineers a 300 bar, 40°C e vazdo de CO, de 5 LPM. O extrato assim produzido foi
padronizado (p/p) em fitol (0,139%) e acidos graxos (palmitico 30%, oléico 27%, linoléico
24,3%, linolénico 3,8%, entre outros) através de técnica da cromatografia gasosa. O extrato
foi produzido e fornecido pela empresa Chemyunion Quimica Ltda (Sorocaba-SP), que ja

® O extrato foi

possui o mesmo padronizado para uso comercial com o nome de “Revinage
administrado na dose de 100mg/Kg por via oral utilizando-se Tween 80 a 8% em

metilcelulose a 1%. Os animais do grupo controle receberam somente o veiculo por gavagem.

3.3.Animais
Utilizamos camundongos albinos machos da linhagem Swiss. Todos os animais

com 25 dias de vida, recém desmamados, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho — UNESP, Campus Botucatu. Os animais foram
distribuidos em caixas de policarbonato cristal, na rack ventilada ALESCO®. Cada caixa
conteve quatro animais e possuiu substrato de Pinnus autoclavado. Durante a fase
experimental os animais foram mantidos em sala climatizada sob temperatura constante 21° C

+/- 2°C, com ciclo 12h claro/escuro.

3.4.Delineamento Experimental Geral
Para a indug¢do a obesidade os animais foram subdivididos em dois grupos: o
grupo com dieta hipercalorica e o grupo com dieta normocaloérica;
Para o tratamento com o extrato de Picao Preto foram selecionados os animais que
obtiveram um delta peso > 13g do tratamento de inducdo a obesidade. Dessa maneira o

delineamento geral do experimento esta descrito na Figura 2.
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Ambientag¢do dos animais por uma semana

(_A_\

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

—»| Selegdo dos animais para experimentagao

Tratamento dos animais com o extrato de Bidens pilosa
/_)ﬁ—> Indugdo de estresse fisico e psicogénico

Sacrificio dos animais

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12semanas

Figura 2. Delineamento experimental utilizado no presente estudo.

Do delineamento durante o tratamento com Bidens pilosa L. utilizamos 3 grupos:
Animais normais (n=10 ), Animais obesos (n=22) Pair feeding (n= 24)e Grupo tratado com
Bidens (n=21).

O protocolo experimental, foi aprovado pela Comissio de FEtica na
Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), Protocolo 147-CEEA

3.5. Tratamento dos animais obesos com o extrato da Bidens pilosa L.

Os animais obesos selecionados para o tratamento, com o extrato supercritico da
Bidens pilosa L., foram os animais que obtiveram o delta peso maior ou igual a 13g durante a
inducdo a obesidade com a racao hipercalorica. Sendo administragdo do extrato por via oral e
gavagem, tendo duracdo de 21 dias ininterruptos.

A troca da ragdo hipercalorica sabor chocolate, dada aos animais obesos, a racao
padrdo ocorreu um dia antes do inicio do tratamento. Durante o tratamento os animais dos
grupos: Bidens , Animais obesos ¢ Animais normais (Branco) receberam ragdo e agua ad
libitum. Somente os animais dos grupos Pair Feeding, sofreram restri¢ao alimentar de 30% e

agua ad libitum. O calculo a restricdo alimentar de 30% dos Grupos pair-feeding foi

embasado no consumo de racao do dia anterior do Grupo Controle.
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As doses do extrato utilizadas na gavagem, para o Grupo Tratado, obedeceram a
concentragdo de 100 mg/ Kg. Por isso foi necessario a obtengdo do peso diario de todos os
camundongos para o calculo da dose diaria individual, j4 que essa variou diretamente de
acordo com o peso.

O Grupo animais normais, animais obesos e pair feeding receberam gavagem
somente com metilcelulose e Tween 80 a 8% para mimetizar o agente estressor - gavagem, do

grupo Bidens.

3.6. Avaliacao Geral
O peso dos animais e o consumo de racdo padrao Agroceres® foram mensurados

durante todo o periodo de inducdo a obesidade e durante o tratamento com a planta até¢ o 22°
dia antes da morte dos animais.

Os orgaos (coracdo, cérebro, pulmiao, rim, baco, figado e testiculos) foram
mensurados e analisados macroscopicamente para verificar se houve alteragdes no peso e/ou

na coloragdo do mesmo, podendo ser um indicativo de toxicidade do extrato teste.

3.7. Anélise Estatistica

No tratamento com Bidens pilosa L., os dados sdo paramétricos e continuos,
sendo variagdo amostral independente. Para as amostras dependentes a utilizacdo de
ANOVA seguida por teste a posteriori por Dunnet é indicada e teste T. Significancia
estatistica sempre considerando o P > 0.05 na analise realizada no programa estatistico

Instat®.
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4.RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s a aclimatagdo dos animais nas condigdes laboratoriais descritas, os animais
passaram a receber as diferentes dietas, normocaldrica e hipercaldrica, esta segunda com o
objetivo de promover obesidade nos animais. O consumo de ambas as dietas pelos animais
ndo diferiu significativamente ao longo das oito semanas de acompanhamento. Curiosamente,
se verificou que a partir da quarta semana houve aumento do consumo de dieta hipercaldrica
em relagdo ao consumo de dieta normocalorica (Figura 3), porém o esperado, devido ao alto

teor de calorias, seria um menor consumo de dieta hipercaldrica.

700 - Média de Consumo de Ragao (g)
6,00 - '_"-J——- ~
500 @ =
4,00 |
3,00 - —=— Hipercaldrica
2,00 Normocaldrica
1,00 |
0,00

o 1 2 3 4 5 6 7 8

Semana

Figura 3. Média de consumo de ragdo normocaldrica e hipercaldrica pelos animais durante oito
semanas de tratamento. Valores expressos em média.

Esse aumento no consumo pode ser compreendido devido a boa paltabilidade da
racao hipercaldrica, de sabor chocolate.

O consumo da ragdo hipercalodrica induziu um maior ganho de peso nos animais,
como era esperado, a partir da terceira semana de dieta (Figura 4). Na oitava semana, a
diferenca de peso médio dos animais tratados com dieta hipercaldrica em relagdo aos animais
tratados com dieta normocaldrica foi de 16,79 g, ou seja, os animais estavam 44% acima do
peso dos animais normais. Conforme relatado por Hariri e Thibault, (2010) em uma elegante
revisdo sobre modelos experimentais de obesidade induzida por dieta, hda um consenso entre
os pesquisadores de que diferengas de 10-25% de peso corporal maior que 0s animais normais

¢ considerada uma obesidade moderada, enquanto que um ganho de peso maior que 40% ¢
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considerada obesidade severa. Com base nesta revisdo, assim como em outros estudos
recentes (He e cols., 2010; Dean e cols., 2009; Aratjo e cols., 2007; Pitombo e cols.,
2006;Klaus e cols., 2005; Harris e cols., 2003; Van Heek e cols., 1997), podemos considerar
que a metodologia utiliza s citados acima, que normalmente necessitam de 10-12 semanas

para atingir uma diferenga de ganho de peso superior a 40%.

60 -

40 -

30 -
—e— hipercaldrica

20 —s— normocaldrica

10 -

Média de peso dos animais (g)

Figura 4. Média de peso corporal dos animais que receberam dieta normocalorica e hipercalérica
durante oito semanas. Dados expressos em média.

Considerando-se valores absolutos, os animais que receberam dieta normocaldrica
apresentaram uma média de peso corporeo no primeiro dia de fornecimento da dieta de 30.8
+1.0 e apOs 8 semanas de dieta normocaldrica atingiram o peso médio final de 37.6 + 1.4g,
com uma variacao total de peso de 6.8 (A peso). No grupo dos animais que receberam dieta
hipercalorica, o peso médio inicial foi de 34.2 + 1.0g, enquanto que o peso médio final foi de
52.3 £ 1.4g, com um A peso de 18.1 (Tabela 1), confirmando a indu¢ido de obesidade com o

uso da dieta padronizada e utilizada no presente projeto.

Tabela 1. Variacao do peso corporeo dos animais de diferentes grupos experimentais.

Grupos experimentais ‘ Peso inicial | Apds 8 semanas | A peso
Animais normais (dieta normocalorica) 30.8+1.0 37.6+ 14 6,8
Animais obesos (dieta hipercalorica) 342+1.0 523+ 1.4 ** 18,1

Valores expressos em média + E.P.M.** diferenga significativa em rela¢do ao grupo de animais com
dieta normocaldrica, p < 0.05

Apos as oito semanas de tratamento dos animais com as duas diferentes dietas

(normocalorica e hipercaldrica), esses foram divididos nos diferentes grupos descritos
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(normais e obesos) e foram tratados durante 21 dias com o extrato de Bidens pilosa L. Neste
periodo, todos os animais de todos os grupos receberam a mesma dieta normocaldrica. Foi
verificado que o consumo da ragao nao difere significativamente ao longo dos 21 dias, apenas
se detectando que o consumo de ragdo pelos animais dos grupos normais ¢ pair feeding
sempre ¢ inferior ao consumo dos animais obesos sem tratamento e com os diferentes
tratamentos (Figura 5).

Na figura 6 pode ser verificada a variagdo do peso corporeo dos animais tratados
com o extrato. Nesta figura pode-se ainda observar que o grupo pair feeding apresenta um

peso corporal inferior a todos os grupos devido a restri¢do de dieta, conforme descrito.

8,00 1
7,00 -
6,00 -
5,00 -

4,00
3,00 - == Animais obeso

=&= Animais hormais

2,00 == Pair feeding
1,00 1 =@ Bidens
O'OO T T T T T T T 1

1 4 7 10 13 16 19 22

Consumo em gramas

Dia

Figura 5. Média de consumo dos diferentes grupos experimentais de racdo normocalérica durante 21
dias ap6s a inducao da obesidade. Dados expressos em média.
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-5,00 1 —8— Animais obesos
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-7,00 -
-8,00 -
-9,00 -
-10,00

Pair Feeding
—l— Bidens

Delta peso dos animais (g)

1 4 7 10 13 16 19 22

Dia

Figura 6. Efeito do tratamento com extrato supercritico de picao (Bidens pilosa) no peso dos animais
Dados expressos em média.

Na tabela 2 pode-se verificar a variagdo do peso dos animais durante todo o
procedimento experimental. Todos os grupos de animais obesos apresentaram ganho de peso
similar aos animais do grupo obeso ndo tratado. Dessa forma, verifica-se claramente que ndo

ocorreu redugdo no ganho de peso dos animais tratados com a Bidens pilosa (Figura 6).

Tabela 2. Variacao do peso dos animais de diferentes grupos experimentais apos 8 semanas de dieta a

pos tratamento com os diferentes produtos-teste.

Peso Apos 8 Apos
Grupos experimentais | inicial semanas A peso1 tratamento |A peso2
Animais normais 30,8+ 1,0 37,614 6.8 36,8+ 1,6 -0,8
Animais obesos 342+1,0 523+ 1,4%** 18,1 51,5+1,4 -0,8
Pair-feeding 35,1 +£1,3 54,0+1,3 ** 18.9 43,0+1,5* -11,0
Animais obesos tratados 357407 547+ 11%% 19,0 54,0+ 1.4 0.7

com a Bidens
" variagdo do peso apds 8 semanas de fornecimento de dieta, * variagdo do peso apds tratamento com
os diferentes produtos teste, calculado em comparagdo ao ultimo dia de fornecimento de dieta
hipercalérica. Valores expressos em média + E.P.M.* p < 0,05, ** p <0,01.

Ap0s os 21 dias de tratamento, todos os animais foram mortos e seus principais
orgaos retirados e pesados, para avaliar a indicagdo de estudos de toxicidade ou ndo do extrato
conforme apresentado na Tabela 3. Como pode ser observado, ndo se encontrou diferenca
significativa no peso dos o6rgdos que justifique alguma alteragdo ou toxicidade por parte do

extrato testado.
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Tabela 3. Peso médio dos 6rgdos dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Grupos , . ~ ~ , . .

P Figado Baco Rins Coragdo Pulmao Testiculo Cérebro Hipotalamo
Amma.ls 1292+0,09 348+0,13 7,11£046 3,87+0,19 495+038 435+0,11  600+0,11 1,10+ 0,04
normais
ANIMAIS 300002 3105012 6004008 3605007 4832028 4204008 22001 0932003
obesos
Pair-

) 11,60+0,09 280+0,11 597+0,06 3,85+008 528+0,18 444+0,09  567+0,09 0,94 +0,04
feeding

Obesos
+ 1262+0,10 323+007 595005 3,61+£005 481+0,17 415006  512+0,06 0,85 +0,05
Bidens

Dados expressos em média + E.P.M.

Devido a ndo toxicidade do extrato nessa dose, pode-se sugerir estudos em doses

mais elevadas, para a averiguacdo da possivel perda de peso corporeo.
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5.CONCLUSAO

Na dose administrada aos animais experimentais de 100mg/Kg do extrato do
picdo, ndo foi obtido nenhum resultado na redugao de peso corpdreo, na redugdo da ingesta

alimentar e ndo foi observado toxicidade.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Além desses resultados apresentados, também executamos a padroniza¢do de um
modelo de inducao ao estresse fisico e psicogénico. Que serd importante para as proximas
etapas como, a quantificacao das interleucinas e hormonios, a avaliagdo histologica da pele e
a expressdo génica como proposto no o projeto aprovado pela FAPESP mencionado no
prologo Por isso durante a matanca dos animais, executamos a seguinte etapa de coleta de
amostras. Sendo os animais mortos por decapitagdo em guilhotina apds a sessdo de estresse,
no 22° dia, apds o termino do tratamento. Sendo coletadas amostras de sangue que foram
centrifugadas a 4.400 rpm por 15 mim, para separar o plasma sanguineo ¢ esse foi
armazenado em Freezer -80°C.

As amostras coletadas de tecido epitelial do dorso foram armazenadas em cassetes
histologicos esses alocados em ALFAC (18: 2: 1) até a realizacdo de laminas histologica para
avaliacdo dos tecidos constituintes da pele.

As amostras coletadas de tecido adiposo peritoneal. Uma pequena amostra deste
tecido foi armazenada em cassete histoldgico alocados em ALFAC (18: 2: 1) para realizacao
de laminas histoldgica. Também colocamos amostras em Critubos livres de RNAse e DNAse,
para analise de expressdo génica,armazenadas em Freezer -80°C e 300 pl de trizol.

As amostras de hipotdlamos coletadas foram essas armazenadas em cassetes
histologicos e Critubos. Sendo os cassetes alocados em ALFAC (18: 2: 1) e os Criotubos em

Freezer — 80°C e 200l de trizol.
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