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RESUMO



A obesidade, juntamente com o sobrepeso, tem sido considerada um dos mais graves
problemas de saude publica do mundo, especialmente por serem os principais fatores de
risco para inimeras doencas crdnicas, como a doenca coronariana, diabetes mellitus tipo Il
hipertensdo e alguns tipos de tumores, as quais estdo associadas a altas taxas de
mortalidade. O uso de alimentos funcionais e de dietas adequadas com apelo de promogéo
da salde tem crescido como mecanismo de prevencdo, controle e tratamento de doencas
cronicas como a obesidade. Véarios estudos etnofarmacoldgicos indicam espécies vegetais
para o tratamento de distUrbios relacionados com a obesidade com um importante atrativo
de que este esquema terapéutico € entendido como mais seguro e eficaz para a salde que o
tratamento com anorexigenos tradicionais. Considerando que tanto a ingesta de alimentos
como o tratamento por via oral com diferentes compostos pode promover altera¢cdes na
expressao génica e que uma dieta alimentar adequada tem sido valiosa como mecanismo de
manutencado das fungdes vitais do organismo, o objetivo deste projeto foi avaliar os efeitos
do extrato padronizado de Brassica campestris L. na diminuicdo do peso e controle da
ingesta alimentar. Foram feitas triagens in vivo deste produto e os estudos de seus efeitos
no metabolismo energético em camundongos ndo obesos e com obesidade induzida por
dieta hipercal6rica. Ap6s inducdo da obesidade por 8 semanas, 0s animais foram tratados
por 21 dias com o extrato por via oral. Apos os 21 dias os animais foram mortos e os efeitos
deste produto foram avaliados sobre o consumo diario de ragéo e sobre o peso corporeo. De
acordo com os resultados obtidos, o extrato de Brassica campestris ndo foi eficaz na reducéo
do peso corporal dos animais obesos, assim como néo reduziu a ingesta de racao.

Palavras chave: Canola; Dieta enriquecida; Fitoesterois, Plantas Medicinais.



ABSTRACT



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, type Il 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 mechanism for prevention, control
and treatment of chronic diseases such as obesity. Several ethnopharmacological studies
indicate plants species for the treatment of disorders associated with obesity with a major
attraction of this regimen is perceived assafer and more effective for health than the
traditional treatment with appetite suppressants. Whereas both food intake and the oral
treatment with different compounds can cause changesin gene expressionand that a
proper diet has been valuable as a mechanism for maintaining the body's vital functions, the
objective of this project was to evaluate the effects of standardized extract of Brassica
campestris L. in the decrease in weight and food intake control. In vivo trials of this product
were conducted and studies of its effects on energy metabolism in non-obese mice and with
obesity induced by hypercaloric diet. After induction of obesity by 8 weeks, animals were
treated for 21 days with the extract orally. After 21 days the animals were killed and the
effects of this product were evaluated on the daily feed intake and onbody weight.
According to the results obtained, the extract of Brassica campestris was not effective in
reducing body weight of obese animals, and did not reduce food intake.

Key-words: Canola; Enriched diet; Phytosterols, Medicinal Plants.
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PROLOGO



O presente projeto é parte integrante de um Auxilio regular Fapesp (09/52471-1) que visa
estudar os efeitos de uma série de extratos de plantas na melhora do bem estar, diminuicéo
do estresse, diminuigdo do peso, controle da ingesta alimentar e melhora das propriedades
bioldgicas e biomecanicas da pele ligadas ao mecanismo do estresse e envelhecimento. A
metodologia aplicada nesse projeto € totalmente nova no laboratdrio, para tanto foi
necessario estudo de artigos da &area e discussdes sobre os mesmos. Apds os estudos
definiu-se que utilizariamos camundongos machos das linhagens isogénicas C57BL/6 e
C57BL/6J Lep®™ para a experimentacéo, e os pardmetros avaliados seriam: aumento ou
redugdo da ingesta e do peso corporeo, agitabilidade dos animais, aparéncia do pelo,
quantificacdo de mediadores - leptina, B-endorfina, IL-6, proteina C reativa, cortisol e
insulina - no soro dos animais e expressdo génica de SREBP, ChREBP, AQP-7, PPAR-y, NPY,
adiponectina, resistina e dos receptores para orexina (OX) OX1-R e OX2-R no tecido adiposo
dos animais.

Quando o projeto se iniciou, enfrentamos um sério problema com a aquisicdo dos
animais para experimentagdo. Tais animais seriam fornecidos pelo Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Biologica (CEMIB) da Universidade Estadual de Campinas, porém na época
da solicitacdo dos animais, essa instituicdo alegou ndo possuir os mesmos nas quantidades
necessarias para a realizacdo dos estudos propostos, pois sua producdo estava sendo
utilizada apenas pelos docentes e pesquisadores internos da Unicamp, sendo impossivel
atender a demanda externa. Sendo assim, buscamos alternativas para adquirir estes
animais, mas todas as tentativas foram infrutiferas, visto que tal linhagem era escassa em
todos os biotérios que entramos em contato, justamente pelo grande numero de
pesquisadores que passaram a desenvolver seus projetos de pesquisa com estes animais. Os
biotérios e fornecedores de animais consultados foram CEDEME (Universidade Federal de
S&o Paulo — UNIFESP), Instituto Butantan, Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina
da USP — Ribeirdo Preto, USP - Sdo Paulo, Biotério da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio
de Janeiro.

Com toda esta dificuldade, optamos em utilizar uma metodologia de obesidade
induzida por dieta enriquecida, utilizando-se camundongos da Linhagem Swiss, disponivel
em nossa prépria universidade. Dessa forma, nesta primeira etapa, precisamos padronizar

este modelo de obesidade em camundongos. Para esta padronizagédo, foi utilizado como



base o método descrito por Nascimento et al., 2008. E importante ressaltar que a
padronizagdo deste modelo de obesidade permitird sua utilizagdo em demais projetos de
iniciacdo cientifica, mestrado e doutorado em fase de implantacéo em nosso laboratorio.
Além disso, outro problema ocorrido foi com a padronizagdo do estresse. Os artigos
de Shanks et al., 1990; Katayama et al., 2007; Dai et al., 2008; Sim et al., 2010; Golub et al.,
2011 que se utilizavam de camundongos para inducdo do estresse fisico e psicogénico foram
discutidos e, dessa forma, determinarmos que a sessdo contaria com 30 choques de 2
segundos de 0,5mA, sem a possibilidade de fuga e com intervalos aleatdrios entre 5 e 25

segundos.
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1. Obesidade

Sobrepeso e obesidade sdo definidos como acimulo anormal ou excessivo de
gordura que pode prejudicar a saude (OMS). A classificagdo de sobrepeso e obesidade é
comumente realizada pelo indice de massa corpdrea (IMC), que é definido pelo peso da
pessoa em kilogramas dividido pelo quadrado da altura em metros. A incidéncia da
obesidade no mundo tem tomado propor¢des alarmantes nas Ultimas décadas (Mathew et
al., 2007), sendo considerada uma epidemia global, inclusive nos paises subdesenvolvidos e
em desenvolvimento (Eckel et al., 2002; O’Brien & Dixon, 2002; Wong et al., 2004). Em
muitos dos quais é uma doenca negligenciada pelas politicas publicas de saude e pelos
setores responsaveis pelo desenvolvimento de pesquisas orientadas & busca de novos
procedimentos e produtos de valor terapéutico para seu controle e tratamento. Em 2008,
pelo menos 1,5 bilhdo de pessoas adultas no mundo estavam com sobrepeso ((IMC) > 25
kg/m?) e destas, pelo menos 500 milhdes eram obesas ((IMC) = 30 kg/m?)(OMS).

O acUmulo excessivo de gordura tem sido considerado um dos mais graves
problemas de saude publica do mundo, especialmente por ser o principal fator de risco para
inimeras doencas cronicas, como a doenga coronariana, diabetes mellitus tipo I,
hipertens&o e alguns tipos de tumores (O’Brien & Dixon, 2002), as quais estdo associadas as
altas taxas de mortalidade e a reducdo na expectativa de vida (Fontaine et al., 2003).

A obesidade é considerada como uma condi¢do inflamatdria sistémica que contribui
para o desequilibrio metabdlico, implicando na liberacdo de diversos mediadores pelos
adipdcitos (Kyrou et al., 2006; Tsigos & Chrousos, 2006; Hyman, 2007). Adicionalmente, a
hiperativacdo do eixo hipotalamo-pituitéria-adrenal (HPA) contribui com o acumulo de
tecido gorduroso e a obesidade, por si propria, constitui um estado cronico de estresse do
organismo e pode causar disfun¢do no eixo HPA. A regulagdo do balanco energético no
organismo depende de um mecanismo para perceber o nivel das reservas de energia na
gordura corporal e transmitir a informacéo aos locais de controle no hipotdlamo, onde
ocorre a integracdo da informagé&o e consequente controle da ingestéo e gasto de energia. O
tecido adiposo € capaz de emitir sinais que regulam a ingesta alimentar e o gasto energético
e, desta forma controlam as transformac6es no balango energético, mantendo o “status”

nutricional do organismo (Sethi & Vidal-Puig, 2007).
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2. Epidemiologia

Dados epidemioldgicos mostram gque nos EUA, 50% dos adultos possuem sobrepeso,
enquanto que 22% sdo considerados obesos. Diferentemente do que ocorre com outras
doengas, varios dados epidemioldgicos da obesidade em paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, inclusive no Brasil, estdo disponiveis. Uma recente revisdéo mostra que no
Brasil 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 (Ford &
Mokdad, 2008). Em adicéo, a prevaléncia da obesidade no Brasil cresceu em 2,7% durante
1974-1975 e 8,8% durante 2002-2003 entre os homens e, 7,4% para 13,0% entre as
mulheres (Monteiro et al., 2007). indices de prevaléncia entre criancas 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 et al., 2002).

Os custos diretos e indiretos da obesidade nos EUA foram estimados em 117 bilhdes
de dolares no ano de 2000 (Ford & Mokdad, 2008). No Canadd, os custos diretos de
tratamento foram da ordem de 1,6 bilhdes de dodlares e os indiretos de 2,7 bilhGes de
ddlares, representando cerca de 2,2% do total de gastos em saide no pais (Katzmarzyk &
Janssen, 2004). Embora no Brasil os custos da obesidade ndo sdo conhecidos, se estimou em
2001 que estes custos representaram 1,08% do total das hospitalizacbes entre homens e

3,07% entre as mulheres (Sichieri et al., 2007).

3. Modelo Experimental

Como foi possivel observar, a obesidade é uma doenca que afeta a populagio
mundial, independentemente do desenvolvimento econdémico das nagdes, tornando-se
necessario o desenvolvimento de modelos experimentais para estudos mais aprofundados
sobre a doenca. Os estudos com seres humanos obesos apresentam limitages éticas,
metodoldgicas e financeiras (Hall et al., 1993), por isso, outras alternativas devem ser
desenvolvidas e validadas. Ha modelos em que a obesidade é resultante de modelos
genéticos (Ren et al., 2000) ou manipulagdes dietéticas (Fitzgerald et al., 2001; Carrol et al.,

2006) porém o modelo com maior semelhanca & obesidade humana é a que resulta da
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utilizacdo de dietas com alta densidade energética, gorduras ou hidrato de carbonos (Pereira
et al., 2003).

A partir da andlise de diversos estudos (Van Heek et al., 1997; Harris et al., 2003;
Klaus et al., 2005; Mak et al., 2006; Pitombo et al., 2006; Araljo et al., 2007; Buettner et al.,
2007; Dean et al., 2009; Hariri & Thibault, 2010; He et al., 2010; Bruder-Nascimento, 2011,
Lijnen, 2011) pudemos identificar os procedimentos mais adequados para a padronizagao do
modelo, assim como buscar uma dieta que permitisse a inducdo da obesidade nos
camundongos da linhagem Swiss disponiveis em nossa universidade.

Segundo Buettner (2007), o melhor método para induzir obesidade em animais é
com dietas com mais de 40% de energia provinda da gordura, ricas em @&cidos graxos
linoléico (n-6) e oléico (n-9). A racdo hipercaldrica utilizada apresentava 49,2% da energia
proveniente de gordura enquanto a ragdo normocalérica somente 12,3% (Bruder-
Nascimento, 2011), sendo que a gordura era composta principalmente de n-6 e n-9.
Adicionalmente, estudos indicam que ganho de peso entre 10-25% pode ser considerado
como obesidade moderada (Harrold et al., 2000; Woods et al., 2003) e acima de 40%

obesidade severa (Levin & Dunn-Meynell, 2002).

4. Abordagem Farmacologica

Atualmente h& disponivel no mercado dois medicamentos para o tratamento da
obesidade, o Orlistate e a Sibutramina (Yun, 2010). O primeiro atua reduzindo a absorgéo de
gordura no intestino pela inibi¢do da lipase pancreatica (Ballinger & Peikin, 2002; Hutton &
Fergusson, 2004; Thurairajah et al.,2005; Drew et al., 2007), e o segundo é anorético,
aumentando a saciedade (Lean, 2001; Poston & Foreyt, 2004; Tziomalos et al., 2009). No
entanto, os dois medicamentos apresentam efeitos colaterais como aumento da presséo
sanguinea, boca seca, constipacdo, dor de cabeca e insdnia (Thurairajah et al., 2005; de
Simone & D’Addeo, 2008; Slovacek et al., 2008; Karamadoukis et al., 2009).

Dessa forma, em busca de se evitar os efeitos colaterais, 0 desenvolvimento de novos
medicamentos anti-obesidade é necessario. Atualmente as pesquisas mais promissoras
foram as que estudaram as drogas de acdo central (Radafaxina e Oleoil-estrona), os
antagonistas para receptores CB1 (Rimonabanto), as drogas que bloqueiam a absor¢édo de

gordura (Cetilistate), e utilizacdo de fragmentos de horménio de crescimento humano
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(Halford, 2006; Melnikova & Wages, 2006). Outra abordagem estuda 0s componentes
bioativos provindos da natureza para o desenvolvimento de medicamentos seguros e
efetivos no tratamento da obesidade (Mayer et al., 2009), como exemplo os polifendis que
tem atividade anti obesidade, e sdo constituidas de apigenina, genisteina e catequinas
(Wolfram et al., 2006; Rayalam et al., 2008; Thielecke & Boschmann, 2009).

Os produtos naturais com efeito anti obesidade sdo agrupados em 5 categorias
conforme seu mecanismo de acao:

- diminui¢&o da absorcéo de lipidios.

- diminuig&o da energia ingerida.

- aumento do gasto de energia.

- diminuic&o da diferenciacéo e proliferacao de pré adipdcitos.

- diminuic&o da lipogénese e aumento da lipdlise.

5. Busca por novos compostos

Atualmente é incontestavel que a nutricdo desempenha papel predominante no
gerenciamento da saude, aspecto que permitiu a descoberta tanto da importancia de certos
nutrientes essenciais, como também das quantidades especificas de cada nutriente
necessarias para a manutencdo da satde (Mutch et al., 2005). Reconhece-se que a maioria
das doengas que afetam a espécie humana, assim como seu processo de envelhecimento e
respectivas manifestacdes estéticas, incluindo a obesidade, sdo minimizados por mudangas
no estilo de vida, como alimentacdo balanceada, bem-estar, pratica de atividades fisicas,
entre outros habitos que reduzem o impacto do estresse. Estudos demonstram que dezenas
de bilhdes de dodlares poderiam ser poupados anualmente se dietas saudaveis fossem
adotadas, uma vez que reduziriam os gastos com despesas médicas e faltas ao trabalho
(Milner, 2004). Recentemente, 0 uso de alimentos funcionais com apelo de promogédo da
saude tem crescido consideravelmente, especialmente como produtos para a prevengao e
tratamento de doengas cronicas. Muitos produtos encontrados no mercado alegam desde
beneficios neuroldgicos e psicoldgicos, até aqueles envolvendo efeitos protetores para a
funcdo cardiovascular, gastrointestinal, imune, cancer, obesidade e envelhecimento.

O uso de plantas medicinais é baseado na premissa de que em sua complexa

constituicdo estdo presentes principios ativos que promovam saude e aliviem diferentes
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sintomas associados a distintas doencgas. Os suplementos a base de compostos vegetais
frequentemente oferecem um mistura fitoquimica com interacdo aditiva e/ou sinérgica. Por
milhares de anos, as plantas tém desempenhado um significativo papel na manutencédo da
salde humana e melhora da qualidade de vida, sendo uma fonte valiosa de componentes
para temperos, bebidas, cosméticos e medicamentos. Varios estudos etnofarmacoldgicos
indicam espécies vegetais para o tratamento de disturbios relacionados a obesidade com o
principal atrativo de que este esquema terapéutico € entendido como mais seguro e eficaz

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

5.1 Brassica campestris

Os fitoestero6is de canola (Brassica campestris L.), estudados por nosso grupo, foram
selecionados em razdo de seus importantes efeitos em estimular significativamente a
producdo de colageno e elastina em cultura de fibroblastos humanos (Pereda, 2009). S&o
compostos com nucleo esteroidal encontrados em plantas, principalmente nozes, sementes
oleaginosas e cereais como, por exemplo, a canola (Jekel et al., 1998 apud Pereda, 2009). Os
compostos mais comumente encontrados séo o B-sitosterol, estigmasterol e campesterol, e
compreendem aproximadamente 80% do total de fitosterdis contidos na maioria dos 6leos
vegetais (Jekel et al., 1998 apud Pereda, 2009).

Estes compostos apresentam estrutura analoga ao colesterol, mas diferem no
tamanho da cadeia devido a presenca de um grupo etil na posicdo C24. O colesterol, nas
células animais, esta envolvido na organizagdo e permeabilidade da membrana e pode
modelar atividades das proteinas de membrana (Mora et al., 1999; Yasukazu & Etsuo, 2003).

Estudos mostram que os fitoesterdis sdo anti-oxidantes habeis em modificar as
propriedades estruturais e funcionais da dupla camada fosfolipidica das membranas
celulares (Kostanje et al., 1990; Yasukazu & Etsuo, 2003), favorecendo assim a agdo e o
transporte de compostos no interior das células (Mora et al., 1999), (teis assim como

coadjuvantes a outros produtos.



OBJETIVOS
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Padronizar o modelo experimental de obesidade induzida por dieta hipercaldrica.

Estudar os efeitos do tratamento com o produto proposto:

- avaliando a influéncia do tratamento sobre o aumento ou redugéo da ingesta;

- avaliando a influéncia do tratamento sobre o aumento ou reducdo do peso
corporeo;

- determinando os efeitos tdxicos do extrato padronizado.

Obter amostras de tecidos e plasma para estudos posteriores da morfologia da pele,
expressdo génica e determinacdo de niveis de diferentes mediadores envolvidos na

obesidade e na homeostase da pele.



MATERIAL E METODOS



1. Compostos teste

O produto testado (CardioAid™ Plant Sterols) foi fornecido pela empresa ADM
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Nutrition para a Chemyunion Quimica Ltda (empresa parceira na realizacao desse projeto) e

consistiu, principalmente de fitoesterdis de Brassica campestris (canola) (Tabela 1).

Tabela 1 - Especificacdes do CardioAid™ Plant Sterols

Esterdis vegetais total, %
Beta-sitosterol, %
Campesterol, %
Estigmasterol, %
Brassicasterol, %
Sitostanol, %

Tocoferdis, mg/g

Metais pesados, ppm

Contagem padréo em placas, por g

Levedura e mofo, por g

Salmonella

E. coli

Staphylococcus aureus

Min. 95
40-58
20-30
14-22
0-6

0-5

0-15
Max. 10
Max. 1,000
Max. 300
Neg.
Neg.
Neg.

O extrato foi administrado via oral, para tanto, foi diluido em 92 partes de

metilcelulose a 1% e 8 partes de tween 80. Os demais animais receberam somente o veiculo.

2. Animais

Para a realizacdo deste estudo foram utilizados camundongos machos da linhagem

Swiss obtidos do Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu, S&o Paulo. Os animais

foram alojados em estante ventilada com mini-isoladores de polissulfona (Alesco Ind. e Com.

Ltda) e filtracdo de ar de entrada e de saida, mantido no interior de uma sala climatizada sob

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

adaptacdo de uma semana, receberam diferentes dietas, conforme descrito abaixo.
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3. Inducéo de obesidade

Os animais foram divididos em dois grupos:

Dieta normocal6rica (DN) - animais que receberam a ra¢éo padrédo para roedores (RC
Focus 1765, Agroceres®) por um periodo de 8 semanas. A racdo padrao RC Focus 1765 foi
composta pelos seguintes ingredientes: fosfato bicélcico, dleo de soja degomado, cloreto de
sodio, milho moido, aditivo antioxidante, farelo de soja, farelo de trigo, farinha de carne e
0ssos, farinha de peixe, suplemento mineral e vitaminico.

Dieta hipercal6rica (DH) - animais que receberam ragdo hipercalorica (RC Focus 2413
- chocolate, Agroceres®), por um periodo de 8 semanas. A racdo hipercaldrica RC Focus
2413 é constituida de cloreto de sodio, caseina, soro de leite em pd, concentrado protéico
de soja, milho integral moido, farinha de bolacha, fosfato bicalcico, carbonato de calcio, 6leo
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 representada na Tabela 2. Os perfis de
aminoacidos, carboidratos e acidos graxos, avaliados no Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas do Departamento de Tecnologia - Faculdade de Ciéncias Agrérias e
Veterinarias, UNESP, Jaboticabal, SP, Brasil, estdo representados nas Tabelas 3, 4 e 5

respectivamente.

Tabela 2 - Macronutrientes e micronutrientes das ragdes (%)

RacOes
Componentes po . o
Padrdo Hipercaldrica
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




Tabela 3 - Perfil de aminoé&cidos das racdes (%)

. RacOes
Aminoacidos — - —
Padrdo Hipercaldrica
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 ragoes (%)

Carboidratos = Ra(;o?s -
Padrdo Hipercaldrica

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
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Tabela 5 - Perfil de &cidos graxos saturados e insaturados das racoes (%)

o Racoes
Acidos Graxos ~ . —
Padrdo  Hipercalorica

Caprdico (c6:0) 0,00 0,02
Caprilico (c8:0) 0,03 0,03
Céprico (c10:0) 0,02 0,05
L&urico (c12:0) 0,33 0,25
Miristico (c14:0) 0,30 0,33
Palmitico (c16:0) 16,56 15,09
Heptadecanoico (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

Para ambos os grupos, a oferta de racdo e &gua corrente foi ad libitum. Todos os
animais foram pesados e o consumo de ragao foi medido diariamente.

Ap0s 8 semanas, os camundongos da racdo hipercal6rica com o ganho de peso (Apeso)
maior ou igual a 13g foram classificados como obesos e utilizados nas etapas subseqlientes

do projeto.

4. Tratamento e delineamento experimental

O tratamento se iniciou apenas apés o processo de inducdo de obesidade (8
semanas) e 0s animais receberam o tratamento durante 21 dias. A dose teste foi de
100mg/kg do extrato de Brassica campestris.

Os animais dos grupos néo tratados com o extrato receberam somente o veiculo por
gavagem durante o mesmo periodo. Os grupos pair feeding sofreram restricdo de 30% da
dieta, que foi calculada pela média de consumo de ra¢do dos animais controles respectivos,
conforme discriminado abaixo. Os outros grupos receberam ragdo e agua ad libitum. Os

animais foram divididos aleatoriamente em 4 diferentes grupos:
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Grupo 1 - animais Swiss ndo obesos (n=10);

Grupo 2 - animais Swiss obeso (n=22);

Grupo 3 (Pair feeding) - animais Swiss obeso com restricdo de dieta (70% da média de
consumo do grupo 2) e sem estresse (n=24);

Grupo 4 - animais Swiss obeso com tratamento com canola (n=24).

O protocolo experimental, foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacio
Animal (CEEA) do Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista (UNESP), Protocolo

147-CEEA.

5. Avaliacéo geral

A avaliacdo geral dos animais foi realizada em diferentes etapas:

1. Avaliacéo diaria (durante os 21 dias de tratamento) de parametros como aumento
ou reducdo da ingesta e do peso corpdreo de todos os animais.

2. Anadlise de toxicidade do produto, realizada apds os 21 dias de tratamento por
meio da avaliagdo comparativa da aparéncia geral, coloragdo e peso dos principais 6rgéos
(testiculos, figado, bago, rins, coragdo, pulméo, cérebro e hipotdlamo). A presenca de
caracteristicas macroscopicas de toxicidade em qualquer dos tecidos avaliados, foi indicativo
para a preparacdo de cortes histoldgicos corados com hematoxilina e eosina (HE), com

posterior e conseqiiente avaliagdo microscépica.

6. Obtencéo do soro dos animais e obtencao do tecido adiposo

Apos os 21 dias, os animais foram decapitados e o sangue obtido foi coletado em
eppendorf e deixado em temperatura ambiente por 30 minutos para que ocorresse a
coagulacdo. Apos esse periodo o sangue foi centrifugado por 15 minutos a 4400rpm. O soro
separado foi armazenado a -80° C para as andlises bioquimicas.

Destes animais também foram retirados testiculos, figado, baco, rins, coracgéo,
pulmao, cérebro e hipotalamo. Estes 6rgdos foram pesados e armazenados em uma solugéo

de Alcool 80%, Formaldeido e Acido Acético (Alfac — 18:2:1).
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Uma amostra de pele do dorso dos camundongos foi retirada para posterior analise
histol6gica e armazenada em Alfac. Além disso, foram coletadas amostras de tecido adiposo
visceral, armazenadas a -80°C em criotubos com 300ul de Trizol para futura extracdo do RNA
total e avaliacdo da expressdo génica. Uma amostra do tecido adiposo também foi retirada e

armazenada em Alfac para anélise histoldgica.

7. Andlise Estatistica

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Diferengas
entre as médias foram testadas por Analise de Variancia (ANOVA) seguidas pelo teste a

posteriori de Dunnett. Significancia estatistica foi considerada para valores de p < 0,05.



RESULTADOS E DISCUSSAO



Apos a ambientagdo dos animais, houve uma separagdo entre os que receberam a racao
normocalérica e 0s que receberam a ragdo hipercal6rica, com o intuito de induzir a
obesidade. Como podemos observar na figura 1, os grupos ndo diferiram significativamente
no consumo porém foi possivel observar um aumento no consumo da dieta hipercaldrica, a
partir da quarta semana, em relacéo a dieta normocaldrica, fato inesperado considerando-se
que segundo Stubbs e Whybrow apud Hariri e Thibault (2010) o esperado era uma

diminuicdo no consumo devido & alta densidade de calorias presente na dieta.
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Figura 1 - Média de consumo de rac¢do normocal6rica e hipercaldrica pelos animais
durante oito semanas de tratamento

Com o consumo da dieta hipercaldrica por 8 semanas observamos um aumento
significativo de peso corporal dos animais destes grupos quando em comparagao aos que
consumiram a dieta normocaldrica (Figura 2), levando a uma diferenga de peso de 16,2g
(47,2%). Quando essa diferenca é acima de 40% a obesidade pode ser considerada como
severa (Levin & Dunn-Meynell, 2002), e se esta entre 10-25% como obesidade moderada
(Harrold et al., 2000; Woods et al.,2003). Dessa forma, a inducao de obesidade através da

dieta hipercal6rica foi efetiva sendo a obesidade severa.
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Figura 2 - Média de peso corporal dos animais que receberam dieta normocalérica
e hipercalérica durante oito semanas
Considerando os dados absolutos, nota-se que o ganho de peso dos animais que
receberam a dieta normocal6rica apds as 8 semanas foi de apenas 6,8g (A peso), enquanto
0s que receberam a dieta hipercaldrica ganharam 18,4g (Tabela 6). Esse ganho de peso

confirma a inducéo da obesidade com o uso da dieta padronizada.

Tabela 6 - Variacdo do peso corporeo dos animais de diferentes grupos experimentais

Grupos experimentais Pesoinicial Apoés 8 semanas A peso
Animais ndo obesos (dieta normocaldrica) 30,8+ 1,0 376+14 6,8
Animais obesos (dieta hipercal6rica) 342+1,0 52,3+14** 18,1
Pair feeding (dieta hipercaldrica) 351+1,3 540+1,3** 18,9
Canola (dieta hipercal6rica) 37,1+1,0 55,2 +1,5** 18,1

Dados expressos em média + E.P.M. (**p<0,01 em relacdo aos animais ndo obesos)

Apo6s a indugdo da obesidade, os animais foram separados em seus respectivos
grupos experimentais. Todos passaram a receber a racdo normocalérica, uma vez que Huang
et al. (2008) demonstraram que o0 aumento da razdo de proteina e carboidrato ndo reduz o
grau de obesidade quando esta foi induzida por dieta hipercal6rica em camundongos, sendo

assim, a troca da racdo ndo interfere numa possivel reducdo de peso. Os animais foram



tratados por 21 dias, podendo se observar que houve uma diferenga no consumo de ragéo
pelos animais do grupo pair feeding, mas isso foi devido a restricdo forcada de racdo. Os
animais do grupo controle, comparado com os obesos, também ingeriram significativamente
menos racdo, o que pode ter ocorrido devido a menor necessidade de nutrientes para a sua

saciedade (Figura 3).
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Figura 3 - Média de consumo de racdo por grupo. Dados expressos em consumo/nimero de animais

Com relacdo a reducdo do peso corporeo, os resultados mostraram que ndo ocorreu uma
diminuicdo significativa no peso corpéreo dos animais que foram tratados com Brassica
campestris em relacdo aos animais obesos sem tratamento. J& o grupo pair feeding
apresentou reducdo significativa no peso, como mostrado na figura 4. Também pode-se

notar essa diferenca quando observamos a variagéo do peso corporal na tabela 7.
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Figura 4 - Avaliacdo da evolugdo do peso corporal dos animais. Dados expressos em A peso corporal

Tabela 7 - Variacdo do peso dos animais de diferentes grupos experimentais ap6s 8 semanas
de dieta apds tratamento com os diferentes produtos-teste

Grupos Peso Apds 8 A peso Apos A peso
experimentais inicial semanas dieta tratamento  tratamento
Animais normais 308+10 37614 6,8 36,8+1,6 -0,8
Animais obesos 342+10 523+ 14** 18,1 515+14 -0,8
Pair feeding 351+13 540+13** 18,9 430x15* -11,0
Canola 371+10 552+ 15** 18,1 55,3+1,6 0,1

Resultados apresentados na forma de média + E.P.M. * p<0,05 e ** p<0,01

Apo6s os 21 dias, os animais foram mortos e seus principais 6rgdos retirados e pesados,
conforme apresentado na Tabela 8. Através da média dos pesos pode-se concluir que a
administracdo do extrato de canola ndo alterou o peso dos 6rgdos, indicando nédo haver

indicios de toxicidade por parte desta substancia.



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

Figado (g)
Baco (9)
Rins (g)
Coracéo ()
Pulmao (g)
Testiculo (g)
Cérebro (g)

Hipotalamo (mg)

Grupos
Controle Obeso Pair-feeding Canola
12,92 + 0,09 12,36 +0,12 11,60 £ 0,09 12,58 £ 0,12
3,48+0,13 3,12+0,12 2,80+0,11 3,02 +0,06
7,11 +0,46 6,00 + 0,08 5,97 £+ 0,06 6,05+0,08
3,87+0,19 3,60+0,07 3,85+0,08 3,59 +0,06
4,95 10,38 4,83+0,28 5,28+0,18 4,82 +£0,16
4,35+0,11 4,20 £ 0,08 4,44 +£0,09 4,10+0,08
6,00 +0,11 521+0,11 5,67 £0,09 5,12 +0,06
1,10 £ 0,04 0,93+0,03 0,94 +0,04 0,88 +0,02

Resultados apresentados na forma de média + E.P.M.



CONCLUSAO
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Através da realizacdo dos experimentos no presente projeto podemos concluir que:
- Aiinducdo da obesidade pela dieta hipercaldrica foi efetiva,
- Os fitoesterdis de Brassica campestris ndo atuaram na reduc¢do da ingesta alimentar

e do peso corporal, além de nao demonstrar indicios de toxicidade.
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