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Efeitos das antocianinas, acidos hidroxicindmicos e vitamina C sobre a

biometria corporal e qualidade 6ssea de ratos obesos e eutroficos

RESUMO- A obesidade € um dos principais desafios para a saude mundial e
apresenta alta prevaléncia no homem e animais de companhia. Considerando a
relevancia dessa enfermidade, realizamos a presente pesquisa com 0 objetivo de
avaliar o peso corporal, circunferéncia abdominal, indice de Lee, composicao
corporal, indice de Seedor, densidade mineral e resisténcia 6ssea de ratos Wistar
tratados com dieta hipercaldrica associada ou ndo a laranja vermelha, Citrus
sinensis (L) Osbeck. O grupo que recebeu somente dieta hipercalérica apresentou
menor massa magra em relacdo aos demais. Os animais tratados com fitoterapico
associado a dieta hipercaldrica apresentaram reducéo significativa na porcentagem
de gordura em relacdo ao grupo tratado somente com dieta hipercal6rica. Nos
ensaios biomecanicos do umero e fémur ndo houve diferenca na forca maxima de
ruptura, embora, no ensaio de compressado houve tendéncia de maior fragilidade
O0ssea da cabeca do fémur em ratos tratados somente com dieta hipercaldrica. A
associacdo de antocianinas, acidos hidroxicinamicos e vitamina C nao interfere na
densidade mineral 0ssea e na resisténcia biomecéanica do umero de ratos tratados
com dieta padrdo ou hipercalérica no periodo de cinco meses. Individuos resistentes
a mudanca de habitos alimentares poderiam ser beneficiados pelo uso prolongado
das antocianinas gracas ao aumento da massa magra e reducao da porcentagem de
gordura apoés tratamento prolongado com laranja vermelha.

Palavras-chave: antioxidantes, composicdo corporal, densitometria 0ssea,
biomecanica, obesidade, Wistar.
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Effects of anthocyanins, hydroxycinnamic acids and vitamin C on body

biometrics and bone quality in obese and eutrophic mice

ABSTRACT - Obesity is a major challenge to global health and is highly prevalent in
humans and pets. Considering the importance of this disease, we carried out this
research in order to evaluate body weight, waist circumference, Lee index, body
composition, Seedor index, mineral density and bone strength of Wistar rats treated
with high calorie diet with or without orange red, Citrus sinensis (L) Osbeck. We note
that the animal that received only calorie diet showed less lean mass than the others.
In addition, animals treated with herbal associated with calorie diet showed
significant reduction in body fat percentage compared to the group treated only with
high calorie diet. In biomechanical testing of the humerus and femur there was no
difference in maximum breaking strength, although the compression test tended
increased bone fragility of the femoral head in rats treated only with high calorie diet.
The association anthocyanins, hydroxycinnamic acids and vitamin C does not
interfere with bone mineral density and biomechanical strength of the humerus rats
treated with standard hypercaloric diet during five months of treatment. Resistant
individuals to changing eating habits could benefit by prolonged use of anthocyanins
through increased lean mass and decreased body fat percentage after prolonged
treatment with red orange.

Keywords: antioxidants, body composition, bone densitometry, biomechanics,
obesity, Wistar.
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1.INTRODUCAO

A obesidade, doenca crbnica caracterizada pelo acumulo excessivo de tecido

7

adiposo no organismo, é um problema de salde publica que afeta individuos de
qualquer idade, e estd associada a alta probabilidade de desenvolvimento de
doencas (FUJIMOTO et al., 1999; NABAVI et al., 2015). O aumento da ingestédo de
alimentos com diminuicdo do gasto energético € a principal causa da obesidade.
Influéncias ambientais e comportamentais como alto consumo de alimentos ricos em
gordura e carboidratos e favorecem o habito sedentario promovendo o ganho de
peso (JEQUIER & BRAY, 2002; RODRIGUES et al., 2015). O acumulo de gordura &
um dos principais problemas sociais e de saude no mundo, que afeta mais de 30%
da populacdo nos paises desenvolvidos e cresce rapidamente nos paises em
desenvolvimento (TRUNOVA et al., 2016).

Similar a espécie humana, o aumento da gordura corporal tem sido frequente
em animais, tratando-se da desordem nutricional mais comum em cdes e gatos.
Geralmente os proprietarios nao reconhecem como alteracdo que prejudica a saude
do animal ocasionando alteracfes secundarias, entre elas, cardiacas e Osseas
(GUIMARAES & TUDURY, 2006).

O aumento da gordura corporal em animais de companhia apresenta
propor¢cdes epidémicas no mundo, 59% dos cées e 63% dos gatos sao considerados
acima do peso. Os fatores de risco mais comuns para sua ocorréncia estao
relacionados com o0s habitos dos proprietarios como auséncia de exercicios
regulares e alimentos industrializados (LINDER & MUELLER, 2014).

Entre as desordens causadas por acumulo de gordura corporal encontra-se a
osteoporose, doenca esquelética sistémica, caracterizada pela diminuicdo da massa
O0ssea e deterioracdo da microarquitetura do tecido désseo, com consequente
aumento da fragilidade éssea, e, susceptibilidade as fraturas, a lipotoxicidade e
subsequente inflamacéo decorrentes do aumento de gordura corporal podem ser
responsaveis pela perda de massa 6ssea (NAVAS et al.,, 2002). Mecanismos
moleculares e celulares tém sido elucidados, pelos quais o processo inflamatério é

responsavel por diminuir a massa 0ssea afetando o remodelamento, tanto através
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da inibicdo de osteoblastos, quanto do aumento da diferenciacdo e funcdo dos
osteoclastos (DUQUE 2008; MUNDY 2007; OH et al., 2010).

A significativa prevaléncia da obesidade em humanos € atribuida as
mudancas de habitos alimentares com aumento do consumo de alimentos
energéticos associados ao sedentarismo (DINIZ et al., 2008). Apesar do aumento da
obesidade, o homem apresenta grande variabilidade entre individuos na
susceptibilidade do acumulo de gordura corporal induzida por dieta (GAC et al.,
2015). Esta particularidade também é observada em roedores apOs inducdo de
obesidade experimental pela dieta hiperlipidica (MONTGOMERY et al., 2013).

Desta forma, a obesidade experimental induzida em animais com dieta
hipercalorica reproduz o comportamento nutricional humano, propiciando melhor
entendimento das perturbacbes metabdlicas, uma vez que o0s modelos
experimentais, principalmente em ratos, sdo comparados aos humanos (DINIZ et al.,
2008). Duarte et al. (2006) demonstraram que a dieta hiperlipidica, administrada
durante 15 semanas promovia a obesidade em ratos Wistar machos, com 21 dias de
idade no inicio do tratamento, sem alterar o depdsito de gordura abdominal ou
concentragcdo de glicose e insulina sérica em ratos, aumentando a adiposidade e a
porcentagem de peso corporal dos animais. A dieta de cafeteria utilizada em ratos
tem maior potencial de promover a obesidade em comparacdo com a dieta
hiperlipidica, por ser altamente energética, rica em acgucares e gordura responsaveis
por alterar 0s circuitos neuronais, promovendo o0 excesso de consumo e acumulo de
tecido adiposo (BERRIDGE et al., 2010; SCLAFANI & SPRINGER, 1976; SAMPEY
et al., 2011). As dietas de cafeteria consistem em alimentos palataveis para
humanos que séo fornecidas aos roedores (ROTHWEEL & STOCK, 1979).

O aumento de gordura corporal € um dos problemas mais graves de salde
publica no Brasil e no mundo ocidental, e, com o uso inadequado de recursos
terapéuticos, vem aumentando a procura por alternativas para combaté-la, com o
uso de componentes de alimentos que tem o potencial de suprimir o acumulo de
gordura, a exemplo do uso de medicamentos fitoterapicos, coadjuvantes aos
supressores de apetite, inibidores da absor¢cdo de nutrientes e aumento do gasto
energético por meio de exercicios (SANTOS et al., 2007; STEYER & ABLES, 2009;
JOO et al.,2013).
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Como agente emagrecedor, o fitoterapico € frequentemente utilizado devido a
crenca de que os produtos naturais sdo mais seguros, e com efeitos colaterais
quase nulos ou ausentes quando comparados aos anorexigenos sintéticos.
Ademais, os estudos sobre tais produtos tém colocado em destaque esse tipo de
terapia pelos avancos obtidos em relacdo a qualidade, seguranca e eficacia
(BERNARDI et al., 2011).

Como a obesidade é uma doenca inflamatoria crénica de elevada incidéncia
mundial que apresenta fatores de risco para outras enfermidades, sugerimos o
presente projeto em animais experimentais e submetidos a dieta hipercal6rica, com
0 objetivo de investigar os efeitos de antocianinas sobre a biometria corporal e a

condicdo Ossea.
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2.REVISAO DA LITERATURA

2.1. Obesidade e massa 6ssea

A obesidade considerada problema de saude publica que afeta milhdes de
pessoas, e tem impacto negativo na saude por ser fator de risco para fratura éssea.
O excesso de peso promove, inicialmente, a desmineralizacdo do 0SSO esponjoso
devido ao seu elevado metabolismo. O aumento das taxas de reabsorcdo Ossea
afeta as propriedades mecanicas, estruturais e a qualidade do osso cortical (SHEN
et al., 2013; ESTRELA et al., 2015).

Antigamente a obesidade era considerada benéfica para a salde dos 0Ssos.
Isto era atribuido ao excesso de peso corporal que aumentaria a carga suportada
pelos ossos indicando que individuos obesos teriam maior densidade mineral 6ssea
e com isso, menor risco de fraturas. Recentemente, observou-se que a ma saude
metabdlica, resultado da obesidade, esta associada ao aumento do risco de fraturas
por ter efeitos negativos na saude dos ossos prejudicando a estrutura e funcéo
desse tecido (GOWER & CASAZZA, 2013).

O aumento da massa corporal e a secre¢ao alterada de fatores inflamatérios
bioldgicos, como as interleucinas (ILs) sdo duas provaveis formas de alteracdo das
propriedades ésseas na obesidade. Embora a contribuicdo da massa corporal seja
benéfica para a qualidade do osso, a massa magra é mais importante do que a
massa gorda para a densidade mineral 6ssea (MARTIN-IONOVA et al., 2010).

Os mecanismos que envolvem 0sso e gordura estédo ligados, uma vez que 0s
adipdcitos e osteoblastos, responsaveis pela formacédo 6ssea originam-se a partir de
células estaminais mesenquimais na medula 0ssea, e fatores que estimulam a
adipogénese sdo 0os mesmos que inibem os osteoblastos (ROSEN & BOUXSEIN,
2006). A compreensdo da renovacdo O0ssea aumentou consideravelmente com a
descoberta dos condutores moleculares da osteoclastogenese, o RANKL e a
osteoprotegerina OPG (VEGA et al., 2007). Os osteoblastos regulam a atividade dos
osteoclastos através da expressdo de RANKL e OPG, o RANKL é expresso na
superficie celular dos osteoblastos e se liga ao seu receptor RANK, na superficie do

precursor hematopoiético para estimular a diferenciacdo e maturagdo dos
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osteoclastos (YASUDA et al.,, 1998). A OPG é um receptor secretada pelos
osteoblastos, que se liga ao RANKL para evitar a ativacdo do RANK e portanto
impede a ativacdo de osteoclastos e consequente reabsorcédo 6ssea (LACEY et al.,
1998).

Na obesidade a ativagcdo do sistema imune nao se reflete apenas por
elevadas concentracdes de citocinas pro inflamatérias, mas também por infiltrado de
macrofagos no tecido adiposo, figado e musculo. No tecido adiposo, a inflamacéo
sistémica pode ser iniciada pela disfuncédo dos adipdcitos (ESSER et al., 2014), e é
causada por toxinas intracelulares como ceramidas, que se acumulam no tecido
adiposo durante a ganho de peso (VANDANMAGSAR et al. 2011).

O excesso de tecido adiposo pode afetar a qualidade Ossea através de
diversos mecanismos, incluindo secrecao alterada de hormdnios e citocinas,
desregulacdo metabdlica, alteragbes na carga mecanica e aumento na
osteoclastogénese (SHAPSES & SUKUMAR, 2012; ZHAO et al., 2008). A obesidade
aumenta a atividade dos osteoclastos, levando ao aumento da desmineralizacéo
0ssea. As citocinas pré inflamatérias como a IL-1, IL-6 e 0 TNF-a atuam na via de
absorcdo e reabsorcdo 6ssea (CAO, 2011). Estas citocinas pro inflamatérias séo
capazes de estimular a atividade dos osteoclastos através da regulacdo da via
RANKL / RANK / OPG, promovendo maior reabsorcdo 6ssea (KHOSLA, 2001,
PFEILSCHIFTER et al, 2002).Individuos obesos encontram-se, frequentemente,
com niveis deficientes de vitamina D, hormdénio envolvido no complexo sistema
endocrino que regula a homeostase de minerais e protege a integridade do
esqueleto, estimulando a absor¢éo de calcio no intestino e inibindo a excrecdo pelos
rins. O paratorménio (PTH), encontrado em altas concentracdes em individuos
obesos, aumenta a excrecdo de calcio pelos rins, impedindo a deposi¢cdo desse
mineral nos ossos (BANDEIRA 2007; NAVARRO-MORENO & ALIA-RAMOS, 2006).

O tecido adiposo secreta a proteina leptina, que em altas concentracoes,
como na obesidade, suprime a formacédo 6ssea e aumenta a reabsorcao. Outros
meios que interferem na densidade mineral 0ssea sé@o as elevadas concentragdes
de glicose e lipidios que podem inibir a diferenciagdo osteogénica de precursores
dos osteoblastos, responsaveis pela formacdo 0ssea, ocorrendo desequilibrio entre
formacao e reabsorcédo (HAMRICK et al., 2009).
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A osteoporose € uma enfermidade sistémica cronica do esqueleto,
caracterizada por perda da massa Ossea e deterioragdo da microarquitetura,
resultando no aumento da fragilidade Ossea. A fratura € a principal complicacéo
clinica da osteoporose, cuja incidéncia tem crescido, reduzindo a expectativa de vida
(GEMALMAZ et al., 2007). Tintut et al. (2004) demonstraram que a osteoporose esta
associada a obesidade, através do aumento da atividade osteoclastica em ratos
hiperlipidémicos em relacdo ao grupo controle. Os autores observaram que a
hiperlipidemia contribui para a ocorréncia da osteoporose aumentando a via de
reabsorcdo 6ssea. Segundo Lecka-Czernik et al. (2015) animais que tiveram a
obesidade induzida pela dieta apresentaram maior densidade mineral 6ssea (BMD)
e aumento de adipdcitos na medula 6ssea vermelha. A massa 0ssea adquirida na
obesidade resulta de duas fases, a primeira, consiste no efeito benéfico do peso na
massa 0ssea devido ao aumento da carga mecanica. Isso é seguido pela segunda
fase caracterizada pela formacdo e renovacdo Ossea diminuida, resultante do

desenvolvimento de disfuncdo metabdlica causada pela obesidade.
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Figura 1. Inter-relacdes entre o acUmulo de gordura, a formacdo Gssea e reabsorcdo 6ssea. Os

osteoclastos sdo originarios a partir de precursores monécitos e macréfagos de células-tronco
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hematopoiéticas. Os adipécitos e macrofagos segregam varias citocinas, tais como TNF-q, IL-1B, e
IL-6, que s&@o capazes de estimular a atividade dos osteoclastos e a reabsorgdo 0ssea através da
regulacéo da via RANKL / RANK / OPG. (POLLOCK, 2015)

Portanto, de acordo com as observacges anteriores, € preocupante como as
alteracdes metabolicas promovidas pela obesidade podem interferir de modo
determinante na morfologia e densidade 6ssea.

2.2. O uso de fitoterapicos no controle de peso corporal

Como apontado anteriormente, o desenvolvimento da obesidade esta
fortemente relacionado com a disfuncdo dos adipdcitos. O aumento na secrecéo de
adipocinas, como a IL-6, TNF-a é relacionado a hipertensdo (angiotensinogénio), ao
prejuizo da fibrindlise (inibidor do ativador de plasminogénio-1) e a resisténcia a
insulina. Nas Ultimas décadas, muita atencdo tem sido dada a alguns fatores
alimentares que podem ser benéficos para prevenir o acumulo de gordura corporal,
e, possivelmente reduzir o risco de doencas enddcrino-metabodlicas e cardiacas
(TSUDA et al., 2006; GUIMARAES et al., 2007). Entre eles, os fitoterapicos que séo
medicamentos industrializados, cujo principio ativo provém de derivados vegetais e
sdo conhecidos popularmente por ter acbes preventivas ou curativas de
enfermidades (ANVISA, 2004).

A fitoterapia é muito difundida pelos profissionais da saude e cada vez mais
utilizada pela populagdo mundial, com a finalidade de tratar diversas patologias
através de substratos de origem botanica. Plantas medicinais sdo estudadas e
utilizadas com o objetivo de promover reducéo de peso, principalmente aquelas com
acao inibidora das lipases, contendo propriedades termogénicas (KURIAN et al.,
2007).

Estimular o metabolismo ou diminuir a ingestdo de alimentos (balanco
energeético negativo) é a principal acdo dos medicamentos fitoterapicos no combate
a obesidade. O crescimento do uso desses medicamentos para reduzir o ganho de
peso é explicado pela mudanca de habito da populacédo que tem se preocupado em
adotar estilo de vida saudavel (PELIZZA, 2010).
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A laranja vermelha, conhecida como Moro, variedade da Citrus sinensis (L)
Obesck, tem cor caracteristica devido ao pigmento pertencente a classe de
antocianina (LIANG et al., 2011). As antocianinas sdo compostos fendlicos da classe
dos flavonoides encontradas no reino vegetal. Elas conferem as cores laranja, azul
ou roxo a algumas frutas e vegetais, além de promover beneficios a saude
(CAVALCANTI et al., 2011). Estudos indicaram que uma das acdes dos flavonoides
€ a inibicdo da peroxidacéo de lipidios, além de exercer acao antioxidante, atuando
contra os radicais livres (RATTY & DAS, 1988).

Recentemente, foi demonstrado que as antocianinas presentes na dieta
suprimem significativamente o desenvolvimento da obesidade, normalizando a
hipertrofia dos adipécitos no epididimo e tecidos adiposos brancos, além de
amenizar a hiperglicemia induzida pela dieta alimentar rica em gordura em
camundongos C57BL / 6J (TSUDA et al., 2003). Estes resultados sugerem que as
antocianinas regulam a obesidade e a sensibilidade a insulina associada com o
controle da secrecao de adiponectina e leptina (TSUDA et al., 2006).

Outra caracteristica da laranja vermelha, € alta concentracdo de vitamina C e
acidos hidroxicindnimicos (GROSSO et al. 2013). A vitamina C € micronutriente
essencial na sintese de colageno, tem acdo antioxidante e na oxidacdo de gordura
(LEAO & SANTOS 2012). Os &cidos hidroxicinamicos sdo compostos fendlicos que
modulam a defesa antioxidante em decorréncia da inflamacéo. S&o encontrados em
abundancia em frutas e sdo associados a reducdo do risco de problemas
cardiovasculares e outras enfermidades crénicas (OLIVEIRA & BASTOS, 2011).

Nagem et al. (1999) observaram reducédo significativa das concentracdes de
colesterol e triglicérides, além do aumento do colesterol HDL em ratos Wistar
tratados com naringenina associada a antocianina. Titta et al. (2009) demonstraram
gue animais com obesidade induzida por dieta hiperlipidica, tratados com o extrato
seco da laranja vermelha, apresentaram reducao de 25% a 50% do tecido adiposo
abdominal.

A administracdo de um po liofilizado em ratos obesos, obtido da amoreira
Morus alba L., resultou em efeitos hipolipidémicos e antioxidantes positivos,

diminuindo significativamente a concentracdo de colesterol e triglicérides Esses
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efeitos benéficos parecem atribuidos aos compostos fendlicos: flavonoides e
antocianinas presentes na folha da Morus Alba L. (YANG et al., 2010).

A literatura demonstrou até o presente, os efeitos antioxidantes favoraveis das
antocianinas ao sistema cardiovascular e na manutencdo de niveis sanguineos de
colesterol desejaveis. Considerando a caréncia de pesquisas sobre as acfes das
antocianinas na qualidade 6ssea, propusemos a presente pesquisa para avaliar os
efeitos de antocianinas sobre a biometria corporal e condicdo de ratos tratados com

dieta hipercaldrica.

3. OBJETIVOS

Estudar em ratos eutréficos e obesos, os efeitos da ingestdo de dieta
hipercalorica e do tratamento com fitoterapico constituido por fendlicos da classe dos

flavonoides sobre a morfologia e qualidade éssea.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local, periodo, animais, instalagfes e dieta

O experimento foi realizado no Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da FCAV/UNESP - Campus de Jaboticabal/SP. O total de 48 ratos Wistar
com 21 dias de vida (peso médio de 80 g) provenientes do Biotério do Laboratorio
Experimental da Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” - UNESP, Séo Paulo, Brasil foram obtidos em fevereiro de 2015. A
distribuicdo de animais correspondeu a trés ratos por caixa de polipropileno com
tampas de arame cromado, em um total de 28 caixas que foram forradas com
maravalha. Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura controlada a
25°C com fotoperiodo definido em 12 horas de claro e 12 horas de escuro.

Para os animais do grupo controle a dieta foi somente a racdo Presence da
Purina®, e, para promover acumulo de tecido adiposo, foi utilizada a dieta de
cafeteria constituida por 40% de racdo Purina® farelada, 20% de gordura sélida
Sadia®, 3% de emulsificante Marvigel®, 10% de achocolatado em pé Nescau®, 8%
de leite condensado Piracanjuba®, 3% de amido, 5% de bolacha waffer de
chocolate, 5% de Whey protein ON®, 4% de creme de leite e 2% de Oleo vegetal. A
racdo foi feita uma vez por semana, as tercas feiras, os ingredientes foram
misturados e utilizado um cano de PVC comum de uma polegada para formar os
pelets. A racdo obtida foi embalada em sacos plasticos e conservada em geladeira e
fornecida aos ratos uma vez ao dia, pela manha. Os animais foram pesados trés

vezes por semana e os valores foram tabulados em uma planilha.
4.2. Grupos experimentais

O total de 48 animais foi distribuido em quatro grupos de 12 animais cada. O
fitoterapico era constituido por antocianinas, vitamina C e acidos hidroxicinamicos
com forma de apresentacéo pulverizada (em po). Ele foi diluido em 1mL de agua
destilada e administrado via oral uma vez por dia, durante 60 dias por gavagem, a
dose variou de acordo com a idade dos animais e do peso corporal, e foi calculada

de acordo com indice de massa corporal (IMC). Os tratamentos consistiram em:
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1- Dieta padrao

2- Dieta hipercaldrica
3- Dieta padrao + fitoterapico
4- Dieta hipercaldrica + fitoterapico

4.3 Avaliacdo do Indice de LEE

O indice de obesidade para roedores (Lee Index) foi calculado através do
comprimento naso-anal e o peso corporal, onde: indice de Lee=(raiz cubica (3V) do

peso corporal (g)/comprimento naso-anal (cm) x 1000). (BERNARDIS et al., 1968).

4.4 Composicdo corporal e anélise 0ssea

Os animais foram anestesiados com Ketamina e Xilazina, posicionados em
decubito esternal com os membros e cauda estendidos no DXA, Hologic®, e
escaneados no modo infantil (area de 80 cm), utilizando software acoplado ao
equipamento. Foi obtida a composicao corporal, a BMD e o conteido mineral 6sseo
(BMC) em g/cmz de todos os grupos experimentais aos 90 e 160 dias de idade. Os
animais foram eutanasiados no final do experimento, com Isofluorano® e pesados
em balanca semianalitica para obtencéo do peso corporal. O iamero e fémur foram
dissecados e congelados (-18°C) até o inicio das analises. Em seguida o material foi
mantido a temperatura ambiente por 24h para analise da resisténcia 0ssea,
realizadas no Departamento de Biomecanica, Medicina e Reabilitacdo do Aparelho
Locomotor da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da USP. O Umero foi
utilizado para o ensaio de flexdo de trés pontos, e o fémur, no ensaio de
compressdo. As andlises de resisténcia 6ssea foram realizadas no equipamento
Texture Analyser TAXT Plus. O Umero foi acomodado longitudinalmente no
aparelho com a face medial para cima, vao livre de 20mm e 500N no centro da
diafise a velocidade de 1,0mm/segundo. No ensaio de compressdo, os fémures
foram alocados verticalmente no aparelho. Com forca de 500N sobre a epifise
proximal e velocidade de 0,5mm/segundo. Um software especifico foi utilizado para

registrar a for¢ca necesséria empregada para o rompimento dos 0Ssos.
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4.5 indice de Seedor

O indice de Seedor é o valor obtido ao se dividir o peso do osso por seu
comprimento, conforme proposto por Seedor (1993), serve como indicativo da
densidade Gssea.

4.6 Analise estatistica

Para a andlise estatistica foi elaborada uma planilha eletrbnica e as
informacdes foram analisadas através do programa eletrénico Sigma-Stat ®, versao
2.03. Em seguida, as varidveis normais, homocedasticas, foram analisadas
utilizando-se testes paramétricos. Na comparacdo entre dois grupos, o teste "t" de
Student; e na comparacdo entre trés ou mais grupos a analise de variancia
(ANOVA). Foram consideradas estatisticamente significantes as diferencas em que p

for menor que 5% (p<0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Biometria corporal

Os pesos dos animais obtidos ao longo do experimento estdo representados
na figura 2. Nao houve diferenca (p>0,05) no peso corporal nos grupos analisados
de fevereiro a junho. Evidencia-se aumento de peso em todos 0S grupos com o
decorrer do tempo. Apesar de ndo haver diferenca estatistica, observa-se tendéncia
de maior peso corporal nos animais tratados com dieta hipercalérica, associada ou

nao com fitoterapico em junho (Figura 2).
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Figura 2. Peso corporal médio (g) £ desvio padrédo de ratos Wistar, machos,
tratados com diferentes tipos de dieta durante quatro meses.

Similar a Marques et al. (2015) que néo observaram aumento significativo no
peso dos ratos tratados com dieta controle e dieta de cafeteria, durante 30 dias,
sugerindo tempo maior de tratamento para que adaptacdo metabdlica dos animais
com dieta hipercalérica. Lee et al. (2014) ndo observaram diferenca no ganho de
peso entre os ratos tratados com dieta padrao e os tratados com dieta com alto teor
de gordura. Assim como Shen et al. (2015) que ndo observaram diferenca
significativa no peso corporal inicial, os grupos controle e o tratado com dieta com
alto teor de gordura ganharam peso corporal nos quatro primeiros meses de
experimento.

Corroborando com nossos dados, Zhang et al. (2013) observaram aumento

nao significativo no ganho de peso nos ratos apds quatro semanas de tratamento
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com dieta hipercaldrica associada ou ndo a batata doce roxa, rica em antocianinas,
indicando que as antocianinas nao tiveram efeito no peso corporal dos animais.

Resultado semelhante também foi relatado por Samuel Wu et al. (2013) em
ratos apds dez semanas com dieta hipercaldrica associado ou ndo com extrato
aquoso da flor da lichia, rica em antocianinas, ndo observaram diferenga entre o
grupo controle e tratado com dieta hipercal6rica associado ou ndo com o extrato da
flor de lichia, apos dez semanas de tratamento, indicando que as antocianinas néo
contribuiram para diminuicdo do peso corporal. Diferente de Titta et al. (2009) que
observaram reducdo no peso e no acumulo de gordura corporal e resisténcia a
obesidade em animais tratados com dieta hipercalorica associada ao extrato liquido
da laranja vermelha. Resultados similares foram encontrados por Cardile et al.
(2015) em humanos, com menor peso corporal, IMC e redugcdo na circunferéncia
abdominal ap6s 12 semanas de tratamento com extrato liquido da laranja Moro.

A circunferéncia abdominal obtida ao longo do experimento esta ilustrada na
figura 3. Nao houve diferenca (p>0,05) na circunferéncia abdominal entre os grupos

controle e tratado com dieta hipercalérica, associado ou ndo ao extrato da laranja

vermelha.
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Figura 3. Circunferéncia abdominal (cm) = desvio padrédo de ratos Wistar,
machos, tratados com diferentes tipos de dieta durante quatro meses.

Semelhante aos resultados obtidos Angéloco et al. (2012) também relataram,
que, apos quatro semanas de experimento, ndo houve diferenca na circunferéncia
abdominal de ratos tratados com dieta normocaldrica e com alto teor de lipideos. Por

outro lado, Margues et al. (2015) observaram aumento da circunferéncia abdominal
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apos 60 dias em ratos tratados com dieta de cafeteria, baseada em produtos com
alto teor calorico. No nosso experimento evidencia-se semelhante distribuicdo de
meédias no més de junho para o peso corporal e a circunferéncia abdominal (Figuras
2e3).

O indice de Lee observado na figura 4 é usado como forma rapida para
determinar a obesidade em ratos submetidos a um método de ganho de peso, como
foi utilizado através da dieta hipercalérica, os grupos avaliados ndo apresentaram
diferenca entre si (p>0,05), desta forma ndo pode-se determinar a obesidade nos
animais que foram tratados com dieta hipercaldrica, associada ou ndo com
fitoterapico. Malafaia et al. (2013) também né&o observaram diferenca no indice de
Lee em ratos submetidos a dieta padréo suplementada com sacarose. Similar aos
achados anteriores, Angéloco et al. (2012), ndo observaram diferenca no indice de
Lee entres os grupos alimentados com ragéo de alto teor de gordura com o controle.

Ao contrario dos nossos resultados, Marques et al. (2015) observaram
aumento no indice de Lee em ratos tratados com dieta de cafeteria, apds 60 dias de
experimento. Neves et al. (2014) também observaram aumento do indice de Lee em
ratos tratados com dieta indutora de obesidade Western durante 16 semanas.
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Figura 4. indice de Lee + desvio padrdo de ratos Wistar, machos, tratados
com diferentes tipos de dieta durante quatro meses.
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5.2 Composicéao corporal

Nota-se que n&o houve diferenca (p>0,05) no peso corporal aos 90 e 160 dias
de idade (Tabela 1). O tecido adiposo corporal e a porcentagem de gordura
apresentaram valores superiores nos animais tratados com dieta hipercalérica
associada ou nado ao fitoterapico (p<0,05) em relacdo ao grupo controle e fitoterapico
(Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios e desvio padréo do peso corporal, massa magra, tecido adiposo
corporal, e porcentagem de gordura de ratos Wistar aos 90 dias de idade, tratados com
dieta hipercaldrica associada ou ndo as antocianinas

GRUPO Peso corporal Massa magra Tecido adiposo Gordura %
(9) (9) corporal (g)
Controle 442,72+39,54  363,85+£33,632  79,13£22,442 17,80+4,58"

Hipercalérica  463,00250,29 332,13+24,13° 130,76+47,59°" 27,70+7,17%
Fitoterapico 465,00+63,75 385,90+39,56" 80,50+35,812 16,70+5,48"
Hiperc. + Fitot.  463,00£50,29  332,13+24,13" 130,76+47,59" 27,60+7,17%

Cv 11,27 8,78 37,74 27,57

P-value 0,6884 0,0001 0,0009 <,0001

CV= Coeficiente de variagdo. Médias com letras distintas nas colunas sao significativas no nivel de 0,05 pelo teste de Tukey.

Aos 90 dias de idade, a massa magra nao diferiu entre os grupos controle e
fitoterapico. Por sua vez, o grupo controle diferiu do tratado com dieta hipercalorica e
dieta hipercalérica associada ao fitoterapico (p<0,05) (Tabela 1). Aos 160 dias de
idade, o grupo fitoterapico apresentou maior massa magra (Tabela 2), entretanto,
nao diferiu do controle e do tratado com dieta hipercalérica associada ao fitoterapico
(p>0,05).

Tabela 2. Valores médios e desvio padrdo do peso corporal, massa magra, tecido adiposo
corporal, e porcentagem de gordura de ratos Wistar aos 160 dias de idade, tratados com
dieta hipercal6rica associada ou ndo a antocianinas.

GRUPO Peso corporal Massa magra  Tecido adiposo Gordura %
(9) (9) corporal (g)
Controle 491,85+42,16  400,70+38,22 91,11+22,682 18,48+4,13°

Hipercaldrica 535,84+63,18 360,97+41,322" 165,34%75,16b 32,09+8,00%

Fitoterapico 521,43+73,23  429,23+53,472 92,18+33,32 17,44+4,24°

Hiperc. + Fitot.  511,95+62,17 353,61+113,52 130,90+37,0% 25,3045,60°
b

CVv 11,82 17,53 39,04 24,51

P-value 0,3614 0,0380 0,0008 <,0001

CV= Coeficiente de variagdo. Médias com letras distintas nas colunas séo significativas no nivel de 0,05 pelo teste de Tukey.



31

Observamos que o0 grupo que recebeu somente dieta hipercalorica
apresentou menor massa magra em relacdo aos demais (p<0,05). Com esses
resultados sugere-se que o fitoterapico possa ser eficiente em individuos obesos
que tém dificuldade de modificar o padréo alimentar de alta quantidade de calorias
para um valor diario aceitavel. A tabela 1 mostra que o tecido adiposo corporal foi
significativamente maior nos grupos tratados com dieta hipercaldrica (p<0,05),
independente da utilizacdo de fitoterapico aos 90 dias de idade. Aos 160 dias de
idade, os grupos controle e fitoterapico mantiveram semelhante quantidade de tecido
adiposo corporal, mas diferiram do grupo tratado com dieta hipercalorica que, por
sua vez, ndo diferiu do grupo tratado com dieta hipercaldrica associada ao
fitoterapico. Mesmo que a concentracao de calorias estivesse excessiva no grupo 4,
evidencia-se que o fitoterapico proporcionou a manutencao da quantidade de tecido
adiposo corporal de 90 até 160 dias de idade. Ainda que ndo haja diferenca
estatistica, consideramos que a reducdo da quantidade de tecido adiposo corporal e
da porcentagem de gordura em torno de 22% deve ser ponderada em individuos
que tem dificuldade de seguir dietas que envolvam restricdo caldrica e fazem uso de
emagrecedores.

A semelhanca dos resultados obtidos no presente experimento, Borba et al.
(2011) relataram que ratos Wistar tratados com dieta hiperlipidico-proteica
acumularam mais tecido adiposo que o grupo controle durante dois meses.
Enquanto Malvi et al. (2014) observaram aumento significativo de tecido adiposo aos
210 e 270 dias de idade. Aos 90 dias de idade evidencia-se que a porcentagem (%)
de gordura dos grupos controle e tratado com fitoterapico nao diferiu (p>0,05), mas
apresentou valores numéricos inferiores em relacao aos grupos tratados com dieta
hipercalérica associada ou nao fitoterapico. J& aos 160 dias a porcentagem de
gordura manteve o mesmo perfil nos grupos controle e fitoterapico (p>0,05), mas
diferiu dos demais. De acordo com Shen et al. (2015) ratos tratados com dieta com
alto teor de gordura durante 4 meses nao apresentaram diferenca composicéo
corporal, tecido adiposo corporal e % de gordura.

O fitoterapico foi eficiente em reduzir a porcentagem de gordura,
considerando que a média do grupo que ingeriu somente dieta hipercalorica foi

superior aos outros grupos. Sugere-se que a mudancga dos habitos alimentares, com
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menor porcentagem de gorduras e carboidratos na dieta poderia ser mais eficiente
na reducdo do tecido adiposo e manutencdo da massa magra, sem a necessidade
de uso de fitoterapicos. Mesmo que néo haja reducédo de tecido adiposo corporal e
aumento de massa magra, a menor porcentagem de gordura em ratos alimentados
com dieta hipercaldrica associada ao fitoterapico no quinto més experimental parece

demonstrar tendéncia de efeito a longo prazo.

5.3 indice de Seedor

Na tabela 3 observa-se que ndo houve diferenca entre os tratamentos
(p>0,05) no indice de Seedor do umero e fémur. Esses dados sdo coerentes com 0s
valores de densitometria 6ssea dos 90 e 160 dias de idade, considerando-se que 0

indice de Seedor é um dos fatores preditivos da densidade mineral 6ssea.

Tabela 3. Valores médios e desvio padrao do indice de Seedor do Umero e do fémur de
ratos Wistar aos 160 dias de idade, tratados com dieta hipercal6rica associada ou nao a
antocianinas.

Grupo indice de Seedor do Umero indice de Seedor do Fémur
Controle 0,190 £ 0,03 0,33+£0,04
Hipercalérica 0,185 + 0,02 0,32 £ 0,03
Fitoterapico 0,194 + 0,03 0,35+ 0,03
Hiperc. + Fitot. 0,187 £ 0,02 0,32+ 0,04
CV (%) 16,70 11,76
P-value 0,9266 0,2168

CV= Coeficiente de variagéo.

De acordo com Seedor (1993), o BMD pode ser estimada utilizando-se a
BMC, ensaios biomecéanicos e o indice de Seedor. Similar aos nossos achados,
Pereira et al., (2012) ndo encontraram diferencas nas caracteristicas 0sseas e no
indice de Seedor de aves suplementadas com diferentes niveis de fésforo ao 28 dias
de idade. Ja Murakami et al. (2009) observaram maior indice de Seedor em aves

tratadas com linhaca aos 42 dias de idade.
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5.4 Densitometria 6ssea

Os valores de BMD, composicdo mineral 6ssea BMC nao foram significativos
(p>0,05) nos diferentes tratamentos aos 90 e 160 dias de idade (Tabela 4 e 5).
Esses resultados demonstram que a dieta hipercalérica associada ou ndo ao
fitoterapico ndo promoveu mudancas na qualidade do esqueleto, tanto na densidade
mineral 6ssea (BMD) quanto no conteddo mineral 6sseo (BMC) e na area, durante o
tratamento de quatro meses com dieta hipercalérica, associada ou ndo ao extrato

seco da laranja vermelha (Tabelas 4 e 5).

Tabela 4. Valores médios e desvio padrdo da densidade mineral 6ssea total (BMD),
conteudo mineral 6sseo (BMC) e area do esqueleto de ratos Wistar aos 90 dias de idade,
tratados com dieta hipercal6rica associada ou ndo a antocianinas.

Grupo BMD (g/cm?) BMC (9) Area (cm?)
Controle 0,10 £ 0,004 8,90 +0,73 82,80 + 5,08
Hipercaldrica 0,10 + 0,006 9,70+ 1,34 88,60 + 8,09
Fitoterapico 0,11+ 0,008 9,30+ 1,40 83,70 £ 8,75
Hiperc. + Fitot. 0,10 + 0,006 9,80+ 1,34 88,60 * 8,09
CV (%) 6,15 13,14 8,89
P-value 0,6362 0,2710 0,1251

CV= Coeficiente de variacdo. Médias com letras distintas nas colunas séo significativas no nivel de 0,05 pelo
teste de Tukey.

Tabela 5. Valores médios e desvio padrdo da densidade mineral 6ssea total (BMD),
conteudo mineral 6sseo (BMC) e area do esqueleto de ratos Wistar aos 160 dias de idade,
tratados com dieta hipercalérica associada ou ndo a antocianinas.

Grupo BMD (g/cm?) BMC (g) Area (cm?)
Controle 0,11 £+ 0,002 10,06 + 0,840 89,01 + 5,180
Hipercaldrica 0,11 £+ 0,007 11,61 + 1,620 97,47 £ 8,970
Fitoterapico 0,11 £+ 0,008 10,72 + 1,800 91,97 + 11,050
Hiperc. + Fitot. 0,11 £+ 0,006 10,78 + 1,660 92,93 + 9,980
CV (%) 11,20 14,08 9,69
P-value 0,8870 0,1144 0,1587

CV= Coeficiente de variagdo. Médias com letras distintas nas colunas sao significativas no nivel de 0,05 pelo
teste de Tukey.

Diferente dos nossos resultados, Malvi et al. (2014) observaram aumento na
BMD e BMC e da area 6ssea em ratos obesos tratados com dieta hiperlipidica aos
210 e 270 dias de idade. Da mesma forma, Lecka-Czernik et al. (2015) relataram
gue os animais com obesidade induzida pela dieta apresentaram maior BMD do que
0 grupo controle, que ndo recebia dieta com alto teor de lipideos. Assim como You et

al., (2011) que alimentaram animais com dieta rica em colesterol por dois meses,
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observaram diminuicdo da BMD concluindo que ha relacdo entre alto teor de gordura
na dieta e obesidade. Battha et al. (2015) observaram diminuicdo da densidade
mineral 6ssea em ratos tratados com dieta de alto teor de gordura e sacarose
durante 28 semanas. Sugere-se que o tempo de tratamento com dieta hipercalérica
associada ou ndo com fitoterapico de 160 dias ndo foi suficiente para produzir

alteracao significativa na densidade mineral 6ssea, composi¢do 0ssea e area 0ssea.

5.5 Resisténcia Ossea

Os resultados do ensaio biomecanico de trés pontos demonstrou que nao
houve diferenca na forca de ruptura do imero entre os tratamentos (p>0,05) (Tabela
6).

Tabela 6. Valores médios e desvio padrdo da forca maxima (FM), deslocamento da forga
maxima (DFM) e rigidez relativa (RR) do umero de ratos Wistar aos 160 dias de idade,
tratados com dieta hipercalérica associada ou ndo a antocianinas.

GRUPO FM (N) DFM (mm) RR (N/mm)
Controle 96,13 + 16,00 0,47 + 0,10 237,9 £ 51,38
Hipercaldrica 80,92 + 29,20 0,43 + 0,03 231,39 + 25,91
Fitoterapico 95,2 + 23,40 0,44 + 0,09 229,45 + 41,71
Hiperc. + Fitot. 97,07 + 15,50 0,52 + 0,08 196,61 + 83,74
CV (%) 23,78 17,86 24,61
P-value 0,3229 0,1117 0,3585

N= Newton. CV= Coeficiente de variagdo

A presenca de maior concentracdo de tecido 0sseo cortical na regido de
ruptura pode estar relacionada com menor perda de tecido a curto prazo. Similar aos
nossos achados Shen et al. (2015) ndo observaram diferenca estatistica na forca
empregada no ensaio de flexdo em 3 pontos no fémur de ratos alimentados com
dieta rica em gordura em relacao a dieta padrdao. De acordo com Peng et al. (1994),
h& maior resisténcia no osso cortical, onde as perdas sdo menores pelo fato da
reabsorcdo na regido endosteal ser compensada pelo crescimento na area
periosteal (BILEZIKIAN, 1996). Desta forma, o periodo experimental pode nao ter
sido suficiente para que houvesse mudanca no padrao do osso cortical, que € tecido
de menor metabolismo e maior resisténcia as forgas nele aplicadas.

Apés o emprego do teste de compressdo da epifise proximal do fémur,
detectamos que ndo houve diferenca entre os grupos (p>0,05). Entretanto, em

nameros absolutos o fémur mostrou padrdo heterogéneo na resposta biomecanica,
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em que os grupos tratados com dieta hipercalérica, associada ou nédo ao fitoterapico
necessitou de uma menor forca para compressdo da cabeca do fémur, indicando
uma maior fragilidade 6ssea na epifise proximal do fémur nos ratos tratos com dieta

hipercaldrica e que o fitoterapico néo interferiu na qualidade do 0sso.

Tabela 7. Valores médios e desvio padrao da forca méaxima (FM), deslocamento da forca
maxima (DFM) e rigidez relativa (RR) do fémur de ratos Wistar aos 160 dias de idade,
tratados com dieta hipercalérica associada ou ndo a antocianinas.

GRUPO FM (N) DFM (mm) RR (N/mm)
Controle 135,45 + 19,88 0,53 + 0,08 260 + 42,66
Hipercaldrica 115,91 + 17,32 0,53+ 0,06 241,61 +47,1
Fitoterapico 135,59 + 35,85 0,56 + 0,06 261,35 + 75,87
Hiperc. + Fitot. 118,63 + 16,13 0,59 +0,12 204,43 + 54,22
CV (%) 18,41 16,14 23,11
P- value 0,1280 0,3784 0,1037

CV= Coeficiente de variagdo. Médias com letras distintas nas colunas séo significativas no nivel de 0,05 pelo
teste de Tukey

Similar aos nossos achados, Soares et al. (2012) relataram que as
propriedade mecéanicas da cabeca do fémur de ratos sofreram modificacées, maior
fragilidade, quando associados a dieta rica em gordura em relacdo ao grupo
controle. Battha et al. (2015) relataram diminuicdo do volume e da espessura do
0sso trabecular de ratos tratados com dieta rica em gordura e sacarose durante 28
semanas, resultando na maior fragilidade 6ssea do osso trabecular. Sugere-se que
ratos tratados com dieta hipercal6rica apresentaram maior fragilidade na regido da
cabeca do fémur e colo femoral em relacdo aos grupos que nao receberam esse tipo
de dieta. Como a epifise proximal contém representativa concentracdo de 0SSO
trabecular, acredita-se, que, devido ao elevado metabolismo desse tipo de tecido, a

perda éssea é observavel aos 180 dias de idade (Tabela 7).
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6. CONCLUSOES

Individuos que ingerem dieta hipercaldrica mas fazem uso da associagéo de
antocianinas, acidos hidroxicinamicos e vitamina C apresentam reducdo da
porcentagem de gordura apds quatro meses de tratamento. Desta forma, a referida
associacdo pode ser utilizada por pacientes que tem dificuldade em restringir a
ingestdo caldrica mas desejam reduzir a porcentagem de gordura corporal.

Embora a densidade mineral 6ssea do fémur ndo seja influenciada pela dieta,
a ingestéo de alta concentracdo de calorias durante quatro meses proporciona maior
fragilidade 6ssea da regido do colo e cabeca de fémur, demonstrando que o
tratamento com antocianinas, éacidos hidroxicinAmicos e vitamina C auxilia na
reducdo de gordura e com isso, nos efeitos da obesidade sobre o tecido 6sseo
€esponjoso.

Pacientes resistentes a mudanca de habitos alimentares sédo beneficiados
pelo uso de ativos da laranja vermelha, gracas ao aumento da massa magra,
reducdo da porcentagem de gordura e preservacdo da qualidade Ossea apos

tratamento durante quatro meses.
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