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RESUMO




A obesidade é um relevante desafio a satde publica mundial visto que alcancou
proporcfes pandémicas como observado pela Organizagdo Mundial de Salde, estando
associada ao aumento no risco de diabetes mellitus tipo 2, complicacdes cardiovasculares,
aterosclerose e dislipidemias. A obesidade ainda ndo possui cura e € uma doenca inflamatoria
crénica que requer tratamento a longo prazo. Devido ao aumento na incidéncia mundial da
obesidade, aos poucos farmacos disponiveis para tratamento da mesma, 0s quais possuem
efeitos colaterais, a busca por novas alternativas terapéuticas se faz necessaria. Considerando
gue produtos naturais sdo uma importante estratégia ao tratamento da obesidade selecionamos
produtos padronizados das espécies Bidens pilosa L. (picdo preto) e Brassica campestris L.
(canola) para o presente projeto, cujos objetivos foram a padronizacdo de um modelo de
inducdo da obesidade por dieta hipercaldrica e a investigacdo das acdes isoladas e associadas
dos produtos acima no tratamento desta doenca. A obesidade foi induzida por dieta
hipercal6rica em dois modelos animais (camundongos e ratos). Apos o periodo de inducao os
animais foram divididos aleatoriamente nos seguintes grupos experimentais: branco, controle,
pair-feeding e animais tratados com B. pilosa, B. campestris e associacdo entre B. pilosa e B.
campestris. O peso corpdreo e a ingesta alimentar foram mensurados em ambos 0s modelos.
Ao término das trés semanas de tratamento coletamos amostras do soro para a mensuragdo de
parametros bioquimicos. Nos camundongos, mesuramos a proteina C reativa e a leptina. Nos
ratos a glicose, leptina, proteina C reativa, B-endorfina, horménio de crescimento,
triacilglicerol, VLDL, LDL, HDL e colesterol total. Além do mais, nos ratos avaliamos
parametros morfométricos como IMC, indice de Lee, circunferéncias abdominal e torécica.
Ap0s a indugéo da obesidade, os camundongos apresentaram ganho de massa superior a 40%,
obesidade severa e 0s ratos apresentaram ganho de peso corporeo de 10%, obesidade
moderada. Nos camundongos, o0s tratamentos com B. pilosa e B. campestris ndo reduziram o
peso corporeo, porém B. pilosa reduziu a proteina C reativa. Nos ratos tratados com B. pilosa
e B. campestris ndo reduziram o peso corporeo, entretanto sua associa¢do reduziu o ganho de
peso corporeo, o colesterol total, VLDL e triacilglicerol. A B. pilosa reduziu triacilglicerol,
VLDL e aumentar HDL. Em adicdo, B. campestris reduziu colesterol total, LDL e a proteina
C reativa. Diante dos dados apresentados podemos elaborar as seguintes conclusdes: 1.
Camundongo ¢ um modelo animal mais apropriado para a inducdo de obesidade que o rato; 2.
B. pilosa associada a B. campestris apresentou melhores resultados ao tratamento da

obesidade.



ABSTRACT




Obesity is a worldwide major public health challenge with pandemic proportions
as noted by World Health Organization. This disease is associated with increased risk of type-
2 diabetes, cardiovascular complications, atherosclerosis, dyslipidemia, neurodegenerative
and cancer. There is no cure for obesity and it is a chronic inflammatory disease that requires
long term treatment. Since increased estimations of worldwide obesity incidence, few
available drugs with serious side effects, new strategies to treat obesity are necessary. Based
on this, we selected standard plant products from Bidens pilosa L. (black jack) and Brassica
campestris L. (canola). The aims of this study were standardizing a model of obesity
induction using a high-fat diet for rodents (rats and mice) and investigate isolated and
associated products in the treatment of this disease. Obesity was induced by high-fat diet
using two animal models (mice and rats). After the obesity induction period, the obese
animals were randomly divided experimental groups: non-obese, control, pair-feeding, B.
pilosa, B. campestris and B. pilosa/B. campestris. The body weight and food intake were
measured daily in both models in the two experimental steps. At the end of the three weeks of
treatment, serum was collected for biochemical assays. In mice, the evaluated parameters
were C-reactive protein and leptin. In rats, the evaluated parameters were glucose, leptin, C-
reactive protein, -endorphin, growth hormone, triacylglycerol, VLDL-C, LDL-C, HDL-C
and total cholesterol. Moreover, in the rat model, it was possible to measure morphometric
parameters such as body mass index, Lee index, thoracic and abdominal circumferences.
After obesity induction mice showed a weight gain over 40%, classifying it with severe
obesity and rats showed a weight gain of 10%, classifying it with moderated obesity. Mice
treated with B. pilosa and B. campestris were not capable to reduce body weight; however B.
pilosa reduced C-reactive protein. Rats treated with B. pilosa and B. campestris did not reduce
in body weight, but in contrast their association was capable of reducing body weight gain.
Among the biochemical parameters analyzed B. pilosa reduced serum triacylglycerol and
VLDL and raise HDL. In addition, treatment with B. campestris was capable to reduce total
cholesterol, LDL and C-reactive protein. B. pilosa/ B. campestris association reduced total
cholesterol, VLDL and triacylglycerol. Facing our data we can conclude: 1. mice were better
than rats for obesity induction and, 2. B. pilosa associated to B. campestris showed the best

results to treat obesity.
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1. INTRODUCAO

A obesidade € caracterizada pelo acimulo de massa lipidica e pode ser
conceituada como uma manifestacdo fisica do excesso cronico de lipideos no organismo
(CHAPUT; DOUCET; TREMBLAY, 2012). O acumulo destes nos adipdcitos é devido a
questdes multifatoriais, tais como pré-disposicdo genética e influéncias ambientais. A pré-
disposicao genética é dada por alteracfes em genes relacionados ao apetite, ingesta alimentar,
balango energético e metabolismo do tecido adiposo, porém a obesidade necessita de
influéncia ambiental para se manifestar, tais como a inatividade fisica e fatores dietéticos, nos
quais esta inserido o aumento no consumo de alimentos ricos em lipideos e carboidratos (QI;
CHO, 2008).

Esta doenca é mensurada e diagnosticada pelo IMC: indice de massa corporal
(Kg/m?) = massa corpérea/altura® (Quadro 1). O aumento do IMC é consequéncia do aumento
do tecido adiposo e essa massa corporal é resultante do balanco entre 0 armazenamento e a
remocao de triacilglicerideos (TAG) nos adipécitos (LANGIN, 2011; OMS, 2013).

Quadro 1- Classificagdo do sobrepeso e da obesidade pela OMS

Classificacéo IMC
Saudavel 18.5-24.99
Sobrepeso >25
Pré-obesidade 25 -29.99
Obeso >30
Obeso classe 1 30 - 34.99
Obeso classe 2 35 -39.99
Obeso classe 3 >40

O tecido adiposo apresenta uma estrutura tecidual heterogénea (Figura 1) que
contém adipdcitos maduros, fibroblastos, células endoteliais, pré-adipocitos, macrofagos,
vasos sanguineos, células T e inervacdo (FLIERS et al., 2003; FLIER, 2004; AHIMA, 2006;
SCHAFFLER; SCHOLMERICH, 2010; OUCHI et al., 2011).
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Figura 1- Caracteristicas histoldgicas do tecido adiposo.

Ramificagao neuronal

Matriz extracelular

o ' Adipocito
o -2 mil Lamen
Céluia T- : - Z Capilar

. . Vaso
Sanguineco P
— Sanguineo

Fibroblasto Vaso
Sanguineo muscular Célula

lisa vascular endotelial

Fonte: Adaptado de OUCHI et al.(2011).

Inicialmente, o tecido adiposo foi considerado apenas um armazenador de energia,
no entanto, apds a descoberta da leptina por Zang et al. (1994), este tecido também foi
reconhecido por sua fungéo enddcrina e metabdlica e consequentemente por seu envolvimento
em diversos processos fisiologicos tais como a saciedade, a funcdo pancreatica e como
regulador da quantidade de TAG intracelular (AHIMA; FLIER, 2000; FLIER, 2004; AHIMA,
2006; SCHAFFLER; SCHOLMERICH, 2010; OUCHI et al., 2011).

Outros estudos ainda descreveram que o tecido adiposo possui fungédo
imunoldgica, ja que os adipocitos sintetizam e secretam TNF-o (HOTAMISLIGIL;
SHARGILL; SPIEGELMAN, 1993; LIN et al., 2000). Tanto a fun¢do imune quanto a fungéo
metabolica do tecido adiposo sdo mediadas pela sua habilidade em secretar inumeras
proteinas denominadas adipocitocinas, tais como leptina, adiponectina, resistina e citocinas
como interleucina-6 (IL-6), fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1P)
(TILG; MOSCHEN, 2006; SCHAFFLER; SCHOLMERICH, 2010; OUCHI et al., 2011).

Diante da importancia endocrina e imune do tecido adiposo é necessario
compreendermos as alteracOes deste tecido ao longo de uma exposicdo prolongada de
nutrientes, como ocorre na obesidade. Durante o gradual desenvolvimento da obesidade ha
um aumento no armazenamento de TAG excedente nos adipdcitos. Este processo pode ser
realizado de duas maneiras diferentes, pela expansdo das células adiposas disponiveis

(hipertrofia) ou pela diferenciagdo de pré-adipocitos (hiperplasia) (GUSTAFSON et al.,
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2009). Esta expansdo do tecido adiposo desencadeia uma desregulacdo na producdo de
adipocitocinas e citocinas que podem ter efeito inflamatério local e sistémico (OUCHI et al.,
2011). Desta forma, quando o tecido adiposo € exposto a um excesso de nutrientes ha a
ativacdo de diversos mecanismos intracelulares nos adipdcitos, dentre eles os mecanismos de
sinalizacdo inflamatéria (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). Dentre estes sinais
desencadeados pelos adipécitos diante da supernutricdo, podemos citar primeiramente as vias
de sinalizacdo intracelular, tais como JNK, IKK e PKR (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011).
A ativacdo destes mediadores induz a inflamacdo no tecido em resposta ao excesso de
nutrientes que é moderada pelas citocinas pro-inflamatérias, tais como TNF-a e IL-1p
(GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). Com o tempo, esta inflamacdo de baixo grau pode
induzir o recrutamento e a ativacdo de células imunes incluindo macrofagos e populacbes de
células T helper 1 e celuas T citotoxicas CD8" (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011;
KANNEGANTI; DIXIT, 2012), que desencadeiam uma resposta prd-inflamatéria mais
intensa com alteragdes na funcdo metabdlica celular, por exemplo, resistencia insulina e
lipolise (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011).

No estado obeso, a inflamacdo € induzida pelo excesso de nutrientes e mantida
sem uma resolucdo aparente, ou seja, as vias inflamatorias continuam a se reforcar
mutuamente (GREGOR; HOTAMISLIGIL, 2011). Esta resposta inflamat6ria é de natureza
diferente da inflamacéo classica (HOTAMISLIGIL, 2006). Alem do mais, individuos obesos
apresentam um quadro moderado de inflamag&o cronica, pelo aumento nos niveis séricos da
proteina C reativa (VISSER et al., 1999b).A obesidade é hoje entendida como uma condicéo
de "metaflamacéo”, pois se caracteriza por duas deterioracGes a metabdlica e a inflamatoria
(TOUBAL et al.,, 2013). No entanto, a seqliéncia de eventos responsaveis pelo inicio da
resposta inflamatoria é pouco conhecida (WOOD et al., 2009).

Além da inflamagdo também estdo presentes complicacdes metabolicas devido ao
aumento do tecido adiposo, tais como resisténcia a leptina favorecendo o comportamento
alimentar, o aumento dos niveis séricos de resistina associados a reducdo na sensibilidade a
insulina e a deplecdo dos niveis séricos da adiponectina relacionados a complicagdes
cardiovasculares (KARASTERGIOU et al., 2009; KELESIDIS et al., 2010; STEPPAN;
LAZAR, 2002). Estes fatores aumentam o risco de doencas correlatas, tais quais diabetes
mellitus Tipo 2, complicacBes cardiovasculares, acidente vascular cerebral, aterosclerose,

dislipidemias, doengas neurodegenerativas, doengas respiratorias e alguns tipos de cancer, tais
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como na vesicula biliar e no pancreas (BAKER; HAYDEN; GHOSH, 2011; MITCHELL et
al., 2011).

Conhecidas as complicaces presentes na obesidade ressalta-se a informacdo de
que esta doenca ainda ndo possui cura e por ser uma doenca crénica requer tratamento
prolongado (KABRA; KABRA; TSCHOP, 2012). Dentre os farmacos existentes apenas o
orlistat foi aprovado para uso continuo de longo prazo pelo Food and Drug Administration
(FDA), agéncia americana regulamentadora de farmacos. No Brasil, os farmacos aprovados
sdo a sibutramina e o orlistat de acordo com a ANVISA. A sibutramina possui mecanismo de
acdo como inibidora da re-captacdo da norepinefrina e da serotonina, suprimindo entdo o
apetite, enquanto que o orlistat possui mecanismo de a¢do como inibidor da lipase pancreatica
inibindo em parte a absorcdo de lipideos no tratogastrointestinal. Ambos apresentam uma
série de efeitos colaterais, sendo que a sibutramina promove aumento do risco de atagque
cardiaco e acidente vascular cerebral em pacientes com problemas cardiacos preexistentes
(JAMES et al., 2010), motivo que levou o FDA em 2011 retirar a sibutramina do mercado
americano (POWELL; APOVIAN; ARONNE, 2011). Ao orlistat tem sido atribuido como
principais efeitos colaterais o aparecimento de dores abdominais, diarreia e reducdo na
absorcéo de vitaminas lipossollveis (VETTER et al., 2010).

Esta doenca se tornou um desafio a satde publica mundial (KELLY et al., 2008)
visto que alcangou proporgdes pandémicas como foi observado no levantamento mundial
efetuado pela Organizacdo mundial de Saude (OMS), que identificou mais de 1,4 bilhGes
(35% da populagdo mundial) de adultos com sobrepeso e 500 milhdes (12% da populagdo
mundial) de adultos com obesidade. Incidéncia alarmante também foi descrita em criancas
menores de 5 anos, pois 40 milhdes foram diagnosticadas com sobrepeso e obesidade em
2011 (OMS, 2013). A obesidade aflige principalmente paises desenvolvidos. Nos EUA, em
2011, foram diagnosticados 69,4% dos adultos acima de 20 anos com sobrepeso e 31.8% com
obesidade (OMS, 2013). Entretanto, a obesidade também estd se tornando um problema de
salde em paises em desenvolvimento como o Brasil (JAIME et al., 2013). Segundo
levantamentos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a incidéncia da
obesidade em criancas brasileiras entre 5 a 9 anos foi de 14,2% (IBGE, 2008), enquanto que
0 excesso de peso atingiu cerca de 52,8% e a obesidade 19,5% da populacéo brasileira com
mais de 20 anos neste mesmo ano (OMS, 2013).

Esta doenca possui considerdveis custos diretos e indiretos. Os custos diretos
estdo associados a prevencao, diagnostico e servicos nos tratamentos relativos ao sobrepeso e
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a comorbidades (IASO, 2013). Nacdes europeias gastam 2-8% de seus or¢camentos de saude
no tratamento de problemas associados com a obesidade, chegando a 0,1 - 0,6% do produto
interno bruto dependendo do pais (MULLER-RIEMENSCHNEIDER et al., 2008). A
Inglaterra prevé que em 2050 seus gastos com doencas relacionadas com a obesidade
chegardo a £ 7,1 bilhdes (NOO, 2007). Nos EUA estimativas de 2008 indicaram que o
sobrepeso e a obesidade juntos contabilizam gastos de U$147 bilhdes, que representaram
9,1% do total das despesas médicas deste ano (FINKELSTEIN et al., 2009). No Brasil,
estimativas de 2010 indicaram que o custo total anual com doengas cronicas associadas
diretamente a obesidade e ao excesso de peso foi de U$ 221 milhdes (BAHIA et al., 2012).
Embora os custos indiretos para a sociedade possam ser substancialmente altos eles séo
frequentemente negligenciados, pois estdo relacionados a perda de produtividade, doencas
correlatas, auséncias no trabalho e morte prematura (IASO, 2012). A obesidade e o sobrepeso
sdo responsaveis pela morte de 2,8 milhdes de pessoas por ano no mundo, enfatizando a atual
preocupacao mundial com esta doenca, cuja estimativa para 2030 é de que o sobrepeso pode
afetar 2,16 bilhGes e a obesidade 1,12 bilhdes de individuos no mundo (KELLY et al., 2008;
OMS, 2013).

Diante das alteracdes metabdlicas e imunes desta doenca, alarmante estimativa do
aumento de sua incidéncia mundial, aos poucos farmacos disponiveis ao tratamento da mesma
e os efeitos colaterais indesejaveis no tratamento desta doenca, a busca por novas alternativas
se mostra necessaria (VETTER et al., 2010). Neste contexto, produtos de origem natural tém
sido considerados como uma importante estratégia de controle da obesidade e do sobrepeso
(YUN, 2010), associados ou ndo ao uso de farmacos. Dentre as inimeras espécies vegetais
disponiveis, selecionamos para este estudo dois diferentes produtos padronizados obtidos a
partir das espécies Bidens pilosa e Brassica campestris (Figura 3), as quais foram
selecionadas para este presente estudo considerando-se suas caracteristicas e propriedade

quimicas e farmacologicas, como descrito a seguir.
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Figura 2. Plantas selecionadas

Bidens pilosa L.(A.) popularmente conhecida por picdo preto e pertencente a Familia botanica
Asteraceae. Fonte: Adaptado de Rain-Tree. Brassica campestris L. (B.) popularmente conhecida por
canola e pertencente & Familia botanica Brassicaceae. Fonte: Adaptado de AGROATLAS.

A selecdo do extrato padronizado em acido eicosapentaenoico e a-linolénico da
espécie de Bidens pilosa L. (picdo preto) decorre da importancia destes acidos graxos no
metabolismo energético pela estimulagdo da p-oxidagdo e reducdo de triacilglicerol
plasmaticos, além de acdo anti-inflamat6ria pela reducdo de citocinas pré-inflamatorias
(HARRIS; BULCHANDANI, 2006; KOMPRDA, 2012; OLIVER et al., 2010). Em adigéo,
estudos preliminares (Pipe-Fapesp — dados ndo publicados) demonstram que esse extrato
diminui o processo inflamatério na derme, especialmente por reduzir os niveis de IL-1a, IL-6
e TNF- o. Além disso, outros estudos ainda mostram que a espécie B. pilosa L. possui
atividades anti-inflamatoria e imunomoduladora devido ao efeito redutor de citocinas: IL-1p,
IL-1a, IL-6 € TNF- o e anti-hiperglicémica. (PEREIRA et al., 1999; ABAJO et al., 2004;
YOSHIDA et al., 2006; HSU et al., 2009).

A selecéo dos fitoesterois encontrados na canola (Brassica campestris L.) decorre
do fato dos fitoesterdis tradicionalmente demonstrarem eficiéncia na reducdo de taxas de
colesterol total e LDL por suprimir a absor¢éo intestinal de colesterol (BRUFAU; CANELA,
RAFECAS, 2008; OSTLUND, 2004). Dados estes que motivam maiores investigac0es deste
composto na obesidade. Em adicdo, os fitoesterois sdo compostos que apresentam estrutura
analoga ao colesterol e diferem no tamanho da cadeia devido a presenca de um grupo etila na
posicdo C24 (LING; JONES, 1995). Estudo aponta ester6is como componentes da membrana
plasmética das células (YEAGLE, 1985), estando envolvidos na organizacdo e
permeabilidade da membrana podendo, assim, modelar muitas das atividades de proteinas
membranares (MORA et al., 1999; YEAGLE, 1985). Assim como o colesterol, os fitoesterois
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sdo habeis em modificar as propriedades estruturais e funcionais da dupla camada
fosfolipidica das membranas celulares (MORA et al., 1999). Tal capacidade dos fitoesterdis
favorece a acdo de compostos no interior das células, visto que facilitam o transporte de
moléculas pela membrana (MORA et al., 1999). Desta forma, os fitoesterdis sdo compostos
potencialmente Uteis como coadjuvantes em formulac6es, facilitando a absorcdo de outros
produtos. Estudo clinico recente mostrou que o produto Slimbuster®, combinacéo do 6leo de
café verde com fitoesterdis de B. campestris produziu efeitos lipoliticos significativamente
superiores aqueles produzidos pelo uso isolado do 6leo de café (PEREDA, 2009).

Os modelos animais podem ser particularmente Gteis na investigacdo de novos
compostos isolados ou combinados com o potencial anti-obesidade (VICKERS; JACKSON;
CHEETHAM, 2011), j& que estudos de novos farmacos no tratamento da obesidade séo de
dificl e complexa execucdo em humanos. Dentre os modelos animais envolvendo
principalmente camundongos e ratos, podemos citar os de dieta hipercalérica e o0s
geneticamente modificados (LUTZ; WOODS, 2012; VICKERS; JACKSON; CHEETHAM,
2011). Os animais geneticamente modificados por mutacdo espontanea ou transgenia Sao
caracterizados por uma mutacdo em um Unico gene (monogénicos) (LUTZ; WOODS, 2012).
Os modelos animais por dieta hipercalérica utilizam ratos e camundongos, e sdo miméticos a
obesidade em humanos, pois as mudanc¢as metabdlicas tais quais hiperglicemia, resisténcia a
insulina e dislipidemia presentes em modelos de obesidade induzida por dieta em roedores séo
similares as alteragcbes encontradas na obesidade em humanos (VICKERS; JACKSON,;
CHEETHAM, 2011).

Existem inimeras metodologias de modelos de inducdo de obesidade por dieta
hipercaldrica, porém estes divergem quanto ao tempo de inducdo e ao ganho de peso
corporeo, diante disto percebemos a necessidade de padronizarmos um modelo de inducéo da

obesidade em diferentes roedores.
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2. OBJETIVOS

Com base nas informacdes apresentadas, o presente estudo tem como objetivo a
padronizacdo de um modelo experimental de obesidade por dieta hipercalérica em roedores e
avaliacdo dos efeitos do extrato padronizado de Bidens pilosa L., fitoesterdis de Brassica
campestris L. e da associacdo de ambos os produtos no tratamento da obesidade induzida por

dieta hipercal6rica em roedores.
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3. MATERIAIS & METODOS

3.1. Animais
Foram utilizados camundongos albinos machos da linhagem Swiss adquiridos do
biotério central da UNESP e ratos albinos machos da linhagem Wistar adquiridos do biotério
ANILAB-Paulinia. Os camundongos foram alocados em estante ventilada ALESCO® (Figura
4A) e os ratos alocados em rack ventilada ALESCO® (Figura 4B). Durante a fase
experimental os animais foram mantidos em sala climatizada com temperatura constante de

21° C +/- 2°C, com ciclo 12h claro/escuro e filtracdo de ar.

Figura 3 - Equipamentos utilizados para a alocacdo dos camundongos e ratos em nosso biotério
durante todo o experimento.

Equipamentos presentes em nosso biotério da marca ALESCO®. A. Estante ventilada para
camundongos. B. Rack ventilada para ratos.

3.2. Obtencao do extrato de Bidenspilosa L.
O extrato de Bidens pilosa L. padronizado em &cido eicosapentaenoico (EPA) e
acido a-linolénico (PIPE-Fapesp Fase | — processo 07/59310-8), foi fornecido pela empresa
Chemyunion Quimica Ltda.(Sorocaba-SP) com nome comercial de Revinage®.

3.3. Obtencao do extrato de Brassica campestrisL.
O produto teste (CardioAid™ PlantSterols) foi fornecido pela empresa ADM
Nutrition & Chemyunion Quimica Ltda. (empresa parceira na realizagdo desse projeto) e
consiste principalmente de fitoesterdis de Brassica campestris L. (canola) conforme

composicao descrita no Quadro 2.
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Quadro 2- Especifica¢des do CardioAid™ PlantSterols

Esterdis vegetais total, % Min. 95
Beta-sitosterol, % 40-58
Campesterol, % 20-30
Estigmasterol, % 14-22
Brassicasterol, % 0-6
Sitostanol, % 0-5
Tocoferdis, mg/g 0-15
Metais pesados, ppm Max. 10
Contagem padrdo em placas, porg  Max. 1,000
Levedura e mofo, por g Max. 300
Salmonella Neg.

E. coli Neg.
Staphylococcus aureus Neg.

Fonte: Chemyunion Quimica Ltda.

3.4. Inducéo da obesidade

Para a inducdo da obesidade, os animais receberam dieta hipercalérica RC Focus
2413, que é constituida de milho moido, farelo de soja, farelo de bolacha, proteina
concentrada de soja, gérmen de milho, amido de milho, quirera de arroz, soro de leite em po,
farinha de visceras, levedura, autolisada de cana-de-acucar, calcario calcitico, fosfato
bicalcico, cloreto de sddio, &cido folico, biotina, cloreto de colina, iodato de calcio, monoxido
de manganés, niacina, 6xido de zinco, pantotenato de célcio, selenito de sodio, sulfato de
cobalto, sulfato de cobre, sulfato ferroso, vitamina A, vitamina B1, vitamina B12, vitamina
B2, vitamina B6, vitamina D3, vitamina e, vitamina K3, dl-metionina, I-lisina, I-treonina e |-
triptofano.

Como padrdo de comparagdo, camundongos receberam a dieta normocalérica RC
Focus 1765, que diferem da dieta hipercalérica apenas na quantidade de macro,
micronutrientes e no sabor de chocolate adicionado a racao hipercalorica. Os dados de macro

e micronutrientes foram mensurada pela empresa Agroceres®, apresentadas no Quadro 3.
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Quadro 3 - Macronutrientes e micronutrientes das ragdes, RC Focus 1765 e RC Focus 2413
Agroceres®.

Racobes %
Componentes Ragdo Ragdo
Normocaldrica Hipercalorica*
Proteina 22,0 20,0
Gordura 4,0 20,0
Minerais 9,0 10,0
Fibras 8,0 9,0
Calcio 1,5 1,4
Fdsforo 0,8 0,7

Fonte: Dados mensurados pela empresa Agroceres®.

Para os estudos de obesidade em ratos, um grupo com dieta normocalérica foi
realizado utilizando-se a racdo normocalérica Biobase®. A racdo Biobase possui constitui¢cdo
de milho moido, farelo de soja, farelo de trigo, dI-metionina, éleo de soja degomado, fosfato
bicélcico, calcario calcitico, cloreto de sodio (sal comum), vitamina A, vitamina D, vitamina
E, vitamina K, vitamina B1, vitamina B2, vitamina B6, vitamina B12, biotina, cloreto de
colina, acido folico, &cido nicotinico, acido pantoténico, iodato de célcio, selenito de sodio,
Oxido de zinco, sulfato de cobalto, sulfato de cobre, sulfato de manganés, sulfato ferroso,
aditivo adsorvente, aditivo antifingico e aditivo antioxidante. A composicdo de macro e
micronutrientes das racdes normocalorica e hipercalérica, mensurada pelos respectivos

fabricantes estdo apresentada no Quadro 4.

Quadro 4- Macronutrientes e micronutrientes das racdes, Biobase® e RC Focus 2413
Agroceres®.

Racobes %
Componentes Ragdo Ragdo
Normocaldrica Hipercaldrica*
Proteina 22,0 20,0
Gordura 4,0 20,0
Minerais 10,0 10,0
Fibras 8,0 9,0
Célcio 1,3 1,4
Fosforo 0,8 0,7

Fonte: Dados mensurados pelas empresas Biobase® (NC) e Agroceres® (DIO).

3.5. Delineamento experimental geral
Os experimentos com camundongos e ratos constituiram-se de duas etapas

experimentais: A primeira etapa consistiu da inducdo de obesidade em camundongos e ratos
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de acordo com o descrito nas Figuras 4 e 5. Apés a inducdo da obesidade, uma nova etapa foi
realizada envolvendo o tratamento dos animais com os diferentes produtos. Em ambos o0s
protocolos experimentais, o tratamento foi realizado apenas nos camundongos e ratos que
obtiveram ganho de peso corpdreo superior a 10% em relacdo ao grupo que recebeu dieta

normocalGrica como descrito por Levin; Dunn-Meynell (2002) e Woods et al. (2003).

Figura 4 - Delineamento experimental no experimento com camundongos

Inducéo de obesidade por 8 semanas  Tratamento por 3 semanas
12 Etapa 2% Etapa

Dieta Normocaldrica Grupo Branco

Grupo Controle

Dieta Hipercaldrica
Grupo obeso + B. pilosa

Dieta normocalorica

Para o estudo realizado com camundongos 0s animais foram divididos em 5
grupos, conforme descrito a seguir:

Grupo 1 -Branco - animais ndo obesos, que receberam racdo normocaldrica
durante as onze semanas.

Grupo 2 - Controle - animais que receberam racdo hipercalorica durante as oito
semanas de inducdo obesidade e racdo normocaldrica durante trés semanas adicionais
correspondentes ao periodo de tratamento dos animais do grupo 4.

Grupo 3 - (Pair-feeding) - animais que receberam racao hipercaldrica durante as
oito semanas de inducdo da obesidade e durante as trés semanas de tratamento foram
submetidos & restricdo na dieta normocalorica, consumindo 70% da média de consumo do
grupo 2;

Grupo 4 - Obeso + B. pilosa - animais que receberam ragéo hipercaldrica durante
as oito semanas de inducdo da obesidade e racdo normocaldrica durante trés semanas de
tratamento via oral com B. pilosa na dose de 100mg/Kg;

Grupo 5 - Obeso + B. campestris - animais que receberam racdo hipercaldrica
durante as oito semanas de inducdo da obesidade e racdo normocaldrica durante trés semanas

de tratamento via oral com B. campestris na dose de 100mg/Kg;
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O protocolo experimental para camundongos foi aprovado pela Comisséo de Etica
na Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), protocolo n°147-CEEA/2011 (Anexo A).

Figura 5- Delineamento experimental no experimento com ratos

Indugé@o de obesidade por 10 semanas Tratamento por 3 semanas
12 Etapa 2? Etapa

Dieta Normocaldrica

Grupo Branco

Grupo Controle

Dieta Hipercalérica '5[? w7
PLS Grupo obeso + B. pilosa

Grupo obeso + B. pilosa/B. campestris

Dieta normocalérica

Para o estudo realizado com rato os animais foram divididos em 6 grupos,
conforme descrito a seguir:

Grupo 1 - Branco - animais ndo obesos, que receberam racdo normocalérica
durante as treze semanas.

Grupo 2 - Controle - animais que receberam racdo hipercaldrica durante as dez
semanas de inducdo da obesidade e racdo normocaldrica durante trés semanas adicionais
correspondentes ao periodo de tratamento dos animais dos grupos 4, 5 e 6.

Grupo 3 - (Pair-feeding) - animais que receberam ragdo hipercalorica durante as
oito semanas de inducdo da obesidade e durante as trés semanas de tratamento foram
submetidos a restricdo na dieta normocalorica, consumindo 70% da média de consumo do
grupo 2;

Grupo 4 - Obeso + B. pilosa - animais que receberam racéo hipercalorica durante
as dez semanas de inducdo da obesidade e ragdo normocaldrica durante trés semanas de
tratamento via oral com B. pilosa na dose de 100mg/Kg;

Grupo 5 - Obeso + B. campestris - animais que receberam racao hipercaldrica
durante as dez semanas de indugdo da obesidade e ragdo normocaldrica durante trés semanas

de tratamento via oral com B. campestris na dose de 100mg/Kg.
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Grupo 6 - Obeso + B. pilosa/B. campestris - animais que receberam ragéo
hipercalorica durante as dez semanas de inducdo da obesidade e racdo normocal6rica durante
trés semanas tratamento via oral com B. pilosa associada a B. campestris (propor¢do 2:1) na
dose de 100mg/Kg de B. pilosa + 50mg/kg de B. campestris;

O protocolo experimental para ratos foi aprovado pela Comissdo de Etica na
Experimentagdo Animal (CEEA) do Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista
(UNESP), protocolo n° 440-CEEA/2012 (Anexo B).

Em ambos os experimentos, durante o tratamento todos o0s animais receberam
agua ad libitum. Os animais foram tratados com os extratos (B. pilosa, B. campestris e B.
pilosa/B. campestris) nas doses citadas acima e 0s grupos nao tratados receberam, por via
oral, o veiculo. Este constituido de 92 % de metilcelulose a 1% e 8% de Tween 80.

3.6. Obtencdo de materiais para analise

Apbs os experimentos, os animais foram decapitados e o sangue obtido foi
coletado em eppendorfs ou vacutainers, deixado em temperatura ambiente por 30 minutos e
centrifugado por 20 minutos a 4000 rpm. O soro separado foi armazenado a -80° C para as

analises bioquimicas.

3.7. Avaliacéo dos parametros macroscopicos

Avaliacéo diaria de parametros como aumento ou reducdo da ingesta e do peso
corporeo de todos os animais em ambas as etapas experimentais. Ao término do tratamento no
experimento com ratos foram realizadas medicGes do comprimento

naso —anal, da circunferéncia abdominal e tordcica, relacdo circunferéncia
abdominal/toracica, indice de massa corporal (IMC) e indice de Lee, esses dois ultimos
calculados com suas respectivas formulas demonstradas a seguir:

e O indice de massa corporal (IMC) foi calculado pela seguinte

~ . peso corpoéreo (g) .
equagao'Comprimento naso—anal(cm)?2 (1)
e O indice de Lee foi calculado pela respectiva
3/peso corpdreo(g)
equacao: peso corporeo(®) ___y 1000 (2);

Comprimento naso—anal(cm)

3.8. Avaliacdo dos parametros bioquimicos
As mensuracdes de adiponectina, proteina C reativa, leptina, horménio de

crescimento e B-endorfina foram realizadas através de reacBes enzimaticas enzima-substrato



40

(ELISA), utilizando kits disponiveis comercialmente usando o soro dos animais. A
mensuragdo de glicose dos ratos foi realizada utilizando o glicosimetro TRUEread®, por tanto
foi realizada coleta de amostras de sangue dos ratos.

As analises de triacilglicerois, colesterol total VLDL-colesterol, LDL-colesterol e
HDL-colesterol dos ratos foram realizadas no Departamento de Quimica e Biogquimica —
UNESP — Campus de Botucatu.

3.8.1. Determinacdo por Kits de ensaio imunoenzimatico (ELISA-
Sandwich)

Os Kits utilizados foram: leptina (R&D System Mouse Leptin DY498 e Millipore
Rat Leptin #EZRL-83K), B-endorfina (B-endorfin Rat EIA Kit EK-022-33), adiponectina
(Millipore Rat Adiponectin #EZRADP-62K), hormonio de crescimento (Millipore Rat/Mouse
Hormone #EZRMGH-45K) e proteina C reativa (R&D System Mouse CRP DY1829 e R&D
System DY1744).

A técnica consiste em 7 etapas. 1. Adicdo de anticorpo monoclonal de deteccédo
anti-proteina de interesse em placa para ELISA com 96 pocos. 2. Adi¢do do soro dos animais.
3. Adicdo do anticorpo monoclonal de deteccdo anti—proteina de interesse. 4. Adicdo da
solucdo de estreptavidina-peroxidase. 5. Adicdo da solucdo de substrato (TMB-
tetrametilbenzidina) na placa que resultou em uma alteracdo na coloracdo para azul. 6. A
reacdo de coloracdo foi interrompida adicionando um acido com concentracdo molar
estipulado pelo fabricante. 7. A leitura foi realizada em leitor de microplacas com
comprimento de onda estipulado pelo fabricante em um espectrofotometro (LGC, LMLGC).
Os niveis de adiponectina, proteina C reativa, leptina, hormonio de crescimento e B-endorfina
foram calculados a partir dos valores de referéncia obtidos com uma curva padréo construida
com concentracGes conhecidas das respectivas proteinas recombinantes fornecidas pelo

fabricante.

3.8.2. Determinacéao da concentracao de triacilglicerdis
Os triacilgliceréis foram determinados através de sua hidrolise enzimatica
produzindo glicerol e acidos graxos. Segundo Soloni, 1971, o glicerol oxida-se com é&cido
periddico a formaldeido, o qual foi quantificado colorimetricamente como 3,5 diacetil-1,4

diidrolutidina.
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3.8.3. Determinacédo da concentracao de colesterol total
O colesterol foi determinado enzimaticamente pela colesterol oxidase com
hidrolise enzimatica prévia dos ésteres mediante uma lipase. A agua oxigenada liberada na
oxidacdo produziu fenol oxidado e 4-aminofenazona, catalisada pela peroxidase, com

formacéo de quinonimina vermelha (MOURA, 1982).

3.8.4. Determinacédo da concentracdo HDL-colesterol
A lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) e a lipoproteina de baixa
densidade (LDL) foram precipitadas seletivamente pelo 4acido fosfotungstico. No
sobrenadante, separado por centrifugacdo, encontravam-se as lipoproteinas de alta densidade
(HDL), onde se determinou o colesterol incorporado as mesmas (LOPES-VIRELLA et al.,
1977).

3.8.5. Determinagdo da concentracdo de LDL-colesterol e VLDL-
colesterol
Os valores de LDL e VLDL-colesterol foram obtidos pela equacéo de Friedewald
(COHN; ROTH, 1996).

3.9. Analise estatistica
Todos os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média.
Diferencas estatisticas entre as medias foram testadas por Andlise de Variancia (ANOVA)
seguidas por teste de significancia. Significancia estatistica foi considerada para valores de p
<0,05.
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4. RESULTADOS & DISCUSSAO

Com base nos objetivos do presente estudo, os resultados sdo apresentados em
termos de se verificar as vantagens e desvantagens do modelo de inducdo de obesidade por
dieta hipercalorica utilizando-se de duas diferentes espécies de roedores, camundongos e
ratos, e em um segundo momento, avaliar os efeitos dos diferentes tratamentos (Bidens pilosa

e Brassica campestris) e sua associacdo no controle da obesidade.

4.1. Avaliacdo comparativa dos modelos de obesidade em diferentes roedores
Um dos parametros avaliados foi a quantidade em gramas do consumo diario das
diferentes dietas (Normocal6rica e Hipercaldrica). Na Figura 6A observa-se que em
camundongos ocorreu um consumo diario maior de dieta hipercalérica que de dieta
normocaldrica, mesmo considerando-se que estes dados ndo sdo significativos. Por outro lado,
em ratos (Figura 6B), ha um consumo significativamente menor de dieta hipercal6rica quando

comparados com 0 grupo que recebeu a dieta normocalérica.

Figura 6- Evolucéo do consumo individual em camundongos e ratos no modelo de obesidade induzida
por dieta hipercaldrica.

A. (Camundongos) B. (Ratos)
6.5 351
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Gramas (g)
Gramas (g)

5.0

4.5 T T T T T T T T

Semanas
Semanas

—®— Normocalérica —® Hipercalérica

Dados expressos em media. A. Experimento com camundongos durante as oito semanas de
indugdo de obesidade. B. Experimento com ratos durante dez semanas de inducdo da obesidade.

Na Figura 7, pode-se observar a evolugdo do peso corporeo dos camundongos e

ratos submetidos a dieta hipercal6rica. Na Figura 7A, no final do periodo de inducdo da
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obesidade constatamos que a diferenca de peso entre 0 grupo que recebeu dieta normocalérica
e 0 grupo que recebeu dieta hipercalérica durante oito semanas foi de 44%. Este valor
caracteriza uma obesidade severa nos camundongos (LEVIN; DUNN-MEYNELL, 2002). Em
ratos (Figura 7B) foi possivel, apos dez semanas de uso da dieta hipercaldrica, promover uma
diferenca de massa corporea de apenas 10%, a qual se caracteriza como uma obesidade
moderada (HARROLD et al., 2000;WWOODS; SEELEY, 2003).

Figura7 - Evolucdo do peso corpdreo em camundongos e ratos no modelo de obesidade induzida por
dieta hipercal6rica.

Indugéo B. Indugéo
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Dados expressos em média + E.P.M. durante a etapa de indugdo da obesidade. A. Experimento
com camundongo durante oito semanas. B. Experimento com ratos durante dez semanas,
sendo:*p<0.05;**p<0.01;**** p<0.0001.

O ganho de peso corpdreo superior a 40% pode estar relacionado pelo maior
consumo de dieta hipercaldrica em relacdo aos animais que receberam dieta normocalérica
(Figura 7A). Entretanto, o comportamento alimentar em camundongos € contrario ao relatado
por Stubbs; Whybrow (2004). De acordo com este estudo apds um determinado tempo
animais e humanos submetidos a dietas altamente energéticas reduzem o consumo alimentar
em resposta a alta densidade alimentar da dieta (STUBBS; WHYBROW, 2004). Na Figura
7B, observa-se que o0s ratos que receberam a dieta hipercalorica apresentaram uma menor
ingesta alimentar se compararmos com 0s animais que receberam a dieta normocalorica,
como descrito por Stubbs; Whybrow (2004). No entanto, mesmo com uma menor ingesta

alimentar apresentaram um ganho de massa corpérea de 10%.
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Dentre os parametros obtidos, podemos ainda citar que a diferenca total de peso
corporeo (delta peso) dos animais (Tabela 1), evidencia o ganho de peso ao longo da inducéo
da obesidade em ambos os modelos. Em camundongos verificou-se que apo6s oito semanas,
obtivemos ganho de massa corporea de 9,1 g nos animais que receberam dieta normocaldrica,
enquanto que nos animais que receberam dieta hipercalorica, este ganho foi de 16,4 g. Em
ratos, este ganho foi de 287,6 g e 320,1 g para animais que receberam dieta normocaldrica e

hipercaldrica, respectivamente.

Tabela 1 - Comparacdo do peso corporeo entre as diferentes espécies animais e dietas ao termino
inducdo da obesidade.

Camundongo Rato
Normocaldrica  Hipercalérica  Normocal6rica  Hipercalorica
Peso inicial 30,2+0,9 37,1+0,4 72,02+ 1,0 80,1+1,1
Peso 39,3+1,1 535:05™" 356,145 401,135
apos a engorda
A peso 9,1 16,4 287,6 320,1

Dados expressos em média + E.P.M. Analise estatistica por Test t ****p<0,0001

Com base nestes dados, verifica-se que o uso da dieta hipecaldrica foi mais
eficiente na inducdo de obesidade em camundongos que em ratos, no entanto, 0s ratos
mostram-se como um modelo que permite a obtencdo de amostras em quantidades suficientes
para as analises, diferente da restricdo de amostras quando se utiliza o camundongo como

modelo experimental.
4.2. Avaliacéo dos efeitos dos tratamentos sobre a obesidade

4.2.1. Avaliacdo dos parametros macroscopicos

Apos o processo de indugdo da obesidade, os animais foram tratados com o0s
diferentes produtos por um periodo de 21 dias. Neste periodo, ndo foram verificadas
alteraces significativas na reducdo de massa corpdrea dos animais tratados com B. pilosa e
B. campestris (Figura 8), no entanto a associacdo de ambos produziu uma reducédo
significativa da massa corporea dos ratos a partir do décimo sexto dia (Figura 8B). Como
esperado, no grupo com restricdo calorica (pair-feeding), a reducdo da massa corporea foi
evidente (Figuras 8A-B).
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Figura 8 — Média do delta peso dos animais em camundongos e ratos nos diferentes grupos tratados
com B. pilosa, B. campestris e B. pilosa associada a B. campestris no modelo de obesidade induzida

por dieta hipercal6rica.
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Dados expressos em média durante os 21 dias de tratamento A. Experimento realizado em
camundongos. B. Experimento realizado em ratos. Sendo: *p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001;****
p<0.0001.

Quanto a ingesta alimentar (Figura 9A-B) verificou-se que ndo houve diminuicdo

da ingesta ap0s os diferentes tratamentos, indicando que os mesmos ndo atuam na reducdo da

saciedade.
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Figura 9 - Evolugéo da ingesta alimentar em camundongos e ratos nos diferentes grupos tratados com
B. pilosa, B. campestris e B. pilosa associada a B. campestris no modelo de obesidade induzida por
dieta hipercaldrica.
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Dados expressos em média durante os 21 dias de tratamento com as plantas de interesse. A.
Experimento realizado com camundongos. B. Experimento realizado com ratos. *p<0.05;**p<0.01;
*** n<0.001;**** p<0.0001

Além do peso corpdreo e ingesta alimentar, foram realizados em ratos a avaliacao
do IMC, indice de Lee, circunferéncias toracica (CT) e abdominal (CA) e a relacdo
Circunferéncia Abdominal/Circunferéncia Toracica que estdo apresentados na Tabela 2.

O Indice de peso corporeo (IMC) é uma estimativa simples que indica a gordura
corporal, cujo valor s¢ foi alterado no grupo de animais com restricao calorica (pair-feeding).
A circunferéncia abdominal (CA) é um indicativo de acimulo de lipidio que se caracteriza
como um marcador clinico de obesidade visceral (NG et al., 2012). Em ratos, ha indicac¢oes
gue a variacdo em animais brancos (ndo obesos) esteja no range de 14.9+0.2 a 17.2+0.3 cm
(NOVELLI et al., 2007). Na Tabela 2, observa-se uma diferenca significativa nos
gruposbranco e pair-feeding quando comparados ao grupo controle. Nos grupos tratados com
os diferentes produtos ndo foram observadas diferengas significativas na circunfréncia
abdominal em relacdo ao grupo controle. A circunferencia toraxica (CT) que também esta
aumentada em ratos com dieta hipercalérica (NOVELLI et al., 2007), ndo foi afetada por
nenhum dos tratamentos (Tabela2). O indice de Lee, que mensura a obesidade em ratos
(HARIRI; THIBAULT, 2010) ndo diferiu entre o grupo branco e controle (Tabela 2), assim

como com 0s grupos tratados, sendo apenas significativamente distinto nos animais do grupo
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com restricdo caldrica (pair-feeding). A relacdo circunferéncia abdominal /circunferéncia

toracica evidencia o aumento da circunferéncia abdominal (Tabela 2).

Tabela 2- Mensuragdes antropormdficas e indice de Lee para analisar a obesidade em
ratos no modelo de obesidade induzida por dieta hipercalérica.

Circunferéncia  Circunferéncia Circ.
IMC Lee L . Abdominal/
> 3 Torécica Abdominal .
(g/cm?) (g°/cm) Circ.
(cm) (cm) Toréci
oracica
Branco 0,62+0,01 0,288+0,001 16,63+0.14 17,5440,27 1,05+0,01"
Controle 0,66+0,01 0,297+0,002 17,75+0.16 20,13+0,28 1,13+0,01
Pair-feeding  055#0,01”  0,281+0,002”  16,38+0.21" 17,13+0,18"  1,05+0,01 ™
Obsi?g;B' 0,65+0,01 0,294+0,002 18,00+0.28 19,88+0,42 1,10+0,02
Obeso + B.
pilosa/B. 0,64+0,01 0,294+0,003 17,21+0.21 19,86+0,30 1,15+0,03
campestris
Obeso+ B. 0,65:0,01  0,294+0,003 16,04+0,22 19,25+0,30 1,14+0,01
campestris

Dados expressos em média + E.P.M.

4.2.2. Avaliacdo dos parametros bioquimicos
Considerando-se a pequena quantidade de amostras bioldgicas provenientes dos
camundongos, foi realizada nestes animais a mensuracdo apenas dos niveis de leptina e
proteina C reativa. No entanto, em ratos foi realizado um perfil bioquimico mais detalhado,
incluindo analises dos niveis de insulina, leptina, adiponectina, B-endorfina, hormonio de

crescimento, triacilglicerol, colesterol total e lipoproteinas VLDL, HDL e LDL.

4.2.2.1. Leptina

A leptina é um hormdnio produzido e secretado pelos adipocitos que desempenha
papel na homeostase energética, na funcdo neuroendocrina e no sistema imune (CONSIDINE
et al, 1996; KELESIDIS et al., 2010; LEAL; MAFRA, 2013; SCHAFFLER;
SCHOLMERICH, 2010). Seus niveis sdo positivamente correlacionados com a quantidade de
gordura corporal e estdo elevados em individuos obesos (CONSIDINE et al., 1996). Desde
que individuos obesos apresentam resisténcia a leptina, seus efeitos metabolicos de
diminuicdo de apetite e aumento no gasto energético ndo séo observados (CONSIDINE et al.,
1996; MOON et al., 2011). Em nosso estudo foi verificado que apenas nos ratos se observou
um aumento dos niveis de leptina nos animais obesos e sua redug@o nos animais com restricao

caldrica, enquanto que em camundongos estes niveis sd@o similares aos animais do grupo
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branco (Figura 10). Em ambos os modelos experimentais, os diferentes tratamentos ndo foram
capazes de reduzir significativamente os niveis de leptina. De acordo com Furlan et al.(2013)
ratos obesos com suplementacdo de 2% fitoesterdis por oito semanas ndo apresentam

alteracdo nos niveis séricos de leptina.

Figura 10 - Niveis séricos de leptina em camundongos e ratos nos diferentes grupos tratados com B.
pilosa, B. campestris e B. pilosa associada a B. campestris no modelo de obesidade induzida por dieta
hipercalérica.
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Dados expressos em média + E.P.M. obtidos ao final dos 21 dias de tratamento. A. Horménio dosado
em camundongos e B. Hormonio dosado em ratos, sendo:**p<0.01.

4.2.2.2. Proteina C Reativa

A proteina C Reativa (PCR) é um marcador ndo especifico da inflamacao, no entanto
uma das mais importantes correlacBes desta proteina é a adiposidade, sendo positivamente
proporcional ao indice de massa corporal e a circunferéncia da cintura (VISSER et al., 1999;
WEE; MUKAMAL,; HUANG, 2008). Em nosso estudo, tanto em camundongos como em
ratos, os niveis de proteina C reativa foram significativamente aumentados nos animais
obesos em relagdo aos animais do grupo branco. Nos animais do grupo pair-feeding observou-

se uma reducdo significativa apenas em camundongos. Apos os diferentes tratamentos, foi
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possivel se observar que o tratamento com os fitoesterdis de B. campestris foi capaz de
produzir uma reducéo significativa, no entanto, estes efeitos s6 foram observados em ratos,
enguanto que o tratamento com B. pilosa produziu efeitos significativos apenas nos

camundongos (Figura 11).

Figura 11 - Niveis séricos de Proteina C Reativa em camundongos e ratos nos diferentes grupos
tratados com B. pilosa, B. campestris e B. pilosa associada a B. campestris no modelo de obesidade
induzida por dieta hipercalérica.
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Dados expressos em média + E.P.M. e obtidos ao final dos 21 dias de tratamento. A.
Horménio dosado em camundongos e B. Horm6nio dosado em ratos, sendo: ***p<0.001;****
p<0.0001.

4.2.2.3. Glicemia

Apesar de desordens nos niveis glicémicos estarem associadas a obesidade
(BANO, 2013), ndo foi verificada diferenca significativa em nenhum dos grupos testados
guando comparados ao grupo controle (Figura 12). Em estudos recentes foi demonstrado que
a dieta com 3.6% de acido eicosapentaenoico foi capaz de reduzir os niveis de glicose em
camundongos obesos (BERTRAND et al., 2013), enquanto que a suplementacdo da dieta com
2% de fitoesterdis por oito semanas ndo foi capaz de alterar os niveis glicémicos de
camundongos (CALPE-BERDIEL et al., 2008).
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Figura 12 - Niveis de glicose plasmatica em ratos tratados com B. pilosa, B. campestris e B. pilosa
associada a B. campestris no modelo de obesidade induzida por dieta hipercalérica.
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Dados expressos em média + E.P.M. e obtidos ao final dos 21 dias de tratamento.

4.2.2.4.

Adiponectina

A adiponectina é um horménio produzido e secretado pelos adipdcitos (LEAL;
MAFRA, 2013; TILG; MOSCHEN, 2006) cujo efeito metabdlico esta relacionado com

estimulagdo da B-oxidacdo nos hepatocitos de ratos, a melhora na sensibilidade insulinica e no

metabolismo da glicose, além de atuar como antiaterosclerético e anti-inflamatério

(MATSUZAWA et al.

, 2004; TILG; MOSCHEN, 2006; YAMAUCHI et al., 2002). Na

obesidade ocorre a deplegdo dos niveis circulantes de adiponectina (TILG; MOSCHEN,

2006), o que ndo foi detectado em nosso estudo (Figura 13). De acordo com BRUUN et al.,

2003 a perda de peso corpOreo € um importante indutor na sintese de adiponectina, fato

observado no grupo pair-feeding. Nenhum dos grupos tratados alterou este hormoénio. Em

estudos com camundongos foi evidenciado que a suplementacdo da dieta com 5% de acido

eicosapentaenoico por duas semanas foi capaz de aumentar os niveis de adiponectina (ITOH
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et al., 2007). De acordo com Furlan et al., 2013 ratos obesos com suplementacdo de 2%

fitoesterois por oito semanas ndo apresentam alteracdo nos niveis séricos de adiponectina.

Figura 13- Niveis séricos de adiponectina em ratos em ratos tratados com B. pilosa, B. campestris e B.
pilosa associada a B. campestris no modelo de obesidade induzida por dieta hipercaldrica.
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Dados expressos em média £ E.P.M. e obtidos ao final dos 21 dias de tratamento.,
sendo: **** p<0.0001.

4.2.2.5. p-endorfina

Ha evidencias de que na obesidade em humanos e em ratos ocorre um aumento
de B-endorfina tanto plasmatica e tecidual (MARGULES et al., 1978). Estudos mostraram que
este mediador estd envolvido na estimulacdo do comportamento alimentar e a das secrecdes
insulinica e glucagon (FELDMAN et al., 1983; GIUGLIANO, 1984; GIUGLIANO et al.,
1987; GRANDISON; GUIDOTTI, 1977; MARGULES et al., 1978). No entanto, em nossos
experimentos, ndo foi possivel identificar nenhuma diferenca significativa nos niveis deste
mediador em nenhum dos grupos estudados quando comparados ao grupo controle (Figura
14). Diferentemente de outros dados presentes na literatura, ndo foi possivel notar diferengas

significativas entre nenhum dos grupos estudados. Davis et al. (1983) também n&o encontrou
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diferenca entre ingestdo alimentar e os niveis de B-endorfina nos obesos quando comparados

aos individuos magros, dados esses que corroboram nosso resultado.

Figurald - Niveis séricos da B-endorfina em ratos tratados com B. pilosa, B. campestris e B. pilosa
associada a B. campestris no modelo de obesidade induzida por dieta hipercalérica.
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Dados expressos em média + E.P.M. obtidos ao final dos 21 dias de tratamento.

4.2.2.6.

Hormoénio de crescimento

Com relacdo ao hormodnio de crescimento (HC), ha dados que mostram que a

obesidade desregula sua secrecdo, dessa forma, a secrecdo esta diminuida nos animais obesos,

mas pode ser restaurada com uma restricao calorica e perda de peso (SCACCHI; PINCELLI;
CAVAGNINI, 1999; THOMAS et al., 2013). Os niveis séricos de HC nao foram afetados de

forma significativa nos grupos de animais obesos em relagéo ao grupo branco, assim como 0s

diferentes tratamentos nédo interferiram de forma significativa em relacdo ao grupo controle

(Figura 15).
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Figura 15 - Niveis séricos de hormonio de crescimento em ratos tratados com B. pilosa, B. campestris
e B. pilosa associada a B. campestris no modelo de obesidade induzida por dieta hipercal6rica.
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Dados expressos em média + E.P.M. e obtidos ao final dos 21 dias de tratamento.

4.2.2.7. Triacilglicerol (TAG)

Na obesidade, os adipdcitos hipertrofiados caracterizam-se por uma atividade
lipolitica, assim, aumentando o influxo de &cidos graxos livres ao figado (DESPRES:;
LEMIEUX, 2006; JENSEN, 2006). Desta forma, com o aumento de acidos graxos no figado
na obesidade verifica-se 0 aumento na producdo de TAG (KLOP; ELTE; CABEZAS, 2013).
Na Figura 16, apesar de ndo ter sido detectada diferenca significativa entre o grupo de animais
obesos e grupo branco, foi detectada uma reducdo significativa nos niveis de TAG nos
animais obesos tratados com B. pilosa e sua associacdo com B. campestris em niveis similares
a reducdo produzida pela restricdo caldrica. O grupo B. campestris ndo apresentou reducgéo
nos niveis de TAG. Recentemente, foi descrito que o consumo de 1,8 g EPA por humanos por
trés meses reduziu os niveis de TAG circulantes em individuos obesos (ITOH et al., 2007),
enquanto que a suplementacédo da dieta com 2% de fitoesterois por oito semanas néo foi capaz
de alterar os niveis de TAG em camundongos (CALPE-BERDIEL et al., 2008).
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Figura 16- Niveis séricos de Triacilglicerol em ratos tratados com B. pilosa, B. campestris e B. pilosa
associada a B. campestris no modelo de obesidade induzida por dieta hipercalérica.
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Dados expressos em média = E.P.M. e obtidos ao final dos 21 dias de tratamento,
.sendo: *p<0.05;**p<0.01.

4.2.2.8. VLDL-colesterol

A producdo de VLDL estd aumentada na obesidade desde que esta esteja
associada a resistencia insulinica (HOWARD; RUOTOLO; ROBBINS, 2003; SINGH et al.,
2011). Na Figura 21, apesar de ndo ter sido detectada diferenca significativa entre o grupo de
animais obesos e grupo branco, foi detectada uma reducéo significativa nos niveis de VLDL
nos animais obesos tratados com B. pilosa e sua associacdo com B. campestris em niveis
similares a reducao produzida pela restricdo calorica. O grupo tratado com B. campestris ndo
apresentou reducdo neste parametro. Em adigédo, o estudo realizado por Harris et al. (1984)
relatou que consumo 50g de 6leo de peixe contendo 8,5 g por dia de EPA é capaz de reduzir
VLDL.
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Figura 17 - Niveis séricos de VLDL-colesterol em ratos tratados com B. pilosa, B. campestris e B.
pilosa associada a B. campestris no modelo de obesidade induzida por dieta hipercalérica.
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Dados expressos em média + E.P.M. e obtidos ao final dos 21 dias de tratamento.
sendo: *p<0.05;**p<0.01.

4.2.2.9. HDL—colesterol

O HDL-C uma lipoproteina de alta densidade que contem apolipoproteinas,
colesterol livre e ésteres de colesterol (NELSON; COX, 2008). Os niveis de HD —C estéo
comumente baixos em individuos com obesidade (FRANSSEN et al., 2011). Na Figura 18,
apesar de néo ter sido detectada diferenca significativa entre o grupo de animais obesos e
grupo branco, foi detectada uma aumento significativo nos niveis de HDL nos animais obesos
tratados com B. pilosa. A suplementacdo da dieta com 2% de fitoesterois por oito semanas
nédo foi capaz de alterar os niveis de HDL de camundongos (CALPE-BERDIEL et al., 2008).
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Figura 18 - Niveis séricos de HDL—colesterol em ratos tratados com B. pilosa, B. campestris e B.
pilosa associada a B. campestris no modelo de obesidade induzida por dieta hipercalérica.
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Dados expressos em média + E.P.M. e obtidos ao final dos 21 dias de tratamento, sendo:*p<0.05.

4.2.2.10. LDL—colesterol

O LDL é uma lipoproteina de baixa densidade que contem ésteres de colesterol,
colesterol e apolipoproteina ApoB-100, responsavel pelo transporte de lipidios na
circulacdo(NELSON; COX, 2008). Os niveis plasmaticos de LDL em obesos estdo
aumentados e ha uma relagdo positiva com o aumento do IMC (HOWARD; RUOTOLO;
ROBBINS, 2003). No presente estudo foi possivel observar uma diferenca significativa
apenas ap6s o tratamento dos animais com B. campestris (Figura 19). Levantamentos de
pesquisas clinicas relatam que 2g de fitoesterdis por dia também é capaz de reduzir LDL
(KATAN et al., 2003). Estudos clinicos evidenciam que a suplementacdo da dieta com 1,8 g
de acido eicosapentaenoico por trés semanas ndo é capaz de reduzir os niveis de LDL (ITOH
etal., 2007).
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Figura 19 - Niveis séricos de LDL-colesterol em ratos tratados com B. pilosa, B. campestris e B.
pilosa associada a B. campestris no modelo de obesidade induzida por dieta hipercalérica.
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Dados expressos em média + E.P.M. e obtidos ao final dos 21 dias de tratamento, sendo: *p<0.05.

4.2.2.11. Colesterol Total

Na obesidade ha aumento nos niveis de colesterol total sérico (MONTOYE;
EPSTEIN; KJELSBERG, 1966). Um mecanismo apontado para isso € devido ao aumento em
sua sintese endogena (MIETTINEN, 1971). Em nosso estudo foi observado diferenca
significativa entre o grupo de animais obesos e grupo branco. O tratamento com B. campestris
e sua associagdo com B. pilosa reduz os niveis plasmaticos de colesterol que estdo
aumentados nos animais obesos (Figura 20) tal reducdo significativa nos niveis de colesterol
total nos animais obesos tratados foram similares a reducao produzida pela restri¢éo caldrica.
Os fitoesterois sdo capazes de reduzir a absorcdo de colesterol, pois competem pelos
transportadores de colesterol no intestino (BRUFAU; CANELA; RAFECAS, 2008), aspecto
que auxilia na justificativa da reducéo do colesterol na B. campestris. Em estudos clinicos foi
evidenciado que a suplementacdo da dieta com 1.8 g de acido eicosapentaenoico por trés

meses ndo foi capaz de alterar os niveis de colesterol total (ITOH et al., 2007).
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Figura 20 - Niveis séricos de colesterol total em ratos tratados com B. pilosa, B. campestris e B. pilosa
associada a B. campestris no modelo de obesidade induzida por dieta hipercalérica.
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Dados expressos em média = E.P.M. e obtidos ao final dos 21 dias de tratamento, sendo:

*p<0.05;**p<0.01.
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Diante da quantidade de dados obtidos e com o objetivo de facilitar a analise
conjunta dos dados apresentamos nos Quadros (6-7) um sumario dos resultados discutidos.

Quadro 5. Resumo comparativo dos resultados obtidos em camundongos e ratos

Camundongo

Branco Pair-feeding B. pilosa B. campestris
Leptina > > > >
PCR l l ! g

Rato

Branco Pair-feeding B. pilosa B. campestris
Leptina > ! > >
PCR l « > !

Os simbolos representam os resultados apresentados anteriormente: 1 Aumento,
< N4o alterou e | Reduziu. Todos foram comparados ao controle.

Quadro 6. Resumo dos resultados obtidos com ratos

Pair- B. B. pilosa/B. B.
Branco . . . .
feeding pilosa campestris campestris
! ! VEN ! - Delta peso
«— l — “— <~ IMC
{ | « N o LEE
| ! o o o Circunferéncia
Toracica
| ! o o o Circunfer_éncia
Abdominal
Circunferéncia
L ! o o - Abdominal/
Circunferéncia
Toracica
PEN PN PN VN — Glicose
! ! © i o Leptina
> 1 > > > Adiponectina
pas > “— “— “— GH
— — — — > B—Endorfina
! PEN VN VRN ! Proteina C Reativa
PN ! ! l > Triacilglicerol
« 1 ! ! o VLDL
} « < N ! LDL
«— “— T > > HDL
! ! VEN ! ! Colesterol total

Os simbolos representam os resultados apresentados anteriormente: 1 Aumento,
<> Nao alterou e | Reduziu. Todos foram comparados ao controle.
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5. CONCLUSAO

Considerando os objetivos propostos e os resultados obtidos no presente estudo,
podemos apresentar as seguintes conclusdes.

Em relacdo a padronizacdo do modelo de obesidade por dieta hipercalérica,
verificamos que a obesidade foi induzida em ambos os roedores utilizados, camundongos e
ratos, no entanto, foi possivel identificar que para os camundongos o estabelecimento da
obesidade foi mais eficaz, visto que foram necessarias apenas oito semanas para induzir um
nivel de obesidade severa, enquanto que em ratos se atingiu apenas um nivel de obesidade
moderada apds dez semanas de uso da dieta hipercalorica. Por outro lado, o uso de ratos como
modelo experimental permite a obtencdo de um ndmero maior de amostras, facilitando a
analise de maior nimero de mediadores.

Os diferentes tratamentos foram capazes de interferir em distintos pardmetros
envolvidos na obesidade, no entanto foi evidenciado que a associacdo de B. pilosa com B.
campestris produziu efeitos mais eficazes, pois além de interferir com diferentes parametros
bioquimicos, também foi capaz de reduzir o ganho de massa corporea dos animais. Tal efeito
provavelmente estd relacionado a hipdtese de que os fitoesterdis de canola facilitam o
transporte de outros compostos pela membrana plasmatica das células, colaborando assim
com a producéo dos efeitos observados na associagéo.

Desde que o tratamento da obesidade mostra-se como uma estratégia complexa, é
possivel sugerir que a incorporacdo destes produtos, especialmente da associacdo Bidens
pilosa com Brassica campestris, na dieta de pacientes obesos em associagdo com farmacos
anti-obesidade e exercicio fisico, poderia representar uma estratégia associada para facilitar o
controle da obesidade nestes pacientes, no entanto, estudos mais detalhados e prolongados

seriam necessarios.
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7. ANEXOS

ANEXO A — CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA NO EXPERIMENTO COM
CAMUNDONGOS
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unesp ‘J0LIO DE MESQUITA FILHO"

Campus de Botucatu

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 147-CEEA, sobre
“Avalia¢do dos efeitos de farmacos, de plantas medicinais, e
alimentos funcionais sobre o estresse fisico e psicogénico em
animas normais e geneticamente modificados (CB57L/6J
lep®®)”, sob a responsabilidade de LUIZ CLAUDIO DI
STASI, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacio Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimenta¢gdo Animal (COBEA) e foi aprovado aa
referendum pela COMISSAO DE ETICA NA
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA).

Botucatu, 20 de outubro de 2009.

s .

Presidente - CEEA

Instituto de Biociéncias ~ Diretoria Técnica Académica
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ANEXO B — CERTIFICADO DO COMITE DE ETICA NO EXPERIMENTO COM RATOS
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Certificamos que o Protocolo n° 440-CEUA, sobre
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