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EPIGRAFE

Como vocé sobe a montanha é tdo importante quanto como vocé desce a
montanha, e assim é com a vida, que para muitos de nds se torna um
teste gigantesco seguido por uma grande licdo. No final, tudo se resume
a uma palavra: gratiddo. E como vocé aceita ganhar e perder, ter sorte

ou azar, estar na luz ou estar na escuridao.






RESUMO

INTRODUGCAO: A obesidade ¢ um problema de salde publica mundial
devido as altas taxas de acometimento na populacdo em geral. A obesidade
acarreta distdrbios como aumento de processos inflamatdrios, diabetes tipo 2,
doencas cardiovasculares e alteragdes renais. E um fator de risco para os
sintomas do trato urinario inferior (LUTS), como bexiga hiperativa e
incontinéncia urinaria e tem alta prevaléncia na popula¢do diminuindo a
qualidade de vida dos pacientes. Embora abordagens clinicas tenham sido
adotadas para o tratamento da obesidade, sabe-se que a ingestao do extrato do
Hibiscus sabdariffa (HB) apresenta diversos beneficios a salde e tém efeitos
anti-obesogénicos. O objetivo do presente estudo foi avaliar, utilizando um
modelo experimental de obesidade, os efeitos protetores do cha de Hibisco
(HB) na bexiga de ratos. METODOS: Foram divididos de forma randdmica,
em quatro grupos experimentais, 48 ratos machos da linhagem Wistar: G1
(n=12), grupo controle onde os animais receberam dieta padrdo e agua ad
libitum; G2 (n=12), grupo controle + cha de HB; G3 (n=12), grupo obesidade,
no qual os animais receberam dieta hiperlipidica palatavel (DPH) e agua ad
libitum e G4 (n=12), grupo obesidade + cha HB conforme especificado no
grupo 2. Todos os animais foram avaliados semanalmente quanto ao peso
corporeo, diariamente em relacdo a ingestdo de ragdo, 4gua e cha de HB, de
acordo com o grupo alocado. Apds 16 semanas, foi realizada a eutanasia dos
animais para avaliar: niveis de creatinina, citocinas inflamatorias, colesterol,
triglicérides e eletrdlitos, alem da coleta da bexiga dos animais para analise
histopatoldgica. RESULTADOS: O ché de HB foi capaz de diminuir as taxas
de LDL e triglicerideos no grupo G2. A leptina mostrou-se elevada nos grupos
que receberam DPH. O chéa de HB foi capaz de diminuir os niveis de citocina
pro-inflamatoria IL-1a nos grupos G2 e G4. Notdrio que no G4 os animais
apresentaram uma diminuicdo da espessura das fibras musculares da bexiga

em comparagéo ao grupo controle (G1) e houve um aumento significativo da



espessura das mesmas nos animais do grupo G3 em relacdo ao G4. Houve
ainda um aumento de fibras de colagenos no grupo G4 quando comparado ao
grupo G1. CONCLUSAO: Pode-se ressaltar que o HB apresentou papel anti-
inflamatdrio, foi capaz de reverter a lipidemia e reduzir os efeitos deletérios
da obesidade na musculatura vesical.

Palavras-chave: Obesidade, Hibiscus sabdariffa, LUTS, DPH



ABSTRACT

Obesity has become a worldwide problem due to the high rates of involvement
in the world population. In addition to excess adipose tissue, obesity causes
disorders such as increased inflammatory processes, type 2 diabetes,
cardiovascular disease and kidney disorders. It is a factor for lower urinary
tract symptoms (LUTS), such as overactive bladder and urinary incontinence,
and has a high prevalence in the population, decreasing the quality of life of
patients. Thus, complementary treatments present in patients' daily lives could
contribute to current clinical treatments. The ingestion of Hibiscus sabdariffa
(HB) extract has several health benefits and has anti-obesogenic effects.
Therefore, the aim of the present study was to assess whether the different
medicinal properties attributable to Hibiscus sabdariffa would be able to
prevent or mitigate any adverse effects induced by obesity in these animals.
For this, male Wistar rats (n=12) were submitted to four experimental
conditions: G1, the group of control animals that received standard diet and
water; G2, animals with standard diet and HB tea; G3, animals received a
palatable high-fat diet (DPH) and water; and G4 received DPH diet and HB
tea. The animals were monitored for body weight and HB feed, water and tea
intake, according to the allocated group. After 16 weeks, the animals were
euthanized and the levels of creatinine, inflammatory cytokines, testosterone,
cholesterol, triglycerides and electrolytes were evaluated, in addition,
histopathological analysis of the animals' bladder was performed. HB tea was
able to decreased LDL and triglyceride levels in the G2 group. Leptin was
shown to be elevated in the groups that received DPH. HB tea was able to
decrease the levels of the pro-inflammatory cytokine IL-1a in groups G2 and
G4. Itis notable that in G4 the animals showed a decrease in the thickness of
the bladder muscle fibers compared to the control group (G1) and there was a
significant increase in the thickness in the animals of the G3 group in relation



to the G4. Furthermore, there was an increase in collagen fiber count in the
G4 group when compared to the G1 group. Thus, we can emphasize that HB
had an anti-inflammatory role and was also able to reverse lipidemic in blood
of obese animals and reduce the deleterious effects of obesity on the bladder.
Key-words: obesity, Hibiscus sabdariffa, LUTS, DPH
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1. INTRODUCAO

1.1. Obesidade e disfun¢des metabdlicas: o mal do século XXI

Estudos recentes indicam que o sobrepeso e a obesidade continuam
aumentando de maneira implacavel, atingindo um nimero expressivo de
pessoas podendo atingir mais de 2 bilhGes da populacdo mundial
(CABALLERO, 2019b). Alguns autores consideram baixa a probabilidade de
atingir a meta global na diminuicéo dos indices da obesidade (WHO, 2013;
(MCGUIRE, 2016).

A obesidade é uma doenca multifatorial influenciada por fatores
ambientais, genéticos e comportamentais (HOWE et al., 2013), caracterizada
pelo excesso de gordura corpérea, podendo ser desencadeada por erros no
metabolismo e/ou na utilizacdo dos nutrientes, ou ainda, por balango
energético positivo. Este pode ocorrer quando o valor calérico ingerido é
superior ao gasto, resultando em aumento dos estoques de energia e do peso
corporal (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003).

Em 1998, o relatério anual da WHO (World Health Organization)
relatou a obesidade como uma “epidemia” , mostrando que o indice de massa
corporea (IMC) aumentou progressivamente nos Gltimos 300 anos. Como
resultado da relacéo peso e altura, o IMC ajuda a classificar o excesso de peso,

conforme demonstrado na tabela 1.

Tabela 1. Classificacao do estado nutricional de acordo com o IMC.
IMC CLASSIFICACAO

(kg/m?)
18,5-24,9 Eutrofia
25-29,9 Sobrepeso
>=30 Obesidade

Fonte: WHO, 1998.



12

Embora o aumento do IMC ndo possua relagcdo linear com as
comorbidades, a obesidade pode estar associada ao aumento na incidéncia de
doengas secundarias como diabetes do tipo 2, hipertenséo arterial, doencas
cardiacas, hepéticas e renais (CABALLERO, 2019; SEGAL; RAYBURN;
MARTIN, 2016). Os principais fatores estdo relacionados com o estilo de vida
(dieta e sedentarismo), alteracdes genéticas, e fatores psicologicos. O balanco
entre energia consumida e gasta também pode causar um acumulo de tecido
adiposo (LEE et al., 2017)

Obesidade ndo esta relacionada apenas a quantidade de tecido adiposo,
mas também a alteracdes na funcao dos adipdcitos, como a fungdo endocrina
com a producdo de interleucinas pr6 inflamatorias, aumentando assim, o
processo inflamatorio tecidual (HOWE et al., 2013). Evidéncias sugerem
que esta inflamacéo cronica caracteriza a sindrome metabdlica causada pelo
excesso de peso e que podem estar associadas com dislipidemias e doencas
cardiovasculares (HSU; YEN, 2008; ZEYDA,; STULNIG, 2009).

Vérias abordagens podem ser utilizadas para o tratamento da
obesidade, dentre elas terapias clinicas que incluam mudancas nos habitos de
vida como exercicios rotineiros, restricdo calorica e alimentacdo saudavel. A
abordagem farmacoldgica, com uso de drogas que auxiliam na perda de peso,
também podem ser utilizadas quando as intervencdes anteriores ndo forem
suficientes. Entretanto, muitas das abordagens empregadas acabam néo tendo
resultados duradouros, fazendo com que o paciente apresente recidiva no
aumento do peso e no quadro de obesidade (ANNAMALAI et al., 2016).

1.1 O ché& de Hibiscus sabdariffa como alternativa contra
obesidade
Neste cenario, a descoberta e o estudo de compostos naturais,
principalmente os originarios de plantas, parecem ser uma opc¢do atraente.
Uma variedade de fitoterapicos foram estudados e sdo descritos como capazes

de prevenir e induzir a perda de peso corporal, fazendo que seu uso informal
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seja amplamente divulgado (RAYALAM; DELLA-FERA; BAILE, 2008).

Compostos bioativos (CB) naturais, como fenois e flavonoides, tem
sido reportados na literatura como sendo efetivos para o tratamento contra
obesidade (BANU; PANDIAN, 2007; PAN et al., 2016; RAHMAN et al.,
2017; TORRES-FUENTES et al., 2015). CB extraidos de plantas comestiveis,
como as antocianinas do Hibiscus sabdariffa (HB), apresentam potencial anti-
obesidade tanto em estudos in vivo quanto in vitro (ALARCON-AGUILAR
et al., 2007; CARVAJAL-ZARRABAL et al., 2009; HUANG et al., 2015;
KAO et al., 2016; KIM et al., 2007). O HB, planta da familia Malvaceae,
proveniente da india, Malasia e Africa, que apresenta amplo crescimento em
tropicos (MAHADEVAN; SHIVALI;, KAMBOJ, 2009) é conhecido
popularmente em muitos paises, e podem ser utilizado com fins decorativos
ou ter suas sementes e célices utilizados no consumo humano, na maioria das
vezes como infusdes, consumido como chas (RIAZ; CHOPRA, 2018b). Tem
uma longa histéria na medicina popular destes paises (ALl et al., 2017; DA-
COSTA-ROCHA et al., 2014; TZU Ll et al., 2007).

Estudos das propriedades fotoquimicas do HB mostraram varios
beneficios, podendo ser usado como uma potencial terapia de varias doengas
(MOYANO et al., 2016; RIAZ; CHOPRA, 2018a). Os principais CB
presentes no extrato aquoso do hibiscos sdo flavonoides, acido clorogénico,
glossupetina, hibiscetina, fenois e &cidos fendlicos e antocianinas (HE;
GIUSTI, 2010); além de vitamina C, beta-caroteno, licopeno e outros
antioxidantes soltveis em agua (WANG et al., 2011; WONG et al., 2002),
cujo método mais eficaz para sua extracdo € o uso de agua quente.

As antocianinas sd@o compostos polifendlicos que apresentam
atividade antioxidante e conferem protecdo contra o estresse oxidativo, além
de ser anti-inflamatorio e anti-carcinogénico, podendo controlar a diabetes, a
obesidade e prevenir doencas cardiovasculares (AMOS et al., 2008;
DARWISH et al., 2002; HERRERA-ARELLANO et al., 2007,
HIRUNPANICH et al., 2006; ODIGIE; ETTARH; ADIGUN, 2003; PEREZ-
TORRES et al., 2013; TSENG et al., 2000; WANG et al., 2011). Diversos
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estudos demonstram atividade hipolipemiante do hibisco seja no homem
(GURROLA-DIAZ et al., 2010; LIN et al., 2007; MOZAFFARI-KHOSRAVI
et al., 2009), em ratos (FAROMBI; IGE, 2007; OCHANI; D’MELLO, 2009)
ou coelhos (CHEN et al., 2003).

Assim, varios sdo os beneficios do cha de Hibiscus, seja promovendo
perda de peso, seja na protecao contra as comorbidades advindas da obesidade
(OCHANI; D’MELLO, 2009).

1.2 Efeito da obesidade no trato urinario inferior

Associado ao aumento dramético na incidéncia da obesidade e da
sindrome metabolica, houve também um aumento paralelo nas complicacdes
urolégicas (MOUL; MCVARY, 2010). Tais condi¢des sdo fatores de risco
para sintomas do trato urinario inferior (LUTS, do inglés Lower urinary tract
symptoms), incluindo bexiga hiperativa e incontinéncia urinaria (KIRBY et
al., 2010; LAVEN et al., 2008; RICHTER et al., 2010a), podendo ainda
apresentar outras patologias renais e infertilidade (LLEWELLYN et al.,
2016; MYDLO, 2004; ULRIK, 2015). Um amplo estudo populacional,
envolvendo mais de 50 mil homens com idade entre 40 e 70 anos, com
seguimento de aproximadamente 16 anos, demonstrou que 0 aumento de peso
e aadiposidade localizada (mensurado pelo IMC, medida da cintura e quadril)
estdo amplamente relacionadas com a incidéncia maior de LUTS (MONDUL,;
E; EA, 2014) e ainda, com o risco de progressdo dos sintomas urinarios
(ALBAYRAK; SEREFOGLU, 2019).

LUTS ¢ considerado a complicacdo mais comum em cerca de 80 a
90% dos pacientes com diabetes mellitus (DM) (DANESHGARI; LIU;
HANNA-MITCHELL, 2017; GOMEZ; KANAGARAJAH; GOUSSE,
2011), relacionado com a cistopatia diabética caracterizada pela reducdo da
sensibilidade vesical, perda da contratilidade detrusora efetiva e aumento do
residuo pos miccional. A obesidade pode estar associada ainda com aumento
da bexiga hiperativa e incontinéncia urindria (BROWN et al., 2005;
LIFFORD et al., 2005).
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A bexiga hiperativa é uma condicao altamente prevalente que afeta
milhdes de pessoas em todo o mundo apresentando impacto profundo na
qualidade de vida e aumentos consideraveis para os cuidados com a satde. Os
resultados do 3° National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES I11) mostraram que um aumento no IMC em pessoas com mais de
25 anos de idade estd relacionado com LUTS. Demonstraram ainda que
homens com circunferéncia abdominal maior que 102 cm estdo mais
propensos a exibir sintomas urindrios tais como hesitacdo miccional,
diminuicdo da forca do jato urinario, sensacdo de esvaziamento vesical
incompleto, polacidria e noctdria (ROHRMANN et al., 2005).

No entanto, poucos estudos exploraram os mecanismos envolvidos

nesta disfuncédo vesical. O processo de mic¢do é complexo em varios niveis,
envolvendo vias como cérebro, corddo espinal, sistema nervoso periférico e é
mediado por muitos neurotransmissores. Dessa forma, distdrbios em qualquer
ponto dessas vias podem levar a perda de controle nas funcdes urinarias. Sabe-
se ainda que a obesidade e o0 consumo de dietas com altos niveis de gordura e
acucar podem afetar os mecanismos envolvidos na fisiologia do musculo
detrusor da bexiga (BOLAT et al., 2017).
Os autores que estudam a associacao entre a obesidade e a disfuncéo vesical
observaram alteracdes fisioldgicas nao relacionadas a alteragcdes morfoldgica
do detrusor. Entretanto, alguns autores tém demonstrado que 0s niveis de
coladgenos da parede vesical podem estar relacionados com a homeostase e
funcionamento adequado do musculo detrusor (SOUZA et al., 2019).

Evidéncias recentes associam a patogénese da obesidade a um estado
inflamatorio sistémico de baixa intensidade, que é caracterizado pelo aumento
dos niveis circulantes de vérios mediadores pro-inflamatorios, tais como:
Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL-10), Interferon-y (IFN-y), Fator de
Necrose Tumoral (TNF), entre outros (ROHRMANN et al., 2005). Este
processo inflamatorio crénico poderia, eventualmente, resultar em alterac6es
vesicais funcionais e ou morfologicas justificando assim a sintomatologia

observada nestes pacientes.
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Outra possibilidade seria a associagdo do aumento do tecido adiposo
corporal com a reducdo do volume e da espessura da camada muscular da
bexiga (FRY et al., 2003), que poderia estar relacionado com aumento da
fibrose intersticial da camada muscular do detrusor ocasionando alteracdo em
sua contratilidade (AZADZOI et al., 1999). Autores tem descrito que na
bexiga hiperativa pode ocorrer alteracdes morfoldgicas na parede vesical com
hipertrofia progressiva desta musculatura e, ainda, com mudancas na relacao
dos seus componentes como colageno e fibras elasticas (EWALT etal., 1992;
RUBINSTEIN; SAMPAIO; COSTA, 2007; UVELIUS; MATTIASSON,
1984). Considerando-se a possibilidade desta associacdo, poderiamos inferir
que o controle da obesidade acarretaria em uma melhora nos sintomas
associados as disfuncdes vesicais em pacientes obesos.

Existe uma lacuna na literatura de estudos controlados que possam
relacionar as alteragdes estruturais do detrusor ocasionadas pela obesidade/

sindrome metabolica e sua relacao possivel com sintomas de LUTS.
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2. HIPOTESE

Tentar comprovar se a utilizagdo de uma suplementagéo alimentar com
dieta palatavel hiperlipidica (DPH) em ratos, sera capaz produzir um modelo
experimental de obesidade, permitindo assim, de modo controlado, avaliar os
parametros inflamatorios, bioquimicos de animais com obesidade. Analisar
ainda se as propriedades anti-inflamatorias e hipolipemiantes do cha de
Hibisco apresentam algum fator protetor contra a eventual ocorréncia de
alteracdes histopatoldgicas do detrusor neste modelo animal.

Até o presente momento, ndo foram evidenciados estudos que avaliem
os efeitos protetores do cha hibisco nos parametros laboratoriais e
histopatoldgicos da bexiga de animais com obesidade.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral:
Avaliar os efeitos das propriedades medicinais atribuiveis ao Hibiscus
sabdariffa em ratos obesos.

3.2 Objetivos especificos:

Estudar o efeito protetor do cha de Hibisco, em ratos obesos,

avaliando:

e Os Parametros séricos como creatinina, perfil lipidico e eletrolitico;

e O perfil inflamatorio atraves da mensuracdo das citocinas pro-
inflamatodrias (Leptina, IL-1a e a IL-8) e anti-inflamatorias (adiponectina
e IL-4);

e As possiveis alteracdes histoldgicas na bexiga destes animais.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Local da pesquisa

O material utilizado no presente estudo tem como referéncia o projeto
de pesquisa realizado na Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia —
FMVZ da UNESP, Campus de Botucatu, submetido e aprovado junto Comité
de Etica em Pesquisa Animal da referida institui¢do, sob o titulo: “Influéncia
do cha de Hibiscos sabidariffa na funcéo renal, perfil lipidico e eletrolitico.
Modelo experimental de obesidade em ratos” (numero de protocolo:
235/2012). O referido projeto foi coordenado da professora Dra. Alessandra
Melchert, docente do Departamento de Clinica Veterinaria da FMVZ-
UNESP, responsavel pela idealizacdo e conducao deste estudo.

Trata-se de um projeto conjunto envolvendo o Servigo de Urologia da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP e os Laboratoérios de Patologia
e Clinico da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ da
UNESP de Botucatu, com a participacdo do Departamento de Patologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP e do
Laboratorio Experimental da Faculdade de Medicina da UNESP — UNIPEX.

O protocolo experimental deste estudo foi conduzido em conformidade
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA). Sendo assim,
0 mesmo foi também previamente submetido e aprovado junto Comité de
Etica em Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina - UNESP, sob o titulo:
“EFEITO PROTETOR DO CHA DE HIBISCO NAS ALTERACOES
ESTRUTURAIS DA BEXIGA DE RATOS OBESOS” (Certificado n°
1238/2017 — CEUA) (ANEXO1).

4.2. Animais de experimentacao
Foram utilizados 48 ratos Wistar machos, adultos, com cerca de 52 dias
de vida e peso variando entre 180 a 220 gramas, provenientes do Biotério

Central da Unesp, Campus de Botucatu. Com uma semana de antecedéncia ao
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inicio do experimento, os animais foram acondicionados no Biotério da
UNIPEX (Unidade de Pesquisa Experimental) para adaptacdo ao novo
ambiente e deteccdo de possiveis problemas clinicos. Durante o experimento
os animais foram mantidos no Laborat6rio Experimental da Faculdade de
Medicina da Unesp, em caixas plasticas, alocados individualmente, com livre
acesso a dgua ou cha de HS, racédo ou dieta palatavel hiperlipidica (DPH) —de
acordo com o grupo a que pertenciam, com controle de luz (ciclos de 12
horas), temperatura de aproximadamente 22-25°C, sendo realizada a eutanasia
ao final do experimento.

4.3. Grupos Experimentais

Quarenta e oito animais foram randomicamente divididos em quatro
grupos assim constituidos:

e Grupo CONTROLE (G1) (n=12): animais alimentados com ragéo
comercial para ratos (Presence®, Purina) e ingestdo de agua;

e Grupo CONTROLE+CHA DE HIBISCO (G2) (n=12): animais
alimentados com dieta comercial para ratos (Presence®, Purina) e ingestao de
ché de hibisco;

e Grupo OBESO (G3) (n=12): animais alimentados com dieta
palatavel hiperlipidica (DPH) e ingestdo de agua;

e Grupo OBESO + CHA DE HIBISCO (G4) (n=12): animais
alimentados com DPH e ingestdo de cha de hibisco.

O fornecimento de racdo (normal ou hiperlipidica) e &gua (G1 e G3) ou
cha de hibisco (G2 e G4) foram administrados ad libitum, sendo as bebidas
deixadas a disposicdo dos animais em bebedouro proprio para ratos durante

todo o periodo do experimento (16 semanas).

4.4, Delineamento do estudo e sequéncia experimental
Os animais foram acondicionados em gaiolas individuais a fim de
permitir adequado controle da ingestdo de solidos e liquidos. O experimento
teve duracdo de 16 semanas e, durante este periodo todos o0s procedimentos
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realizados envolvendo coleta de materiais, afericdo de dados, bem como
administracdo das dietas foram realizados diariamente pelo mesmo
observador.

Apos o inicio do fornecimento das dietas e da ingestdo hidrica (cha de
hibisco ou agua) de acordo com 0s grupos previamente estabelecidos, os
animais tiveram seus consumos monitorados diariamente e os pesos avaliados
semanalmente. Ao final de 16 semanas, ap6s sedacao e anestesia, 0s animais
foram submetidos a eutanasia para coleta de amostras de sangue e tecido
(bexiga) para realizacdo das dosagens das citocinas pro e anti-inflamatdrias,
funcao renal, perfis lipidico e eletrolitico, COLETA da analise histopatoldgica
da bexiga (Figura 1).

A sequir, serdo descritos detalhadamente os passos da pesquisa bem

como os parametros estudados, em cada grupo.

Momento 0 (MO0) 16 semanas Momento (M1)

l Monitoramento diario da ingesta sélida e liquida l

Monitoramento semanal do peso
Clearance creatinina 16 semanas

Inicio da Intervengdo (MO) Final da Intervencdo (M1)
e Oferta de dietas normal e DPH e Eutanasia
e Oferta de agua e cha de HS e Coleta de sangue:

* Pesagem dos animais Creatinina, Citocinas inflamatérias,

,Colesterol, triglicérides, eletrdlitos
e Coleta da  bexiga:  Analise

histopatoldgica

Figura 1. Diagrama demonstrando os diferentes momentos e os parametros avaliados de

acordo com grupo de estudo.

4.5. Preparo da dieta palatavel hiperlipidica (DPH)
A DPH ou dieta de cafeteria utilizada foi a padronizada por Estadella et

al. (2004) e consistiu em uma mistura hipercalorica, normoproteica e
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hiperlipidica contendo racdo comercial Presence, Purina® (Figura 2A),
amendoim torrado, chocolate ao leite e bolacha maisena na proporcao 3:2:2:1,
administrada “ad libitum”. Esta dieta apresenta a seguinte composicao: 20%
de proteinas, 20% de lipidios, 48% de carboidratos e 4% de fibras
(ESTADELLA etal., 2004). Apenas para efeito de comparagao, a composi¢ao
da racdo comercial utilizada (Presence®), de acordo com o fabricante, é de
4,0% de lipidios, proteina 23,0%, residuos minerais 10,0%, carboidratos 55%
e fibra 7,0%.

Para preparo da referida dieta foram moidos, separadamente, em
liquidificador industrial, os ingredientes secos (racao, bolacha de maisena e
amendoim). Apos a moagem, o chocolate ao leite foi derretido e incorporado
aos ingredientes secos, formando uma massa, a qual foi moldada em forma de
pellets de racdo (Figura 2) que, ap6s secagem, foi armazenada sob

refrigeracdo. A DPH foi preparada semanalmente.

Figura 2. Pellets da racdo administradas aos animais. (A) Racdo comercial Presence®

(Purina) e (B) Pellet moldado da DPH ap6s secagem.

4.6. Validacdo e preparo do cha de Hibisco (Hibiscus
sabdariffa)

Apo0s aquisicdo do cha comercial de Hibiscus sabdariffa (HS), uma
amostra dos calices foi recolhida. A partir da amostra hidratada realizou-se

uma avaliacdo histopatologica para comparacdo com a planta Hibiscus
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sabdariffa coletada “in loco” e seca, de acordo com as técnicas do
Departamento de Botanica da Unesp, Campus de Botucatu. Este
procedimento permitiu a identificacao e validacéo do cha comercial, provando
que a amostra comercial realmente era originaria da planta (Figura 3). Todos

o0s chas adquiridos pertenciam ao mesmo lote comercial.

Figura 3: Detalhe do célice desidratado de Hibiscus shdariffa utilizado para preparagdo

da infusdo (cha).

Apb6s a devida identificacdo e validacdo, o cha foi preparado
diariamente, de acordo com a metodologia preconizada por McKay et al.
(2010). Em suma, o preparo envolveu a adicdo de 240 mililitros de agua
quente a 60°C em 1,25 gramas de cha de HS (60mg/Kg/dia). A mistura
permaneceu sob infusdo durante seis minutos. Apds este tempo o chéa foi
coado e resfriado naturalmente até a temperatura ambiente. Em seguida, o
ché foi oferecido aos animais como unica fonte hidrica no bebedouro proprio
para ratos, para os grupos G2 e G4. A cada 24 horas foi realizado novo preparo
do cha, obedecendo a mesma rotina anteriormente descrita, para substituicdo

no bebedouro dos ratos, sempre no periodo da manha.

4.7. Anestesia geral

Ao final das 16 semanas, os animais foram anestesiados com a
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associacéo de tiletamina e zolazepan (Zoletil®), na dose de 30 miligramas por
quilograma de peso (mg/Kg), via intramuscular (IM) e tiopental sédico
(Thiopentax®), na dose de 60 mg/Kg, via intraperitoneal (IP) (KANASHIRO;
CASSU, 2008), para coleta de sangue.

4.8. Eutanésia

ApoOs anestesia geral, o sangue foi coletado e a eutanasia dos animais
foi realizada utilizando-se o triplo da dose do anestésico tiopental sodico
(Thiopentax®) preconizada pela literatura (KANASHIRO; CASSU, 2008),
portanto, 120 mg/Kg, por via intraperitoneal. Apds verificacdo da auséncia de
parametros vitais, como movimentos respiratorios e cardiacos compativeis
com a vida, foi constado 6bito do animal e procedeu-se a laparotomia para
remocdao da bexiga.

4.9. Parametro avaliados

a) Avaliacdo do peso corpdreo
Os animais foram pesados no inicio do experimento (MO) e a seguir,
semanalmente durante todo o periodo de experimento, utilizando-se uma
balanca digital de precisdo da marca Filizola®, sempre no periodo da manha.

O peso obtido foi expresso em gramas (g).

b) Ingestdo alimentar de sélidos e liquidos

A medicéo do consumo das respectivas dietas (normal ou DPH) e da
ingestdo hidrica (HS ou agua) foi realizada diariamente, sempre no mesmo
horério. Para tal, o peso das sobras (no caso das ragdes) e o volume (agua e
chd) eram aferidos a cada 24 horas. Em seguida, os valores obtidos eram
descontados do peso/volume pré-estabelecidos por ocasido do inicio da oferta
no dia anterior. A racdo ofertada (normal ou DPH) foi pesada sempre na
mesma balanca digital de precisdo (Filizola®) e a 4gua ou cha tiveram seu

volume expresso em mililitros, mensurado por meio de proveta graduada.
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c) Clearance de Creatinina em urina de 24 horas
Na décima sexta semana de experimentacao, os animais foram alocados
em gaiolas metabdlicas individuais para coleta de urina durante o periodo de
24 horas (Figura 4).

L
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Figura 4: Gaiola metabélica para coleta da urina de 24 horas dos animais.

A depuracdo da creatinina (Cleareance de creatinina - Ccr) foi calculada
a partir formula transcrita a seguir (KEENAN et al., 2000), sendo seu
resultado final expresso em mililitros/minuto/quilo de peso (mL/min/Kg).
Para este calculo foram utilizados os valores da creatinina sérica obtida no
momento da eutanasia, da dosagem da creatinina urinaria de cada animal em
cada uma das amostras, o volume urinario de 24 horas nos diferentes

momentos e 0 peso corporal do animal em cada momento da avaliagéo.

Cr de urina (mg/ dL) x volume de urina (mL)

Cer =
Cr sérica (mg/dL) x [1000 /peso corporal (g)] x 1440 (min)

(mL/Kg/min)




29

d) Coleta de sangue

Apos realizacdo da sedacdo e anestesia dos animais, foi realizada
toracotomia e exposic¢ao do coracao para punc¢éo cardiaca com agulha 30 x 0,7
acoplada a seringa de cinco mililitros (ml) para obtengéo de sangue e posterior
determinacdo dos parametros bioquimicos séricos (Figura 5). Cercade 5a 7
ml de sangue de cada animal foram mantidos em tubo de vidro seco, em
repouso, por cerca de 15 minutos, ap6s o qual ocorreu a retracdo do coagulo.
Em seguida, o soro foi separado utilizando-se a centrifuga IEKE® modelo LC
a 2500 rpm por 15 minutos. O soro resultante deste processo foi identificado e
congelado, sendo mantido a —180°C em freezer (Cénsul® Practice 2401), até o
momento das dosagens séricas pelo método automatizado Cobas Mira Plus, no
Laboratério Clinico Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ), UNESP, Campus de Botucatu.

Figura 5: llustracdo da puncdo cardiaca para coleta de sangue.

Tal amostra se destinou & mensuragdo das citocinas inflamatorias;
creatinina para célculo do Clearence de Creatinina; célcio; sodio; potassio;
dosagem de triglicérides, colesterol total e suas fracdes de baixo e alto peso
molecular (LDL e HDL, respectivamente). A dosagem da creatinina foi
realizada utilizando-se o kit bioquimico da marca KATAL® pelo método do
picrato alcalino (Bioclin®, Quimica bésica, Brasil).

As concentracOes da leptina, adiponectina e interleucina 8 (IL-8) foram
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determinadas no soro usando kits de ensaio ELISA (Millipore, St. Charles,
MO, EUA). Toda metodologia foi realizada nas dependéncias dos
laboratorios da Unidade de Pesquisa Experimental (UNIPEX) da Faculdade
de Medicina de Botucatu - UNESP. Os valores foram relatados em
nanogramas por decilitro de soro (ng/dL).

As dosagens das interleucinas 4 e 1 alfa foram realizadas pelo método
de Cytometric Bead Array® utilizando kits CBA Rat Soluble Protein — Flex
Set, de acordo com as instrugcbes do fabricante. Foram utilizados 50
microlitros (uL) de plasma de cada animal para deteccdo simultanea das
proteinas sollveis. Neste imuno ensaio cada uma das beads fluorescentes é
conjugada a um anticorpo especifico e a deteccdo de ligacdo entre anticorpo
e proteina de interesse é feita por anticorpos monoclonais conjugados com
fluorocromos ficoeritina (PE) (fluorescéncia distinta das beads), fornecendo
sinal de fluorescéncia proporcional a quantidade de citocina presente na
amostra, avaliados por citometria de fluxo. Foi utilizado equipamento modelo
FACSCalibur-4 color® (BD) para as aquisi¢fes da citometria de fluxo e
foram analisadas no software BD FCAPArray® (Figura 6). Os resultados

foram expressos em picogrmas por mililitros (pg/mL).

Figura 6: Citémetro de fluxo modelo FACSCalibur-4 color® (BD).

e) Processamento histopatoldgico da bexiga
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Apo0s a extragdo cirurgica, a bexiga foi fixada em formaldeido 10%
tamponado durante 24h. Posteriormente, mantidos em alcool 70% até o
momento da incluséo em parafina.

Os blocos de parafina com tecido de bexiga foram seccionados com
espessura de 5 um, obtendo secgOes transversais da parede da bexiga, as quais
foram coradas pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) e Pricrosirius red
(PR) para avaliacdo das fibras musculares e de colageno, respectivamente.
Apobs seccdo da bexiga e fixacdo da lamina em HE, as imagens foram
escaneadas utilizando-se o scanner Aperio, da marca LEICA® e as imagens
avaliadas de maneira cega por um patologista experiente que, utilizando
microscopia éptica sob aumento de 40 vezes, mensurou 0s grupamentos de
camada muscular presentes em cada lamina. A medida transversal da fibra
muscular (um) foi realizada em cinco campos randomizados utilizando o

programa de morfometria Aperio Imagescope® (Figura 7).

-
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Figura 7. Scanner Aperio, da marca LEICA®

Para a avaliacdo morfolégica do tecido conjuntivo, as laminas foram
coradas em kit comercial (HistokitTM, Easypath, SP, Brasil), de acordo com
as instrucdes do fabricante. As imagens foram examinadas com aumento de

20 vezes em microscopia éptica com luz polarizada (Axio Imager, Zeiss®,
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Alemanha). As fibras de coldgeno que apresentaram birrefringéncia
vermelho-laranja foram consideradas do tipo I, enquanto as fibras de colageno
com birrefringéncia verde foram interpretadas como do tipo Il (RICHTER et
al., 2010b). A avaliacdo foi realizada de maneira cega por um patologista
experiente que mensurou a porcentagem média de colageno total, tipo | e 111
em trés campos randomizados utilizando o programa de morfometria Pro-
Image Plus® configurado com os seguintes parametros: HSB, dark background,
Hue (121-179), Saturation (20-255) and Brightness (90-181) (Figura 8).

Figura 8. Fibras colagenas coradas com Picrossirius. (A)Fibras coradas em vermelho e rosa
indicam colageno tipo | (maduro) e (B) fibras coradas em amarelo e verde indicam colageno
do tipo 111 (imaturo). Aumento 20x. *indica regifes da mucosa da bexiga.

4.10 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrédo. O estudo de
variaveis quantitativas como peso corporal, ureia sérica, creatinina e perfil
lipidico, por exemplo, considerou 0 modelo de medidas repetidas em um
esquema de dois fatores (dieta e hibisco) e foi complementado pela
comparagdo maltipla de Bonferroni.

A comparacdo entre as medidas de peso corporal em cada grupo foi
realizada utilizando-se medidas repetidas ANOVA, seguidas pelo teste post
hoc de Tukey. A anélise estatistica foi realizada no SigmaStat, versdo 2.0 e 0s
resultados foram considerados significativos com valores de p<0,05.

O estudo estatistico das variaveis envolvendo as dosagens de
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interleucinas prd e anti-inflamatdrias, teste e analises morfoldgicas foi
realizado pela técnica da analise de variancia ndo-paramétrica considerando o
modelo de dois fatores independentes (oferta ou ndo do cha de
hibisco/suplementacdo com DPH) complementada com o teste de
comparag@es multiplas de Dunn. Todas as conclusdes foram discutidas no

nivel de 5% de significancia.
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RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.1. Avaliacdo do ganho de peso dos animais

As medidas do peso corporal, realizada na primeira semana do
experimento, ndo demonstraram diferenca significativa do peso corporal entre
0s grupos, demonstrando uma homogeneidade nos diferentes grupos. De
maneira geral, a analise do peso corporal revelou que todos 0s grupos nos
diferentes momentos apresentaram progressivo ganho de peso. Entretanto, a
partir da quarta semana este ganho de peso foi significativamente maior nos
grupos G3 e G4 quando comparados aos grupos controles.

Notamos ainda, que a partir da décima segunda semana, somente no
grupo G3 (controle Obeso) observou-se um aumento significativo de ganho
de peso em relacdo a 16 semana. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre os Grupos G3 e G4 nos diferentes momentos.

Os dados estdo apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Valores do peso corporal (em gramas) dos animais, ap0s exposicao
a diferentes condigdes experimentais, ao longo das 12 42 8?3 122 e 16°
semanas.

Grupos
Gl G2 G3 G4
Semanas
1 200,5+13,4 A% 2115+18,74% 2150+220A% 2122422042
4 350,0+35082 3712427182 4127+61,8B°  420,5+48,7 B°
8 422,6+433 % 410,6+38,4 ©® 496,4+830°P  4949+675 CP
12 464,8+54,1 P2  441,4+412P2 5622+4935PP 538 8+68,7 PP
16 493,2+52,7 P2 470,4+42,6 P*  616,2+98,9 E°* 591, 8+78,9 PO

Valores sdo expressos em média + desvio padrdo. Letras mailsculas diferentes nas colunas indicam
diferencas estatisticamente significantes (p <0,05). Letras minusculas diferentes na mesma linha
indicam diferencas estatisticamente significativas (p <0,05); * p<0,01:G3XG1; ** p <0,05:G4XG1.
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5.2. Monitorizacdo da ingestdo de solidos e liquidos

Avaliando-se a monitorizacdo da ingestdo de racdo realizada
diariamente, observou-se que os grupos controles, G1 e G2, apresentaram, em
média, um consumo de racdo significativamente maior em relagao aos grupos
com dieta suplementada, G3 e G4 (27,6 +1,8qg, 25,8+2,1g Vs. 21,4124,
21,3£3,2, p<0,05 respectivamente). N&o houve diferenca estatisticamente
significativa nem entre os grupos controles (G1 e G2) e, nem entre 0s entre 0s
grupos com dietas suplementas (G3 e G4).

Com relacdo a avaliacdo da ingestdo de liquidos, ndo houve diferenga
estatistica no volume de liquidos ingeridos (cha de HS ou &gua) entre os

grupos nos diferentes momentos.

5.3. Clearance de Creatinina (CCr) em urina de 24
horas
A taxa de depuracdo da creatinina na urina de 24 horas, avaliada ao final
do estudo (162 semana), mostrou uma diminuicdo significativa no grupo G3
(controle obeso) em relagdo aos Grupos controles (G1 e G2). Salientamos que
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre o Grupo G4 (DPH +
Cha de Hibisco) e os grupos controles (G1 e G2) (Tabela 3).

Tabela 3: Taxa de depuracdo da creatinina (mL/Kg/min) nos diferentes
grupos experimentais apds 16 semanas de experimento.

Grupos
Gl G2 G3 G4

CCr 2,69+1,3 2,66+1,5 1,34+0,83* 1,89+0,89

Valores séo expressos em média + desvio padrdo. * p<0,05 = G3X G1, G2

5.4. Avaliacao dos parametros bioquimicos séricos
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a) Avaliacao dos eletrolitos séricos

Os niveis séricos de sodio foram significativamente maiores no Grupo
G4 (DPH + cha de Hibisco) em relacao aos grupos G1 (controle) e G3 (DPH).
N&o houve diferenca estatisticamente significativa dos demais eletrélitos nos

diferentes grupos (Tabela 4).

Tabela 4: Valores dos eletrdlitos séricos (mEg/L), nos diferentes grupos de
estudo, ao final do experimento.

Parametros Grupos

séricos Gl G2 G3 G4
Célcio 8,35+0,71 8,38+0,73 8,42+0,37 8,32+0,33
Sédio 138,23+2,55%  139,7743,90  137,92+2,25%  142,15+1,91
Potéssio 5,22+1,82 4,35+0,63 4,65+0,95 4,45+0,40

#p<0,05:G1XG2,G4; ##p<0,05:G3XG4

b) Avaliacado do perfil lipidico no momento final

Na analise do colesterol total, ndo observamos diferenca
estatisticamente significante entre os diferentes grupos (Tabela 5). Notamos
uma reducao significativa na fracdo HDL do colesterol no Grupo G3 (DPH)
comparado aos Grupos G1 (controle) e G2 (controle + cha de hibisco), ndo
houve diferenca entre os demais grupos.

Observamos que a fragdo LDL do colesterol foi significativamente
menor no grupo G2 (controle + ch& de hibisco) em rela¢do ao grupo controle
(G1) e G3 (DPH). Notamos ainda, uma reducéo significativa do LDL nos
animais obesos que receberam cha de hibisco (G4) em relacdo aos que ndo
receberam (G3). N&o houve diferencga estatisticamente significativa entre os
grupos G2 (controle + cha de hibisco) e G4 (DPH + cha de hibisco).

No grupo controle (G2), que recebeu cha de hibisco, houve uma reducéo

significativa nos niveis de triglicerideos em relacdo aos demais grupos.
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Os dados sobre perfil lipidicos estdo expostos na tabela 5.

Tabela 5: Analise do perfil lipidico sérico (mg/dL) nos animais, segundo
diferentes grupos de estudo, ao final do experimento.

Grupos
Gl G2 G3 G4

Parametros

Séricos

Colesterol 52,08+28,89 44,69+7,32  42,00+7,82  44,77+8,44
HDL 45,92+1,44  46,31+1,03  44,54+0,78"  45,46+0,88
LDL 7,54+5,14 5,00+1,23" 7,31+2,29  5,62+1,19%

Triglicérides 83,23+34,11 46,31+15,35% 86,77+36,55 84,08+32,44

*p<0,05: G3XG1,G2 #p<0,05G2XG1,G3  ##p<0,05 G4XG3  &p<0,05: G2XG1,G3,G4

5.5. Avaliacédo das citocinas proé e anti-inflamatorias

a) Citocinas pré-inflamatdrias

A dosagem da leptina foi significativamente maior nos grupos G3
(DPH) e G4 (DPH + ché& de hibisco) em relagdo ao Grupos controles (Gle
G2). Néo houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos G1 e
G2 (Tabela 6).

Com relacdo a andlise dos niveis séricos da IL-la, foi
significativamente menor no grupo G4 (DPH + cha de Hibisco) comparado
aos demais grupos. Observamos ainda, que houve uma diminuicao
significativa do IL-1a no grupo controle e cha de hibisco (G2) comparado aos
G1 (controle) e G3 (DPH) (Tabela 6).

Na IL-8 ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos estudados (Tabela 6).
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Tabela 6: Mediana e valores minimo e maximo das citocinas pro-
inflamatorias (pg/mL) dosadas no plasma sanguineo de ratos, segundo grupo
de estudo.

Grupos
Citocinas
G1 G2 G3 G4

Leptina 3157,54" 2750,79* 8552.62 7537.30

(1731,8;8621,4)  (704,4;5006,7) (2622,5:33347,1)  (3434,2;16091,6)
I 17,90 6,74% 16,08 0,91¥

(2,87-23,09)  (3,61-28,88) (9,83-26,33) (0,00 - 23,25)
IL-8 30,62 17,08 25.70 20,79

(3,43:107,07)  (0,73; 55,92) (0,46; 96,25) (0,38; 108,58)
*p<0,01:G1XG3,G4 #p<0,01:G2XG3,G4 G1=G2 &p<0,05:G2XG1,G3 G2=G4

¥p<0,05:G4XG1,G2,G3

by Citocinas anti-inflamatorias
Considerando-se a analise das dosagens séricas da adiponectina e da

interleucina 4 (IL-4), ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre

0s grupos estudados (Tabela 7).

Tabela 7: Mediana de valores minimo e maximo das citocinas anti-
inflamatorias dosadas no plasma sanguineo de ratos, segundo grupo de estudo.

Grupos

Citocina
Gl G2 G3 G4

Adiponectina 4278.41 3758.30 5198,72 4431,357

(ng/mL) (3057,7:7048,7)  (27262;7158,4) (3666,2:7695,6)  (3480,9;6748.4)
IL-4 3,10 4,28 5,09 6,20
(pg/mL) (0,0:14,4) (0,8:11,4) (1,4:9,9) (0,9:15,0)

p> 0,05
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5.6. Avaliacgdo histologica da Bexiga
a) Avaliacdo muscular da bexiga

Nos animais que receberam suplementacdo e cha de hibisco (G4) observou-
se uma diminuicdo significativa da espessura das fibras da camada muscular
da bexiga em comparacéo ao grupo controle (G1). Houve ainda um aumento
significativo da espessura das fibras da camada muscular nos animais do
grupo G3 (DPH) em relacdo ao G4 (DPH + ché de hibisco) (Figura 9, tabela
8 e grafico 1).

: LI A
Figura 9. A: Medida de fibra muscular da bexiga de ratos que r 3).
Medida de fibra muscular da bexiga de ratos que receberam DPH + cha de hibisco (G4).
Ambas imagens apresentam coloragdo HE e aumento 20x.
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Tabela 8. Mediana e valores minimo e méaximo da fibra muscular (um) da
bexiga dos animais.

Grupos
Valor
G1 G2 G3 G4
dep
Musculo
0,84 0,64 0,50 0,36
detrusor 0,006
(0,62—-1,15*®  (0,54—0,80)" (0,28—0,79)® (0,19 —0,54)°
(HM)

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significativas.

Fibras musculares

03 -
2 03
&
S 02 .
'—1
= 02
S g ol I
=
00

B Grupo 1 ®Grupo 2 ®Grupo 3 ¥ Grupo 4

Grafico 1. Distribuicdo comparativa em “box-whisker plots” das fibras
musculares (uM) corada pelo HE.

b) Avaliacéo do colageno
Observamos uma diminuicéo significativa do coladgeno total no grupo de
animais obesos que ingeriram cha de hibisco (G4) em relagdo aos grupos
controle (G1) e obeso (G3). (Tabela 9 e grafico 2).
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Tabela 9. Mediana de valores minimo e méximo de presenca de colageno (%)
na bexiga dos animais, segundo grupo de estudo.

GRUPOS

Gl G2 G3 G4

Colageno 15,67 11,72 17,38 7,93
(%) (14,12-23,10)® (9,70 -15,27) (12,16 — 22,40 (5,79 — 14,53)°

Letras minusculas diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticamente significativas (p

<0,001).

Colageno
60
= 50
L
o0 40
S g
= X 30
0
220 -
A 10
0

B Grupo | ®mGrupo 2 ® Grupo 3 ¥ Grupo 4

Gréfico 2. Distribuigdo comparativa em “box-whisker plots” da quantidade,
em porcentagem, de fibras totais de colageno corada pelo Picrosirius.

¢) Avaliacdo tipos de colageno
Em relacdo aos colagenos | e 111 ndo houve diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos estudados (Tabela 10).
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Tabela 10. Mediana e valores minimo e maximo de presenca de colageno tipo
| e tipo 11 (%) na bexiga dos animais

Grupos
Valor
Gl G2 G3 G4
dep
Colageno 08 0,7 0,8 0,8 0,46
Tipo I (%) (0,50-0,85) (0,60-0,85) (0,60-1,0) (0,70 - 0,90)
Colageno 0,2 0,3 0,2 0,2 0,46
tipo 111 (%) (0,15 - 0,50) (0,15-0,40) (0,0-0,40) (0,10-0,30)
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6. DISCUSSAO

Em nosso estudo, tivemos uma distribuicdo homogénea em relagéo ao
peso corporal entre 0s grupos, tendo em vista que na primeira semana nao
notamos diferencga estatisticamente significativa entre os diferentes animais
distribuidos (Tabela 2). Salientamos ainda, que 0s grupos com dieta
hiperlipidica e hipercaldrica (G3 e G4) tiveram um consumo médio diario de
racdo significativamente menor em relacdo aos grupos controles (Tabela 2).
Entretanto, a partir da quarta semana o ganho de peso foi significativamente
maior nos grupos (G3 e G4) quando comparados aos controles (Tabela 2).
Demonstrando que apesar da menor ingestdo nos grupos com dieta
hiperlipidica, o valor calérico ingerido foi suficiente para induzir um modelo
adequado de obesidade em ratos, e ainda, este fato pode ser explicado pela
maior sensacdo de saciedade nestes animais dos grupos G3 e G4. Estes
achados estdo de acordo com outros autores (JAGADEESHWAR et al., 2021;
KRETSCHMER et al., 2005; YANG et al., 2019), que relataram um aumento
no ganho de peso e um menor consumo nos animais com racdo hiperlipidica.

Analisando o ganho de peso na 16° semana, ndo observamos diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos G3 e G4, apesar de uma queda
numérica no grupo suplementado com cha de hibisco. Demonstrando assim,
que o cha de hibisco ndo teve uma acéo relevante em relagéo a protecédo contra
a obesidade neste experimento. Este fato esta em desacordo ao descrito por
outros autores (Alarcon-Aguillar et al., 2007). Entretanto, levando-se em
consideracao que no grupo G4 nao houve um ganho de peso significativo na
16% semana em relacdo ao momento anterior. Este fato, aliado ainda a queda
em namero absoluto no peso no grupo 4, pode sugerir um efeito protetor do
cha de hibisco no controle da obesidade. Assim, estudos controlados com uma
amostra maior e um seguimento superior a 16 semanas, poderia elucidar este
problema.

Outro achado relevante foi que o clearence de Cr foi significativamente

menor no grupo com obesidade (G3) em relacdo aos controles (G1 e G2), e
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ainda, ndo houve diferenca significativa entre os animais suplementados com
cha de hibisco (G4) e os grupos controles. Este achado demonstra o efeito
nefroprotetor do HS, corroborando com trabalhos anteriores (IBRAHIM,;
ALBADANI, 2014; O. AJANI et al., 2021; RODRIGUEZ-FIERROS et al.,
2021), que demonstram que a obesidade e sindrome metabdlica podem ter
uma acdo deletéria na funcao renal.

A dosagem do sodio, nos animais que receberam ché de hibisco (G2 e
G4), foi significativamente maior em comparagdo ao controle, e ainda, houve
um aumento significativo deste ion entre os ratos obesos suplementados com
cha de hibisco em relacdo aos que ndo receberam. Demonstrando assim, um
aumento do sodio nos grupos que receberam HS, podendo ser relacionado a
concentracdo elevada deste mineral na composicdo deste cha, conforme
descrito por outros autores (NZIKOU; MATOS, 2011). Este fato pode ter
importancia no caso de comorbidade associado a obesidade como a
hipertensdo arterial. Porém, até 0 momento, existe uma falta de evidéncias na
literatura que apoiem nossos resultados. A dosagem dos demais eletrolitos
séricos nos animais ndo revelou variagdes significativas nos diferentes grupos.

Observamos, no grupo G3 (obesos), uma reducéo significativa da fracdo
HDL em comparacgéo aos grupos controles (G1 e G2). Apesar de ndo termos
notado esta mesma reducdo quando comparados os controles com e sem
suplementacdo do cha de hibisco, e nem quando comparados os animais
obesos (G3 vs. G4), parece ter havido um efeito protetor do cha de hibisco
nos animais obesos (G3), se levarmos em consideracdo que esta fracdo do
colesterol protegeria contra possiveis doencas vasculares.

Em relacdo a fracdo deletéria do colesterol, o LDL, observamos uma
diminuigdo significativa no controle com chéa de hibisco (G2) em relacdo ao
controle (G1) e obeso (G3), e ainda, entre obesos com suplementacdo de HS
(G4) em comparacgdo aos sem (G3). Estes fatos demonstram, mais uma vez, o
efeito protetor do HS na obesidade. Tais achados foram semelhantes aos
encontrados em outros estudos (CHEN, 2003), refor¢cando assim este efeito.

Em nossa série, 0s animais que receberam cha de hibisco associado a



47

dieta normal (G2) apresentaram uma reducéo significativa dos niveis de TG
em relacdo aos demais grupos. Estes resultados sugerem que além de auxiliar
no controle da dislipidemia em ratos obesos, 0 uso do cha de hibisco poderia
beneficiar também animais com quadros dislipidémicos ndo associados a
obesidade. Em humanos, o HS também apresentou acdo hipolipemiante em
individuos com sindrome metabolica, evidenciando redugdo nos niveis de
glicemia, colesterol total, triglicérides e aumento de HDL, através da inibigédo
da lipase pancredtica e reducdo da absor¢éo intestinal de lipideos (SUN; WU;
CHAU, 2016).

Nas interleucinas pré inflamatorias, observamos gque os animais obesos
(G3 e G4) apresentaram uma elevacdo significativa da leptina quando
comparados ao controle (G1), demonstrando que a dieta rica em gordura foi
capaz de interferir na fisiologia do tecido adiposo, alterando a producéo de
citocinas pro-inflamatdrias. Observamos ainda, uma diminuicdo da leptina,
em numero absoluto, do grupo obeso com cha de hibisco em relacdo ao sem
suplementacdo. Notamos uma diminuicdo significativa da IL-1a nos animais
obesos com ché de hibisco em relagdo ao demais grupos. Assim, podemos
afirmar que obtivemos um modelo de obesidade associado a um processo
inflamatorio, podendo caracterizar a sindrome metabdlica. Alguns autores
acreditam que estas adipocinas podem gerar um processo inflamatério no
organismo, podendo estar envolvida em uma série de comorbidades,
inclusive, no desenvolvimento da resisténcia a insulina (GUTIERREZ;
PUGLISI; HASTY, 2009). Assim, em nosso experimento ocorreu uma
secrecdo desregulada de adipocinas, fato que pode resultar no aumento da
ingestdo alimentar e reducdo do gasto energético, contribuindo ainda mais
para 0 ganho de peso e consequente estado inflamatério (GALIC; OAKHILL,;
STEINBERG, 2010).

Notamos ainda a acdo protetiva do cha de hibisco diminuindo a
producéo destas interleucinas pro inflamatorias. Outros autores demonstraram
que o HS ¢ capaz de reduzir os niveis de leptina por acdo direta sobre 0s
adipocitos (BELTRAN-DEBON et al., 2010; BOIX-CASTEJON et al., 2018;
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HERRANZ-LOPEZ et al., 2012). A geracéo de fatores pré inflamatdrios do
tecido adiposo visceral pode ainda influenciar na alteracéo da funcéo sensorial
vesical (SHEN et al., 2007). Em nosso estudo ndo houve diferenca
significativa das ILs anti-inflamatdria nos diferentes grupos, o que nos
permite inferir que alteragdes encontradas foram decorrentes principalmente
pelo aumento das adipocinas pro-inflamatdrias.

Observamos uma diminuicdo significativa da espessura das fibras
musculares da parede vesical no grupo de obesos suplementados com ché de
hibisco (G4) em relacéo aos obesos (G3) e em comparagdo ao grupo controle
(G1). Este fato demonstra o fator protetor do HS em relacdo as fibras
musculares do detrusor. Alguns autores (Souza et. al, 2019), em estudo
controlado, observando os efeitos de uma dieta rica em gordura observaram o
aumento da espessura da fibra muscular da bexiga dos animais com
suplementacdo de gordura.

Em nosso estudo observarmos uma diminuicdo significativa na
quantidade total de colageno na bexiga de animais obesos suplementado com
cha de hibisco (G4) em comparacdo aos grupos G3 e G1. Demonstrando
assim, que o ché de HS foi capaz proteger contra a producao excessiva de
colageno, fato comum em alguns modelos de obesidade (Souza et al., 2019).
Desta forma poderia estar evitando a fibrose do masculo detrusor e permitindo
manter a funcdo adequada da bexiga nestes animais obesos que receberam
HB.

Na bexiga, os colagenos tipo I, Il e IV sdo 0os mais comuns, sendo o
tipo I mais prevalente (MACARAK et al., 1995; CHANG et al., 1998). As
fibras do tipo | sdo mais maduras, estando relacionadas aos processos
crbnicos, em casos um aumento da carga volumétrica, e com consequente
estiramento da fibra muscular da bexiga (CHANG et al., 1998). Os do tipo
I11, geralmente localizadas proximas ao tipo I, é imatura e esta relacionada a
desestruturacdo da homeostase do 6rgédo, sendo sintetizado em processos de
reparacao e fibrose, e de acordo com a funcdo de cada Orgdo, pode ser
substituido pelo colageno | (TEODORO; YOSHINARI, 2009). Em nossa
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série observamos uma predominancia dos colagenos tipo | e Ill, mas nédo
observamos diferenca estaticamente significativa entre os diferentes grupos.
Assim, ndo nos permitindo avaliar qual seria o impacto nem da obesidade e

nem do efeito protetor do HS na remodelagem do colageno.
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CONCLUSAO



o1

7. CONCLUSAO

Conclui-se que:
- Obtivemos um modelo de obesidade e sindrome metabdlica em ratos.
- O cha da planta Hibiscus sabdariffa (HS) apresentou efeitos
terapéuticos protetores nos animais obesos como:

- Na funcao renal,

- No controle da dislipidemia;

- Reducéo do processo inflamatorio;

- Diminuicéo dos efeitos deletérios na musculatura vesical.
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