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Proélogo

No decorrer desse trabalho de concluséo de curso fomos colocadas frente a alguns
desafios descritos neste prologo. O projeto apresentado € parte integrante de um auxilio
regular da FAPESP (proc. 09/52471-1) intitulado: “Impacto do estresse fisico e
psicogénico sobre a ingesta alimentar, ganho de peso e aparéncia geral da pele:
modulacdo nutrigenémica, protedmica e metaboldmica por extratos de plantas e
alimentos funcionais.”. O trabalho, também vinculado com a empressa Chemyunion
Quimica LTDA, tem como objetivo avaliar a atividade de quatro plantas, entre elas a
Coffea arabica, em animais obesos e porteriormente submetidos ao estresse fisico e
psicogénico; com o intuito de observar os efeitos dessas plantas na obesidade, na
prevencdo ao estresse e na aparéncia geral da pele.

Dessa forma, a presente monografia se desenvolveu tendo como base estes
objetivos, buscando padronizar prioritariamente um modelo de estresse, um modelo de
obesidade, coletar dados para estudo da pele e analisar os efeitos do oléo Coffea arabica
na obesidade, no estresse e na pele. Entretanto, os desafios enfrentados no inicio do
projeto exigiram tempo e estudo para que os mesmos fossem resolvidos da melhor
maneira, 0 que nos levou a concluir apenas a padronizacdo dos modelos de estresse e
obesidade, a analise do efeito do 6leo de café verde na obesidade induzida por dieta
hipercaldrica e a coleta de dados para estudo dos efeitos do mesmo na pele e no
estresse.

Desafios enfrentados: No inicio do ano tivemos um problema com a aquisicdo dos
animais (camundongos das linhagens isogénicas C57BL/6 e C57BL/6J Lep® - animal
obeso nocaute para leptina) de experimentacdo. Tais animais seriam fornecidos pelo
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica (CEMIB) da Universidade Estadual

de Campinas (Unicamp), porém na época da solicitacdo dos animais, essa instituicdo



alegou ndo possuir 0s mesmos nas quantidades necessarias para a realizacdo dos estudos
propostos, pois sua producdo estava sendo utilizada apenas pelos docentes e
pesquisadores da prépria Unicamp, sendo impossivel atender a demanda externa. Sendo
assim, buscamos alternativas para adquirir estes animais, mas todas as tentativas foram
infrutiferas, visto que tal linhagem era escassa em todos os biotérios que entramos em
contato.

Visto a dificuldade, optamos em utilizar uma metodologia de obesidade induzida
por dieta enriquecida, utilizando-se camundongos da linhagem Swiss, disponiveis no
Biotério Central da UNESP. Dessa forma, precisamos padronizar este modelo de
obesidade em camundongos convencionais. Para esta padronizacgéo, foi utilizado como
base 0 método descrito por Nascimento et al., 2008.

Além do modelo de obesidade, também houve padronizacdo do modelo de choque
fisico e psicogénico. Sendo assim, devo destacar que este foi um projeto de iniciacdo
cientifica com uma importancia além da minha formacdo como bacharel em Ciéncias
Biologicas. Trata-se de um projeto que permitiu ndo apenas meu crescimento
académico, mas também pessoal, permitindo ainda a implantacdo de uma linhagem
completamente nova no Laboratério de Fitomedicamentos, que podera levar ao avancgo
nesta area de pesquisa e a utilizacdo das técnicas por futuros alunos.

E importante ainda ressaltar que a padronizacdo deste modelo de obesidade
permitira sua utilizacdo em demais projetos de iniciacdo cientifica, mestrado e
doutorado em fase de implantacdo em nosso laboratério e que os demais estudos,
propostos inicialmente, estdo sendo desenvolvidos e esperamos publicar seus resultados

brevemente.



Resumo

A obesidade, juntamente com o sobrepeso, tem sido considerada um dos mais
graves problemas de saude publica do mundo, especialmente por serem 0s principais
fatores de risco para inimeras doengas crdnicas, como a doenca coronariana, diabetes
mellitus tipo 11, hipertenséo e alguns tipos de tumores, as quais estdo associadas a altas
taxas de mortalidade. O uso de alimentos funcionais e de dietas adequadas com apelo de
promocao da salde tem crescido como mecanismo de prevencao, controle e tratamento
de doengas crénicas como a obesidade. Varios estudos etnofarmacolégicos indicam
espécies vegetais para o tratamento de disturbios relacionados com a obesidade com um
importante atrativo de que este esquema terapéutico é entendido como mais seguro e
eficaz para a salde que o tratamento com anorexigenos tradicionais. Este trabalho tem
como objetivo desenvolver e padronizar modelos de ensaios bioldégicos em estresse e
obesidade, visando também avaliar o efeito do 6leo de gréos verdes de Coffea arabica
na regulacdo do peso corpdreo e no balanco energético de camundongos. Para isso,
foram feitas triagens in vivo deste produto e os estudos de seus efeitos no metabolismo
energético em camundongos ndo obesos e com obesidade induzida por dieta
hipercaldrica. Apds inducdo da obesidade por 8 semanas, 0s animais foram tratados por
21 dias com os extratos por via oral. Apds os 21 dias 0s animais foram mortos para
avaliacdo dos efeitos destes produtos sobre o consumo diario de racdo e sobre o peso
corporeo. O grupo tratado com o Gleo de Coffea arabica L. apresentou significativa
perda de peso e o consumo de racdo elevado. De acordo com os resultados, é possivel
concluir que o extrato padronizado de Coffea arabica L. promoveu reducdo do peso

corporeo sem promover diminui¢do na quantidade de alimento ingerido.



Abstract

Obesity along ~ with overweight, has  been  considered one of the  most
serious public health problems in the world, especially because they are the main risk
factors for many chronic diseases, such as coronary heart disease, type Il diabetes
mellitus, hypertension and some types oftumors, whichare associated with
high mortality rates. The use of functional foods and appropriate diets to call health
promotion has grown as a mechanism for prevention, control and treatment of chronic
diseases such as obesity. Several ethnopharmacological studies indicate plant
species for the treatment of disorders associated with obesity with a major attraction
of this regimen is perceived as safer and more effective health than
the traditional treatment with appetite suppressants. This work aims to develop and
standardize models of biological assays in stress and obesity, also aims to evaluate the
effect of oil green beans of Coffea arabica in the regulation of body weight and energy
balance in mice. To this end, trials were made in vivo studies of this product and their
effects on energy metabolism in non-obese mice with obesity induced by hypercaloric
diet. After induction of obesity by 8 weeks, animals were treated for 21 days with the
extracts orally. After 21 days the animals were killed to evaluate the effects of these
products on daily feed intake and on body weight. The group treated with the oil of
Coffea arabica L. showed significant weight loss and feed intake high. According to the
results, we conclude that the standardized extract of Coffea arabica L. decreased body

weight without restriction or decrease the amount of food ingested.



1 Introducao

1.1 Obesidade

A obesidade é uma doenca complexa, sendo caracterizada pelo acimulo anormal
ou excessivo de gordura que pode ser prejudicial a saide (OMS, 2011), especialmente
por estar associada a muitas outras doencas, principalmente, diabetes, hipertenséo,
artrite e doencas cardiacas (Yun, 2010). A obesidade é a forma mais comum de ma-
nutricdo, contribuindo para o surgimento destas co-morbidades, decorrentes do excesso
de peso corporal, do padrdo alimentar inadequado e da resisténcia insulinica (Flegal et
al., 2002 apud Repetto et al., 2003).

A incidéncia de obesidade tem aumentado em taxas alarmantes, tornando-se um
problema de satde mundial com incalculaveis custos sociais (Yun, 2010). Atualmente,
a obesidade e o0 sobrepeso sdo considerados um dos maiores problemas de satde publica
do mundo e estdo avancando de forma rapida e progressiva (Repetto et al., 2003). Em
2008, mais de um bilhdo de adultos (maiores de 20 anos) apresentavam sobrepeso
(OMS, 2011). Nos Estados Unidos, a prevaléncia de obesidade (IMC > 30 kg/m?) em
mulheres adultas é de 33,4% e, em homens, 27,5% (Drenick, et al., 1980 apud Repetto
et al., 2003 ) e no Brasil, segundo dados do inquérito nacional de 1997, a prevaléncia
estd em torno de 12,4% para mulheres e 7,0% para homens. Quando se inclui também
0s casos de sobrepeso (IMC > 25 kg/m?) estes valores elevam-se para 38,5% dos
homens e 39% das mulheres (Repetto et al., 2003).

Trata-se de uma epidemiologia preocupante, visto que a obesidade esta vinculada
a diversas co-morbidades e pode levar a outras doencas. Dados da Organizacdo Mundial
de Saude, revelam que pelo menos 2.8 milhdes de adultos morrem por ano como

resultado do sobrepeso ou da obesidade. Além disso, 44% dos casos de diabetes, 23%



dos casos de doencas cardiacas isquémicas (infartos), e entre 7 a 41% de canceres sdo
atribuidos ao sobrepeso e obesidade (OMS, 2011).

Atualmente, tal doenga é tratada com o uso de duas diferentes drogas do mercado
(Chaput et al., 2007), uma delas é o orlistat (Xenical®), que reduz a absorcdo intestinal
de gordura através da inibicdo da lipase pancreatica (Ballinger & Peikin, 2002; Drew et
al., 2007; Hutton & Fergusson, 2004). A outra é a sibutramina (Reductil®), uma
substancia anoréxica, ou supressora do apetite (Lean, 2001; Tziomalos et al., 2009).
Ambas as drogas apresentam efeitos adversos, incluindo hipertensdo (aumento da
pressdo sanguinea), sialosquiese (boca seca), constipacdo, cefaleia (dor de cabeca) e
insonia (de Simone & D’Addeo, 2008; Slovacek et al., 2008).

Devido a insatisfacdo com os altos custos e com os efeitos colaterais dos
medicamentos atuais, a busca de novos produtos que sejam mais seguros e eficazes no

tratamento da obesidade torna-se necessaria.

1.2 Plantas Medicinais (Oleo de café verde)

A utilizacdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevencao de
doencas, é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. No inicio
da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como
Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (Fabricant & Farnsworth, 2001;
Veiga Jr et al., 2005; Gurib-Fakim, 2006).

De modo geral, existe um grande interesse publico no uso de compostos de
origem natural, os quais atualmente caracterizam um mercado que movimenta bilhdes
de dolares anualmente (Heber, 2003). As plantas tém desempenhado um significativo

papel na manutencdo da saude humana e melhora da qualidade de vida por milhares de



anos, como uma fonte valiosa de componentes para temperos, bebidas, cosméticos e
medicamentos (Heber, 2003).

Recentemente, estudos complantas medicinais adquiriram atracdo para
o tratamento de varias doencas metabdlicas, incluindo a adiposidade, complicagdes do
diabetes e doencas cardiovasculares, devido as limitagdes dos medicamentos existentes
e de seus efeitos colaterais (Holman et al., 1991 apud Gumy et al., 2009). O reino
vegetal é um vasto campo para pesquisar agentes naturais eficazes e com efeitos
colaterais leves (Gumy et al., 2009).

Uma variedade de produtos naturais, incluindo extrato bruto e compostos isolados
de plantas, pode induzir reducéo do peso corporal e prevenir a obesidade induzida por

dieta. (Han et al., 2005; Moro & Basile, 2000; Rayalam et al., 2008 apud Yun, 2010).
Dessa forma, varios levantamentos etnofarmacoldgicos indicam espécies vegetais para

o tratamento de distarbios relacionados a obesidade com o principal atrativo de que este
esquema terapéutico é entendido como mais seguro e eficaz para a saude do que o
tratamento com anorexigenos tradicionais (Heber, 2003).

Dentre as espécies vegetais indicadas podemos citar o café (Coffea arabica) que é
uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo. Estudos cientificos tém revelado
que o café e acafeina desempenham um papel preventivo contravarias doencas
degenerativas da sociedade moderna (Shimoda et al., 2006). Em adi¢do, nota-se que o
café também tem uma rica historia médica, sendo que os beneficios terapéuticos do
café sdo agora suportados por um nivel de crescimento rapido e significativo
da validacdo cientifica (Bisht & Sisodia, 2010).

O café € rico em uma variedade de substancias biologicamente ativas (Gumy et
al., 2009). Dentre elas, a mais conhecida e estudada é a cafeina (Wheatley, 2005;

Namba & Matsuse, 2002; Gross et al., 1996 apud Pereda, 2009). Estudos relatam que o



consumo moderado de café ajudou a reduzir o risco de diabetes do tipo Il (Van Dam &
Feskens, 2002); que a cafeina promove a lip6lise em ratos (Fredholm & Lindgren, 1984
apud Shimoda, 2006) e a despesa de energia em humanos (Arciero et al., 1995 apud
Shimoda et al., 2006).

O 0leo de café verde utilizado no presente estudo ndo possui cafeina, contudo
possui substancias igualmente importantes em sua composi¢éo, sendo padronizado em
cafestol, kaweol e tocoferdis. Sendo assim, estudos mostram que os diterpenos cafestol
e kahweol sdo indicados como anti-inflamatérios e atuam como agentes
quimioprotetores (Cavin et al., 1998; Kim et al., 2004), enquanto que os tocoferois
presentes neste Gleo sdo reconhecidos pelos seus efeitos protetores da pele, prevenindo
doencas inflamatorias, assim como o desenvolvimento do envelhecimento cutaneo
(Nakayama et al., 2003; Boelsma et al., 2001).

Com base no exposto, € clara a necessidade de estudos voltados para obtencdo de
novos produtos de interesse terapéutico, seja de novos farmacos ou de fitoterapicos
padronizados, para o tratamento de diversas doencas, dentre as quais podemos destacar
a obesidade e suas co-morbidades. Neste sentido, diante das observacdes relatadas, este
trabalho propde avaliar o efeito do 6leo de gréos verdes de Coffea arabica na regulacédo
do peso corpdreo e no balango energético de camundongos. A escolha desse produto
deve-se a presenca de diferentes constituintes que apresentaram em estudos prévios
efeitos potencialmente benéficos para a melhora do aspecto geral da pele, e do

metabolismo por diferentes mecanismos de acéo.

1.3 Dieta hipercalérica

Atualmente, é incontestavel que a nutricdo desempenha papel predominante no

gerenciamento da salde, aspecto que permitiu a descoberta tanto da importancia de



certos nutrientes essenciais, como também das quantidades especificas de cada nutriente
necessarias para a manutencdo da salude (Mutch et al., 2005). Reconhece-se que a
maioria das doencas que afetam a espécie humana, assim como seu processo de
envelhecimento e respectivas manifestacBes estéticas, incluindo a obesidade, sdo
minimizados por mudangas no estilo de vida, como alimentacéo balanceada, bem-estar,
prética de atividades fisicas, entre outros habitos (Milner,2004).

Dessa forma, o estilo de vida sedentério e a ma alimentagdo, predominantes no
mundo atual, desempenham um papel significante no desenvolvimento da obesidade
(Kumari et al., 2011). Estudos epidemiologicos tém demonstrado uma relacdo
positiva entre a ingestdo de gordura na dieta e a obesidade. A ingestdo de gordura na
dieta muitas vezes é apontada como responsavel pelo aumento da adiposidade.
Estudos em paises como China, Canadd e os EUA tém demonstrado que, quando a
quantidade média de gordura na dieta aumenta, a incidéncia de obesidade também
aumenta (George et al., 1990; Tucker & Kano, 1992 apud Hariri & Thibault, 2010).

Sendo assim, a atual epidemia de obesidade do mundo € uma consequéncia
da alta disponibilidade e consumo de dietas altamente energeticas, juntamente com uma
reducdo no consumo de energia (Astrup et al., 1994; Lissner & Heitmann, 1995 apud
Nascimento et al., 2008). Entretanto, estudos eficazes sobre as consequéncias da
obesidade, em humanos, tém limitacGes éticas (Lubrano-Berthelier et al, 2003; Carroll
et al., 2004 apud Nascimento et al., 2008). Fato que torna necessario o desenvolvimento
de modelos experimentais dietéticos (Nascimento et al., 2008).

Tendo em vista esse fato, pode-se dizer que para melhor entender e estudar
doencas humanas, modelos animais sdo essenciais (Kanasaki & Koya, 2010). Dessa
forma, o desenvolvimento de modelos experimentais de obesidade induzida em ratos e

camundongos podem ser mais apropriados para estudar tal patologia (Nascimento et
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al., 2008). Além disso, estudos ja mostraram que dietas ricas em gordura induzem
obesidade ndo apenas em humanos, mas também em animais (Hariri & Thibault, 2010).

Sendo assim, o presente estudo objetivou a padronizacao e o desenvolvimento de
um modelo experimental de dieta hipercal6rica em camundongos, baseado nos estudos
de Nascimento et al., 2008, e a utilizacdo desse modelo para o estudo do efeito do éleo

de Coffea arabica na obesidade.

2 Objetivos

Este trabalho propbe desenvolver e padronizar modelos de ensaios biologicos em
estresse e obesidade, visa também avaliar o efeito do Oleo de grdos verdes de Coffea

arabica na regulacéo do peso corporeo e no balanco energético de camundongos.

3 Material e Métodos

3.1 Padronizacao do modelo de obesidade:

3.1.1 Animais

Camundongos machos Swiss foram obtidos do Biotério Central da UNESP e
alojados em estante ventilada com mini-isoladores de polissulfona (Alesco Ind. e Com.
Ltda.) e filtracdo de ar de entrada e de saida constante, mantidos em sala climatizada
sob a temperatura constante de 21+2°C, com ciclo claro-escuro de 12 horas. Apo6s
periodo de adaptacdo de uma semana, 0s animais receberam diferentes dietas, conforme

descrito abaixo.

3.1.2 Inducao de obesidade

Os animais foram divididos em dois grupos:
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-DN (dieta normocaldrica): animais que receberam a ra¢do padrdo para roedores
(RC Focus 1765, Agroceres®) por um periodo de 8 semanas. A racdo padrdo RC Focus
1765 foi composta pelos seguintes ingredientes: fosfato bicélcico, 6leo de soja
degomado, cloreto de sodio, milho moido, aditivo antioxidante, farelo de soja, farelo de
trigo, farinha de carne e 0ssos, farinha de peixe, suplemento mineral e vitaminico.

-DH (dieta hipercaldrica): animais que receberam ragdo hipercalérica (RC Focus
2413 - chocolate, Agroceres®), por um periodo de 8 semanas. A racdo hipercaldrica
RC Focus 2413 é constituida de cloreto de sodio, caseina, soro de leite em pd,
concentrado protéico de soja, milho integral moido, farinha de bolacha, fosfato
bicalcico, carbonato de célcio, 6leo de milho, aditivos emulsificante e antioxidante,
suplementos mineral e vitaminico. A composicao de macro e micronutrientes das ragoes
padrdo e hipercalorica, mensurada pela empresa Agroceres®, estd apresentada na
Tabela 1. Os perfis de aminoacidos, carboidratos e acidos graxos, avaliados no
Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e Plantas do Departamento de
Tecnologia - Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Jaboticabal, SP,

Brasil, estdo apresentados nas Tabelas 1, 2, 3 e 4, respectivamente.

Tabela 1: Macronutriente e micronutrientes da racéo (%b).

Componentes Ragoes
Padrédo Hipercaldrica
Proteina 22,0 20,0
Carboidrato 427 26,4
Gordura 4.0 20,0
Minerais 9,0 10,0
Fibras 8,0 9,0
Umidade 12,0 12,5
Célcio 15 1,4
Fosforo 0,8 0,7
Calorias (kcal/g) 2,95 3,65
% Calorias da proteina 29,8 21,9
% Calorias do carboidrato 57,9 28,9

% Calorias da gordura 12,3 492




Tabela 2: Perfil de aminoacidos das racoes (%6).

S Racdes
Aminodcidos Padrdo Hipercalorica
Acido Aspartico 10,81 9,92
Acido Glutamico 20,12 18,99
Serina 5,23 5,06
Glicina 4,48 4,32
Histidina 2,50 2,43
Arginina 1,47 7,07
Treonina 3,38 4,01
Alanina 4,53 4,69
Prolina 5,39 5,80
Tirosina 3,34 3,48
Valina 5,05 5,33
Metionina 1,89 2,43
Cistina 1,63 1,85
Isoleucina 4,22 4,38
Leucina 7,78 7,96
Fenilalanina 5,01 5,01
Lisina 5,62 6,59
Triptofano 1,01 0,68

Tabela 3: Perfil de carboidratos das ragoes (%0).

Carboidratos - Ra(;oe.s —
Padrédo Hipercaldrica
Rafinose 1,74 0,81
Maltose 1,07 1,60
Glicose livre 0,82 1,63
Glicose 46,58 42 37
Frutose livre 0,62 0,96
Frutose 20,93 16,46
Sacarose 8,83 11,57
Lactose 0,65 4,48
Fucose 0,17 0,15
Arabinose 5,55 6,78
Galactose 455 6,08
Xilose 5,47 4,27
Ramnose 0,22 0,26

Manose 2,80 2,58
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Tabela 4: Perfil de &cidos graxos saturados e insaturados das ragoes (%6).

o Racdes

Acidos Graxos Padrdo Hipercalorica
Caprdico (c6:0) 0,00 0,02
Caprilico (c8:0) 0,03 0,03
Caéprico (c10:0) 0,02 0,05
Léurico (c12:0) 0,33 0,25
Miristico (c14:0) 0,30 0,33
Palmitico (c16:0) 16,56 15,09
Heptadecandico (c17:0) 0,02 0,08
Esteérico (c18:0) 3,90 4,36
Palmitoléico (c16:1) 0,06 0,15
Oléico (c18:1n9c) 27,96 37,94
Linoléico (c18:2n6c) 47,10 40,83
a-Linolénico (c18:3n3) 3,72 0,87
Acidos Graxos Saturados 21,16 20,21
Acidos Graxos Insaturados 78,84 79,79

Para ambos 0s grupos, a oferta de racdo e dgua corrente foi sem restri¢cbes. Todos

0s animais foram pesados e o consumo de ragédo foi medido diariamente.
Apos 8 semanas, 0s camundongos da racdo hipercaldrica que apresentaram o
ganho de peso (Apeso) Maior ou igual a 13 foram classificados como obesos e utilizados

nas etapas subsequentes do projeto.

3.2 Obtencao do extrato padronizado

Oleo de café verde:

O Oleo de Café Verde (OC), de nome comercial MELSCREEN COFFEE EL
DEO® foi fornecido pela empresa Chemyunion Quimica Ltda. (Sorocaba, SP, Brasil), e
obtido através de um processo de prensagem a frio de graos selecionados de café verde
organico, devidamente certificado pela ECOCERT S. A.

A anélise quantitativa da composicdo quimica do OC foi realizada pela

Chemyunion Quimica Ltda. A analise da composicdo graxa do OC foi realizada por
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cromatografia gasosa (CG). O conteddo de palmitato de cafestol foi determinado por
CLAE/HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia). Os compostos quimicos do

OC demonstraram o perfil indicado na Tabela 5.

Tabela 5: Perfil quimico do 6leo de café verde.

Compostos Faixa de concentracdo (%)

Acido palmitico 25,0 — 40,0
Acido estedrico 7,0 -15,0
Acido oleico 8,0 - 15,0
Acido linoleico 35,0 — 48,0
Acido linolénico 0,1-3,0

Acido araquidico 2,0-5,0

Palmitato de cafestol 10,0 -20,0

O OC foi solubilizado em 92 partes de metil-celulose a 1% e 8 partes de tween

80 e administrado por via oral.

3.3 Padronizaciao do modelo de estresse:

O protocolo do estresse fisico e psicogénico foi definido apOs pesquisas e
discussdes de artigos (Shanks et al., 1990; Katayama et al., 2007; Dai et al., 2008; Sim
et al., 2010; Golub et al., 2011). E foi padronizado da seguinte forma: a inducdo do
estresse por chogue inescapavel e psicogénico foi realizada em caixa de esquiva
apropriada (50 x 25 x 30 cm) similar a descrita por Malacrida et al.,1997.

No modelo de choque inescapavel, os animais foram colocados individualmente

na caixa e ap6s 3 minutos de adaptacdo foram submetidos a uma sessdo de 30 choques
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de 0,5 mA por 2 segundos sem possibilidade de fuga, com intervalos entre choques
aleatdrios entre 5 e 25 segundos.

No modelo de choque psicogénico, os animais foram colocados em uma caixa em
frente aquela em que os animais foram submetidos ao choque inescapavel, para que o
animal testemunha pudesse ouvir 0s sons e observar o comportamento dos animais

submetidos ao choque.

3.4 Delineamento experimental

Para definir a dose do extrato a ser utilizado, levou-se em consideracdo a
quantidade de ingestdo de dietéticos por humanos, que é, usualmente, de 50 mg/kg,
dessa forma decidiu-se testar, preliminarmente, as doses de 50, 100 e 200 mg/kg. Nesta
etapa do projeto, referente a este trabalho de conclusdo de curso, foi utilizado apenas o
tratamento na dose de 100 mg/Kg.

O tratamento se iniciou apenas ap0s 0 processo de inducdo de obesidade (8
semanas). Os animais receberam os respectivos tratamentos durante 21 dias antes da
inducdo do estresse fisico ou psicogénico.

Os animais dos grupos nédo tratados com o extrato receberam somente o veiculo
via oral durante o mesmo periodo. Os grupos pair feeding sofreram restricao de 30% da
dieta, que foi calculada pela média de consumo de racdo dos respectivos grupos
controles, conforme discriminado abaixo. Os outros grupos receberam racao e agua ad
libitum. O consumo de racdo e o peso dos camundongos foram monitorados
diariamente.

Os animais foram divididos aleatoriamente em diferentes grupos:

e Animais ndo tratados:

Grupo 1 - animais Swiss ndo obesos (n= 10);
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Grupo 2 - animais Swiss obesos (n= 22);
Grupo 3 - (Pair feeding) - animais Swiss obesos com restricdo de dieta (70% da
media de consumo do grupo 2) (n= 24);

e Grupo Tratado:

Grupo 4 - animais Swiss obesos tratados com 6leo de café verde (n= 24);

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

No 22° dia os animais foram mortos. Aproximadamente 2 mL de sangue foram
coletados e deixados em temperatura ambiente por 30 minutos para sua coagulagéo.
Apos esse periodo o sangue foi centrifugado por 15 minutos a 4400 r.p.m. O soro
separado foi armazenado a -80° C para analises bioquimicas posteriores. Coracao,
pulmdo, baco, testiculos, rins, ceérebro e hipotalamo foram retirados, pesados e
armazenados em solucéo fixadora (ALFAC). Os 6rgaos que apresentaram significativas
diferencas estatisticas em relacdo ao peso foram submetidos a analise histopatologica.

Uma amostra de pele do dorso de cada camundongo foi retirada para analise
histolégica e foi armazenada em uma solucdo fixadora composta de alcool 80%,
formaldeido e &acido acético (ALFAC — 18(v):2(v):1(v)). Além disso, foram coletadas
amostras de tecido adiposo visceral, armazenadas a -80°C em criotubos com 300ul de
Trizol para posterior extracdo do RNA total e avaliacdo da expressdo génica. Uma
amostra do tecido adiposo também foi retirada e armazenada em ALFAC para analise
histolégica. O hipotalamo dos animais foi retirado e foram coletadas amostras para
andlises histoldgicas (armazenadas em ALFAC) e de expressdo génica (armazenado a -

80°C em 200ul de Trizol).
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3.5 Analise estatistica

Dados paramétricos foram expressos na forma de média + erro padrdo da média e
submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posteriori
de multiplas comparacGes de Dunnett. Dados ndo paramétricos (escala microscépica)
foram expressos na forma de mediana (range) e submetidos a andlise de variancia de
uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posteriori de Dunn. Todas as anélises foram

feitas pelo software GraphPad Instat com nivel de significancia minimo de p < 0,05.

4 Resultados e discussao

4.1 Avaliacao da obesidade induzida por dieta hipercaldrica

No processo de inducdo de obesidade por dieta hipercal6rica os dois grupos de
animais (dieta normocaldrica e dieta hipercalorica) tiveram o consumo de racdo
mensurado diariamente (Figura 1).

Neste trabalho o grupo de dieta hipercalorica ndo apresentou um consumo reduzido
quando comparado ao grupo de dieta normocaldrica (Figura 1). Diferente do que
ocorreu em outros trabalhos como de Nascimento et al.(2008) e Nascimento (2011), nos
quais o grupo hipercalérico teve menor ingestdo alimentar do que o grupo
normocalérico, devido ao maior nivel calérico da racdo. 1sso pode ter sido ocasionado
pelo fato de a dieta hipercal6rica possuir um aromatizante, no caso, de chocolate, que da
a racdo aroma e sabor mais atraente do que o da racdo normocaldrica, aumentando

assim a ingestdo de racdo pelos camundongos com dieta hipercalorica.
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Como dito, ndo houve diferenca significativa no consumo de racdo entre os dois

grupos, porém a partir da quarta semana, 0s animais do grupo hipercaldrico tiveram um

consumo, tendenciosamente maior, porém ndo significativo, comparado aos animais do

grupo dieta normorcaldrica, visto que o esperado seria uma reducdo no consumo de

dieta hipercaldrica devido ao alto teor de calorias na ragéo.

Média de Consumo de Ragdo (g)

Figura 1:

A figura

7,00 -

6,00 - . ———
‘_—_‘_’_—h——
500 | =

4,00 -

3,00 - —=— Hipercaldrica

2,00 - Normocaldrica

1,00 -

0,00

Média de consumo de racdo normocal6rica e hipercalérica pelos animais durante
oito semanas de tratamento.

2 mostra que, como resultado deste alto consumo pelo grupo,

concomitantemente com a composicdo mais caldrica da racdo, a dieta hipercalorica

tornou os camundongos do grupo hipercalérico obesos, como era esperado, induzindo o

ganho de peso com diferencas significativas a partir da terceira semana de dieta.
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Figura 2: Média de peso corporal dos animais que receberam dieta normocalérica e hipercalérica
durante oito semanas. * Diferencga significativa em rela¢do ao grupo dieta normocalérica, p < 0.05.

Na oitava semana, a diferenca de peso médio dos animais tratados com dieta
hipercaldrica em relagdo aos animais tratados com dieta normocalérica foi de 16,59 g,
Ou seja, 0s animais estavam 44% acima do peso dos animais normais. Conforme
relatado por Hariri & Thibault (2010), ha um consenso entre 0s pesquisadores de que
diferencas de 10-25% de peso corporal maior que 0s animais normais sdo consideradas
como uma obesidade moderada, enquanto que um ganho de peso maior que 40% ¢
considerado como um caso de obesidade severa. Com base neste estudo, assim como
em outros estudos recentes (He et al., 2010; Dean et al., 2009; Araujo et al., 2007,
Pitombo et al., 2006; Klaus et al., 2005; Harris et al., 2003; Van Heek et al., 1997),
podemos considerar que a metodologia que utilizamos neste projeto permitiu a indugédo
de obesidade apds o fornecimento da dieta hipercaldrica pelo periodo de 8 semanas,
menor que o periodo utilizado pelos pesquisadores citados acima, que normalmente
necessitam de 10-12 semanas para atingir uma diferenca de ganho de peso superior a

40%.
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Considerando-se valores absolutos, os animais que receberam dieta normocaldrica
apresentaram uma média de peso corpdéreo no primeiro dia de fornecimento da dieta de
30.8 1.0 g e apds 8 semanas de dieta normocal6rica atingiram o peso médio final de
37.6 £ 1.4 g, com uma variacao total de peso de 6.8 (A peso). No grupo dos animais que
receberam dieta hipercalérica, o peso médio inicial foi de 34.2 + 1.0 g, enquanto que 0
peso médio final foi de 52.3 + 1.4 g, com um A peso de 18.1 (Tabela 6), confirmando a

inducdo de obesidade com o uso da dieta padronizada e utilizada no presente projeto.

Tabela 6: Variacao do peso corpdreo dos animais de diferentes grupos experimentais.

Grupos
experimentais Peso inicial (g) Apds 8 semanas (g) A peso (g)
Animais normais 30,8+1,0 37614 6,8
Animais obesos 342+10 523+14%* 18,1

* Diferenca significativa em relacéo ao grupo de animais com dieta normocaldrica, p < 0.05.

Dessa forma, os animais que tiveram esta diferenca de ganho de peso foram
selecionados como obesos, enquanto os animais da dieta normocalérica foram
selecionados como controle ndo obeso. Os experimentos seguiram entdo com 0S

animais escolhidos de acordo com suas diferencas de peso corporeo.

4.2 Analise do tratamento com o 6leo de café verde

Apos os 21 dias de tratamento com o produto pudemos observar que a partir do
19° dia de tratamento o grupo tratado com o 0Oleo de café verde mostrou uma reducgédo
significativa do peso corporeo (Figura 3). Nota-se ainda que o grupo pair feeding

apresentou um peso corporal inferior a todos os grupos devido a restrigdo de dieta.
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Figura 3: Efeito do tratamento com 6leo de café (Coffea arabica) no peso dos animais (A peso).
* Diferenca significativa em relacédo ao grupo de animais obesos, p < 0,05.
** Diferenca significativa em relagdo ao grupo animais obesos, p < 0,01.

Tendo em vista estudos anteriores (Kumari et al., 2011; Jong Won Yun, 2010;
Bisht & Sisodia, 2010; Gumy et al., 2009; Tanaka et al., 2009; Shimoda et al., 2006;
Van Dam & Feskens, 2002; Acheson et al., 1980), que ja indicavam o café como
potencial redutor de peso e também como preventivo para diabetes do tipo I, tal
resultado ja era esperado. Entretanto, a maioria desses estudos cita como principal
principio ativo do café a cafeina, componente ndo presente no 6leo de café estudado
neste projeto. Sendo assim, os componentes presentes no éleo de café verde estudado:
cafestol, kaweol e tocoferdis, ainda precisam ser mais bem estudados, correlacionando
seus efeitos com os possiveis mecanismos de a¢do na obesidade.

Podemos ainda notar que o produto MELSCREEN COFFEE EL DEO® néo

reduziu a ingesta alimentar quando comparado aos outros grupos (Figura 4). Indicando
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que o0 Oleo de café verde ndo € um produto anorexigénico, pois apresenta reducao do

peso sem interferir no consumo de ragéo pelos animais.

8,00
7,00 -
6,00 -

5,00 -
== Animais normais
4,00 -
== Animais oheso
3,00 -
—0— Pair feeding
2,00 -
i Caf €
1,00 -

Média de consumo de ragao (g)

0,00

Dia

Figura 4: Média de consumo dos diferentes grupos experimentais durante 21 dias apds a inducao de
obesidade.

A Tabela 7 mostra a variacdo do peso dos animais durante todo o procedimento
experimental. Nesta tabela verifica-se claramente que a dieta hipercaldrica utilizada
garantiu a inducdo de obesidade promovendo um ganho de peso médio de 18.1 g
comparando-se com o ganho médio de peso de 6.8 g dos animais tratados com a dieta
normocaldrica. Apos o tratamento, verifica-se claramente que ocorreu reducdo no ganho

de peso dos animais tratados com o 0Oleo de cafe.

Tabela 7: Variacdo do peso dos animais de diferentes grupos experimentais apés 8 semanas de dieta
ap6s tratamento com o produto-teste. * Variacdo do peso ap6s 8 semanas de fornecimento de dieta. ? Variacéo
do peso apos tratamento com o produto teste, calculado em comparacédo ao Gltimo dia de fornecimento de
dieta hipercal6rica

Grupos experimentais Peso inicial (g)  Ap6s 8 semanas (g) A peso’ (9) Ap6s tratamento A peso® (q)
Animais normais 30,8+1,0 376+14 6,8 36,8+1,6 -0,8
Animais obesos 342+1,0 523+14* 18,1 515+1,4 -0,8
Pair-feeding 351+1,3 540+13* 18,9 430+15** -11,0

Animais obeso + Café 36,4+0,7 550+ 0,8* 18,6 520+16 -3,0
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Entretanto, apesar dos efeitos positivos do produto teste em relacdo ao peso
corpéreo, o bleo de café verde também apresentou efeito no figado dos camundongos
que receberam o tratamento. Sendo que estes apresentaram um aumento no peso do
figado significativo quando comparado com 0s outros grupos, como podemos observar
na Tabela 8. Os demais 6rgdo ndo apresentaram diferenca de peso quando comparados

com o grupo controle (animais normais).

Tabela 8: Peso médio dos drgdos dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Grupos experimentais  Figado (g) Baco (9) Rins (g) Coracdo (g) Pulméo (g) Testiculo(g) Cérebro(g) Hipotalamo (g)

Animais normais 1292+0,09 348+013 7,11+046 3,87+019 495+038 435+011 6,00+011 1,10+0,04
Animais obesos 1236+0,12 3,12+0,12 6,00+0,08 3,60+0,07 4,83+028 420+008 521+011 0,93+0,03
Pair-feeding 11,60+0,00 280+011 597+006 385+008 528+0,18 444+009 567+0,09 094+0,04

Animais obeso + Café 13,31+0,11* 3,33x0,13 6,27+0,11 384+0,08 503+022 416+024 528+0,11 095+0,04

* Diferenca significativa em relagdo ao grupo de animais normais, p < 0.01

Tal alteracdo indica uma possivel toxicidade do dleo de café na dose de 100
mg/kg que pode afetar o figado alterando seu peso. Alguns estudos (Weusten-Van der
Wouw et al., 1994; Urgert et al., 1995, Tverdal & Skurtveit, 2003) indicam que 0s
compostos cafestol e kaweol, presentes neste produto, sdo responsaveis por aumentar o
colesterol sérico e causar alteracdes no figado, podendo alterar também as enzimas
hepéticas, sendo este entdo um dos possiveis motivos da alteracdo de peso do figado
desses animais. Entretanto, ainda ndo podemos afirmar ser esta realmente a causa, pois
estudos histologicos ainda estdo sendo feitos para que se possa afirmar a verdadeira

causa do aumento de peso do figado.
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5 Conclusao

O modelo de obesidade induzida por dieta hipercalérica em camundongos
aparentemente foi padronizado com sucesso, Vvisto que 0S animais mostraram
significativo ganho de peso corpdreo, sendo considerados obesos e podendo ser
utilizados nas outras etapas do projeto.

Podemos ainda dizer que o Oleo de café verde se apresentou como produto
potencial no controle da obesidade induzida por dieta hipercalrica, apresentando
reducédo significativa no peso corporeo dos animais sem alterar a ingesta de alimento,
indicando entdo que tal produto ndo possui agcdo anorexigénica ou supressora do apetite.

Dessa forma, estudos muito promissores podem ainda surgir a partir desses
resultados, visando a busca por uma dose adequada para reducdo do peso corpdreo e
ainda buscas para desvendar o mecanismo de ac¢do do produto estudado no controle da

obesidade.
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