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RESUMO

A obesidade, juntamente com o sobrepeso, tem sido considerada um dos mais
graves problemas de saude publica do mundo, especialmente por serem os
principais fatores de risco para inumeras doengas crdnicas, como a doencga
coronariana, diabetes mellitus tipo Il, hipertensdo e alguns tipos de tumores, as
quais estdo associadas a altas taxas de mortalidade. Devido a gravidade da
obesidade para a populagdo mundial, a padronizacdo de modelos experimentais €
necessaria para realizacdo de estudos em busca de novos tratamentos. O uso de
compostos vegetais com apelo de promogdo da saude tem crescido como
mecanismo de prevengao, controle e tratamento de doengas crénicas como a
obesidade. Varios estudos etnofarmacoldgicos indicam espécies vegetais para o
tratamento de disturbios relacionados a obesidade com um importante atrativo de
que estes compostos podem reduzir os efeitos adversos provocados pelo
tratamento com anorexigenos tradicionais. Considerando a necessidade de um
bom modelo experimental e que tanto a ingesta de alimentos como o tratamento
por via oral com diferentes compostos pode manter as funcbes vitais do
organismo, o objetivo deste projeto foi padronizar o modelo experimental de
obesidade induzida por dieta hipercaldérica em ratos e camundongos e avaliar os
efeitos dos extratos padronizados de oOleo de café verde (Coffea arabica L.),
fitoesterdis de canola (Brassica campestres L.) e da associagéo dos dois extratos
na obesidade induzida por dieta hipercalérica em roedores. Apds indugao da
obesidade, os animais foram tratados por 21 dias com os extratos por via oral e
sacrificados no 22° dia para avaliagcdo dos efeitos destes produtos. Os
experimentos mostraram que a inducdo da obesidade foi efetiva tanto em
camundongos como em ratos, sendo que em camundongos foram necessarias
apenas 8 semanas para se desenvolver obesidade severa. O 6leo de café verde
foi eficaz na reducao do peso corporal, dos niveis de insulina, proteina C reativa e
leptina dos animais obesos. Os fitoesterdis da canola foram habeis em diminuir os
niveis de proteina C reativa e colesterol. A associag¢ao dos dois produtos reduziu o
colesterol, os triacilgrliceréis e o VLDL-colesterol. De acordo com os resultados
obtidos, conclui-se que o0 modelo de indugdo em camundongos € mais adequado
e o extrato mais eficaz € o de 6leo de café verde.



Palavras-chave: Coffea arabica. Brassica campestris. Obesidade, Dieta

enriquecida. Plantas Medicinais.



ABSTRACT

Obesity along with overweight has been considered one of the most serious public
health problems in the world, especially because they are the main risk factors
for many chronic diseases such as coronary heart disease, type Il diabetes mellitus,
hypertension and some types of tumors, which are associated with high mortality
rates. Due to the severity of obesity in world population, standardization of
experimental models is required for studies to search new treatments. The use
of plants compounds to promote health has grown as a mechanism for prevention,
control and treatment of chronic diseasessuch as  obesity. Several
ethnopharmacological studies indicate plants species for the treatment of disorders
associated with obesity with a major attraction of these compounds may reduce
adverse effects caused by current treatment with appetite suppressants. Considering
the need of a good experimental model, and both food intake and the oral
treatment with different compounds can maintain vital body functions, the aim of this
project was to standardize the experimental model of diet-induced obesity in rats and
mice and evaluate the effects of standardized extract of green coffee oil (Coffea
arabica L.) phytosterols of canola (Brassica campestris L.) and their association in
diet-induced obesity in rodents. After obesity induction, the animals were treated
for 21 days with the extract orally and killed on day 22 to assess the effects of these
products. The experiments showed that induction of obesity was effective both in
mice and rats but in mice just 8 weeks were needed to develop severity obesity. The
green coffee oil extract was effective in reducing body weight, levels of insulin, C-
reactive protein and leptin in obese animals. The phytosterols of canola were able to
reduce the levels of C-reactive protein and cholesterol. The combination of the two
products reduced cholesterol, VLDL-cholesterol and triglycerides. According to the
results, we concluded that the induction model in mice is better and the more

effective extract is the extract of green coffee oil.

Keywords: Coffea arabica. Brassica campestris. Enriched diet. Medicinal Plants.
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1 INTRODUGAO

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), sobrepeso e obesidade
sdo definidos como acumulo anormal ou excessivo de gordura que pode prejudicar
a saude. Sua etiologia € multifatorial, envolvendo predisposicdo genética, os
horménios, o ambiente e a dieta (LEE; LEE; CHOUE, 2013), sendo que, a causa
principal € um desequilibrio entre as calorias ingeridas e as calorias gastas.
Mundialmente, houve um aumento no consumo de comida rica em gordura e
diminuicdo na atividade fisica devido as formas de trabalho mais sedentarias,
mudangas nos meios de transportes e aumento da urbanizagao, contribuindo, dessa
forma, para o desequilibrio calérico. A classificacdo de sobrepeso e obesidade em
adultos & comumente realizada pelo indice de Massa Corpérea (IMC), que é
definido pelo peso da pessoa em quilogramas dividido pelo quadrado da altura em
metros (kg/m?), sendo que individuos com IMC entre 25 e 29.9 kg/m? sao
considerados com sobrepeso e com IMC acima de 30 kg/m? sdo consideradas
obesos.

A incidéncia da obesidade no mundo tem tomado proporgdes alarmantes nas
ultimas décadas, sendo considerada uma epidemia global, inclusive nos paises

subdesenvolvidos e em desenvolvimento, como pode ser observado na figura 1

Figura 1. Prevaléncia da obesidade em adultos (20 anos ou mais) Sexo masculino e feminino.

Prevaléncia da obesidade (%) H (5
<10 :Qn
10-19,9
T 20-29,9
Bl =0
Dados indis poniveis
Niose aplica * BMIZ30ke/m2

Fonte: Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
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(MOKDAD et al., 2001; O’BRIEN; DIXON, 2002; ECKEL; BARAUCH; ERSHOW,
2002; MATHEW et al., 2007; DIXIT et al., 2012). A obesidade é considerada pela
OMS como um dos maiores desafios de saude do século XXI, por ser o principal
fator de risco para inumeras doencas crénicas, como a doenga coronariana,
diabetes mellitus tipo Il, hipertensdo e alguns tipos de tumores (OMS, 2013), as
quais estao associadas as altas taxas de mortalidade e a redugédo na expectativa de
vida (FONTAINE et al., 2003). Em adi¢ao, tem sido descrito que o numero de casos
de obesidade quase dobrou entre 1980 e 2008, sendo estimado que 65% da
populagdo mundial habita em regides do planeta onde o sobrepeso e a obesidade
causam mais 6bitos que a prépria desnutricao (OMS, 2013).

'Em 2008, mais de 1,4 bilhdo de adultos, acima de 20 anos, estavam com
sobrepeso (35% da populagao), dos quais mais de 200 milhdes de homens e quase
300 milhdes de mulheres foram considerados obesos, o que representa
aproximadamente 11% da populacdo (OMS, 2013). Diferentemente do que ocorre
com outras doengas, dados epidemiolégicos da obesidade em paises
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, inclusive no Brasil, estdo disponiveis.
Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) de 2008 e 2009
diagnosticou 0 excesso de peso em cerca de metade dos homens e das mulheres
brasileiras (50,1% e 48%respectivamente) (Figura 2), excedendo em 28 vezes a
frequéncia do déficit de peso, no sexo masculino, e em 13 vezes, no sexo feminino
(IBGE, 2010). Em adi¢ao, a prevaléncia da obesidade no Brasil era de 2,8% nos
homens adultos e 8% entre as mulheres durante a metade da década de 70 e
passou para 12,4% entre os homens e 16,9% entre as mulheres nos anos de 2008
e 2009 (FORD; MOKDAD, 2008; JAIME et al., 2013) (Figura 2). indices de
prevaléncia de obesidade entre criangas e adolescentes também tém crescido no
Brasil, sendo que em 1975 este indice era de 4,9% entre as criangas e de 3,7%
entre os adolescentes, e no levantamento de 2008-2009 subiram para 14,3% e
4,9%, respectivamente (WANG; MONTEIRO; POPKIN, 2002; IBGE, 2008).
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Figura 2 - Prevaléncia do excesso de peso e obesidade na populagao brasileira, por sexo — periodo
de 1974-1975, 1989 e 2008-2009.
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Os custos diretos e indiretos da obesidade nos EUA foram estimados em
mais de 147 bilhdes de ddlares no ano de 2008, ademais, demonstrou-se que em
2006 os gastos com pessoas obesas foram aproximadamente US$1.429, valor 42%
acima dos gastos com saude de um individuo ndo obeso (FINKELSTEIN et al.,,
2009). No Canada, os custos diretos de tratamento foram da ordem de 1,6 bilhdes
de ddblares e os indiretos de 2,7 bilhdes de dodlares, representando
aproximadamente 2,2% do total de gastos em saude no pais (KATZMARZYK;
JANSSEN, 2004). Embora no Brasil os custos da obesidade ndo sejam conhecidos,

estima-se que, anualmente, os gastos com todas as doencgas relacionadas ao
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sobrepeso e obesidade figuem em torno de 2,1 bilhdes de ddélares, sendo que
68,4% desse total representam os gastos com hospitalizagdo, que sdo maiores
entre os homens do que as mulheres (47 milhdes de dolares e 46 milhdes de
dolares, respectivamente) (BAHIA et al., 2012).

A obesidade é uma expansao do volume (hipertrofia) e também do numero
(hiperplasia) de adipécitos (SURMI; HASTY, 2008) associada com uma inflamagao
que pode possivelmente contribuir para o desenvolvimento de complicagdes a
saude como diabetes, esteatose hepatica, cancer, resisténcia a insulina,
hiperglicemia, dislipidemia, hipertensado e estados pro-trombdéticos (HOTAMISLIGIL,
2006; HAJER; VAN HAEFTEN; VISSEREN, 2008). Com a expansado do tecido
adiposo ocorre acumulo de células imunes como macrofagos (CANCELLO et al.,
2006), mastocitos (DIVOUX et al., 2012), neutrdéfilos (SHAH; LEIK; WALSH, 2010) e
linfocitos T (WU et al., 2007) acompanhados por um desequilibrio na secrecao de
diversos mediadores pelo tecido adiposo contribuindo para o processo inflamatério
(PERMANA; MENGE; REAVEN, 2006; TILG; MOSCHEN, 2006). A relagéo entre
obesidade e inflamacéao ainda néo foi totalmente definida, porém, algumas hipoteses
foram propostas. A primeira € que o excesso de nutrientes nos adipécitos induz um
estresse intracelular, resultando na ativagdo da cascata inflamatéria (GREGOR;
HOTAMISLIGIL, 2011); a segunda sugere que a sobrecarga de gordura nos
adipdcitos aumenta a infiltracdo de macrofagos, causando diferenciagao e ativagéo
das células T citotdxicas, que iniciam e propagam a inflamagao (SURMI; HASTY,
2008); a terceira hipotese sugere que o crescimento do adipécito causa uma hipdxia
e isso ativaria a resposta inflamatéria (YE et al., 2007); e a ultima € de que niveis
altos de acidos graxos circulantes poderiam ativar a resposta inflamatoria dos
adipdcitos (SHI; KOKOEVA; INOUYE, 2006).

A regulagao do balango energético no organismo depende de um mecanismo
para perceber o nivel das reservas de energia na gordura corporal e transmitir a
informagdo aos locais de controle no hipotalamo, onde ocorre a integragdo da
informagdo e consequente controle da ingestdo e gasto de energia. O tecido
adiposo € responsavel pela liberacdo de diversas substancias como leptina,
adiponectina, resistina, TNF-a e IL-6 (PERMANA; MENGE; REAVEN, 2006), as
quais controlam a ingestdo de alimentos, balango energético, agcdo da insulina,

metabolismo de glicose e lipidios, pressao sanguinea e coagulagdo, mantendo o
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“status” nutricional do organismo (LEE; LEE; CHOUE, 2013; SETHI; VIDAL-PUIG,
2007).

Considerando-se que os estudos com seres humanos obesos apresentam
limitagdes éticas, metodologicas e financeiras (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA
JR, 2003), alternativas de experimentacao pré-clinica precisam ser desenvolvidas e
validadas. Dentre os varios modelos experimentais disponiveis, tem sido
considerado o mais apropriado aquele em que a obesidade resulta da utilizacdo de
dietas com alta densidade energética, gorduras ou carboidratos, pois possuem
grande similaridade com o processo de desenvolvimento da obesidade em humanos
a medida que promovem resisténcia a insulina, alterar niveis de leptina, colesterol e
triglicérides e respondem aos tratamentos disponiveis (PEREIRA; FRANCISCHI;
LANCHA JR, 2003; DIXIT et al., 2012).

Segundo Buettner, Schélmerich e Bollheimer (2007), o melhor método para
induzir obesidade em animais é baseado em dietas com mais de 40% de energia
provinda da gordura, dietas estas ricas em acidos graxos linoleico (n-6) e oleico (n-
9). Neste modelo, tem sido considerado que ganho de peso entre 10-25%, em
roedores, pode ser classificado como obesidade moderada (HARROLD; WILLIAMS;
WIDDOWSON, 2000; WOODS et al.,, 2003) e acima de 40% como obesidade
severa (LEVIN; DUNN-MEYNELL, 2002). No entanto, inumeras dificuldades podem
surgir durante a experimentagdo animal envolvendo a obesidade, de forma que o
metodo de inducdo de obesidade por dieta hipercaldrica requer uma padronizagao
prévia para permitir uma real avaliagdo das propriedades anti-obesidade de
diferentes compostos, sintéticos ou naturais.

O uso de medicacido para o tratamento da obesidade ainda €& controverso,
mas ha um consenso que os medicamentos atuam melhor quando associados a
reeducacgao alimentar e aumento da pratica de atividades fisicas (DIXIT et al., 2012).
Em adicdo, o uso de medicamentos ainda ndo representa cura para a obesidade e
devido a escassez de dados nao se sabe exatamente quais mecanismos de agao
dos farmacos estao envolvidos na perda de peso, dificultando o uso rotineiro destes
produtos (DIXIT et al., 2012). Atualmente ha disponivel no mercado brasileiro
apenas dois medicamentos anti-obesidade liberados pela Anvisa, o orlistate e a
sibutramina (YUN, 2010). O primeiro atua reduzindo a absor¢do de gordura no
intestino pela inibicdo da lipase pancreatica (BALLINGER; PEIKIN, 2002; DREW;
DIXON; DIXON, 2007; HUTTON; FERGUSSON, 2004; THURAIRAJAH et al., 2005),
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e 0 segundo é anorexigeno, aumentando a saciedade (LEAN, 2001; TZIOMALOS;
KRASSAS; TZOTZAS, 2009). No entanto, os dois medicamentos apresentam
efeitos colaterais como aumento da pressao sanguinea, boca seca, constipagdo, dor
de cabeca e insénia (THURAIRAJAH et al., 2005; DE SIMONE; D’ADDEO, 2008;
KARAMADOUKIS et al., 2009).

Considerando a falta de um medicamento totalmente seguro e eficaz para o
tratamento da obesidade, varios estudos buscam encontrar novas alternativas para
o tratamento dessa enfermidade e dentre as opgdes encontram-se os compostos de
origem vegetal, os quais podem ser uteis para o tratamento de disturbios
relacionados a obesidade ou para reduzir os efeitos colaterais dos farmacos
anorexigenos tradicionais, quando usados em associacdo (MAYER et al., 2009). De
modo geral, existe um grande interesse publico no uso de compostos de origem
natural, sendo o uso de plantas medicinais baseado na premissa de que em sua
complexa constituicdo estido presentes ativos que promovam saude e aliviem
diferentes sintomas associados a doengas distintas (DIXIT et al., 2012).

Uma variedade de produtos naturais, incluindo extratos brutos e compostos
isolados de plantas, pode induzir redugado do peso corporal e prevenir a obesidade
induzida por dieta (HAN et al., 2006; RAYALAM; DELLA-FERA; BAILE, 2008; YUN,
2010). Dentre os compostos ja reconhecidamente benéficos que interferem em
diferentes mediadores da obesidade destacam-se compostos como polifendis, acido
eicosapentaendico (EPA), acido docosahexaendico (DHA), oleoiletanolamida (OEA),
fitoesterdis, entre outros (JONES, 2002; NIELSEN et al., 2004; LI et al., 2005;
WOLFRAM; WANG; THIELECKE, 2006; ARTMANN et al., 2008; THIELECKE;
BOSCHMANN, 2009;).

No presente estudo, foram selecionados para estudos o 6leo de café verde -
Coffea arabica L. padronizado em palmitato de cafestol e um extrato padronizado
em fitoesterdis obtido a partir de canola - Brassica campestris L. Estes produtos
foram selecionados frente sua composicdo quimica e a partir de estudos
preliminares que demonstraram sua potencialidade de acdo sobre o metabolismo
energético e sobre a gordura corporal (SHIMODA; SEKI; AITANI, 2006; GAULLIER
et al., 2007; PEREDA, 2009; GRATTAN, 2013).

O café é uma das bebidas mais consumidas em todo o mundo. Estudos tém
revelado que o café e a cafeina desempenham um papel preventivo contra diabetes

tipo 2, promovem uma melhora no quadro clinico dos diabéticos, aumentam o gasto
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energéticos e promovem a lipdlise em adipdcitos de ratos (SHIMODA; SEKI;
AITANI, 2006). Em adi¢cdo, nota-se que o café também tem uma rica histéria
meédica, e que seus beneficios terapéuticos estdo sendo cientificamente validados
(BISHT; SISODIA, 2010).

O café é rico em uma variedade de substancias biologicamente ativas
(GUMY et al., 2009), dentre elas, a mais conhecida é a cafeina. O 6leo de café
verde utilizado no presente estudo nao possui cafeina, contudo possui substancias
igualmente importantes em sua composigdo, como os diterpenos - cafestol e
kahweol -, os acidos graxos saturados - acido palmitico, estearico -, acidos graxos
poli-insaturados (PUFAs) — acido oleico, linoleico e araquiddnico - e os tocoferdis.
Estudos mostram que os diterpenos cafestol e kahweol atuam como agentes
quimioprotetores (CAVIN; HOLZHAUSER, 1998; HUBER et al., 2004), tem agéo
anti-inflamatéria (KIM; JUNG; JEONG, 2004) e o kahweol ainda atua como anti-
inflamatoério e anti-angiogénico, dessa forma, € um potencial composto para ser
usado em terapias antitumorais (CARDENAS; QUESADA; MEDINA, 2011). Os
tocoferdis presentes neste 6leo sdo reconhecidos pelos seus efeitos protetores da
pele, prevenindo doencgas inflamatérias, assim como o desenvolvimento do
envelhecimento cutaneo (BOELSMA; HENDRIKS; ROZA, 2001; NAKAYAMA et al.,
2003). Ja estudos com os PUFAs mostraram que sédo capazes de reduzir o risco do
desenvolvimento da obesidade, diminuir os niveis plasmaticos de colesterol e
triglicérides (JOURDAN et al., 2011; WIELINGA et al.,, 2012) e os riscos de
fatalidade das doencas cardiacas (MOZAFFARIAN; WU, 2011). A acao destes
compostos pode ser devido a diminuigdo de triglicérides plasmaticos, modulagédo da
agregacao plaquetaria e diminuicdo da sintese de agentes anti-inflamatérios (DE
ROOS; MAVROMMATIS; BROUWER, 2009). Em adi¢cao, recentemente estudos
clinicos realizados com o 6leo de café associado aos fitoesteréis de canola
apresentaram resultados na redugdo de medidas da regido da coxa de voluntarias e
na reducio da espessura do tecido adiposo da hipoderme, além de um aumento da
taxa de lipdlise superior aquele induzido com o uso isolado dos diferentes produtos
(PEREDA, 2009).

Por sua vez, os fitoesterdis sdo componentes da membrana celular das
plantas que apresentam estrutura e funcido semelhante ao colesterol, diferindo
apenas no tamanho da cadeia pela presenca de um grupamento metil ou etil no C-

24, sendo os mais comumente encontrados o [-sitosterol, estigmasterol e
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campesterol  (LAGARDA; GARCIA-LLATAS; FARRE, 2006; GARCIA-LLATAS;
RODRIGUEZ-ESTRADA, 2011). Fitoesterdis ndo sdo sintetizados pela espécie
humana, mas sdo introduzidos na dieta através de alimentos, como, por exemplo,
6leos vegetais e nozes (GARCIA-LLATAS; RODRIGUEZ-ESTRADA, 2011). Estudos
demonstram que a ingestao diaria desses compostos tem comprovada acéo na
diminuicao dos niveis plasmaticos de LDL-colesterol, sendo seu efeito benéfico para
tratamento de doencgas cardiacas (AMIR SHAGHAGHI; ABUMWEIS; JONES, 2013;
GRATTAN, 2013). Dados epidemiolégicos sugerem um menor risco de
desenvolvimento de cancer quando ha um aumento na ingestdo de fitoesterdis
(GRATTAN, 2013). Estes compostos demonstraram um potente efeito na redugao
no risco de desenvolvimento de cancer de pulmao, reduzindo em 50% o risco no
grupo com grande consumo (MENDILAHARSU et al., 1998), além de apresentarem
efeito estimulador da produgdo de citocinas, resultando em efeito preventivo de
metastase no cancer (GRATTAN, 2013). Os fitoesterdis também sido capazes de
substituir o colesterol da membrana plasmatica e promover mudangas nas
propriedades estruturais e funcionais da dupla camada lipidica, alterando assim sua
fluidez e permeabilidade, capacidade que favorece a agao de compostos no interior
das células, visto que facilitam o transporte de moléculas pela membrana (MORA et
al., 1999; GARCIA-LLATAS; RODRIGUEZ-ESTRADA, 2011). Desta forma,
fitoesterdis sdo compostos potencialmente uteis como coadjuvantes em formulagdes

farmacéuticas para facilitar a absorgcéao de outros produtos.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como principais objetivos:

Padronizar o modelo experimental de obesidade induzida por dieta
hipercal6rica em roedores e avaliar os mais apropriado para o estudos de novos
produtos .

Estudar os efeitos do tratamento com o 6leo de café verde (Coffea arabica
L.), fitoesteréis de canola (Brassica campestris L.) e da associacdo dos dois

produtos na obesidade induzida por dieta hipercaldrica.



Weerial 6 WModos
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Para a realizagdo deste estudo foram utilizados camundongos machos da
linhagem Swiss e ratos machos da linhagem Wistar obtidos, respectivamente, do
Biotério central da UNESP — Campus de Botucatu e Biotério ANILAB - animais de
laboratério de Paulinia, S&do Paulo. Os camundongos foram alojados em rack
ventilada com mini-isoladores de polissulfona (Alesco Ind. e Com. Ltda) (Figura 3A),
ja os ratos foram alojados em estante ventilada (Alesco Ind. e Com. Ltda) (Figura
3B) com filtracdo de ar de entrada e de saida, mantido no interior de uma sala
climatizada sob a temperatura constante de 21 + 2°C, com ciclo claro-escuro de 12
horas. Todos os animais receberam agua e racédo ad libitum. Os procedimentos
experimentais estdo de acordo com os principios éticos na experimentacao animal e
foram aprovados pela Comiss&o de Etica no uso de Animais (CEUA) da UNESP de

Botucatu (Anexos A e B)

Figura 3 — A) rack ventilada com mini isoladores e B) estante vantilada
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3.2 INDUGAO DE OBESIDADE

Para a indugdo da obesidade utilizamos uma dieta hipercal6rica que
apresentava alto teor de gordura. Para o grupo que ndo passou pelo processo de
inducdo de obesidade foi fornecida uma dieta normocaldrica, porém essa dieta
normocaldrica foi diferente entre os camundongos e os ratos, pois o fornecedor nao
estava mais comprando a dieta utilizada com os camundongos em pequenas
quantidades, apenas compras acima de mil quilogramas eram efetuadas, desta
forma, alteramos a dieta para uma que se assemelhasse a dos camundongos e que
foi possivel realizar a compra de quantidades pequenas.

A composi¢cdo basica da dieta normocaldrica dos camundongos é: milho
moido, farelo de soja, farelo de trigo, farelo de bolacha, amido de milho, calcario
calcitico, fosfato bicalcico, cloreto de sddio, 6leo de soja degomado, acido félico,
biotina, cloreto de colina, iodato de calcio, monoxido de manganés, niacina, 6xido de
zinco, pantotenato de calcio, selenito de sodio, sulfato de cobalto, sulfato de cobre,
sulfato ferroso, vitaminas, DL-metionina, L-lisina, etoxiquin e hidréxido de tolueno
butilado.

A dieta normocaldrica dos ratos tem em sua composicdo basica: milho
moido, farelo de soja, farelo de trigo, DL-metionina, 6leo de soja degomado, fosfato
bicalcico, calcario calcitico, cloreto de sédio (sal comum), vitaminas, biotina, cloreto
de colina, acido fdlico, acido nicotinico, acido pantoténico, iodato de calcio, selenito
de sdédio, 6xido de zinco, sulfato de cobalto, sulfato de cobre, sulfato de manganés,
sulfato ferroso, aditivo adsorvente, aditivo antifungico, aditivo antioxidante, veiculo
g.s.p.

E a dieta hipercaldrica tem em sua composi¢ao basica: milho moido, farelo
de soja, farelo de bolacha, proteina concentrada de soja, gérmen de milho, amido
de milho, chocolate em pd, quirera de arroz, soro de leite em po, farinha de
visceras, levedura autolisada de cana-de-acucar, calcario calcitico, fosfato bicalcico,
cloreto de sddio (sal comum), acido félico, biotina, cloreto de colina, iodato de calcio,
monoxido de manganés, niacina, oxido de zinco, pantotenato de calcio, selenito de
sédio, sulfato de cobalto, sulfato de cobre, sulfato ferroso, vitaminas, DL-metionina,
L-lisina, L-treonina, L-triptofano, acido propidnico, aditivo enzimatico, etoxiquin e
hidroxido de tolueno butilado. A principal diferenca entre as ragdes normocaldrica e

a racao hipercalérica esta na quantidade de lipideos, sendo que a ragao
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hipercaldrica apresenta concentragcdes de lipideos 5 vezes maior que a dieta
normocaldrica (Tabela 1).

Para a indugcdo da obesidade tanto os camundongos quanto os ratos (ambos
com 21 dias) foram divididos em dois grupos, conforme a ragdo que receberam:

Dieta normocalérica camundongos (DN) - receberam a ragdo padrdo para
roedores (RC Focus 1765, Agroceres®) por um periodo de 8 semanas.

Dieta normocaldrica ratos (DN) - receberam a ragdo padrdo para roedores
(Biotec Ratos e Camundongos 9301, BioBase Racéo para animais de Laboratorio)
por um periodo de 10 semanas.

Dieta hipercalérica (DH) — camundongos receberam ragao hipercaldrica (RC
Focus 2413 - chocolate, Agroceres®), por um periodo de 8 semanas e os ratos

receberam a ragao hipercalodrica por um periodo de 10 semanas.

A composi¢cdo de macro e micronutrientes das ragdes padréo e hipercaldrica,

esta representada na Tabela 1.

Tabela 1 - Macronutrientes e micronutrientes das ragdes (g/kg)

Componentes Ragdes
Padrao 1765 Hipercalérica Biotec
Proteina 220 200 220
Gordura 40 200 40
Minerais 80 100 100
Fibras 80 90 80
Calcio 15 14 14
Fésforo 8 7 8

Todos os animais foram pesados e o consumo de ragdo foi medido duas
vezes na semana. Foram considerados obesos 0s animais que apresentaram, no
minimo, 10% a mais de peso em comparagdo aos animais controles (dieta
normocaldrica) (LEVIN; DUNN-MEYNELL, 2002; WOODS et al., 2003; NOVELLI et
al., 2007). Apos essa selegao se iniciou o tratamento com os diferentes compostos.
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Os experimentos foram realizados em duas fases: primeiro com camundongos e

posteriormente com ratos.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para avaliacdo dos efeitos do 6leo de café verde e dos fitoesterdis de canola
foram realizados dois experimentos diferente, sendo o primeiro com camundongos
Swiss e 0 segundo com ratos Wistar. Em ambos os estudos, os animais foram

divididos nos seguintes grupos:

Grupo Branco - animais nao obesos.

Grupo Controle - animais obesos.

Grupo Pair-feeding - animais obesos com restricdo de dieta (70% da média de
consumo do grupo Controle).

Grupo OC - animais obesos tratados com extrato de dleo de café verde.

Grupo FC - animais obesos tratados com extrato de fitoesterdis de canola.

No segundo experimento (ratos) além dos 5 grupos discriminados acima,

acrescentou-se um 6° grupo com a associagao dos extratos:

Grupo OC/FC - animais obesos tratados com a associagao dos extratos.

Todos os grupos receberam a dieta normocaldrica ad libitum, com excecgao
dos grupos pair-feeding, que sofreram restricdo de 30% da dieta, restricdo essa
calculada pela média de consumo de racdo dos respectivos animais controles,
conforme discriminado acima. Todos os grupos receberam agua ad libitum.

O tratamento foi realizado durante 21 dias, sendo a que morte dos animais
ocorreu no 22° dia. Todos os compostos testes foram diluidos em uma solugao de
metilcelulose 1% com 8% de Tween 80 e administrados por via oral na dose de
100mg/kg durante 21 dias. Os grupos controles receberam o veiculo na mesma

dose e pelo mesmo tempo.
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3.4 COMPOSTOS TESTE
3.4.1 Oleo de café verde (Coffea arabica L.)

O Oleo de Café Verde (OC), de nome comercial MELSCREEN COFFEE EL
DEO foi fornecido pela Chemyunion Quimica Ltda (Sorocaba, SP, Brasil). Foi obtido
através de um processo de prensagem a frio de graos selecionados de café verde
organico, devidamente certificado pela ECOCERT S. A. Foram realizadas analises
quantitativas da composigao quimica, composigao graxa esta apresentada na tabela

2, e analises fisico-quimicas e microbioldgicas (Anexo C).

Tabela 2 - Perfil quimico do 6leo de café verde

Compostos Faixa de concentragao (%)
Acido palmitico 25,0 —40,0
Acido estearico 7,0-15,0
Acido oleico 8,0-15,0
Acido linoléico 35,0 — 48,0
Acido linolénico 0,1-3,0
Acido araquidénico 2,0-5,0
Palmitato de
cafestol 100 -20.0

3.4.2 Fitoesterodis de Brassica campestris L.

O produto testado (CardioAid™ Plant Sterols) foi fornecido pela empresa
ADM Nutrition para a Chemyunion Quimica Ltda (empresa parceira na realizagao
desse projeto) e consiste, principalmente em fitoesterdis de Brassica campestris
(FC) (Tabela 3).
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Tabela 3 - Especificagdes do CardioAid™ Plant Sterols

Esterdis vegetais total, % Min. 95
Beta-sitosterol, % 40-58
Campesterol, % 20-30
Estigmasterol, % 14-22
Brassicasterol, % 0-6
Sitostanol, % 0-5

Tocoferois, mg/g 0-15

Metais pesados, ppm Max. 10

Contagem padréo em placas, porg Max. 1,000

Levedura e mofo, por g Max. 300

Salmonella Neg.

E. coli Neg.

Staphylococcus aureus Neg.

3.4.3 Associagao do 6leo de café e fitoesterdis de canola

Os extratos foram associados na propor¢ao de duas partes de 6leo de café
verde e uma dos fitoesterdis de canola (OC/FC), proporgao igual ao produto
Slimbuster® L fabricado pela Chemyunion Quimica Ltda (PEREDA, 2009).

3.5 OBTENGAO DE MATERIAIS PARA ANALISE

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

para as analises bioquimicas.
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3.6 AVALIACAO DOS PARAMETROS MACROSCOPICOS

Avaliagdo diaria (durante os 21 dias de tratamento) de parametros como
aumento ou reducdo da ingesta e do peso corpéreo de todos os animais. Ao final do
tratamento com os ratos foi feita a medicdo do comprimento naso-anal, da
circunferéncia abdominal e toracica para o calculo do IMC, relagdo abdémen/térax e

Lee index, que ¢é indicativo da obesidade em animais.

3.7 AVALIACAO DOS PARAMETROS BIOQUIMICOS

As mensuragdes de 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), horménio de crescimento
(Millipore Rat/Mouse Hormone # EZRMGH-45K), proteina C reativa (R&D System
Mouse CRP DY 1829 e R&D System DY1744) e insulina (Millipore Rat/Mouse Insulin
#EZRMI-13K) foram realizadas através de reacbes enzimaticas enzima-substrato
(ELISA), utilizando kits disponiveis comercialmente usando o soro dos animais. A
mensuragao de glicose dos ratos foi realizada utilizando o glicosimetro ACCU-CHEK
GO KIT (Roche®), para tanto foi feita coleta de amostras de sangue dos ratos.

As analises de triacilglicerodis, colesterol total e HDL-colesterol dos ratos
foram realizadas no Departamento de Quimica e Bioquimica — UNESP — Campus

de Botucatu.

3.7.1 Determinagao da concentragao de triacilgliceréis

Os triacilglicerois foram determinados através de sua hidrélise enzimatica
produzindo glicerol e acidos graxos. Segundo SOLONI (1971), o glicerol oxida-se
com acido periédico a formaldeido, o qual foi quantificado colorimetricamente como
3,5 diacetil-1,4 diidrolutidina.
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3.7.2 Determinagao da concentragcao 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 oxidagdo produziu fenol oxidado e 4-aminofenazona, catalisada pela

peroxidase, com formagao de quinonimina vermelha (MOURA, 1982).

3.7.3 Determinagao da concentragao HDL-colesterol

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

3.7.4 Determinagao da concentracao de LDL-colesterol e VLDL-colesterol

Os valores de LDL e VLDL-colesterol foram obtidos pela equagao de
Friedewald (COHN & ROTH, 1996).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos como média * erro padrao da média.
Diferencas estatisticas entre as médias foram testadas por Analise de Variancia
(ANOVA) seguidas por teste de significancia. Significancia estatistica foi

considerada para valores de p <0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 AVALIACAO COMPARATIVA DA INDUCAO DA OBESIDADE EM
CAMUNDONGOS E RATOS

Apos a ambientagdo dos animais, houve uma separacgao entre os que receberam
a dieta normocaldrica e os que receberam a dieta hipercaldrica, com o intuito de
induzir a obesidade. Como podemos observar na figura 4, os experimentos
apresentaram resultados diferentes quanto ao consumo das dietas quando
comparados camundongos e ratos. No experimento com camundongos (figura 4A),
o grupo da dieta hipercal6rica mostrou um consumo maior de ragdo quando
comparado ao grupo de animais que recebeu dieta normocaldrica, diferente do que
ocorreu no processo de inducdo de obesidade em ratos (figura 4B). Segundo
Stubbs e Whybrow apud Hariri e Thibault (2010) o esperado era uma diminuigdo no
consumo devido a alta densidade de calorias presente na dieta, como ocorreu nos

experimentos com os ratos.

Figura 4 - Média de consumo dos animais que receberam dieta normocalérica e hipercaldrica
durante a indugao da obesidade
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A) camundongos que receberam as dietas por 8 semanas e B) ratos que receberam as dietas por 10
semanas. Diferengas estatisticas testadas por ANOVA de duas vias e teste a posteriori de
Bonferroni *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001

Com relagdo ao consumo da dieta hipercalérica durante as semanas

observamos um aumento significativo de massa corpérea dos animais, tanto do
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experimento com camundongo como o0 com ratos, quando comparados aos que
consumiram a dieta normocalérica (Figura 5). Nos camundongos que receberam a
dieta hipercaldrica houve um aumento de 16,69 (44,1%) de massa corpdérea em
comparagao ao grupo da dieta normocaldrica. Por outro lado, no experimento com
os ratos essa diferengca de peso entre o grupo da dieta hipercalérica com a
normocaldrica foi de 40,99 (11,4%), Quando essa diferenca é acima de 40% a
obesidade pode ser considerada como severa e quando esta diferenga estiver entre
10-25% pode se considerar que houve o desenvolvimento de obesidade moderada
(HARROLD; WILLIAMS; WIDDOWSON, 2000; LEVIN; DUNN-MEYNELL, 2002;
WOODS et al., 2003). Dessa forma, a indugcao de obesidade através da dieta
hipercaldrica foi efetiva nos dois experimentos, no entanto pode-se observar que
além da necessidade de maior tempo para induzir a obesidade em ratos (10
semanas) quando comparado aos camundongos (8 semanas), a severidade da
obesidade foi maior em camundongos que em ratos, provavelmente pelo maior
consumo de dieta hipercalérica em relagdo aos animais que receberam dieta
normocaldrica.

Figura 5 - Média de peso dos animais que receberam dieta normocalérica e hipercalérica durante a
indugao de obesidade
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A) camundongos que receberam as dietas por 8 semanas e B) ratos que receberam as dietas por
10 semanas. Diferencgas estatisticas testadas por ANOVA de duas vias e teste a posteriori de
Bonferroni *p<0,05; ****p<0,0001

Considerando os dados absolutos, nota-se que o ganho de peso dos
camundongos que receberam a dieta normocaldrica foi de apenas 6,3g (A peso),
enquanto os que receberam a dieta hipercalérica ganharam 16,8g (Tabela 4). Ja

com os ratos, o ganho de peso dos animais da dieta hipercaldrica foi de 319,6g,
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enquanto os animais da dieta normocalérica ganharam 287,6g (Tabela 4). Esse

ganho de peso confirma a indugéo da obesidade com o uso da dieta padronizada.

Tabela 4 - Variagdo do peso corpéreo dos animais dos diferentes grupos experimentais

Camundongos Ratos
Dieta Dieta Dieta Dieta
normocaldrica hipercalérica normocalérica hipercalérica
Peso
o 31,3£1,0 374 +£0,4 721+£1,0 81,0£1,2
inicial
Apos
376+1,4 54,2 + 0,5 **** 359,7+4,5 400,6 £ 3,8 ***
engorda
A peso 6,8 18,5 287,6 319,6

Dados expressos em média + E.P.M. Diferencgas estatisticas testadas por teste T de student
***p<0,001; ****p<0,0001

Com estes dados, podemos inicialmente considerar que o processo de
inducdo da obesidade usando dieta hipercalérica foi mais eficiente em
camundongos Swiss que em ratos Wistar. Isto é importante ja que o uso de
camundongos requer menor espag¢o, menor quantidade de dieta e de produtos de
tratamento. Por outro lado, a coleta de fluidos e amostras organicas para analise de

mediadores € limitada nos camundongos quando comparamos com 0s ratos.

4.2 AVALIACAO DOS EFEITOS DOS TRATAMENTOS SOBRE A OBESIDADE

4.2.1 Avaliagao dos parametros macroscopicos

Apods a indugdo da obesidade, os animais foram separados nos grupos descritos
e tratados por 21 dias. Como se nota na figura 6, os animais do grupo pair-feeding
diferiram significativamente no consumo de ragéo devido a restricdo da alimentagao.
Os camundongos do grupo branco, comparado com os do grupo controle também
ingeriram significativamente menor quantidade de racdo em alguns dias, entretanto,
o grupo OC e o FC ingeriram significativamente quantidades maiores que o grupo

obeso em alguns dias (Figura 6). No experimento com os ratos, o grupo pair-feeding
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apresentou diferencga significativamente menor no consumo da ragdo em relagao ao
controle, e o grupo magro, OC, FC e OC/FC nao apresentaram diferengas

significativas no consumo em relag&o ao grupo controle.

Figura 6 - Média de consumo de ragao por grupo
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Dados expressos em consumo/numero de animais. A) camundongos e B) ratos. Diferencas
estatisticas testadas por ANOVA de duas vias e teste a posteriori de Dunnett *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001; ****p<0,0001 vs controle

Quando se analisa o delta peso, pode-se notar que a administragdo de
fitoesterdis de canola nao foi efetiva em diminuir significativamente esse parametro
nos camundongos (Figura 7A). No segundo experimento (ratos), pode-se observar
um delta peso menor no dia 16 quando em comparagao ao grupo obeso (Figura
7B). Ja a administragdo do 6leo de café foi efetiva em diminuir o ganho de peso em
alguns dias tanto no primeiro como no segundo experimento (Figura 7), efeito que
provavelmente poderia ser potencializado com um tratamento mais prolongado.
Como esperado, os animais do grupo pair-feeding apresentaram um delta peso

menor em ambos 0s experimentos.

Figura 7 - Avaliacédo da evolugao do peso corporal dos animais
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Dados expressos em A peso corporal. A) camundongos e B) ratos. Diferengas estatisticas testadas
por ANOVA de duas vias e teste a posteriori de Dunnett *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
vs controle
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Apos os 21 dias de tratamento, os animais foram mortos e o sangue foi
coletado, separando-se o0 soro para as analises bioquimicas. No segundo
experimento além desses parametros também foi avaliado o IMC, o Lee index e

relacdo abdémen/torax, os resultados estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Perfil dos animais apos os diferentes tratamentos

Relacdo AIT  Lee index (g°/cm) IMC (g/cm?)

Branco 1,06 + 0,007 0,289 + 0,001 0,62 + 0,01
Controle 1,13 + 0,01 0,297 + 0,003 0,66 + 0,02

ThkK

Pair-feeding 1,05+ 0,01 0,281 +0,002° 0,55+ 0,01

oC 1,10 £ 0,02 0,291 + 0,002 0,64 + 0,01
FC 1,14 + 0,01 0,294 + 0,003 0,65+ 0,02
OC/FC 1,12 £ 0,01 0,300 + 0,002 0,67 + 0,01

Dados expressos em média * erro padrdao da média. Comparacgédo feita com o grupo
controle. *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001

A relagao abdémen/térax € um indicativo da obesidade, sendo que o valor
resultante mais proximo de 1 significa que ndo houve uma deposi¢cado excessiva de
gordura na regidao do abdémen (NOVELLI et al., 2007), ndo caracterizando o animal
como obeso. Ao analisarmos a tabela 5, pode-se notar que os animais do grupo
branco e os animais do grupo pair-feeding possuem relagdo abdémen/térax mais
préxima de 1, sendo diferente significativamente dos animais do grupo controle. Em
relagdo aos grupos tratados os resultados obtidos se assemelham ao grupo
controle, nao apresentando diferengas significativas.

O Lee index também é uma medida usada para avaliar se o animal esta
obeso (NOVELLI et al., 2007) e nossos resultados mostram uma diferenca
significativa do grupo controle em relagdo ao grupo branco e pair-feeding em
relacdo ao grupo controle, comprovando a indugado da obesidade. Dentre os grupos
tratados, nao houve diferencas significativas quando comparados com o grupo

controle.
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Outra medida utilizada para classificagdo da obesidade em alguns
experimentos com roedores € o IMC, o mesmo utilizado em humanos, porém neste
parametro apenas o grupo pair-feeding apresentou diferenga significativa em
relagdo ao controle, ndo sendo possivel observar a diferenga com o grupo branco e

0s grupos tratados.

4.2.3 Avaliagao dos parametros bioquimicos

Com relagdo as analises bioquimicas, nos camundongos devido ao pequeno
numero de amostras foi possivel realizar somente as analises de glicose, leptina,

insulina e proteina C reativa.

4.2.3.1 Leptina

Leptina, um horménio peptidico produzido principalmente pelos adipdcitos,
ocupa receptores de leptina presentes em varios locais do hipotalamo, fornecendo
informagao sobre o “status” energético do corpo para o centro regulador do sistema
nervoso central (HURT et al.,, 2011). A leptina é produzida pelo tecido adiposo
proporcionalmente ao volume dos adipocitos, portanto, na medida em que ocorre
um acumulo excessivo de gordura, a produgao e concentragao de leptina aumenta
na circulagdo (HARROLD; WILLIAMS; WIDDOWSON, 2000). Em concentragdes
elevadas, o efeito da leptina, como consequéncia de sua a¢ao no hipotalamo, € a
diminuicdo do apetite e aumento da taxa de metabolismo, enquanto em baixas
concentragbes provoca o aumento do apetite e diminuicdo da taxa metabdlica
(HARROLD; WILLIAMS; WIDDOWSON, 2000). Na obesidade também pode ocorrer
0 quadro de resisténcia a leptina, dessa forma mesmo com niveis elevados, em
animais com obesidade ndo ocorre a saciedade (KERSHAW; FLIER, 2004).
Diferentemente do esperado, entre os camundongos a concentracdo de leptina
circulante foi semelhante nos animais do grupo controle quando comparados aos
animais do grupo branco (5,86 + 1,88 ng/mL branco vs 4,14 £ 0,40 ng/mL controle)
(Figura 8A). Os grupos pair-feeding, OC e FC também nao diferiram do grupo
controle. Por outro lado, em ratos o grupo controle apresentou um aumento
significativo em relagéo ao grupo branco (7,19 £ 0,68 ng/mL branco vs 11,64 £ 0,68

ng/mL controle) e ao grupo pair-feeding (4,49 £ 0,74 ng/mL). O grupo OC reduziu
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significativamente em relagédo ao grupo controle (6,67 + 0,60 ng/mL) (Figura 8B),
sendo que o grupo OC apresentou redugcdo nos niveis de leptina circulante, de
forma a se assemelhar ao grupo branco, que ndo € obeso. Essa redugao dos niveis
de leptina no grupo tratado com 6leo de café verde pode ser devido aos compostos
presentes no extrato, visto que estudos observaram uma relagdo negativa entre os
niveis plasmaticos de leptina e ingestdao de PUFA e demonstraram que estes sao
capazes de reduzir a expressao génica de leptina tanto in vivo como in vitro
(RACLOT et al., 1997; FUKUDA; IRITANI, 1999; RESELAND et al., 2001). Por
outro lado, os tratamentos com os fitoesterdis de canola e a associacao dos extratos

nao apresentou diferengas significativas em relagdo ao grupo controle.

Figura 8 - Avaliagado dos niveis plasmaticos de leptina
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Dados expressos em média + E.P.M. A) camundongos e B) ratos. Diferengas estatisticas testadas
por ANOVA e teste a posteriori de Dunnett *p<0,05; ***p<0,001 vs controle

4.2.3.2 Insulina

Quanto ao papel da insulina como reguladora do apetite e saciedade, apesar
de exercer um potente efeito anabdlico em tecidos periféricos, sua acédo central é
promover um balango energético negativo (SCHWARTZ; WOODS; PORTE, 2000).
Concentragdes de insulina plasmatica estdo diretamente relacionadas ao peso
corporal e, principalmente, a adiposidade corporal (BENOIT et al., 2004; HURT et
al., 2011). No primeiro experimento, como era esperado o0 grupo controle aumentou
significativamente os niveis circulantes de insulina quando comparado com o branco

e o pair-feeding (0,90 + 0,25 ng/mL magro e 0,21 £ 0,02 ng/mL pair-feeding vs 2,37
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t+ 0,42 ng/mL controle). O grupo OC também apresentou niveis plasmaticos de
insulina significativamente menores que o grupo controle (1,30 + 0,35 ng/mL)
(Figura 9A), enquanto FC nado afetou este parametro. Tais resultados estdo em
acordo com estudos que demonstram que os PUFAs, componentes do 6leo de café
verde tém efeitos na diminuicdo dos niveis de insulina plasmatica (EYJOLFSON;
SPRIET; DYCK, 2004; LEE et al., 2006). No experimento com ratos, diferentemente
da hiperinsulinemia esperada, os niveis do grupo controle nao diferiram
significativamente do grupo branco. O grupo pair-feeding e OC foram semelhantes
ao grupo controle. Curiosamente houve um aumento significativo nos grupos FC e
OC/FC (1,16 = 0,20 pg/mL FC e 1,01 £ 0,21 OC/FC pg/mL vs 0,90 £ 0,19 pg/mL
controle) (Figura 9B). O resultado observado ndo esta em concordancia com outros
estudos que demostraram que os fitoesterdis ndo alteram os niveis plasmaticos de
insulina (CALPE-BERDIEL et al., 2008; MISAWA et al., 2008). No entanto, é
importante ressaltar que a hiperinsulinemia nao foi induzida no modelo de
obesidade em ratos o que poderia explicar a diferenca de efeitos dos tratamentos

em ambos os modelos utilizados.

Figura 9 - Avaliagado dos niveis plasmaticos de insulina
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Dados expressos em média + E.P.M. A) camundongos e B) ratos. Diferencas estatisticas
testadas por ANOVA e teste a posteriori de Dunnett *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 vs controle
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4.2.3.3 Proteina C Reativa

A proteina C Reativa (PCR) € um marcador ndo especifico da inflamacéo, no
entanto uma das mais importantes correlagcdes desta proteina € a adiposidade,
sendo positivamente proporcional ao indice de massa corporal e a circunferéncia da
cintura e do quadril (VISSER et al.,, 1999; WEE; MUKAMAL; HUANG, 2008).
Estudos tém sugerido que um estilo de vida saudavel associado a perda de peso
correlaciona-se com reducgdes nos niveis de PCR, enquanto que a obesidade, o
sedentarismo e o tabagismo aumentam seus niveis, através da ativagcao de
mediadores inflamatérios (SELVIN; PAYNTER; ERLINGER, 2007). Os resultados
mostram que os niveis plasmaticos de PCR estéo significativamente aumentados no
grupo controle em relagdo ao branco tanto em camundongos (23,25 + 1,24 ug/mL
branco vs 34,79 £ 1,23 ug/mL controle) como em ratos (346,95 + 52,70 pg/mL
branco vs 845,50 + 139,98 pg/mL controle) (Figura 10). No grupo pair-feeding se
observou uma reducéo significativa apenas em camundongos (20,52 + 1,39 pg/mL).
O tratamento com o6leo de café verde também foi capaz de reduzir os niveis de
PCR, porém essa diferenca foi significativa apenas nos camundongos (26,13 + 0,74
Mg/mL). Na literatura, os dados sao controversos ja que estudos clinicos
demonstraram que uma dieta rica em acido linoleico ndo foi capaz de alterar os
niveis plasmaticos de CRP (LIOU et al., 2007), enquanto que a administracdo de
acido linoleico conjugado contribuiu com o aumento de CRP em humanos
(RISERUS, 2002; SMEDMAN et al., 2007). No entanto, deve-se ressaltar que o
extrato testado contem diferentes constituintes. Por outro lado, o tratamento com
fitoesterdis de canola mostrou uma reducéao significativa apenas nos ratos (461,12
156,83 pg/mL). Na literatura os resultados também sao controversos, alguns
estudos realizados em ratos e humanos demonstraram que os fitoesterdis nao
foram habeis em alterar os niveis de PCR (CSONT et al., 2013; GARAIOVA et al.,
2013), resultados em concordancia com os experimentos com camundongos.
Entretanto, em outros estudos demonstrou-se que os fitoesterdis sdo capazes de
reduzir os niveis plasmaticos de PCR tanto em ratos como em humanos (XU et al.,
2011; BECKER et al., 2013), assim como o observado em nossos experimentos

com ratos.
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Figura 10 - Avaliagdo dos niveis plasmaticos de proteina C reativa
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Dados expressos em média + E.P.M. A) camundongos e B) ratos. Diferengas estatisticas
testadas por ANOVA e teste a posteriori de Dunnett **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001 vs
controle

4.2.3.4 Adiponectina

A adiponectina € uma proteina especifica produzida pelos adipécitos cuja
producdo depende do estado nutricional, sendo que seus niveis encontram-se
diminuidos na obesidade e na insulino-resisténcia (BERG; SCHERER, 2005;
KERSHAW; FLIER, 2004; PRINS, 2002). A adiponectina tem funcédo anti-
aterogénica, regula a homeostasia dos lipideos (aumenta oxidagao lipidica) e da
glicose, é anti-diabética e anti-inflamatéria, diminuido a ativagao e proliferacao de
células T, impedindo a expressido de citocinas pré-inflamatérias e aumentando as
anti-inflamatérias (KERSHAW,; FLIER, 2004; SINGLA; BARDOLOI; PARKASH,
2010). Diferentemente do esperado, os niveis de adiponectina no grupo controle
estavam semelhantes ao grupo branco (12697,37 + 794,77 ng/mL branco vs
14510,80 + 1200,60 ng/mL controle) (Figura 11). Em relagdo ao grupo controle, o
grupo pair-feeding obteve niveis significativamente aumentados de adiponectina
(22216,94 + 1526,60 ng/mL). Como € possivel observar no grafico, os grupos
tratados nao foram capazes de alterar os niveis circulantes de adiponectina. Mesmo
considerando que o extrato de 6leo de café verde possui tocoferdis e acido linoleico,
descritos como compostos capazes de aumentar os niveis de adiponectina
(MARTINS et al., 2010; DEROSA et al., 2011; KASIMANICKAM; KASIMANICKAM,
2011), ndo houve alteracbes deste parametro, resultado também observado por
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Shadman et al. (2013) que testou os efeitos isolados do acido linoleico nos niveis de
adiponectina em humanos.

Figura 11 - Avaliagéo dos niveis plasmaticos de adiponectina em ratos
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Dados expressos em média £ E.P.M. Diferencas estatisticas testadas por
ANOVA e teste a posteriori de Dunnett ***p<0,001 vs controle

4.2.3.5 B-endorfina

A B-endorfina € um peptideo opidide enddégeno produzido nos neurdnios do
hipotdlamo e sua secrecdo pode ser estimulada pela ingesta de comida rica em
gordura e agucar (MATSUMURA et al., 2012). Estudos também demonstram que a
B-endorfina é capaz de aumentar a sensibilidade a insulina e melhorar a resisténcia
a insulina (LEE et al.,, 2013). A acdo no controle energético ainda nao esta
totalmente esclarecida, no entanto a administracdo de [(-endorfina aumenta a
ingesta alimentar a curto prazo, porém a longo prazo este efeito ndo € observado
(DUTIA et al., 2012; APPLEYARD et al., 2003). Como € possivel observar na figura
12, em nossos experimentos ndo encontramos diferengas significativas nos niveis
de B-endorfina circulante, sugerindo que este mediador ndo € um bom marcador em

modelos de obesidade induzida por dieta hipercaldrica.
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Figura 12 - Avaliagéo dos niveis plasméaticos de B-endorfina em ratos
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Dados expressos em media + E.P.M. Diferengas estatisticas testadas por
ANOVA e teste a posteriori de Dunnett.

4.2.3.6 Hormonio de crescimento

Com relagdo ao horménio de crescimento (GH), ha dados que mostram que a
obesidade desregula sua secregéo, dessa forma, a secregdo esta diminuida nos
animais obesos, mas pode ser restaurada com uma restricdo calérica e perda de
peso (SCACCHI; PINCELLI; CAVAGNINI, 1999; THOMAS et al., 2013). Estudos
também mostraram que a administragdo de GH em adultos obesos promove uma
diminuicdo da gordura corporal, além de diminui os niveis de triaciglicerdis e
aumentar a lipdlise (NAM; MARCUS, 2000; WELTMAN et al., 2001). Em nossos
experimentos néo foi possivel observar uma diminui¢ao significativa do controle em
relagdo ao branco (52,36 + 20,36 ng/mL branco vs 31,86 £ 21,01 ng/mL controle)
(Figura 13). Em relagdo aos tratamentos também ndo houve diferencas
significativas. Dados similares foram observados em diversos estudos que
verificaram que o tratamento com fitoesterdis e acido linoleico, compostos presentes
em nossos produtos, também nao afetaram os niveis plasmaticos de GH (COLLINS;
VARADY; JONES, 2007; UCHIYAMA et al., 2013).
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Figura 13 - Avaliagédo dos niveis plasmaticos do hormdnio de
crescimento em ratos
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Dados expressos em média + E.P.M. Diferencas estatisticas testadas
por ANOVA e teste a posteriori de Dunnett.

4.2.3.7 Colesterol total

Atualmente, sabe-se que a obesidade esta relacionada com hiperlipidemia,
que é o aumento anormal de lipideos na corrente sanguinea. Dessa forma,
analisamos o perfil lipidico dos animais a fim de avaliar se houve uma melhora
desses parametros nos animais tratados. Estudos demonstram que os niveis de
colesterol estdo aumentados em animais obesos (PARK; LEE, 2013; WIECEK et al.,
2002). Nossos experimentos mostram que os niveis de colesterol total estavam
aumentados significativamente no grupo controle em relagdo ao branco e ao pair-
feeding (95,38 £ 4,37 mg/mL branco e 100,35 + 3,00 mg/mL pair-feeding vs 122,74
+ 6,97 mg/mL controle) (Figura 14). Com relagéo ao grupo OC, ndo houve alteragéo
desse parametro, se assemelhando ao grupo controle. No entanto, no grupo FC e
no grupo OC/FC verificou-se uma reducéao significativa do colesterol (94,43 + 5,00
mg/mL FC e 100.52 + 5,26 mg/mL OC/FC). Essa redugao pode ser explicada devido
aos efeitos dos fitoesterdis que sao habeis em reduzir os niveis de colesterol devido
a inibicdo de sua recaptacdo (LAGARDA; GARCIA-LLATAS; FARRE, 2006;
BARTLOMIEJ; JUSTYNA; EWA, 2012).
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Figura 14 - Avaliagédo dos niveis plasmaticos de colesterol total
em ratos
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Dados expressos em média + E.P.M. Diferencas estatisticas testadas
por ANOVA e teste a posteriori de Dunnett *p<0,05; **p<0,01 vs
controle

4.2.3.8 Triacilglicerdis

Estudos mostram que uma dieta rica em gordura aumenta os niveis de
triacilglicerdis plasmaticos (DOURMASHKIN et al., 2005). Ademais, a gordura
visceral esta diretamente relacionada ao aumento de triacilglicerdis plasmaticos
(SINGLA; BARDOLOI; PARKASH, 2010). Nosso experimento nao mostrou
diferengas entre o grupo controle e o grupo branco (175,87 + 13,83 mg/mL branco
vs 200,09 + 24,00 mg/mL controle) (Figura 15), no entanto, no grupo pair-feeding
essa diminuicao foi significativa (117,00 £ 14,09 mg/mL). Em nossos experimentos o
tratamento com O6leo de café verde que é rico em PUFAs ndo reduziu
significativamente os niveis de triacilgliceréis plasmaticos. Resultado semelhante ao
encontrado por Shadman et al. (2013) que se utilizou de capsulas contendo PUFAs
para analisar seu efeito em pacientes diabéticos com sobrepeso. O grupo FC nao
diferiu do grupo controle, resultado similar ao previamente descrito por Barttomiej;
Justyna e Ewa (2012). Por outro lado, o tratamento com a associagéo de 6leo de
café verde com fitoesterdis de canola teve melhor efeito em relacido aos extratos

isolados, reduzindo significativamente os niveis plasmaticos de triacilglicerois
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(128,31 £ 10,95 mg/mL) em niveis similares aqueles induzidos pela restricdo da
dieta.

Figura 15 - Avaliagado dos niveis plasmaticos de triglicérides em
ratos
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Dados expressos em média + E.P.M. Diferencgas estatisticas testadas
por ANOVA e teste a posteriori de Dunnett **p<0,01 vs controle

4.2.3.9 LDL-colesterol

A concentragdo plasmatica de LDL-colesterol também esta diretamente
relacionada com a adiposidade corporal (WIECEK et al., 2002). Em nosso estudo,
verificamos que os niveis plasmaticos de LDL-colesterol aumentaram de forma
significativa no grupo controle em relagao ao branco (40,87 + 5,67 mg/mL branco vs
64,13 = 7,97 mg/mL controle). Em relacdo aos grupos pair-feeding, OC, FC e
OC/FC nao houve uma alteragao nos niveis de LDL-colesterol em relagdo ao grupo
controle (Figura 16). Apesar de estudos terem demonstrado que o aumento da
ingestéo de fitoesterodis reduziu os niveis de LDL-colesterol (KATAN et al., 2003;
LAGARDA; GARCIA-LLATAS; FARRE, 2006), nossos resultados com os fitoesterois
de canola ndo promoveram esta reducdo. Estudos demonstram que o acido
linoleico, presente no Oleo de café verde, ndo é capaz de alterar os niveis
plasmaticos de LDL-colesterol em humanos (SHADMAN et al., 2013), resultados

semelhantes aos encontrado em nossos experimentos com roedores.
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Figura 16 - Avaliagédo dos niveis plasmaticos de LDL-colesterol
em ratos
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Dados expressos em média + E.P.M. Diferencas estatisticas testadas
por ANOVA e teste a posteriori de Dunnett *p<0,05 vs controle

4.2.3.10 VLDL-colesterol

O VLDL-colesterol é responsavel pela distribuicdo do triacilglicerol para varios
tecidos como o coragao, tecido adiposo e musculo esqueléticos (DIJK; KERSTEN,
2014). Segundo Kim et al. (2013) uma dieta rica em gordura é responsavel pelo
aumento dos niveis de VLDL-colesterol plasmaticos e esses sdo responsaveis por
aumento de casos de aterosclerose em obesos (ECKEL; BARAUCH; ERSHOW,
2002). Em nossos experimentos nao se verificou diferenga nas concentragdes
plasmaticas de VLDL-colesterol entre os grupos branco e controle. Os grupos OC e
FC também n&o diferiram do grupo controle. Houve uma redugao significativa no
VLDL-colesterol plasmatico no grupo pair-feeding e no grupo OC/FC (23,40 + 2,81
mg/mL pair-feeding e 25,66 + 2,19 mg/mL OC/FC vs 40,02 + 4,80 mg/mL controle)
(Figura 17). Estudos em humanos com dieta enriquecida com fitoesterdis néo
produziram alteracdes nos niveis plasmaticos de VLDL-colesterol, estando nossos
estudos em concordancia com estes resultados (OOl et al., 2007). Estudos
realizados com camundongos com obesidade induzida por dieta hipercal6rica
mostram que o grupo tratado com tocoferdis reduziu os niveis de VLDL-colesterol
plasmaticos em relagdo ao seu controle (KIM et al., 2013). Apesar do 6leo de café
verde conter tocoferdis, o extrato testado nao foi habil em reduzir o VLDL-colesterol

quando administrado isoladamente.
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Figura 17 - Avaliagédo dos niveis plasmaticos de VLDL-colesterol
em ratos
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Dados expressos em média + E.P.M. Diferencas estatisticas testadas
por ANOVA e teste a posteriori de Dunnett **p<0,01 vs controle

4.2.3.11 HDL-colesterol

O HDL-colesterol tem a funcdo de transportar o excesso de colesterol dos
tecidos para o figado, posteriormente o colesterol é removido do organismo no
[umen intestinal através da bile (NAKAMURA; YUDELL; LOOR, 2013). Estudos
demonstram que a concentragcado plasmatica de HDL esta inversamente relacionada
a adiposidade, sendo assim, animais obesos tem uma diminuicdo dos niveis
plasmaticos de HDL em relagdo aos nao obesos (SINGLA; BARDOLOI; PARKASH,
2010; WIECEK et al., 2002). Como pode-se notar na figura 18, nossos resultados
nao apresentaram diferencgas significativas nos niveis de HDL-colesterol sanguineo
em nenhum dos grupos, mesmo considerando que os extratos testados possuem
constituintes descritos na literatura com eficazes no aumento dos niveis de HDL-
colesterol (RASSIAS; KESTIN; NESTEL, 1991; BARTLOMIEJ; JUSTYNA; EWA,
2012; GUEBRE-EGZIABHER et al., 2013; SHADMAN et al., 2013).
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Figura 18 - Avaliagéo dos niveis plasmaticos de HDL-colesterol
em ratos
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por ANOVA e teste a posteriori de Dunnett.

4.2.3.12 Glicose

Estudos indicam que na obesidade ha uma diminuicdo da captagao de glicose
pelo tecido adiposo, sugerindo um aumento no plasma (SINGLA; BARDOLOI,
PARKASH, 2010), porém nos experimentos nao foi possivel observar diferencas
nenhum dos grupos estudados (Figura 19). Os resultados apresentados pelo
tratamento com fitoesterdis estdo em concordancia com os estudos de Devaraj,
Autret e Jialal (2006), que testaram uma bebida rica em fitoesteréis em humanos e
como resultado ndo houve alteragdo do nivel de glicose. Assim como o tratamento
com o Oleo de café verde estda em acordo com o resultado encontrado por
Castellano et al. (2013) no qual tratamento realizados em leitbes com uma dieta

enriquecida com PUFAs n&o altera os niveis de glicose plasmatica.



Figura 19 - Avaliagdo dos niveis plasmaticos de glicose em
ratos
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Dados expressos em média + E.P.M. Diferencgas estatisticas testadas
por ANOVA e teste a posteriori de Dunnett.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS E CONCLUSAO

Com base nos objetivos propostos pelo trabalho, algumas consideragdes finais
sdo importantes. Em relacdo a padronizacdao do modelo de obesidade por dieta
hipercalérica em camundongos e ratos, verificamos que a indugao da obesidade foi
alcangcada em ambos os roedores. Pudemos constatar que para os camundongos o
estabelecimento da obesidade foi mais eficaz, ja que foram necessarias oito
semanas para se atingir um nivel de obesidade severa, enquanto que em ratos,
além do periodo ter sido maior (10 semanas), obtivemos apenas uma obesidade
moderada quanto comparamos com os camundongos. Por outro lado, o modelo
utilizando ratos permite a obtencdo de maiores quantidades de amostras bioldgicas
para a realizagdo das dosagens, quando comparamos com 0s camundongos que
possuem esta limitagao.

Considerando-se as espécies vegetais estudadas com o objetivo de atuarem
como produtos no controle da obesidade, foi possivel com base nos resultados

obtidos (Tabelas 6 e 7) estabelecer algumas conclusoes.

Tabela 6 - Sumario dos resultados obtidos no experimento com camundongos

Branco Pair-feeding Café Canola
Consumo ! ! 1 )
Delta peso - l l -
Leptina - - - -
Insulina ! ! ! -

PCR l l l -
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Tabela 7 - Sumario dos resultados obtidos no experimento com ratos

Branco Pair-feeding Café Canola Café/Canola

Consumo - ! - - -

l - -

Delta peso
Relagao A/IT
Lee index

IMC -
Leptina !

— — -
— = —
1
1
1

Insulina - - -
PCR ! - -

Adiponectina - 0 - - -

— -
T >

B-endorfina - - - - -
GH . - - : -
Colesterol l ! - ! !
Triacilgliceréis - ! !
LDL | ; ] ) ]
VLDL - ! - - !
HDL . - - - -

Glicose - - - - -

O dleo de café verde foi eficaz em diminuir o delta peso tanto nos ratos como
nos camundongos, além de reduzir os niveis de insulina e PCR nos camundongos e
os niveis de leptina nos ratos. O tratamento com fitoesterdis de canola néo alterou
nenhum parametro nos camundongos, entretanto reduziu os niveis de PCR e
colesterol total no experimento com ratos. O tratamento com a associacédo de 6leo
de café verde e fitoesterdis de canola, que somente foi testada nos ratos,
apresentou redug¢ao nos niveis de colesterol total, triacilglicer6is e VLDL-colesterol,
mostrando para estes parametros que a associacao foi eficaz quando comparados
ao uso isolado dos produtos.

Estes resultados mostram a potencialidade do 6leo do café no controle da
obesidade, no entanto, maior eficacia poderia ser obtida utilizando-se um esquema

de tratamento mais prolongado que aquele utilizado no presente estudo.
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Desde que o tratamento da obesidade mostra-se como uma estratégia
complexa, € possivel sugerir que a incorporagao destes produtos na dieta de
pacientes obesos em associacdo 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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