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1 INTRODUCAO

Obesidade e sobrepeso sédo definidos como acumulo excessivo de gordura
corporal, sendo o acumulo do tecido adiposo visceral um dos principais fatores para o
surgimento de comorbidades associadas a obesidade (OMS, 2017b).

A etiologia da obesidade € complexa e resulta da interacdo de fatores
genéticos, ambientais e emocionais. Entre 1975 e 2016 a prevaléncia mundial de
obesidade quase triplicou. Assim, considerando-se que a epigenética da espécie
humana ndo sofreu mudancas importantes em um intervalo de poucas décadas,
fatores socioambientais poderiam explicar o aumento mundial dos casos de
obesidade, como o maior consumo de alimentos de grande densidade energética
associado a inatividade fisica (OMS, 2017b).

A medida que o tecido adiposo se expande durante a progresséo da obesidade,
os adipdcitos se tornam hipoperfundidos, desencadeando a liberacdo de mediadores
envolvidos na inflamacao, bem como o recrutamento de macrofagos para o tecido
adiposo. Essas células potencializam o processo inflamatério no tecido,
desencadeando a inflamacgéo cronica, sistémica e de baixa intensidade, denominada
inflamacéo subclinica (CAPURSO; CAPURSO, 2012). H& evidéncias de que esse
quadro inflamatério esteja relacionado ao surgimento de desordens metabdlicas como
resisténcia a insulina, diabetes mellitus, hiperlipidemia (HOTAMISLIGIL, 2003), artrite,
hipertensdo arterial, aterogénese e, consequentemente a sindrome metabdlica
(YUDIKIN, 2003).

Assim, a busca pela cura ou auxilio no tratamento da obesidade e suas
comorbidades, aliada a facil obtencdo e tradicdo, torna comum o uso de plantas
medicinais pela populacdo. Nesse contexto, um levantamento etnobotéanico realizado
em Campo Grande, MS listou as principais plantas solicitadas aos raizeiros e/ou por
eles indicadas. Entre essas, a carqueja foi citada por influenciar no curso da obesidade
(NUNES et al., 2003). Além de ser comumente utilizada pela populagéo, héa trabalhos
gue confirmam os efeitos benéficos da carqueja como anti-inflamatério, antioxidante
e anti-adipogénico (OLIVEIRA et al., 2012; NASCIMENTO et al., 2017; RABELO et
al., 2018). Entretanto, ndo ha relatos na literatura que tenham utilizado dose e modo
de preparo recomendados por uma agéncia de regulacdo, como a ANVISA, para a
carqueja, tampouco sobre o efeito do tratamento com essa infusédo sobre as fungdes
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celulares de macrofagos em situacdo de inflamacdo derivada de um quadro de
obesidade.

Dessa forma, obtivemos um modelo de obesidade induzido por dieta
hiperlipidica em camundongos onde os parametros ganho ponderal, ingestao
alimentar e caldrica, indice de adiposidade, toleréncia a insulina, perfil glicémico,
lipidico e histologico, bem como a fun¢éo dos macrofagos foram estudados com ou
sem o tratamento por via oral.

Portanto, o objetivo do nosso trabalho foi avaliar o efeito da infusédo de carqueja
em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica, visando validar as a¢cfes da
planta que possam auxiliar o tratamento da obesidade e minimizar o surgimento de

comorbidades.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doencas Cronicas Nao Transmissiveis (DCNT) e Obesidade

As Doencas Cronicas Ndo Transmissiveis (DCNT) sédo doencas multifatoriais
de longa duracdo e que se desenvolvem no decorrer da vida, desencadeadas
principalmente pela ma alimentacéao, inatividade fisica, fumo de tabaco e uso nocivo
de alcool. Esse conjunto de doencas € o maior desafio da saude publica no século
XXI, comprometendo o desenvolvimento social e econémico em todo o mundo (OMS,
2017a).

O ultimo levantamento realizado pela OMS aponta que as DCNT matam cerca
de 40 milhdes de pessoas por ano, 0 equivalente a 70% das mortes que ocorrem no
mundo. Ainda, as enfermidades cardiovasculares constituem a maior parcela dessas
mortes (17,7 milhdes por ano), seguidas do cancer (8,8 milhdes), das enfermidades
respiratorias (3,9 milhdes) e da diabetes (1,6 milhdes). Vale destacar que esses quatro
grupos de enfermidades sédo responsaveis por mais de 80% de todas as mortes
prematuras por DCNT no mundo, que ocorrem principalmente nos paises de média e
baixa renda. Ademais, se nenhuma intervencédo eficaz para prevencao e controle
dessas doencas for aplicada, estima-se que o nimero de mortes por DCNT podera
aumentar para 55 milhdes em 2030 (OMS, 2017a).

ApoOs reconhecer os impactos das DCNT no desenvolvimento social,
econdmico e na saude publica, dirigentes de varios paises elaboraram o - Plano de
Acao Mundial da OMS para a prevencao e controle de doencas nao-transmissiveis
2013-2020 - que mediante nove metas globais, propde intervencdes nos principais
fatores causadores de DCNT a fim de reduzir em 25% as mortes prematuras por
doencas cronicas e deter o aumento da obesidade global, para coincidir com as taxas
do ano de 2010. Assim, a meta desse Plano de Acédo Mundial é reduzir a mortalidade
e morbidade evitaveis, promover melhorias na qualidade de vida dos individuos,
minimizar a exposi¢do a fatores de risco e reduzir o 6nus socioecondémico dessas
doencas, adotando abordagens que promovam o bem-estar e reduzam a
desigualdade dentro dos Estados Membros e entre esses. Para tanto, possui como
objetivos especificos, dentre outros, promover a alimentagdo saudavel para a saude
e bem-estar, e promover vida ativa para prevenir obesidade (OMS, 2017b).
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Os dados mais recentes apontam que 39% (cerca de 1,9 bilhdo) da populacéo
adulta mundial estava com sobrepeso em 2016, e 13% (600 milhGes) eram obesas,
sendo que a quantidade de obesos mais que dobrou nas ultimas décadas. Na
comparacao entre os sexos, 10,8% dos homens adultos apresentavam obesidade,
enquanto entre as mulheres o indice foi de 14,9% (Figura 1). Esses dados mostram
que o sexo feminino esta associado a maior risco de obesidade, enquanto 0 excesso
de peso é mais prevalente entre os homens. Ainda, cerca de 41 milhGes de criancas
menores de cinco anos foram diagnosticadas com sobrepeso ou obesidade. Na Africa,
0 numero de criangcas menores de 5 anos com excesso de peso aumentou quase 50%
desde 2000. Exceto em partes da Africa subsaariana e Asia, ha mais pessoas com
obesidade do que abaixo do peso normal em todo o mundo (OMS, 2017b). Até 2030,
estima-se que 57,8% (3,3 bilhdes) da populacdo adulta mundial tera sobrepeso ou
obesidade. Como tal, espera-se que a carga de doencas associadas a obesidade
aumente nos proximos anos. Por isso, atualmente a obesidade representa maior
ameaca a salde publica do que a fome ou a desnutricdo (GONZALEZ-MUNIESA et
al., 2017).
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Figura 1: Prevaléncia mundial da obesidade em homens e mulheres maiores de 18 anos. Fonte:
Adaptado de OMS, 2017.

No Brasil, a Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas
por Inquérito Telefonico (VIGITEL), realizada pelo Ministério da Saude em todas as
capitais brasileiras e no Distrito Federal, monitorou a frequéncia de obesidade e
sobrepeso da populacdo. De acordo com a pesquisa, 53,8% da populacéo brasileira
encontra-se com sobrepeso, sendo mais prevalente em homens (57,7%) do que em
mulheres (50,5%). Entretanto, quando no tocante a obesidade a prevaléncia se
inverte, com 19,6% das mulheres acometidas contra 18,1% da populacdo masculina.
Ainda, os dados mostram que quanto maior o nivel de escolaridade dos individuos,
menor a taxa de sobrepeso e obesidade (BRASIL, 2017).

Vale destacar que a obesidade e suas comorbidades estdo diretamente

relacionadas com o aumento dos gastos diretos na saude publica e as estimativas



25

futuras ndo sdo animadoras, indicando que até 2030, 0 aumento anual com 0s gastos
relacionados ao excesso de peso nos Estados Unidos da América seré de até US$ 66
bilhdes, enquanto no Reino Unido sera de 1,9 a 2 bilhdes de libras (WANG et al.,
2011). Ainda, um estudo realizado pelo McKinsey Global Institute (2014) estimou que
o impacto global da obesidade € de aproximadamente 2 trilndes de ddlares (2,8% do
produto interno bruto mundial), o que, em todo o mundo, é equivalente aos custos com
tabagismo, guerra, violéncia e terrorismo.

Biener, Cawley e Meyrhoefer (2017) revisaram em seu trabalho um estudo
realizado com a populacao norte americana, que mostrou que quanto maior o grau de
obesidade, de acordo com o indice de Massa Corporal (IMC), maiores seréo 0s custos
diretos da doenca com diagndsticos e tratamentos. Os autores constataram que 0S
gastos no cuidado a saude de individuos com peso normal e com sobrepeso sao
equivalentes. Entretanto, come¢cam a aumentar na faixa que compreende a obesidade
classe | (30-35 kg/m?), apresentando drastica ascenséo na obesidade classes Il (35-
40 kg/m?) e Il (240 kg/m?). Embora menos afetados pelo sobrepeso e obesidade,
ultimamente chineses (SHI et al., 2017) e sul coreanos (LEE et al., 2017) também tém
demonstrado preocupacdo com 0s custos elevados associados ao excesso de peso
em suas populacoes.

No Brasil, Bahia e col. (2012) identificaram os custos do sobrepeso e obesidade
na salde da populacéo. Segundo os autores, o Sistema Unico de Satde (SUS) gasta
anualmente cerca de R$ 3,6 bilhdes com o tratamento dessas doencas, sendo R$ 2,4
bilhdes com o tratamento hospitalar (68%) e R$ 1,2 bilhdes (32%) com tratamento
ambulatorial. Ainda, as doencas cardiovasculares foram as responsaveis pela maior
frequéncia (67% dos custos), seguidas pelo tratamento do cancer. Entretanto,
considerando que os custos indiretos, relativos a perda de produtividade, licengas
meédicas e morte prematura nao foram incluidos, e os dados de gastos médicos foram
obtidos por meio do banco de dados do DATASUS, ou seja, valores reembolsados as
unidades de saude. Os autores ressaltam que esses nimeros sao uma estimativa
bastante conservadora dos gastos pubicos com pacientes obesos, ja que o custo real
do tratamento é classicamente maior do que os valores reembolsados (BAHIA;
ARAUJO, 2014).

2.1.1 Classificagdo da Obesidade
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Sobrepeso e obesidade sao caracterizados pelo acumulo excessivo de gordura
corporal que podem repercutir negativamente na saude do individuo, com perda
consideravel da qualidade e expectativa de vida. Ambos resultam da interacdo de
diversos fatores, dentre eles genéticos, metabdlicos, comportamentais e ambientais.
Porém, o rapido aumento da prevaléncia de excesso de peso sugere que O
componente socioambiental (dieta e pratica de atividade fisica) seja o principal
responsavel pela epidemia (OMS, 2017b).

Para o diagnéstico e classificagcdo de sobrepeso e obesidade em adultos, o
parametro mais utilizado é o IMC, pela rapidez e facilidade de calculo. Esse é
calculado dividindo-se o peso do individuo, em quilogramas, pelo quadrado da sua
altura, em metros (OMS, 2017b). O ponto de corte para adultos baseia-se na
associacao entre IMC e doencas cronicas ou mortalidade. A classificacdo adaptada
pela OMS, apresentada na Tabela 1, baseia-se em padrbes internacionais
desenvolvidos para pessoas adultas descendentes de europeus.

Tabela 1 — Risco de comorbidades de acordo com a classificacdo do IMC para adultos

IMC (kg/m?) Classificacado Obesidade Risco de
Grau/Classe Comorbidades
<185 Baixo peso 0 Normal ou elevado
18,5-24,9 Peso normal 0 Normal
25,0-29,9 Sobrepeso 0 Pouco elevado
30,0-34,9 Obesidade I Elevado
35,0-39,9 Obesidade Il Muito elevado
40,0 Obesidade grave 1] Muitissimo elevado

Fonte: ABESO (2016).

Entretanto, embora seja o parametro mais utilizado para avaliacdo da
adiposidade, o IMC néo é totalmente correlacionado com a gordura corporal. Existem
diferencas na composicao corporal dos individuos em fung¢édo do sexo, idade, etnia,
no célculo de individuos sedentarios quando comparados a atletas, na presenca de
perda de estatura em idosos devido a cifose e em individuos edemaciados. Sendo
assim, nao é possivel distinguir massa gordurosa de massa magra utilizando apenas

o IMC. O indice ainda pode ser impreciso em individuos idosos, em decorréncia da
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perda de massa magra e superestimado em individuos musculosos. Dessa forma, o
IMC nao reflete a distribuicdo da gordura corporal, sendo que essa é uma informacgao
importante na avaliacdo de sobrepeso e obesidade, visto que a gordura visceral (intra-
abdominal) € um fator de risco potencial para doencas, independentemente da
gordura corporal total. Ainda, individuos com o mesmo IMC podem ter diferentes
niveis de massa gordurosa visceral (ABESO, 2016).

Por isso, aléem do IMC, existem atualmente outras ferramentas Uteis para
avaliar a adiposidade e sua distribuicdo corporal nos individuos, como a relacéo
circunferéncia abdominal/quadril, circunferéncia da cintura, relacao
altura/circunferéncia abdominal, bioimpedéancia, calorimetria indireta, ultrassonografia,
tomografia, ressonancia magnética e a medicao da espessura das pregas cutaneas
(ABESO, 2016).

Uma vez diagnosticada, a obesidade representa um dos principais desafios que
as sociedades enfrentam em todo o mundo, pois tem assumido carateristicas de uma
pandemia mundial. Além disso, casos de obesidade podem ter diagnéstico de
sindrome metabdlica, que se refere a uma agregacdo de fatores de riscos
cardiovasculares  representada por hipertensdo, obesidade abdominal,
hipertrigliceridemia, baixa concentracéo de lipoproteinas de alta densidade (HDL-c) e
intolerancia a glicose. O diagnéstico de sindrome metabdlica é estabelecido quando
trés ou mais dos elementos coexistem no mesmo individuo (STABELINI NETO et al.,
2012).

2.1.2 Etiologia da Obesidade

A obesidade é uma condicdo clinica multifatorial, resultante da interacdo de
fatores genéticos, ambientais, sociais, emocionais e culturais (OMS, 2017b).
Entretanto, devido a rapida ascenséo dos indices de sobrepeso e obesidade nas duas
Ultimas décadas, acredita-se que as variacdes na prevaléncia de obesidade séo
influenciadas predominantemente por fatores ambientais e comportamentais,
particularmente pelo aumento da ingestdo caldrica e reducdo de atividade fisica
(OMS, 2017b).

Os fatores biologicos, ambientais ou comportamentais que influenciam o peso
corporal dos individuos alteram a ingestdo ou o gasto de energia. Esses fatores
interagem provocando um estado de balango energético positivo, que ocorre quando
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a ingestao de energia se sobrepde ao gasto, gerando aumento no peso corporal do
individuo, especialmente da massa adiposa (HILL; WYATT; PETERS, 2012).

Dentre os fatores biologicos associados ao surgimento da obesidade, podemos
citar: genética, eixo cérebro-intestinal, condicbes neuroendocrinas, medicamentos,
deficiéncia fisica e microbiota intestinal, como revisado por Kadouh e Acosta (2017).

O mapa génico da obesidade estd em constante evolucdo e atualmente, mais
de 300 genes diferentes e marcadores de genes relacionados a obesidade foram
identificados e parecem interagir com o meio ambiente para que a obesidade seja
expressa (FRIEDMAN, 2003). Dessa forma, sob o ponto de vista genético, a
obesidade pode ser classificada em trés subgrupos: obesidade monogénica (defeito
de um dUdnico gene, como por exemplo, a leptina), obesidade sindrémica
(anormalidades cromossdmicas, como a Sindrome de Prader-Willi) e, obesidade
poligénica (obesidade comum) (RAO; LAL; GIRIDHARAN, 2014).

Embora diversas formas de obesidade monogénica ja tenham sido
identificadas, elas sao raras e principalmente decorrentes de mutacdes que controlam
a via leptina-melanocortina, responsavel por regular a ingestdo de alimentos,
representando cerca de 4% dos casos de obesidade grave na infancia (GURNANI;
BIRKEN; HAMILTON, 2015). Por sua vez, a obesidade sindrbmica, que ja possui
varias formas identificadas, geralmente esta associada a algum grau de atraso
cognitivo e a caracteristicas dismorficas (CHUNG, 2012). J4 a obesidade poligénica
(multifatorial) € a que representa a maioria dos casos de obesidade em humanos.
Sendo assim, a deteccdo de modificac6es genéticas com efeitos poligénicos sobre o
peso corporal passa a ter grande importancia clinica (HINNEY; HEBEBRAND, 2010).

No periodo pré-natal, o excessivo ganho de peso materno, especialmente nas
primeiras 20 semanas de gestacdo, € um fator de risco para o desenvolvimento de
sobrepeso na infancia. Ja o aleitamento materno exclusivo nos primeiros 6 meses de
vida correlaciona-se positivamente a uma menor incidéncia de obesidade infantil
(GURNANI; BIRKEN; HAMILTON, 2015).

A variagdo na composicdo da microbiota intestinal de individuos com peso ideal
e sobrepeso tem sido constantemente estudada, podendo ser influenciada desde o
parto e diversos estudos tém demonstrado associacéo entre obesidade e desequilibrio
da microbiota intestinal. Alguns pesquisadores observaram gque a obesidade causada
por dieta rica em gordura pode levar a reduc¢do de microrganismos intestinais do filo
Bacteroidetes e aumento de Firmicutes e Proteobacteria em camundongos (CANI et
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al., 2007; MCCARTEY; MARSHALL, 2016). Por sua vez, outros trabalhos
demonstraram que uma menor diversidade microbiana, como um todo, foi associada
com maior inflamacéo, dislipidemia, adiposidade e resisténcia a insulina em individuos
franceses e dinamarqueses, quando comparados a individuos com padrdo alimentar
mais saudavel, que apresentaram maior diversidade microbiana intestinal
(COTILLARD et al., 2013; KONG et al., 2014).

Ainda, o grupo de Venema (2010) demonstrou que camundongos criados
convencionalmente continham 40% mais gordura corporal que aqueles criados em
condicbes livres de contaminacdo (germ-free). Apds colonizarem esses com
microbiota derivada do ceco de camundongos normais, os pesquisadores observaram
aumento de 60% da gordura corporal em machos e 85% em fémeas, mesmo nao
havendo diferencas na ingestao energética ou reducdo do gasto energético. Tanto as
pesquisas com humanos com sobrepeso (KONG et al.,, 2014) quanto com
camundongos alimentados com dieta rica em gordura (EVERARD et al.,, 2013)
demonstraram reducéo intestinal da espécie Akkermansia muciniphila, uma bactéria
gram-negativa que degrada o muco intestinal por utilizar a mucina como Uunica fonte
de energia. A elevacdo dos niveis intestinais dessa bactéria esta associada a reducdo
da endotoxemia, da gordura corporal, a melhora da sensibilidade insulinica e a
protecdo da integridade da barreira intestinal (EVERARD et al., 2013). Por essa razéao,
diversos estudos tém sido realizados a fim de obter fontes alimentares que elevem os
niveis intestinais dessa espécie bacteriana (EVERARD et al., 2013; JAKOBSDOTTIR
et al., 2013; CAESAR et al., 2015).

Disturbios enddcrinos também podem contribuir para o desenvolvimento do
sobrepeso e obesidade, como o hipotireoidismo, deficiéncia do horménio do
crescimento, hipogonadismo em homens, ovariectomia, sindrome de Cushing,
sindrome dos ovarios policisticos (GURNANI; BIRKEN; HAMILTON, 2015; RIBEIRO,
2015), além de periodos reduzidos de sono (TAHERI et al., 2004) e deficiéncia de
vitamina D (DING et al., 2012).

2.1.3 Tecido adiposo e adipocinas
O tecido adiposo é considerado o mais flexivel dos tecidos presentes no

organismo, por possuir capacidade de remodelacdo de tamanho e volume.

Anatomicamente, ele pode ser classificado em tecido adiposo visceral, localizado
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proximo ou no interior das visceras abdominais (epididimal, mesentérico,
retroperitoneal, omental e perirrenal) e tecido adiposo subcutaneo, que pode ser
encontrado nos depdsitos abaixo da pele (gluteo-femoral e inguinal) (KOTANI et al.,
1994; VALE; LISBOA, 2013).

A obesidade visceral representa entre 10 e 20% da gordura corporal total de
homens, e entre 5 e 10% da gordura total em mulheres (KAMINSKI; RANDAL, 2010).
E mais comum nos homens e esta relacionada ao risco aumentado de desenvolver
resisténcia a insulina e sindrome metabdlica, que precedem o desenvolvimento de
diabetes mellitus tipo Il, além de aumentar o risco de surgimento de doencas
cardiovasculares (GIRARD; LAFONTAN, 2008).

Ja a obesidade subcutanea representa aproximadamente 80% da massa de
gordura total em individuos saudaveis. Esse tipo de obesidade € mais frequente em
mulheres e pode levar ao desenvolvimento de complicacdes vasculares e ortopédicas,
como varizes e celulites. Després e col. (2008) demonstraram que as disfun¢bes
metabdlicas associadas a obesidade estéo correlacionadas com o aumento do tecido
adiposo visceral, e ndo com o aumento do tecido adiposo subcutaneo. Assim, embora
o tecido adiposo subcutaneo seja mais representativo em quantidade, o visceral é
metabolicamente mais ativo, e 0 seu acumulo é preditivo de mortalidade associada a
obesidade.

A composicdo do tecido adiposo consiste de diversas populagcdes celulares,
como linfocitos, fibroblastos, macréfagos, células endoteliais, estromais e pré-
adipdcitos, que juntamente com os adipécitos sdo uma fonte de citocinas e adipocinas
(LEE et al., 2010). De acordo com sua composicao e fungdes fisiologicas, o tecido
adiposo divide-se em: tecido adiposo marrom (SANTHANAM et al., 2015), bege (WU
et al., 2012) e branco (MATSUZAWA, 2006)

Os adipdcitos do tecido adiposo marrom contribuem para o gasto de energia,
via termogénese, para manter a temperatura corporal (SACKS; SYMONDS, 2013). O
tecido adiposo marrom € abundante em recém-nascidos e esta localizado nas regides
inter-escapular e supraclavicular, bem como em torno dos rins, coragdo, aorta,
pancreas e traqueia. Esses depositos adiposos diminuem com a idade, mas ainda
podem ser encontrados em adultos (SANTHANAM et al., 2015). Ainda, o tecido
adiposo marrom foi negativamente correlacionado com o IMC, embora seu papel

preciso na etiologia da obesidade permanec¢a obscuro (PRODHOMME et al., 2016)
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O tecido adiposo bege, mais recentemente descoberto, ocorre dentro de
depodsitos de tecido adiposo branco e apresenta fendtipo semelhante ao dos
adipécitos marrons classicos, com gotas lipidicas multiloculares e alto conteudo
mitocondrial (COUSIN et al., 1992; WU et al., 2012), porém possui baixos niveis de
UCP-1 (proteina desacopladora 1), que desempenha um papel chave na queima de
energia e geracdo de calor. Esses niveis sdo semelhantes aos da gordura branca.
Entretanto, as células bege também possuem a capacidade de incrementar sua
expressdo de UCP-1, em resposta a exposicdo crénica ao frio, a administracdo de
agonistas p3-adrenérgicos ou tiazolidinedionas, um grupo de agonistas PPARy
(receptor ativado por proliferador de peroxissomo gama), desencadeando a queima
de energia equivalente aquela da gordura marrom classica, a dos bebés. Por isso, as
células bege sao referidas como adipdcitos marrons induziveis (PETROVIC et al.,
2010).

Durante muito tempo, o tecido adiposo branco foi considerado apenas um
orgao de armazenamento do excesso de caloria consumida na dieta, sob a forma de
triglicerideos, que por sua vez podem ocupar 85 a 90% do citoplasma do adipdcito,
consequentemente deslocando o nucleo da célula para a periferia (VALE; LISBOA,
2013). Entretanto, sabe-se que o tecido adiposo branco também é um 6rgdo imune
enddcrino, com capacidade de comunicar-se com outras estruturas, como o sistema
nervoso central e o trato gastrointestinal, enviando e respondendo a sinais que
modulam o apetite, a sensibilidade a insulina, o sistema enddcrino e reprodutivo, o
metabolismo ésseo, a inflamacédo e a imunidade, além de desempenhar funcdes
autocrinas, paracrinas e enddcrinas, principalmente na resposta inflamatéria
(O'ROURKE et al., 2011).

Ao longo do desenvolvimento de um individuo, o tecido adiposo branco passa
por alteracdes em sua celularidade, tanto em quantidade quanto em tamanho dos
adipocitos. Durante a infancia e adolescéncia, a obesidade caracteriza-se por
hiperplasia e hipertrofia do tecido adiposo branco (SPALDING et al., 2008). J& na fase
adulta, em caso de obesidade, ocorre o predominio da hipertrofia nos adipécitos e,
independente das alterac6es no peso corporal do individuo, o nimero de adipdcitos
parece permanecer constante, visto que apenas cerca de 10% das células adiposas
sdo renovadas a cada ano em individuos adultos (HYVONEM; SPALDING, 2014).

Assim, o tecido adiposo é submetido a um processo de remodelagem continua,

gue normalmente mantém a saude do tecido, mas pode sair do controle e levar a
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morte dos adipOcitos em associacdo ao recrutamento e ativacdo dos macréfagos, e
consequentemente ao surgimento de resisténcia a insulina, dentre outras
comorbidades associadas (LEE et al., 2010).

A morte dos adipécitos de individuos obesos aumenta devido a hipdxia causada
pela hipertrofia dessas células. Sendo assim, macrofagos séo recrutados para o tecido
adiposo a fim de eliminar os detritos celulares restantes e se acumulam
preferencialmente nessas regifes de hipoxia, sendo negativamente correlacionados
com a pO:2 no tecido adiposo em humanos (HARFORD et al., 2011). Ainda, tanto os
macréfagos recrutados ao tecido adiposo quanto os adipécitos hipertrofiados
comecam a secretar agentes pro-inflamatorios que culminam em uma inflamacao
sistémica de baixa intensidade (KENNEDY et al., 2009).

Dessa forma, a hipertrofia dos adipdcitos, ao mesmo tempo em que fornece
valiosa protecdo contra os efeitos lipotoxicos sistémicos nocivos pelo excesso de
exposicao de lipideos, também resulta em secrecéo alterada de citocinas, que com o
passar do tempo, afetam negativamente a remodelagem do tecido adiposo (LEE et
al., 2010).

As citocinas, quando secretadas pelo tecido adiposo, sdo conhecidas como
adipocinas e sao diversificadas quanto a sua estrutura proteica (ZHANG et al., 1994),
além de estarem envolvidas em processos fisiolégicos como a angiogénese, a
regulacdo da pressdo sanguinea e o metabolismo de lipideos (TRAYHURN; WOOD,
2005). Entretanto, essa nomenclatura ndo é consensual, havendo autores que apenas
reconhecem como adipocinas a leptina, a adiponectina e, eventualmente, a resistina,
a adipsina e a visfatina, por serem produzidas principalmente pelos adipdcitos
(FANTUZZI, 2005).

Quando os receptores dos adipécitos sdo estimulados, ativam os sinais de
transducéo da cascata inflamatoria que induzem a expressao e secrec¢ao de proteinas
de fase aguda, como a haptoglobina, e mediadores da inflamacgéo, como TNFa. (fator
de necrose tumoral alfa), PAI-1 (inibidor do ativador de plasminogénio 1),
interleucinas IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 e IL-15, fatores B e C3 do complemento,
prostaglandina E2, apelina, visfatina, vaspina, irisina, MCP-1 (proteina quimiotatica de
monacitos), INOS (6xido nitrico sintase induzivel) e moduladores inflamatérios como
a leptina, a adiponectina e a resistina (RAMALHO; GUIMARAES, 2008; MISIURA,;
KRAVCHUN, 2017).
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A adiponectina, ao contrario da maioria das adipocinas, é altamente expressa
no tecido adiposo subcuténeo, esta diminuida no plasma de individuos obesos e sua
expressdo € inversa a adiposidade (YE; MCGUINNESS, 2013). Os efeitos
metabdlicos da adiponectina sdo: melhora na sensibilidade a insulina, inibicdo na
entrada de &cidos graxos nao esterificados, oxidacao de acidos graxos e reducédo na
secrecdo de glicose no figado, além do aumento na captacdo de glicose e
adipogénese do tecido adiposo (COELHO et al., 2013). Portanto, os efeitos anti-
inflamatorios e antiaterogénico da adiponectina devem-se a inibicdo do crescimento
de precursores de macréfagos e da diferenciacdo em células espumosas, a inibicdo
da adesdo de mondcitos e a inibicdo na remodelagem e proliferacdo de células
musculares da parede vascular. Ademais, estudos in vitro mostraram que a
adiponectina pode reduzir a resposta inflamatéria em células endoteliais por meio da
inibicdo do TNF-a induzida pelo NF«kB (fator de transcricdo nuclear kappa B). Dessa
forma, esses estudos sugerem que a adiponectina € o Unico hormonio derivado do
adipdcito que possui propriedades antidiabéticas, anti-inflamatorias e antiaterogénicas
(BRAY et al., 2009; LEAL; MAFRA, 2013).

A leptina € um horménio peptideo que, assim como a adiponectina, é
principalmente expressa no tecido adiposo subcutaneo (LEAL; MAFRA, 2013).
Entretanto, sua producédo aumenta com a expansao do tecido adiposo e é proporcional
a quantidade de gordura corporal, sendo mais elevada em mulheres (PUJANEK et al.,
2013). O principal efeito biologico da leptina é o controle da ingestdo alimentar e o
aumento do gasto energético por ativacdo de receptores altamente expressos no
hipotalamo (JUNG; KIM, 2013). Ainda, a leptina induz a expressao de citocinas pro-
inflamatdrias em macréfagos e células T, e ativa vias de inflamacéo usadas por
receptores de citocinas pro-inflamatorias, sugerindo que a leptina possa mediar
respostas inflamatodrias (OUCHI et al., 2011; YE; MCGUINNESS, 2013).

A resistina também é uma adipocina, produzida proporcionalmente a massa
adiposa e correlacionada com a resisténcia a insulina (VALE; LISBOA, 2013). Estudos
em camundongos mostraram que a neutralizagcdo no gene da resistina (resistina-
knockout) resultou na reducéo da glicose sanguinea, melhora na tolerancia a glicose
e sensibilidade a insulina, enquanto sua administracdo produz resisténcia a insulina
tanto em condigbes normoglicémicas quanto hiperglicémicas (JACKSON; OSEl,
AHIMA, 2005).
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O TNF-a é produzido por diversos tipos de células do sistema imune como
mondcitos, linfocitos T e B, células polimorfonucleares, células tumorais, fibroblastos,
mastécitos, células Natural Killer, células musculares lisas e principalmente
macrofagos (TRACEY et al., 2008). Hotamisligil, Shargill e Spiegelman (1993)
demonstraram que a expressdo de RNAm (&cido ribonucleico mensageiro) de TNF-a
estava aumentada na obesidade e desde entdo essa citocina tem sido associada a
resisténcia a insulina. Anteriormente, acreditava-se que o adipdcito fosse a principal
fonte de TNF-a na obesidade, entretanto tem sido reconhecido que os macréfagos,
principalmente do tipo M1, da fracdo vascular estromal séo a principal fonte de TNF-
a derivado do tecido adiposo de obesos (COELHO et al., 2013). Ademais, estudos
tém demonstrado que a expressao aumentada de RNAm de TNF-a no tecido adiposo
€ altamente induzida por obesidade, e € maior no tecido adiposo visceral em relacéo
ao subcutaneo (MAURY; BRICHARD, 2010). Quanto as doencas associadas, a
relacdo entre os niveis de TNF-a e Sindrome Metabdlica (SM) esta relacionada com
a capacidade dessa citocina em mediar a resisténcia a insulina (BALISTRERI et al.,
2010). Outro mecanismo descrito € a inibicdo da Lipase Lipoproteica (LLP) e aumento
na mobilizacdo de &cidos graxos livres do tecido adiposo para a corrente sanguinea,
que acarreta resisténcia a insulina em tecidos periféricos como figado e musculos
(HERMSDORFF et al., 2008). Ainda, o TNF-a também é pro-inflamatério. Com acdes
pardcrina e autdcrina, influencia a sintese de adipocinas pré-inflamatoérias por meio da
ativacdo de NF-kB, aumentando a expressao de MCP-1, IL-6 e do préprio TNF-a, e
reduzindo a expressao de adiponectina (BRAY et al., 2009; LEE, 2013).

A MCP-1, também conhecida como CCL2, é produzida principalmente por
macrofagos e células endotelial e responsavel pelo recrutamento de células do
sistema imune para os locais de inflamacdo. Sua expressao é aumentada em lesdes
ateroscleroticas (KANDA et al., 2006), bem como em individuos obesos, em relacéo
aos eutroficos, principalmente naqueles que possuem resisténcia a insulina (TAN et
al., 2012). Ainda, a MCP-1 possui agdo paracrina e autocrina nos adipocitos e € mais
expressa no tecido adiposo visceral do que no subcutaneo (MAURY; BRICHARD,
2010). Kanda e col. (2006) demonstraram que 0 aumento na expressao de MCP-1
induziu elevacéo na infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo, resisténcia insulinica
e aumento do conteudo hepético de triglicerideos em camundongos. Ademais, 0s
autores mostraram que a delecao do gene para MCP-1 reduziu a extensdo do acumulo

de macroéfagos no tecido adiposo, a resisténcia a insulina e a esteatose hepatica
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associada a obesidade. Dessa forma, a MCP-1 desempenha papel relevante no
desenvolvimento de resisténcia a insulina por meio da indugdo da resposta
inflamatoria desencadeada no tecido adiposo, bem como na patogénese da sindrome
metabdlica (BOURLIER; BOULOUMIE, 2009).

A IL-10, assim como a adiponectina, € uma citocina anti-inflamatodria, que atua
suprimindo a transducdo de sinal das citocinas proé-inflamatérias. Entretanto, sua
expressao esta diretamente relacionada a adiposidade, atingindo altos niveis em
individuos obesos, ao contrario da adiponectina (BALISTRERI, 2010). A interleucina
10 é produzida principalmente por macrofagos ativados do tipo M2 e linfocitos Th2
(ITOH et al., 2011; YE; MCGUINNESS, 2013). Também é expressa por adipdcitos,
criando um ambiente anti-inflamatoério no tecido adiposo, em condices fisioldgicas.
Ainda, essa citocina inibe a producdo de TNF-q, IL-6, IL-1p e aumenta os niveis de
citocinas anti-inflamatérias, como a IL1Ra (BALISTRERI et al.,, 2010). Estudo
realizado com mulheres com ou sem obesidade mostrou que niveis circulantes de IL-
10 estavam aumentados nas mulheres obesas e que baixos niveis da citocina
estavam relacionados a sindrome metabdlica tanto de mulheres com, quanto sem
obesidade. Ainda, os autores observaram que o tratamento com IL-10 melhorou a
inflamacé&o nos tecidos adiposo e hepatico, além de melhorar os metabolismos lipidico
e glicidico no figado de camundongos obesos (GOTOH et al., 2012). Hong e col.
(2009) demonstraram que camundongos com dieta indutora de obesidade que
hiperexpressam IL-10 possuem maior sensibilidade muscular a insulina devido a
atenuacado na resposta inflamatéria e melhora na sinalizacdo de insulina muscular.
Corroborando esse estudo, Feuerer e col. (2009) observaram que a administracdo de
IL-10 em cultura de adipécitos inibiu a expressao de todos os genes pré-inflamatoérios
induzidos por TNF-a, inclusive o préprio TNF-a. Demonstraram também que a
regulacdo negativa do IRS-1 (substrato 1 do receptor de insulina) e do GLUT-4
(transportador de glicose tipo 4) estimuladas pelo TNF-a foram revertidas pela
administracao de IL-10, restaurando a sinalizagcao adequada da insulina e indicando
papel importante dessa citocina na reversao da resisténcia insulinica.

Em contrapartida, a IL-6 é uma citocina pro-inflamatdria, envolvida na
inflamac&o, lesdo tecidual e defesa do hospedeiro (BRAY et al., 2009). E expressa
por fagdcitos mononucleares, células T e B, fibroblastos, células endoteliais,
queratindcitos, hepatécitos e células da medula éssea (JUCKER et al., 1991). Niveis

aumentados de IL-6 estdo positivamente correlacionados com obesidade, intolerancia



36

a glicose e resisténcia a insulina, por isso sédo preditivos para o desenvolvimento de
diabetes mellitus tipo II, sindrome metabdlica e doencas cardiovasculares, sendo um
terco da IL-6 circulante sintetizada pelo tecido adiposo. Ainda, a producéo de IL-6 pelo
tecido adiposo visceral é trés vezes maior que pelo subcutaneo (MAURY; BRICHARD,
2010). Ademais, a produgcdo aumentada de IL-6 é favorecida tanto pela hipertrofia dos
adipdcitos quanto por estimulos inflamatérios, como o TNF-a. Em contrapartida, a
expressao pelo tecido adiposo e os niveis circulantes de IL-6 diminuem com a perda
de peso (OUCHI et al., 2011).

A expresséo e secrec¢ao desregulada dessas adipocinas na obesidade contribui
para a infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo e consequentemente para o
surgimento de um estado de inflamacédo cronica de baixa intensidade, também
denominada inflamagé&o subclinica (SCHENK; SABERI; OLEFSKY, 2008).

2.2 Inflamacgao Subclinica

No inicio da década de 1990 a obesidade foi reconhecida como um fator
condicionante ao surgimento de uma inflamacéo cronica de baixa intensidade, quando
se constatou o aumento na expressdo do gene que codifica para a citocina pro-
inflamatéria TNF-a no tecido adiposo, bem como a reducéo da sensibilidade a insulina
em roedores alimentados com dieta indutora de obesidade (HOTAMISLIGIL;
SHARGILL; SPIELGEMAN, 1993). Estudos posteriores verificaram que, em individuos
obesos, o tecido adiposo aumenta a capacidade de sintese de moléculas com acéo
pré-inflamatéria, como as citocinas e adipocinas ja citadas nesse trabalho, além da
proteina C reativa, do fator de transformagdo do crescimento beta (TGF-B), da
molécula de adeséo intracelular (ICAM), do angiotensinogénio e do PAI-1 (BULLO et
al., 2007; SHAH; MEHTA; REILLY, 2008).

A inflamacéo subclinica observada na obesidade € caracterizada por duas
evidéncias cientificas: elevacdo de marcadores e citocinas pro-inflamatorias e, pela
presenca de macréfagos infiltrados no tecido adiposo branco (BULLO et al., 2003;
CANCELLO; CLEMENT, 2006). Assim, os macrofagos residentes e os adipdcitos n&o
s6 contribuem para o estado de inflamacéo local no tecido adiposo, como estimulam
sinergicamente a atividade inflamatoria um do outro (WEISBERG et al., 2003).

Acredita-se que com o ganho de peso e hipertrofia dos adipdcitos ocorra uma

compressdo nos vasos sanguineos do tecido adiposo, impedindo que o suprimento
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adequado de oxigénio chegue ao tecido, causando a consequente hipdxia local e
morte dos adipdcitos e desencadeando a cascata da resposta inflamatéria, bem como
0 processo de angiogénese, para formacdo de novos vasos. Assim, a hipdxia per se
ja seria suficiente para estimular a quimiotaxia de macréfagos e induzir a expressao
de genes pré-inflamatérios (LOLMEDE et al., 2003; WOOD et al., 2009).

Entre os mecanismos moleculares envolvidos no desencadeamento da
resposta inflamatoéria de baixa intensidade induzida pela obesidade destaca-se a via
de sinalizacdo do NF-kB. A estimulacdo dessa via pode ocorrer pela interacao entre
um ligante e seu receptor de superficie celular, como o receptor para o TNF-o (TNF-
R) e o receptor do tipo Toll (TLR-4), que pode ser ativado tanto por lipopolissacarideos
(LPS), quanto por acidos graxos saturados (Figura 2) (CANCELLO; CLEMENT, 2006).
A ativacao de qualquer desses receptores leva a translocacéo do NF-xB para o nacleo
da célula e a transcricdo de diversos genes como TNF-a, IL-1, IL-6, G-CSF (fator
estimulador de col6nias de granulécitos), GM-CSF (fator estimulador de colénias de
granulécitos e mondcitos), M-CSF (fator estimulador de col6nias de mondcitos),
enzimas iINOS e COX-2 (ciclogenase 2), quimiocinas IL-8 e MCP-1; fatores de
transcricdo p50 e IRF-1 (fator regulador 1 de interferon), ICAM e PECAM (molécula
de adesao celular endotelial plaquetaria) (GUHA; MACKMAN, 2001).

Figura 2: Vias de sinalizac&o dos fatores de transcricdo NF-kB e AP-1. IKBa: inibidor do fator de
transcricdo NF-kB; IKK: quinase do inibidor do fator de transcricdo NF-kB; TNF-a: fator de necrose
tumoral-a; AGS: acidos graxos saturados; JNK: Jun N-terminal quinase; TNF-R: receptor do TNF-q;
TLR-4: receptor do tipo Toll-4. Fonte: Adaptado de BASTOS; ROGERO; AREAS, 2009.
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Ainda, a ativagdo da via de sinalizagdo do NF-kB pelo TNF-a envolve a
participacdo da familia das MAPK (proteinas quinases ativadas por mitdgenos). As
MAPK fosforilam serina e treonina e regulam processos celulares essenciais, como
crescimento, proliferacdo e diferenciacdo celular por meio da modulacdo da
transcricdo génica em resposta a alteracdes no ambiente intracelular (RAHMAN;
BISWAS; KIRKHAM, 2006).

Assim como o TNF-a, o LPS também atua por meio da via de sinalizagao do
NF-kB (CANCELLO; CLEMENT, 2006). O lipopolissacarideo é uma molécula
altamente toxica, presente na membrana celular de bactérias gram-negativas e
algumas gram-positivas. Alguns autores tém considerado o LPS como um
biomarcador de obesidade associado a microbiota intestinal (PUSSINEM et al., 2011),
visto que o nivel sérico de LPS aumenta ligeiramente em casos de obesidade e
esteatose (DELZENNE; CANNI, 2011), originando um quadro de endotoxemia
metabolica (CANI et al., 2007).

Sob condi¢des normais, a presenca de LPS no liumen intestinal ndo causa
efeitos negativos para a saude do individuo, mas alguns fatores podem favorecer a
transferéncia dessa endotoxina para o sistema circulatério (LAUGERETTE et al.,
2011).

Como o LPS possui uma fracao insoluvel (lipideo A) em sua estrutura molecular
(RAETZ; WHITFIELD, 2002), ele pode ser incorporado a micelas, absorvido e
agregado aos quilomicrons (GHOSHAL et al., 2009). Embora o transporte de LPS por
quilomicrons possa favorecer a depuracao hepética dessa endotoxina, reduzindo a
toxicidade do LPS (HARRIS et al., 1993), uma dieta com alto teor de gordura pode
ocasionar uma quilomicronemia prolongada, aumentando as chances de exposi¢ao
extra-hepatica do LPS (GHOSHAL et al., 2009). Assim, o acumulo de quilomicrons no
espaco intercelular pode aumentar a pressao local e causar afrouxamento dos
complexos juncionais entre os enterocitos, aumentando a permeabilidade da barreira
intestinal para moléculas de maior peso molecular, como o LPS, especialmente
através do espaco paracelular (SALIM; SODERHOLM, 2011).

Outrossim, os LPS promovem a ativacdo de macréfagos por meio da sua
ligacdo as proteinas ligantes CD14 (determinante de diferenciacdo), MD2 (proteina
diferenciadora mieloide) e LBP (proteina ligante de Lipopolissacarideo), que sao
auxiliares no reconhecimento do LPS pelo receptor TLR-4, presente na membrana
plasmatica (CRUZ-MACHADO, 2010). Posteriormente, ocorre a ativacdo de
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moléculas envolvidas na transducdo do sinal, como a MyD88 (proteina de
diferenciagao mieloide) e a IKK (quinase do inibidor do fator de transcricdo NF-kB)
(BULLO et al., 2007; SHAH; MEHTA; REILLY, 2008; DELZENNE; CANI, 2011). A
ativacdo da IKK promove a fosforilacdo do IKB-[3 (inibidor do fator de transcricdo NF-
KB) e a subsequente liberagao e translocagao do NF-kB do citosol para o nucleo, onde
o NF-kB promovera a ativagao dos genes que codificam para proteinas envolvidas na
resposta (BAUD; KARIN, 2009). Entretanto, estudos posteriores mostraram que o LPS
também pode ser reconhecido por mecanismos independentes do TLR-4, levando a
ativacao do inflamassoma (HAGAR et al., 2013; KAYAGAKI et al., 2013).

Em adipdcitos, diferentes mecanismos contribuem para a resisténcia a insulina
induzida por LPS. A ativacdo de TLR-4 por LPS em pré-adipdcitos aumenta a
expressao de citocinas como TNF-a e IL-6, prejudicando a sinalizacdo da insulina no
tecido adiposo (HOTAMISLIGIL et al., 1996), além de promover a expressédo de NF-
kB e ativacdo das MAPK com subsequente translocacdo da AP-1 (proteina ativadora
1) para o nucleo da célula e liberacdo de citocinas prejudiciais a sinalizacdo insulinica
(CHUNG et al., 2006).

2.2.1 Acidos graxos e a resposta inflamatéria

A expansdao do tecido adiposo é um dos modos pelos quais 0s acidos graxos
saturados causam alteracdo metabdlica nesse tecido. Estudos em humanos
mostraram que dietas ricas em acidos graxos saturados estdo mais intimamente
associados a inflamacdo do que dietas que contém reduzida quantidade desses
acidos graxos (CANCELLO; CLEMENT, 2006; SHAH; MEHTA; REILLY, 2008), visto
gue os acidos graxos saturados ativam tanto o TLR-2 quanto o TLR-4. Por outro lado,
acidos graxos poli-insaturados da série Gmega 3 apresentam acao anti-inflamatoria,
uma vez que inibem a expressdo génica e a sinalizagdo mediada por esses
receptores, reduzindo assim a atividade dos fatores de transcricdo NF-xB e AP-1
(WOLOWCZUK et al., 2008).

Nos adipdcitos, acidos graxos saturados induzem a fosforilagdo da JNK, ativam
a PKC (proteina quinase C), o NF-kB (prejudicando a via de sinalizacdo da insulina) e
a via de sinalizacdo da MAPK, o que induz a sintese de citocinas pro-inflamatorias,
como IL-6 e TNF-a (KENNEDY et al., 2009). Além disso, esses acidos induzem a
resisténcia a insulina por sua acdo antagbnica sobre o coativador do PPAR-y, uma

vez que a ativacdo dos PPAR-y esta relacionada ao controle do metabolismo da
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glicose e, nesse sentido, & melhora da sensibilidade & insulina (BULLO et al., 2007;
SHAH; MEHTA; REILLY, 2008). Dessa forma, 0 excesso de acidos graxos saturados
aumenta a inflamacéo e a apoptose por meio do estresse oxidativo, do estresse do
reticulo endoplasmatico, da sintese de espécies reativas de oxigénio e pela ativacao
da via de sinalizacdo da PKC (FREITAS; CESCHINI; RAMALHO, 2014).

O processo inflamatorio estimula a diferenciacao de adipdcitos, o que favorece
0 aumento da liberacdo de acidos graxos nao esterificados a partir dessas células
para a circulacdo sanguinea. O aumento do fluxo desses acidos graxos para o figado
promove resisténcia periférica a agao da insulina nesse tecido, devido ao aumento da
expressdo e atividade da enzima glicose-6-fosfatase, da gliconeogénese e da
glicogendlise. Ainda, acidos graxos nao esterificados inibem o IRS-1 e,
consequentemente, induzem a resisténcia periférica a insulina no masculo esquelético
e no figado (CANCELLO; CLEMENT, 2006; KENNEDY et al., 2009). Por isso, 0
aumento da ingestdo de acidos graxos saturados pela dieta favorece a ativacao da
resposta inflamatoria e, consequentemente, o aumento do risco para DCNT
(KENNEDY et al., 2009).

Assim, o conjunto de fatores compreendendo a hipertrofia dos adipécitos, a
hipoxia no tecido adiposo, a sintese de adipocinas, quimiocinas e citocinas e a
endotoxemia devido ao aumento da concentracdo sanguinea de LPS leva a uma

maior infiltragcdo de macrofagos no tecido adiposo (KENNEDY et al., 2009).

2.2.2 Macrofagos e Obesidade

Os macrofagos sédo fagécitos mononucleares que, devido a grande variedade
de processos fisioldégicos e patoldgicos nos quais atuam, desempenham um papel
essencial no organismo. Eles estdo distribuidos por todo o corpo, podendo ser
encontrados nos oOrgaos linfoides, figado, pulméo, trato gastrointestinal, sistema
nervoso central, cavidades serosas, 0ss0s, sindvia e pele. Ainda, sdo fundamentais
na resposta imune, secretando citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento,
apresentando antigenos, fagocitando patdgenos e detritos celulares, formando células
gigantes multinucleadas e produzindo espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(MOSSER; EDWARDS, 2008).

Os macrofagos sdo sensiveis a varios tipos de substancias, como

imunoglobulinas, lipoproteinas, fatores de crescimento, particulas virais, componentes
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bacterianos e fungicos, citocinas e IFN-y (interferon gama), onde apds o contato,
ocorre ativacdo dos macrofagos residentes por meio de sinalizacdo (ODEGAARD;
CHAWLA, 2011). Os macrofagos ativados passam entdo a produzir espécies reativas
de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), e aumentam sua capacidade de adesdo,
espraiamento, fagocitose e producao de citocinas pré-inflamatoérias (GHOSN et al.,
2010). Ainda, as atividades bactericida e fungicida dos macréfagos devem-se
principalmente a fagocitose e a geracdo de ERO e ERN, tais como 6xido nitrico (NO)
e perdxido de hidrogénio (H202) (GWINN; VALLYATHAN, 2006).

Ao estudarem o tecido adiposo de humanos e ratos obesos, Cinti e col. (2005)
demonstraram que cerca de 90% dos macréfagos estavam seletivamente localizados
em volta dos adipécitos necroticos, formando estruturas em forma de coroa.
Posteriormente, a presenca dessas estruturas em coroa foi associada a inflamacao
no tecido adiposo e a sindrome metabdlica (AOUADI et al., 2013). Esses achados
fundamentam a morte do adipécito como um importante modulador da resposta dos
macrofagos associada a obesidade (CINTI et al., 2005).

Sabe-se que as células gigantes multinucleadas persistem nos locais de morte
dos adipécitos para remover os lipideos que se encontram no intersticio. Pelo menos
inicialmente, essa remocéo lipidica aparenta ter um papel protetor. Entretanto, a
persisténcia dos macréfagos e a formacédo das células gigantes multinucleadas nos
locais onde existem adipécitos mortos e gotas lipidicas livres no citoplasma, sugere
que esses detritos celulares induzam a ativacéo crénica dos macréfagos no tecido
adiposo (CINTI et al., 2005).

Os macréfagos desempenham um importante papel na manutencdo da
inflamacgéo subclinica durante a obesidade (OLEFSKY; GLASS, 2010), inclusive com

a presenca de diferentes subtipos de macrofagos no tecido adiposo.
2.2.2.1 Macrofagos M1 x M2

Os macrofagos se diferenciam em tipos distintos de células, macrofagos M1 /
classicamente ativados e macrofagos M2 / alternativamente ativados, dependendo do
microambiente onde se localizam (MARTINEZ; HELMING; GORDON, 2009).

Lumeng, Bodzin e Saltiel (2007) demonstraram pela primeira vez a presenca
de macréfagos M1 e M2 no tecido adiposo. Os autores mostraram que além de

aumentar em numero, o fend6tipo dos macréfagos é alterado de um estado anti-
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inflamatério (M2) para um estado pro-inflamatorio (M1) durante a obesidade,
contribuindo assim para o desenvolvimento da inflamacéo subclinica (Figura 3).
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Figura 3: Alteragdes patoldgicas no tecido adiposo. PAI-1: Inibidor de ativador de plasminogénio 1.
RBP4: Proteina de ligagéo ao retinol 4. SFRP5: Proteina secretada relacionada ao receptor Frizzled 5.
TNF: Fator de necrose tumoral. IL: Interleucina. Fonte: Adaptado de Gonzalez-Muniesa et al., 2017.

Os macréfagos M1 sao induzidos por IFN-y ou em conjunto com estimulos
microbianos, como o LPS, ou citocinas (MANTOVANI et al., 2013). Uma vez ativados,
esses macrofagos sdo uma fonte importante de citocinas pro-inflamatérias, como
TNF-a, IL-6 € INOS, que podem bloguear a acéo da insulina em adipdcitos, causando
resisténcia sistémica a insulina. Assim, tanto o recrutamento quanto a polarizagédo de
macréfagos de perfil M1 s&o necessarios para o desenvolvimento da resisténcia a
insulina (WEISBERG et al., 2003).

No tecido adiposo, os macréfagos M1 atuam como células efetoras e indutoras
de respostas Thl polarizadas, além de mediar a resisténcia contra parasitas
intracelulares e tumores (MANTOVANI et al.,, 2013). Ademais, esse subtipo de
macrofago secreta MCP-1, uma citocina diretamente relacionada a infiltracéo
macrofagica no tecido adiposo, a resisténcia insulinica e a lesdo hepatica na

obesidade. Assim, os macrofagos M1 desempenham importante papel também no
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desenvolvimento da inflamagéo subclinica (KANDA et al., 2006; WEISBERG et al.,
2006)

Em contrapartida, os macrofagos M2 séo distribuidos em pelo menos 3
subtipos, onde os M2a (alternativamente ativados) sdo ativados por IL-4 e IL-13, 0s
M2b (tipo 1) sdo ativados pela exposicdo a agonistas de TLR e IL-1R e os M2c
(desativados), gerados por exposicao a glicocorticoides e IL-10 (FUGISAKA et al.,
2009) (Figura 4). Em geral, a funcdo dos macréfagos M2 é contribuir para a
remodelacdo do tecido (MANTOVANI et al.,, 2013), promocédo de angiogénese e
progressao de tumor (BISWAS; MANTOVANI, 2010).

Recentemente, Zhang e col. (2017) demonstraram que a injecao intravenosa
de macrofagos M2 em camundongos induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica
reduziu o peso do coxim adiposo inguinal dos animais e ocasionou o encolhimento
dos adipécitos dos coxins adiposos inguinal e epididimal. Ainda, observaram reducéo
na expressao de MCP-1 e aumento de UCP-1 no coxim epididimal, sugerindo que a
injecdo de macréfagos M2 pode melhorar a resisténcia a insulina e 0s niveis séricos

de triglicérides e LDL-c (lipoproteina de baixa densidade).
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Figura 4: Modelo de macrd6fagos M1/M2. Fonte: Adaptado de MANTOVANI, 2004.

As citocinas pro-inflamatorias como IL-6, TNF-a e IFN-y de macrofagos M1
suprarregulam genes como COX-2, iINOS e fosfolipase A2, que por sua vez estimulam
a sintese de mediadores da inflamacéo, tais como PAI-1, PGE2 (prostaglandina E2)
e NO, ativando a cascata inflamatéria (CHARLES et al., 2000). Dessa forma, o0s
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macréfagos M1 produzem NO em altas concentracdes (MANTOVANI, et al., 2004),
contribuindo com a manutencdo da resposta inflamatoria por ser um potente
vasodilatador, além de causar dano tecidual (NATHAN; HIBBS, 1991). Entretanto, os
macrofagos M2 ndo s6 produzem NO em baixas concentragdes, como secretam altos
niveis de arginase-1 (MILLS et al., 2000), sendo a arginina um substrato comum para
arginase e iINOS. Ainda, os macrofagos M2 geram ornitina via arginase-1,
promovendo a proliferacéo celular e a cicatrizacao tecidual por geracdo de poliaminas
e colageno (MORRIS, 2007; MILLS, 2012).

Assim, a inflamagdo subclinica observada em individuos obesos, e
particularmente a sintese de adipocinas inflamatérias € relevante para o
desenvolvimento de doencas associadas a um IMC elevado (TRAYHURN; WOOD,
2005).

Em suma, a leptina esta implicada na patogénese da hipertensao arterial e
aterosclerose; o PAI-1 na trombogénese; o TNF-a e a resistina na resisténcia a
insulina, bem como o IL-6, que também contribui para o estado crénico inflamatério e
0 consequente surgimento de doencas como artrite reumatoide (BELTOWSKI, 2006).
Ainda, a IL-6 induz hipertrigliceridemia ao estimular a lipdlise e a secrecao hepatica
de lipideos, além de estimular o eixo hipotalamo-hipofiso-adrenérgico, cuja ativacao
estéd associada a obesidade central e resisténcia a insulina (BERG; SCHERER, 2005).
Em lesdes ateromatosas iniciais, as células espumosas macrofagicas e as células do
musculo liso exprimem IL-6, sugerindo um papel dessa citocina nos estagios mais
precoces da aterogénese (BERG; SCHERER, 2005). Outrossim, a importancia dos
macrofagos é fundamental na aterosclerose, pois o IGF-1 (fator de crescimento
semelhante a insulina), um agente quimiotatico de mondcitos e macréfagos,
representa um dos mediadores mais importantes na transformacdo de uma leséo
estavel em instavel (MANTOVANI, 2007).

Portanto, os individuos obesos séo predispostos a desenvolver doengas
cardiovasculares, resisténcia a insulina, sindrome metabdlica e alguns tipos de cancer

e doencas inflamatérias de carater crénico (BOURLIER et al., 2008).

2.3 Plantas medicinais

Desde o surgimento da humanidade o poder curativo das plantas € explorado

em busca do alivio da dor e combate as doencas. O uso de plantas medicinais foi,



45

durante muito tempo, o principal recurso terapéutico utilizado para tratar a saude
(VEIGA JUNIOR et al., 2005) e desde as civilizacdes antigas, este conhecimento é
repassado de geracdo em geracéo (FEIJO et al., 2012).

Devido aos avancos técnico-cientificos na area da saude, surgiram novas
maneiras de curar e tratar as doencas. Desde entéo, o uso de plantas medicinais foi
sendo substituido pelos medicamentos alopéaticos (BADKE et al., 2011). Entretanto,
cerca de 80% da populacéo brasileira ainda utiliza plantas medicinais como forma de
complementar os cuidados com a saude (BRASIL, 2012).

Dentre os fins terapéuticos esperados com a utilizagdo de plantas medicinais
esta a perda de peso, seja ela motivada por razdes estéticas ou para prevencao de
doencas, visto que uma reducdo de 3 a 5% do peso corporal esta associado a
minimizacao de riscos cardiovasculares (OLIVEIRA; VENCIO, 2016). Assim, observa-
se um aumento no incentivo a pesquisa de plantas popularmente consideradas
antiobesogeénicas (SIMAO, 2013).

Nesse sentido, varias plantas com acéo sobre a obesidade e comorbidades
associadas ja tiveram suas propriedades comprovadas, entre elas o extrato de cha
verde (Camellia sinensis), que foi capaz de induzir a via lipolitica, atenuando a
obesidade e a inflamacéao subclinica em camundongos tratados com dieta hiperlipidica
(CUNHA et al.,, 2013). O efeito antiobesogénico do extrato de C. sinensis foi
posteriormente confirmado por Vieira-Almeida, Pigoso e Almeida (2015) em ratas
alimentadas com dieta hiperlipidica.

Estudo recente investigou as atividades antioxidante, antidiabética (por inibicao
das enzimas a-amilase e a-glicosidase) e inibidora da lipase pancreética in vitro dos
extratos das folhas, frutos e tronco de Ficus carica (figos), revelando que o extrato
etandlico dos frutos apresentou os melhores resultados para todas as atividades
citadas, provavelmente devido a maior quantidade de flavonoides e polifenois
encontrada, em comparagao com as outras partes da planta (MOPURI; ISLAM, 2017).

Lenquiste e col. (2015) demonstraram atividade antioxidante in vivo e in vitro
tanto da casca liofilizada, quanto do extrato aquoso da casca de jaboticaba (Myrciaria
jaboticaba) em ratos alimentados com dieta hiperlipidica, sugerindo que elas possam
ser utilizadas na forma de suplementacdo alimentar ou de cha para prevenir
obesidade e resisténcia a insulina.

O efeito sinérgico dos extratos acetato de etila de Commiphora mukul e
etandlico de Lagenaria siceraria (porongo), administrados por 30 dias a ratos
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induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica, mostrou redu¢do no peso corporal,
glicemia de jejum, niveis séricos de colesterol, triglicerideos, LDL, VLDL (lipoproteina
de muito baixa densidade), porém elevacdo nos niveis de HDL dos animais
(NADEEM, 2012).

Estudo recente revelou que o extrato etandlico das partes aéreas da Valeriana
dageletiana suprimiram a diferenciacdo de pré-adipécitos 3T3-L1, sem apresentar
citotoxicidade as células. Ainda, nos animais submetidos a dieta hiperlipidica e
suplementados com o mesmo extrato, foram observados efeitos antiobesogénico,
antiadipogénico e antilipogénico (WANG et al., 2017).

A graviola (Annona muritaca) é popularmente utilizada para perda de peso
(CERCATO et al., 2015) e pesquisa recente mostrou que o tratamento com extrato
aguoso das folhas de graviola, na concentracao de 100 mg/kg, promoveu reducéao no
peso corporal de animais previamente induzidos a obesidade por dieta hiperlipidica
(SASSO, 2017).

A combinacao dos acidos cafeico e ferulico, isolados do extrato etandlico das
partes aéreas de Baccharis uncinella, evitou o ganho de peso e o desenvolvimento de
esteatose hepética, além de melhorar a hiperglicemia, hipercolesterolemia e
hipertrigliceridemia de camundongos submetidos a dieta hiperlipidica (BOCCO et al.,
2016).

Um estudo in vitro sugeriu que o marmelinho (Tournefortia paniculata) pode ser
utilizado como adjuvante no tratamento da obesidade, uma vez que seu extrato
aguoso inibiu a atividade da a-amilase e da a-glicosidade. Ainda, a inibicdo da o-
glicosidade também foi observada para o extrato de aloe (Aloe vera) e de carqueja (B.
trimera) (SIMAO; CORREA; CHAGAS, 2012).

O tratamento com extrato rico em polifendis de Vaccinium macrocarpon Ailton
(cranberry) demonstrou efeito protetor da obesidade, da resisténcia a insulina e da
inflamacé&o intestinal em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. Ainda, os
animais tratados com o extrato apresentaram aumento da populagdo bacteriana de
Akkermansia spp (ANHE, et al., 2015).

Outrossim, pesquisas demonstraram efeito antiobesidade do extrato
metandlico de B. trimera em ratos submetidos a dieta hiperlipidica (SOUZA et al.,
2012).

2.3.1 Baccharis trimera (carqueja)
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O género Baccharis, pertencente a familia Asteraceae, compreende mais de
500 espécies, distribuidas no continente americano e predominantes no Brasil,
Argentina, Colémbia, Chile e México, sendo cerca de 120 descritas no Brasil (VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

A Baccharis trimera (Less) DC., conhecida popularmente como carqueja,
carqueja-amarga, carqueja-do-mato, carquejinha e tiririca-de-balaio, € uma das
principais espécies descritas, com grande utilizacdo na medicina tradicional
(BORELLA et al., 2006). Apresenta-se como subarbusto perene, de 50 a 80cm de
altura e possui caules alados com ramos verdes de expansdes trialadas e é nativa do
sul e sudeste do Brasil (LORENZI, 2000) (Figura 5).

Figura 5: Plantas de Baccharis trimera Less (DC). em estado vegetativo (A), reprodutivo (B) e
ramo com influorescéncia (C). Fonte: CARREIRA, 2007.

Ressalta-se que espécie B. trimera foi anteriormente denominada B.
genistelloides var. trimera Backer, sendo essa designacao transformada em sinonimia
(SOUZA et al., 1991).

O primeiro registro escrito do uso de Carqueja no Brasil data de 1931, sendo
utilizada na forma de infusdo das folhas e ramos para tratamento de esterilidade
feminina e impoténcia masculina, atribuindo-lhe ainda propriedades tonicas,
febrifugas e estomaquicas (CORREA, 1931). A partir dai o uso medicinal aumentou,
e diversos autores relataram que a B. trimera esta entre as plantas medicinais mais
utilizadas pela populacao, inclusive para perda de peso (NUNES et al., 2003; DICKEL;
RATES; RITTER, 2007; CONDE et al., 2015; CERCATO et al., 2015). Atualmente a
carqueja possui diversas finalidades terapéuticas descritas na literatura, como
detalhado a seguir.

Soicke e Leng-Peschlow (1987), fazendo uso do extrato aquoso da B. trimera

em animais, validaram suas propriedades hepatoprotetoras. Anos depois, Padua e
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col. (2014) confirmaram o efeito hepatoprotetor do extrato hidroetandlico das partes
aéreas da planta em les&o induzida pelo analgésico paracetamol.

A propriedade antiulcerogénica foi validada em estudo com ratas Wistar,
utilizando o extrato aquoso e o0 extrato aquoso da resina da B. trimera (DIAS, et. al.,
2009). Posteriormente, a atividade antissecretéria do extrato aquoso foi confirmada
por Biondo e col. (2011) e, recentemente, Livero e col. (2016) confirmaram o efeito
antiulcerogénico do extrato hidroetandlico das partes aéreas da carqueja em ratas
Wistar.

A atividade anti-inflamatoéria da B. trimera foi demonstrada por Gené, Marin e
Adzet (1992) e, na década seguinte, confirmada por Paul e col. (2009), Nogueira e
col. (2011) e Oliveira e col. (2012). Outrossim, as acdes analgésica e
antiedematogénica da fracdo butandlica de carqueja foram observadas por Gené e
col. (1996), sugerindo que os efeitos se devem a um complexo de saponinas, que tem
como componente majoritario o acido equinocistico.

Bara e Vanetti (1997) comprovaram que extratos alcodlicos de carqueja
possuem potencial antimicrobiano. Avancini e col. (2000) confirmaram essa atividade
in vitro a partir do decocto de B. trimera e, posteriormente, Betoni e col. (2006)
confirmaram esse efeito utilizando extrato seco da planta em cepas de
Staphylococcus aureus.

Paul e col. (2009) demonstraram efeito imunomodulador in vitro da planta sobre
a proliferacao de linfocitos de ratos.

O efeito antioxidante dos extratos de B. trimera foi observado por Rodrigues e
col. (2009), confirmado por Oliveira e col. (2012), Paiva e col. (2015), Nascimento e
col. (2017) e Rabelo e col. (2018), sugerindo que essa atividade se deve a presenca
de compostos fendlicos, como quercetina, rutina e derivados do acido cafeoiquinico,
bem como que a acdo de B. trimera esta possivelmente mais associada a efeitos de
neutralizac&o direta ou inibicdo de vias de producdo de espécies reativas, em vez da
modulacao da atividade de enzimas antioxidantes.

Januario e col. (2004) reportaram as propriedades anti-hemorragica e
antiproteolitica do diterpenoide neo-clerodano de B. trimera contra o veneno de
Bothrops sp.

O efeito anti-adipogénico em animais de extratos da B. trimera foi demonstrado
recentemente por Nascimento e col. (2017). Ainda, a atividade antidiabética de

extratos e fracdes da referida espécie foi sugerida por Oliveira e col. (2005).
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Ao longo dos anos, diversos autores avaliaram as atividades toxicolégicas da
planta in vivo e in vitro. Grance e col. (2008) relataram efeitos toxicos do extrato
hidroetandlico da planta em células renais e hepaticas de ratas prenhas. Entretanto,
observaram que os danos foram reversiveis apos a interrupcéo da administracédo. No
ano seguinte, Rodrigues e col. (2009) observaram aumento da frequéncia de
micronucleos na medula éssea de camundongos tratados, indicando atividade
mutagénica cromossdmica. Porém, ndo houve efeito genotdxico no sangue, nem no
figado dos animais. Ainda, foi possivel observar efeito antigenotéxico no sangue dos
animais. Assim, 0s autores apenas orientam precaucdo na preparacdo de
medicamentos a partir dessa planta. Mais tarde, Nogueira e col. (2011) observaram
auséncia de mutagenicidade em células tratadas in vitro com extrato aquoso da
cargueja, bem como de suas fracdes aquosa e etandlica. Entretanto, as células renais
dos animais apresentaram genotoxidade in vivo e efeitos toxicos in vitro. Em
contrapartida, Dias e col. (2009) ndo observaram efeito toxico agudo em animais
tratados com o extrato bruto da B. trimera e, recentemente, Silva e col. (2016)
demonstraram que animais tratados com a tintura da planta ndo apresentaram sinais
de toxicidade aguda ou subcrénica. Livero e col. (2016) também ndo observaram
efeito toxico agudo do extrato hidroetandlico de B. trimera em camundongos.

Estudos mostram que os compostos mais frequentemente encontrados na
espécie B. trimera sdo os flavonoides, terpenoides (VERDI; BRIGHENTE;
PIZZOLATTI, 2005) e acidos cafeoilquinicos (ABOY et al., 2012).

Em 1977, HERZ e col. identificaram diterpenoides do tipo ent-clerodano em
extrato de B. trimera. Posteriormente, Garcia e col. (2014) identificaram e compararam
dois diterpenoides clerodanos, um ent-clerodano e um neo-clerodano, a partir do
extrato aquoso da planta.

Dentre os compostos fendlicos identificados na B. trimera estdo a apigenina,
luteolina, nepetina, quercetina, hispidulina (SOICKE; LENG-PESCHLOW, 1987),
cirsimaritina (CORREA, 1984), genkwanina (FRANCO, 1995), isoquercetina
(SIMOES-PIRES et al., 2005b).

Entre os derivados do acido cafeico identificados na espécie B. trimera citam-
se 0 acido 3-O-cafeoilquinico (acido clorogénico), acido 5-O-cafeoilquinico, acido 4-
O-cafeoil-1-metilguinico, acido 4,5-O-dicafeoilquinico, acido 3,4-O-dicafeoilquinico, o
acido 3,5-O-dicafeoilquinico (ABOY et al., 2012). Ainda, h& na literatura alguns
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trabalhos cientificos que demonstraram o perfil fitoquimico dos 6leos essenciais da B.
trimera (SIMOES-PIRES et al., 2005a; SILVA et al., 2007; PAROUL et al., 2016).
Quanto ao teor dos compostos presentes na carqueja, Borella e col. (2001)
demonstraram que, devido a variacdo sazonal, as plantas colhidas no verao
apresentaram-se ricas em flavonoides. Entretanto, Silva e col. (2006) ndo observaram
mudancas no teor desses metabdlitos em plantas cultivadas e colhidas em estac6es
secas ou Umidas. Ainda, um estudo sazonal qualitativo mostrou que saponinas se
mantiveram presentes em coletas de B. trimera realizadas na primavera, verao e
inverno (CHICOUREL et al., 2006). ABOY e col. (2012) mostraram que as maiores
quantidades de &cido cafeoilquinico das partes areas da carqueja foram detectadas

durante o periodo vegetativo.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar o efeito da Baccharis trimera sobre as comorbidades e funcbes

celulares de macréfagos de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica (DH).

3.2 ESPECIFICOS

a) Caracterizar o perfil fitoquimico da amostra de infusdo de Baccharis trimera
(IBT).

b) Avaliar as comorbidades, por meio:

e daingestdo alimentar e caldrica dos animais;

e das alteracbes na composicao corporal (ganho de peso, indice de
adiposidade, peso dos 6rgaos e dos coxins adiposos);

e das alteragcbes no perfil glicémico (teste de sensibilidade a
insulina, glicemia de jejum e teste de tolerancia oral a glicose);

e dos parametros bioquimicos;

e da analise histopatoléogica dos orgdos e tecido adiposo
epididimal,

e da quantificacdo do numero de leucdcitos totais na cavidade

peritoneal.

c) Avaliar as funcgdes celulares de macréfagos peritoneais, por meio:
e da viabilidade celular;
e da producéo e liberagéo de Oxido nitrico;
e da producéo e liberagédo de peréxido de hidrogénio;
e do espraiamento celular;
e da adeséo celular;

e da atividade fagocitéaria.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Obtencao do material vegetal

A amostra de Baccharis trimera foi obtida da empresa Flor do Campo® (lote:
C0719062, fabricacdo: 04/2016, validade: 04/2018) e as partes aéreas foram

utilizadas para a preparacéao da infuséo de B. trimera.
4.2 Preparacéo da infusédo de Baccharis trimera (IBT)

Apo6s remocao das sujidades, o material vegetal foi triturado em moinho de
facas até a obtencdo de um pé fino. Em seguida, a amostra foi preparada por infuséo,
conforme indicado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), RDC
10/2010, na dose de 7,5 g/dia (considerando-se um individuo de 70kg), que equivalem
a 100 mg/kg/dia. Para tanto, adicionou-se 1800mL de agua mili-Q fervente a 30g do
po, permanecendo por 10 minutos em repouso. Posteriormente o material foi filtrado
em papel filtro qualitativo, liofilizado até obtencéo de um p6 seco e armazenado a 2-
8°C até o momento do uso. O rendimento foi calculado em 14,1%, assim
aproximadamente 15 mg do po liofilizado da IBT equivalem a 100 mg da amostra

comercial.

4.3 Andlise da IBT por CLAE-DAD-EM/EM

Foi realizada uma cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector
por arranjo de diodo e espectrofotdmetro de massas (CLAE-DAD-EM/EM), a fim de
verificar a presenca dos principais compostos presentes na amostra comercial de B.
trimera adquirida.

Para tanto, 2 pL (de uma solucdo de 1 mg/mL preparada com etanol e agua 7:3
v/v) da IBT foram injetados em UFLC LC-20AD (Shimadzu) acoplado a um detector
de arranjos de diodos (DAD) e um espectrofotdmetro de massas micro TOF-Q Il
(BrukerDaltonics) equipado por uma fonte de ionizag&o por electrospray e analisador
gTOF. A coluna C-18 (kinetex, 2,6um, 150 x 2,2 mm) protegida por uma pré-coluna
empacotada com o mesmo material. A fase mével foi constituida por agua (solvente
A) e acetonitrila (solvente B), ambos com 1% de &cido acético (v/v) e um perfil de
eluicdo gradiente de: 0-2 min 3% de B; 2-25 min 3-25% de B; 25-40 min 25-80% de

B, seguido de lavagem e recondicionamento da coluna (8 min). O fluxo foi 0,3 mL/min



53

e a coluna mantida a 50 °C. A analise foi monitorada no comprimento de onda de 240-
800 nm e o espectrofotometro de massas operando em modo negativo e positivo de
ionizagao (m/z 120-1200).

A identificacdo dos compostos foi realizada através de andlise do espectro
ultravioleta (UV), massa exata e padrOes de fragmentacdo ESI (ionizacdo por
eletrospray) comparados aqueles anteriormente publicados na literatura. Compostos
foram comparados com o padrdo descrito na literatura para o género ou espécie
Baccharis trimera ou identificados por comparacdo com o padrdo auténtico (acido
quinico (77-95-2), &cido cafeoilquinico (1241-87-8), rutina (153-18-4), &cido 3,4-
dicafeoilquinico (57378-72-0), acido 3,5-dicafeoilquinico (89919-62-0), &cido 4,5-
dicafeoilquinico (89886-31-7) (Sigma Aldrich®).

4.4 Composicao das dietas normo (DN) e hiperlipidica (DH)

Durante o periodo experimental os animais foram alimentados ad libitum com
agua e dieta para camundongos adultos, padronizadas pelo American Institute of
Nutrition (AIN-93M) (Tabela 2) (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993).

Neste estudo, a racao hiperlipidica utilizada foi baseada na AIN-93M, com
reducdo de amido e acréscimo de banha, com o objetivo de aumentar o teor cal6rico
da dieta e induzir o ganho de peso e alteracdes metabdlicas nos animais. As dietas
foram adquiridas da empresa PragSolu¢des Biociéncias (SP, Brasil), e mantidas em
geladeira até o uso (LENQUISTE et al., 2015).
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Tabela 2: Composicéo das dietas experimentais utilizadas (g/kg racao)

(Rfrtr?]cﬁlil;)li-g%\g) Dieta Hiperlipidica
Ingredientes (g/kg)
Amido 620,7 308,7
Caseina 140 140
Sacarose 100 100
Oleo de Soja 40 40
Celulose 50 50
Mix Mineral AIN 93 35 35
Mix Vitaminico AIN 93 10 10
L-Cistina 1,8 1,8
Bitartarato de Colina 2,5 2,5
BHT 0,008 0,008
Banha - 312,0
Energia (kcal/kg) 3.802,8 5.119,8
Carboidratos (%) 75,81 31,93
Proteinas (%) 14,73 10,94
Lipideos (%) 9,47 57,13
Calorias/g dieta 3,80 5,12
4.5 Animais

Foram utilizados 60 camundongos Swiss, machos, com 5 semanas de idade,
provenientes do Biotério Central da UFMS. Os animais foram mantidos em gaiolas de
polipropileno no Biotério de Experimentacdo do Setor de Biofisiofarmacologia a
22+2°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas, recebendo dieta padrdo (Nuvital®)
durante aclimatacdo e estabilizacdo do peso corporal (uma semana) e agua a
vontade. ApOs o periodo de inducdo da obesidade e tratamento com a IBT, os
camundongos foram anestesiados com Halotano e submetidos a eutanasia por
deslocamento da cervical.

Para os experimentos in vitro foram utilizados 10 camundongos Swiss, com 0
perfil acima descrito e provenientes do mesmo local e mantidos nas mesmas
condi¢bes dos demais. Para os ensaios, os animais foram alimentados com dieta
padrdo (Nuvital®) e receberam agua a vontade. Os experimentos foram conduzidos

de acordo com o CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
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Animal) e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFMS
(Protocolo n°® 770/2016) (ANEXO).

4.6 Delineamento experimental

4.6.1 Inducéo da obesidade e tratamento

Apbs o periodo de aclimatacao e estabiliza¢do do peso corporal (uma semana),
os animais foram alimentados com dieta AIN-93M normolipidica (DN) ou dieta AIN-
93M enriquecida com banha animal (DH) (LENQUISTE et al., 2015). Para tanto, o
estudo foi conduzido por um periodo de oito semanas de indu¢do da obesidade e
concomitante tratamento com a infusdo de Baccharis trimera (IBT), como
demonstrado na Figura 6. Os animais foram aleatoriamente distribuidos em quatro
grupos experimentais, descritos a seguir:

a) DN + &gua (10 mL/kg/dia, via oral (v.0.), gavagem);
b) DN + IBT (15 mg/kg/dia, v.0., gavagem);

c) DH + agua (10 mL/kg/dia, v.0., gavagem);

d) DH + IBT (15 mg/kg/dia, v.0., gavagem).

Glicemia de jejum, tolerancia oral a

glicose, coleta de sangue, eutanasia

e coleta de células

1

Quatro dias i

antes da :

e Indugao da obesidade e tratamento e-lrlt S :
estabilizagio este de :
do peso com BT sensibilidade [

a insulina :

1 I |

[ I |
r T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 S 6 7 8 9

Tempo (semanas)

Figura 6: Esquema representativo do delineamento experimental.
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4.7 Avaliacdo do consumo de racao e calorias, do ganho ponderal, peso dos

orgaos e coxins adiposos e célculo do indice de adiposidade.

O controle da ingestéo de dieta foi realizado trés vezes por semana. O consumo

alimentar (CA) de cada animal foi obtido de acordo com a equagéao 1.

CA (g/dia) = DO+DR (1)

Onde, DO representa a dieta oferecida aos animais e DR a dieta restante, em
gramas e n, o numero de dias.

Da mesma forma, para avaliacdo do ganho ponderal, os animais foram pesados
trés vezes por semana, nos mesmos dias e horéarios, durante todo o periodo de
experimentacdo, e a média do ganho de peso ao longo do periodo foi calculada.

A ingestao energética, expressa em kcal/dia, foi calculada multiplicando-se a
guantidade de dieta ingerida pela densidade energética de cada dieta. A densidade
energética foi calculada multiplicando-se as quantidades de proteinas e carboidratos
por 4, e de lipideos por 9 (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993).

ApOs a eutanasia, o coracgao, figado, rim, pancreas e duodeno foram pesados,
além dos seguintes coxins adiposos: epididimal, mesentérico, omental, perirrenal e
retroperitoneal, em balanca analitica (AUW220D Shimadzu®), utilizando-se duas
casas decimais.

O indice de adiposidade (lA) foi calculado obedecendo a equacéo 2.

XTA
IA (%) = BF x 100 (2)

Onde, TA representa o peso total dos sitios de tecido adiposo branco visceral

e PF o peso corporal final do animal, em gramas.
4.8 Avaliacao do perfil glicémico

4.8.1 Sensibilidade a insulina

O teste de sensibilidade a insulina foi realizado 96 horas antes da eutanasia
dos animais e 0s mesmos encontravam-se em estado alimentado no momento da
coleta de sangue. Para obtencdo da amostra de sangue, fez-se uma inciséo
transversal na ponta da cauda dos animais. A glicemia foi dosada por meio de um

aparelho medidor de glicose e tiras reativas (Accu-Chek Performa®) no tempo zero
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(antes da injecdo intraperitoneal de insulina regular (Humulin Lilly®) — 0,75 U/kg) e aos
15, 30 e 60 minutos apds a injecao, de acordo com Santos e col. (2008).

4.8.2 Glicemia de jejum e tolerancia oral a glicose

A determinacao da glicemia de jejum e o teste de tolerancia oral a glicose foram
realizados no dia da eutanasia, com os animais em jejum de 8h. Para obtencdo da
amostra de sangue, fez-se uma inciséo transversal na ponta da cauda dos animais. A
glicose foi dosada por meio de um aparelho medidor de glicose e tiras reativas (Accu-
Chek Performa®) e as dosagens ocorreram nos tempos zero (antes da administracdo
oral de solucao de D-glicose, 2g/kg, v.0., gavagem), 15, 30, 60 e 120 minutos apds a
administracdo, de acordo com Santos e colaboradores (2008).

4.9 Avaliacdo dos parametros bioquimicos

As concentracdes séricas de triglicérides e colesterol total foram dosadas ao
final do periodo experimental, utilizando o kit enzimatico Labtest® (Lagoa Santa, Minas
Gerais, Brasil). A andlise foi realizada em microplaca de 96 pocos, onde foram
transferidos 2 pL de soro e adicionados 200 pL do reagente. Apds incubacéo de 10
minutos a 37°C, a absorbancia foi lida a 490nm em leitor de ELISA (HumareaderHS
16670). O ensaio foi realizado em triplicata.

As concentracdes de triglicérides (Tg) e colesterol total (Col) foram calculadas

obedecendo a equacao 3.

Abs amostra

Tg ou Col (mg/dL) = 200 (3)

Abs padrao (média) X

Onde Abs representa o valor de absorbancia.

Para a dosagem de colesterol de alta densidade (HDL) foi necessario realizar
a precipitacdo das lipoproteinas de muito baixa (VLDL) e de baixa densidade (LDL),
realizada por meio de centrifugacéo. Assim, o colesterol ligado as lipoproteinas de alta
densidade (HDL) foi determinado no sobrenadante. Apos a centrifugacdo, a dosagem
de colesterol HDL foi realizada utilizando o reagente para determinacdo do colesterol
total seguindo o procedimento semelhante as demais analises bioquimicas citadas.

Para o calculo da concentragdo de colesterol HDL foi utilizada a equacéo 4.
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Abs amostra

HDL (mg/dL) = 40 (4)

~ . X
Abs padriao (média)
As concentracfes de Colesterol VLDL e LDL foram calculadas utilizando-se as

equacodes 5 e 6, respectivamente.
Tg
VLDL (mg/dL) = = ©))

LDL (mg/dL) = Col — (HDL + VLDL) (6)
O indice aterogénico foi calculado de acordo com a equacéo 7.

Qo . Col
Indice aterogénico = —— (7)
HDL

4.10 Analise histolégica dos 6rgaos e do coxim adiposo epididimal

Foi realizada a retirada e pesagem do coracgéao, rim direito, duodeno, pancreas
e figado, bem como dos coxins adiposos viscerais omental, retroperitoneal,
mesentérico, perirrenal e epididimal. Em seguida, fragmentos desses 6rgaos e do
coxim adiposo epididimal foram fixados em solucéo de formalina a 10% por 24h e
depois mantidos em alcool 70% até o processamento histolégico. Apoés a fixacao, os
espécimes foram incluidos em parafina, cortados em microtomo com espessura de 5
pm cada e corados com hematoxilina-eosina (TEIXEIRA et al., 2006; MORAIS, 2013).

A analise histolégica dos 6rgaos e coxim adiposo epididimal foi realizada pela
Prof2 Dr2 Luciane Candeloro, do Instituto de Biociéncias (INBIO) da UFMS. Foram
obtidas fotos em microscopio acoplado a uma camera digital, com aumento final de
20 a 100x. As imagens foram analisadas com auxilio do software MOTIC (Motic Chine
Group, Ltda).

Para andlise histolégica da mucosa intestinal foi observado o aspecto dos vilos
e criptas intestinais, assim como presenca e intensidade de infiltrado leucocitario. O
escore intestinal foi baseado e adaptado pelos critérios descritos por Erben e
colaboradores (2014), cujo sistema de classificagéo foi realizado por grau de alteracéo
da mucosa. Para tanto, foram utilizadas as seguintes subdivisbes de acordo com as
mudancas das vilosidades e glandulas da mucosa intestinal:

grau O - mucosa normal;
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grau 1 - desenvolvimento do espaco subepitelial de Gruenhagen na ponta da
vilosidade;

grau 2 - presenca de lise celular, formacéo do espaco subepiteial de Grunhagen
e espacamento aumentado entre as vilosidades;

grau 3 - destruicdo da porcéo livre das vilosidades, presenca de capilares
dilatados e aumento das células inflamatorias.

Para as analises morfolégicas do figado e do rim foram observados a presenca
ou nao dos seguintes parametros histopatolégicos: esteatose (degeneracéo
gordurosa), necrose, vasodilatacdo, infiltrado leucocitario, degeneracdo hialina,
degeneracédo hidrépica e fibrose.

A analise do pancreas foi separada em duas partes, sendo:

a) Porcdo endocrina (ilhotas pancreaticas): os parametos morfologicos
analisados foram: vacuolizacéo das células, tamanho das ilhotas e quantidade.

b) Porcdo exdcrina: os parametros morfolégicos analisados foram: corpos
apoptoticos, necrose, infiltrado leucocitario, vasocongestdo e as caracteristicas
morfologicas dos acinos.

Para as avalia¢cbes do figado, rim e pancreas foi utilizado um sistema de escore,
sendo: 2 - ausencia de leséo; 4 - leséo leve; 6 - lesdo moderada e 8 - leséo intensa.

Para analise morfométrica do tecido adiposo epididimal foram obtidas fotos em
microscopio acoplado a uma camera digital (Nikon D3100®, acoplada ao microscopio
Primo Star da marca Zeiss®), com aumento final de 100x. As imagens foram
analisadas com auxilio do software Motic Images Plus 2.0. (Motic Chine Group, Ltda.),
e a média da area (um?) de 100 adipécitos por amostra foi determinada (PEREIRA et
al, 2012). Para a contagem das coroas de macrofagos, 20 campos de cada amostra
foram analisados em microscépio com aumento final de 20x e as estruturas tipo coroa
foram quantificadas em cada campo. O resultado foi expresso em numero de

estruturas tipo coroa por campo.

4.11 Obtencéao e quantificacdo dos leucdcitos peritoneais

Apoés a eutanasia, a cavidade peritoneal dos animais foi lavada com cinco mL
de solucédo salina estéril (0,9% NaCl) em camara de fluxo laminar. O exsudato
peritoneal foi coletado para contagem total de leucocitos peritoneais e obtencdo dos
macréfagos. Para a contagem total, foram retirados 10 uL do exsudato e acrescidos
de 190 pL de Solucéo de Turk (0,02g de cristal violeta, 2 mL de acido acético e g.s.p
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100 mL de &gua destilada). Os resultados foram expressos em numero de células por
mm?3,

Em seguida, o exsudato foi centrifugado (1000 rpm / 8 min) e o sobrenadante
aliquotado e armazenado a -20°C para posterior dosagem de citocinas. O precipitado
celular foi ressuspendido em meio de cultura RPMI 1640 (R6504, Sigma-Aldrich®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (F7524, Sigma-Aldrich®) e o

volume ajustado para obtencédo de 1x10°8 células/mL.
4.12 Avaliacao dos parametros celulares

A avaliacdo dos parametros celulares foi realizada de duas maneiras:

a) Ensaios ex vivo: foram utilizados macrofagos peritoneais de animais que
receberam as diferentes dietas (DN ou DH) e tratamentos (dgua ou IBT) durante oito
semanas (conforme descrito no item 4.6). As células foram plaqueadas em microplaca
de 96 pocos e 0s ensaios realizados sem estimulo posterior.

b) Ensaios in vitro: foram utilizados macrofagos peritoneais de animais néo
alimentados com as dietas DN ou DH e sim, com dieta padrdo (Nuvital®). As células
foram plagueadas em microplaca de 96 pocos e 0s ensaios realizados apds a
estimulacdo das células com Lipopolissacarideo de E.coli (LPS 1 pg/mL; L2630,
Sigma-Aldrich®) na presenca ou ndo de diferentes concentragées de IBT (0,06; 0,6 ou
6 mg/mL). As concentracdes utilizadas correspondem as doses de 1,5; 15 e 150

mg/kg, respectivamente.

4.12.1 Viabilidade celular (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide - MTT)

O ensaio de viabilidade celular foi avaliado pelo método da reducéo do sal de
tetrazolium e formacdo do produto soluvel formazan, conduzido de acordo com o
meétodo descrito por Mosmann (1983) e foi realizado em conjunto com o ensaio de
NO.

Para determinar a viabilidade da cultura celular, apés o periodo de incubacéo
e remocao do sobrenadante para a determinacgéo da liberacdo de NO (descrito no item
4.12.2), 100 pL de meio de cultura RPMI suplementado com 10% de SFB foram
adicionados aos pocos, juntamente com 20 pL de solugdo de MTT (M5655, Sigma-
Aldrich®) (5 mg/mL PBS). Ap6s 2h de incubacdo a 37°C, o meio contendo MTT foi
removido e entdo, adicionados 200 pL da solucéo de lise (DMSO) (03014, Neon®) a
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cada poco. Apds solubilizagédo dos precipitados, foi realizada a leitura da absorbancia
a 540 nm no mesmo leitor de ELISA acima citado. Os resultados foram expressos em
porcentagem de viabilidade comparados ao grupo controle negativo.

Como controle negativo de viabilidade celular, células foram incubadas com 10
pL de DMSO.

4.12.2 Determinacao da producéo e liberacdo de NO por macrofagos peritoneais

A producéo e liberacédo de NO foi avaliada conforme descrito por Ding, Nathan
e Stuehr (1988). Para tanto, as células foram dispensadas em uma concentracao de
1x10° células/poco em placas de 96 pocos (TPP®) e incubadas em estufa com
ambiente umidificado a 37°C e 5% de CO2. Apés 24h, as células foram lavadas por
trés vezes com solucdo salina tamponada (PBS) para a remocéo das células ndo
aderentes. Em seguida, as células foram estimuladas ou ndo, dependendo se o ensaio
erain vitro ou ex vivo, e novamente incubadas por 48h nas mesmas condi¢des citadas.
O ensaio foi realizado em triplicata.

Para os ensaios ex vivo, as células foram incubadas apenas com 100 pL de
meio de cultura RPMI suplementado com 10% de SFB.

Nos ensaios in vitro, além do meio de cultura, foram feitas incubacdes com 10
uL de LPS (1 pg/mL) na presenca ou ndo de 10 pL de IBT (0,06; 0,6 e 6 mg/mL).

Como controle negativo da liberacdo de NO, células foram mantidas sem
estimulo.

Afim de determinar a liberacdo de NO pelos macréfagos peritoneais, apos o
periodo incubacédo, os sobrenadantes das células foram transferidos para a placa de
leitura, onde foi adicionado o Reagente de Griess na proporc¢éo de 1:1 (v/v) com o
sobrenadante da cultura. A densidade Optica foi determinada em leitor de ELISA a 540
nm e os valores de leitura foram comparados com a curva padrao de NaNO:2 (5-80

KUM). Os resultados foram expressos em pM de NOz2'.

4.12.3 Determinacdo da liberacdo de perdxido de hidrogénio por macrofagos

peritoneais

A determinacdo da liberacdo de perdxido de hidrogénio foi realizada pelo
método de oxidacdo da peroxidase dependente do vermelho de fenol descrito por Pick
e Keisari (1980), adaptado para microensaio por Pick e Mizel (1981) e modificado por

Russo e colaboradores (1989). As células foram dispensadas em uma concentracéo
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de 1x10° células/pogco em solucdo de vermelho de fenol em placas de 96 pocos
(TPP®). O ensaio foi realizado em triplicada, sendo que em trés pogos foram
adicionados 10 ng de acetato miristato de forbol (PMA) (79346, Sigma-Aldrich®)
diluido em DMSO e os demais, utilizados como controle.

Para os ensaios ex vivo, as células foram incubadas com 100 pL de solucéo
final de vermelho de fenol e 10 pL de PMA (100 ng/mL).

Nos ensaios in vitro, além da solucao final de vermelho de fenol, foram feitas
incubaces com 10 pL de PMA (100 ng/mL), na presenca ou auséncia de 10 pL de
IBT (0,06 e 0,6 mg/mL).

Para controle negativo, células foram mantidas sem estimulo. A placa foi entdo
incubada por 1h em estufa com ambiente umidificado a 37°C e 5% de CO2. Apds, 0
sobrenadante foi transferido para a placa de leitura e a reacao foi interrompida pela
adicdo de 10 pL NaOH 1N. A placa foi mantida ao abrigo da luz por 15 minutos até a
realizacdo da leitura da absorbancia a 620 nm em leitor de ELISA acima citado. A
concentracdo de peroxido de hidrogénio foi obtida por comparacdo com curva padrao

(5-40 uM) e os resultados foram expressos em UM de H20:.

4.12.4 Espraiamento de macrofagos peritoneais

Os macroéfagos peritoneais foram dispensados em uma concentracéo de 1x10°
células/poco, em duplicata, em placas de 24 pocos contendo, em cada po¢o, uma
laminula de vidro circular (13 mm de diametro). A placa foi incubada por 2h em estufa
com ambiente umidificado a 37°C e 5% de CO2. Ap6s o periodo de incubacédo, os
pocos foram lavados por trés vezes com PBS para a remocdo das células néo
aderentes. Em seguida, as células foram estimuladas ou ndo e nhovamente incubadas
por 2h nas mesmas condic¢des citadas.

Para os ensaios ex vivo, as células foram incubadas apenas com 100 uL de
meio de cultura RPMI suplementado com 10% de SFB.

Nos ensaios in vitro, além do meio de cultura, foram feitas incubac¢des com 10
puL de LPS (1pg/mL), na presenca ou auséncia de 10 uL de IBT (0,06 e 0,6 mg/mL).

Para controle negativo, células foram mantidas sem estimulo. Apos a
incubacdo, o meio de cultura foi removido e adicionados 600 pL de glutaraldeido
(G5882, Sigma-Aldrich®) em todos os pocos, para fixacdo das células. Apés 20 min,
o glutaraldeido foi removido e adicionado 1mL de 4gua destilada em cada poc¢o, sendo

as placas vedadas e armazenadas em geladeira (2-8°C) para a contagem das células



63

em microscopio Optico invertido (Optiphase INV-403). Considerou-se como
espraiadas as células que estavam aderidas a laminula, emitindo pseuddpodes
(RABINOVITCH; DESTEFANO, 1973). Foram contadas 100 células por poco e os

resultados expressos em porcentagem de células espraiadas.

4.12.5 Adesao celular

A capacidade de adeséao celular foi avaliada pelo método do cristal violeta (LEE;
WARREN, 1987), modificado por Santos e colaboradores (2016). As células foram
dispensadas em uma concentracdo de 1x10° células/poco, em placas de 96 pocos
(TPP®) e incubadas por 2h em estufa com ambiente umidificado a 37°C e 5% de CO..
Apos, as células foram lavadas por trés vezes com PBS para a remoc¢ao das néo
aderentes. As células aderidas foram estimuladas ou ndo e novamente incubadas por
2h nas mesmas condigdes citadas. O ensaio foi realizado em triplicata.

Para os ensaios ex vivo, as células foram incubadas apenas com 100 uL de
meio de cultura RPMI suplementado com 10% de SFB.

Nos ensaios in vitro, além do meio de cultura, foram feitas incubacées com 10
pL de LPS (1pg/mL), na presenca ou auséncia de 10 uyL de IBT (0,06 e 0,6 mg/mL).

Para controle negativo, células foram mantidas sem estimulo. ApGs o periodo
de incubacéo, o meio de cultura de removido, os pocos lavados com PBS e as células
fixadas com 30 pL de paraformaldeido 4% durante 10 minutos, em temperatura
ambiente. Apés a fixacdo, 50 pL de solucao de cristal violeta em metanol (0,25g de
cristal violeta; 10 mL de metanol PA; 40 mL de 4gua destilada) foram adicionados em
cada poco. A placa foi mantida por 30 minutos ao abrigo da luz, em temperatura
ambiente. Apds, as células foram lavadas por trés vezes com PBS e foram
adicionados 50 pL de citrato de sédio 0,1M pH 4,2 em cada poco. O sobrenadante foi
entdo transferido para a placa de leitura e realizada a leitura da absorbancia a 540 nm
em leitor de ELISA acima citado. Os resultados foram expressos em

absorbancia/1x10° células.

4.12.6 Atividade fagocitaria dos macréfagos peritoneais
4.12.6.1 Obtencao do Zimosan e opsoniza¢gdo com soro de camundongo

Foi preparada uma suspensdo de Zimosan (Z4250, Sigma-Aldrich®) 5 mg/mL

em PBS, pH 7,2. O material foi incubado com soro de camundongo na propor¢ao 1:1,
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a 37°C, sob agitacdo constante. Apos 30 minutos, a mistura foi centrifugada a 2000
rpm por 15 minutos e o precipitado ressuspendido em 1 mL de PBS. Esse
procedimento foi repetido por trés vezes e ao final, o precipitado foi ressuspendido em
1 mL de RPMI contendo glicose 5mM e albumina 2% (COSTA ROSA; SAFI; CURI,
1994).

4.12.6.2 Determinacéo da atividade fagocitaria dos macrofagos

Apés obtencdo dos macréfagos peritoneais, a suspensao celular teve sua
concentracdo ajustada para 1x10° células/100 pyL de meio RPMI contendo glicose 5
mM e albumina 2% e mantida em banho de gelo até o momento do ensaio.

Para os ensaios ex vivo, foram adicionados 100 pL da suspensdo de
macréfagos e 100 pL da suspenséao de Zimosan ou RPMI (controle) em tubos plasticos
e incubados por 40 minutos a 37°C, em estufa de cultura com ambiente umidificado e
5% de CO..

Nos ensaios in vitro, além de adicionados 100 pL da suspensao de macrofagos
e 100 pL da suspensédo de Zimosan, foram também adicionados aos tubos plasticos
100 pL de IBT em diferentes concentragdes (0,06 mg/mL e 0,6 mg/mL) ou RPMI
(controle), incubados como citado acima. Posteriormente, aliquotas de 100 pL das
amostras foram coletadas, espalhadas em laminas de vidro com auxilio de ponteira e
apos secagem, coradas com corante HEMA 3 para determinagdo da fagocitose em
microscépio de luz. Foram contadas 100 células por campo e considerados 0s
macrofagos que englobaram 1 ou mais particulas de zimosan. Os resultados foram

expressos em porcentagem de fagocitose.

4.13 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM) e
analisados por meio do software GraphPad Prism® 5.0. Para andlise de dados
paramétricos foi realizada a analise de variancia (ANOVA), para comparac¢ao multipla,
seguida de pos-teste de Tukey para comparagao entre os grupos. Para a comparacao
multipla de dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido
pelo poés-teste de Mann-Whitney. Valores menores que 5% (p<0,05) foram

considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil fitoquimico da amostra de IBT

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrofotobmetro de
massas da amostra de IBT, revelou a presenca de 15 compostos (Figura 7)
distribuidos em trés principais classes: derivados do acido cafeico (picos 1, 2, 3, 8, 9,
10 e 13), os derivados de flavonoides (picos 4, 5, 6, 7 e 15) e os diterpenoides do tipo
clerodano (picos 11 e 12) (Tabela 3).

Os compostos acido quinico (pico 1), acido cafeoilquinico, também chamado
acido clorogénico (pico 2), rutina (pico 7), acido 3,4-dicafeoilquinico (pico 8), acido 3,5-
dicafeoilquinico (pico 9) e é&cido 4,5- dicafeoilquinico (pico 10) tiveram sua
identificacdo confirmada por comparacao com padrdes auténticos.

O pico 3 m/z 367.1035 (C17H1909)" mostrou um espectro de UV compativel com
o acido cafeico e o fragmento m/z 191 compativel com o acido 5-feruloilquinico
(CLIFFORD et al., 2003).

Os picos 4, 5 e 6 apresentaram um m/z 563.1406 (C2sH27014) € uma
fragmentacdo caracteristica para flavonoides C-glicosilados (CUYCKENS, F.;
MAGDA., 2004; ZHOU et al., 2012). Os picos 4 e 5 exibiram o fragmento m/z 503 [M-
H-60] que indica uma pentose na posicéo 6, o que néo foi observado para o composto
6.

Os picos 11 (C20H2605) e 12 (C20H280s) foram identificados putativamente como
diterpenoides do tipo clerodano. Estes compostos ndo absorvem no UV e
apresentaram a formacgéo de aduto com acido formico no modo negativo.

O pico 13 apresentou um UV compativel com o acido cafeico e fragmentos em
m/z 679 (C3sHs5012) relativo a perda de um fenilpropanoide, além do m/z 179(CoH704)
e m/z 161(CoHs03)" que caracterizam a presenca deste fragmento.

O espectro de massa referente ao pico 15 mostrou um m/z 343.0822
(C18H1507), além de fragmentos m/z 313 e 285, sendo identificado como dihidroxi-

trimetoxiflavona.
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Figura 7: Perfil cromatografico da infusdo da amostra comercial de Baccharis trimera.



Tabela 3: Compostos identificados por CLAE-DAD-EM/EM a partir da infusdo de Baccharis trimera.

. . MS/MS
. Nivel TR [M+H]* [M-H] Formula .
Pico Compostos (CAS) Ident.  (min) UV (nm) m/z m/z Molecular (modoI;l/ezgatlvo)
1 acido quinico (77-95-2) 1 1.2 - 193.0707 191.0561 C7H1206 -
2 aC'd&,‘Z’jfle_%"ﬂ;;”'co 1 106 217-328 3551024 353.0878  CicH1Oe 191(C7H1106)"
3 éacido 5-feruloilquinico 2 11.0 215-322 369.1552  367.1035 C17H2009 191(C7H110q)"
vicenina 1 503 (C24H23012)7; 473(C23H21011)
4 2 16.1 216-340 565.1552 563.1406 C26H28014 443(C22H19010)7, 425(C22H1709)", 413(C25H170s),
383(C20H1508)", 353(C19H1307)", 297(C17H130s)
545 (C26H25013)7; 503 (C24H23012);
. . ) 473(C23H21011)7; 443(C22H19010)", 425(C22H1700)",
5 isoschaftosideo 2 16.6 216-340 565.1552 563.1406 C26H28014 413(C21H170s). 383(CaoH1508), 353(C1oH1307)-
297(C17H130s)
473(C23H21011)7; 443(C22H19010)", 425(C22H1700)",
6 schaftosideo 2 17.7 217-340 565.1552 563.14.06 C26H28014 413(C21H1709)", 383(C20H150s)", 353(C19H1307),
297(C17H130s)
7 rutina (153-18-4) 1 18.6 279/350 607.1607 609.1461 C27H30016 301(C15He07), 271(C14H70s6)", 255(C14H70s)
acido 3,4- ) ) ]
8 dicafeoilquinico 1 20.0 217-325 517.1341 515.1195  CzsH24012 191(C7H1106) ’11291((%;9%7%‘))_’ 173(C7Hs0s),
(57378-72-0) T
acido 3,5-
9 dicafeoilquinico 1 20.6 218-325 517.1341 5151195  CazsHauO12 191(C7H1106),179(CeH704)", 161(CoH704)"
(89919-62-0)
acido 4,5-
10 dicafeoilquinico 1 222 219-325 517.1341 515.11995  CasHauO12 191(C7H1106),179(CsH704), 173(C7HsOs)
(89886-31-7)
17~ Putativo diterpenoide 3 285 : 347.1856 391.1762*  CaoHzeOs 345(Ca0H2505)", 217(C14H1702)°

clerodano

67
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putativo diterpenoide 3 29.9
clerodano

12 - 349.2005 393.1919* C20H280s5 -

putativo hexosil- o 679(C36Hs55012), 599(C31H51011)7, 179(CoH704)",
13 coumaroil-triterpeno 3 30.8 310 843.4161 420.2009 CasHe2015 161(CoHs03)

14 Desconhecido 4 31.3 287-325 - 441.2041** Ca7H64016 _
15 dihidroxi- 3 32.6 276-339 345.0969  343.0822 CisH160 313(C16H907), 285(C15HeOs)"
trimetoxiflavona ' : : 18H16U7 16H907)7, 15H9Os

aNivel de identificacdo de metabdlitos de acordo com a Metabolomics Standards Initiative (MSI). Niveis: (1) metabdlitos identificados por comparagcdo com
padréao, (2) compostos anotados putativamente, (3) classes de compostos putativamente caracterizados e (4) compostos desconhecidos. TR: tempo de

retengdo; erros de massa e mSigma abaixo de 5 ppm e 30, respectivamente. * [M + HCOOH-H], ** [2M-H] -
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5.2 Efeito do tratamento com IBT sobre a ingestdo alimentar e calérica dos

animais.

Durante o periodo de oito semanas de inducéo da obesidade, os animais que
receberam dieta hiperlipidica (DH) e agua ingeriram menos rac¢ao (3,41 + 0,05 g) que
aqueles que consumiram dieta normolipidica (DN) e agua (4,22 = 0,03 Q).
Independente da dieta, o tratamento didrio com IBT (DN + IBT, 3,75 + 0,06 g e DH +
IBT, 3,04 £ 0,04 g) reduziu o consumo de racdo pelos animais, quando comparados
aos tratados com agua (Figura 8A).

A analise das calorias ingeridas mostrou que, mesmo consumindo menos
racdo, os animais alimentados com DH ingeriram uma maior quantidade de
quilocalorias por dia (DH + 4gua, 17,46 + 0,25 kcal e DH + IBT, 15,55 + 0,18 kcal) que
os alimentados com DN (DN + agua, 16,03 + 0,13 kcal e DN + IBT, 14,26 + 0,22 kcal)
(Figura 8B).
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Figura 8: Efeito do tratamento com a IBT sobre o consumo diario de racéo (A) e calorias (B).
Resultados expressos como média + EPM, n=8/grupo. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica.
IBT: infusé@o de B.trimera. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pds-teste de Tukey.

5.3 Efeito do tratamento com IBT sobre o ganho ponderal, massa dos 6rgéos e

coxins adiposos e indice de adiposidade dos animais

Com relacdo a massa dos animais, todos o0s grupos partiram de valores
semelhantes (p>0,05) no inicio do tratamento (DN + &gua, 32,62 + 0,76 g; DN + IBT,
30,28 + 0,84 g; DH + 4gua, 30,89 + 1,16 g e DH + IBT, 30,33 £ 1,07 Q).

Ap6és oito semanas, a massa final dos animais alimentados com DH e tratados

com agua foi significativamente maior que dos demais grupos. Vale destacar que o



71

grupo alimentado com DH e tratado com IBT apresentou massa final (47,22 £ 1,84 q)
estatisticamente semelhante ao do grupo que ingeriu DN e &gua (48,03 + 0,90 Q).
Ainda, independente da dieta, o tratamento com IBT (DN + IBT, 41,14 £ 1,41 g e DH
+ IBT, 47,22 + 1,84 g) reduziu a massa final dos animais, quando comparados aos
tratados com 4gua (DN + 4gua, 48,03 + 0,90 g e DH + 4gua, 55,71 + 1,24 g) (Figura
9A).

Assim, no decorrer das oito semanas houve diferenca estatistica entre o ganho
de massa corporal dos grupos analisados, exceto entre o grupo que recebeu DN e
agua (14,76 + 0,83 g) e 0 que recebeu DH e IBT (16,89 + 0,94 g) (p>0,05). Os animais
alimentados com DH e tratados com agua apresentaram ganho de massa corporal
maior (24,82 + 1,19 g) que dos demais grupos. Entretanto, independente da dieta, o
tratamento com IBT reduziu o ganho de massa dos animais (DN + IBT, 10,86 + 0,86
g e DH + IBT, 16,89 + 0,94 g) ao longo do tempo, em relagdo aos tratados com agua
(DN + &gua, 14,76 + 0,83 g e DH + 4gua, 24,82 + 1,19 g) (Figura 9B).
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Figura 9: Efeito do tratamento com a IBT sobre a massa final (A) e o ganho ponderal (B).
Resultados expressos como média + EPM, n=8/grupo. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica.
IBT: infusdo de B.trimera. *p<0,05. p**< 0,01. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pds-teste de Tukey.

Também houve aumento na massa dos coxins adiposos viscerais dos animais
alimentados com DH, em relacdo aos alimentados com DN, sendo que o tratamento
com IBT reduziu a massa dos coxins adiposos retroperitoneal e mesentérico dos
animais que ingeriram DH, quando comparados aos que receberam a mesma dieta e

agua (Tabela 4).
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Tabela 4: Efeito do tratamento com a IBT sobre a massa dos érgdos e coxins

adiposos.
DN DH
Parametros - -
Agua IBT Agua IBT
Massa (g)
Coracao 0,28 £ 0,01 0,26 +£ 0,01 0,29 £ 0,02 0,27 £ 0,01
Rim 0,46 £ 0,02 0,49 £ 0,03 0,54 £ 0,03 0,51 £ 0,02
Pancreas 0,14 £ 0,01 0,11 +0,01 0,16 £ 0,01 0,13 +0,02
Duodeno 0,09 £ 0,01 0,09 £ 0,01 0,10+ 0,01 0,08 £ 0,01
Figado 2,00+£0,12 1,79+0,10 2,69 £ 0,20* 1,95 + 0,15%
Omental 0,05+ 0,01 0,07 £ 0,01 0,07 £0,01 0,09 £ 0,01*
Retroperitoneal 1,26 + 0,13 0,65 + 0,07* 1,76 + 0,12* 1,13 + 0,08%*
Epididimal 1,98 £ 0,07 1,57 £ 0,09 2,89 + 0,20* 2,41 +0,13%
Mesentérico 1,08 + 0,05 0,79 £ 0,05 2,21 £ 0,15* 1,26 + 0,11%*
Perirrenal 0,28 £ 0,02 0,23+ 0,02 0,45 £ 0,06* 0,35+ 0,04

Resultados expressos como média + EPM, n=8/grupo. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica.
IBT: infusdo de B. trimera. *Diferenca em relagdo a DN + agua. 4Diferenca em relagdo a DN + IBT.
#Diferenca em relagédo a DH + 4gua. ANOVA, seguida pelo pés-teste de Tukey. p<0,05.

Como demonstrado na tabela acima, o figado dos animais alimentados com
DH e tratados com agua apresentou maior massa que dos demais grupos. Destaca-
se que o tratamento com IBT manteve a massa do figado dos animais alimentados
com DH semelhante a daqueles que receberam DN e foram tratados com agua.

Tanto a dieta quanto o tratamento com a IBT n&o alteraram a massa dos demais
orgaos avaliados (Tabela 4).

Ao calcularmos a massa do tecido adiposo visceral (somatério da massa dos
cinco coxins adiposos), observamos que a DH em animais tratados com agua
promoveu ganho de massa adiposa (7,39 + 0,43 g) maior que nos demais grupos.
Ainda, dentre os animais alimentados com DH, o tratamento com IBT (5,24 = 0,22 Q)
preveniu 0 excessivo ganho de massa adiposa, em relacdo aos tratados com agua
(7,39 £ 0,43 g) (Figura 10).

Vale destacar que o tratamento diario com IBT manteve o ganho de massa
adiposa dos animais alimentados com DH (5,24 + 0,22 g) semelhante ao daqueles
alimentados com DN e agua (4,15 + 0,48 g) (p>0,05) (Figura 10).
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Figura 10: Efeito do tratamento com a IBT sobre a massa do tecido adiposo visceral. Resultados
expressos como média £ EPM, n=8/grupo. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infusdo
de B.trimera. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pds-teste de Tukey.

Ainda, o indice de adiposidade dos animais demonstrou 0 mesmo padrdo de
resposta observado na variagdo do ganho de massa corporal, corroborando tal
resultado. Sendo assim, verificamos que a DH induziu obesidade nos animais tratados
com agua (13,25 + 0,62 %), quando comparados aqueles que receberam DN e agua
(9,67 + 0,36 %). Em contrapartida, os animais alimentados com DH que receberam
IBT (11,09 + 0,29 %) ndo desenvolveram obesidade, uma vez que ndo houve
diferenca entre o indice de adiposidade desse grupo em relacdo ao alimentado com
DN e tratado com agua (9,67 £ 0,36 %) (p>0,05). Também observamos que o
tratamento diario com a IBT reduziu o indice de adiposidade dos animais,
independente da dieta (DN + agua, 9,67 = 0,36 %; DN + IBT, 7,94 + 0,26 %; DH +
agua, 13,25+ 0,62 % e DH + IBT, 11,09 + 0,29 %) (Figura 11).
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Figura 11: Efeito do tratamento com a IBT sobre o indice de adiposidade. Resultados expressos
como média =+ EPM, n=8/grupo. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infusdo de
B.trimera. *p<0,05. **p<0,01. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pos-teste de Tukey.

5.4 Efeito do tratamento com IBT sobre o perfil glicémico dos animais

5.4.1 Teste de sensibilidade a insulina

O gréfico da area sob a curva (ASC) revelou que entre 0s animais tratados com
agua, aqueles alimentados com DH (10763 + 640 ASC) tornaram-se resistentes a
insulina, quando comparados aos alimentados com DN (7784 + 312 ASC) (Figura
12B). Em contrapartida, o tratamento com IBT impediu que os animais alimentados
com DH desenvolvessem resisténcia insulinica (7759 + 477 ASC), uma vez que 0
teste de sensibilidade a insulina desses animais apresentou resultado semelhante ao
daqueles que receberam DN e agua (7784 + 312 ASC).
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Figura 12: Efeito do tratamento com IBT sobre a sensibilidade a insulina. (A) Curva de
sensibilidade a insulina, de acordo com o grupo experimental, em cada tempo. (B) Area sob a curva da
sensibilidade a insulina, de acordo com o grupo experimental. Resultados expressos como média *
EPM. n=8/grupo. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infusdo de B.trimera. **p<0,01.
***n<0,001. ANOVA, seguida pelo pds-teste de Tukey.

Observamos que no tempo zero, antes da administragéo intraperitoneal de
insulina, os animais alimentados com DH e tratados com agua apresentavam glicemia
maior (222,00 £ 14,27 mg/dL) que os animais alimentados com DN, independente do
tratamento (DN + &gua, 151,50 + 9,57 mg/dL; DN + IBT, 142, 75 £ 6,96 mg/dL)

(p<0,001), bem como daqueles alimentados com DH e tratados com IBT (167,22 +



77

10,12 mg/dL) (p<0,01). Ainda, esse perfil de resposta foi mantido ap6s 15 minutos da
injecdo de insulina (DN + 4gua, 132, 50 + 6,84 mg/dL; DN + IBT, 120, 88 + 9,35 mg/dL;
DH + agua, 197,29 + 10,22 mg/dL e DH + IBT, 145, 89 + 11,46 mg/dL) e depois de 30
minutos ainda havia diferenca entre os animais alimentados com DH, apresentando o
grupo tratado com IBT menor glicemia (123,44 + 10,26 mg/dL) que o tratado com agua
(167,29 + 14,07 mg/dL) (p<0,05). Ap6s uma hora da injecdo de insulina, ndo havia
diferenca na glicemia dos animais de nenhum dos grupos analisados (DN + agua, 133,
25 £ 9,26 mg/dL; DN + IBT, 110,88 + 8,56 mg/dL; DH + agua, 158,29 + 16,87 mg/dL
e DH + IBT, 132,44 £ 14,36 mg/dL) (p>0,05) (Figura 12A).

Vale destacar que, entre os grupos que receberam DN, ndo houve diferenca
entre a curva glicémica em resposta a injecao de insulina dos animais que tomaram
agua (7784 £ 312 ASC), quando comparados aos que ingeriram IBT (7129 + 426 ASC)
(p>0,05).

5.4.2 Glicemia de Jejum

Em relacéo a glicemia dos animais, em jejum, observamos que a DH induziu
um quadro de hiperglicemia nos animais tratados com agua (151,8 + 14,68 mg/dL),
quando comparados a ambos 0s grupos que receberam DN (DN + agua, 91,11 + 4,38
mg/dL; DN + IBT, 94,00 £ 5,60 mg/dL). Em compensacao, o tratamento diario com IBT
modulou a hiperglicemia gerada pela DH, uma vez que ndo houve diferenca entre a
glicemia do grupo alimentado com DH e tratado com IBT (120,5 * 6,48 mg/dL) e do
grupo que recebeu DN e agua (91,11 + 4,38 mg/dL) (p>0,05).

Ainda, assim como no teste de sensibilidade a insulina, ao compararmos a
glicemia de jejum dos animais alimentados com DN, observamos que o tratamento
com IBT nado provocou alteracdo nesse parametro (DN + agua, 91,11 + 4,38 mg/dL;
DN + IBT, 94,00 £ 5,60 mg/dL) (p>0,05) (Figura 13).
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Figura 13: Efeito do tratamento com a IBT sobre a glicemia de jejum. Resultados expressos como
média £ EPM. n=8/grupo. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infusdo de B.trimera.
***n<0,001. ANOVA, seguida pelo pés-teste de Tukey.

5.4.3 Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)

Assim como no teste de sensibilidade a insulina, a area sob a curva do TTOG
mostrou que o0s animais alimentados com DH e tratados com agua desenvolveram
hiperglicemia (27059 £ 2317 ASC), quando comparados aos grupos que ingeriram DN
(DN + agua, 17370 + 1435 ASC; DN + IBT, 13382 + 1410 ASC). Em contrapartida, foi
observado efeito modulador da glicemia nos animais alimentados com DH e tratados
com IBT, uma vez que ndo houve diferenca entre a area sob a curva desse grupo

(25530 + 1849 ASC) em relacédo ao que recebeu DN e agua (21308 + 1267 ASC)
(p>0,05) (Figura 14B).
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Figura 14: Efeito do tratamento com a IBT sobre atolerancia oral a glicose. (A) Curva de tolerancia
oral & glicose, de acordo com o grupo experimental, em cada tempo. (B) Area sob a curva da tolerancia
oral a glicose, de acordo com o grupo experimental. Resultados expressos como média + EPM.
n=8/grupo. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infusdo de B.trimera. *p<0,05. ANOVA,
seguida pelo pés-teste de Tukey.

5.5 Efeito do tratamento com IBT sobre os parametros bioquimicos dos animais

Tanto a dieta quanto o tratamento ndo alteraram o nivel sérico de triglicérides
em nenhum dos grupos estudados (DN + agua, 149,7 + 14,21 mg/dL; DN + IBT, 121,3
+ 11,87 mg/dL; DH + &gua, 142,4 + 7,31 mg/dL e DH + IBT, 149,7 + 8,48 mg/dL)
(p>0,05) (Figura 15A). O mesmo perfil foi observado com relag&o ao colesterol de alta
densidade (HDL) (DN + &gua, 90,00 £ 9,65 mg/dL; DN + IBT, 80,89 *+ 6,37 mg/dL; DH
+ agua, 92,98 + 3,41 mg/dL e DH + IBT, 95,30 * 4,56 mg/dL) (p>0,05) (Figura 15B).
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Entretanto, ao compararmos o nivel sérico do colesterol de baixa densidade
(LDL), observamos que a DH promoveu um aumento significativo desse parametro
nos animais tratados com agua (97,12 = 3,97 mg/dL), em relacdo aos alimentados
com DN (DN + agua, 40,04 £ 8,36 mg/dL; DN + IBT, 26,72 £ 3,48 mg/dL).

Vale destacar que o tratamento diario com a IBT preveniu a elevagéo do nivel
de LDL nos animais alimentados com DH (39,32 + 5,84 mg/dL), quando comparados
aos tratados com agua (97,12 + 3,97 mg/dL). Assim, o tratamento com IBT manteve
o nivel de LDL daqueles animais semelhante ao dos animais que ingeriram DN,
independente do tratamento (DN + &4gua, 40,04 + 8,36 mg/dL; DN + IBT, 26,72 + 3,48
mg/dL) (p>0,05) (Figura 15C).

Outrossim, a analise do nivel sérico de colesterol total nos animais tratados
com agua revelou que a DH foi eficaz no desenvolvimento de hipercolesterolemia,
quando comparada a DN (218,6 + 5,86 mg/dL e 160,0 + 17,32 mg/dL,
respectivamente). Entretanto, dentre os animais alimentados com DH, os tratados
com IBT apresentaram menor nivel sérico de colesterol total (164,6 + 9,92 mg/dL) que
agueles tratados com agua (218,6 + 5,86 mg/dL), além de apresentarem nivel
semelhante ao dos animais que receberam DN e agua (160,0 + 17,32 mg/dL) (p>0,05)
(Figura 15D).

Ao calcularmos o indice aterogénico (IA) dos animais, observamos que esses
resultados corroboram os encontrados para os niveis séricos de colesterol total e de
LDL. O grupo alimentado com DH e tratado com agua apresentou maior indice
glicémico (2,38 + 0,06 1A) que os alimentados com DN (DN + agua, 1,78 + 0,05 1A e
DN + IBT, 1,66 £ 0,04 IA). Em contrapartida, o tratamento com IBT manteve o indice
aterogénico dos animais alimentados com DH (1,72 + 0,05 I1A) menor que dos tratados
com agua (2,38 = 0,06 IA), e semelhante ao dos animais alimentados com DN (DN +
agua, 1,78 + 0,05 IA e DN + IBT, 1,66 = 0,04 1A) (p>0,05) (Figura 15E). Assim,
destacamos a relevancia do tratamento diario com IBT para a prevencdo do

surgimento de doencas ateroscleroticas.
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Figura 15: Efeito do tratamento com a IBT sobre os niveis séricos de Triglicérides (A), Colesterol
HDL (B), Colesterol LDL (C), Colesterol total (D) e sobre o indice Aterogénico (E). Resultados
expressos como média £ EPM, n=6/grupo. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infusdo
de B.trimera. p**< 0,01. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pds-teste de Tukey.
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5.6 Efeito do tratamento com IBT sobre a histologia dos érgéos e coxim adiposo

epididimal dos animais

A andlise histolégica do figado mostrou que a DH foi eficaz na inducdo de
esteatose hepatica nos animais tratados com agua. Em contrapartida, o tratamento
com IBT preveniu o desenvolvimento dessa comorbidade nos animais que ingeriram

DH (Figura 16).
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Figura 16: Efeito do tratamento com aIBT sobre a histologia do figado. Cortes histoldgicos corados
com Hematoxilina-eosina. Aumento de 20x. (A) DN + agua, (B) DN + IBT, (C) DH + agua, (D) DH + IBT
e (E) Grau de esteatose. VC: Veia centro lobular, TP: triade portal, Cabeca de seta: esteatose
macrovesicular, Seta longa: esteatose microvesicular. Resultados expressos como mediana em
escore, n=5/grupo. Auséncia da leséo - 2 pontos; lesdo leve - 4 pontos; lesdo moderada - 6 pontos e
lesdo intensa - 8 pontos. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infusdo de B.trimera.
***n<0,001. Kruskall-Wallis, seguido pelo pos-teste de Mann-Whitney.
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Conforme demonstrado, ambos os grupos de animais alimentados com DN
apresentaram padrdes morfoldgicos hepaticos normais, sem nenhuma alteracdo
(p>0,05). Ja os animais nao tratados e alimentados com DH apresentaram padrao de
esteatose intensa microvesicular, nas zonas 1, 2 e 3 e macrovesicular, nas zonas 2 e
3 dos I6bulos hepéticos. Em contrapartida, os tratados com IBT e alimentados com
DH apresentaram um padréo de esteatose leve, micro e macrovesicular nas zonas 2
e 3 dos lobulos hepaticos (Figura 16). Apesar da mediana da esteatose hepatica desse
grupo ter sido leve, ndo houve diferenca significativa em relacdo a mediana dos grupos
alimentados com DN, onde a esteatose foi ausente (p>0,05).

Tanto a dieta quanto o tratamento com IBT n&o alteraram a histologia dos
demais érgaos avaliados (p>0,05) (dados ndo mostrados).

Com relacdo a andlise histologica do coxim adiposo epididimal dos animais,
observamos que houve diferenca na area dos adipdcitos de todos os grupos avaliados
(DN + 4gua, 580,1 + 6,60 um?; DN + IBT, 525,3 + 5,43 um?; DH + &gua, 740,3 + 6,43
um?e DH + IBT, 695,1 + 7,75 um?). Ressaltamos que o tratamento com a IBT reduziu
a area dos adipocitos de ambos os grupos, independente da dieta oferecida aos
animais, quando comparados aos tratados com &agua, conforme demonstrado na

figura 17.
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Figura 17: Efeito do tratamento com a IBT sobre a area dos adip6citos do coxim adiposo
epididimal. Cortes histologicos corados com Hematoxilina-eosina. Aumento de 20x. (A) DN + agua,
(B) DN + IBT, (C) DH + &gua, (D) DH + IBT e (E) Area dos adipdcitos (um?). Resultados expressos
como média + EPM, n=5/grupo. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infusdo de

B.trimera. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pés-teste de Tukey.
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Também observamos que nos animais alimentados com DH e tratados com
agua houve maior formacéao de estruturas tipo coroa (ETC) formadas por macrofagos,
ao redor dos adipécitos (4,20 + 0,61 ETC), quando comparados aos animais
alimentados com DN (DN + agua, 0,82 + 0,20 ETC; DN + IBT, 0,76 = 0,12 ETC).
Porém, ressaltamos que o tratamento com IBT preveniu a formacao dessas estruturas
em animais alimentados com DH (1,36 + 0,30 ETC), com relacdo aos tratados com
agua (4,20 £ 0,61 ETC), bem como manteve esse parametro semelhante ao dos

animais alimentados com DN, ja descritos acima (p>0,05) (Figura 18).
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Figura 18: Efeito do tratamento com a IBT sobre a formacao de estruturas tipo coroa (ETC) por
macrofagos, ao redor dos adip6citos. Cortes histoldgicos corados com Hematoxilina-eosina.
Aumento de 20x. (A) DN + agua, (B) DN + IBT, (C) DH + &agua, (D) DH + IBT e (E) ETC/campo.
Resultados expressos como média £+ EPM, n=5/grupo. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica.
IBT: infusé@o de B.trimera. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pds-teste de Tukey.
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5.7 Efeito do tratamento com IBT sobre o infiltrado leucocitéario

A ingestdo de DH aumentou o numero de células peritoneais nos animais
tratados com agua (2280 + 127 células/mm?), quando comparados a ambos 0s grupos
alimentados com DN (DN + &gua, 1540 + 95 células/mm? e DN + IBT, 1531 + 132
células/mm?3). Ainda, o tratamento com IBT inibiu o aumento dessas células nos
animais alimentados com DH (1481 + 81 células/mm?3), quando comparados aos que
receberam a mesma dieta e foram tratados com agua (2280 + 127 células/mm?3).

Vale destacar que o numero de células peritoneais dos animais alimentados
com DH e tratados com IBT (1481 + 81 células/mm?) foi semelhante ao dos animais
alimentados com DN (DN + agua, 1540 + 95 células/mm? e DN + IBT, 1531 + 132

células/mm?3) (Figura 19).
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Figura 19: Efeito do tratamento com a IBT sobre o nimero de células peritoneais. Resultados
expressos como média + EPM. n=8/grupo. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infuséo
de B.trimera. **p<0,01. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pds-teste de Tukey.

5.8 Efeito do tratamento com IBT sobre as fun¢des celulares de macrofagos

peritoneais murinos

5.8.1 Viabilidade celular (MTT)

As dietas e o tratamento com IBT ndo alteraram a viabilidade celular dos

macréfagos peritoneais dos animais (DN + agua, 98,21 + 0,98 %; DN + IBT, 92,91 +
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1,96 %; DH + agua, 94,49 + 2,38 % e DH + IBT, 95,89 + 1,36 %) (p>0,05), como
demonstrado na figura 20A.

Entretanto, nos ensaios in vitro, o estimulo com IBT em concentracao
equivalente a 10x mais (6 mg/mL) que o administrado in vivo (0,6 mg/mL), provocou
reducdo significativa na viabilidade celular dos macréfagos, tanto na presenca quanto
na auséncia de LPS (79,85 + 2,38 e 84,82 + 2,88 %, respectivamente), quando
comparada aos controles negativos (92,44 £+ 1,80 e 100,0 %, respectivamente) (Figura
20B).

Por isso, procedemos todos 0s ensaios in vitro subsequentes utilizando a IBT

apenas nas concentragdes 0,06 e 0,6 mg/mL.
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Figura 20: Efeito do tratamento com a IBT sobre a viabilidade dos macréfagos peritoneais ex
vivo (A) e in vitro (B). Resultados expressos como média + EPM, n=6/grupo para ex vivo e n=3/grupo
para in vitro. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infusdo de B.trimera. LPS:
Lipopolissacarideo de E. coli. ***p<0,001. #Diferenca estatistica em relacdo aos demais grupos.
ANOVA, seguida pelo pés-teste de Tukey.

5.8.2 Producéo e liberac&o de Oxido Nitrico (NO)

Nos ensaios com macréfagos peritoneais ex vivo, ou seja, oriundos de animais
que receberam as diferentes dietas (DN ou DH) e tratamentos (agua ou IBT) por oito

semanas, observamos que a producdo e liberacdo de NO por essas células foi maior
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nos animais alimentados com DH e tratados com agua (34,12 £ 4,34 uM NO>"), quando
comparados aos alimentados com DN (DN + agua, 7,09 + 1,61 e DN + IBT, 10,41 +
1,00 uM NOz2). Ainda, os macrofagos oriundos de animais alimentados com DH e
tratados com IBT apresentaram niveis de nitrito menores (8,36 £ 1,14 uM NO2) que
os alimentados com essa dieta e tratados com agua (34,12 + 4,34 uM NO2), e
semelhantes aos dos animais alimentados com DN, independente do tratamento (DN
+4gua, 7,09 £ 1,61 uM NO2 e DN + IBT, 10,41 + 1,00 uM NO2") (p>0,05) (Figura 21A).

Ao analisarmos a liberacéo de NO in vitro, por macréfagos oriundos de animais
ndo tratados e alimentados com dieta padrdo Nuvital®, observamos que o LPS, aqui
utilizado como estimulo positivo para mimetizar o processo inflamatério subclinico
gerado pela obesidade, aumentou significativamente a producao e liberacdo de NO
guando comparado ao controle negativo (macréfagos sem estimulo) (28,39 + 0,45 e
6,68 + 0,51 uM NOz, respectivamente). Outrossim, o estimulo in vitro com IBT ndo
provocou alteracao na liberacao basal de NO, independente da concentragéo utilizada
(IBT 0,06 mg/mL, 6,60 + 0,97 uM NOz; IBT 0,6 mg/mL, 6,66 £ 0,59 uM NO2 e
Controle, 6,68 = 0,51 uM NO2’) (p>0,05).

Ainda, na presenca de LPS, os macr6fagos estimulados com IBT em
concentracdo equivalente (0,6 mg/mL) a dose utilizada in vivo (15 mg/kg/dia)
apresentaram liberacdo de NO menor (10,68 £+ 0,55 uM NO2") que do controle positivo
(28,39 = 0,45 pM NO2), indicando efeito modulador negativo dessa dose de IBT sob

a inflamacéo (Figura 21B).
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Figura 21: Efeito do tratamento com a IBT a producédo e liberacdo de NO por macréfagos
peritoneais ex vivo (A) e in vitro (B). Resultados expressos como média + EPM, n=6/grupo para ex
vivo e n=3/grupo para in vitro. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infusdo de B.trimera.
LPS: Lipopolissacarideo de E. coli. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pés-teste de Tukey.

5.8.3 Producéo e liberacédo de Perdxido de hidrogénio (H202)

Observamos que tanto as diferentes dietas quanto os tratamentos nao
alteraram a producgdo e liberagcdo de perdxido de hidrogénio pelos macréfagos
peritoneais no ensaio ex vivo (DN + agua, 28,16 + 1,61 uM H202; DN + IBT, 34,09 +
2,60 uM H202; DH + agua, 28,60 + 2,32 uM H202 e DH + IBT, 34,56 + 2,21 pM H202)
(p>0,05) (Figura 22A).
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Entretanto, ao analisarmos o ensaio in vitro, observamos que o PMA, aqui
utilizado como estimulo positivo para mimetizar o burst oxidativo gerado pela
obesidade, aumentou significativamente a producédo e liberacdo de H202 quando
comparado ao controle negativo (35,43 = 1,87 uM H202 e 27,35 = 0,66 pM H202,
respectivamente).

Ainda, o tratamento in vitro com IBT nao alterou a liberacdo basal de H202,
independente da concentracédo utilizada (IBT 0,06 mg/mL, 26,09 £ 0,53 uM H202; IBT
0,6 mg/mL, 26,11 + 0,40 uM H202; Controle negativo: 27,35 + 0,66 uM H202) (p>0,05).

Vale destacar que na presenca do estimulo positivo (PMA), os macrofagos
tratados in vitro com IBT em ambas as concentra¢cdes apresentaram liberacéo de H20:2
menor (IBT 0,06 + PMA, 28,14 + 0,72 pM H202 e IBT 0,6 + PMA, 26,52 + 0,38 pM
H20:2) que do controle positivo (35,43 + 1,87 uM H2032) (Figura 22B).
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Figura 22: Efeito do tratamento com a IBT sob a producéo e liberacdo de peroxido de hidrogénio
pelos macrofagos peritoneais ex vivo (A) e in vitro (B). Resultados expressos como média £ EPM,
n=6/grupo para ex vivo e n=3/grupo para in vitro. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT:
infusdo de B.trimera. LPS: Lipopolissacarideo de E. coli. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pés-teste
de Tukey.

5.8.4 Espraiamento de macréfagos peritoneais

Nos ensaios ex vivo foi observado que os macréfagos provenientes de animais
alimentados com DH e tratados com agua espraiaram mais (25,00 + 4,96 %) que
aqueles obtidos de animais alimentados com DN (DN + agua, 10,47 £ 0,83 % e DN +
IBT, 11,37 £ 0,69 %). Ainda, os macrofagos oriundos de animais alimentados com DH

e tratados com IBT apresentaram menor porcentagem de espraiamento (9,79 = 0,96



95

%) que os alimentados com a mesma dieta e tratados com agua (25,00 + 4,96 %),
além de porcentagem semelhante ao dos animais alimentados com DN (DN + agua:
10,47 £ 0,83 % e DN + IBT: 11,37 + 0,69 %) (p>0,05) (Figura 23A).

A andlise da porcentagem de espraiamento por macrofagos peritoneais,
revelou que o tratamento in vitro com IBT em ambas as concentracdes (IBT 0,06
mg/dL, 6,50 = 0,62 % e IBT 0,6 mg/dL, 2,33 + 0,49 %) reduziu a porcentagem basal
(10,00 £ 1,07 %) de espraiamento celular (Figura 23A). A adicdo de LPS néo alterou
a porcentagem de espraiamento em nenhum dos grupos analisados (p>0,05), como

observado na figura 23B.
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Figura 23: Efeito do tratamento com a IBT sobre o espraiamento dos macrofagos peritoneais ex
vivo (A) e in vitro (B). Resultados expressos como média + EPM, n=6/grupo para ex vivo e n=3/grupo
para in vitro. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infusdo de B.trimera. LPS:
Lipopolissacarideo de E. coli. *p<0,05. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pés-teste de Tukey.

5.8.5 Adeséao celular

Os ensaios ex vivo demonstraram que, independente da dieta, o tratamento

com IBT reduziu a adesdo dos macréfagos peritoneais (DN + IBT, 0,28 + 0,02
Abs/1x10° células e DH + IBT, 0,25 + 0,01 Abs/1x10° células), quando comparados
aos tratados com agua (DN + agua, 0,42 + 0,02 Abs/1x10° células e DH + &gua, 0,43

+ 0,03 Abs/1x10° células). Ainda, a DH n&o provocou alteracédo na adeséo celular dos
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animais que a consumiram, com relacdo aos alimentados com DN (p>0,05), como
demonstrado na figura 24A.

Nos ensaios in vitro tanto a adigéo de LPS quanto das diferentes concentracoes
de IBT ndo alteraram a adeséao celular de nenhum dos grupos (Controle, 0,65 + 0,02
Abs/1x10° células; LPS, 0,72 + 0,01 Abs/1x10° células; IBT 0,06 mg/mL, 0,67 + 0,02
Abs/1x10° células; IBT 0,06 + LPS, 0,68 + 0,01 Abs/1x10° células; IBT 0,6 mg/mL,
0,66 + 0,01 Abs/1x10° células; IBT 0,6 + LPS, 0,65 + 0,02 Abs/1x10° células) (p>0,05)
(Figura 24B).
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Figura 24: Efeito do tratamento com a IBT sob a adesao celular dos macréfagos peritoneais ex
vivo (A) e in vitro (B). Resultados expressos como média + EPM, n=6/grupo para ex vivo e n=3/grupo
para in vitro. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infusdo de B.trimera. LPS:
Lipopolissacarideo de E. coli. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pos-teste de Tukey.

5.8.6 Atividade fagocitaria

Assim como no teste de adesao celular ex vivo, os macréfagos provenientes
de animais alimentados com DH e tratados com IBT apresentaram menor atividade
fagocitaria (32,67 + 2,33 %) que os macréfagos de animais alimentados com DH e

tratados com &gua (55,00 £ 3,79 %). Ademais, independente do tratamento, a DH néo
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provocou alteracdo na atividade fagocitéria dos animais que a consumiram (DH +
agua, 55,00 £ 3,79 % e DH + IBT, 32,67 * 2,33 %), quando comparados aos
alimentados com DN (DN + agua, 48,00 £ 2,31 % e DN + IBT, 37,75 + 1,32 %)
(p>0,05), como demonstrado na figura 25A.

Assim como no ensaio ex vivo, o tratamento com IBT na concentracdo de 0,6
mg/mL (equivalente a dose utilizada para o tratamento in vivo) reduziu a fagocitose
dos macrofagos (27,75 + 4,55 %), com relacdo ao grupo controle (49,00 + 2,04 %)
(Figura 25B).
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Figura 25: Efeito do tratamento com a IBT sob a atividade fagocitaria dos macrofagos peritoneais
ex vivo (A) e in vitro (B). Resultados expressos como média £+ EPM, n=6/grupo para ex vivo e
n=3/grupo para in vitro. DN: dieta normolipidica. DH: dieta hiperlipidica. IBT: infuséo de B.trimera. LPS:
Lipopolissacarideo de E. coli. ***p<0,001. ANOVA, seguida pelo pos-teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

O tratamento diario com a infusdo de Baccharis trimera (IBT) preveniu a
obesidade, a sindrome metabdlica, a esteatose hepatica e reduziu a atividade das
fungBes dos macréfagos, minimizando a inflamacéo, induzidas pela dieta hiperlipidica
no modelo experimental de obesidade utilizado.

O perfil fitoquimico da amostra de IBT, analisado por CLAE-DAD-EM/EM e no
cromatograma de UV de 270-300nm (Figura 7), revelou a presenca de derivados do
acido cafeico (picos 1, 2, 3, 8, 9, 10 e 13), derivados de flavonoides (picos 4, 5,6, 7 e
15) e diterpenoides do tipo clerodano (picos 11 e 12).

O pico 3, identificado como acido 5-feruloilquinico (CLIFFORD et al., 2003), ja
foi relatado para espécie de B. trimera em levantamento do perfil quimico realizado
por De Araujo e col. (2017).

Os picos 4, 5 e 6 (vicenina 1, isoschaftosideo e schaftosideo,
respectivamente) apresentaram uma fragmentacao caracteristica para flavonoides C-
glicosilados (CUYCKENS, F.; MAGDA., 2004; ZHOU et al., 2012). Os picos 4 e 5
exibiram um fragmento indicativo de uma pentose na posi¢cdo 6, o que nao foi
observado para o composto 6. Zhou e col. (2012) determinaram a ordem de retencao
e perfil de fragmentacédo dos flavonoides C-glicosideos vicenina 1, isoschaftosideo,
schaftosideo, entre outros. Nossos dados estdo em acordo com o0s observados por
esses autores, onde a vicenina 1 tem o menor tempo de retencéo e a presenca do
mesmo fragmento por nds observado, seguido pelo isoschaftosideo e finalmente o
schaftosideo, que néo apresenta a fragmentacao relativa a pentose na posicédo 6. O
isoschaftosideo ja foi relato em Baccharis (AKAIKE et al., 2003).

Os picos 11 (C20H260s) e 12 (C20H2s80s) foram identificados putativamente como
diterpenoides do tipo clerodano. A busca na literatura demonstrou a ocorréncia desta
classe em Baccharis trimera (HERZ et al., 1977; TORRES et al., 2000; GARCIA et al.,
2014). Apesar desta ocorréncia prévia, a falta de estudos de fragmentacdo néo
permitiu a determinacgéo estrutural dos compostos.

O pico 13 (putativo hexosil-coumaroil-triterpeno) apresentou um UV compativel
com o acido cafeico e fragmentos relativos a perda de um fenilpropanoide. Os dados
de peso molecular, tempo de retencdo e fragmentos nos permitem determinar
putativamente este composto como um triterpeno ligado a uma hexose e um &cido

cafeico.
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O composto identificado no pico 15 (dihidroxi-trimetoxiflavona) ja foi relatado
para a espécie de B. trimera (DE ARAUJO et al., 2017) e seus fragmentos estdo de
acordo com os dados da literatura para esse composto (EL SAYED et al., 2016; DE
ARAUJO et al., 2017).

Além desses, foram identificados em nosso trabalho os compostos acido
quinico (pico 1), &cido cafeoilquinico, também chamado acido clorogénico (pico 2),
rutina (pico 7), acido 3,4-dicafeoilquinico (pico 8), acido 3,5- dicafeoilquinico (pico 9)
e acido 4,5- dicafeoilquinico (pico 10), por comparacdo com padrdes auténticos.

Esses achados corroboram os dados da literatura para a B. trimera, visto que
0s principais compostos identificados nos extratos de diferentes polaridades incluem:
derivados do acido quinico como, acido 5-O-cafeoilquinico; acido 3,4-dicafeoiquinico;
3,5-dicafeoilquinico; 4,5-dicafeoilquinico e acido tricafeoilquinico (ABOY et al., 2012),
além de diterpenoides do tipo clerodanos, sesquiterpenos, saponinas, taninos,
polifendis e flavondides (SIMOES-PIRES et al., 2005b; TORRES et al., 2000). Os
flavondides relatados até agora foram apigenina, 7,4’-di-O-metilapigenina,
cirsimaritina, eupatorina, genkwanina, hispidulina, isoquercetina, luteolina, nepetina,
quercetina, 3-O-metilquercetina, 5,6-dihidroxi-7,3’,4’-trimetoxiflavona e rutina
(SIMOES-PIRES et al., 2005b).

Este foi o primeiro estudo, descrito até o momento, que identificou a presenca
de vicenina 1, isochaftosideo e schaftosideo na espécie B. trimera.

Em nosso trabalho, oferecemos uma dieta hiperlipidica com 57% de energia na
forma de gordura, durante oito semanas. Apés esse periodo, constatamos que a dieta
hiperlipidica (DH) foi eficaz no desenvolvimento de obesidade, sindrome metabdlica e
esteatose hepatica intensa, em relacdo aos animais controle.

Embora exista diferenca na composicéo das racdes nos trabalhos descritos na
literatura, podendo variar de 40% (NAGATA et al., 2008) a 70% de energia na forma
de lipideos (SOHET et al., 2009), ambos os estudos mostraram aumento do peso final
e da adiposidade epididimal dos animais alimentados com tais dietas hiperlipidicas.

O desenvolvimento de comorbidades associadas a obesidade, como a
hiperglicemia e a intolerancia a glicose foram observadas a partir da 62 semana de
inducéo da obesidade em modelos experimentais alimentados com DH contendo 60%
de energia na forma de gordura (SWEAZEA; LEKIC; WALKER, 2010), bem como
sindrome metabdlica, a partir da 82 semana, utilizando DH com 40% de energia na
forma de gordura (BOCCO et al., 2016). Ainda, Hoffler e col. (2009) demonstraram
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gue o consumo de DH com cerca de 60% de energia sob a forma de gordura por longo
periodo (30 semanas) gerou aumento do peso corporal, dos niveis séricos de
colesterol e insulina, esteatose hepatica, lesdes renais e diabetes tipo I em
camundongos.

Varios modelos para inducao de distarbios relacionados a obesidade utilizaram
a modificacdo genética como ferramenta metodolégica (BULTMAN; MICHAUD;
WOYCHIK, 1992; NAGGERT et al., 1995). Estudos mostraram que mutacdes no gene
para o receptor de leptina (db/db) (TARTAGLIA et al., 1995) e mutagbes no gene
responsavel pela producdo de leptina (ob/ob) (ZHANG et al., 1994) ocasionaram
obesidade e diabetes em camundongos. Entretanto, deficiéncias genéticas
relacionadas aos modelos de obesidade em roedores tém baixa prevaléncia em
individuos com obesidade por causas genéticas (RANKINEN et al., 2006).

Ademais, como a dieta hiperlipidica pode induzir obesidade e disturbios
metabolicos em roedores semelhantes a sindrome metabdlica em humanos, o modelo
de obesidade induzida por dieta € preferivel em detrimento dos modelos com
alteracdes genéticas, visto que € necessario que o modelo animal apresente, nao
apenas o fenétipo, mas também patogénese semelhante a doenca humana
(BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007). Outrossim, as dietas ricas em
gordura aliadas a inatividade fisica, utilizadas nesses modelos, coincidem com os
principais fatores de risco para a obesidade em humanos (OMS, 2017b).

Em nosso estudo utilizamos camundongos Swiss (uma espécie ndo isogénica)
a fim de mimetizar a variabilidade genética de uma populacdo, e embora seja mais
frequente a utilizagéo de animais de linhagem isogénica, como o C57/BL6, em estudos
de inducdo da obesidade, diversas pesquisas tém obtido éxito nesse modelo
experimental utilizando camundongos Swiss (SOUZA et al., 2012; WHITE et al., 2013;
SANTOS et al., 2016; PINHEIRO et al., 2017; SINGH et al., 2017).

Durante as oito semanas de inducdo da obesidade, nossos animais foram
tratados diariamente com IBT por via oral, em dose equivalente a recomendada para
um individuo adulto de 70 kg.

A escolha da Baccharis trimera baseou-se no fato dessa planta ser utilizada
pela populagdo como emagrecedora (CERCATO et al.,, 2015), anti-inflamatéria e
hipoglicemiante (NUNES et al., 2003), acBes essas que auxiliam no combate a
obesidade e suas comorbidades. Ressalta-se que tanto a dose quanto o modo de

preparo (infusédo das partes aéreas) estao de acordo com o preconizado pela ANVISA,
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na RDC 10/2010, para o consumo de B. trimera. Na literatura, até o presente
momento, este é o primeiro estudo que avaliou os efeitos da B. trimera na obesidade,
suas comorbidades e na funcao celular de macrofagos em modelo experimental sob
essas condi¢des apos dieta hiperlipidica.

O tratamento diario com IBT reduziu a ingestao alimentar, o ganho de peso, o
acumulo de tecido adiposo e a area dos adipdcitos dos animais alimentados com DH,
guando comparados aos tratados com agua. Ainda, os animais tratados com IBT e
alimentados com DN também reduziram a ingestao alimentar, demonstrando efeito
sacietogénico da IBT.

Corroborando nossos resultados, Nascimento e col. (2017) demonstraram o
efeito antiadipogénico do extrato aquoso da B. trimera em dose equivalente a 2600
mg/kg, por reduzir a acumulacao lipidica e adipogénese em pré-adipocitos 3T3-L1,
atenuando os niveis de fatores transcricionais de adipogénese, como o PPAR-y.
Utilizando concentracdo equivalente a 260 mg/kg, Souza e col. (2011) néao
observaram inibicao da lipase pancreatica, e sim das a e B-glicosidades pela infusédo
de B. trimera. As a-glicosidades sé&o enzimas que catalisam o passo final do processo
digestivo de carboidratos e, uma vez inibidas, retardam o processo de absorcao da
glicose. Assim, além de reduzir a hiperglicemia, o alimento leva mais tempo para
concluir a digestéo, diminuindo a necessidade de novas refeicdes (WATANABE et al.,
1997) e justificando o efeito sacietogénico evidenciado pelo tratamento com IBT em
nosso trabalho.

Embora as doses de B. trimera utilizadas nos trabalhos supra citados sejam
maiores do que a que utilizamos (15 mg/kg), ndo € possivel compara-las diretamente
devido as diferencas metodolégicas de extragdo, pois 0s solventes utilizados ou o
tempo de extragédo poderiam alterar o rendimento e consequentemente a quantidade
dos ativos que compdem o extrato final.

Considerando a relagdo entre os compostos identificados (Tabela 3) e os
efeitos observados, destacamos que derivados do acido cafeico possuem
propriedades farmacoldgicas descritas como, atividade antioxidante (CHUDA et al.,
1996), hepatoprotetora (BASNET et al., 1996), antibacteriana (SHOLZ; HEINRICH,;
HUNKLER, 1994), anti-inflamatéria (GENE et al., 1996) e antiviral (MATSINGOU:;
KAPSOKEFALOU; SALIFOGLOU, 2000). Dentre os derivados do éacido cafeico
identificados na amostra de IBT estéo o acido clorogénico e seus derivados: acido 3,4-

dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico (Tabela 3).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hiperglicemia

105

Diversos estudos tém demonstrado que o acido cafeico e seus derivados
previnem a obesidade e a sindrome metabdlica em modelos experimentais de
obesidade (BOCCO et al., 2016), por suprimirem enzimas lipogénicas e a acumulacao
lipidica hepéatica (LIAO et al., 2013), bem como por induzirem a oxidacdo de acidos
graxos pela fosforilagdo da proteina quinase ativada por adenosina monofosfato
(AMPK) e posterior reducédo da atividade de acetil-CoA carboxilase (ACC) (PANG;
CHOI; PARK, 2008).

Em 2006, estudo realizado com acido clorogénico demonstrou a inibicdo do
crescimento da populacdo de pré-adipdcitos, apontando para uma atividade
antiadipogénica do composto em questdao (HSU et al.,, 2006). Cho e col. (2010)
estudaram os efeitos da suplementacéao de acido cafeico (0,02%) ou acido clorogénico
(0,02%) em DH oferecida a camundongos, por oito semanas. Ao final do periodo
experimental, tanto os animais tratados com &cido cafeico quanto com &cido
clorogénico apresentaram menor ganho de peso, adiposidade, menores niveis séricos
de colesterol total, triglicérides, acidos graxos livres, leptina e insulina. Ambos os
tratamentos também reduziram a atividade das enzimas acido graxo sintase (FAS),
HMG-CoA redutase e acil-CoA colesterol transferase (ACAT), inibindo assim a sintese
de acidos graxos e colesterol e estimulando a oxidacdo de acidos graxos no figado.
Ainda, foi demonstrado nesse trabalho que o &cido clorogénico manteve a
adiponectina sérica em niveis semelhantes a dos animais alimentados com dieta
controle, diferentemente do acido cafeico, ressaltando que o acido clorogénico
suprimiu 0 ganho de peso e o acimulo de gordura visceral mais eficientemente que o
acido cafeico.

Em nosso modelo experimental, o tratamento diario com IBT também reduziu
a hiperglicemia, o colesterol total, o colesterol LDL e o indice aterogénico, bem como
impediu o desenvolvimento de resisténcia a insulina e de esteatose hepética nos
animais alimentados com DH, com relacdo aos controles, tratados com agua.

Em consonancia com esses achados, Oliveira e col. (2005) observaram efeito
hipoglicemiante da fragdo aquosa de B. trimera, administrada duas vezes ao dia por
sete dias, em camundongos fémeas diabéticas. Em 2012, Souza e col. observaram
efeito antiobesogénico e hipocolesterolémico em ratos tratados com extrato
metanalico de B. trimera em diferentes concentracfes, porém os animais tratados com
a dose mais alta (714 mg/kg) apresentaram reducdo nos niveis séricos de HDL e

indicio de esteatose.
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Ao correlacionarmos os efeitos citados aos compostos identificados em nossa
amostra de IBT, destacamos a presenca de dois diterpenos clerodanos, bem como do
acido clorogénico e dos derivados de flavonoides (Tabela 3).

Os diterpenos constituem a classe de compostos mais abundante em espécies
do género Baccharis. Em nossa amostra de IBT, identificamos putativamente dois
diterpenos clerodanos (picos 11 e 12), porém, devido a falta de estudos de
fragmentacao, ndo foi possivel determinar a férmula estrutural desses compostos,
apesar de existir citacdo na literatura de ocorréncia dessa classe na espécie B. trimera
(HERZ et al., 1977; ZDERO et al., 1989; TORRES et al., 2000; GARCIA et al., 2014).
Embora sejam raros os trabalhos associando essa classe de compostos aos efeitos
bioldgicos aqui estudados, um diterpeno clerodano, pertencente a outro género de
plantas (Polyalthia longifélia), atenuou o ganho de peso e o acumulo de gordura
epididimal, melhorou a tolerdncia a glicose, reduziu o colesterol total, inibiu a
hipertrofia dos adipdcitos e reduziu a esteatose hepatica provocada pela DH em
camundongos C57/BL6, quando comparados aos animais controle (BEG et al., 2015).
Outro estudo recente demostrou que o Borapetosideo E, um diterpeno clerodano
extraido de Tinospora crispa, melhorou significativamente a hiperglicemia, resisténcia
a insulina, esteatose hepatica e a hiperlipidemia em camundongos obesos induzidos
por DH, e segundo os autores os efeitos foram comparaveis ou melhores aos da droga
metformina, um hipoglicemiante comumente utilizado por diabéticos (XU et al., 2017).

Com relacado ao acido clorogénico, ainda na década de 90, Nardini e col. (1995)
sugeriram que o mesmo diminui o risco de doenca cardiovascular por reduzir a
oxidagao do colesterol LDL e do colesterol total. Pouco depois, Hemmerle e col. (1997)
relataram que o acido clorogénico inibiu a resposta da enzima glicose-6-fosfatase
hepatica, que atua no passo final da gliconeogénese e da glicogendlise, originando a
glicose livre, que é entdo exportada para a corrente sanguinea. Posteriormente,
estudos in vivo em modelos animais também demonstraram que o acido clorogénico
€ capaz de reduzir a glicemia por essa via (HERLING et al., 1999; BASSOLI et al.,
2008).

Por sua vez, os flavonoides estdo entre 0s metabolitos secundarios
encontrados em maior quantidade na Baccharis trimera, sugerindo que esses
compostos sejam responsaveis por atividades hepatoprotetora (SOICKE; LENG-
PESCHLOW, 1987), anti-inflamatéria e analgésica (GENE et al., 1996), além de

efeitos benéficos no tratamento contra obesidade e disturbios metabdlicos (CHUANG;
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MCINTOSH, 2011). Ainda, a IV Diretriz da Sociedade Brasileira de Cardiologia
(SPOSITTO, 2007) relata que plantas com alto teor de flavonoides podem ser
utilizadas na prevencdo e tratamento de hiperlipidemia e aterosclerose. Em
concordancia, meta-analises de estudos de coorte e ensaios clinicos mostraram que
0 consumo de chocolate, cha e outros alimentos ricos em flavonoides tende a reduzir
o risco de doencas cardiovasculares (HOOPER et al., 2012) e diabetes mellitus tipo I
(YANG et al., 2014).

Dentre os derivados de flavonoides identificados em nossa amostra de IBT
estdo o isoschaftosideo, o schaftosideo e a rutina (picos 5, 6 e 7, respectivamente).

Corroborando a acdo em questédo, Li e col. (2009) demonstraram que as
flavonas C-glicosiladas, como o isoschaftosideo (WOHLMUTH et al.,, 2010),
apresentaram efeito inibitério de a-glicosidases ainda maiores que da acarbose, um
medicamento hipoglicemiante utilizado para retardar a digestdo e absorcdo de
carboidratos, sugerindo que o isoschaftosideo possa beneficiar a satde de individuos
diagnosticados com diabetes. Dessa forma, o isoschaftosideo também pode contribuir
com o efeito sacietogénico ja citado aqui, observado nos animais tratados com IBT.

Ainda, rutina e isoschaftosideo, presentes no extrato aquoso das folhas de
Dendrobium officinale apresentaram moderado efeito inibitério da lipase pancreética
com valores IC50 em torno de 57 e 64 uM, respectivamente. Tanto a rutina quanto o
isoschaftosideo formaram a interagao 1-11 (com o anel de benzeno de Phe-216) e uma
ligacdo de hidrogénio com a lipase. Essas interac6es ndo-covalentes podem alterar a
conformacao molecular da enzima, influenciando na atividade catalitica da mesma.
Assim, os autores concluiram que rutina e isoschaftosideo podem atuar como
inibidores da lipase pancreética devido a alteracdo conformacional gerada na proteina
apos sua ligagéo (TAO et al., 2015).

Outro estudo, realizado com o0s extratos aquoso e etandlico de Viola
mandshurica (ambos contendo schaftosideo) em camundongos C57/BL6 alimentados
com DH por sete semanas, demonstrou que o tratamento foi capaz de prevenir a
hiperglicemia, a hipertrigliceridemia, a hipercolesterolemia, a elevacdo do ganho de
peso, da area dos adipdcitos e do acumulo lipidico hepatico, além de aumentar o nivel
sérico de adiponectina e a expressao de RNAm no tecido adiposo epididimal e reduzir
a expressdo de RNAm de varios genes lipogénicos, como C/EBPa, C/EBPS,
SREBP1c, e leptina, enquanto que aumentaram a expressdo de mRNA da proteina
desacopladora 2 (UCP2) e da AMPK (proteina quinase ativada por AMP). Ademais, 0
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tratamento com ambos 0s extratos estimulou a ativagéo e expressao de AMPK e inibiu
a ativacdo de ACC (acetil-CoA carboxilase) no figado, com uma diminuicao
concomitante no acumulo de gordura no figado desses animais, quando comparados
aos animais nao tratados com o0s extratos, sugerindo que 0s extratos atuem
suprimindo a lipogénese e promovendo a oxidacao de acidos graxos por ativacao da
AMPK no figado e no tecido adiposo. Assim, 0s autores sugerem que o schaftosideo
€ parcialmente responsavel pelos efeitos antiobesidade observados no modelo
experimental de obesidade induzida por DH utilizado (SUNG et al., 2017).

Ha na literatura diversos relatos sobre os efeitos benéficos da rutina para a
saude humana, inclusive na prevencédo da obesidade. Um estudo realizado por Choi
e col. (2006) mostrou que em testes in vitro, a rutina suprimiu a diferenciagao celular
de pré-adipocitos 3T3-L1, de maneira dose-dependente. Na fase de inducdo da
adipogénese, a rutina suprimiu a atividade do glicerol-3-fosfato desidrogenase e a
atividade de fatores adipogénicos como o PPAR-y em células 3T3-L1. Ja in vivo, a
suplementacao de rutina durante 4 semanas em camundongos C57BL/6 alimentados
com DH resultou em reducéo do ganho de peso, em compara¢ao com 0s animais nao
tratados com rutina e alimentados com DH. Ademais, uma fracdo etandlica
proveniente do extrato bruto das folhas de Morinda citrifolia, contendo flavonoides
como quercetina e rutina, foi administrada por via oral durante 12 semanas a ratos
Sprague-Dawley alimentado com DH. Os resultados mostraram que o tratamento
reduziu o ganho de peso, adiposidade visceral, colesterol total, colesterol LDL,
triglicérides, insulina e leptina séricos, com relacdo aos animais nao tratados, que
receberam a mesma dieta (JAMBOCUS et al., 2016).

Seguindo a mesma linha, Hsu e col. (2009) observaram que ratos Wistar
obesos apresentaram reducdo no peso corporal e tecido adiposo, com melhora nos
perfis lipidicos séricos, insulina, leptina, triglicérides, colesterol e perfis oxidativos apos
8 semanas de intervengao com rutina, confirmando o efeito protetor desse flavonoide
na dislipidemia, esteatose hepatica e estresse oxidativo. Wang e col. (2017) também
demonstraram o efeito antiobesogénico da rutina ao suplementarem a DH dos
camundongos, por 28 dias. Ao final do periodo experimental, observaram menor peso
corporal, além de niveis reduzidos de MCP-1 e TNF-a séricos, quando comparados
aos animais cuja DH néo foi suplementada com rutina.

Apoés as oito semanas de inducdo da obesidade e concomitante tratamento,

observamos que a DH oferecida a nossos animais provocou intensa infiltracdo de
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macréfagos no tecido adiposo epididimal, com subsequente formacgéo de estruturas
tipo coroa ao redor dos adipdcitos, quando comparados aos animais controle. Vale
destacar que nos animais alimentados com DH e tratados com IBT, esse fendbmeno
nao foi observado.

Corroborando esses achados, Defuria e col. (2009) observaram o aumento da
area dos adipdcitos, da expressao de marcadores para macréfagos no tecido adiposo
e da formacao de estruturas tipo coroa por macrofagos, em camundongos C57/BL6
alimentados com DH, em relacdo aos controles, além do aumento na expresséao de
TNF- o e MCP-1. Em outro estudo utilizando modelo experimental de obesidade,
pesquisadores demonstraram que 0 aumento na expressdao de MCP-1 induziu
elevacdo na infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo, além de aumento de
triglicérides no figado e resisténcia a insulina. Ainda, os autores constataram que a
delecdo do gene para MCP-1 reduziu o acumulo de macréfagos no tecido adiposo, a
resisténcia a insulina e a esteatose hepatica associada a obesidade (KANDA et al.,
2006).

Com o ganho de peso e consequente hipertrofia dos adipdcitos, 0s vasos
sanguineos do tecido adiposo sdo comprimidos, impedindo o suprimento adequado
de oxigénio no tecido e provocando assim uma hipdxia local, levando os adipécitos a
morte (WOOD et al., 2009) e induzindo a infiltracdo de macréfagos no tecido adiposo,
com a formacdo de estruturas tipo coroa de macrofagos em torno dos adipécitos
mortos (HEILBRONN; CAMPBELL, 2008). O acumulo de macréfagos no tecido
adiposo € o principal responséavel pelo aumento de citocinas inflamatérias como TNF-
a e IL-6 levando a condi¢cdo de inflamag&o subclinica associada ao excesso de
gordura corporal (BOULOUMIE et al., 2005). Ainda, com o aumento da quantidade e
do tamanho do tecido adiposo, ocorre maior liberacdo de fatores inflamatérios ou
quimiotaticos para macréfagos, como leptina, TNF-a, IL-6 e MCP-1 (PEAKE et al.,
2006).

Nesse sentido, avaliamos o efeito do tratamento com IBT sobre a func¢éo celular
de macrofagos oriundos de animais alimentados com DH, bem como do tratamento in
vitro com IBT, em macrofagos provenientes de animais néo tratados e alimentados
com dieta padréo (Nuvital®).

Em nosso modelo experimental ex vivo (macréfagos oriundos de camundongos
alimentados com DN ou DH e tratados com IBT ou agua) inferimos que a DH

desencadeou inflamacéo subclinica nos animais tratados com 4gua, evidenciada pela
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infiltracdo de macrofagos no tecido adiposo, com formacao de estruturas tipo coroa
ao redor dos adipocitos, producdo e liberagdo de NOz (uUM), bem como pelo
espraiamento dos macrofagos peritoneais, quando comparados aos animais
alimentados com DN. Entretanto, o tratamento diario com IBT foi eficaz na prevencao
da inflamacé&o subclinica em animais alimentados com DH, visto que os macrofagos
desses animais mantiveram a producao e liberacdo de NO2™ (uM) e de H202 (uUM) e o
espraiamento semelhantes aos dos animais controle (DN + agua), além de reduzir a
adesdo e a atividade fagocitaria dessas células. Ainda, no modelo experimental in vitro
(macrofagos peritoneais de animais ndo alimentados com as dietas DN ou DH e sim,
com dieta padréo (Nuvital®), tratados ou ndo com IBT e estimulados ou ndo com LPS)
o tratamento com IBT reduziu a producao e liberacdo, pds estimulo inflamatorio, das
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio supracitadas, bem como reduziu o
espraiamento e a atividade fagocitaria dos macré6fagos peritoneais.

Jé& foi descrito nesse trabalho que dietas hiperlipidicas induzem alteragdes na
composicdo da microbiota intestinal que favorecem a transferéncia de LPS enddgeno
do limen para a corrente sanguinea, originando uma endotoxemia metabolica (CANI
et al., 2007). As evidéncias sugerem que o LPS esta direta e indiretamente envolvido
nas alteracdes histoldgicas e bioldégicas que ocorrem no tecido adiposo durante a
obesidade, como na inducao da morte dos adipécitos, na formacédo de estruturas tipo
coroa e na transicdo de macrofagos com o fenétipo M2 para o fenétipo M1, como
revisado por Hersoug, Moller e Loft (2018).

Aligacdo do LPS ao TLR-4 desencadeia uma cascata inflamatoria ativada pela
via de sinalizagcdo do NF-xB, promovendo a transcrigdo de diversos genes e enzimas
pré-inflamatérios, como a INOS (GUHA; MACKMAN, 2001). Park, Chung e Kim (2007)
demonstraram que a iINOS, envolvida na producéo de espécies reativas de nitrogénio,
como o NO, estdo aumentadas em individuos obesos, o que também poderia explicar
0 estresse oxidativo aumentado na obesidade. Além do estimulo via LPS, as citocinas
pré-inflamatérias de macréfagos M1 suprarregulam genes como da iNOS (CHARLES
et al., 2000), assim os macrofagos M1 produzem NO em altas concentracdes
(MANTOVANI et al., 2004), além de espécies reativas de oxigénio como o peroxido
de hidrogénio, contribuindo com a manutencéo da resposta inflamatéria (GHOSN et
al., 2010).

Ratificando a acdo em questéo, diversos trabalhos j& demonstraram o efeito

antioxidante da Baccharis trimera. Em 2009, Rodrigues e col. observaram esse efeito
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in vitro ao utilizarem o extrato aquoso de B. trimera. Pouco depois, Oliveira e col.
(2012) comprovaram esse efeito in vitro e ainda demonstraram que diversos extratos
de B. trimera, incluindo o aquoso, reduziram significativamente os niveis de NO
presentes no exsudato peritoneal de ratas, apds injecdo intraperitoneal de
carragenina. O extrato hidroalcoolico de B. trimera também apresentou atividade
antioxidante dose-dependente in vitro, além ter reduzido os niveis de ERO em ensaio
in vivo utilizando nematdédeos como modelo experimental. Nesse trabalho os autores
sugeriram que as propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos presentes na
B. trimera neutralizam diretamente a producdao de ERO (PAIVA et al.,, 2015).
Nascimento e col. (2017) descreveram uma atividade antioxidante, também dose-
dependente, para duas preparacdes diferentes de extrato aquoso de B. trimera em
ensaios de quelacdo de cobre e ions férricos e de eliminacdo de radicais superoxido
e hidroxila. Semelhantemente, Rabelo e col. (2018) observaram efeito antioxidante
dose-dependente em diferentes doses de extrato hidroetandlico de B. trimera, com
reducado nos niveis de ERO e NO em células de carcinoma de hepatdcitos.

Outras espécies do género Baccharis apresentam atividade antioxidante
descrita na literatura, como a B. prépolis, cujo extrato etanélico demonstrou tal
atividade in vitro evidenciada pela eliminacdo direta de ERO, bem como pela
estimulacdo da expressao de genes antioxidantes (ZHANG et al., 2016). Nufio e col.
(2012) observaram o efeito antioxidante in vitro de tinturas de B. incarum, sugerindo
gue o acido clorogénico e seus derivados identificados na amostra sejam parcialmente
responsaveis pelo efeito observado. Além desses, relacionados ao género Baccharis,
hé& relatos na literatura que apontam o efeito antioxidante do acido clorogénico e seus
derivados identificados em diversos géneros de plantas (WANGKHEIRAKPAM et al.,
2018; MORI et al., 2018; KATADA et al., 2018).

Macroéfagos ativados (M1) produzem ERO e citocinas proé-inflamatérias (como
TNF- a, IL-6), além de aumentar sua capacidade de ades&o, espraiamento e
fagocitose (AKIRA; MISAWA; SAITOH, 2013; BOU GHOSN et al, 2010).

N&o ha registros na literatura que relacionem o espraiamento, a adesao e a
atividade fagocitaria de macréfagos com plantas do género Baccharis. Entretanto, um
estudo realizado com outro género de planta (Achyrocline alata), pertencente a
mesma familia da Baccharis (Asteraceae) e apresentando compostos semelhantes
aos encontrados em nossa amostra, como o acido clorogénico e seus derivados

(acidos 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico), demonstrou que o tratamento in
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vitro com extrato da planta ndo alterou o espraiamento dos macréfagos, corroborando
nossos achados ex vivo (TOFFOLI-KADRI et al., 2014). Ainda, esses autores
observaram o mesmo perfil de resposta quanto a liberacdo de NO2 e de H:20:2
encontrados em nossos ensaios in vitro, reforcando a hipétese da participacdo do
acido clorogénico e de seus derivados sobre os efeitos observados neste trabalho.

Gao, Ma e Liu (2013) estudaram os efeitos da rutina (um dos flavonoides
identificados em nossa amostra de IBT) sobre a inflamacédo em cultura de macréfagos
RAW 264.7 e sobre a obesidade e inflamacédo subclinica em modelo experimental de
obesidade em camundongos C57/BL6 alimentados com DH e tratados duas vezes por
semana com esse flavonoide (via i.p.), durante oito semanas. Os autores observaram
que o tratamento in vitro com rutina ndo afetou a viabilidade dos macréfagos, mas
suprimiu a producéo de TNF-a. A analise dos niveis de RNAmM dos genes envolvidos
na inflamacédo e estresse oxidativo de macrofagos revelou que a exposicdo a rutina
reprimiu a elevacgao da expressao de TNF- a, bem como da transcri¢do dos genes IFN-
v, IL-1PB e IL-6. Ainda, a producao de ERO intracelulares nos macréfagos estimulados
com rutina foi aproximadamente 70% menor que a do controle. Outrossim, o trabalho
demonstrou que o tratamento in vivo com esse flavonoide preveniu o ganho de peso,
0 aumento da area dos adipocitos e a formacdo de estruturas tipo coroa por
macréfagos ao redor dos adipdcitos, a esteatose hepética e a resisténcia a insulina,
bem como reduziu os niveis de RNAm de MCP-1 e TNF-a no tecido adiposo, quando
comparado aos animais alimentados com DH e né&o tratados, corroborando a maioria
dos resultados obtidos em nosso trabalho.

Assim, embora ndo tenhamos dosado as citocinas inflamatérias, podemos
sugerir que o efeito preventivo do tratamento com IBT sobre a obesidade, resisténcia
a insulina, esteatose hepética e inflamagéo subclinica em nosso modelo experimental
se deva a provavel inibicdo da expressao de citocinas pro-inflamatorias no tecido
adiposo, com consequente inibicao da diferenciacdo celular de M2 para M1 (devido a
reducdo das fungbes dos macrofagos), além da inibicdo da diferenciacdo de
adipécitos e do estresse oxidativo. Dessa forma, sugerimos que a dosagem dessas
citocinas e a analise via Western Blotting da expressao de proteinas envolvidas, como
a COX-2, poderao elucidar os mecanismos responsaveis pelos efeitos observados.
Ademais, inferimos que os efeitos aqui apresentados se devem a presenca dos
compostos fendlicos na amostra de IBT, como o &cido clorogénico e seus derivados

e de flavonoides, como a rutina.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, conclui-se que a ingestédo diaria de
IBT pode ajudar a combater a obesidade e suas alteracfes metabolicas, pois é capaz
de prevenir ganho de peso, adiposidade, resisténcia a insulina, esteatose hepéatica e
inflamacé&o subclinica, validando o uso popular do cha da planta.

Ainda, este trabalho é o primeiro a utilizar ndo somente o modo de preparo
(infuséo das partes aéreas), mas também a dose recomendada pelo 6rgéao regulador

para o uso popular de carqueja.
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