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RESUMO

O género Capsicum compreende mais de 200 espécies de pimentas e pimentdes e
diversas atividades farmacoldgicas sédo descritas na literatura. Estudos prévios do
nosso grupo de pesquisa tém explorado diferentes atividades biologicas de
Capsicum baccatum var. Pendulum (Solanaceae), como antioxidante, anti-
inflamatdria, hipoglicemiante e antidislipidémica. A prevaléncia da sindrome
metabolica, caracterizada por fatores como obesidade, resisténcia a insulina,
dislipidemia e hipertenséo, tem atingido proporc¢des epidémicas e acomete cerca de
20% da populagcdo mundial. Muitas vezes, apenas a mudanca no estilo de vida n&o
€ eficaz para impedir a progressdo da doenca, sendo necessario aderir ao
tratamento farmacolégico. No entanto, ndo existem farmacos especificos para o
tratamento da sindrome, levando a utilizacdo de polifarmécia, que gera dificuldades
de adeséo ao tratamento e risco de interagdes medicamentosas. O principal objetivo
desse estudo foi avaliar o efeito do extrato butandlico (BUT) e da fragdo ativa (AF)
dos frutos de C. baccatum em um modelo de sindrome metabdlica induzido por dieta
em camundongos C57BL/6. Inicialmente apresentamos uma revisdo de estudos
publicados, que utilizam diferentes tipos de dietas hipercaldricas para induzir a
sindrome metabdlica em roedores. Ao compararmos esses estudos, observamos a
forte tendéncia a utilizacdo de camundongos da linhagem C57BL/6 machos e
jovens, respondendo de forma satisfatéria a inducédo da sindrome metabdlica. Apés,
apresentamos o efeito do BUT e AF, nas doses de 200 e 50 mg/kg,
respectivamente, sobre os parametros glicidicos e lipidicos em modelo de sindrome
metabodlica em camundongos C57BL/6 submetidos a uma dieta hiperpalatavel (HPD)
durante 120 dias. Nesse estudo foi visto que o tratamento com C. baccatum via oral,
preveniu o ganho de peso, o desenvolvimento de um perfil de intolerancia a glicose,
0 acumulo de gordura na regido abdominal e a elevagdo nos niveis de insulina e
leptina plasméticas quando comparados ao grupo HPD. Além disso, também
preveniu o acumulo de colesterol e triglicerideos no figado e preservou a morfologia
do tecido hepético. Assim, C. baccatum se mostrou promissor, prevenindo

alteracbes dos diversos componentes importantes da sindrome metabdlica.

Palavras-chave: Capsicum baccatum, pimenta, sindrome metabdlica, camundongos
C57BL/6.






ABSTRACT

The genus Capsicum comprises more than 200 species of peppers and a range of
pharmacological activities are described in the literature. Previous studies of our
research group have explored several activities for Capsicum baccatum var.
pendulum (Solanaceae) species, as antioxidant, anti-inflammatory, hypoglycemic
and antidyslipidemic, since the studies with this species are scarce. The prevalence
of metabolic syndrome, characterized by the association of factors such as obesity,
insulin resistance, dyslipidemia and hypertension, is reaching epidemic proportions
worldwide, affecting approximately 20% of world's population. Often, only lifestyle
change is not effective in preventing the progression of the disease, being necessary
adherence to pharmacological treatment. However, there are no specific drugs for
the treatment of the syndrome, leading to the use of polypharmacy, which generates
an increase in public spending, difficulties of adherence to treatment, and enhanced
risk to drug interactions. The main objective of this study was to evaluate the effect of
butanolic extract (BUT) and the active fraction (AF) of C. baccatum on a model of
diet-induced metabolic syndrome in C57BL/6 mice. We first present a review of
published studies, which use different types of hypercaloric diets to induce metabolic
syndrome in rodents. When comparing these studies, we observed a strong trend
towards the use of male and young C57BL/6 mice, responding satisfactorily to the
metabolic syndrome induction through hypercaloric diets. After, we present the effect
of BUT and AF, on glucose and lipid parameters in a model of metabolic syndrome in
C57BL/6 mice submitted to a hyperpalatable diet (HPD) for 120 days. In this study, it
was seen that oral C. baccatum treatment prevented weight gain, development of a
glucose intolerance profile, accumulation of fat in the abdominal area and the
increase in plasma insulin and leptin levels when compared to group HPD. Also, it
prevented the accumulation of cholesterol and triglycerides in the liver, and
preserved the liver tissue morphology. Thus, these results showed the effects of C.
baccatum, especially AF, preventing changes in several important components of the

metabolic syndrome

Key-words: Capsicum baccatum, pepper, metabolic syndrome, C57BL/6 mice.
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Produtos naturais, especialmente a base de plantas, s&o utilizados pela
humanidade h& milhares de anos e adquirem importancia cada vez maior na
terapéutica mundial (1).

O género Capsicum, pertencente a familia Solanaceae, € composto por
diversas espécies de pimentas e pimentdes, sendo algumas delas largamente
cultivadas e utilizadas na indastria alimenticia e na medicina alopética ou tradicional.
Dentre elas, pode-se citar a espécie Capsicum baccatum var. pendulum, cultivada
no Brasil, sendo a variedade mais consumida nas regifes Sul e Sudeste do pais.
Devido a sua ampla utilizacdo, as pimentas do género Capsicum posicionam-se
como culturas de elevada importancia socioeconémica para a agricultura brasileira,
sendo o Rio Grande do Sul um dos principais estados produtores (2, 3). Na literatura
sdo descritas diversas atividades para plantas pertencentes ao género Capsicum,
tais como analgésica, antioxidante, anti-inflamatéria e hipocolesterolémica, porém
para a espécie C. baccatum, sdo escassos 0s estudos que exploram o0 seu
potencial terapéutico (4-7).

A prevaléncia do sobrepeso e obesidade na populagcdo mundial aumentou
dramaticamente nas Ultimas décadas, sendo um dos principais desafios na saude
publica. Segundo a OMS, em 2014, mais de 1,9 bilhdes de adultos, com 18 anos ou
mais, estavam acima do peso, e destes mais de 600 milhdes eram obesos.
Juntamente com essa condicdo, geralmente estdo associados diversos outros
distarbios metabdlicos como hiperglicemia, dislipidemia, hipertensdo arterial e
resisténcia a insulina, os quais, em associa¢do, sado critérios diagnésticos para a
sindrome metabdlica, fortemente correlacionada com o aumento do risco para

diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares e mortalidade precoce (8).

Capsicum spp.

Dentre as espécies mais conhecidas do género Capsicum estdo: Capsicum
annuum, Capsicum baccatum, Capsicum chinense, Capsicum frutescens e
Capsicum pubescens. Essas plantas s&8o nativas da Ameérica, principalmente
América Central e América do Sul, mas atualmente sdo cultivadas em diversos

paises pelo mundo (9, 10).
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No Brasil, sdo produzidas em praticamente todas as regibes, sendo o Rio
Grande do Sul, um dos cinco estados de maior producdo, atras de Minas Gerais,
Sao Paulo, Goids e Cearad. O cultivo de pimentas e pimentdes representa um
importante agronegocio para o pais, envolvendo diferentes segmentos, desde as
pequenas agroindustrias artesanais até a exportacdo de paprica por empresas
multinacionais que competem no mercado de especiarias e temperos (11).

As espécies de Capsicum sdo conhecidas popularmente como: tili, pimenta-
guente, paprica, pimenta-malagueta e pimenta-vermelha, e apresentam uma grande
variabilidade morfolégica destacando-se as multiplas formas, tamanhos, coloracdes
e graus de pungéncia (3).

Como componentes majoritarios deste género, encontram-se 0S
capsaicinoides, que possuem varias das atividades farmacologicas atribuidas a
droga vegetal. Entre eles estd a capsaicina, principal responsavel pela pungéncia
caracteristica desses frutos. Além dos capsaicindides, estdo presentes também os
carotendides, como a capsantina e o caroteno, que dao a coloracdo vermelha aos
frutos, vitaminas A e C, 6leos essenciais, entre outros (12).

Na literatura, estdo presentes diversos estudos com os frutos do género
Capsicum, onde séo descritas diversas atividades bioldgicas e farmacolégicas,

destacando-se a a¢ao antioxidante, analgésica e anti-inflamatéria (4-6, 13).

Il. Capsicum baccatum

Diversos tipos de pimentas da espécie C. baccatum séo cultivadas no Brasil,
dentre elas, as mais conhecidas sdo a 'Dedo-de-Moca’, 'Chifre-de-Veado' e
'‘Cambuci' ou 'Chapéu de Frade', que diferem entre si principalmente pela morfologia
(3).

As pimentas popularmente conhecidas como Dedo-de-Moga, pertencentes a
espécie Capsicum baccatum var. pendulum (Willd.) Eshbaug, sdo amplamente
consumidas no pais, de diversas formas, como em molhos, conservas, desidratadas
ou frescas. Seus frutos sdo alongados e pendentes, intensamente vermelhos
guando maduros, com baixa pungéncia, e medem entre 6,8 e 8 cm de comprimento

e 1 al5 cm de largura (Figura 1). Suas flores possuem corola branca com um par
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de manchas amareladas ou esverdeadas na base de cada lobo das pétalas e estao

distribuidas de uma a duas por no (Figura 2). (3).

Figura 1. Exemplar de C. baccatum var. pendulum. Arbusto repleto de frutos (esquerda) e Fruto
maduro (direita). Fonte: Autor (2015)

/3

Figura 2. Caracteristicas da flor de C. baccatum. Fonte: Autor (2015)

Quanto & composi¢do quimica da espécie, sdo descritos na literatura a
presenca de substancias fendlicas, capsaicinodides, carotendides e compostos
volateis.

Em estudo realizado por Kappel e colaboradores (2008), foram investigados o
teor de compostos fendlicos, o potencial antioxidante e a atividade antimicrobiana de
extratos hidroetandlicos obtidos de diferentes partes do fruto de Capsicum baccatum
var. pendulum. Foi demonstrada atividade antioxidante para todos o0s extratos

testados, que pode ser correlacionada com a quantidade de compostos fendlicos

21



presentes. A atividade antimicrobiana dos extratos foi considerada fraca contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas (14).

Com relacdo aos capsaicinoides, diferentes autores demonstraram a
presenca de capsaicina, dihidrocapsaicina e nordihidrocapsaicina nos frutos de C.
baccatum (15-17). Kollmannsberger et al. (2011) também demonstraram a presenca
de diversos compostos volateis como ésteres saturados, ésteres acil-insaturados,
ésteres de alcoodis secundarios e monoterpenos. Além desses compostos, C.
baccatum também possui carotendides, responsaveis pela coloracdo dos frutos,
sendo a capsantina o mais abundante (18).

Entre os escassos estudos encontrados na literatura que descrevem as
propriedades biologicas de C. baccatum var. pendulum, podemos encontrar relatos
de atividades como antioxidante, anti-inflamatéria, antidislipidémica e
hipoglicemiantes. Spiller et al. (2006) avaliaram o efeito do suco extraido dos frutos
de C. baccatum var. pendulum, na dose de 2,0 g/kg, o qual demonstrou potencial
anti-inflamataorio, reduzindo significativamente a migracdo de leucdcitos e volume de
exsudato em modelo de inflamacdo aguda de pleurisia e peritonite induzidos por
carragenina. A acdo anti-inflamatéria nesse estudo foi atribuida a presenca de
capsaicina (5).

Estudos prévios realizados em nosso grupo de pesquisa com a espécie
Capsicum baccatum var. pendulum, mostraram diferentes atividades bioldgicas.
Zimmer et al. (2012) testou diferentes extratos dos frutos e das sementes obtidos
com solventes de diferentes polaridades, os quais demonstraram potencial
antioxidante in vitro e anti-inflamatério in vivo em modelo de pleurisia (200mg/kg,
v.0.) (6). Posteriormente, foram selecionados dois dos extratos (etandlico e
butandlico) que apresentaram as melhores atividades para avaliagdo da toxicidade
apos administracdo oral na dose de 200 mg/kg, durante 60 dias. Os resultados
obtidos ndo demonstraram nenhum nivel de toxicidade para 0s animais nos
parametros avaliados (19). Zimmer (2011), também testou o potencial
hipoglicemiante e antidislipidémico do extrato butandlico de C. baccatum, na dose de
200mg/kg via oral, em ratos Wistar tratados com uma dieta hiperpalatavel durante
130 dias. O extrato apresentou resultados positivos, prevenindo tanto o0 aumento nos
niveis de colesterol total e LDL-c como também a intolerancia a glicose, em

condicOes de dieta desfavoravel. Também, ndo houve alteracdes significativas nos
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parametros bioquimicos, hematolégicos e comportamentais, sugerindo seguranca
apos seu uso prolongado (20).

Mais recentemente, Molon (2016) fracionou o extrato butandlico de C.
baccatum em trés por¢cdes, de acordo com a polaridade, e avaliou a atividade anti-
inflamatoria dessas frac6es na dose de 100 mg/kg, via oral, no modelo de pleurisia
induzida por carragenina em camundongos. Todas as fracbes apresentaram
diminuicdo significativa na migracdo de leucécitos para a cavidade pleural.
Concomitantemente, foi realizado o isolamento e a elucidagdo dos compostos
presentes no extrato, com destaque especial para o capsianosideo XV, presente na
fracdo mais polar do extrato (21).

Por fim, Allemand e colaboradores (2016), avaliaram os efeitos anti-
inflamatérios in vivo de trés extratos enriquecidos obtidos por fracionamento
bioguiado de C. baccatum e sua influéncia sobre mediadores inflamatorios
produzidos por macréfagos in vitro. Todos os extratos apresentaram atividade,
porém o extrato butandlico e o aquoso se mostraram mais eficazes. Além disso,
diferentemente do relatado por Spiller (2006), esses efeitos parecem ser

independentes da presenca de capsaicina (22).

1. DISTURBIOS METABOLICOS

A prevaléncia da obesidade na populacéo cresce drasticamente com o passar
dos anos e associados a ela surgem diversos outros distlrbios metabdlicos como
hiperglicemia, dislipidemia, resisténcia a insulina e hipertensdo arterial, que
aumentam o risco para o desenvolvimento de diabetes e doencas cardiovasculares.
Quando associados estes fatores, o paciente é diagnosticado com a chamada
sindrome metabdlica, que segundo o International Diabetes Federation define-se
como obesidade central (circunferéncia abdominal elevada) acompanhada de pelo
menos dois dos seguintes critérios: triglicerideos séricos maior ou igual a 150 mg/dL;
nivel de HDL-c (lipoproteina de alta densidade) no soro inferior a 40 mg/dL em
homens e 50 mg/dL em mulheres; pressao arterial maior ou igual a 130/85 mmHg; e
glicemia de jejum maior ou igual a 100 mg/dL (23).

Dentre essas condi¢cOes, sabe-se que a obesidade central e a resisténcia a
insulina, sdo os principais fatores relacionados com o desenvolvimento da sindrome
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metabolica. A obesidade, principalmente a adiposidade central, devido a todas as
condi¢cbes que surgem em sua consequéncia, esta associada independentemente
com o aumento do risco cardiovascular. O tecido adiposo, considerado um 6rgéo
endocrino ativo, secreta adipocinas como leptina e adiponectina, citocinas pro-
inflamatdrias e fatores hipofibrinoliticos, que contribuem para o aumento do estresse
oxidativo e da disfuncdo endotelial, promovendo aterosclerose (24). A resisténcia a
insulina é caracterizada pela diminuicdo da sensibilidade a insulina pelo organismo,
que faz com que a glicose ndo seja captada pelas células, permanecendo na
circulagdo sanguinea, o que gera um aumento da secrecdo desse horménio na
tentativa de remover o excesso de glicose do sangue. Com o0 tempo, esse
mecanismo faz com que as células beta-pancreaticas percam sua funcdo, néo
produzindo mais insulina suficiente, tornando o individuo hiperglicémico, sendo
diagnosticado com diabetes tipo 2 (25). Na figura 3, esta representado o mecanismo
pelo qual esses dois fatores podem contribuir para a doencga cardiovascular, onde a
gordura visceral, através da liberacdo de adipocinas, contribui por si sO para a
disfuncdo endotelial e a resisténcia a insulina, induzida por diversos mediadores,
pode resultar em aumento no estresse oxidativo e disfuncédo endotelial. O acumulo
de gordura, a resisténcia a insulina e o processo inflamatério e a dislipidemia
induzidos pelo figado podem levar ao processo aterosclerético que ao progredir leva
ao aumento do risco cardiovascular (24).

O diabetes tipo 2 € a forma presente em 90-95% dos casos de diabetes e sua
natureza crénica, gravidade das complicac6es e meios necessarios para controla-la,
a torna uma doenca muito onerosa ndo apenas para os individuos afetados e suas
familias, mas também para o sistema de salude. Pacientes portadores desta doenca
apresentam diversos fatores de risco para doencas aterotrombdticas, entre eles
destaca-se a dislipidemia, que € caracterizada por hipertrigliceridemia e colesterol da
lipoproteina de alta densidade (HDL-c) baixo. Assim, ressalta-se a importante
correlacdo dessas condicdes na contribuicdo potencial do aumento do risco

cardiovascular (26).
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Figura 3. Esquema representando o mecanismo pelo qual a gordura visceral e a resisténcia a

insulina podem contribuir para a doenca cardiovascular. MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos
1); RBP-4 (proteina transportadora de retinol 4); CRP (proteina C reativa); PAI-1 (inibidor do ativador
do plasminogénio 1); ICAM-1 (molécula de adesao intercelular 1) Fonte: Modificado de Van Gaal et
al., 2006.

Muitas vezes, apenas a mudanca no estilo de vida, com habitos alimentares
saudaveis e aderindo a pratica de exercicio fisico, ndo € suficiente para diminuir o
risco cardiovascular do paciente, sendo necessario associar o0 tratamento
farmacoldgico. No entanto, inexistem agentes farmacoldgicos especificos que
regulem o metabolismo como um todo, sendo realizado o tratamento de cada
componente individual da sindrome metabdlica, na tentativa de reduzir o impacto no
risco cardiovascular e o desenvolvimento do diabetes (27-29).

Sendo assim, a descoberta de uma nova classe agente farmacoldgica que
associe as atividades que estdo envolvidas em disturbios metabdlicos € de grande
importancia no tratamento e prevencdo desses distlrbios e consequentemente na

diminuic&o do risco cardiovascular dos pacientes.

Capsicum spp. x DISTURBIOS METABOLICOS
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Na literatura encontram-se diversos estudos que relacionam os componentes
presentes em diferentes espécies pertencentes ao género Capsicum com O Seu
papel na prevencdo e/ou tratamento de disturbios metabdlicos como obesidade,
diabetes tipo 2 e dislipidemia. Um exemplo, é a capsaicina, principal componente
responsavel pela pungéncia atribuida as pimentas e pimentbes. Seu papel
terapéutico € amplamente descrito , demonstrando diferentes atividades como
analgésica, antipruriginosa, neuroprotetora, anti-apoptotica, anticancer, antioxidante,
anti-inflamatoria, antiobesidade, hipoglicemiante, além de efeitos gastrointestinais e
cardiovasculares (30-33).

Whiting e colaboradores (2012) publicaram um artigo de revisdo, cujo objetivo
foi investigar o potencial beneficio dos capsaicindides na manutencdo do peso
corporal, relatando que esses compostos podem atuar no aumento do gasto
energético, aumento da oxidacdo lipidica e reducdo do apetite (34). Em outro
estudo, Huang e colaboradores (2014) investigaram os efeitos de capsaicindides e
capsinodides, bioisésteros dos capsaicindides, sobre os lipidios plasmaticos, o
relaxamento da aorta, desenvolvimento da placa aterosclerética e excrecdo fecal de
ester6is em hamsters alimentados com uma dieta rica em colesterol. Os resultados
mostraram que  somente 0s capsaicindides foram capazes de modular
favoravelmente o perfil das lipoproteinas do plasma, além de possuirem atividade
vascular benéfica (35).

A espécie Capsicum annuum € uma das mais conhecidas e difundidas
mundialmente e inUmeros ensaios farmacoldgicos com esta espécie vegetal séo
encontrados na literatura. Entre eles, destaca-se o estudo realizado com ratos
alimentados com dieta hiperlipidica adicionada de pequena quantidade do pé obtido
a partir de C. annuum, o qual demonstrou efeito hipocolesterolémico e
hipotrigliceridémico (36, 37). Aizawa e colaboradores (2009) investigaram os efeitos
da capsantina, principal carotenoide encontrado em C. annuum, no metabolismo
lipidico em ratos, observando um aumento no HDL-c sem alterar o colesterol total e
os triglicerideos (38). Em outro estudo com essa mesma espécie foi avaliado o
potencial do suco de pimenta verde em reduzir o ganho de peso e seus efeitos sobre
o perfil lipidico em camundongos C57BL/6 alimentados com uma dieta hiperlipidica.
Como resultados foi relatado a reducdo do ganho de peso e regulacédo dos niveis de

lipideos no soro (39). Mais recentemente foi publicado um estudo que testou uma
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fracdo rica em capsicosideo G, uma saponina obtida das sementes de C. annuum,
nas doses de 10 e 100 mg/kg em camundongos C57BL/6 alimentados com uma
dieta hiperlipidica (high fat diet, HFD) durante 7 semanas, onde foi observado que a
suplementacdo com fragdo rica em capsicosideo G atenuou o ganho de peso
corporal, deposicdo de gordura e concentracdo de TG no figado, sem apresentar

hepatotoxicidade e nefrotoxicidade (40).
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2 OBJETIVOS







OBJETIVO GERAL

Definir modelo in vivo mais adequado para indugdo da sindrome
metabolica em roedores e avaliar, através desse modelo, a influéncia do
tratamento com Capsicum baccatum var. pendulum L. sobre o metabolismo

dos animais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar uma ampla revisdo da literatura cientifica atual para definir o modelo
in vivo mais adequado para indu¢do da sindrome metabdlica em roedores;

Preparar e caracterizar as solucdes extrativas obtidas a partir do fruto da
espécie Capsicum baccatum;

Avaliar o efeito sobre o metabolismo lipidico e glicidico do extrato butandlico e
da fracdo ativa de Capsicum baccatum em modelo de sindrome metabdlica
induzida por dieta hipercalérica em camundongos C57BL/6;

Mensurar parametros bioquimicos plasmaticos e o nivel dos hormdnios
insulina e leptina;

Avaliar o perfil lipidico e histologico do tecido hepatico dos animais;

Identificar o(s) componente(s) responsavel(is) pela atividade farmacoldgica
encontrada.
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3 CAPITULO I: Experimental protocols for inducing metabolic syndrome in

rodents by hypercaloric diets as a potential drug discovery platform

Manuscrito a ser submetido no periodico Journal of Functional Foods

O texto completo do capitulo I, que na dissertacdo defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 35-90, foi suprimido por
tratar-se de manuscrito em preparacdo para publicagdo em periddico cientifico.
Consta de uma revisao de estudos publicados que utilizaram diferentes tipos de
dietas hipercaloricas para induzir a sindrome metabdlica em roedores. Os
artigos que cumpriram os critérios de inclusdo foram analisados e comparados
quanto as condicbes experimentais utilizadas e as alteracbes geradas no
metabolismo dos animais, a fimde definrum modelo eficaz para o
desenvolvimento da sindrome metabdlica em roedores, que se assemelhe

fisiologicamente & maneira como ocorre em humanos.






4 CAPITULO II: Influence of active fraction of Capsicum baccatum var.

pendulum L. on metabolism in animal model of metabolic syndrome

Manuscrito a ser submetido no periédico Molecular Nutrition & Food Research

O texto completo do capitulo I, que na dissertacdo defendida ocupa o
intervalo de paginas compreendido entre as paginas 93-116, foi suprimido por tratar-
se de manuscrito em preparacao para publicacdo em periddico cientifico. Consta de
um estudo que avaliou o efeito da administracéo oral do extrato e da fracdo ativa de
Capsicum baccatum, conhecida popularmente como pimenta dedo-de-moc¢a, em um
modelo de sindrome metabdlica induzido por dieta hiperpalatdvel durante 120
dias em camundongos da linhagem C57BL/6, onde foram mensurados diferentes

parametros que estdo envolvidos no desenvolvimento da sindrome metabdlica.






5 DISCUSSAO GERAL







No presente estudo, primeiramente foi realizado uma busca na literatura
cientifica, a fim de comparar os diferentes modelos animais de sindrome metabdlica
induzida por consumo de dietas hipercaloricas, visto que € uma epidemia crescente
afetando cerca de 20% dos adultos do mundo ocidental. A sindrome metabdlica é
composta por um conjunto de fatores de risco inter-relacionados e coincidentes que
incluem obesidade abdominal, intolerancia a glicose, hipertrigliceridemia, diminuicédo
do HDL-colesterol (lipoproteina de alta densidade) e/ou hipertensdo, que aumentam
substancialmente o risco de desenvolver diabetes mellitus tipo 2 e doenga
cardiovascular aterosclerodtica (41). Visto que inexistem farmacos especificos para
tratar a sindrome metabdlica, torna-se de grande importancia e urgéncia a pesquisa

por novos agentes terapéuticos.

Um dos modelos que vem sendo amplamente utilizado é a inducdo da
sindrome metabdlica através de dietas com um alto aporte calorico em roedores, ja
gue se assemelha a maneira como essa sindrome se desenvolve em humanos.
Porém, é dificil encontrar um protocolo experimental padrdo, sendo utilizadas
diferentes espécies de animais, tipos de dietas e tempos de tratamento. Assim,
optou-se primeiramente por fazer uma revisdo nas bases de dados disponiveis a fim
de comparar as diferentes variaveis e seus impactos no metabolismo glicidico e
lipidico dos animais, visando a otimizacdo da metodologia. Cruzando-se as palavras-
chave de interesse, foram encontrados o total de 1426 publicacbes na base de
dados Web of Science e 660 no PubMed entre 2013 e 2016, sendo selecionados
188 por preencherem os critérios de inclusdo, das quais foram extraidas as

informacdes necessérias para as analises.

Do total de publicagbes, 60% utilizaram camundongos, sendo a grande
maioria da espécie C57BL/6. Algumas das justificativas por essa preferéncia, é que
essa espécie possui uma susceptibilidade maior para desenvolver obesidade e
resisténcia a insulina (camundongos inbred / isogénicos), além de possuirem outras
vantagens como a facilidade na aquisicdo. Collins e colaboradores relataram a
vulnerabilidade genética para a obesidade induzida por dieta nos camundongos

C57BL/6J, afirmando que estes sdo um bom modelo para indu¢cdo de sindrome
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metabodlica semelhante a humana, pois desenvolvem obesidade, hiperinsulinemia,

hiperglicemia e hipertensao (42).

Considerando o grande volume de publicacbes que utilizam o modelo de
sindrome metabdlica induzida por dieta, e sendo 50% delas correspondentes a
linhagem C57BL/6, optou-se por comparar os dados somente desta espécie a fim de
verificar quais parametros sdo mais vantajosos quando se deseja estudar este tipo
de desordem. Cabe ressaltar, que além de serem susceptiveis ao desenvolvimento
da obesidade, esses animais sdo de pequeno porte, necessitando de menos espaco
fisico e menor quantidade de produto a ser testado, o que torna-se vantajoso para

experimentos de longa durag&o que utilizam compostos de origem natural.

Comparando-se os estudos, foi possivel observar que apenas 8% deles séo
realizados com fémeas. A preferéncia por machos se deve por esses serem padréo
em testes pré-clinicos farmacologicos, além de estarem mais disponiveis para
aguisicdo, e terem menor variabilidade hormonal que as fémeas. Além disso,
estudos comparativos mostraram que machos parecerem ser mais susceptiveis a
desregulacdo do metabolismo que as fémeas (43-47). Ja em relacdo a idade dos
animais no inicio do estudo, foi identificada uma grande variabilidade, que ia de 3 até
72 semanas de vida, porém a maioria utiliza animais jovens, com até 2 meses de
idade.

Maior do que a variabilidade na idade de inicio do tratamento, foi a
variabilidade encontrada no tempo de exposicado a dieta, onde 31diferentes tempos,
variando entre 1 e 64 semanas foram encontrados, o que dificulta a comparacao
entre os resultados obtidos nos estudos. No entanto, observou-se que 67% das
publicacbes utiliza entre 8 e 16 semanas de exposicdo a dieta para inducdo dos
distrbios metabolicos. Ao serem feitas as correlagdes entre os diferentes tempos de
exposicdo a dieta e alguns parametros metabdlicos, verificou-se que existe
correlacdo positiva apenas entre o tempo de exposicdo e o ganho de peso,
indicando que quanto maior o tempo de exposi¢do a dieta rica em lipideos maior o
ganho de peso dos animais, até um limite de 32 semanas. ApOs esse periodo 0s
animais parecem nao apresentar mais ganho de peso significativo. Os demais
parametros, glicemia, insulinemia, HOMA-IR, triglicerideos e HDL-c néo
apresentaram correlacdo significativa com o tempo de tratamento. Além disso, foi
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possivel verificar que um tempo minimo de 8 semanas parece ser necessario para
gue o metabolismo dos animais comece a alterar, sendo que tempos mais longos
tendem a alterar de forma mais significativa o metabolismo, porém acima de 48

semanas ja ndo apresentam mais vantagens (48-56).

Assim, diante desses resultados, pode-se afirmar que a mudanca no padréo
dietético dos animais, através da utilizacao de dietas hipercal6ricas, com sobrecarga
de carboidratos e/ou lipideos, tem sido um dos modelos mais efetivos para induzir o
desenvolvimento da sindrome metabdlica, ja que trata-se de uma condicao
multifatorial. Quando utilizam-se substancias quimicas ou animais geneticamente
modificados para induzir essa condicdo, esses modelos devem ser utilizados com
cuidado, pois ndo sdo capazes de induzir a totalidade das condi¢cdes associadas a
sindrome (57, 58). Varios tipos de dietas estdo disponiveis comercialmente, e alguns
estudos usam uma mistura de ingredientes purificados em diferentes proporcgoes,
porém 88 % deles utilizam uma dieta rica em gordura (HFD). Dietas ricas em
gordura e dietas ricas em carboidratos e gorduras sdo mais vantajosas que dietas
ricas somente em carboidratos. Embora a maioria use HFD, ha grande variabilidade
na quantidade e tipo de lipidio adicionado a dieta. Véarios autores relatam que as
gorduras animais ou vegetais, saturadas, parecem ser mais eficazes, exceto o 6leo
de peixe, que nado induz obesidade (59-61). Devido a estas variacdes na composicao
das dietas, que podem gerar resultados com grande variabilidade, seria importante
padronizar um tipo de dieta, preferencialmente aqueles comercialmente disponiveis,
com tipo e teor de gordura definidos, para assim gerar resultados comparaveis e

mais confiaveis.

Outro parametro que foi observado foi HOMA-IR (modelo de avaliagdo de
homeostase) que é calculado com base nas dosagens de insulina e glicemia de
jejum, e é usado para estimar o grau de resisténcia a insulina. Muitos dos estudos
analisados mostraram aumentos significativos nos valores de HOMA-IR com o uso
de dietas hipercal6rica, quando comparados ao grupo controle, indicando um

desenvolvimento de resisténcia a insulina (62).

Por fim, um importante hormdénio que esta relacionado com a regulacdo do
metabolismo é a leptina, secretada pelos adipécitos e responsavel pelo controle da
ingestdo alimentar e varios outros mecanismos biolégicos. Diversos estudos
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analisados mediram os niveis desse horménio na corrente sanguinea, o qual
apresentou um aumento acentuado nos animais que receberam dietas
hipercaldricas. Isto indica uma possivel resisténcia a leptina desenvolvida
juntamente com a obesidade, provando que ha um desequilibrio no metabolismo dos

animais (63).

Baseando-se nos parametros analisados na revisdo apresentada no capitulo
I, um modelo de sindrome metabdlica em camundongos C57BL/6 machos, de 4
semanas de vida, recebendo uma dieta hiperpalatavel (HPD) por 120 dias foi
utilizado a fim de verificar os efeitos do extrato butandlico (BUT, 200 mg/kg, v.0.) e

da fracdo ativa (AF, 50 mg/kg, v.0.) de C. baccatum no metabolismo desses animais.

Estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa mostraram que BUT tem
atividade anti-inflamatoria, antidislipidémica e hipoglicemiante (20). A fim de
identificar o(s) composto(s) responsavel (is) pelas atividades encontradas, 0 mesmo
foi submetido a um processo de purificacdo dando origem a fracdo ativa AF, que
concentrou um composto inédito, isolado e identificado recentemente pelo grupo
(21).

A dieta HPD, alterou parametros importantes como peso corporal, glicemia,
insulinemia, leptinemia, adiposidade central e deposicdo de lipideos hepaticos dos
camundongos apo6s 120 dias. Ainda, a administragédo de C. baccatum atenuou estas
alteracbes, apresentando um perfil metabdlico semelhante ao grupo controle que

recebeu dieta normal (SD).

Segundo a literatura, obesidade central e resisténcia a insulina sdo os
critérios diagndsticos mais importantes para a sindrome metabdlica (25). No
presente estudo, observou-se que o grupo HPD desenvolveu uma tolerancia
reduzida a glicose e hiperinsulinemia, que foram prevenidas através do tratamento
com C. baccatum, especialmente no grupo que recebeu a fracdo ativa (HPD+AF).
Além disso, C. baccatum também diminuiu a adiposidade abdominal dos animais,

sendo a diminuicdo mais significativa novamente no grupo HPD+AF.

A leptina, horménio produzido predominantemente pelo tecido adiposo e
liberado na corrente sanguinea proporcionalmente ao volume corporal da massa

gorda, age atraves de receptores centrais, especialmente no hipotalamo, e tecidos

122



periféricos como pancreas, figado, tecido adiposo e sistema imunolégico. Na
obesidade, niveis aumentados desse hormoénio sdo encontrados na corrente
sanguinea e sua capacidade de diminuir a ingestdo de alimentos e o peso corporal €
prejudicada, caracterizando um estado de resisténcia a leptina (64). Neste estudo, a
0 estado de supernutricdo dos animais gerado pela HPD aumentou os niveis de

leptina circulante, e os tratamentos com BUT e AF evitaram esse aumento.

Em relagdo aos lipidios plasmaticos, neste estudo HPD elevou os niveis de
CT dos animais e os tratamentos atenuaram esse aumento, ndo apresentando
diferenca do SD. No entanto, os niveis de TG e HDL-c nao diferiram
significativamente entre os grupos. Ja na avaliacdo dos lipidios hepaticos, HPD
aumentou significativamente o acimulo de CT e TG, o que também foi verificado na
analise histolégica, onde foram observadas goticulas lipidicas e ruptura celular.
Atualmente, a doenca hepatica gordurosa ndo alcoolica (DHGNA), é considerada
como componente hepético da sindrome metabdlica, uma vez que sua incidéncia
aumenta com o aumento de obesidade na populacdo (65). A administracdo de C.
baccatum diminuiu significativamente o acumulo de CT e TG no figado,
principalmente a AF, que exibiu resultado superior a BUT, e na analise histologia
hepatica ndo apresentou goticulas de gordura visiveis. Na verificagdo de lipideos
fecais, nenhuma diferenca foi observada entre os grupos.

Por fim, em um estudo prévio do grupo, Zimmer et al. demonstraram que C.
baccatum ndo afetou aspectos especificos da fisiologia de camundongos CF-1 apd4s
60 dias de tratamento oral, numa dose de 200 mg/kg, demonstrando um certo nivel
de seguranca (19). Assim, o conjunto de resultados demonstrados pelo grupo de
pesquisa até 0 momento nos impulsiona no sentido de investigar os mecanismos
moleculares envolvidos na prevengdo do desenvolvimento de distarbios metabdlicos

cronicos pela fragdo ativa AF de C. baccatum.
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6 CONCLUSOES







Através da extracdo dos frutos de Capsicum baccatum var. pendulum foi
obtido o extrato butandlico, que passou por um processo de purificacdo resultando
na fragéo ativa. Esses produtos foram utilizados no presente estudo em modelo in

Vivo.

O modelo de sindrome metabdlica em camundongos C57BL/6 induzido por
dieta hiperpalatavel, proposto com base nos resultados obtidos da revisdo da
literatura, mostrou-se efetivo, apresentando diversas alteraces no metabolismo dos
animais.

A administracdo de C. baccatum preveniu essas alteracfes metabdlicas,
reduzindo o ganho de peso, adiposidade visceral, niveis de insulina e leptina
plasmaticos e prevenindo o desenvolvimento de intolerancia a glicose nos animais.
Além disso, mostrou reducdo no acumulo de lipideos no figado e preservou a
morfologia do tecido.

A fracdo ativa, obtida através da purificacdo do extrato butandlico de C.
bacctum, mostrou um melhor desempenho na prevencdo da sindrome metabdlica
nos animais, sendo pelo menos quatro vezes mais potente do que o extrato original,
o que indica que o(s) composto(s) responsavel(is) pela atividade farmacologica
encontrada esta presente nessa fracdo. O capsianosideo XV € um dos principais
componentes dessa fracdo (Molon, 2016), sendo esse um potencial candidato a
ensaios futuros, visando a contribuicdo no desenvolvimento de medicamentos para

prevencao e tratamento de doencas metabdlicas cronicas.
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