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RESUMO

Introdugao: A obesidade € definida como o acumulo de gordura excessivo no tecido
adiposo que leva a uma inflamatéria sistémica de baixo grau, que por sua vez
parece estar associada a neuroinflamacao culminando em danos neuronais. Assim,
devido as propriedades anti-inflamatoérias e antioxidantes da alcachofra, esta pode
ser uma alternativa no tratamento da obesidade.

Objetivo: Avaliar o efeito da administragdo de extrato de alcachofra sobre
parametros neuroinflamatdrios e neuroquimicos.

Métodos: Foram utilizados 80 camundongos Swiss machos com 40 dias de idade.
Inicialmente os animais foram pesados e pareados em 2 grupos de igual nimero:
Dieta normolipidica (grupo controle) e Dieta hiperlipidica (grupo obeso). Os
camundongos foram mantidos neste regime por 10 semanas e pesados
semanalmente. Apés 6 semanas de protocolo de dieta, os camundongos foram
pareados em grupos para o tratamento com extrato de alcachofra 1,6g/kg, nos
seguintes regimes, onde foram mantidos por 4 semanas: Dieta normolipidica +
salina; Dieta normolipidica + extrato de alcachofra; Dieta hiperlipidica + salina e
Dieta hiperlipidica + extrato de alcachofra. Apdés a morte dos animais, 0 peso da
gordura visceral, parametros inflamatorios e de estresse oxidativo no cérebro dos
camundongos foram avaliados.

Resultados: O tratamento com extrato de alcachofra ndao teve efeito no peso
corporal, mas reduziu a gordura visceral. Animais obesos apresentaram aumento da
inflamacdo e danos oxidativos, bem como aumento da atividade de enzimas
antioxidantes nas estruturas cerebrais. O tratamento com extrato de alcachofra
reverteu parcialmente as alteragdes nos parametros de dano inflamatério e oxidativo
e atenuou as alteragdes na defesa antioxidante. O extrato de alcachofra teve um
efeito benéfico no cérebro de animais obesos, pois reverteu parcialmente as
mudancas causadas pelo consumo de uma dieta rica em gorduras e consequente
obesidade.

Conclusédo: Nossos resultados apoiam estudos que indicam que o extrato de
alcachofra pode contribuir para o tratamento da obesidade.

Descritores: Obesidade. Extrato de alcachofra. Cérebro. Inflamacdo. Estresse

oxidativo.



ABSTRACT

Introduction: Obesity is defined as the accumulation of excessive fat in adipose tissue
that leads to a low grade systemic inflammation, which in turn seems to be
associated with neuroinflammation culminating in neuronal damage. Thus, due to the
anti-inflammatory and antioxidant properties of artichoke, this may be an alternative
in the treatment of obesity.

Objective: To evaluate the effect of artichoke extract administration on
neuroinflammatory and neurochemical parameters.

Methods: Eighty male 40-day-old Swiss mice were used. Initially the animals were
weighed and matched in two groups of equal numbers: normolipid diet (control
group) and hyperlipid diet (obese group). The mice were kept on this regimen for 10
weeks and weighed weekly. After 6 weeks of dietary protocol, mice were matched in
groups for treatment with 1.6g / kg artichoke extract in the following regimens, where
they were maintained for 4 weeks: Normolipid diet + saline; Normolipid diet +
artichoke extract; Hyperlipid diet + saline and Hyperlipid diet + artichoke extract. After
the animals' death, the visceral fat weight, inflammatory parameters and oxidative
stress in the mice brain were evaluated.

Results: Treatment with artichoke extract had no effect on body weight, but reduced
visceral fat. Obese animals showed increased inflammation and oxidative damage,
as well as increased activity of antioxidant enzymes in brain structures. Artichoke
extract treatment partially reversed changes in inflammatory and oxidative damage
parameters and attenuated changes in antioxidant defense. Artichoke extract had a
beneficial effect on the brain of obese animals as it partially reversed the changes
caused by eating a high fat diet and consequent obesity.

Conclusion: Our results support studies indicating that artichoke extract may

contribute to the treatment of obesity.

Keywords: Obesity. Artichoke extract. Brain. Inflammation. Oxidative stress.
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LISTAS

Lista de abreviaturas

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

BHE — Barreira Hemato-encefalica

CA — Acido Cafeico (do Inglés Caffeic acid)

CAT — Catalase

CEUA - Comissao de Etica no Uso de Animais

CGA — Acido Clorogénico (do Inglés Chlorogenic acid)

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal

DBCA - Diretriz Brasileira para o Cuidado e Utilizacdo de Animais para Fins
Cientificos e Didaticos

DCFH — Diclorofluoresceina

DEXA - Raios-x de dupla energia (do inglés Dual-energy X-ray absorptiometry)
DNA — Acido Desoxirribonucléico (do Inglés Deoxyribonucleic acid)

DTNB - 5,5 ditidbis (acido nitro-benzdico)

ELISA — Ensaio de imunoabsor¢cdo enzimatica (do Inglés Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

EROs — Espécies Reativas de Oxigénio

GLP-1 — Peptideo semelhante a glucagon 1 (do inglés Glucagon-like peptide-1)
GPx — Glutationa peroxidase

GSH - Glutationa

GSSG — Glutationa Oxidada

HDL — Lipoproteina de alta densidade (do Inglés High density lipoprotein)
IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas

IMC — indice de massa corporal

IL-10 — Interleucina 10

IL1-B — Inteleucina 1 Beta

IL6 — Interleucina 6

LDL — Lipoproteina de baixa densidade (do Inglés Low density lipoprotein)

MS — Ministério da Saude

NADPH — Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Reduzido

NE — Noradrenalina
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NFKB — Fator nuclear kappa B (do inglés Nuclear factor kappa B)

NPY — Neuropeptideo Y

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

NO — Oxido nitrico (do inglés nitric oxide)

RNA — Acido ribonucléico (do inglés Ribonucleic acid)

SE — Serotonina

SNC - Sistema Nervoso Central

SOD - Superéxido dismutase

TBARS — Substéancias reativas ao acido tiobarbitarico (do inglés Thiobarbituric acid
reactive substances)

TNF-a — Fator de Necrose Tumoral a (do Inglés Tumor necrosis fator alpha)



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 —Desenho experimental



SUMARIO

g IR TN 5 T0) 010 0. o 2 14
1.1 REFERENCIAL TEORICO ...ttt ettt ettt 16
1.1.1 Definicao, epidemiologia e diagnostico da obesidade ...........ccccccmrrrrrriinnnees 16
1.1.2 Fisiopatologia da obesidade ............cccornmmmriiiiniiic s 17
1.1.3 Tratamento da obesidade.........ccccoo s 21
8 R N o o Yo [ Co =30 o [ (=1 - o oo X 23
1.1.4.1 Alcachofra (Cynara SCOlMUS) .............ooueiiiiiiiiiiiieieee e 24
2. OBUETIVOS......oooocccccccseeccmsnrrssssssssssssss s s s s e s sssssssssmmss s s s sessssssssnnmmsssssensssssssnnnnnnnnnnns 29
2.1 OBUETIVO GERAL ...ttt e e e a e e e e e e e 29
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....oouiviiiriiiieiciseieie et 29
3. METODOS ....eucurereurecuseeaseeasesssesesesessessssesssessssessasesssessssessssessssensasessasesasssasenes 30
3.1 TIPO DE ESTUDO ... .ttt ettt e e e e e e e e e e e e e e e nnnnneeees 30
B2 ANIMALS . ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ann e eeeaaaeeeeannnnnnaaees 30
3.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO......iiiiiiieeee et e e e 30
3.3.1 Preparo do extrato de Alcachofra.......cccccuirimrmmmmmmnnnnnnsnnsssssssssssssss s 30
3.3.2 Desenho experimental ... —————— 31
R ¢ JC 8 5 {11 0 To Y= TR Lo =30 1= o1 [ Lo = 32
3.3.4 Preparo material biolégico analises parametros inflamatérios e

Lo 0T (1] 410 o =3 32
3.4 PARAMETROS INFLAMATORIOS E BIOQUIMICOS .......coovvierieieiieieireinne 33
3.4.1 Parametros de inflamagao.........ccccricemriiiirnr e 33
3.4.2 Parametros do dano oXidatiVo ......cccccceeeeeicccsmmmmmrmrnnssssssssnsssse s e s s s sssssmmmneeseees 33
3.4.3 Atividade das enzimas antioxidantes.........ccccrrrrrrinnnnnnnnnnn s ——— 34
3.5 PROCESSAMENTO E ANALISE DE DADOS ......cooviuiueeeeceeeeeeeeeseneeerer e 35
3.6 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA ...t 35
Y = 1 O 36
5. CONSIDERAGOES FINAIS ........ceeeeerreraeeeenssssesessssssssssssssssasssssssssasssssssasassenes 68
REFERENCIAS........cuieeesaeuseesesessssesssesssesssssssssssssessassssssssssssssssasssssssssssssasssasens 69
1Y o 1] (0o 80
APENDICE A — NORMAS DA REVISTA........co oo cccecmmerrrrressssssssssss s s s e ssssssssssmmsssssenes 81
Y 1 100



14

1. INTRODUGAO

A obesidade é definida como o acumulo de gordura anormal ou excessivo no
tecido adiposo que reflete algum risco para a saude do individuo,sendo considerada
um problema de saude publica.Neste sentido, a principal causade obesidade e
sobrepeso esta relacionada ao desequilibrio energético entre as calorias
consumidas e as calorias gastas’.

Atualmente, as taxas de obesidade vém aumentando e o niumero de obesos
dobrou desde 1980, tomando proporcdes epidémicas em todo o mundo'.Dados
sobre a obesidade se tornaram alarmantes, uma vez que a mesma éresponsavel por
ocasionar prejuizosa saude humana, aumentando significativamente o risco de
comorbidades, comprometendo a qualidade de vida e a longevidade da populagéo®.

O tempo tem demonstradoque a obesidade e o consumo excessivo de
alimentos ricos em gorduras saturadas, favorece o desencadeamento da inflamacgao.
Assim, a obesidade é caracterizada por uma inflamagcao crbénica de baixo grau,
detectada pela elevacao de citocinas pré-inflamatérias e pela presenca de
macréfagos infiltrados no tecido adiposo branco®.Esta inflamacdo pode se propagar
para uma inflamacgao sistémica,desestabilizando a funcdo de varios 6rgaos como,
figado, pancreas, musculo e sistema nervoso central (SNC)?**e, assim, contribuir
para o inicio e progressdo de doencas metabdlicas associadas®.

Ja foirelatadoque os efeitos da obesidade no SNC podem ser causados por
um processo inflamatério que tem inicio na periferia, com um desbalangco entre
citocinas pré e anti-inflamatérias, sendo este desequilibrio capaz de causar danos
diretos emestruturasneuronais®.Além disso, a perda da integridade da barreira
hematoencefalica (BHE) pode influenciar na progressdao da obesidade, visto que
células imunes dos tecidos periféricos podem ser recrutadas para o SNC e contribuir
com o processo nheuroinflamatério’, o qual favorecerd a formacgdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e, consequentemente, o estresse oxidativo local®.

Devido ao aumentosubstancial daprevaléncia, bem comoos riscos a saude
decorrentes daobesidade, muitos pesquisadores tém direcionado seus estudos para
o controle da inflamacgédo e das alteragdes relacionadas ao desenvolvimento desta
doenca. Neste sentido, a implementacio de um plano dieto-
terapéuticohipoenergético aliado a educacao nutricional e ao aumento da atividade

fisica constituem o tratamento convencional e de primeira escolha para a obesidade.
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No entanto, os altos indices de insucesso dessas medidas, demonstram a
necessidade de recursos terapéuticos coadjuvantes®.

Na obesidade, as terapias farmacoldgicas tem se mostrado repletas de efeitos
adversos graves e muitos medicamentos foram retirados do mercado por exibirem
riscos-beneficios desfavoraveis'®''.0 avanco das pesquisas a cerca dos
mecanismos fisioldgicos envolvidos na obesidade e no seu controle, tem apontado

I'2 visando além de

beneficios com o0 uso de substancias de origem natura
resultados efetivos, também, uma diminui¢do dos efeitos colaterais provenientes dos
medicamentos tradicionais.

Dentre as plantas medicinais, aCynara scolymus, conhecida popularmente
como alcachofra'®, tem sido apontada como benéfica na reducdo de peso em
diversos estudos'®'*"” Segundo o Memento Fitoterapico (2016), a alcachofra tem
indicagdo terapéutica como antidispeptica, antiflatulenta e diurética, auxiliar na
prevencao de aterosclerose, coadjuvante no tratamento de dislipidemias mistas
leves a moderadas e auxiliar nos sintomas da sindrome do intestino irritavel®,
fazendo parte da RENAME 2018 integrando a Relacao Nacional de Medicamentos
do Componente Basico da Assisténcia Farmacéutica'®.

Neste contexto, a alcachofra possui principios ativos pertencentes a classe
dos acidos fendlicos, fenilpropandides, saponinas, flavondides, sesquiterpenos e
esteroides'®. Aos 4cidos fendlicos, principalmente 4acidocafeico (CA) e 4cido
clorogénico (CGA), sao atribuidas diversas atividades farmacoldgicas incluindo além

20-23 24-27

das propriedades anti-diabéticas e anti-obesidade““°,atividade antioxidante“ ' anti-

24262829 o neuroprotetora®,0 que sugere uma possivel acdo benéfica

inflamatoria
desses compostos sobre os danos inflamatérios associados a obesidade, tanto em
tecidos periféricos como no SNC.

Assim, é de grande importancia a elucidacéo dos beneficios da utilizacdo do
extrato dealcachofra como tratamento coadjuvante na obesidade para o controle da
neuroinflamagcdo, uma vez que esse processo inflamatério parece estar envolvido
tanto nas disfungdes neurolégicas quanto em comorbidades associadas a doenga. A
comprovagao dos efeitos anti-inflamatoérios da alcachofra beneficiara sobremaneira

os portadores de doencgas crénicas inflamatérias, como a obesidade.
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1.1 REFERENCIAL TEORICO
1.1.1 Definicao, epidemiologia e diagnoéstico da obesidade

A obesidade ¢ definida pela Organizacao Mundial da Saude (OMS) como um
acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal que pode atingir graus capazes
de afetar a satide do individuo'. E um disttrbio complexo causado pelo desequilibrio
energético entre calorias consumidas e gastas, associado a inatividade fisica'. Um
grande problema que estd relacionado diretamente com essa epidemia, sdo as
comorbidades, dentre elas: Diabetes mellitus tipo 2, resisténcia a insulina (RI),
dislipidemias, hipertensao arterial sistémica, doencas respiratérias crénicas, doencgas
articulares, doencas cardiovasculares, alguns tipos de cancer, doencgas psicolégicas
e cognitivas®'>*.

A obesidade € uma doenca que cresceu muito nos ultimos anos, sendo
considerada uma epidemia mundial.Neste sentido, 30% da populacédo (2,2 bilhdes
de pessoas) tem sobrepesoou é classificada como obesa. A prevaléncia da
obesidade aumentou globalmente, de maneira preocupante, passando a ser
classificada como a quinta principal causa de morte em todo o mundo, sendo que no
ano de 2015 o indice de massa corporal (IMC) alto contribuiu para 4,0 milhdes de
6bitos®®. A projecdo mundial é de que em 2025, existam cerca de 2,3 bilhdes de
adultos com sobrepeso e mais de 700 milhées com obesidade. Para criancas essa
projecdo pode alcancar 75 milhdes®.

No Brasil, medidas antropométricas obtidas na Uultima “Pesquisa de
Orcamentos Familiares”, realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia eEstatisticas
(IBGE), em 2017-2018, trouxeram informacdes importantes a respeito do estado
nutricional da populagéo brasileira. Esse estudo aponta que o excesso de peso e a
obesidade sédo problemas de grande relevancia para a saude publica no Brasil,
mostrando que mais da metade da populagdo das capitais brasileiras esta com
sobrepeso®’. Contribuindo para este cenario, dados do Ministério da Saude (MS)
(2019)%3° demonstraramaumento significativo de 11,8% para 19,8% de obesidade
entre os anos de 2006 a 2018. Assim como a obesidade, o excesso de peso
também teve um crescimento, no qual mais da metade da populagéo, 55,7%, esta
com excesso de peso. As taxas sdo maiores na populacdo adulta, entre 35 e 64
anos, ficando entre 22,5 e 22,9%, entretanto a prevaléncia dobra a partir dos 25
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anos. Esse levantamento aponta ainda crescimento proporcional das comorbidades
associadas & obesidade como diabetes e hipertensio®.

Segundo os resultados da Pesquisa Nacional em Saude, realizada pelo IBGE
no ano de 2013, o estado de Santa Catarina liderava o ranking nacional de pessoas
obesas, com indice de 25,7%*°.Levantamento realizado pelo MS em 2018 mostrou
que a populacdo de Floriandpolis estd majoritariamente acima do peso (52,1%),
sendo que 17,4% apresentam quadro de obesidade®.

Diante dos altos indices de sobrepeso e obesidade, faz-se necessario a
concientizacao da populacgéo frente aos prejuizos ocasionados por essa doenga e as
consequencias decorrentes. Assim, a obesidade pode ser determinada atraveés de
medidas antropométricas, sendo o IMC um bom indicador*'devido a sua facilidade
de calculo e rapidez. No entanto, seu resultado é pouco sensivel, pois ndo leva em
consideracao a composi¢cdo da massa corporal, ndo sendo um indicador preciso
para diagnosticara obesidade. Esse indice é calculado dividindo-se o peso corporal
(kg) pela estatura ao quadrado (m?). Por este parametro € classificado como obeso o
individuo que apresenta IMC>30 kg/m"

O MS* sugere acrescentar a medida da circunferéncia da cintura para
diagnosticar a obesidade, no qual a OMS'estabelece que, valores acima de 94cm
para homens e 80cm para mulheres, correspondem ao aumento no risco de
sindrome metabdlica.Também € possivel utilizar as dobras cutaneas para avaliar a
gordura corporal, pois € uma técnica simples, de baixo custo e com referéncias para
diversas populacdes*?*3,

Ademais, um método portatil, seguro, ndo invasivo, de baixo custo e que
mede a gordura corporal, mensurando massa magra € massa gorda é a
bioimpedancia. Esse método consiste na passagem de uma corrente elétrica
alternada de baixa intensidade que influi em todo o corpo. Outros métodos como a
absorciometria com raios-x de dupla energia (DEXA), pesagem hidrostatica,
ressonancia magnética e tomografia computadorizada, sdo mais caros, apesar de
serem mais complexos e fidedignos trazendo um resultado mais préximo da

realidade®®.

1.1.2 Fisiopatologia da obesidade



18

Inimeros fatores estdo envolvidos na etiologia da obesidade, porém todos
eles convergem para um ponto: o desequilibrio energético positivo. As calorias
ingeridas diariamente ultrapassam as gastas, sendo o0 excesso armazenado
continuamente no tecidoadiposo®**°.

O tecido adiposo humano é subdividido em tecido adiposo marrom, que
apresenta funcado termogénica, e tecido adiposo branco localizado nas regides
subcutanea e visceral, que armazena energia na forma de triglicérides e participa do
balanco energético pelos processos de lipogénese e lipdlise*®. Estudos realizados
nas ultimas décadas comprovaram que o tecido adiposo branco ndo é somente um
tecido inerte responsavel pelo armazenamento de gordura, mas ativo
metabolicamente, apresentando funcdo enddcrina*’*®.Esse tecido é capaz de
estimular a sintese de uma série de compostos relacionados a regulacao metabdlica,
dentre as quais insulina, leptina, adiponectina egrelinase destacam®’.

A insulina é em um horménio catabdlico produzido pelo pancreas e possui a
funcdo de diminuir os niveis de glicose circulantes no sangue, facilitando assim a
absorcao deste aclcar pelas células. No entanto, a alta ingestao de glicose leva a
hiperinsulinemia, resultando em uma hipersensibilidade que pode levar a sua
resisténcia®®. A leptina é um hormonio peptidico que exerce papel central na
homeostase energética, atua no hipotdlamo inibindo a producdo de peptideos
orexigenos, bem como estimulando peptideos anorexigenos, resultando em
modulacao do apetite e da saciedade. A adiponectina atua de forma favoravel sobre
o metabolismo da glicose e dos acidos graxos, além de inibir os receptores Toll-like4
eo fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), bem comoaumentar os niveis de
interleucina 10 (IL-10). Vale destacar que, no quadro de obesidade,leptina e insulina
estdo aumentadas, sendo que os niveis de leptina apresentam relacao direta com
IMC e adiposidade corporal, enquanto a adiponectina aparece dimunuida na
obesidade, possivelmente por acdo do TNF-a, uma vez que essas moléculas se
inibbem mutuamente®. Por fim, a grelina influéncia nos movimentos do trato
digestivo, secregdo de acido cloridrico, funcdo pancreatica, bem como esta
diretamente relacionada com o balanco energético. Este horménio é liberado
principalmente pela mucosa estomacal e estimula a ingestdo de alimentos, junto
com outros peptideos, como: Neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado ao
gene agouti (AGRP), no qual sdo estimuladores da ingestdo alimentar®'.
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Em situacées de balanco energético positivo, o excesso de energia é
armazenado nos adip6citos na forma de triacilglicerideos. Os adipécitos maduros
presentes no tecido expandem em resposta ao aumento dos lipidios da circulacao,
processo conhecido como hipertrofia. Além disso, com a necessidade de maior
armazenamento, pré-adipdcitos presentes no tecido podem se diferenciar em
adipécitos maduros, capazes de armazenar gordura promovendo hiperplasia
dotecido®®.

A hiperplasia do tecido adiposo branco juntamente com a hipertrofia dos
adipécitos provoca o recrutamento de mondcitos e macrofagos, os quais irdo
contribuir para a produgdo de citocinas pré-inflamatérias, quimiocinas e outros
fatoresinflamatérios*®. A hipertrofia, relacionada ao aumento do volume da célula
adiposa, possui alta correlacdo com a obesidade, pois ocasiona uma reducdo no
fluxo sanguineo com consequente hipdxia, infiltragcdo e ativacao de macrofagos no
tecido adiposo®®. Este estado de hipertrofia culmina num aumento do processo
inflamatério crénico de baixa grau**. Em consequéncia desse processo de infiltracdo
de macréfagos, producdo aumentada de adipocinaseinstalacdo de um processo
inflamatorio, ocorre a desregulacado da secrecao de leptina e insulina, agravando a
doenca e desencadeandocomorbidades®?.

Os niveis aumentados de adipocinas induzem indiretamente 0 aumento na
geracao de espécies reativas, ao oxigénio e ao nitrogénio, através de varias vias de
sinalizacao intracelular e do comprometimento dos receptores de insulina. A
infiltracao de leucocitos nos tecidos estimulada pelas citocinas inflamatérias também
promove geragao de EROs por via enzimatica, sendo que ambas as vias promovem
dano oxidativo®*>*. O mecanismo de estresse oxidativo e a sinalizacdo inflamatéria
nao estao apenas interrelacionados, mas seu comprometimento pode levar a uma
inibicdo das respostas a insulina®**°.

O estresse oxidativo € definido classicamente como um desequilibrio entre
agentes oxidantes e antioxidantes, resultando em producao excessiva de EROs e/ou
diminuicdo das defesas antioxidantes®®°®. A mitocondria é a maior fonte geradora de
radicais livres,por meio da cadeia de transporte de elétrons, durante a producao de
energia a partir da glicose e do oxigénio. A maior taxa de produgéo de EROs ocorre
quando o gradiente de prétons na membrana mitocondrial € alto e o consumo de O,
via demanda de adenosina trifosfato € baixo, como ocorre nos casos de excesso na

ingestao de calorias e baixo gasto energético®®. O aumento das EROs pode levar &
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oxidacao de biomoléculas, tais como lipidios, proteinas e acido desoxirribonucleico
(DNA), com consequente perda de suas funcdes biolégicas e/ou desequilibrio
homeostatico®>®. A lesdo do DNA mitocondrial pelas EROs promove alteracdes no
sistema enzimatico levando a disfungdo mitocondrial.

Por outro lado, o organismo dispde de um sistema antioxidante de defesa
contra EROs. O funcionamento dos sistemas enzimaticos antioxidantes inclui a acao
de algumas enzimas como a superoéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e também
a acdo de antioxidantes ndo enzimaticos como glutationa®®'.Varios estudos
demonstram que a falha na acdo do sistema antioxidante pode ser a causa de
muitas doencas inflamatérias®®® Neste sentido, a suscetibilidade dos individuos
obesos ao dano oxidativo é aumentada devido a deplecdo de antioxidantes®.

Atualmente, sabe-se que a obesidade ndo leva apenas a alteragcdes em
tecidosperiféricos, mas também no SNC®®”. Uma dieta rica em gordura pode levar a
obesidade e, consequentemente, inflamacédo crbnica periférica, onde ha liberacédo
decitocinas. Isto por sua vez tem efeitos deletérios sobre a funcionalidade cerebral,
comopor exemplo, alteracdo da BHE e neuroinflamacgéo. Ainflamagao periférica e
aumento de permeabilidade da BHE leva a migracao deleucdcitos para o cérebro, o
que agrava a neuroinflamagao®.

Células imunitarias periféricas podem ser recrutadas para o SNC de um
modosemelhante aos macréfagos recrutados para o tecido adiposo branco na
obesidade’.Este recrutamento/migracdo de células imunolégicas periféricas para o
SNC, podepropiciar a ativacao de células gliais, como micréglia e astrocitos, que tem
um papelfundamental na resposta inflamatéria no SNC®®"°. De fato, foi demonstrado
que umaalimentacdo rica em gordura € a obesidade estdo associadas com a
ativacdo demicroglias e de astrocitos’"*"°.Esse estado inflamatério esta
intimamente ligado a ao estresse oxidativo cerebral, considerando que o encéfalo se
mostra especialmente vulneravel ao dano oxidativo por conta do seu alto teor de
acidos graxos insaturados facilmente peroxidaveis, alta taxa de consumo de
oxigénio, bem como relativa escassez de enzimas antioxidantes em comparacao
com outros 6rgaos®'®,

O primeiro local do SNC onde uma resposta altamente reativa pode
serdetectada, quando animais sdo expostos a uma dieta hipercalérica, € uma

71,72 A

regiaocerebral denominada hipotalamo resposta € caracterizada
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porreatividade glial, secrecdo de citocinas e aumento de niveis de sinais
inflamatériosintracelulares®.

O hipotadlamo é conhecido por governar diversas atividades metabdlicas
corporais, incluindo o controle do apetite e gasto energético®’. A homeostase
energética envolve uma complexa rede de neurbnios hipotalamicos e extra-
hipotaldmicos que transduzem sinais hormonais, nutricionais e neuronais. Estudos
mostraram que nos quadros de obesidade existe uma resisténcia hipotalamica aos

horménios adipostaticos (leptina/insulina)®®°

6,70

, cujos mediadores sado induzidos por
sinalizagao inflamatéria®"®ou hormonal.

Neste contexto, estudos utilizando dietas hipercal6ricas, demonstraram que
animais obesos apresentam evidéncias de inflamagdo e dano oxidativo no

7981 1”78 o estriado’®. Sugere-se

hipotalamo®”"*7%78 " hipocampo’®®', cértex pré-fronta
que a inflamacdo no hipotdlamo poderia surgir como consequéncia da inflamacéao
sistémica’, ou por agdo direta dos &cidos graxos livres sobre receptores Toll-like
4,expressos nas células microgliais”’, ou por estresse do reticulo endoplasmatico®?,
que levam a transcricdo de mediadores inflamatérios, culminando com resisténcia a
leptina e/ou insulina. Estudo realizado por Thaler e colaboradores’, identificou que
individuos obesos apresentam gliose no hipotdlamo, semelhante a lesao
hipotalamica observada em roedores expostos a dieta hiperlipidica, sugerindo que
possa haver um mecanismo comum de lesdo hipotaldmica entre as espécies. Esse
estudo sugere que a inflamacéao hipotalamica induzida pela dieta hiperlipidica € uma
manifestacdo de lesdo neuronal que, por sua vez, desencadeia uma gliose reativa
de células microgliais e astrogliais”.

Vale destacar que a resisténcia a insulina observada na obesidade, induzida
por dieta hiperlipidica, em modelos animais, afeta a plasticidade sinaptica e a

81,83,84

memoria , promove redugdo nos niveis de fator neurotréfico derivado do

cérebro (BDNF)® e do desempenho cognitivo®':842

|79,87

e, consequentemente, prejudica
a neurogénesehipocampa Estudos também mostraram relacdo entre a
obesidade e o sistema derecompensa, destacando anormalidades em regiées como
cortex pré-frontal eestriado®%.Pacientes obesos podem ser mais sensiveis as
propriedades de recompensa doalimento do que as consequéncias negativas futuras
de determinadas escolhasalimentares, tornando-se propensos a comer mais por

impulso que pela tomada dedecisdo®.
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Diante da complexidade do quadro, o tratamento para obesidade ainda € um
desafio, necessitando muitas vezes de intervencdo cirargica e/ou utilizacdo
defarmacoterapia, associada a efeitos adversos significativos, elevado custo e baixa
eficacia. Neste contexto, a utilizacdo de produtos naturais como alternativa para o
tratamento da obesidade estd sendo amplamente explorada.

1.1.3. Tratamento da obesidade

O tratamento da obesidade € complexo e multidisciplinar. A triade principal do
tratamento clinico consiste na instituicdo de dietas com baixas calorias, atividades
fisicas e modificagdes no estilo de vida®*.Quando essas medidas ndo sdo eficazes,
sdo indicadas dietas mais restritivas, farmacoterapia e/ou procedimentocirirgico®.
Vale destacar que a meta terapéutica para perda de peso saudavel é de 5 a 10% do
peso inicial em 3 a 6 meses, considerando uma perda de no maximo 0,5 kg por
semana®®.

O tratamento farmacol6gico é indicado para os pacientes com IMC >30kg/m?
e para aqueles de IMC entre 27 e 29,9kg/m? com morbidades associadas que nao
alcancaram as metas em 6 meses com as modificacbes comportamentais. O
tratamento farmacoldégico é adjuvante das terapias dirigidas com foco nas
modificagbes dos habitos de vida. As mudancas de estilo de vida e as técnicas
cognitivo-comportamentais sdo fundamentais neste processo e o tratamento
farmacolégico ndo deve ser usado como tratamento na auséncia de outras medidas
nao farmacolégicas®.

Existem dois grupos de medicamentos que sao indicados para o tratamento
farmacolégico da obesidade. Os medicamentos para tratamento de longo prazo que
incluem orlistate, lorcasserina, sibutramina e liraglutida e o grupo dos farmacos
simpatomiméticos indicados para tratamento de curto prazo que incluem
dietilpropiona, fentermina, dentre outros®®.

No Brasil, dos medicamentos indicados para o tratamento da obesidade,
estdo liberados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para
comercializagdo:

- Orlistate: Inibidor de lipases gastrintestinais (Gl) que se liga no sitio ativo da
enzima através de ligacdo covalente, fazendo com que cerca de um terco dos
triglicérides ingeridos permanecem nao digeridos € nao sejam absorvidos pelo
intestino, sendo eliminados nas fezes.O uso de orlistate foi associado a efeitos
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secundarios gastrointestinais como esteatorreia, flatus com descarga de gordura e
urgéncia fecal. Pelo seu efeito de causar disabsorcao de gorduras, ha possibilidade
de deficiéncia de vitaminas lipossoltveis (A, D, E, K)*¢%.

- Sibutramina: Bloqueia a recaptacado de noradrenalina (NE) e de serotonina
(SE) e leva a reducgéo da ingesta de alimentos. O uso da sibutramina esta associado
a elevacao da pressao arterial e da frequéncia cardiaca, sendo contraindicado para
diabéticos e pacientes com doencas cerebrovasculares ecardiovasculares®®%.

- Liraglutida: Agonista do peptideo semelhante ao glucagon-1 (GLP-1) tem
uma acao hipotalamica em neurdnios envolvidos no balango energético, em centros
ligados ao prazer e recompensa e uma acao menor na velocidade de esvaziamento
géastrico.Como efeitos adversos foram relatados nauseas, vomitos e diarreia®®%.

- Lorcasserina: Inibidor seletivo dos receptores de serotonina-2C, reduzindo a
ingestdo de alimentos. Efeitos adversos mais comuns em ensaios clinicos foram dor
de cabeca, nausea, tontura, fadiga, boca seca e constipacdo.Alorcasserina parece
ser uma opgao segura e toleravel para o tratamento da obesidade, embora a
magnitude de sua perda de peso seja modesta®.

Além destes, outros medicamentos apresentam evidéncias cientificas de
potencial beneficio no tratamento da obesidade, como fluoxetina, topiramato,
fentermina, associacdo de bupropiona e naltrexona e dimesilato de
lisdexanfetamina®.

A descoberta da relacao entre a obesidadee inflamagao crénica nos tecidos
metabdlicos abriu um novo campo de pesquisa relacionado aos mecanismos
inflamatérios na obesidade®, possibilitando a investigagdo dos beneficios de novas
terapias coadjuvantes.Neste sentido, a utilizacdo de fitoterapicos pode ser uma

estratégia interessante.
1.1.4 Produtos fitoterapicos

O fitoterapico provém de uma planta medicinal, ou seja, de uma espécie
vegetal utilizada com propdsitos terapéuticos. Sendo assim, o fitoterapico é o
produto obtido de matéria-prima ativa vegetal, que apresenta finalidade profilatica,
curativa ou paliativa. Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),

fitoterapicos sdo medicamentos obtidos a partir de plantas medicinais empregando-
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se exclusivamente derivados de droga vegetal (extrato, tintura, 6leo, cera, exsudato,
suco)'®.

Os fitoterapicos devem oferecer garantia de qualidade, ter efeitos terapéuticos
comprovados, composicdo padronizada e seguranca de uso para a populacdo. A
eficacia e a segurangca devem ser validadas através de levantamentos
etno/farmacol6gicos, documentacgdes tecno/cientificas em bibliografia ou publicacdes
indexadas ou estudos farmacolégicos e toxicologicos pré-clinicos e clinicos. A
qualidade deve ser alcancada mediante o controle das matérias-primas, do produto
acabado, materiais de embalagem, formulacdo farmacéutica e estudos de
estabilidade'®.

Segundo estimativa da OMS, 80% da populacdo de paises em
desenvolvimento utilizam-se de praticas tradicionais na atencédo primaria a saude, e
deste total, 85% utilizam plantas medicinais®’. No Brasil as praticas integrativas e
complementares, incluindo a Fitoterapia estdo em expansao, existindo em todas as
regibes do pais diversos programas de Fitoterapia implantados ou em fase
deimplantacdo®.

Neste sentido, desde o inicio da histéria da humanidade, ha relatos da
utilizacado de plantas para diversas finalidades, entre elas o alivio de dores. Algumas
espécies vegetais também tém sido cada vez mais procuradas para terapéuticas que
tém por finalidade a reducdo de peso®.Em revisdo bibliografica realizada por
Manenti(2010)'?foram identificadas 59 plantas com indicagdo de beneficios sobre a
obesidade, cujos mecanismos fisioldgicos descritos estavam relacionados a inibicao
das lipases, acdo termogénica e acdo redutora do apetite ou aumento da
saciedade'?.

Entre as plantas com acdo terapéutica na obesidade, a Cynara scolymus,

conhecida popularmente como alcachofra'® '

, poderia mostrar beneficios como
terapia adjuvante, reduzindo a neuroinflamacédo associada a obesidade, uma vez
que além da inibicdo da lipase pancreatica'’, mostra propriedades antioxidantes® e

anti-inflamatérias®.
1.1.4.2 Cynarascolymus (Alcachofra)

A alcachofra € uma planta nativa da regiao do mediterrdneo, também

encontrada em alguns paises europeus,pertencente a familia
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Asteraceae,considerada uma planta perene, propria de climastemperados-quentes.
Os principais componentes ativos da planta sdo acidos fendlicos (incluindo cinarina,
CA e CGA), flavonéides (incluindo Iluteolina e derivados glicosidicos) e
lactonassesquiterpénicas (incluindo cinaropicrina)'®.

Tradicionalmente, a alcachofra  possui indicagcbes antieméticas,
antihepatotéxica e diurética’®. Também tem sido utilizado como colerético e
colagogo, para doencas na vesicula biliar, ndusea e como adjuvante para uma dieta
de baixo teor de gordura no tratamento da hiperlipidemia leve a moderada'®’. De
acordo com European Union HerbalMonograph, a alcachofra pode ser utilizada em
forma de chas ou em formas de extrato concentrado, em disfun¢gdes gastrointestinais
e como dispéptico’®.

Entretanto, varios estudos tém demonstrado outras propriedades medicinais
da alcachofra. Pesquisas farmacoldgicas pré-clinicas indicaram que a alcachofra

24,25,29,103-105

possui, entre outros, propriedades antioxidantes e

24,105,106

hipocolesterolémica Além disso, pesquisas com extrato de alcachofra

mostraramtambém efeitoanti-inflamatério em estudos in vitro®e in vivo®*22.

Em humanos, foi realizada uma pesquisa avaliando extrato de alcachofra
sobre 0 metabolismo em individuos com sobrepeso e glicemia elevada em jejum. Em
comparacao com o placebo, o grupo suplementado com extrato de alcachofra (600
mg/dia por 8 semanas) mostrou diminuicdo significativa na glicemia de jejum, e no
perfil lipidico sobre o colesterol total e lipoproteina de baixa densidade (LDL). Estes
dados demonstram a eficacia do extrato de alcachofra sobre a reducdo dos
parametros glicometabdlicos em individuos com excesso de peso e com glicemia
elevada em jejum'®”.Em estudo realizado por Englisch e colaboradores'®com a
utilizacdo de extrato seco de alcachofra 1800 mg/dia por 6 semanas, 0s autores
também observaram diminuigéo do colesterol total, fracdo LDL e melhora na relacédo
LDL/HDL(lipoproteina de baixa densidade) nos individuos tratados quando
comparados aos que receberam placebo. Outra investigacao clinica em individuos
com esteatose hepatica nao alcodlica mostrou que a suplementacdo com extrato de
folnas de alcachofra, 600 mg/dia pelo periodo de 2 meses, teve efeito
hepatoprotetor, promoveu reducdo do colesterol total, LDL e triglicerideos'®. Em
revisdo sobre os beneficios dos exiratos de alcachofra realizada por Salem e
colaboradores?’os autores concluiram que é um dos medicamentos fitoterapicos

mais seguros, com quase nenhum efeito adverso na maioria dos individuos.
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As folhas de alcachofra foram estudadas extensivamente e foram
identificadas como ricas fontes de compostos polifendlicos, incluindo CGA e os
isbmeros 1,3-, 3,4- e 4,5-di-O-acido cafeoilquinico, acido felurico, CA e
acidoquinico'®'%°.0s polifendis constituem uma classe de produtos fendlicos
presentes na natureza e encontram-se disponiveis nos frutos, vegetais, sementes,
flores e cascas. Nos ultimos anos tem sido motivo de muitos estudos, pois foram
identificados como compostos que trazem algum beneficio a salde, desde a
prevencao a carie até ao cancer.

Muito se tem dito a respeito da funcionalidade dos polifendis que apresentam
caracteristicas  anti-carcinogénicas, anti-aterogénicas, anti-trombdticas, anti-
microbianas, vasodilatadora e analgésica'’®>. O nome polifendis vem da
nomenclatura poli que quer dizer muitos e de fenol que € um composto quimico. O
fenol € constituido por um anel aromatico ligado a um grupo hidroxila (OH). Um
polifenol € uma estrutura que apresenta mais de um anel aromatico contendo pelo
menos um grupo hidroxila ligado em cada anel. Esta classe de produtos é uma das
que apresenta o maior grupo de substancias conhecidas no reino vegetal''%"".

O CA é um composto fendlico amplamente encontrado em plantas medicinais,
incluindo frutas, vegetais, vinho, café e azeite, entre outros, e, portanto, esta
presente no plasma humano em uma concentracdo diretamente dependente da
dieta. O CA é um composto intrigante porque possui varias atividades
farmacoldgicas, incluindo acdo antioxidante, agente quelante de metais, anti-
hipertensiva, antifibrose, antiviral, antineoplasico, antidepressivo, potentes
propriedades anti-inflamatérias e antidiabéticas''. Além disso, efeito neuroprotetivo
do CA também foi sugerido em estudos, possivelmente devido a acéao
antiinflamatéria e antioxidante noSNC*%'"3,

Em estudo realizado com ratos o CA mostrou efeito anti-inflamatério no tecido
cerebral e medula espinhalinibindo a producdao de EROs, pela supressao da
ativacdo transcricional do fator nuclear kappa B (NF-kB), e inibindo a atividade
catalitica da Oxido nitrico sintase induzida em modelo experimental de
encefalomielite autoimune'™. Estudos em modelos murinos mostraram que a
administragdo oral e intraperitoneal de CA promoveu atividade neuroprotetora em
animais submetidos a dano cerebral, 0 mecanismo sugerido esta relacionado a
30,113. A

inibicdo da 5-lipoxigenase e as propriedades antinflamatérias e antioxidantes
administracao oral de 30 mg/Kg de CA em camundongos 1 hora antes dos mesmos
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serem submetidos a administragdo de Lipopolissacarideos (LPS) promoveu
diminuicdo dos niveis de citocinas (TNF-a e Interleucina-6) e de marcadores de
estresse oxidativo no tecido cerebral dos animais''®.

Outro polifenol presente na alcachofra é o CGA ao qual é atribuido papel
terapéutico, como antioxidante, hepatoprotetor, cardioprotetor, anti-inflamatério,
antipirético, neuroprotetor, anti-obesidade, antiviral, antimicrobiano, anti-hipertensivo,
eliminador de radicais livres e estimulador do SNC''®.

Em pesquisa realizada com camundongos o CGA conseguiu reduzir
significativamente o peso corporal, bem como o tecido adiposo do epididimo e
perirrenal nos animais alimentados com dieta rica em gordura. Os animais tratados
com CGA, mostraram menores concentracdes de leptina e insulina plasmaticas e
aumento da concentragcdo de adiponectina. Além disso, as concentracdes de
triglicerideos, colesterol total e acidos graxos livres também estavam menores que
nos ratos nao tratados. Por fim, a suplementacio de CGA aumentou

|7 Estas caracteristicas

significativamente a proporgdo da HDL no colesterol tota
hipolipemiantes podem ser explicadas bioquimicamente devido ao CGA reduzir a
atividade das enzimas como a 4&cido graxo sintase, 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
Coenzima-A redutase e da acil-Coenzima-A colesterol aciltransferase. Assim, o CGA
inibe a sintese de acidos graxos e de colesterol e estimula a oxidacao dos acidos
graxos no figado''®'"®'"°® Estudos mostraram ainda, que o CGA pode modular o
metabolismo lipidico e da glicose em disturbios relacionados com o metabolismo,
como sindrome metabdlica, diabetes mellitustipo 2, esteatose hepatica nao alcodlica,
doencas cardiovasculares e obesidade®.

Os CGA possuem acdo sobre o metabolismo energético, e como este
metabolismo e o sono sédo controlados por fatores regulatérios comuns, acredita-se
que o consumo de CGA possa ter uma capacidade modulatéria do sono.Foi
verificado que o consumo de CGA encurtou a laténcia do sono, aumentou a
oxidacao de gordura sem afetar o gasto energético e sem afetar negativamente a
qualidade dosono®.

Em estudo com modelo animal de controle de amnésia com escopolamina, os
autores observaram que o CGA inibiu a atividade da enzima acetilcolinesterase e
reduziu os niveis de malondialdeido no hipocampo e cértex pré-frontal, sugerindo
atividade antiamnésica'®®. Atuando sobre a transmissdo da serotonina, os CGAs

também demonstraram exercer efeitos antidepressivos significativos, em modelo
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|121.

anima Em outro estudo exploratério observou-se que bebidas ricas em CGAs

(540 mq) exerceram efeitos sobre o humor, incluindo maior atengéo e diminuigéo de

I'2  Os CGAs apresentaram efeitos anti-

dores de cabeca e fadiga menta
inflamatérios no SNC através da inibicao significativa da concentracdo de mRNA e a
diminuicdo da producdo de TNF e IL-6 na micréglia®.Dentre as acdes do CGA no
SNC, podemos citar ainda melhoria da SOD, CAT e glutationa peroxidase (GPx) no
cétex cerebral de camundongos. Também a diminuicdo dos niveis de substancias
reativas ao acido Tiobarbitirico (TBARS) no hipocampo e cortéx cerebral em
camundongos'®,

Embora seja assumido que a transferéncia de polifendis através da BHE é
limitada, um ndmero consideravel de publicacées confirma a presenca de compostos
de &cido fendlico absorvidos no cérebro.

Considerando que a obesidade é uma doenca inflamatéria crénica de baixo
grau e que uma inflamagcdo leva ao processo de estresse oxidativo, podendo
comprometer o desenvolvimento celular, levando a morte dessas células devido a
peroxidacao lipidica e/ou carbonilacao proteica, a alcachofra possui compostos com
capacidade antioxidante e antinflamatéria capaz de reverter a lesdo encontrada na
obesidade, agindo diretamente na reducao do estresse oxidativo. Perante a isto, o
extrato de alcachofra podera ter participacao na melhora do quadro de obesidade.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeitodo extrato de alcachofra sobre paradmetros neuroinflamatérios e
neuroquimicos em camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta

hiperlipidica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Determinar o consumo alimentar, o peso corporal e o peso da gordura
mesentérica em camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica e tratados com extrato de alcachofra;

v Verificar os niveis de TNF-a, Interleucina-18 e IL-10 no hipotalamo,
hipocampo, coértex, pré-frontal e estriado em camundongos submetidos a
obesidade induzida por dieta hiperlipidica e tratados com extrato de
alcachofra;

v" Mensurar os niveis de 2,7-diclorofluoresceina (DCF) e oxido nitrico (NO)no
hipotadlamo, hipocampo, cortex, pré-frontal e estriado em camundongos
submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica e tratados com
extrato de alcachofra;
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v Avaliar o dano oxidativo a proteinas, através de carbonilacdo de proteinas e
formacao de sulfidrilas, no hipotalamo, hipocampo, cértex, pré-frontal e
estriado em camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta
hiperlipidica e tratados com extrato de alcachofra;

v' Quantificar a atividade das enzimas antioxidantesSODe os niveis de
glutationa (GSH)no hipotadlamo, hipocampo, cértex, pré-frontal e estriado em
camundongos submetidos a obesidade induzida por dieta hiperlipidica e
tratados com extrato de alcachofra.

3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO
Trata-se de um estudo experimental com modelo animal deobesidade
induzido pelo consumo de dieta hiperlipidica.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados 80 camundongos Swiss machos (Mus musculus) com 40
dias de idade, pesando inicialmente entre 30-40g. Os animais foram obtidos junto ao
Biotério da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os camundongos
tiveram livre acesso a agua e racao e foram mantidos em ciclos de claro/escuro de

12 horas cada e temperatura de 23+1°C.

3.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO

3.3.1 Preparo do extrato de alcachofra

Folhas secas de Cynara scolymus foram mantidas em maceracdo com agua
na relagdo planta:solvente 1:10 por 48 horas. O extrato foi filtrado e o solvente
retirado por liofilizagdo. O extrato bruto obtido foi novamente mantido em maceracao
com etanol por 24 horas, filtrado e o solvente foi evaporado sob pressao reduzida a
temperatura de 40 graus Celsius.
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A presenca dos compostos ativos, CGA e AC no extrato de alcachofra foi
verificada por Cromatografia de Camada Delgada. Foram preparadas solugdes de
extrato de alcachofra, CGA (Sigma Aldrich,USA), AC (Sigma Aldrich, USA) e
luteolina (Sigma Aldrich, USA) na concentragdo de 1 mg/mL em metanol. Amostra
de 20 microlitros foi aplicada em cromatoplacas de silica gel 60 F254. A corrida foi
realizada utilizando fase mével produzida com 25mL de acetato de etila, 2,75mL de
acido formico, 2,75mL de acido acético e 6,75mL de agua destilada. A placa foi
colocada em cuba cromatografica e as amostras foram eluidas por 7 cm. A placa foi
revelada com reagente natural A e apds seca, o cromatograma foi visualizado na
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camara com luz ultravioleta Extrato na concentracdo de 370g por ml foi

administrado nos animais.

3.3.2 Desenho experimental

O objetivo deste estudo foi induzir um quadro de obesidade em camundongos
— a partir do consumo de dieta hiperlipidica por 10 semanas — e avaliar o efeito da
administracdo do extrato de alcachofra (4 semanas de tratamento). Inicialmente os
animais foram pesados e pareados em 2 grupos de igual numero:

- Dieta normolipidica (grupo controle; n=40);
- Dieta hiperlipidica (grupo obeso; n=40).

Os camundongos foram mantidos neste regime por 10 semanas, bem como
foram pesados semanalmente. A ragcdo dos animais foi adquirida de empresa
especializada em desenvolvimento e producdo de dietas padronizadas para
experimentacdo animal (PragSolugdes Biociéncias — PragSolucbes Comércio e
Servicos Ltda — ME). A dieta hiperlipidica forneceu mais calorias e maior percentual
de gordura saturada que a dieta normolipidica. O percentual de gordura saturada em
torno de 60% na dieta hiperlipidica é preconizado para a inducao da obesidade em
camundongos’®.

Apdbs 6 semanas de protocolo de dieta, o peso corporal foi aferido e verificado
se havia diferenca estatisticamente significativa entre os grupos. Apés confirmada a
diferenca, os camundongos foram pareados em grupos para o tratamento com

extrato de alcachofra, nos seguintes regimes, onde foram mantidos por 4 semanas:
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- Dieta normolipidica + salina (n=20);
- Dieta normolipidica + extrato de alcachofra (n=20);
- Dieta hiperlipidica + salina (n=20);

- Dieta hiperlipidica + extrato de alcachofra (n=20).

Os animais receberam, uma vez ao dia, por 4 semanas, administragao oral,
por gavagem, de agua ou extrato de alcachofra 1,6g/kg''®. Durante este periodo de
4 semanas, 0s animais continuardo sendo pesados semanalmente e 0 consumo

alimentar mensurado. O procedimento esquematizado, segue na figura 01:

10 semanas
|

6 semanas 4 semanas

A I}
( VW 1

I Inducao modelo animal de obesidade

Tratamento com extrato de
alcachofra
(Via gavagem)

Dieta Padrdo+ Salina (N=20)
Dieta Padrao <
(Controle)

Dieta Padrdo + Extrato de alcachofra (N=20)

Camundongos
Swiss Dieta Hiperlipidica +Salina (N=20)
machos
Dieta Hiperlipidica
(modelo Obeso) Dieta Hiperlipidica + Extrato de alcachofra
(N=20)

Figura 01 — Desenho experimental

Ap6és este periodo, quando o experimento completou 10 semanas, 0os animais
foram pesados e submetidos a morte incolor assistida. O método fisico para a morte
dos animais (decapitacdo) se justifica pelo fato de que os métodos quimicos

interferem nas analises neuroquimicas que foram realizadas e podem, portanto,

invalidar oestudo'?°.

3.3.3Remocao dos tecidos
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Apoés a morte dos animais, a cavidade abdominal foi aberta e o tecido adiposo
da regido mesentérica foi retirado, lavado e pesado em balanca de alta precisdao. O
cérebro dos animais também foi rapidamente removido e o hipotalamo, hipocampo,
coértex pré-frontal e estriado isolados e, posteriormente, acondicionados em tubos
tipo eppendorf e armazenados em ultrafreezer (-80°C) para posterior analise.

3.3.4 Preparo do material bioldgico para as analises de parametros
inflamatorios e bioquimicos

No momento das analises bioquimicas e inflamatérias, as estruturas cerebrais
foram descongeladas e homogeneizadas em solucdo tampao com posterior
centrifugacdo para coleta do sobrenadante que foi utilizado nas avaliagdes
laboratoriais.

3.4.PARAMETROS INFLAMATORIOS E BIOQUIMICOS
3.4.1 Parametros de inflamacao

Os niveis dos marcadores inflamatérios TNF-a, IL-138 e IL-10 nas estruturas
cerebrais foram determinados pela técnica de Enzyme-LinkedlmmunosorbenAssay
(ELISA) em leitor de microplacas com a utilizagdo de kits comerciais(R&D Systems,
Minneapolis, MN), seguindo as recomendagdes do fabricante. O principio da técnica
se baseia em reacdes antigeno-anticorpo detectaveis através de reacdes

enzimaticas.
3.4.2 Parametros de dano oxidativo

A producao intracelular de ERO foi avaliada utilizando o diacetato de 2’,7’-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA)'?®, O DCFH (subproduto) é uma técnica
bastante utilizada como meio de deteccdo da producao de radicais livres totais. A
oxidacao do 2'7'diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) pelas células causa a
fluorescéncia da difluoresceina que pode facilmente ser lida em fluorimetro. Neste
ensaio, 100 pL de agua e 75 puL de DCFH-DA foram adicionadas a 25 pL de

homogeneizado de amostra, homogeneizados em vortex e levados ao banho-maria
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37°C ao abrigo da luz por um periodo de 30 minutos. Separadamente, foi preparada
a curva de calibracao onde foi utilizado como padrao o DCFH-DA 0,1 uM diluido em
tampao fosfato/EDTA em pH 7,4 em diferentes concentragbes. As amostras e a
curva de calibracdo foram processadas em duplicata e ao abrigo da luz. Ao final dos
trinta minutos foram feitas as leituras no fluorimetro (525 nm excitagédo e 488 nm de
emisséo). Os resultados foram expressos em nmol de DCF por mg de proteinas'?.

A presenca de espécies reativas ao nitrogénio foi avaliada pela concentragéao
de nitrito/nitrato analisada espectrofotometricamente usando reagentes de Griess
(sulfanilamida a 1% em &cido fosférico a 5% e dicloridrato de N - 1-
naftiletilienodiamina a 0,1% em H2O bi-destilada) e cloreto de vanadio (lll) como
descrito anteriormente'®’. Uma curva padrdo foi executada simultaneamente com
cada conjunto de amostras e a densidade éptica a 550 nm (OD550) foi medida
usando um leitor de microplacas ELISA.

O dano oxidativo em proteinas foi avaliado pela determinacdo de
grupamentos carbonilas em proteinas oxidadas, com base na reacdo com
dinitrofenilhidrazina,conforme método descrito por Levine et al.'®. As amostras
obtidas serao precipitadas e as proteinas dissolvidas com dinitrofenilhidrazina. Os
grupamentos carbonilas serdo medidos pela absorbancia em 370nm. Os resultados
serao expressos por carbonilagdo por mg de proteinas. As andlises de TBARS e
carbonil serdo normalizadas pelo conteudo de proteinas, que serdo determinadas
pelo método de Lowry'®. Reagente fenol de Folin sera adicionado a amostras de
tecido, sua principal fungao e ligar-se a proteinas, onde e posteriormente reduzido. A
alteracao de cor resultante a partir de amarelo para azul, pode ser seguido através
da medicao da absorbancia a 700nm. Albumina de soro bovino sera utilizada como

padrdo de proteinas’?®.
3.4.3 Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade da enzima antioxidante SOD foi determinada pela inibicao da
auto-oxidagcado da adrenalina medida espectrofotometricamente, conforme descrito
por Bannister e Calabrese (1987)"°.

As amostras de tecido cerebral foram homogeneizadas em tampao de
glicina. Os volumes de 5, 10 e 15uL foram retirados da mesma, a qual 5 ml de

catalase (0,0024 mg/ml de agua destilada), tampao de glicina 175-185 mL (0,75g em
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200 ml de agua destilada a 32°C, pH 10,2), 5uL adrenalina (60 mM em &agua
destilada +15 mL/ml de HCI fumegante) foram adicionados. As leituras foram
realizadas por 180s em intervalos de 10s e medido em leitor de ELISA a 480nm. Os
valores foram expressos em unidade de SOD por miligrama de proteina (U/mg de
proteina).

Os niveis de GSH foram determinados como descrito por Hissin e Hilf
(1976)"', com algumas adaptacdes. GSH foi mensurado apés precipitacdo de
proteina com 1 mL de &cido tricloroacético 10%. Em parte da amostra foi adicionado
um tampé&o de fosfato 800 mM, pH 7,4 e DTNB 500 pM. O desenvolvimento de cor
resultante a partir da reacédo entre o DTNB e tidis atingiu um maximo em 5 minutos e
manteve-se estavel durante mais de 30 min. A absorbancia foi lida a 412 nm depois
de 10 min. Uma curva padrdo de glutationa reduzida foi usado para calcular os
niveis de GSH nas amostras. A GSSG foi mensurada a partir da reciclagem da
GSSG redutase com monitoramento NADPH espectrofotometricamente na presenca
de 2-vinilpyridina. A concentragao de GSH total e GSSG foram determinadas usando
uma curva de regressao gerada a partir de varios padrdes de GSH'*2.

Todas as analises de atividade de enzimas antioxidantes seréao
normalizadas pelo conteudo de proteinas, que serdo determinadas pelo método de

Lowryet al.'®.

3.5.PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

A andlise estatistica foi realizada através do programa estatistico
GraphPadPrism (verséo 6). As analises entre dois grupos foram determinadas pelo
teste t de student e as diferencas entre trés grupos experimentais ou mais foram
determinadas por analise de variancia (ANOVA) seguido pelo post hoc de Tukey. Os
resultados foram apresentados em média * desvio padrdo e a significancia

estatistica foi considerada para valores de p<0,05.
3.6 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA
O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), sob o seguinte
protocolo: 19.001.2.08.1V. A utilizacdo dos animais seguiu a Diretriz Brasileira para o
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Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBCA),
publicada em 2013 pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA).

4. ARTIGO

Cynara scolymus L. (artichoke) leaf extract decrease neuroinflammatory
and neurochemical parameters in a mouse model of diet-induced obesity.

Alexandre Piccinini'; Gislaine Tezza Rezzin".

'"Laboratério de Neurobiologia de Processos Inflamatdrios e Metabdlicos,
Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias da Saude, Universidade do Sul de Santa
Catarina, Av. José Acacio Moreira, 787, Tubardo, SC 88704-900, Brazil

Abstract

The aim of this study was to induce obesity in mice from a high-fat diet and to
evaluate the effect of administrationCynara scolymus (artichoke) leaf extract.
Inflammatory parameters and oxidative stress in the brain of mice were evaluated, as
well body weight and visceral fat weight. Male Swiss mice were divided into control
(purified low-fat diet) and obese (purified high-fat diet). After 6 weeks, the groups
were divided into control + water, control + artichoke leaf extract, obese + water, and
obese + artichoke leaf extract. Artichoke leaf extract (1,6 g/kg/day) or saline solution
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was administrated orally, during 4 weeks. When the experiment completed 10 weeks,
the animals were euthanized and the brain and visceral fat were removed. The brain
structures (hypothalamus, hippocampus, prefrontal, total cortex and striatum) were
isolated. Treatment with artichoke leaf extract had no effect on body weight, but
reduced the visceral fat. Obese animals showed increased inflammation and
oxidative damage as well increased antioxidant enzymes activity in the brain
structures. Artichoke leaf extract treatment partially reversed the changes in the
inflammatory and in the oxidative damage parameters and attenuated the alterations
in the antioxidant defense. Artichoke leaf extract had a beneficial effect on the brain
of obese animals, as it partially reversed the changes caused by the consumption of
a high-fat diet and consequent obesity. Our results support studies that indicate
artichoke leaf extract may contribute to obesity treatment.

Key-words: Obesity; Cynara scolymus leaf extract; oxidative stress;
inflammation.

5.CONSIDERACOES FINAIS

A administracdo de extrato de alcachofra mostrou-se benéfica no tratamento
dos camundongos obesos, pois mesmo nao tendo efeito sobre o0 peso corporal dos
animais, reduziu a gordura visceral, que é um fator de risco importante para
diabetes, hipertensdo, sindrome metabdlica, problemas cardiovasculares, dentre
outros.

O tratamento com extrato de alcachofra também reverteu parcialmente as
alteracées nos parametros inflamatério e oxidativo e atenuou as alteracbes na
defesa antioxidante, o que poderia reduzir os danos neuronais associados a
obesidade. Efeito anti-inflamatério e antioxidante mais pronunciados foram
observados no estriado e hipotdlamo, regides cerebrais associadas a saciedade e
sistema de recompensa. Possivelmente esses efeitos estejam relacionados ao acido
clorogénico, acido fendlico presente em maior proporcéo no extrato utilizado nesse
estudo e que apresenta propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias.

Os beneficios da utilizagdo do extrato de alcachofra podem ser melhor
investigados, podendo-se utilizar diferentes concentracdes do extrato para tentar
melhorar os efeitos, principalmente sobre paradmetros neuroinflamatérios.A
quantificacdo dos compostos ativos presentes no SNC apdés administracdo oral
poderia auxiliar na determinacdo de doses mais efetivas. A incorporagdo do extrato
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de alcachofra a formas farmacéuticas que melhorem a biodisponibilidade dos
principios ativos no SCN também pode ser avaliada. Além de parametros
neuroquimicos e neuroinflamatérios, os beneficios do uso do extrato da alcachofra

sobre pardmetros comportamentais poderia também ser investigado.
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