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RESUMO

A obesidade é uma doenga inflamatéria crénica multifatorial, caracterizada pelo acimulo
excessivo de triglicerideos em adipdcitos, processo denominado adipogénese. Ela ¢é
considerada um dos fatores de risco para o desenvolvimento de comorbidades com altos
indices de morbidade e mortalidade, como diabetes mellitus tipo 2 e doencas
cardiovasculares. Neste sentido, buscam-se substancias que reduzam o processo de
adipogénese, visando tratamentos que melhorem a qualidade de vida dos individuos obesos, e
previnam o desenvolvimento de doengas associadas. Schinus terebinthifolius Raddi
(Anacardiaceae), conhecida popularmente como aroeira-vermelha ou pimenta-rosa € uma
espécie vegetal que apresenta dentre seus constituintes, compostos fenolicos, aos quais sao
atribuidas diferentes atividades biologicas, como atividade antioxidante, antidiabética e
cardioprotetora. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito extrato metandlico
das folhas de S. terebinthifolius Raddi (EMFS) sob a viabilidade e adipogénese em células
3T3-F442A. Para isso células 3T3-F442A foram submetidas a teste de viabilidade celular em
MTT e ensaio de diferenciacdo (adipogénese) com coloracdo por Oil red. O EMFS néo
alterou a viabilidade celular nas concentracGes de 50 e 100 pg/ml no periodo de 24h, no
periodo de 48h a concentracdo de 50 pg/ml se demonstrou segura e em 100 pg/ml o EMFS
reduziu a viabilidade celular em 19,24 + 3,21%. O EMFS inibiu o acimulo de triglicerideos
em 25, 50 e 100 pg/ml, agindo de maneira independente da concentragcdo, com inibicdo média
de 40 + 2%, de forma semelhante a quercetina (42 + 6%), evidenciando a modulacdo do
processo de adipogénese. Em conclusdo, os dados sugerem que o EMFS apresenta
propriedades anti-adipogénicas, sendo uma fonte potencial para o desenvolvimento de
fitofarmacos para prevencdo e tratamento da obesidade e de morbidades relacionadas a
obesidade.

Palavras-chave: pimenta-rosa; toxicidade; obesidade; estresse oxidativo



ABSTRACT

Obesity is a multifactorial chronic inflammatory disease, characterized by the excessive
accumulation of triglycerides in adipocytes, a process called adipogenesis. It is considered
one of the risk factors for the development of comorbidities with high rates of morbidity and
mortality, such as type 2 diabetes mellitus and cardiovascular diseases. In this sense,
substances that reduce the process of adipogenesis are sought, aiming at treatments that
improve the quality of life of obese individuals, and prevent the development of associated
diseases. Schinus terebinthifolius Raddi (Anacardiaceae), popularly known as red-mastic or
pink-pepper is a plant species that has among its constituents, phenolic compounds, which are
attributed different biological activities, such as antioxidant, antidiabetic and cardioprotective
activities. In this context, the aim of this study was to evaluate the effect of methanolic extract
of S. terebinthifolius Raddi leaves (MESL) on viability and adipogenesis in 3T3-F442A cells.
For this, 3T3-F442A cells were submitted to cell viability test in MTT and differentiation
assay (adipogenesis) with Oil red staining. MESL did not change cell viability at
concentrations of 50 and 100 pg/ml within 24h, within 48h the concentration of 50 pg/ml was
shown to be safe and at 100 pg/ml EMFS reduced cell viability by 19,24 + 3,21%. MESL
inhibited the accumulation of triglycerides at 25, 50 and 100 pg/ml, acting independently of
the concentration, with an average inhibition of 40 £ 2%, similarly to quercetin (42 £ 6%),
showing the modulation of the process of adipogenesis. In conclusion, the data suggest that
MESL has anti-adipogenic properties, being a potential source for the development of
phytopharmaceuticals for the prevention and treatment of obesity and obesity-related

morbidities.

Keywords: pink-pepper; toxicity; obesity; oxidative stress
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1 INTRODUCAO

Segundo o Ministério da Saude (2019), estima-se que no Brasil, de 2006 até o ano de
2018, a prevaléncia da obesidade havia aumentado em 67,8%, e em 2018 mais da metade da
populacédo (55,7%) apresentava excesso de peso. Nesta perspectiva, é de extrema relevancia a
busca pela modulacdo da adipogénese, visto que diabetes e doengas cardiovasculares estéo
entre as principais causas de morte no mundo atualmente (SANTOS; TORRENT, 2010;
FRANCA et al., 2013; PODSEDEK et al., 2020; OPAS/OMS ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE, 2021). Além disso, é importante ressaltar que a obesidade
também se apresentou como agravante para pacientes acometidos por COVID-19,
aumentando os riscos de casos graves e da taxa de mortalidade (SILVA et al., 2021).

A obesidade ¢ uma doenca inflamatoria crénica ndo transmissivel, com causa
multifatorial e inicio gradual. E definida pelo excesso de tecido adiposo branco, localizado ou
generalizado, resultante dos processos de hipertrofia e/ou hiperplasia dos adipécitos (JO et al.,
2009; MINISTERIO DA SAUDE, 2013). A hipertrofia dos adipdcitos, causada pelo acimulo
de triglicerideos tem como consequéncia o processo inflamatorio nas células, o que aumenta a
producdo de espécies reativas de oxigénio, e leva ao desenvolvimento de doengas associadas a
obesidade (SANTOS; TORRENT, 2010). Desta maneira, a obesidade é um fator de risco
determinante para o desenvolvimento de doencas, como diabetes mellitus tipo 2, resisténcia a
insulina e doencas cardiovasculares (ULLA et al., 2017).

Dentre as formas de tratamento para o controle da obesidade, a principal e mais
eficaz em termos de perda de peso atualmente é a cirurgia bariatrica by-pass em Y-de-Roux
(RYGB), porém h& um grande nimero de complicaces pds-cirargicas (WANNMACHER,
2004; ACQUAFRESCA et al., 2015). Além das alternativas cirurgicas, existem tratamentos
medicamentosos, como a administracdo oral de sibutramina e orlistate, capazes de suprimir o
apetite e reduzir absorcdo intestinal de lipideos, respectivamente, entretanto, apresentam
efeitos indesejados diversos, incluindo vomitos, taquicardia, esteatorreia, convulsdes e
incontinéncia fecal (HECK; YANOVSKI; CALIS, 2000; WANNMACHER, 2004).

Em razéo da crescente preocupacdo da populagdo em relagdo aos perigos das
cirurgias e aos efeitos adversos dos medicamentos alopaticos, a busca por alternativas
terapéuticas naturais provenientes de plantas medicinais tem se ampliado (MORO; BASILE,
2000). As plantas medicinais possuem metabolitos secundarios que apresentam diferentes

propriedades terapéuticas (SANTOS-LIMA et al., 2016). Desta maneira, o Sistema Unico de
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Saude, desenvolveu uma lista de plantas utilizadas na medicina tradicional brasileira, a fim de
ampliar pesquisas para geragéo de novos produtos naturais (RENISUS, 2009).

Neste contexto, destacamos a espécie Schinus terebinthifolius Raddi
(Anacardiaceae), conhecida popularmente como aroeira-vermelha ou pimenta-rosa. S.
terebinthifolius € uma espécie nativa do estado do Mato Grosso do Sul, Brasil, utilizada
popularmente no tratamento de feridas e Ulceras da pele, tumores, diarreia, artrite, infecgdes
do trato urinério e do sistema respiratorio (BRANDAO et al., 2006; RENISUS, 2009). Possui,
dentre seus constituintes, compostos fenolicos, aos quais sdo atribuidas diferentes atividades
bioldgicas, dentre elas, antioxidante, antidiabética e cardioprotetora (ROCHA et al., 2018,
2019).

2 JUSTIFICATIVA

A obesidade é uma doenca que cresce cada vez mais no mundo inteiro, consequéncia
dos maus habitos alimentares e sedentarismo, além de fatores genéticos e emocionais,
promovendo perda na qualidade de vida dos individuos acometidos (GELONEZE, 2019;
MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

A obesidade esta associada ao desenvolvimento de morbidades, como diabetes,
dislipidemia, hipertensdo e doencas cardiovasculares que, quando acometidas de forma
concomitante, caracterizam a sindrome metabdlica (SANTOS; TORRENT, 2010). Desta
maneira, a obesidade tem sido considerada a mais importante desordem nutricional dentre o0s
paises desenvolvidos e aumenta substancialmente o desenvolvimento destas morbidades, além
de estar associada ao desenvolvimento de diferentes tipos de cancer (FRANCA et al., 2013;
PODSEDEK et al., 2020).

Nesta perspectiva, buscam-se alternativas terapéuticas que atuem sob a modulacdo da
adipogénese, a fim de se obter produtos para a prevencdo e tratamento da obesidade e das
morbidades relacionadas. Neste contexto, o Sistema Unico de Saude (SUS) brasileiro criou a
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) para estimular o
desenvolvimento de pesquisas para geragdo de novos produtos terapéuticos naturais
provenientes de plantas medicinais (RENISUS, 2009).

Dentre as plantas inclusas na RENISUS, muitas encontram-se em territorio de
Cerrado. O estudo das propriedades de plantas do Cerrado brasileiro contribuem para além de
seu fim especifico de promogéo da salde, para a conservacdo da biodiversidade deste bioma
(RENISUS, 2009). Desta maneira, destacamos a espécie Schinus terebinthifolius Raddi

(Anacardiaceae), presente na RENISUS, e nativa do Cerrado brasileiro. E uma espécie vegetal
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que apresenta diferentes atividades bioldgicas relatadas na literatura, como antioxidante,
antidiabética e cardioprotetora, atribuida a presenca de compostos fendlicos nesta planta
(ROCHA et al., 2018, 2019), podendo contribuir para prevencéo e tratamento da obesidade e
de outras doencas relacionadas.

Neste contexto, sdo realizadas pesquisas que avaliam potenciais biolégicos de plantas
nativas para a obtencdo de produtos que modulem o metabolismo dos carboidratos e lipideos

e a adipogénese, melhorando a qualidade de vida dos individuos acometidos pela obesidade.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 OBESIDADE

A obesidade é uma doenca inflamatoria crénica, multifatorial, caracterizada pelo
excesso de acumulo de triglicerideos nos adipocitos e aumento na producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) no tecido adiposo (JO et al., 2009; MINISTERIO DA SAUDE,
2013).

O tecido adiposo humano € dividido em tecido adiposo branco e tecido adiposo
marrom. O tecido adiposo branco é constituido por células de maior tamanho que apresentam
como principal funcdo o armazenamento energetico em forma de triglicerideos, este tecido
esta presente nos individuos adultos e quando em excesso é responsavel pelo
desenvolvimento da obesidade. O tecido adiposo marrom apresenta como principal funcdo a
termogénese (FONSECA-ALANIZ et al., 2006). Além disso, muitas pesquisas estdo voltadas
ao escurecimento do TAB, levando ao desenvolvimento do tecido adiposo bege, o qual possui
caracteristicas semelhantes ao tecido adiposo branco, no entanto, apresenta um potencial
termogénico (BOLIN et al., 2020).

Os adipdcitos sdo as Unicas células capazes de armazenar e metabolizar lipideos sem
comprometer sua funcionalidade, sendo responsaveis pela secrecdo de adipocinas e
adiponectinas, regulando processos inflamatorios, entretanto, no quadro de obesidade a
secrecdo destas citocinas é alterada (SANTOS; TORRENT, 2010). Na obesidade, o0s
adipdcitos sofrem hipertrofia, armazenando um maior contetdo de triglicerideos, gerando um
processo inflamatdrio, reduzindo a producdo de adiponectinas, citocinas anti-inflamatorias e,
aumentando a producdo de adipocinas pro-inflamatorias, como a Interleucina-6 (IL-6) e 0
Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) (Figura 1) (BATISTA, 2016; SANTOS; TORRENT,
2010).
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O TNF-a é uma citocina que pode ser produzida pelo préprio tecido adiposo, ou por
macrofagos e linfécitos (SANTOS; TORRENT, 2010). O TNF-o apresenta capacidade
lipolitica e aumenta o consumo energético, mas em contrapartida é responsavel pela reducéo
da sensibilidade das células a insulina, sendo um dos principais fatores para o
desenvolvimento da resisténcia a insulina (BATISTA, 2016; FONSECA-ALANIZ et al.,
2006). Além disso, € responsavel pelo aumento da producdo de citocinas como a IL-6
(SANTOS; TORRENT, 2010).

A IL-6 ¢é produzida por células imunes como os macrofagos e mondcitos, que sao
recrutados pelo tecido adiposo, essa citocina pro-inflamatoria é responsavel pelo aumento do
gasto energético e diminuicdo do apetite, porém também gera a reducdo da sensibilidade das
células a insulina, desta forma, se relacionando diretamente com o desenvolvimento da
resisténcia a insulina e contribuindo para o desenvolvimento de diabetes (FONSECA-
ALANIZ et al., 2006; SANTOS; TORRENT, 2010). A liberacdo da IL-6 ativa no figado a
liberacdo de marcadores inflamatorios que estdo associados a doencgas cardiovasculares, como
a doenca arterial coronariana (SILVEIRA et al., 2018; TERRADOS; VALCARCEL;
VENTA, 2010).

Estas citocinas pré-inflamatdrias estimulam a producdo de espécies reativas de
oxigénio, acarretando o estresse oxidativo acometido na obesidade (FILIPPIN et al., 2008).
Desta forma, o tecido adiposo é um fator independente para geracdo do estresse oxidativo
(EO) (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2011).
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Figura 1. Caracteristicas do tecido adiposo branco na obesidade (FONTE: Orué, 2021)

3.2 ESTRESSE OXIDATIVO E DEFESA ANTIOXIDANTE

O estresse oxidativo é caracterizado pelo aumento na producdo de EROs em
desbalanco com a producdo de antioxidantes enddgenos, promovendo danos aos lipideos, a
proteinas e ao DNA (BARBOSA et al., 2010; CHOI et al., 2017; VARGAS, 2008).

As EROs podem ser radicalares e ndo-radicalares e estdo associadas as morbidades
do individuo obeso. EROs radicalares, apresentam um numero impar de elétrons na sua
camada de valéncia, tornando essa molécula altamente reativa, enquanto as EROs néo-
radicalares ndo possuem elétrons desparelhados, mas sdo altamente reativas (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997; SILVA; GONCALVES, 2010). As EROs sdo geradas durante a
respiracdo celular nas mitocondrias, na etapa denominada fosforilacdo oxidativa (LEE et al.,
2009). Neste processo, 0 oxigénio é reduzido, formando as EROs e quando ndo neutralizadas
prejudicam a funcdo mitocondrial (MARTINEZ, 2006).

A primeira ERO gerada é denominada anion radical superoxido (O2™), que é formada
pela reducdo do O, (O2 + e — O27), sendo uma molécula radicalar instavel, pouco reativa,
possuindo vida mais longa que o radical hidroxila (OH"), e pode participar das reacdes de

geragdo do mesmo. Adicionalmente, esta sendo comprovada a participacdo do O2 em lesdo
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bioldgica secundéria a sistemas onde ele é gerado (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
SILVA; GONCALVES, 2010; STARK, 2005).

O peroxido de hidrogénio (H20.) é gerado atraves da reducdo de dois elétrons de
oxigénio ou a dismutagdo do O, e apesar de ser uma espéecie ndo-radicalar, é extremamente
deletério (STARK, 2005). O H20- participa das reacdes de producdo de OH', e possui a
capacidade de atravessar camadas lipidicas, de reagir com metais de transicdo e ainda de
induzir alteracdes cromossémicas (SILVA; GONCALVES, 2010).

O OH' é a ERO mais reativa dos sistemas bioldgicos, possuindo tempo de meia-vida
curta, desta maneira é responsavel por causar danos préximo ao local onde foi produzido
(AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014; SILVA; GONCALVES, 2010). O OH" reage
rapidamente com metais ou outros radicais, podendo promover danos ao DNA, caso seja
produzido perto deste, ocasionando mutacdo ou inativacio do mesmo (FERREIRA,
MATSUBARA, 1997). Além disso, o radical hidroxila pode inativar proteinas e oxidar acidos
graxos poliinsaturados da membrana celular, causando a lipoperoxidagdo (Figura 2)
(AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014).
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Figura 2. Geragdo de espécies reativas de oxigénio (FONTE: adaptado de COHEN, 1989).
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Durante a fosforilagio oxidativa, a enzima citocromo oxidase, realiza o processo de

catélise da reagdo, oxidando quatro moléculas de citocromo c, realocando um elétron de cada
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citocromo para a camada de valéncia do O, para formar &gua, evitando a geragdo excessiva
de EROs na mitocondria (BARBOSA et al., 2010).

Além da citocromo oxidase outros antioxidantes atuam no sistema de defesa do
processo oxidativo, estes estdo divididos em enzimaticos e ndo-enzimaticos (BIRBEN et al.,
2012). Os antioxidantes enzimaticos sdo constituidos por enzimas como a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Os
antioxidantes enddgenos ndo-enzimaticos incluem, a glutationa reduzida (GSH) e a glutationa
oxidada (GSSG) (BHATTACHARYA, 2015).

Durante a fosforilagdo oxidativa, a enzima SOD atua dismutando O2” em H20O: e
CAT e GPx realizam o processo de catalisar H2O> em agua e oxigénio, além disso, GPx atua
oxidando a GSH em GSSG (ALFONSO-PRIETO et al., 2009; BARBOSA et al., 2010;
PERRY et al., 2010). GR efetua processos de reducdo da NADPH (nicotinamida adenina
dinucledtido fosfato) em NADP* e da GSSG em GSH (HEVERLY-COULSON; BOYD,
2010). GSH e GSSG tem atividade protetora, através da GSH que realiza a reducdo de
espécies oxidantes, consequente da sua oxidacdo a GSSG (MORO; BASILE, 2000).

Além dos antioxidantes enddgenos, existem agentes antioxidantes exdgenos, que sao
obtidos pela alimentacdo, e que sdo encontrados nos vegetais. Como exemplo existem os
compostos fenolicos e a vitamina E que pode ser (VARGAS, 2008).

3.3 ESTRESSE OXIDATIVO NA OBESIDADE

Na obesidade, ha um aumento do consumo de oxigénio pelos adipdcitos (KHAN;
NAZ; YASMEEN, 2006), desta maneira, ha um aumento da respiracdo mitocondrial
juntamente com a perda de elétrons na cadeia transportadora de elétrons, promovendo maior
producdo de EROs (AMIRKHIZI et al., 2010). Além disso os adipécitos sdo fontes de
producdo de citocinas pré-inflamatorias, as quais, através de mondcitos e macréfagos,
também acabam por aumentar a producdo de EROs e espécies reativas de nitrogénio
(FONSECA-ALANIZ et al., 2007).

A oxidagdo mitocondrial e peroxissdbmica de &cidos graxos, também promovem a
geracdo de radicais livres, acarretando no estresse oxidativo, que pode apresentar
consequéncias como alteragdes, no DNA mitocondrial e na etapa de fosforilagdo oxidativa,
causando anormalidades estruturais (DUVNJAK, 2007).
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3.4 TRATAMENTO PARA OBESIDADE
3.4.1 Tratamento cirurgico

O uso das cirurgias para tratamento da obesidade envolve diversos tipos de
gastroplastias e bariatricas, que visam a reducdo do tamanho do reservatorio gastrico,
podendo estar acompanhada ou ndo da inducdo de ma absor¢do (GADDE et al., 2018). O
tratamento cirtrgico é indicado na sua grande maioria em casos de obesidade severa ou
morbida, em que o tratamento ndo-cirargico ndo apresente mais efeito, e o paciente necessite
de resultados a curto-prazo, para melhora da qualidade de vida, e muitas vezes para prevencao
e tratamento de doencas associadas a obesidade (WOLFE; KVACH; ECKEL, 2016).

As gastroplastias ndo envolvem aspectos cosméticos, ndo tendo relagdo a aparéncia
do paciente, desta maneira, ndo removem tecido adiposo, sendo divididas em quatro tipos,
baseadas nos objetivos da plastia, sao eles:

e OperacOes que promovem uma reducdo da absorcao intestinal global;

e Operacdes de restricdo gastrica;

e OperacBes que combinam a restricdo gastrica com inducdo de reducdo na
absorcédo (ou “Dumping”) e;

e OperacOes que combinam reducdo na digestdo, com reducdo na absorcdo e
restricdo gastrica (ZILBERSTEIN; NETO; RAMOS, 2002).

Atualmente, as operacbes que promovem reducdo da absorcdo intestinal global,
como a Gastroplastia vertical com banda, ndo sdo mais praticadas, pois geravam diversas
complicacdes a longo-prazo (TEVIS; GARREN; GOULD, 2011; ZILBERSTEIN; NETO;
RAMOS, 2002). No passado, este tipo de cirurgia ja foi muito popular e frequentemente
praticado, porém muitas vezes geravam efeitos colaterais nos pacientes, como
desenvolvimento de pedras renais, faléncia do figado, artrite migratéria, dentre muitas outras
(MORRIS et al., 2017). Deste modo, é recomendavel que pacientes que realizaram tais
cirurgias no passado, optem pela reversdo da plastia e se necessario uma cirurgia revisional
menos invasiva para a corre¢do (TEVIS; GARREN; GOULD, 2011).

As operacdes de restricdo gastrica, muitas vezes chamadas apenas de gastroplastias,
sdo aquelas nas quais o estomago é dividido em duas partes, superior e inferior, com a
formagdo de um pequeno canal de passagens entre as duas, podendo ser realizado por
grampeamento ou uso de anel ndo expansivel (ZILBERSTEIN; NETO; RAMOS, 2002).
Estas cirurgias sdo altamente aplicadas devido a sua baixa taxa de morbimortalidade, e ndo

possuem dentre seus efeitos colaterais complicacfes de alto-risco, entretanto, os paciente
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podem desenvolver a longo-prazo sintomas como vomito e a disfagia. Além disso, em muitos
casos o resultado esperado de reducdo de peso ndo € obtido, e em outros casos se tem o
reganho de peso (TEVIS; GARREN; GOULD, 2011).

Em acréscimo as operacdes de restricdo gastrica, existem aquelas que combinam a
restricdo com inducdo de Dumping, sendo o by-pass gastrico em Y de Roux 0 mais comum
(ZILBERSTEIN; NETO; RAMOS, 2002). Para obter tal efeito é realizada a reducdo do
volume do estbmago proximal, através da exérese, deixando apenas um bolsa e o restante do
estomago excluido, e em seguida, para que ocorra a reducao da absorc¢éo, o intestino delgado
é dividido, formando duas algas, a alimentar (alca de Roux) e outra biliopancreatica
(ACQUAFRESCA et al., 2015). Essa plastia € altamente recomendada por sua alta eficiéncia
em manter a perda de peso com o passar dos anos, além de ter resultados positivos na
presenca de demais comorbidades, como a diabetes mellitus tipo 2 (WERLING et al., 2013).
O by-pass gastrico em Y de Roux é inclusive recomendado aos pacientes que realizaram no
passado a Gastroplastia vertical com banda (TEVIS; GARREN; GOULD, 2011).

Entretanto, mesmo com todos os resultados positivos que podem ser obtidos com o
by-pass, ainda existem diversas complicacdes tanto tardias quanto precoces em tal
procedimento, como hemorragia gastrointestinal, obstrugdo intestinal, e até ma cicatrizacdo do
tecido, que causa a deiscéncia da anastomose ou da linha de grampeamento, sendo uma das
causas mais comuns de morte p6s-cirdrgica (ACQUAFRESCA et al., 2015).

E como dltima categoria de operacdo, existem aquelas que combinam a reducdo na
digestdo, com reducdo da absor¢do e restricdo gastrica. Este tipo de cirurgia € uma das mais
atuais e de dificil performance, sendo a principal delas o Switch duodenal (HAMOUI et al.,
2007). O Switch duodenal é uma variante da operacdo de desvio biliopancreatico, com um
acréscimo da gastrectomia vertical subtotal e preservacdo do piloro (porcdo final do
estdmago), caracterizado por uma gastrectomia de quase 80% do estbmago, e divisdo e
anastomose (uniéo) de regides do intestino delgado em y de Roux (BALTASAR et al., 2001).

Apesar de ter alta eficiéncia no quesito perda de peso e tratamento de doencas
associadas, também possui complicagdes (CREMASCO; RIBEIRO, 2017). O Switch
duodenal acarreta nos pacientes muitas vezes sintomas de depressao, e requer por vezes outras
cirurgias devido a dor abdominal ou obstrucdo intestinal, sendo comum a deficiéncia

nutricional devido reducéo na digestdo e absorcdo (STRAIN et al., 2017).
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3.4.2 Tratamento medicamentoso

O tratamento farmacol6gico para a obesidade j& passou por muitas mudangas e
periodos de controvérsia, tanto pela veracidade dos seus efeitos, quanto pela polémica da
venda sem prescricdo médica e uso inadequado, devido a alta procura da populacdo por
formas de emagrecimento sem mudanca no estilo de vida (MANCINI; HALPERN, 2002).
Existem diversos medicamentos para o tratamento da obesidade, mas no Brasil, apenas cinco
deles estdo registrados para este fim, sendo: a anfepramona, femproporex, mazindol,
sibutramina e orlistate (ABESO/ SBEM, 2010).

A anfepramona (diethilpropiona) é um medicamento do grupo dos agentes que atuam
no Sistema Nervoso Central (SNC), uma droga simpaticomimética, que imita os efeitos da
norepinefrina (COSTA et al., 2009; NACCARATO; LAGO, 2014). Desta maneira, atua no
SNC, aumentando a liberacdo de noradrenalina, que estimula receptores noradrenégicos,
tendo efeitos como antiasmatico, vasopressor, estimulante cardiaco, e inibidor da fome (LI et
al., 2005). Devido a seu modo de atuacéo, tinha liberacdo de uso apenas para curto-prazo, e
pode ter como efeito adverso insonia, cefaleia, obstipacdo intestinal, ndo sendo recomendado
a pacientes que possuem hipertensdo ou doencas cardiovasculares pelos registros de aumento
da presséo arterial (COLMAN, 2005; GADDE et al., 2018; MCKAY, 1973).

Outro medicamento que também faz parte dos agentes que atuam no SNC é o
femproporex, que é uma droga simpatomimética indireta, com efeitos similares a
dextroanfetamina, e tem resultados similares a da anfepramona, atuando também na supressao
do apetite (PAUMGARTTEN; PEREIRA; OLIVEIRA, 2016). Apesar de ter a mesma forma
de atuacdo seu mecanismo de agéo diverge do diethilpropiona, pois age inibindo a recaptacéo
da dopamina no centro de alimentag&o, no hipotalamo (MINISTERIO DA SAUDE; ANVISA
- AGENCIA NACIONAL DA VIGILANCIA SANITARIA, 2011). O femproporex pode
causar efeitos adversos apds um més de uso, podendo incluir insbnia, gastrite, transtorno de
ansiedade e polifagia (COSTA, 2020).

E importante destacar que tanto a anfepramona quanto o femproporex sdo drogas
anfetaminicas. Ou seja, sdo derivados da anfetamina e estimulantes do SNC, com origem a
partir dos B-fenetilaminicos. Além disso, sdo anorexigenos, desta maneira muitos pacientes e
grande parte da populacdo que busca o emagrecimento realiza uso inadequado dos
medicamentos, tendo como consequéncia a dependéncia do medicamento juntamente com a
necessidade de aumentar a dose, pois com 0 uso continuo o tratamento deixa de ter o efeito
esperado (MANCINI; HALPERN, 2002; MINISTERIO DA SAUDE; ANVISA - AGENCIA
NACIONAL DA VIGILANCIA SANITARIA, 2011). As anfetaminas também causam
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cardiotoxicidade, podendo ocasionar cardiomiopatia, arritmia ou infarto agudo do miocardio,
e, 0s pacientes estdo sujeitos a desenvolver surtos psicoticos, sindromes depressivas ou de
mania (NACCARATO; LAGO, 2014; VASQUES; MARTINS; AZEVEDO, 2004).

Assim como os dois agentes citados, 0 mazindol também atua no SNC, ndo fazendo
parte do grupo dos medicamentos anfetaminicos, sendo um imidazoisoindol, ndo do tipo
fenetilamina, tendo efeito similar a drogas antidepressivas (INOUE, 1995; WANNMACHER,
2004). Este é um medicamento diferente da anfepramona e do femproporex, que age no SNC
inibindo a recaptacdo de serotonina e NE (BRAY; GREENWAY, 1999). Além disso, atua na
supressao dos neurbnios glicose-sensitivos no hipotalamo, tendo efeito supressor do apetite
(INOUE et al., 1992). O mazindol pode causar efeitos adversos leves, como boca seca,
desconforto gastrico, insbnia, e graves como riscos cardiopulmonares, e no SNC
(NACCARATO; LAGO, 2014).

A sibutramina é um inibidor seletivo da recaptagdo da serotonina (ISRS) que também
atua no SNC, blogueando a recaptacao da norepinefrina e serotonina na sinapse neural (Figura
3). Foi desenvolvida para desempenhar papel antidepressivo, porém ndo apresentou
resultados relevantes para tal fim, sendo percebida nos testes como farmaco potencial para o
tratamento da obesidade (CAMPOS et al., 2014). Através deste bloqueio, a sibutramina
realiza a supressdo do apetite e aumenta o gasto energético, diminuindo o peso e melhorando
o controle da glicemia, diminuindo o acimulo de triglicerideos e melhorando a sensibilidade a
insulina (FORTES et al.,, 2006; TAMBASCIA et al., 2003). Os efeitos adversos da
sibutramina incluem taquicardia, vomitos, ansiedade, insénia, convulsdes, entre outros. Esta
droga pode provocar muitos riscos, ainda mais quando autoadministrada, com uso
indiscriminado, podendo apresentar efeitos colaterais como problemas cardiacos, alteracdes
no sono e no humor, e aumento da pressdao arterial (MOREIRA et al., 2021;
PAUMGARTTEN; PEREIRA; OLIVEIRA, 2016).
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Figura 3. Mecanismo de acdo da sibutramina. ISRS — inibitor seletivo da recaptagdo de serotonina (FONTE: Orué, 2021).
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Devido aos riscos apresentados por esses medicamentos, a ANVISA (2011),
estabeleceu através da Resolucdo RDC n° 52, de 6 de outubro de 2011, a proibicdo da
fabricacdo e uso das substancias anfepramona, femproporex e mazindol, seus sais e isdbmeros,
e determinou que medicamentos que contenham a substancia sibutramina, seus sais e
isbmeros, bem como intermediarios sejam dispensados apenas diante de apresentacdo de
receita azul numerada, prescrita por médico. Além disso, o paciente deve apresentar um termo
de responsabilidade encaminhado pelo médico responsavel (COSTA, 2020; MINISTERIO
DA SAUDE; AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2011). Tal resolugdo
mesmo visando o controle do uso de substancias anorexigenas e seu uso adequado, gerou um
alto nimero de consumidores de forma ilegitima, comprometendo a saude, devido ao uso sem
recomendacdo médica, envolvendo hébitos de prescricdo ndo condizente com a defini¢do de
uso racional de medicamentos proposta pela OMS. (PAUMGARTTEN; PEREIRA,;
OLIVEIRA, 2016). Em um estudo verificou-se o consumo desses medicamentos pela
populacdo com outros farmacos, infringindo normas legais estabelecidas pelo Conselho
Federal de Medicina e pela Anvisa (CFM, 1997; ANVISA, 2007; WHO, 2011; MOTA et al.,
2014).
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O ultimo medicamento registrado no Brasil é o orlistate, que é atualmente o Unico
medicamento sem impedimentos de compra, sendo a primeira droga desenvolvida que nédo
altera a concentracéo de neurotransmissores no SNC (GELONEZE, 2019). Este atua inibindo
as lipases gastrica e pancreatica de forma irreversivel, no limen do trato gastrointestinal,
reduzindo a absorcdo de gordura dietética em aproximadamente 30% (Figura 4) (DREW,;
DIXON; DIXON, 2007). Tal agdo previne que essas enzimas hidrolisem os triglicerideos em
gorduras absorviveis, entdo os triglicerideos ndo digeriveis sdo eliminados pelas fezes
(HECK; YANOVSKI; CALIS, 2000). Diferente dos demais medicamentos citados, o orlistate
também contribui para a melhora da pressdo sanguinea e do colesterol total (CANDELA et
al.,, 2021). Devido ao seu mecanismo de acdo, seus efeitos adversos podem incluir
incontinéncia fecal, esteatorreia, € 0 mais preocupante € a sua possivel diminuicdo de
vitaminas lipossoltveis, como a A, B, E e K (DREW,; DIXON; DIXON, 2007).
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Figura 4. Mecanismo de agdo do orlistate (FONTE: Orué, 2021).
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3.5 PLANTAS MEDICINAIS PARA CONTROLE DA OBESIDADE
3.5.1 Plantas do Cerrado com efeito antiobesidade

O uso de plantas medicinais, existe desde 3.000 a.C., sendo a principal, e muitas
vezes a Unica fonte de tratamento para doencas. No entanto, com o avan¢o tecnoldgico,
principalmente provindo das descobertas realizadas durante a segunda guerra mundial, os
medicamentos sintéticos foram ganhando espaco e transformando a industria farmacéutica
(BRANDAO et al., 2006; TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

A troca da medicina tradicional por medicamentos sintéticos € evidenciada na
terceira edicdo da Farmacopeia Brasileira, de 1977, a qual apresentava apenas 4,8% de
monografias relacionadas a plantas medicinais (BRANDAO et al., 2006). Entretanto, devido
aos efeitos colaterais dos medicamentos alopaticos e suas complicacdes, houve um aumento
no numero de estudos concentrados na exploracdo de espécies vegetais para a geracao de
fitofarmacos mais seguros, isso inclui a utilizacdo de produtos naturais com atividade
antiobesidade e a identificagdo de seus mecanismos agdo (SHANG et al., 2021).

Neste contexto, o Brasil suporta uma vasta biodiversidade de espécies nativas, e de
riqueza cultural, que impulsionam as pesquisas a partir de dados etnofarmacolégicos, como o
desenvolvimento da RENISUS (RENISUS, 2009; SANTOS-LIMA et al., 2016).

Para que os fitoterapicos sejam produzidos, sdo necessarios estudos
multidisciplinares, como ensaios bioquimicos, toxicidade e também de atividade bioldgica in
vitro e in vivo (MACIEL et al., 2002). Assim garantindo a efetividade dos produtos naturais
com baixa ou nenhuma toxicidade (RATAJCZAK et al., 2015).

Apesar da grande diversidade vegetal do Brasil, mudancas climaticas de causa
antropogénica e a exploracdo do agronegdcio, sdo os principais fatores que estdo alterando
essa biodiversidade (VITORINO et al., 2020). Associando estas condi¢cdes ao baixo nivel de
protecdo dos biomas, muitas espécies se tornardo vulneraveis, sendo necessarias estratégias de
conservacdo. Dentre os biomas, destacamos o Cerrado, 0 qual apresenta alta taxa de
biodiversidade inexplorada e susceptibilidade a depredacdo (VELAZCO et al.,, 2019). O
estudo de plantas medicinais de espécies vegetais presentes no Cerrado é uma forma de
agregar valor ao bioma e promover a conservacdo de sua biodiversidade (CHI et al., 2017).

A complexidade da obesidade permite a utilizacdo de diferentes abordagens
terapéuticas e as espécies vegetais estdo entre a forma mais comum e complementar de
medicina alternativa para tratamento da obesidade e suas complicacdes (GAMBOA-GOMEZ
et al., 2015). As plantas medicinais sdo investigadas para prevengdo e/ou tratamento da

obesidade em razdo de seus mecanismos antiobesidade. Os principais mecanismos
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antiobesidade incluem: a supressdo do apetite, a reducdo da absorcdo intestinal de lipideos e
carboidratos, a inibicdo da adipogénese e lipogénese, a modulacdo do metabolismo lipidico, o
aumento do gasto energético, a regulacdo da microbiota intestinal e melhora do quadro
inflamatdrio ocasionado pela obesidade (SHANG et al., 2021).

Espécies do Cerrado, como a guavira (Campomanesia sp.), a curriola (Pouteria
ramiflora), amora-branca (Morus alba), carqueja (Baccharis trimera), mutamba (Guazuma
ulmifolia), cagaita (Eugenia dysenterica), e a erva-de-sdo-jodo (Hypericum perforatum) séo
relatadas por seus efeitos sob diferentes mecanismos antiobesidade (SOUZA et al., 2011b;
GOUVEIA et al., 2013; TIAN et al., 2015; CARDOZO et al., 2018; DONADO-PESTANA et
al., 2018; YIMAM et al., 2019; NURI et al., 2020; KASPRZAK-DROZD et al., 2021).

Yimam et al. (2019), observaram o efeito do extrato etanodlico da casca da raiz de M.
alba sob a supressdo do apetite, em ratos, por meio da inibicdo da atividade de ligagcdo do
receptor capaz de estimular a fome, CB1 (receptor endocanabinoide tipo 1). O extrato aquoso
da casca do caule de P. ramiflora reduziu a atividade enzimatica de a-amilase, diminuindo o0s
niveis de glicose no sangue, reduzindo a absorcdo de carboidratos, e ocasionando perda de
massa corporal em camundongos (GOUVEIA et al., 2013).

Os extratos etandlico e metanolico do caule de Baccharis trimera reduziram a
absorcdo de lipideos, em ensaios in vitro com uso de extratos enzimaticos de: lipase
pancredtica suina tipo 1l e a-glicosidases de duodeno suino. Os extratos atuaram através da
inibicdo da enzima lipase pancreética, além disso, o extrato metanolico também foi eficaz na
inibicao da enzima a-glicosidase, consequentemente reduzindo a absor¢do intestinal de
carboidratos (SOUZA et al., 2011b).

Nuri et al. (2020), verificou o efeito anti-adipogénico do extrato etandlico das folhas
de G. ulmifolia, capaz de inibir a proliferacdo e diferenciacdo de pré-adipocitos, efeito
promovido pelo kaempferol.

O extrato etandlico das partes aéreas de H. perforatum, exibiu efeito anti-lipogénico
em camundongos, pela inibicdo da expressdo do gene SLC27A1, que codifica a FATP1
(proteina 1 de transporte de acidos graxos de cadeia longa), proteina envolvida na lipogénese
(TIAN et al., 2015).

O extrato aquoso das folhas de Campomanesia. adamantium ja foi relatado por
reduzir os niveis sericos de colesterol total e triglicerideos, regulando o metabolismo lipidico,
possivelmente pela inibicdo da HMG-CoA redutase, enzima da via do mevalonato, via
metabolica que produz o colesterol e outros isoprenoides (CARDOZO et al., 2018). Além

disso, Campomanesia xanthocarpa melhorou a inflamacdo em camundongos induzidos a
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obesidade, atenuando marcadores com a IL-6 € TNF-o e em humanos reduziu a inflamagao e
0 estresse oxidativo (CARDOZO et al., 2018).

O extrato metandlico de E. dysenterica melhorou a inflamacdo causada pela
obesidade, observada pela reducdo da expressdo de TNF-a e de NF-kB (um complexo
proteico envolvido na ativacdo de diversos genes pro-inflamatorios) (DONADO-PESTANA
et al., 2018). Adicionalmente, E. dysenterica aumentou o gasto energético sem alterar o
apetite e a absorcao intestinal dos camundongos, alcancando tal efeito através do aumento do
consumo de oxigénio e consequentemente aceleracdo do metabolismo (DONADO-PESTANA
etal., 2018).

A microbiota intestinal tem importante papel no tratamento da obesidade, esses
microrganismos realizam a regulacao de alguns hormonios, genes e inflamacdes relacionados
com a obesidade (SHANG et al., 2021). Compostos fendlicos, como a quercetina e 0
kaempferol, presentes em muitas plantas do Cerrado, sdo capazes de expressar propriedades
prebidticas e exercer atividades antimicrobianas contra a microflora intestinal patogénica, que
acabam por beneficiar a microbiota responsavel pela atividade anti-inflamatéria e
antioxidante (KASPRZAK-DROZD et al., 2021).

3.5.2 Metabolitos secundarios vegetais no controle da obesidade

Os metabolitos secundarios sdo produzidos pelas plantas para sua manutencdo e
sobrevivéncia no ambiente, contra fatores abioticos e bidticos. Os metabolitos secundarios
podem ser produzidos, para promocdo do processo de cicatrizacdo, promovido por danos
mecanicos, ou para defesa da planta frente a ataques de microrganismos. Os metabolitos
secundarios sdo produzidos a partir do metabolismo da glicose, principalmente pelas vias do
acido chiquimico e do acetato (Figura 5) (KERBAUY, 2004; PEREIRA; CARDOSO, 2012).
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Figura 5. Rota biossintética simplificada dos metabdlitos secundarios (FONTE: adaptado de ROCHA, 2018).

Estas vias sdo responsaveis pela producdo dos alcaloides, terpenos e dos compostos
fenolicos (KERBAUY, 2004). Esses metabdlitos secundarios sdo moléculas que apresentam
atividade bioldgica, com grande potencial para uso na salide humana, pois ja demonstraram
atuar na prevencédo e tratamento de diversas doengas, como a obesidade e as morbidades
relacionadas (MARRELLI, 2021).

Os alcaloides sdo compostos organicos que em seu anel aromatico possuem pelo
menos a presenca de uma molécula de nitrogénio, sdo comumente derivados de aminoacidos,
mas existem alcaloides que sdo constituidos a partir de uma base nitrogenada ou de
fenilpropanoides (PEREIRA; CARDOSO, 2012; VIZZOTTO; WEBER; VIZZOTTO, 2010).
Estes representam um dos maiores grupos dentre os metabdlitos secundarios, estando
presentes em diversas familias de espécies vegetais (MATSUURA; FETT-NETO, 2015). Os
alcaloides tem potencial de atividade antimicrobiana e de quimioterapicos, além disso,
estudos ja revelaram seu potencial regulatério da lipogénese, através da modulacdo da
expressao de mRNA como SREBP-1c (proteina 1c ligadora do elemento regulatério de
esterol), FAS (&cido graxo sintase) e SCD-1 (enzima estearoil CoA dessaturase), reduzindo
também drasticamente a expressdo do TNF-o (MATSUURA; FETT-NETO, 2015; PARK et
al., 2016).

Os terpenos formam uma classe de compostos que foram isolados da terebentina, e
séo derivados do isopreno, de acordo com sua composi¢do e quantidade do Cs podem ser
classificados em: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos ou
carotenoides (DE LAS HERAS et al., 2003; VIZZOTTO; WEBER; VIZZOTTO, 2010). Estes
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apresentam propriedades bioldgicas como atividades antitumorais e antimicrobianas e atuam
diretamente sobre a permeabilidade da membrana celular (DE LAS HERAS et al., 2003).
Possuindo também atividade de inibicdo da lipase pancreatica e de reducdo de gordura
corporal (BUSTANJI et al., 2011).

Os compostos fenolicos sdo compostos por aneis aromaticos, com um ou mais
substituintes hidroxilicos, incluindo os grupos funcionais, sendo derivado dos aminoéacidos
fenilalanina e tirosina (ANGELO; JORGE, 2007). Sdo antioxidantes naturais, tendo sua
atividade bioldgica justificada pelo potencial de 6xido-reducédo, tendo um importante papel na
absorcdo e neutralizacdo de radicais livres (ANGELO; JORGE, 2007; PEREIRA;
CARDOSO, 2012). Dentre os compostos fendlicos, os flavonoides apresentam diversas
atividades que modulam a adipogénese, por agirem reduzindo o estresse oxidativo no tecido
adiposo, diminuindo também o processo inflamatdrio e inibindo a resisténcia a insulina
(KAWSER HOSSAIN et al., 2016).

3.5.3 Schinus terebinthifolius Raddi

Schinus terebinthifolius Raddi (Figura 6) € uma espécie arborea da Familia
Anacardiaceae, nativa do Brasil, popularmente conhecida como aroeirinha, aroeira-vermelha,
pimenta-rosa, ou aroeira-roxa, de médio porte e crescimento rapido, podendo chegar até 12 m
de altura (ALMEIDA, 2011; MORTON, 1978). Esta planta € utilizada comumente pela
populacdo como substituta da pimenta-do-reino na alimentacédo, atraves de seus frutos, ou na
medicina tradicional para tratar infec¢bes urinarias e respiratdrias, feridas e reumatismo
(AZEVEDO; QUIRINO; BRUNO, 2015). Esta entre as plantas medicinais de interesse ao
Sistema Unico de Satde (Tabela 1) (RENISUS, 2009).

Estudos demostram que S. terebinthifolius apresenta dentre seus constituintes,
compostos fenolicos, aos quais sdo atribuidas diferentes atividades biol6gicas, como
antioxidante, antitumoral, antidiabética e antimicrobiana (ANDRADE; PONCELET;
FERREIRA, 2017; BENDAOUD et al., 2010; BERNARDES et al., 2014; BERTOLDI, 2006;
DE LIMA GLORIA et al., 2017; DE OLIVEIRA et al., 2020; PAGANI et al., 2014; ROCHA
etal., 2018, 2019).

Rocha et al. (2018) demostrou a atividade antioxidante do EMFS pelo aumento da
atividade de enzimas antioxidantes como a SOD e GPx em eritrocitos humanos. O EMFS
agiu de forma independente da dose, nas concentragdes de 50, 75, 100, 50, 250 e 500 pl/ml,
melhorando a atividade da SOD em aproximadamente 25 + 2%, e na concentracdo de 500

ul/ml aumentando a atividade de GPx.



34

Fonte: Orué (2021)

Figura 6. S. terebinthifolius Raddi (A) aspecto geral, (B) flores, (C) frutos e (D) folhas

Além da atividade antioxidante, ja se verificou reducdo da peroxidacdo lipidica pelo
EMFS (ROCHA et al., 2018). O estresse oxidativo causado pela obesidade pode provocar a
peroxidacdo lipidica, uma reacdo em cadeia dos &cidos graxos polinsaturados das membranas
celulares, essas reacdes geram radicais livres que alteram a permeabilidade, fluidez e
integridade de tais membranas, gerando danos celulares (FRANCA et al., 2013). Como
alternativa para a verificagdo da diminuicdo da peroxidacdo lipidica utilizou-se o
malondialdeido (MDA), um produto de degradacao secundario (RODRIGUES, 2007), onde o



35

EMFS diminuiu os niveis de MDA em 76, 92, 90, 90, 84 e 72% nas respectivas concentracdes
de 50, 75, 100, 125, 250, e 500 pg/ml (ROCHA et al., 2018).

Rocha et al. (2019) evidenciou um potencial antiobesidade do EMFS, por meio da
inibigdo da atividade enzimatica de a-glicosidase, responsavel pela regulacdo da absorcédo de
glicose, tal atividade se caracteriza como um mecanismo de ac¢do pela inibicdo da absorcgéo
intestinal de carboidratos. Os efeitos do EMFS estdo relacionados com compostos fenolicos,
incluindo o acido galico e seus derivados, galotaninos e miricetina, quercetina e kaempferol
glicosilados, que ja foram identificados no extrato metandlico das folhas de Schinus
terebinthifolius Raddi (ROCHA et al., 2019).
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Tabela 1. Plantas de interesse ao Sistema Unico de Satde (FONTE: adaptado de RENISUS, 2009).

Achillea millefolium

Allium sativum

Aloe spp* (A. vera ou A. barbadensis)
Alpinia spp* (A. zerumbet ou A. speciosa)
Anacardium occidentale

Ananas comosus

Apuleia ferrea = Caesalpinia ferrea *
Arrabidaea chica

Artemisia absinthium

Baccharis trimera

Bauhinia spp* (B. affinis, B. forficata ou B. variegata)
Bidens pilosa

Calendula officinalis

Carapa guianensis

Casearia sylvestris

Chamomilla recutita

Chenopodium ambrosioides

Copaifera spp*

Cordia spp* (C. curassavica ou C.verbenacea)*
Costus spp* (C. scaber ou C. spicatus)
Croton spp (C. cajucara ou C. zehntneri)
Curcuma longa

Cynara scolymus

Dalbergia subcymosa

Eleutherine plicata

Equisetum arvense

Erythrina mulungu

Eucalyptus globulus

Eugenia uniflora ou Myrtus brasiliana*
Foeniculum vulgare

Glycine max

Harpagophytum procumbens

Jatropha gossypiifolia

Justicia pectoralis

Kalanchoe pinnata = Bryophyllumcalycinum*
Lamium album

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL

Lippia sidoides

Malva sylvestris

Maytenus spp* (M. aquifolium ou M. ilicifolia)
Mentha pulegium

Mentha spp* (M. crispa, M. piperita ou M. villosa)
Mikania spp* (M. glomerata ou M. laevigata)
Momordica charantia

Morus sp*

Ocimum gratissimum

Orbignya speciosa

Passiflora spp* (P. alata, P. edulis ou P. incarnata)
Persea spp* (P. gratissima ou P. americana)
Petroselinum sativum

Phyllanthus spp* (P. amarus, Pniruri, P. tenellus e P. urinaria)
Plantago major

Plectranthus barbatus = Coleus barbatus
Polygonum spp* (P. acre ou P. hydropiperoides)
Portulaca pilosa

Psidium guajava

Punica granatum

Rhamnus purshiana

Ruta graveolens

Salix alba

Schinus Terebinthifoluis = Schinus aroeira
Solanum paniculatum

Solidago microglossa

Stryphnodendron adstringens = Stryphnodendron barbatimam
Syzvgium spp* (S. jambolanum ou S.cumini)
Tabebuia avellanedeae

Tagetes minuta

Trifolium pratense

Uncaria tomentosa

Vernonia condensata

Vernonia spp* (V. ruficoma ou V. polyanthes)
Zingiber officinale

Avaliar o efeito do extrato metanélico das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi

(EMFS) em adipdcitos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos do EMFS sob a viabilidade celular em pré-adipécitos 3T3F442A;

e Investigar o efeito do EMFS sob a adipogénese em pré-adipécitos 3T3F442A;
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DO EXTRATO

Folhas de S. terebinthifolius foram coletadas ap6s autorizacdo obtida pelo Sistema de
Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade (SISBIO- Sistema de Autorizagéo e Informacao
em Biodiversidade; nimero 45365-1). O material vegetal foi coletado em Dourados, Mato
Grosso do Sul, Brasil, sob as coordenadas geograficas 22°11'43.7568"S e 54°56'8.0916"W.
Uma exsicata foi depositada no herbario da Universidade Federal da Grande Dourados, Brasil
(No. 4889). O material vegetal foi seco, pulverizado e posteriormente mantido em maceracéo
exaustiva em metanol P.A. (99,8%). O filtrado foi concentrado sob vacuo em evaporador
rotativo a 45 °C e, ao final liofilizado (ROCHA et al., 2018).

5.2 CULTIVO CELULAR DE PRE-ADIPOCITOS 3T3-F442A

Pré-adipécitos 3T3-F442A foram cultivados em meio Dulbecco Modified Medium
(DMEM) alta glicose, contendo 1,2 g/l de bicarbonato de sddio e 5,77 g/l de HEPES,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de penicilina/estreptomicina. As
células foram mantidas em garrafas de cultura celular em sub-cultivo (até 70% de
confluéncia), a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO> (ELFAKHANI et al., 2014).

A troca de meio DMEM alta glicose foi realizada a cada 24 h, com lavagem
utilizando PBS 1X. Para os experimentos, as células em 70% de confluéncia, foram
desaderidas da garrafa de cultivo com 1 ml Tripsina e 4 ml de PBS 1X + EDTA 1 mM (1:4).
Ap0s observar que as células estavam em suspensdo, foram adicionados 5 ml de DMEM para
pausar o efeito da tripsina. O meio de cultivo com as células foi transferido para tubo conico e
centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi removido com uma pipeta de
vidro acoplada a bomba a vécuo e, o sedimento celular foi ressuspendido em 1ml de meio
DMEM para a realizacdo da contagem celular.

A contagem celular foi realizada utilizando a camara de Neubauer, para isso, foi
adicionado em um microtubo 10 pl da suspensao celular mais 90 pl de azul de tripan. Desta
suspensdo celular em azul de tripan foram transferidos 10 pl para a cdmara de Neubauer para
a contagem. A contagem foi realizada a partir da divisdo do nimero de células por 4 (nimero
de quadrantes da camara) e sua multiplicacdo por 10 (diluicdo da suspensdo) e multiplicagdo
por 10000 (profundidade da camara). A densidade de células para o plagueamento em placa

de 96 pogos foi de 6 x 10% células/pogo (100 pl) e, em placas de 6 pocos foi de 1 x 10°
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células/pogo (1000 ul). As células foram cultivadas a 37 °C em atmosfera contendo 5% de
COa.

5.3 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

Pré-adipdcitos 3T3-F422A em 70% de confluéncia foram plaqueados em microplaca
de 96 pocos em densidade de 6 x 10° células/pogo (100 ul). Apds 24 h, as células foram
tratadas com 100 pl de extrato de S. terebinthifolius (50 ¢ 100 pg/ml) diluido em meio
DMEM e, mantidas a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO; por 24 h e 48 h. A viabilidade
celular foi determinada utilizando o MTT. Para isso, 0 meio contendo o tratamento foi
removido com pipeta de vidro acoplada a bomba a vacuo e a placa foi lavada utilizando 100
pl de tampdo fosfato salina (PBS 1X). O PBS foi removido ¢ 100 ul de MTT 1 mg/ml
(diluido em DMEM alta glicose) foi adicionado em cada poco. A microplaca foi incubada
novamente a 37 °C em atmosfera contendo 5% de CO> por 4 h. Apo6s este periodo, 0 MTT foi
removido e os cristais de formazan foram dissolvidos com 100 ul de dimetilsulfoxido
(DMSO). A absorbancia foi mensurada a 630 nm utilizando leitor de microplacas ELISA. Os
resultados foram expressos em porcentagem relativa ao controle (considerado 100%)
(ELFAKHANI et al., 2014).

5.4 ADIPOGENESE EM PRE-ADIPOCITOS 3T3-F4422A

Apbs a confluéncia de 70% das células nas placas de 6 pocos, se iniciou 0s
tratamentos, considerado dia 0 do experimento. Em cada placa foram determinados dois
controles, o controle ndo diferenciado (ND), mantido somente o0 meio DMEM alta glicose e o
controle diferenciado (D), células mantidas em meio de diferenciagdo MIR (contendo 70 pl de
rosiglitazona 3 mM e 35 pl de insulina 5 pg/ml). Os demais pocos, em cada placa, foram
mantidos com meio MIR com quercetina (40 pug/ml) ou diferentes concentracdes do EMFS
(25; 50 e 100 pg/ml) diluidos em MIR.

Apos o tratamento, 0 meio de cultivo MIR foi trocado a cada 48 h, a partir do dia 2
do experimento até a diferenciacéo celular (5-6 dias). Ao final do experimento, foi realizada a
avaliacdo do acimulo de triglicerideos utilizando oil red 0,3% diluido em isopropanol 60%.
Para a avaliacdo, o0 meio de cultivo foi removido das placas de 6 pocos, utilizando uma pipeta
de vidro acoplada a bomba a vacuo e as células foram lavadas com 1 ml de PBS 1X. Em
seguida, as células foram fixadas com 1 ml de formol 10% diluido em agua destilada, durante
1 h na estufa a 37 °C.
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Depois de fixadas as células foram lavadas novamente com 1 ml de PBS 1X, e
coradas com 500 pl de oil red 0,3% por 30 minutos na estufa de cultivo a 37 °C. Apds a
coloracdo, as celulas foram lavadas trés vezes com 1 ml de PBS 1X e fotografadas com
camera acoplada em microscopio, na lente objetiva de 40x, antes da remoc¢édo do PBS 1X da
ultima lavagem para que as células ndo perdessem seu conteudo interno por osmose. Em
seguida, o PBS 1X foi removido e o conteudo lipidico foi ressuspendido em 500 pl de
isopropanol 100%. A suspensédo foi transferida para a microplaca de 96 pocos com fundo
chato, sendo adicionados 200 pl em cada poco. A microplaca foi levada para leitura em leitor
de microplaca ELISA, a absorbancia foi mensurada a 492 nm (ELFAKHANI et al., 2014).

A porcentagem de acumulo de triglicerideos foi calculada a partir da seguinte

equacgao: (AbSamostra/ AbScontroleDiferenciado) X 100.

5.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram expressos como a média * erro padrdo da média (SEM). Foi
realizada a analise de variancia (ANOVA) seguida pelo pos-teste de Dunnett. O software
GraphPad Prism 5 (San Diego, CA, EUA) foi utilizado para analisar todos os dados. Os
resultados foram considerados significativos quando P <0,05.

6 RESULTADOS
6.1 EFEITO DO EMFS SOB A VIABILIDADE CELULAR

O efeito do extrato metandlico das folhas de Schinus terebinthifolius nas
concentracfes de 50 e 100 pg/ml sob a viabilidade celular de pré-adipdcitos 3T3-F442A,
durante 24 e 48 h é apresentado na Figura 7.

O EMFS ndo apresentou toxicidade nas concentracdes avaliadas no periodo de 24 h.
Entretanto, ap6s 48 h de incubacdo houve uma reducdo da viabilidade celular em 19,24 +
3,21% na concentracdo de 100 pg/ml.
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Figura 7. Viabilidade celular de pré-adipocitos tratados com extrato metandlico de Schinus terebinthifolius Raddi (EMFS),
(A): 24 h e (B): 48 h. Os resultados foram expressos como a média + SEM. b = P<0.1.

6.2 EFEITO DO EMFS NA ADIPOGENESE

O efeito do extrato metandlico das folhas de Schinus terebinthifolius nas
concentragdes de 50 e 100 pg/ml sob a adipogénese é apresentado na Figura 8.

O EMFS inibiu a adipogénese em adipécitos de maneira independente da
concentra¢do, com uma reducdo média do contetdo de triglicerideos de 40 + 2% comparado
ao grupo diferenciado (D). O acumulo de triglicerideos nos adipécitos tratados com o EMFS
foi semelhante aos adipdcitos tratados com quercetina (42 £ 6%), 0s quais ndo apresentaram
diferenca quando comparados ao controle ndo diferenciado (ND).
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Figura 8. Adipdcitos corados com Oil Red. (A) percentual do acimulo de triglicerideos; (B) fotomicrografias de adipogénese
(40X): ND = ndo diferenciado (1); D = diferenciado (I1); D + Quercetina 40 pug/ml (I11); 25 (IV), 50 (V) e 100 (VI) ug/ml de
extrato metandlico das folhas de Schinus terebinthifolius Raddi (EMFS).

7 DISCUSSAO

Este estudo mostra pela primeira vez o efeito do extrato metandlico de S.
terebinthifolius sob a toxicidade e adipogénese de células 3T3-F442A, possibilitando novas
perspectivas para o desenvolvimento de futuros fitofarmacos para prevencdo e tratamento da
obesidade e doencas relacionadas.

A obesidade ¢ um problema de satde publica mundial e esta diretamente relacionada
ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares, consideradas a maior causa de mortalidade
no mundo atualmente (HILL; SOLT; FOSTER, 2018; OPAS/OMS ORGANIZACAO PAN-
AMERICANA DA SAUDE, 2021). Tratamentos cirdrgicos e medicamentosos geram muitos

gastos e efeitos colaterais diversos, tornando os fitoterapicos uma alternativa promissora para
este fim (SANTOS-LIMA et al., 2016).
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A farmacologia dos fitoterapicos também aponta para os beneficios do sinergismo
existente entre os fitocomplexos, que proporcionam um melhor efeito e, promovem a
ocorréncia de menores efeitos secundarios (SAAD et al., 2016).

Neste estudo, observamos a auséncia de toxicidade do EMFS sob as células 3T3-
F442A na concentracdo de 50 pg/ml. No periodo de 48 h a maior concentracdo do extrato,
100 pg/ml, demonstrou reducdo da viabilidade celular, essa redugdo esta possivelmente
relacionada com o perfil pro-oxidante do EMFS em altas concentragdes, relatado por Rocha et
al (2018) em ensaios com eritrocitos. Apesar da atividade hemolitica ter se dado apenas em
concentragfes acima de 500 pg/ml, sua atividade pré-oxidante pode afetar células como os
adip6citos em outras concentragdes.

Atividades antioxidantes e pré-oxidantes sdo amplamente estudadas para o
tratamento de células cancerigenas e células ndo adiposas, porém poucos estudos investigam a
utilizacdo de atividade pré-oxidante para o tratamento da obesidade (HUNG et al., 2005;
WANG et al., 2009; OUYANG et al., 2020). Wang et al. (2009) evidenciou que a atividade
pré-oxidante da epigalocatequina-3-galato do cha verde, foi capaz de inibir o crescimento e
induzir a morte celular de adipdcitos. Neste contexto, as propriedades do EMFS tém potencial
para a exploragdo futura de outros mecanismos de agéo anti-obesidade, como avaliagdo do
perfil de morte celular.

O efeito antiadipogénico do EMFS, pode estar relacionado a presenca de seus
compostos fendlicos, identificados em estudo anterior de Rocha et al. (2019). Foi verificada a
presenca de compostos fendlicos no extrato, incluindo, o acido galico e seus derivados,
galotaninos e miricetina, quercetina e kaempferol glicosilados.

Uma das caracteristicas do tecido adiposo de um individuo obeso é a hipertrofia dos
adipdcitos, que aumenta a infiltracdo de células do tecido imune, que por sua vez aumentam a
producdo de citocinas pro-inflamatérias e a producio de EROs (MARTINEZ, 2006). As
citocinas pré-inflamatoérias reduzem a captacdo de glicose induzida pela AKT (proteina
quinase B), acarretando na resisténcia a insulina (GUSTAFSON et al., 2015). O &cido gélico
melhora essa condi¢do regulando a via PI3K/AKT, aumentando a sensibilidade a insulina e
melhorando a recaptacdo de glicose (DLUDLA et al.,, 2018). Seu papel altamente
antioxidante, ja foi verificado, mostrando que ele age diminuindo a producdo do OH’, através
da doagdo de elétron e neutralizagdo do H.0, (DE CAMARGO et al., 2016).

Outros estudos também apontam o efeito do &cido galico sob a regulacdo da via de
sinalizacdo PI3K/AKT, modulando negativamente sua atividade (DLUDLA et al., 2018). No

tecido adiposo, esta via € responsavel pela ativagdo da biossintese de lipideos e inibicdo da
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lipdlise através da ativacdo e desligamento de fatores transcricionais especificos, como
FOXOL1, que regula lipdlise através da expressdo da lipase trigliceridea adiposa (ATGL)
(HUANG et al., 2018).

Galotaninos glicosilados (GG) ja foram relatados pelo seu efeito anti-adipogénico e
anti-inflamatorio, sendo o primeiro através da via Proteina Quinase Ativada por Monofosfato
de Adenosina (AMPK), responséavel pela regulacdo do metabolismo lipidico (O’NEILL;
HOLLOWAY; STEINBERG, 2013). A inibicdo de AMPK ¢ capaz de impedir a diferenciacao
de pré-adipocitos, acompanhando a inibicdo de fatores adipogénicos como o PPAR-y
(Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissoma Gama) (PENG et al., 2019). GG
também suprimem genes especificos relacionados com a lipogénese, como ACC, FAS, e
SCD-1, além de reduzir a expressdao de proteinas inflamatorias, incluindo TNF-a e IL-6,
sendo os maiores alvos dos efeitos anti-inflamatorios dos GG, as vias AMPKs e PPAR-y,
responsaveis por ativar fatores transcricionais que iniciam o processo de diferenciacdo de pré-
adipécitos, e tambem regulam a expressdo da ATGL durante a adipogénese (KERSHAW et
al., 2007; PENG et al., 2019).

Estudos demonstram a atividade de miricetina (MyR) como composto antiobesidade,
pela supressdo da diferenciacdo de adipdcitos e pela regulagdo do metabolismo mitocondrial.
Sua atividade de suprimir a diferenciacdo ocorre pela regulagdo negativa de PPAR-y,
reduzindo a expressdo do gene C/EBPa, que estd relacionado a estdgios finais de
diferenciacdo, e também do SREBP1c (fator de transcricdo 1 de ligacdo ao elemento
regulador de esterol) que possui a habilidade de ativar PPAR-y (WANG et al., 2015). MyR
também melhora os efeitos causados pela obesidade como o aumento da producdo de EROs,
regulando o metabolismo mitocondrial através da via AMPK, aumentando a expressdo do
gene SIRT3, que reduz a geracdo de EROs e aumenta a atividade mitocondrial (AKINDEHIN
etal., 2018; GAO et al., 2020).

A quercetina glicosilada (QG) é relatada por sua atividade anti-inflamatoria, que
ocorre por meio da reducdo da producdo de citocinas inflamatérias como a IL-6 e TNF-a
(SEKHON-LOODU et al., 2015). QG modula negativamente o fator transcricional NF-xB,
sendo este essencial para o inicio de respostas inflamatorias (DE HEREDIA; GOMEZ-
MARTINEZ; MARCOS, 2012). Além disso, NF-xB regula a expressio de enzimas como a
COX-2, que catalisa a conversdo do acido araquidénico em prostaglandinas durante um
processo de inflamacédo, assim a QG também age facilitando o tratamento da inflamacao por
meio da reducgdo dessas enzimas (SEKHON-LOODU et al., 2015). QG também atua inibindo
a diferenciac@o de preé-adipocitos e a lipogénese, atuando ainda mais efetivamente do que a
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quercetina (LEE et al., 2017). Assim como a quercetina, a QG atua modulando negativamente
PPAR-y (KERSHAW et al., 2007).

Em outro estudo, o kaempferol glicosilado (KG) demonstrou melhora da inflamacao
causada no tecido adiposo, regulando a expressdo de genes do mRNA (RNA mitocondrial)
ligados ao metabolismo lipidico dos adipdcitos, através do controle da producdo de
marcadores como a leptina, UCP2 (proteina desacopladora 2), adiponectinas, C/EBPa,
C/EBPpB, e SREBP1c (CHOI et al., 2020). A atuacdo do KG ocorreu pela ativacdo da via
AMPK, que também regula a expressdo de UCP2, um transportador de membrana
mitocondrial, que reduz a producdo de EROs pela mitocondria, regula o metabolismo dos
acidos graxos livres, e tem papel no gasto de energia e termogénese (SOUZA et al., 2011a).
Além disso, KG também é responsavel pela diminuicdo da expressdo de genes lipogénicos
como C/EBPa, C/EBPp e SREBP1c, que levam ao acimulo de lipidios no tecido adiposo pela
ingestdo de uma dieta rica em gorduras, tendo o C/EBPa papel essencial na adipogénese e
C/EBPp na gliconeogénese, nos estagios iniciais da diferenciacdo, e no aumento da producao
de adiponectinas (SCHROEDER-GLOECKLER et al., 2007; WANG et al., 2015).

8 CONCLUSAO

Em concluséo, 0 EMFS néo apresenta toxicidade em concentra¢fes < 50 ug/ml e os
dados sugerem que possui potencial anti-adipogénico, resultado provavelmente relacionado
ao sinergismo dos seus compostos fendlicos. Desta maneira, este estudo possibilita novas
perspectivas para o desenvolvimento de futuros fitofarmacos para prevencdo e tratamento da
obesidade e doencas relacionadas. Outros estudos sdo necessarios para investigacdo do efeito
do EMFS sob o estresse oxidativo e para elucidacdo de possiveis mecanismos de acao citados

neste trabalho.
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