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RESUMO

Silva, C. B. Efeitos da ingestdo de curcuma no controle do ganho de peso em
camundongos C57BL/6 adultos. 2017. 76f. Dissertacédo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo. Ribeirdo Preto, 2017.

Introducdo: a incidéncia de obesidade tem crescido em todo o mundo e esta
subjacente ao desenvolvimento de varias doencas, incluindo as cardiovasculares,
diabetes e inflamacdo. Novas pesquisas tém surgido para investigar formas de
retardar o desenvolvimento dessa doenca e, recentemente, foi possivel observar um
maior interesse pelo potencial papel das plantas medicinais. Dentre varias espécies
estudadas, tem-se a Curcuma Longa L, sobre a qual ja foram realizados inUmeros
estudos demonstrando suas atividades antioxidantes, anti-inflamatorias e
anticancerigenas atribuidas a curcumina, que é o pigmento predominante.
Evidéncias sugerem que a curcumina pode regular o metabolismo lipidico, além de
desempenhar um papel importante na obesidade. Objetivo: o objetivo do presente
trabalho foi investigar a influéncia da circuma na adiposidade corporal, no peffil
lipidico e glicidico em modelos animais de camundongo C57BL/6 alimentados com
dieta hiperlipidica. Metodologia: avaliaram-se 40 camundongos C57BL/6, 0os quais
foram separados em quatro grupos: dieta padrao (DP), dieta padrdo com curcuma
(DPC), dieta hiperlipidica (DH) e dieta hiperlipidica com carcuma (DHC). Durante um
periodo de 8 semanas, os grupos DPC e DHC receberam suplementacdo diaria,
adicionada a dieta, de curcuma na dosagem de 8 mg/animal/dia. Durante o
experimento, foi avaliado o peso corporal semanalmente e a ingestdo alimentar
diariamente. Foi realizado o teste de tolerancia a glicose (GTT) com o0s animais na
altima semana de experimento, apés jejum de 10 horas, e o teste de sensibilidade a
insulina (ITT) foi realizado 4 dias antecedentes ao GTT, apds jejum de 6 horas. Ao
final do estudo, os animais foram sacrificados e foram coletadas amostras
sanguineas para dosagem de glicemia, insulina e lipidograma, além dos tecidos:
hepatico, adiposo epididimal, marrom, retroperitoneal e pancreas. Todos 0s testes
de hip6teses desenvolvidos neste trabalho consideraram uma significancia de 5%.
As andlises foram feitas por ANOVA, ANOVA Two Way e Tukey. Resultados: em
relacdo ao ganho de peso, houve diferenca estatisticamente significante no grupo
DPC (34,6%), quando comparado ao grupo DHC (78,3%). Para a ingestao, o grupo
DPC teve maior ingestdo desde a primeira semana. Para as variaveis triglicérides,
HDL-colesterol, colesterol sérico, glicemia capilar e insulina, ndo houve diferenca.
Na dosagem de glicemia sérica, houve diferenca estatisticamente significante entre



0s grupos DPC (145,01+14,25) e DHC (227,76+25,4); DH (189,63+24,3) e DHC
(227,76+25,4). O peso do tecido adiposo marrom foi estatisticamente significante
entre os grupos DP (0,15+0,07) e DPC (0,24+0,06), DP (0,15+0,07) e DH
(0,28+0,06). Para o peso do tecido adiposo epididimal, encontraram-se valores
significativamente menores no grupo DPC (1,09+0,32), quando comparado ao DHC
(4,36+0,84). Para a histologia, foi possivel observar que ndo houve alteracdes
significantes no figado de nenhum dos grupos, porém, no pancreas dos animais
suplementados, foi possivel verificar uma esteatose macro e microgoticular em 60%
da amostra. Concluséo: a curcuma preveniu o ganho de peso corporal dos animais
de dieta padrdo suplementada, uma vez que tiveram um consumo alimentar
significativamente maior e ganharam menos peso, além de ter aumentado tecido
marrom no mesmo grupo. Porém, sdo necessarios novos estudos para confirmar
essa possivel toxicidade da cUrcuma para o0 pancreas.

Palavras-chave: curcuma, prevencao, obesidade, inflamacao, fitoterapia.



ABSTRACT

Silva, C.B. Effects of turmeric ingestion on weight gain control in C57BL/6 adult
mice. 2017. 76s. Dissertation (Master of Science) — Ribeirdo Preto Medical School,
University of Sdo Paulo. Ribeirdo Preto, 2017.

Introduction: Obesity has increased worldwide, which is subjacent to the
development of several diseases, including cardiovascular diseases, diabetes and
inflammation. Recent studies have been investigating forms of delaying the
development of this disease and, recently, it was possible to observe a greater
interest in the potential role of medicinal plants. Among various studied species is
Curcuma longa L, which has been widely researched, allowing studies to show its
antioxidant, anti-inflammatory and anticancer activities granted by turmeric, which is
the predominant pigment. Evidences suggest that turmeric is capable of regulating
the lipid metabolism, as well as playing an important role towards obesity. Objective:
this study aimed at investigating the influence of turmeric on the body adiposity, the
lipid and glucose profiles in C57BL/6 mice on a high-fat diet. Methods: 40 C57BL/6
mice were evaluated, which were separated into four groups: standard diet (SD),
standard diet with turmeric (SDT), high-fat diet (HD) and high-fat diet with turmeric
(HDT). During eight weeks, SDT and HDT groups were provided with daily nutritional
supplementation, in addition to the diet, of turmeric, 8 mg/animal/day. During the
experiment, body weight was weekly evaluated, and food ingestion, daily. The
glucose tolerance test (GTT) was applied to the animals in the last week of
experiment, after a ten-hour fasting period, and the insulin tolerance test (ITT) was
applied four days before the GTT, after a six-hour fasting period. At the end of the
study, the animals were sacrificed, and blood samples were collected in order to
obtain blood glucose, insulin and lipid profile, as well as liver, adipose epididymal,
brown, retroperitoneal and pancreas tissues. All the hypotheses tests developed in
this study considered a significance of 5%. The analyses were conducted by
ANOVA, ANOVA Two Way and Tukey. Results: regarding weight gain, there was a
statistically significant difference in group SDT (34,6%) when compared to group
HDT (78,3%). For ingestion, group SDT had a higher ingestion since the first week.
For the variables: triglycerides, HDL-cholesterol, serum cholesterol, capillary blood
glucose and insulin, no difference was observed. Regarding the serum glycemia
dosage, there was a statistically significant difference among groups SDT
(145,01+£14,25) and HDT (227,76+25,4); HD (189,63%£24,3) and HDT (227,76+25,4).
The weight of the brown adipose tissue was statistically significant among groups SD



(0,15+0,07) and SDT (0,24+0,06), SD (0,15+0,07) and HD (0,28+0,06). Regarding
the weight of the epididymal adipose tissue, significantly lower values were found in
group SDT (1,09+0,32), when compared to HDT (4,36+0,84). Regarding histology, it
was possible to observe that no significant alteration was found in the liver in any
group, however, with regard to the pancreas of the supplemented animals, it was
possible to verify a macro and microgoticular steatosis in 60% of the sample.
Conclusion: turmeric prevented the body weight gain of the animals with standard
supplemented diet, considering the fact that they had a significantly greater food
intake and gained less weight, and the brown tissue was increased in the same
group. However, new studies are necessary in order to confirm this possible toxicity
of turmeric for pancreas.

Keywords: turmeric, prevention, obesity, inflammation, phytotherapy.
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1 INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca cronica nao transmissivel (DCNT) definida pelo
depdsito em excesso de lipidios nos adipécitos (HEYWARD; STOLARCZYK, 2000;
CARVALHO, 2005; COUTINHO; LUCATELLLI, 2006).

Estilo de vida sedentaria e excesso de ingestdo energética sao fatores que
tém causado o aumento da incidéncia da obesidade, sendo o maior fator de risco o
desenvolvimento da resisténcia a insulina (GHAZARIAN et al., 2015).

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude (WHO, 2000), a obesidade
€ definida como acumulo anormal ou excessivo de gordura corporal (indice de
massa corporal (IMC) > 30 kg/m?). O desenvolvimento de doencas crénicas nédo
transmissiveis como diabetes tipo 2 (DM2), doenca isquémica do coracéo,
osteoporose e alguns tipos de cancer sao efeitos da obesidade para a saude, que,
por sua vez, reduzem a qualidade de vida e podem levar a diminuicdo da
expectativa de vida (WHO, 2000; HARDMAN et al., 2000; TRIGUEROS et al., 2013).

Abeso (2010) relata que ha um aumento significativo da prevaléncia da
obesidade em diversas populagdes do mundo, incluindo o Brasil. O problema do
excesso de peso e da obesidade tem alcancado proporgdes epidémicas no mundo
todo.

Dados de uma pesquisa realizada pela VIGITEL (2011) nas 26 capitais dos
estados brasileiros e no Distrito Federal mostraram que o excesso de peso em 2006
era de 43,2%, elevando-se para 51% em 2012 e a obesidade era de 11,6% em 2006
e, em 2012, subiu para 17,4%.

Dados da mesma pesquisa do Ministério da Saude — VIGITEL —, realizada no
ano de 2014, alertaram que 0 excesso de peso ja atingia 52,5% da populagéo adulta
do pais. Taxa essa que, como ja mencionado, em 2006, era de 43% — o0 que
representa um crescimento de 23% no periodo.

E provado que a obesidade é um fator de risco para desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e resisténcia insulinica, uma vez que 0 processo
inflamatorio contribui para tal situacdo. Aléem de estar ligada a algumas das mais
prevalentes doencas na sociedade moderna, o maior risco é para o desenvolvimento
de diabetes mellitus.

Em relagdo ao diabetes tipo 2, doenca decorrida das mudancas de estilo de

vida, urbanizacao, obesidade, a estimativa feita por Shaw et al. (2010) para o ano de



Introdugéo | 18

2010 era de 285 milhdes de adultos com diabetes, 67% maior que a estimativa
publicada no ano de 2004 para o ano de 2000 por Wild et al. (2004). Para o ano de
2030, Shaw et al. (2010) estimaram que a prevaléncia de diabetes seria de 439
milhdes, 20% maior do que a estimativa feita por Wild et al. (2004) para o0 mesmo
ano.

A Ultima pesquisa realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), com dados recentes avaliados pelas Pesquisas de Orcamentos Familiares
2008-2009 (POF), mostram que o consumo alimentar no Brasil € constituido de
alimentos com alto teor cal6rico e baixa qualidade nutricional, o que resulta numa
dieta deficiente em importantes nutrientes, aumentando o risco para obesidade e
doencas crbnicas nao transmissiveis. De acordo com Filho et al. (2003), pode-se
afirmar que as tendéncias de transicado nutricional que tém ocorrido neste século em
varios paises levam a um novo modelo alimentar fundamentado numa dieta rica em
gorduras saturadas, acuUcares e alimentos refinados, e com baixo teor de
carboidratos complexos e fibras, também conhecida como dieta ocidental.

A obesidade tem como causa essencial o desequilibrio entre a ingestao
alimentar e o gasto energético (CHEVALIER et al., 2015). O balango energético
positivo, causado pelo valor calérico ingerido superior ao gasto, € significativo fator
contribuinte para o desenvolvimento da obesidade, causando aumento nos estoques
de energia, na forma de tecido adiposo (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR.,
2003).

O tecido adiposo humano comecgou a ser muito estudado a partir de 1993,
quando Hotamisligil e seus colaboradores descobriram que células de tecido
adiposo de roedores eram capazes de secretar a citocina pro-inflamatoéria TNF-a, e
em 1994, com a descoberta da leptina por Zhang e sua equipe.

O tecido adiposo deixou recentemente de ser definido como um sitio passivo
e passou a ser denominado como um 0rgao endocrino que tem papel fundamental
na homeostase imune, além de liberar e produzir diversas adipocinas e citocinas
como a leptina, adiponectina, fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina-6 (IL-6),
entre outros. Tem sua classificacdo dividida em dois tipos: tecido adiposo marrom e
branco (PEREIRA; FRANCISCHI; LANCHA JR., 2003).

O tecido adiposo marrom é encontrado principalmente em recém-nascidos e,
em uma menor quantidade, em adultos. Tem como caracteristica principal ser

termogénico por regular a producédo de calor e, como consequéncia, a temperatura
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corporal. A sua capacidade de produzir calor é devido ao fato de que suas
mitocondrias ndo possuem o complexo enzimatico necessario para a sintese de ATP
e utilizam a energia liberada principalmente dos acidos graxos para a termogénese.
E caraterizado por citoplasma abundante, niicleo esférico e varias mitocondrias que
liberam calor via oxidacdo de acidos graxos. O adip6cito marrom é menor que 0s
adipdcitos do tecido adiposo branco, que possuem diametro entre sessenta a cem
micrébmetros. A coloracdo escura do tecido adiposo marrom € devido a alta
concentracdo do citocromo oxidase presente nas mitocondrias (FONSECA-ALANIZ
et al., 2006, 2007).

Pesquisas cientificas recentes tém buscado compreender melhor o papel do
tecido adiposo marrom em adultos, na busca de agentes farmacoldgicos que
possam aumentar a atividade desse tecido, a fim de torna-lo um alvo terapéutico
contra a obesidade (ENERBACK, 2009).

O tecido adiposo marrom estd presente durante toda vida em roedores.
Estudos em animais mostram que o tecido adiposo marrom é fator importante na
regulacdo do peso corporal, e é possivel que a variag¢do individual na termogénese
adaptativa possa ser atribuida a variacdes na quantidade ou atividade desse tecido.
Também foi visto que a ingestdo de dieta hiperlipidica promove um acumulo de
adiposidade por diminuicdo da atividade da lipoproteina lipase devido a uma
reducdo da atividade simpética no tecido adiposo marrom, coracdo e musculo
esquelético (NEDERGAARD; BENGTSSON; CANNON, 2007; ALMIND et al., 2007;
TAKEUCHI et al., 1995).

Em contrapartida, o tecido adiposo branco pode ser dividido em subcutaneo e
visceral. O tecido adiposo subcutaneo localiza-se na hipoderme, enquanto o visceral
liga 6rgdos internos e concentra-se entre o mediastino e a cavidade abdominal
(GHAZARIAN, 2015).

O acumulo de tecido adiposo visceral causa 0 aumento de citocinas pro-
inflamatoérias como proteina C reativa, interleucina-6, inibidor do ativador do
plasminogénio (PAI-1), tanto no tecido adiposo, como demonstrado por Hotamisligil
e colaboradores em modelos animais, quanto na circulacdo sanguinea. Essa
inflamacéo cronica, de baixo grau, por sua vez, gera alteracdo da sinalizacao
insulinica em vérios tecidos, como figado, masculo e adipdcito, fazendo aparecer a
resisténcia insulinica (HOTAMISLIGIL, 1999; SALTIEL, 2001; KAHN, 2006;
MONTEIRO; AZEVEDO, 2010). A resisténcia insulinica € parte do conjunto de
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alteracdes conhecido como sindrome metabdlica, que é definida por intolerancia a
glicose, obesidade central, dislipidemia e hipertensdo. A resisténcia insulinica exerce
um importante papel na patogénese entre o pré-diabetes e a sindrome metabdlica,
além de aumentar o risco de doenca cardiovascular, assim como o diabetes
(GRAMS; GARVEY, 2015; STECKHAN et al., 2016).

Como determinante primordial para melhora do perfil metabdlico tem-se a
perda de peso. A perda de 5 a 10% do peso por meio da mudanca do estilo de vida
reduz, atrasa ou impede o desenvolvimento do diabetes tipo 2, reduz a pressao
arterial e o risco cardiovascular (YANOVSKI; YANOVSKI, 2014).

Ha diversas abordagens para a perda de peso, sendo as mais recomendadas
a mudanca do estilo de vida, a terapia farmacolbégica e o tratamento cirargico. O
tratamento farmacoldgico e a intervencéo cirdrgica ndo sao isentos de complicacoes
e, muitas vezes, tém beneficios a curto prazo. (ABDOLLAHI; AFSHAR-IMANI, 2003).

Quando a medicina convencional ndo consegue éxito no tratamento de
condi¢cBes cronicas como obesidade e resisténcia insulinica, as pessoas optam por
terapias ndo convencionais. De um modo geral, a crenca popular se utiliza de alguns
métodos alternativos para reducdo de peso, tais como o uso de ervas, vitaminas,
suplementos nutricionais e substitutos das refeicbes (HASANI-RANJBAR et al.,
2009). Contudo, rigorosos estudos cientificos ndo foram realizados com esses
produtos, e, por isso, em muitos casos, € dada menor importancia a seguranca e
eficacia devido a macica propaganda comercial envolvendo esses produtos
(HASANI-RANJBAR et al., 2009).

Na busca de novos tratamentos para a obesidade, nas ultimas décadas, foi
possivel observar um grande interesse pela habilidade terapéutica das plantas
medicinais (YUNES et al., 2001).

Atualmente, centenas de plantas tém sido relacionadas a efeitos benéficos no
tratamento da obesidade e diabetes. A estimulacdo do gasto energético por meio da
utilizacdo de temperos e ervas naturais, tais como chas, cafeina e capsaicina, entre
outros, tem atraido interesse da comunidade cientifica (REINBACH et al., 2009).
Tais ingredientes tém sido oferecidos como estratégias para perda e manutencao do
peso, pois podem aumentar 0 gasto energético e a oxidacao do tecido adiposo por
meio do aumento da termogénese e, em alguns casos, de maior saciedade
(HURSEL; WESTERTERP-PLATENGA, 2010).
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Dentre vérias espécies de vegetais estudadas em nivel mundial, tem-se a
curcuma com grande potencial de emprego em varios segmentos da economia.
Entretanto, apesar de existir um numero crescente de investigacdo cientifica nos
altimos anos sobre a efetividade de plantas medicinais como suplementos naturais
para reducdo do peso corporal, poucos estudos especificamente citam o uso de
curcuma na prevencao da obesidade e doencas metabdlicas como o diabetes e a
sindrome metabdlica (CECILIO FILHO et al., 2000).

O acafréo da india (Curcuma Longa L.) é uma monocotiledénea pertencente a
familia Zingiberaceae subordem Zingiberoidae (MATA et al., 2004). Trata-se de uma
planta herbacea e perene, de clima tropical quente e Umido, nativa do sudeste
asiatico, mais precisamente das florestas tropicais da india, pais de maior producéo
mundial e onde ocorre a maxima diversidade genética (SASIKUMAR, 2005).

O acafrdo da india, classificada como uma planta condimentar, é muitas
vezes confundido no Brasil com a Crocus sativus L' uma espécie pertencente a
familia Iridaceae, também denominada de acafrdo, porém este conhecido como
acafrao verdadeiro (CECILIO FILHO et al., 2000).

Apesar de ambas serem utilizadas como corante alimenticio, o pigmento de
coloracdo avermelhada da Crocus sativus L. é obtido por meio da moagem dos
estigmas secos da planta, em um processo inteiramente manual. JA& o p6 amarelo-
laranjado obtido da Curcuma Longa L. é derivado da secagem e moagem do seu

rizoma (Figura 1).

! Amplamente cultivada no Ird, india e Grécia, apresenta mais de 150 compostos volateis. Os
principais metabdlitos secundarios sdo a crocina (responsavel pela cor), picrocrocina (responsavel
pelo sabor amargo) e o safranal (responsavel pelo odor e aroma). A Crocus sativus L. apresenta
atividades medicinais importantes, como anti-hipertensiva, anticonvulsivante, anti-inflamatdria,
antioxidante e antidepressiva (SRIVASTAVA, 2010).
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Figura 1 — Partes das plantas utilizadas na producdo da especiaria. Moagem dos
estigmas da flor da Crocus sativus L. e moagem do rizoma da Curcuma Longa L.

Moagem dos
estigmas secos

Acafrdo verdadeiro
Crocus sativus L.

Moagem do
Rizoma

Agafréo da India
Curcuma longa L.

(Fonte de imagem: Wikipédia)

A clrcuma ou acafrdo € uma erva aromatica, anual, composta de um rizoma
principal com vérias ramificacbes menores, todas marcadas com anéis de bracteas
secas. Os rizomas mostram uma superficie de cor vermelha alaranjada, oriunda da
presenca do pigmento curcumina. Possui cheiro forte agradavel e sabor aromatico e
picante. E originaria da india, mas é muito cultivada nos paises tropicais como planta
medicinal ou condimentar (MATOS, 2000).

Na medicina e na culinaria, utiliza-se o rizoma como parte da circuma. E nele
gue sdo encontradas as substancias responsaveis pelo seu valor mercadolégico e
sua acao terapéutica; essas substancias sado os pigmentos curcuminoides e o0s 0leos
essenciais (ZHOU et al., 2012). Além dos O6leos essenciais e dos pigmentos
curcumindides, a curcuma contém, em maior quantidade, o amido e, em menor,
proteina, lipideos e fibras.

Os pigmentos curcuminéides sdo os responsaveis pela coloracdo alaranjada
do interior do rizoma, e quando extraidos do rizoma na forma de p0, adquirem uma

coloracdo amarelo-alaranjado brilhante (GUL et al., 2004).
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Sao trés os pigmentos curcumindides — curcumina, demetoxicurcumina e
bisdesmetoxicurcumina — presentes no rizoma nas concentragdes de 60, 22 e 18%,
respectivamente e, em menores propor¢oes (2,5 a 5%), 6leos essenciais compostos
principalmente por turmerona, dehidroturmerona e cetonas aromaticas, responsaveis
pelas interessantes propriedades organoléticas destes (COSTA, 2015). A curcumina
apresenta dois grupos metoxila, a demetoxicurcumina contém apenas um grupo
metoxila e a bis-demetoxicurcumina nao apresenta grupo metoxila (Figura 2)
(KRISHNASWAMY, 2008; JURENKA, 2009).

Figura 2 — Estrutura quimica dos pigmentos curcuminodides isolados do rizoma da
Curcuma Longa L.

O 0O O OH O OH
H3COOCH3 OCH3
HO OH HO OH HO™ . “~OH
curcumina demetoxicurcumina bis-demetoxicurcumina

(Fonte de imagem: Adaptado de CECILIO FILHO, 2000).

7

A clurcuma € bastante conhecida e explorada pela medicina asiatica
tradicional, sendo amplamente utilizada como digestivo, carminativo, anti-
espasmadico, antioxidante, antidiarréico, diurético, excitante, nas doencas do figado,
como tdnico no tratamento de Ulceras, no tratamento de tosses e resfriados comuns
e, externamente, como pomada na cicatrizacdo de feridas (GOVINDARAJAN, 1980;
AMMON & WAHL, 1991; RAMIREZ-BOSCA et al., 1995; DUKE, 1997; SHOBA et al.,
1998; GUL et al., 2004).

As atividades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas e
anticancerigenas da curcuma tém sido demonstradas através de diversos estudos
(ASAl et al., 1999; GUL et al., 2004).

Cort (1974) ao avaliar a atividade antioxidante de varias espécies, observou
gue a curcuma foi a segunda colocada entre as mais potentes.

E Ramaswamy e Banerjee (1948) verificaram que o pigmento fendlico
curcumina, presente na curcuma, é o responsavel pelas propriedades antioxidantes.

A curcumina € um polifenol que parece modular a acdo de varias moléculas
sinalizadoras, dentre elas os fatores de transcricdo pro-inflamatdrios como NF-KB e

o sinalizador e ativador de proteinas de transcricdo (STAT), que, por sua vez, parece



Introducgéo | 24

estar envolvido na acdo da leptina. O NF-KB estimula a ativagdo de citocinas pro-
inflamatdrias, contribui para a resisténcia insulinica e parece também estar envolvido

na fisiopatologia do processo inflamatério associado a obesidade (SHISHODIA et al.,
2007).
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2 JUSTIFICATIVA

Diante do aumento da prevaléncia da obesidade, o estudo do possivel efeito
da curcuma na prevencdo do ganho de peso € muito importante, uma vez que
pesquisas mostram que a carcuma atua na inibicdo da lipogénese.

Os resultados poderao acrescentar evidéncias significantes para auxiliar no

tratamento de um problema de origem multifatorial como a obesidade.
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3 HIPOTESE

A suplementac&o de curcuma previne o ganho de peso, além de melhorar o

perfil lipidico e glicidico em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho foi investigar a influéncia da curcuma na
adiposidade corporal, no perfil lipidico e glicidico em modelos animais de

camundongo C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica.

4.2 Objetivos especificos

e Avaliar alterac6es metabdlicas por meio das dosagens séricas de glicemia e
da mensuracao do peso.

e Avaliar a resisténcia a insulina pelo teste de tolerancia a glicose (GTT) e teste
de sensibilidade a insulina (ITT).

e Avaliar o perfil lipidico pela dosagem sérica de colesterol total, triglicerideos e
HDL-colesterol.

e Comparar peso de tecido hepatico, tecido adiposo epididimal, tecido adiposo
retroperitoneal, tecido adiposo marrom e pancreas entre 0s grupos controle e
tratados.

e Analisar histologicamente o figado e pancreas entre 0s grupos controle e

tratados.
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5 METODOLOGIA

5.1 Desenho Experimental

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, em 2015, protocolo n°® 006/2015-1
e iniciado somente apos aprovacao (Anexo 1).

Foi realizado um estudo experimental, longitudinal, randomizado, no qual
foram estudados 40 camundongos machos C57BL/6, 60 dias apés 0 nascimento,
provenientes do Biotério Central da Universidade de S&do Paulo, campus Ribeirdo

Preto, e divididos em 4 grupos de 10 animais cada, com dois animais por caixa.

Figura 3 — Organograma de divisdo dos grupos de animais e tempos de tratamento.

2 semanas

2 semanas

e g e

8 semanas

Apbs o periodo de duas semanas de estabilizacdo dos animais no Biotério da
Clinica Médica, eles foram mantidos em gaiolas seletivas a temperatura de 25 + 1,0
°C em ambiente com ciclo de luminosidade de 12 horas (7:00 as 19:00h) com livre
acesso a agua e racao padrédo (NUVILAB CR1) ad libitum por um periodo de
adaptacao de duas semanas.

Terminada a adaptagdo, os animais foram randomizados e divididos em dois
grupos de 20 camundongos cada para tratamento inicial de duas semanas,
conforme indicado a seguir:
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e Dieta Padrdao (DP): grupo formado por 20 camundongos submetidos a dieta
padréo do biotério (NUVILAB CR1);

e Dieta Hiperlipidica (DH): grupo formado por 20 camundongos submetidos a
dieta hiperlipidica.
Apoés duas semanas de tratamento diferenciado, os grupos foram novamente

randomizados e divididos em subgrupos conforme descrito abaixo:

Dieta padrao (DP, n=10): animais que receberam a dieta padrao;

Dieta padréo adicionada de extrato de curcuma (DP+C, n=10): animais que
receberam dieta padrdo suplementado de extrato de clarcuma em

concentracdo de 8mg/animal/dia;

Dieta hiperlipidica (DH, n=10): animais que receberam dieta hiperlipidica

manipulada;

Dieta hiperlipidica adicionada de extrato de cdrcuma (DH+C, n=10): animais
gue receberam dieta hiperlipidica manipulada e suplementada de extrato de

curcuma em concentracdo de 8mg/animal/dia.

5.2 Manutenc¢ao dos animais

A cada semana foi aferido o peso (gramas), em balanca digital (Filizola S. A.,
Sdo Paulo, Brasil) e, na primeira e Ultima semanas apds tratamento, foram
realizadas as dosagens de glicemia (ap6és jejum de 10 horas) por meio do
glicosimetro Accu-Chek (Accu-chek Performa Roche, Mannheim, Alemanha).

O teste de tolerancia a glicose (GTT) foi realizado com os animais na ultima
semana de experimento, apos jejum de 10 horas, enquanto o teste de sensibilidade

a insulina (ITT) foi realizado 4 dias antecedentes ao GTT, apdés jejum de 6 horas.

5.3 Eutanésia dos Animais

Ao final do periodo de tratamento, os animais foram eutanasiados por
decapitacdo e foram coletadas amostras sanguineas para dosagem de glicemia,
insulina e lipidograma. Durante o sacrificio, foram coletadas amostras de tecido
hepatico, tecido adiposo epididimal, tecido adiposo retroperitoneal, tecido adiposo

marrom e pancreas, 0s quais foram pesados e imediatamente mantidos em
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nitrogénio liquido até o termino da eutanasia, quando foram conservados em freezer
-70°C. Fragmentos de tecido hepético e pancreatico foram separados para andlise
histoldgica.

Ainda no momento da eutanasia dos animais, foi coletado o sangue que foi
prontamente centrifugado a 3500rpm, a 4°C durante 15 minutos para a obtencao do

soro, o qual foi armazenado em freezer a -70°C.

5.4 Composicao da Dieta e Anélise do Consumo Alimentar

A ragdo comercial Nuvilab CR1 foi utilizada como dieta padrdo, sendo
disponibilizada como racdo padrdo do Biotério da Clinica Médica da FMRP-USP,
baseada na recomendacdo pelo American Institute of Nutition, AIN-93, para
roedores em crescimento. A dieta hiperlipidica, previamente padronizada, foi
constituida pela composicao apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Constituicdo da Dieta Hiperlipidica.

Ingredientes Quantidades (g)
Racao comercial Nuvilab CR1 (moida) 400
Sacarose 100
Banha de porco 100
Oleo de soja 170
Leite em pé6 integral 400
BHT 0,04

A suplementacdo de curcuma foi feita por meio da ingestdo ad libitum de
8mg/animal/dia de extrato de curcuma, previamente adicionado as dietas padrdo e
hiperlipidica ofertada aos grupos DP+C e DH+C, e assim cada grupo recebeu
80mg/dia de curcuma. Os ingredientes da dieta foram triturados, hidratados e
oferecidos na forma de pellets, e a adigdo do extrato de curcuma foi em p6 (Oficina
de Ervas Farmacia de Manipulagédo LTDA).

A dieta oferecida diariamente foi fracionada em pequenas por¢des pesadas e
acondicionadas em comedouro especifico. A sobra do comedouro foi pesada para
ser calculada a quantidade final de alimento ingerido. A agua oferecida foi renovada

diariamente.
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A composicao nutricional da dieta padréo e da dieta hiperlipidica esta descrita
na Tabela 2.

Tabela 2 — Composi¢cado Nutricional das dietas Padréo e Hiperlipidica (g/100g).

Padréo* Hiperlipidica**
Carboidratos 44,809 (42%) 36,209 (32,1%)
Lipideos 3,49 (4%) 26,229 (52,3%)
Proteinas 24,89 (22%) 17,419 (15,4%)
Energia (Kcal/Kg) 309 Kcal 450 Kcal

* Padréo. Fonte: Nuvilab.
**Hiperlipidica. Fonte: Tabela Brasileira de Composi¢éo de Alimentos — TACO Versédo 4

De acordo com roétulo, a dieta padrao (NUVILAB-CR1 Nuvital-Colombo, Brasil),
continha a seguinte composicdo nutricional: proteina 22%; lipidios 4%; carboidratos 42%;
minerais 10%; fésforo 0,8%; vitaminas 1%; fibras 8%; umidade 12,5%. A anélise
bromatoldgica, 100g de matéria seca da dieta continham: 309kcal; proteina 24,8g; lipidios
3,49; carboidratos 44,8g; residuo mineral fixo 8,2g; fibra alimentar 18,8g.

5.5 Avaliacdo Ponderal

Os animais, durante 12 semanas, foram acompanhados por meio do
levantamento de medidas de peso pré-tratamento e a cada semana. A balanca
utilizada foi digital com capacidade maxima para 15 kg (Filizola S. A., Séo Paulo,
Brasil). O percentual do ganho de peso foi calculado a partir da diferenca entre o
peso final (PF) e inicial (Pl). Para o calculo da porcentagem de ganho de peso,
utilizou-se a equacéo:

[(peso final — peso inicial)] x 100

peso inicial

5.6 Teste de tolerancia a glicose (GTT)

Foi realizado o teste de tolerancia a glicose (GTT), apés jejum de 10 a 12
horas, assim como a primeira coleta de sangue (tempo 0) por meio de corte na
extremidade caudal do animal. Logo a seguir, foi administrada, via intraperitoneal,
uma solugcéo de glicose na dose de 1mg/g peso do animal, segundo protocolo

desenvolvido pelo mesmo grupo de pesquisa. A coleta de sangue foi realizada nos
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tempos 0’, 30’, 60’ e 120°. As concentragdes de glicose foram determinadas através
de glicosimetro Accu-Chek (Accu-chek Performa Roche, Mannheim, Alemanha), de

acordo com as especificacfes do fabricante.

5.7 Teste de sensibilidade a insulina (ITT)

Foi realizado o teste de sensibilidade a insulina (ITT), apos jejum de 6 horas,
guando foi feita a primeira coleta de sangue (tempo 0) por meio de corte na extremidade
caudal do animal. Logo a seguir, foi administrada, via intraperitoneal, uma solucdo de
insulina na dose de 2UI diluida em 10ml de soro fisiolégico. A coleta de sangue foi
realizada nos tempos 0’, 30°, 60’ e 120’. As concentragdes de glicose sanguinea foram
determinadas através de glicosimetro Accu-Chek (Accu-chek Performa Roche,

Mannheim, Alemanha), de acordo com as especificacdes do fabricante.

5.8 Insulina

A concentracdo de insulina no soro dos camundongos foi determinada pelo
Kit Elisa Ultrassensivel (Mouse Ultrasensitive Insulin ELISA, Alpco Diagnostics,
Salem, USA). Este kit € um imunoensaio do tipo sanduiche, em que cada microplaca

€ revestida com anticorpo monoclonal especifico para insulina.

5.9 Parametros Bioquimicos

A glicemia foi aferida com glicosimetro (Accu-chek Performa Roche,
Mannheim, Alemanha) na quarta e na dltima semana apds o inicio do tratamento.

O colesterol total analisado no soro foi determinado pelo método de
colorimetro enziméatico através de kits comerciais da Labtest (Labtest Diagndstica
S.A., Brasil). Os ésteres de colesterol foram hidrolisados pelo colesterol esterase a
acidos graxos e a colesterol livre, que foi entdo oxidado pelo colesterol oxidase a
colest-4-en-ona e a peroxido de hidrogénio. O fenol e a 4-aminoantipirina foram
oxidados, na presenca de peroxidase e peroxido de hidrogénio, formando a
antipirilguinonimina com absorvidade maxima a 500nm, com intensidade da cor
vermelha formada na reacdo final diretamente proporcional & concentracdo do

colesterol da amostra.
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Os triglicerideos totais hepaticos no soro foram determinados por meio da
metodologia colorimétrica enzimatica através de kits comerciais da Labtest (Labtest
Diagnostica S. A., Brasil). A hidrolise dos triglicerideos foi realizada pela lipase da
lipoproteina, liberando o glicerol, que foi convertido em gicerol-3-fosfato, pela
gliceroquinase. O glicerol-3-fosfato foi entdo oxidado a dihidroxiacetona e peréxido
de hidrogénio na presencga de glicerolfosfato oxidase. Posteriormente, foi realizada
uma reacdo de acoplamento entre peroxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-
clorofenol, catalisada pela peroxidase, produzindo uma quinoneimina com
absorvancia maxima de 505nm, sendo que a intensidade da cor vermelha formada é
diretamente proporcional a concentragéo dos triglicerideos da amostra.

O HDL sérico, medido no soro, foi determinado pelo método calorimetro
enzimatico por meio do kit comercial (Labstest Diagnostica S.A., Brasil). Neste, as
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e as lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) foram quantitativamente precipitadas e, apés centrifugacdo, o
colesterol ligado as lipoproteinas de alta densidade (HDL) foi determinado no
sobrenadante.

ApoOs a precipitagéo, aliquotas de 10ul foram adicionadas a 1ml de reagente
de cor, encubados e entéo foi feita a leitura em espectrofotometro. Para o padréo foi
usado o reagente fornecido pelo kit.

A glicemia analisada no soro foi determinada pelo método de colorimetro
enzimatico através de kits comerciais da Labtest (Labtest Diagndstica S.A., Brasil).

Os resultados de todas as dosagens foram calculados a partir da diferenca do
resultado da absorbancia das amostras, divididas pela absorbancia do padréo,

conforme recomendacdes do protocolo.

5.10 Anélise Imuno-Histoldgica

As secc0Oes de tecido fixadas com formalina e embebidas em parafina foram
cortadas com uma espessura de 5 ym e coradas com hematoxilina e eosina para
exame histologico. As preparacbes foram avaliadas, com as identificagcbes nao
reveladas, por um patologista experiente através de microscopia optica, o qual
estimou a intensidade de esteatose hepatica, balonizacdo hepatocelular e sua
localizacdo no &cino hepético. A andlise foi realizada em 10 campos de maior

aumento escolhidos aleatoriamente (ampliacdo x400) em cada lamina. A
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classificacdo da gravidade das alteracdes histologicas foi a seguinte: auséncia de
alteracOes, alteracdes leves, alteracdes moderadas e alteracdes graves.

5.11 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o software SAS 9.0 para
confeccéo de gréficos e a realizacéo de testes estatisticos.

Os dados foram apresentados como média e desvio padrdo. O nivel de
significancia adotado foi de 0,05. As variaveis foram testadas utilizando-se ANOVA,
seguida pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey. A normalidade e
homoscedasticidade dos residuos do modelo foram verificadas por andlise grafica.
As variadveis tecido adiposo retroperitoneal corrigido e peso precisaram de
transformacdo para atingir estas suposi¢cdes, sendo que as transformacoes

aplicadas foram a raiz quadrada e inversa, respectivamente.
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6 RESULTADOS

6.1 Peso corporal

Para a variavel peso, havia diversas mensuracfes feitas antes da primeira
semana de tratamento. Foi calculada a média de peso destes momentos e 0
resultado foi colocado como "antes" na variavel tempo na modelagem de ANOVA
com medidas repetidas no tempo.

Observou-se efeito significativo para dieta e circuma ao longo do tempo de
tratamento (p <0,0001).

E possivel verificar que o peso do grupo da dieta hiperlipidica com ctrcuma
foi significativamente maior do que todas as outras dietas em todos os momentos,
exceto no momento antes. O peso do grupo da dieta hiperlipidica sem curcuma foi
significativamente maior do que o da dieta padrao sem cldrcuma a partir da semana
5 e, ha semana antes, o peso do grupo de dieta padrdo sem curcuma foi significante
maior. O peso do grupo de dieta padrdo sem carcuma foi significante maior do que a
dieta padrdo com curcuma em todos 0s momentos, exceto no momento antes, nas
semanas 4 e 8 (Figura 5 e Tabela 3).

Ao final das oito semanas de tratamento, quando analisada a porcentagem de
ganho de peso, foi possivel observar que houve diferenca estatisticamente
significante ao comparar 0os grupos dieta padrdo com carcuma com dieta
hiperlipidica com clrcuma, uma vez que o grupo dieta padrdo com clircuma ganhou
menos peso do que o grupo dieta hiperlipidica com cudrcuma (p= 0,0001). As demais

comparacdes nao foram significativas (Figura 4).
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Figura 4 — Grafico da analise da porcentagem de ganho de peso dos camundongos,
comparando 0S grupos.
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Figura 5 — Grafico da analise do peso dos camundongos, comparando 0S grupos.
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Tabela 3 — Comparacfes multiplas de Tukey quanto a peso comparando 0s grupos
de interesse em cada semana.

s Comparacéo p-valor
Dieta Curcuma Dieta Curcuma

Antes Hiperlipidica N&o Padrao N&o 0,0136

1 Hiperlipidica N&o Hiperlipidica Sim 0,0054

Hiperlipidica Sim Padréo Sim <.0001

Padréo Nao Padréo Sim 0,0010

2 Hiperlipidica Néo Hiperlipidica Sim 0,0169

Hiperlipidica Sim Padrao Sim <.0001

Padréo N&o Padrao Sim 0,0063

3 Hiperlipidica N&ao Hiperlipidica Sim 0,0022

Hiperlipidica Sim Padréo Sim <.0001

Padréo N&o Padrdo Sim <.0001

4 Hiperlipidica N&o Hiperlipidica Sim 0,0098

Hiperlipidica Sim Padrao Sim <.0001

5 Hiperlipidica Nao Hiperlipidica Sim 0,0070

Hiperlipidica N&o Padrao Néao 0,0066

Hiperlipidica Sim Padréo Sim <.0001

Padréo N&o Padrdo Sim 0,0005

6 Hiperlipidica N&o Hiperlipidica Sim 0,0159

Hiperlipidica N&ao Padrao Néao 0,0004

Hiperlipidica Sim Padrédo Sim <.0001

Padrdo N&o Padrdo Sim 0,0044

7 Hiperlipidica N&ao Hiperlipidica Sim 0,0069

Hiperlipidica N&o Padrao N&o <.0001

Hiperlipidica Sim Padrao Sim <.0001

Padréo N&o Padréo Sim 0,0010

8 Hiperlipidica N&o Hiperlipidica Sim 0,0354

Hiperlipidica N&o Padrao N&o <.0001

Hiperlipidica Sim Padrao Sim <.0001

6.2 Ingestédo Alimentar

Durante as 8 semanas de tratamento, foi possivel observar que os grupos que
receberam dieta padréo tiveram consumo significativamente maior de racdo, quando
comparado aos que receberam dieta hiperlipidica. Esse aumento mostrou-se
significativo desde a primeira semana (p <0,001) (Tabela 4 e Figura 6).

Observou-se que, em quase todos os tempos, a dieta hiperlipidica sem
curcuma € estatisticamente igual a dieta hiperlipidica com curcuma (exceto na

semana 1). As demais comparagdes foram todas diferentes.
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Figura 6 — Gréfico da analise da ingestdo alimentar dos camundongos ao longo das
8 semanas de tratamento, comparando 0s grupos.
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Tabela 4 — Compara¢gBes multiplas de Tukey quanto a ingestdo comparando 0s
grupos de interesse em cada semana.

Comparacao

Dieta Carcuma Dieta Cur;um p-valor

1 Hiperlipidica Nao Hiperlipidica Sim 0,0019
Hiperlipidica N&o Padrao N&o <.0001
Hiperlipidica Sim Padrao Sim <.0001
Padréo N&o Padréo Sim <.0001

2 Hiperlipidica N&o Padrédo N&o <.0001
Hiperlipidica Sim Padrao Sim <.0001
Padrdo N&o Padrdo Sim <.0001

3 Hiperlipidica N&o Padréo N&o <.0001
Hiperlipidica Sim Padrao Sim <.0001
Padréo N&o Padréo Sim <.0001

4 Hiperlipidica N&o Padréo N&o <.0001
Hiperlipidica Sim Padrao Sim <.0001
Padrdo N&o Padrdo Sim <.0001

5 Hiperlipidica N&o Padréo N&o <.0001
Hiperlipidica Sim Padrao Sim <.0001
Padréo Nao Padréo Sim <.0001

6 Hiperlipidica N&o Padréo Nao 0,0207
Hiperlipidica Sim Padréo Sim <.0001
Padrdo N&o Padrdo Sim <.0001

7 Hiperlipidica N&o Padrdo Nao 0,0071
Hiperlipidica Sim Padrao Sim <.0001
Padréo Nao Padréo Sim <.0001

8 Hiperlipidica N&o Padréo N&o 0,0007
Hiperlipidica Sim Padréo Sim <.0001

Padrao Nao Padrao Sim <.0001
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6.3 Colesterol total, HDL-colesterol, glicemia e triglicérides

Observou-se significancia apenas para glicemia (p= 0,0469), sendo que 0s
anicos grupos estatisticamente iguais sédo dieta padrdo com e sem curcuma.

Todas as demais comparacdes apresentaram diferencas, sendo os grupos de
dieta padrdo com menos glicose do que os demais. O grupo de dieta hiperlipidica
apresentou menor média de glicemia na auséncia de curcuma, quando comparado

ao suplementado com carcuma (Tabela 5).

Tabela 5 — Analise bioquimica dos camundongos apds 8 semanas de tratamento,
comparando 0S grupos.

Variaveis DP DPC DH DHC

(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Colesterol total (mg/dL) 104,6+12,77 96,51+10,62 185,82+24,86 189,08+18,18
HDL-colesterol (mg/dL) 63,11+5,56 58,11+9,32 101,03+7,95 95,31+8,65
Glicemia (mg/dL) 136,2+22,4* 145,01+14,25*  189,63+24,3** 227,76+25,4**
Triglicérides (mg/dL) 132,3+41,9 106,55+37,21  116,17+25,51 105,95+31,94
MédiatDP

DP= dieta padrao, DPC= dieta padrao com curcuma, DH= dieta hiperlipidica, DHC= dieta hiperlipidica
com cuircuma.
*p=0,0027; *p<0,0001; *p<0,0001.

6.4 Glicemia Capilar

Como se tem o valor antes e depois do experimento, neste caso a variavel da
diferenca foi utilizada para comparacédo entre grupos.

Foi possivel observar que nenhum dos fatores foi significativo quanto a
glicemia capilar, uma vez que todos os p-valores da ANOVA foram superiores a 0,05

(Tabela 6).

Tabela 6 — Analise da glicemia capilar dos camundongos antes (pré-tratamento) e
depois (ap6s 4 semanas de tratamento), comparando 0S grupos.

Variaveis DP DPC DH DHC
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Glicemia Antes (mg/dL) 101,4+18,8 97,8+19,8 94,1+11,9 105,6+20,4
Glicemia Depois (mg/dL) 140,1+36,7 163,9428,5 141,5+27,5 153,4+39,7
Diferenca de glicemia 387 66.1 47.4 47.8

(depois e antes)
MédiatDP
DP= dieta padrdo, DPC= dieta padrdo com curcuma, DH= dieta hiperlipidica, DHC= dieta
hiperlipidica com circuma.
N&o houve diferenca estatisticamente significante.
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6.5 Andlise do Teste de Tolerancia a Glicose (GTT) e Teste de Tolerancia a
Insulina (ITT)

Observou-se, na Figura 7A, que as glicemias de jejum no tempo 0’ em todos
os grupos foram semelhantes. Apos a sobrecarga de glicose, houve aumento da
glicemia em todos os grupos, sendo a média dos grupos de dieta hiperlipidica com e
sem carcuma maior, porém sem significancia estatistica. A Figura 7B mostra as
areas sob a curva das dosagens de glicemia, as quais também ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes. Porém, é possivel observar que os grupos
que receberam dieta padrdo tiveram uma menor area sob a curva, quando

comparados aos grupos que receberam dieta hiperlipidica.

Figura 7A e B — Grafico dos valores de glicemia no teste de GTT nos diferentes
tempos e diferentes grupos e gréfico da area sob a curva no teste de GTT.
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DP= dieta padrdo, DPC= dieta padrdo com curcuma, DH= dieta hiperlipidica, DHC= dieta hiperlipidica
com curcuma.
N&o houve diferenca estatisticamente significante.

Ao teste de tolerancia a insulina (ITT), o grupo que recebeu dieta padréao foi
estatisticamente significante, quando comparado ao grupo que recebeu dieta
hiperlipidica, uma vez que esse grupo teve uma menor area sob a curva, quando

comparado ao grupo de dieta padréo (p <0,05) (Figura 8A e B).
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Figura 8A e B — Gréfico dos valores de glicemia no teste de ITT nos diferentes
tempos e diferentes grupos e gréafico da area sob a curva no teste de ITT.
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DP = dieta padrdo, DPC= dieta padrdo com curcuma, DH= dieta hiperlipidica, DHC= dieta
hiperlipidica com curcuma.
*p=0,0141.

6.6 Insulinemia

Em relacdo a dosagem de insulina, embora ndo tenha havido diferenca
significante entre os grupos (p< 0,05), pode-se notar que 0s grupos que receberam

curcuma tiveram uma menor secrecao de insulina.

Figura 9 — Gréfico da analise da insulina dos camundongos, comparando 0S grupos.
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DP= dieta padrao, DPC= dieta padrao com curcuma, DH= dieta hiperlipidica, DHC= dieta hiperlipidica
com curcuma.

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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6.7 Peso dos tecidos

Em relacdo ao peso dos tecidos, observou-se significancia para gordura
marrom (p= 0,0353), sendo que a diferenca se deu entre a dieta padrdo sem
presenca de cuUrcuma e 0s demais grupos, em que este grupo (dieta padrdo sem
curcuma) apresentou menor gordura média do que os demais e para gordura
epididimal (p= 0,007), sendo que a diferenca se deu entre a dieta padrdo com
curcuma e as dietas hiperlipidicas com e sem curcuma, tendo o grupo padrdo com

curcuma apresentado menor valor médio nesta gordura (Tabela 7).

Tabela 7 — Analise do peso dos tecidos dos camundongos coletados no momento da
eutanasia, comparando 0s grupos.

Variaveis DP DPC DH DHC
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
Figado Corrigido (g) 4,93+0,79 4,68+0,68 3,72+0,65  3,95+0,56
Tecido Adiposo Marrom Corrigido (g) 0,15+0,07** 0,24+0,06* 0,28+0,06* 0,27+0,07
Tecido Adiposo Epididimal Corrigido (g) 1,45+£0,56* 1,09+0,32* 3,72+0,22* 4,36+0,84*
Tecido Adiposo Retroperitonial Corrigido (g)  0,29+0,15  0,22+0,06  1,08+0,57 1,17+0,36
Pancreas Corrigido (g) 0,56+0,09 0,56+0,06 0,44+0,08 0,39+0,09
MédiatDP

DP= dieta padrdo, DPC= dieta padrao com curcuma, DH= dieta hiperlipidica, DHC= dieta hiperlipidica
com curcuma.

Tecido adiposo marrom: *p= 0,0007; *p= 0,0397.

Tecido adiposo epididimal: *p= <0,0001; *p= <0,0001.

Figura 10 — Grafico da analise do peso do tecido adiposo marrom corrigido,
comparando 0s grupos.
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Tecido adiposo marrom: *p= 0,0007; *p= 0,0397.
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Figura 11 — Gréfico da analise do peso do tecido adiposo epididimal corrigido,

comparando oS grupos.
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Tecido adiposo epididimal: *p <0,0001; *p <0,0001.

6.8 Histologia

Figura 12 — Cortes de tecido hepatico e pancreatico dos grupos DP e DPC de
camundongos corados com H&E.
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Em A, verifica-se o figado de um animal do grupo dieta padrdo com
degeneracao hidrépica e discreta distor¢do arquitetural dos corddes hepatocitarios.
Em B, nota-se o pancreas de um animal do grupo dieta padrdo sem alteracdes, com
aspecto normal. Em C, nota-se o figado de um animal do grupo dieta padrao tratado
com curcuma com degeneracdo hidrépica e discreta distorcdo arquitetural dos
corddes hepatocitarios e, em D, nota-se o pancreas de um animal do grupo padrao
tratado com cUrcuma, mostrando esteatose macro e microgoticular em 60% da
amostra pancreatica (x100).

Figura 13 — Cortes de tecido hepético e pancreéatico dos grupos DH e DHC de
camundongos corados com H&E.

FIGADO PANCREAS

DH

DHC

Em E, verifica-se o figado de um animal do grupo dieta hiperlipidica com

degeneracao hidropica e discreta distor¢do arquitetural dos corddes hepatocitérios.
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Em F, nota-se o pancreas de um animal do grupo dieta hiperlipidica sem alteracdes,
com aspecto normal. Em G, nota-se o figado de um animal do grupo dieta
hiperlipidica tratado com curcuma com degeneracao hidropica e discreta distor¢ao
arquitetural dos corddes hepatocitarios e, em H, nota-se o pancreas de um animal
do grupo dieta hiperlipidica tratado com curcuma, mostrando esteatose macro e

microgoticular em 60% da amostra pancreética (x100).
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7 DISCUSSAO

Considerando a epidemia da obesidade e todas as complicacbes a ela
associadas, sdo necessarios estudos que avaliem estratégias nutricionais que
auxiliem na sua prevencdo. Neste contexto, o uso da clurcuma poderia exercer
efeitos benéficos no tratamento da obesidade pela sua acao relatada de reducéo da
resisténcia a insulina e da leptina, diminuindo a expressao de citocinas inflamatorias,
acelerando a oxidacdo de acido graxo, bem como o aumento da expressao de
enzimas antioxidantes (ALAPPAET; AWAD, 2010). Com base nesses aspectos,
desenvolveu-se este estudo com 0 objetivo de avaliar e destacar os resultados da
adicdo do extrato de curcuma como suplementacdo na dieta de camundongos
C57BL/6, investigando-se, assim, o seu efeito preventivo no ganho de peso,
obesidade e resisténcia a insulina. Ao inferir um tratamento diferencial de
alimentagcdo previamente protocolada em um modelo animal com elevada
predisposicdo genética para o desenvolvimento de doencas metabdlicas,
conseguimos observar os resultados que nos permitiram avaliar o desenvolvimento
destes animais ao longo do experimento.

No que diz respeito aos resultados obtidos através da suplementacdo com
extrato de curcuma na dieta padrdo e hiperlipidica, os camundongos mostraram
alguns resultados diferentes daqueles encontrados na literatura.

Em relacdo a variavel peso, a andlise evidenciou que o ganho de peso
corporal diferiu em todas as semanas, quando comparados 0s 4 grupos. Apenas o
grupo de dieta hiperlipidica que, quando comparado ao grupo dieta hiperlipidica com
curcuma, foi igual apenas na primeira semana. O ganho de peso total foi maior nos
animais que receberam dieta hiperlipidica com curcuma em comparacdo aos
animais que receberam dieta padrédo com curcuma ao final do experimento. Quando
comparados os grupos de dieta hiperlipidica e hiperlipidica com cdrcuma, ndo houve
diferenca. Esse dado vai ao encontro do que foi observado por Neyrinck et al.
(2013), que mostaram que a administracdo oral de curcumina associada a pimenta
nao afetou o ganho de peso durante 4 semanas de tratamento entre os grupos dieta
hiperlipidica e dieta hiperlipidica com carcuma.

De forma controversa aos dados do presente estudo, Shao et al. (2012)
mostraram que, apés 16 semanas de dieta hiperlipidica, o peso de camundongos

aumentou significativamente. Da 162 a 282 semana, a dieta com curcumina na dose
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aproximada de 20mg bloqueou significativamente o efeito da dieta hiperlipidica
sobre o ganho de peso.

Dados de um estudo realizado por Ejaz et al. (2009) mostraram que
camundongos C57BL/6 alimentados com dieta hiperlipidica e suplementados com
aproximadamente 25mg de circuma por 12 semanas tiveram reducdo no ganho de
peso, o que néo corroboram os achados do presente estudo.

Wang et al. (2015), em um estudo com camundongos suplementados com
curcuma através de gavagem na dose de 50 e 100mg/kg de peso durante 50 dias,
verficaram que os animais que consumiram curcuma nas duas doses estiveram
protegidos contra o ganho de peso, quando comparados aos animais que
consumiram dieta padréo, o que vai ao encontro do achado do presente estudo. O
ganho de peso reduzido sugere um possivel efeito protetor da circuma, uma vez
que esse grupo (padrdo com curcuma) foi aquele que teve maior ingestao. Ademais,
a curcuma nessas dosagens testadas no estudo de Wang et al. (2015) ndo afetou a
ingestao de alimentos, indicando entdo que a circuma poderia alterar o metabolismo
energeético.

Em relagéo a variavel ingestao alimentar, a analise evidenciou que a ingestédo
foi diferente em todas as semanas, quando comparados 0s 4 grupos, exceto 0s
grupos de dieta hiperlipidica e dieta hiperlipidica com curcuma, que foram maior
apenas na primeira semana de tratamento. Nota-se, também, que 0 grupo que
recebeu dieta padrdo adicionada de curcuma foi aquele que teve maior ingestao
desde o inicio do experimento. Esse dado vai ao encontro do observado por
Weisberg et al. (2008), em que animais do grupo padrao com cdrcuma consumiram
significativamente mais alimento por dia, quando comparados ao grupo controle.

Quanto aos lipideos séricos (colesterol total, HDL e triglicérides), as analises
nao mostraram diferenca significativa entre os grupos. Um estudo feito por Neyrinck
et al. (2013) mostrou que a suplementacdo com curcuma e piperina nao apresentou
diferenca nos lipidios séricos (triglicérides, acidos graxos nao esterificados,
colesterol total, LDL e HDL) sob dieta hiperlipidica apds 4 semanas.

Um estudo feito por Ding et al. (2016) concluiu que a suplementacdo de
curcumina, na dose de 40 e 80mg/dia sob dieta hiperlipidica, diminuiu drasticamente
0s niveis de colesterol total e triglicérides.

Outro estudo realizado por Ejaz et al. (2009) em camundongos C57BL6,

alimentados com dieta hiperlipidica e suplementacdo de curcumina na dosagem
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aproximada de 25mg, mostrou que os animais suplementados tendiam a ter menor
concentracdo de triglicérides em relagdo aos ndo suplementados, porém sem
diferenca estatisticamente significante.

Disilvestro et al. (2012) mostraram que pessoas saudaveis de meia idade que
consumiram curcuma em uma dose de 80mg/dia durante 4 semanas ndo tiveram
efeitos significativos para o colesterol total nem para o HDL, o que vai ao encontro
dos resultados encontrados nesse estudo.

Sobre a dosagem de glicemia sérica, foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, em que o0 grupo de dieta padréo
apresentou menor glicemia que os demais. JA na comparacdo dos grupos dieta
padrdo com curcuma e dieta hiperlipidica com curcuma, nota-se que o grupo dieta
padrdo com curcuma apresentou menor glicemia, sendo estatisticamente
significante, enquanto no grupo de dieta hiperlipidica, a glicemia foi maior naquele
que teve adi¢do de carcuma.

Uma pesquisa feita por Neyrinck et al. (2013), que corrobora os dados do
presente estudo, mostrou que a suplementacdo de curcuma e piperina em dieta
hiperlipidica ndo apresentou resultados significativos na glicemia, o que difere de um
estudo feito em modelo animal, com dois grupos por 8 semanas: um recebendo
dieta rica em frutose (60%) e outro recebendo dieta rica em frutose (60%) e 80mg de
curcuma/kg de peso, que mostrou melhora significativa na glicemia (JAYAKUMAR et
al., 2016).

Outro estudo em humanos evidenciou que a suplementagdo com curcumina
por um periodo de trés meses numa dose de 300mg/dia resultou em uma melhora
significativa no controle glicémico em pacientes diabéticos tipo 2 (NA et al., 2013).
No entanto, este efeito ndo foi observado em outros ensaios clinicos realizados em
individuos com DM2 e em individuos com nefropatia diabética tratados com 1,5g de
curcumindides/dia (CHUENGSAMARNA et al., 2014; KHAJEHDEHI et al., 2011).

Em relacdo a glicemia capilar, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significante entre os grupos. Os trabalhos que avaliam a dosagem de glicemia
normalmente mensuram essa variavel através de dosagem seérica. Sendo assim,
nao foi possivel comparar esse parametro.

A regulacdo da glicose e colesterol, previamente relatada na literatura para
dietas com adicdo de curcuma, ndo foi observada neste trabalho. Isso pode ter
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ocorrido devido a dose muito mais baixa (8mg/animal/dia) de curcumindides
utilizada.

Quanto a dosagem sérica de insulina, nossos resultados foram semelhantes
aos encontrados por outro estudo, no qual a suplementacdo com curcuma e piperina
ndo apresentou diferenca na insulinemia de jejum apos 4 semanas com dieta
hiperlipidica (NEYRINCK et al., 2013). Embora ndo tenha sido significante, achados
do presente estudo mostraram que houve uma reducéo de secrecao de insulina nos
grupos que receberam adicdo de curcuma. Um estudo conduzido por Shao et al.
(2012) mostrou que a adicdo de curcuma na dieta hiperlipidica também resultou em
uma reducdo no nivel de insulina, quando comparado ao grupo de dieta
hiperlipidica.

Embora existam resultados bastante incentivadores dos ensaios clinicos
acessiveis até o presente momento, € precipitado concluir um possivel efeito da
curcumina sobre a resisténcia a insulina, pré-diabetes ou diabetes. Sao
indispensaveis estudos com maior namero de pacientes, maior periodo de
tratamento, e diferentes origens genéticas para estabelecer uma melhoria definitiva
das condicdes clinicas, atraso, inicio, ou melhorar o desenvolvimento da diabetes.

Em relacdo ao GTT, os resultados do presente estudo mostraram que 0sS
grupos de dieta hiperlipidica com e sem curcuma néo tiveram reducéo significativa
nos niveis de glicemia ap6s 120 minutos da administracdo de glicose. Todavia, é
possivel notar que 0s grupos que receberam dieta hiperlipidica tiveram uma maior
area sob a curva do que os grupos controles, e o grupo controle com adi¢cdo de
clrcuma apresentou uma menor area sob a curva, quando comparado ao controle.

Um trabalho realizado por Andrikopoulos et al. (2008) fez uma pesquisa no
ano de 2007 em 100 artigos, utilizando as palavras-chave: “glucose tolerance e
mouse”, e encontraram variagcbes na forma de administracdo da glicose
(intraperitoneal ou via oral), tempo de jejum, quantidade de glicose administrada,
animais anestesiados ou conscientes, 0 que levou a dados conflitantes. Assim,
essas inconsisténcias levaram os autores do trabalho a reavaliar o teste de
tolerancia a glicose para determinar o tempo de jejum mais adequado, a via de
administragéo e a quantidade de glicose a administrar. Os autores observaram que,
apos um jejum de 6 horas, houve uma clara indicacdo de intolerancia a glicose nos
animais alimentados com dieta hiperlipidica em comparagdo aos de dieta padrao,

entdo escolheram essa estimativa de tempo para conduzir os testes do estudo.
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Avaliaram o teste e determinaram que a administracdo de glicose na dose de 2g/kg
de peso corporal oralmente, apds 6h de jejum, resulta em acentuadas diferencas
nos niveis de glicose plasmatica e de insulina dos animais alimentados com dieta
padrdo em comparacdo aos de dieta hiperlipidica. Assim, fica evidente que as
variaveis jA& mencionadas anteriormente podem ter um grande impacto sobre a
mensuracao da tolerancia a glicose em camundongos.

Quanto aos resultados do ITT, observou-se que, apés a administracdo de
insulina, os camundongos do grupo DHC tiveram menor area sob a curva. Esse
achado, associado ao resultado do GTT, poderia sugerir que 0s animais do grupo
DHC estavam com deficiéncia de insulina e esta, quando administrada, levou a
reducdo mais pronunciada da glicemia. Em contrapartida, os animais do grupo DPC,
nos primeiros 60 minutos, apresentaram uma resposta ao ITT muito parecida com a
do grupo DHC, e ap6és os 60 minutos voltaram a apresentar um aumento da
glicemia, como observado na Figura 8A. A hipbtese para esta resposta poderia ser
que, apdés 60 minutos, houve no grupo DPC um aumento dos horménios contra-
reguladores, o que levou ao aumento da glicemia. E importante ressaltar que a
interpretacdo do ITT se baseia em quanto mais rapida e intensa for a queda da
glicose, mais sensivel o individuo é a insulina. Como j& mencionado, as maiores
criticas ao ITT sao referentes a possibilidade de ativacdo de uma resposta contra-
regulatéria pela hipoglicemia sobre horménios que poderiam influenciar no
desaparecimento da glicose, como o glucagon, catecolaminas e hormdnio de
crescimento. Porém, esta resposta contra-regulatéria em geral aparece apenas de
15 a 20 minutos ap6s a injecdo da insulina (RIZZA; CRYER; GERICH, 1979;
BONORA et al., 1989). Assim, a queda da glicose observada nos primeiros 15
minutos apos o inicio do teste reflete a captacdo de glicose pelos tecidos induzida
pela insulina, assim como a inibicao da liberagéo de glicose pelo figado (GELONEZE
et al., 2000).

Pode-se dizer que, embora a resisténcia a insulina seja estudada de forma
ampla e reconhecida, ainda ndo se desfruta de um método de investigagcédo
laboratorial que preencha todos os critérios para que seja completamente utilizada e
aceita.

Em relacdo ao peso dos tecidos, alguns resultados ndo corroboraram o
estudo de Asai e Miyazawa (2001), que encontrou diferenca estatisticamente

significante na reducdo do peso do tecido adiposo epididimal de animais
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alimentados com dieta hiperlipidica e curcuma, quando comparado a animais
alimentados com dieta padrao. Dados de um estudo realizado por Shao et al. (2012)
mostraram que a ingestao de dieta hiperlipidica aumentou significativamente o peso
do tecido adiposo epididimal de camundongos, enquanto a suplementacdo com
curcuma blogueou essa estimulagdo, o que ndo vai ao encontro dos achados do
presente estudo, uma vez que a curcuma sé preveniu o aumento do peso dessa
gordura no grupo dieta padrédo com curcuma e nao no grupo de dieta hiperlipidica.

Algumas hipoteses poderiam ser levantadas para explicar essa diferenca
entre os estudos. A quantidade de curcuma suplementada pelos autores foi maior do
gue a do presente estudo e foi dose dependente.

Quanto ao tecido adiposo marrom, o grupo de dieta padrdo que recebeu
curcuma obteve um aumento significativo deste tecido. Nao foram encontrados na
literatura estudos que avaliem a relacdo da ingestdo de curcuma com o tecido
adiposo marrom. No entanto, estudos em animais mostram que o tecido adiposo
marrom (TAM) é importante na regulacdo do peso corporal, e é possivel que a
variacdo individual na termogénese adaptativa possa ser atribuida a variacbes na
quantidade ou atividade do tecido adiposo marrom. Existem indicios de que
estimular a termogénese adaptativa (definida como calor produzido em resposta ao
frio e dieta) pode servir como um meio de prevenir ou tratar a obesidade (LOWELL,;
SPIEGELMAN, 2000).

Alguns estudos indicaram que o tecido adiposo marrom em roedores assume
profundos efeitos no peso corporal, balanco energético e metabolismo de glicose
(HOSSAIN; KAWAR; NAHAS, 2007; HIMMS-HAGEN, 1979; LOWELL,; FLIER, 1997).

O fato de a obesidade ser considerada hoje em dia uma epidemia mundial, e
sabendo-se que o TAM queima lipideos para produzir calor, reduzindo assim a
eficiéncia metabdlica, o achado do presente estudo mostra que o possivel efeito da
curcuma em aumentar o tecido marrom poderia sugerir beneficios e, dessa forma,
representar uma nova estratégia de investigacdo no tratamento ou prevencao dessa
doenca.

Sobre o peso do figado, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente
significante. Neyrinck et al. (2013) n&o encontraram diferengca no peso do figado
entre 0s grupos controle, dieta hiperlipidica e dieta hiperlipidica com carcuma, o que

vai ao encontro dos resultados encontrados no presente estudo.
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J& em relacdo ao peso do pancreas e do tecido adiposo retroperitoneal, ndo
foram encontrados trabalhos na literatura que citam a relagéo entre cdrcuma e peso
desses tecidos.

Quanto a histologia, foi possivel observar que ndo houve alteracbes
significativas no figado de nenhum dos grupos.

Um estudo feito por Ejaz et al. (2009) mostrou que, embora a dieta
hiperlipidica tenha aumentado o acumulo de lipidios nos hepatécitos (esteatose
hepatica), a dieta hiperlipidica suplementada com curcumina evitou a presenca de
esteatose hepatica.

No entanto, ao analisar o pancreas, observou-se uma esteatose macro e
microgoticular em 60% da amostra pancreéatica apenas nos grupos que receberam
adicao de curcuma.

Ainda sdo escassos na literatura trabalhos que analisaram o efeito da
curcuma no pancreas, o que dificulta uma possivel discussdo da toxicidade
pancreatica da carcuma.

Os achados do presente estudo ndo confirmaram os efeitos benéficos da
curcuma em uma dieta hiperlipidica descritos nos outros estudos e uma das
explicacbes para isso poderia ser essa esteatose pancreatica observada nos
animais suplementados com curcuma.

De acordo com Catanzaro et al. (2016), a acumulacao de gordura, associada
a obesidade e a sindrome metabdlica (SM), foi definida como "infiltracdo gordurosa”
ou "doenca do pancreas gorduroso néo alcodlica (DPGNA)”. Os fatores de risco para
o desenvolvimento da DPGNA incluem obesidade, idade crescente, sexo masculino,
hipertenséao, dislipidemia, alcool e hiperferritinemia.

Diferente do figado, em que a acumulacédo de triglicerideos é principalmente
intracelular, a esteatose pancreatica € identificada por um aumento do numero de
adipécitos (FELDMAN; FRIEDMAN; BRANDT, 2016; PINNICK et al., 2008). Van
Geenen et al. (2010) levantaram a hipétese de que a obesidade e a resisténcia a
insulina exercem um importante papel na infiltracdo de adipdcitos, gerando
esteatose pancredtica. A resisténcia a insulina também causa lipolise periférica,
aumentando o fluxo de acidos graxos para o figado, levando a doenca do figado
gorduroso nao alcodlica (NAFLD). Os autores propuseram que a esteatose
pancreatica precede NAFLD e, portanto, propds que o termo doencga pancreatica

gordurosa néo alcodlica (NAFPD) deve ser usado.
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A patogénese da NAFPD ainda é desconhecida devido a falta de definicbes e
pesquisas claras, uma vez que teorias satisfatérias ainda ndo foram propostas.
Sendo assim, existe a necessidade de mais pesquisas nesta area.

Nos ultimos 10 anos, uma ampla quantidade de relatos sobre os efeitos
benéficos da curcumina foram publicados, e tem-se evidenciado repetidamente que
esta substancia natural é eficiente e segura para a prevencao e tratamento de varias
doencas, incluindo o cancer (ANAND et al.,, 2008; RAVINDRAN; PRASAD;
AGGARWAL, 2009).

E importante ressaltar que ha evidéncias sugerindo que a curcumina possui
propriedades benéficas e, por isso, pode ser desenvolvida uma droga a partir dela
para a prevencao e tratamento de doencas como cancer (ANAND et al., 2008 e
LOPEZ-LAZARO, 2008). Dados de um estudo in vivo realizado por Lopez-Lazaro
(2008) sugerem que a curcumina também pode exercer efeitos benéficos em 6rgaos
fora do trato gastrointestinal, no entanto, uma vez que a curcumina nao atinge esses
orgdos em altas concentracdes, ndo é claro neste momento se esses efeitos
benéficos sdo devidos a baixos niveis de curcumina, aos metabolitos da curcumina
ou a um efeito indireto desconhecido. Em contrapartida, ha evidéncias acumuladas
de que a curcumina pode nao ser tdo eficaz e segura. Um dos achados do nosso
estudo que vale a pena ser investigado é a esteatose que a curcuma causou no
pancreas dos animais que receberam sua suplementacéo, o que sugere um possivel
efeito toxico para esse orgao.

O National Toxicology Program (EUA), em 1993, publicou um amplo relatério
sobre as propriedades toxicas e carcinogénicas de um extrato organico de acafréo
chamado oleorresina de curcuma. Este extrato € usualmente adicionado aos
alimentos e contém uma quantidade de curcumina (79-85%) semelhante a da
curcumina comercial. Ratos e camundongos foram alimentados com dietas contendo
concentracOes diferentes de oleorresina de circuma por 3 meses e 2 anos, e foram
avaliados os possiveis efeitos toxicos e carcinogénicos. Nos estudos de 2 anos, a
ingestdo de oleorresina de curcuma foi associada ao aumento da incidéncia de
Ulceras, hiperplasia e inflamag&o do estomago, do ceco e do célon em ratos machos
e do ceco em ratos fémeas.

Estudos experimentais (LOPEZ-LAZARO, 2008; SYNG-AI; KUMARI; KHAR,
2004; AHSAN; HADI, 1998; CAO et al., 2006; FANG; LU; HOLMGREN, 2005;

SANDUR et al., 2007) evidenciaram que, apesar de baixas concentracfes de
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curcumina induzirem a efeitos antioxidantes, concentracdes mais altas desse
composto estendem os niveis celulares de espécies reativas de oxigénio (ROS).

O fato de que o numero de estudos que mostram que os efeitos positivos da
curcuma sejam maiores do que 0S negativos ndo necessariamente expressa que a
relacao risco-beneficio da curcuma é deslocada apenas para beneficiar, mas pode
apontar que existam mais pesquisadores avaliando os efeitos benéficos do que os
maléficos. Vale ressaltar a importancia da necessidade de futuras pesquisas para
determinar o risco beneficio dessa substancia e, mesmo assim, é consideravel
reconhecer que a curcuma também possui suas caracteristicas negativas.

Sendo assim, etnia, dose, tipo de curcumindides utilizados e a
biodisponibilidade da curcuma séo fatores cruciais para obter resultados confiaveis e
reprodutiveis através de um bom desenho de estudo.

As limitacdes do presente estudo foram constituidas pela dificuldade de
determinar uma dose de curcuma, uma vez que os trabalhos séo heterogéneos em
relacdo a quantidade, além da dificuldade em estabelecer qual composto utilizar,
uma vez que os trabalhos ndo especificam. Alguns citam a cUrcuma em si, outros
curcumina, 0 que ndo esclarece qual composto foi realmente utilizado. Por outro
lado, o ponto forte do presente estudo foi o fato de ser, para nosso conhecimento, o
primeiro realizado em nosso meio que avaliou o efeito da circuma em um modelo de
animal alimentado com dieta hiperlipidica. Consideramos, assim, que o achado do
nosso trabalho € importante, pois chamou a atencdo para um possivel efeito toxico

da clrcuma que ainda nao foi descrito na literatura até o presente momento.



Conclusdo
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8 CONCLUSAO

No presente estudo, foi possivel concluir que o consumo de curcuma
possivelmente preveniu o ganho de peso nos grupos que consumiram uma dieta
nutricionalmente balanceada e, apesar da maior ingestdo alimentar, aumentou o
peso da gordura marrom e diminuiu o peso da gordura epididimal. No entanto, no
grupo que consumiu dieta hiperlipidica com suplementacdo de curcuma, nao foi
possivel observar quaisquer mudancas em relacéo as variaveis estudadas. Conclui-
se, também, que a curcuma provavelmente induziu esteatose pancreatica. Os
resultados sugerem uma possivel evidéncia de toxicidade da suplementacdo de

curcuma no pancreas de camundongos C57BL/6.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Aprovacdo do CEUA — Comité de Etica para Uso Animal da FMUSP.

P e,
UNIVERSIDADE DE SAD PALILD
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAD PRETO S m
[ g — Comissdo de Etica no Uso de Animais —
(16)3315-3301
CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Use de Animais em
Experimentagiio n® 006/2015-1, sobre o projeto intitulado “Efeitos da
ingestio de ciircuma no controle do ganho de peso em ratos Wistar adultos
obesas ", so0b a responsabilidade da Professora Doutora Vivian Marques
Miguel Suen estd de acordo com os Principios Eticos em Experimentagio
Animal adotado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio
Animal (CONCEA) e foi APROVADO em reunido de 29 de junho de
2015,

We certify dat the prosocol w® BOGEIE-1, entitled “Effeces of ingesdon af rermeric in comtrelling
welphd poin i ebese adulf Fafe”, is in secondance with the Eshical Principles in Animal Research adapied
iy ik Malional Comncil for the Control of Animsl Experimentation (COMNCEA) and wes approved by e
Local A.nlm;; Eshical Committes from the Ribeirko Prete Medical School of the University of $30 Paulo
i T,

Ribeirdio Preto, 29 de junho de 20135,

Presidente da CEUA — FMRP - USP
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Anexo 2 — Laudo de Anélise do Componente Botanico — Curcuma Longa L.

| @ florie

— .florien i
INFORMAGOES GERAIS
Nosso lote: 055508 Origem: China Nossa Validade: 1172017
Nomenclatura: CURCUMIN EXTRATO SECO 96% Parte utilizada: Raiz 15010771A
Nome Cientifico: Curcuma longa L Esterilizagdo: Nao houve
CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS
Cor: Amarelo - Alaranjado Odor: Caracteristico Sabor:

CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

Aspecto P fino De acordo
Elementos Estranhos Ausente De acordo
Umidade <3,0% 0,09%
Cinzas Totais <15% 2 0,02%
Densidade Sem compactagao 0,50 g/mL
TESTES DE IDENTIFICAQO
gl

s
itivo para Circumin

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Contagem Padrao em placas Max. 10.000 ufc/g <10 ufc/g De acordo
Escherichia coli (coliformes) Auséncia Negativo De acordo
Staphylococcus aureus Auséncia Negativo De acordo
Salmonella sp Auséncia Negativo De acordo

TEOR DE PRINCIPIO ATIVO

Teor de Curcumindides >

99,06%

0BS

Dados transcritos do laudo do fornecedor.

CONCLUSAQ
Data da andlise: 2015-03-02 10:58:00 Conclusdo: Aprovado

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

FB(Farmacopéia Brasileira) / USP(United States Pharmacopoeia)/

JP(Japanese Pharmacopoeia).
F~~ecificagao e metodologia conforme laudo do fornecedor.

RESPONSAVEIS

Farmacéutica Responsavel Farmacéutica Co-responsavel

Youdow M . Fe3zdtt Konina, M. St

Tel: +55 (19) 3429-1199 | Estrada Vicente Bellini, 175 » CEP 13428-000 - Piracicaba - SP
CNDI AN AN2 210/0NN1.850 | Incrricdn Fstadual: 535.230.985.119 | Aut. func: MS.1.059837
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Anexo 3 — Histologia em Parafina.

Fixacdo: formol 10% tamponado (tampéo fosfato 0,1 M pH 7,4) por 24 horas
Lavagem: banho em agua corrente (tirar o excesso de formol)

Desidratagéo: para incluir em parafina

Alcool 80% por 30 minutos
Alcool 90% por 30 minutos
Alcool 95% por 30 minutos

As solucdes puras (absolutas: 100%) ndo podem exceder o tempo estipulado,
somente as misturas.

Alcool absoluto 1 por 30 minutos
Alcool absoluto 2 por 30 minutos
Alcool absoluto 3 por 30 minutos
Mistura &lcool absoluto + xilol (1/1) durante a noite

No dia seguinte continua-se:
Diafanizacgé&o: xilol para deixar a amostra transparente
Xilol 1 por 30 minutos
Xilol 2 por 30 minutos
Inclus&o de parafina: Banho de parafina na estufa a 60° C por 2h
Banho 1 por 1 hora
Banho 2 por 1 hora

Inclusdo da amostra na bandeja: Executar esse procedimento em chapa quente (60°
C) para manter a parafina liquida. Colocar a amostra na bandeja na posicao
desejada (de tal forma que se consiga ter no corte as camadas da pele [epiderme,
derme e subcutaneo]). Colocar a cassete, preencher com parafina liquida, tirar o
molde da chapa quente para solidificar a parafina e, por fim, colocar o molde no
freezer para se soltar perfeitamente da cassete.

Corte: regular no micr6tomo a espessura para 3 um. Para melhor qualidade do
corte, ideal que a sala esteja bem fria e os blocos de parafina bem gelados. Afixar a
cassete no micrétomo com a epiderme e derme lateralmente (ou na diagonal com a
epiderme para cima) e comegar a cortar. Pegar as “tripinhas” e colocar diretamente
num banho histolégico aquecido a 57°C para o corte esticar-se. Mergulhar parte da
ldamina no banho e “pescar’ a amostra. Secar o excesso de agua com o papel
higiénico. Colocar a lamina em pé no suporte. A lamina esta pronta para ser corada.
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Desparafinizacdo: as laminas séo colocadas inclinadas no suporte, por 1h na
estufa a 60° C. Em seguida, banhos de xilol séo para retirar a parafina:

Xilol 2 por 5 minutos
Xilol 1 por 5 minutos
Hidratac&o: os corantes séo hidrossoluveis. Deve-se hidratar a amostra para corar.
2 min em: Alcool absoluto 2
Alcool absoluto 1
Alcool 95%
Alcool 90%
Alcool 80%
2 min em agua corrente
Coloracéao (HE): ou qualquer outro corante
5 minutos em Hematoxilina (o tempo pode variar)
5 minutos em agua corrente
Alcool 80% (1 passada)
1 minuto em Eosina (esse tempo pode variar)
Desidratagcéo: antes de montar precisa desidratar
Alcool 80% (passadas em poucos segundos)
Alcool 90%
Alcool absoluto 1
Alcool absoluto 2
Xilol 1
Xilol 2
Xilol 3
montagem

Montagem: colar a laminula com Entelan, Permout ou Balsamo do Canada.



