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RESUMO

Introduc&o: A obesidade caracteriza-se pelo acumulo excessivo de gordura corporal, sendo essa
responsavel por elevadas concentragdes de leptina. Pesquisas tém procurado adjuvantes no seu
tratamento e as proteinas isoladas das sementes de tamarindo tem se destacado por possuirem
atividades anti-obesidade e anti-inflamatéria. Objetivos: Avaliar o efeito das proteinas de tamarindo
sobre 0 peso, o indice de Lee e a concentragdo plasmatica de leptina em ratos Wistar com obesidade.
Metodologia: Utilizaram-se trés grupos (n=5) de ratos Wistar, adultos, machos e com obesidade (indice
de Lee = 300). As proteinas isoladas foram oferecidas durante 10 dias, por gavagem, aos animais
do grupo teste. Ao grupo com tratamento convencional foi ofertada uma dieta padrdo. Os animais do
terceiro grupo receberam dieta de alto indice glicémico e carga glicémica, a mesma utilizada para
indugdo da obesidade. No primeiro e no décimo dia de experimento, aferiu-se o peso e foi medido
o comprimento caudal dos animais para avaliagdo do indice de Lee. Apds a eutanasia, coletou-se
sangue para dosagem de leptina. Resultados: O indice de Lee e 0 peso n&o sofreram influéncia
em ambos os tratamentos (proteinas e dieta padrdo). Entretanto, as proteinas provocaram uma
discreta redugéo do indice de Lee [0.312 (6,1) para 0.311 (4,3)], e do peso [402 g (38.6) para 400
g (35.7)]- Quanto a dosagem de leptina, 60% dos animais do grupo teste apresentaram redugéo de
leptina (< 0,1ng/mL). Conclus&o: As proteinas isoladas de tamarindo reduziram a leptina plasmatica
independente da perda de peso em ratos com obesidade, despontando como promissoras no estudo
do tratamento da obesidade.

Palavras-chave: Obesidade; indice de Lee; ratos Wistar.
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Introducdo

A obesidade é considerada uma epidemia mundial, caracterizada pelo acimulo excessivo de gordura
corporal decorrente da hiperplasia e / ou hipertrofia das células adiposas (HAN; WU; LEAN, 2013; AFSHIN et al., 2017).
Seu surgimento pode se dar por fatores geneticos, endocrinos e metabolicos ou entéo, influenciados por fatores externos
— origem dietética, comportamental ou ambiental (ABESO, 2016).

Com essa complexa etiologia genética-ambiental, a obesidade apresenta uma gama de consequéncias para
0 organismo, podendo induzir o surgimento de desordens metabdlicas, provocando distirbios na homeostase hormonal,
tendo como consequéncia, na maioria dos casos, o surgimento das mais variadas doencas, as quais se pode citar:
hipertens&o arterial, arteriosclerose, cancer, diabetes tipo 2, sindrome da insuficiéncia respiratéria, embolia pulmonar,
insuficiéncia cardiaca, infertilidade, entre muitas outras (SCHMIDT et al., 2011; JUNG; CHOI, 2014; WHO, 2016).

Sabe-se que existe uma relagéo estreita entre alimentagao e o metabolismo hormonal envolvido no controle
da fome e da saciedade (DOCKRAY, 2014). Um horménio envolvido na modulagéo do apetite em longo prazo é a leptina.
Secretada pelos adipécitos, responde pelo controle da ingestéo alimentar, atuando em células neuronais do hipotalamo
no sistema nervoso central. A leptina promove a redugéo da ingestdo alimentar e 0 aumento do gasto energético, além
de regular a fungdo neuroenddcrina e o metabolismo de carboidratos e de gorduras (TRIANTAFYLLOU; PASCHOU;
MANTZOROS, 2016).

A acao de leptina tem sido estudada na saciedade, com pesquisas demonstrando que em animais e / ou
individuos com obesidade, esses efeitos sacietogénicos ndo tém sido tdo evidenciados quanto em eutréficos (MOOS;
MCLAUGHLIN; BAILE, 1982; DUCA; ZHONG; COVASA, 2013; SAINZ et al., 2015). Em relagdo & leptina, apesar
dos individuos com obesidade apresentarem niveis elevados desse hormonio, uma vez que o mesmo é diretamente
proporcional a quantidade de adipocitos, ndo é observado redugéo do apetite, 0 que sugere também uma condigéo de
resisténcia (FREDERICH et al., 1995).

Sabe-se que o tecido adiposo subcutaneo ou branco é o principal local de produgéo da leptina, sendo
produzida também, em pequenas quantidades, no epitélio gastrico fundo, intestino, placenta, musculo esquelético, epitélio
mamario e cérebro (FLIER, 2004). Seu gene (gene ob) esta localizado no cromossomo 7q31DNA e tem >15.000 pares
de bases formado por trés exons, tendo como produto final um horménio composto por 167 aminoacidos, um polipeptidio
nao glicosilado com 16 kD, cuja fungéo principal € regular o peso corporal, 0 metabolismo, a fungéo reprodutiva e
imunitaria (ZHANG et al., 1994). No entanto, na obesidade, sua hipersecregao prejudica os efeitos ja citados, uma
vez que sua sensibilidade é reduzida (MARRADES; MARTINEZ; MORENO-ALIAGA, 2007), sendo de grande interesse
tratamentos que promovam a sua redugao para sua melhor atividade.

Observando a importancia desses horménios na génese da obesidade, bem como a descoberta de
sua atuacdo nessa condicdo fisioldgica, € pertinente estudos com moléculas que atuem contribuindo para o melhor
funcionamento dos mesmos. Dessa forma, pesquisas vém sendo realizadas com proteinas bioativas, para as quais sao
observados efeitos benéficos a saude, relacionados @ modulagéo de respostas mediadas por proteinas, sejam enzimas
ou hormdnios, tais como propriedades: anti-coagulante, anti-inflamatorio, anti-cancerigeno, anti-bacteriano, anti-fungico
e anti-obesidade (FANG et al., 2010; SCOOTT, TAGGART, 2010; MACHADO et al. 2013; RIBEIRO et al., 2015; SERQUIZ
etal., 2016).

Na nutri¢do, estudar o potencial anti-obesidade e / ou sacietogénico de substéncias ou moléculas se reveste
de grande importancia, dado a relevancia que a obesidade se apresenta para a saude humana. Recentemente, estudos
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realizados pelo nosso grupo de pesquisa Reabilitagdo cardiovascular melhora capacidade funcional de pacientes
cardiopatas apds 3 anos de seguimento Nutrigdo e Substancias Bioativas para Saude (NutriSBioativoS), tem demonstrado
que proteinas presentes nas sementes de tamarindo possuem atividades anti-obesidade e anti-inflamatéria (RIBEIRO et
al., 2015; CARVALHO et al., 2016).

Ribeiro et al. (2015) analisaram a influéncia dessas proteinas em modelo experimental de saciedade,
e constataram que esse isolado proteico foi capaz de reduzir o consumo alimentar e 0 ganho de peso de animais
eutroficos, ao elevarem a concentragdo plasmatica da colecistoquinina (CCK). Ja Carvalho et al. (2016) também testaram
a atividade dessas mesmas proteinas em animais com obesidade e sindrome metabdlica, condic&o tipica de inflamagéo
cronica, e verificaram que houve diminuigdo do consumo alimentar e do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), sem
redugédo do ganho de peso.

Por essa razao, os modelos experimentais tém sido utilizados para estudar a obesidade, destacando-se
dentre eles, os animais com obesidade induzida geneticamente (ZUCKER; ZUCKER, 1961; XU et al., 2016). Embora
as mutagbes genéticas causem obesidade em animais, a ocorréncia em humanos é rara (LUBRANO et al., 2003;
CARROLL; VOISEY; DAAL, 2004). Assim, modelos que provocam obesidade com o uso de dietas (DIO, do inglés diet
induced obesity) vém sendo bastante valorizados, dados a etiologia da obesidade se apresentar de modo semelhante a
do humano (MONCADA et al., 2016; KAMALAKKANNAN et al., 2016).

Desse modo, este estudo tem como finalidade avaliar o estado nutricional (medidas zoométricas), 0 peso e
o efeito de proteinas isoladas das sementes de tamarindo sobre a concentragdo plasmatica de leptina em ratos Wistar
com obesidade, hormonio importante que esta envolvido no controle da fome e do apetite.

Metodologia

Trata-se de um estudo experimental, o qual foi realizado com trés grupos de ratos Wistar com obesidade
para testar o efeito de proteinas isoladas de sementes de tamarindo.

O tamarindo foi adquirido comercialmente na cidade de Natal-RN, e suas sementes foram obtidas com a
retirada dessas do interior do fruto e descascadas até obtengé@o apenas dos seus cotilédones.

Foram utilizados no experimento, ratos Wistar machos diagnosticados com obesidade de acordo com o
indice de Lee (=300) segundo Bernardis e Patterson (1968), mantidos no biotério da Universidade Potiguar (UNP) — Natal/
RN em condicdes padréo de luminosidade (12h/12h-claro/escuro) e temperatura (23-25°C); agua e alimento ad libitum.
Todos os experimentos foram realizados em concordancia com o Guia de Cuidado e Uso de Animais de Laboratério dos
Institutos Nacionais de Salde, e apds aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais da UNP (CEUA - UNP) sob o
numero de protocolo: 012/2015.

As dietas utilizadas neste estudo foram a ragao Labina® produzida pela Purina® do Brasil, sendo essa
adquirida comercialmente, e a dieta experimental de alto indice e carga glicémica (Dieta HGLI) produzida de acordo com
Carvalho et al. (2017) no laboratdrio de Técnica em Dietética da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).

A metodologia utilizada para isolamento das proteinas das sementes foi estabelecida no Laboratério de
Quimica e Fungéo de Proteinas Bioativas (LQFPB) da UFRN e adaptada por Carvalho et al. (2016).

A partir do cotilédone das sementes obteve-se uma farinha de granulagéo fina, em seguida foi realizada a
extragéo e obtencado das fragdes proteicas em diferentes faixas de saturagdo com sulfato de amoénia. A fragdo proteica
saturada na faixa de 30%-60% foi submetida a um processo de enriquecimento por cromatografia de afinidade em coluna
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de tripsina-sepharose (GE Health Care, Waukesha, Estados Unidos).

Para as avaliagdes do efeito das proteinas isoladas sobre o peso e indice de Lee, os ratos Wistar com
obesidade foram distribuidos individualmente e casualmente em trés grupos (n=5), passando inicialmente por cinco dias
de adaptacao para se estabelecer as condi¢bes do experimento. Desse modo, apos este periodo, os 15 animais foram
submetidos por dez dias as dietas e aos tratamentos descritos abaixo:

Dieta HGLI mais agua (Dieta HGI + 1 mL de &gua por gavagem), sendo denominado grupo sem tratamento
(Dieta HGLI).

Dieta padréo mais agua (Dieta padréo + 1 mL de &gua por gavagem), sendo denominado grupo tratamento
padréo (Dieta Padrao).

Dieta HGLI mais proteinas (Dieta HGLI + 1 mL da proteina na concentragéo de 25 mg/Kg por gavagem),
sendo denominado grupo tratamento teste (Dieta HGI + proteina isolada).

Todas as dietas (HGLI e padréo) foram oferecidas aos animais de todos os grupos por via oral, enquanto
que a agua e as proteinas foram administrados por gavagem oral.

No décimo primeiro dia de experimento os ratos foram, mais uma vez, avaliados quanto as medidas
zoométricas e posteriormente sacrificados para a coleta do sangue que seguiram para analises plasmaticas de leptina.

Para a avaliagao do estado nutricional (medidas zoométricas) dos animais foi realizado o calculo do indice
de Lee antes e apds o tratamento.

No primeiro dia de experimento, antes da administracao oral das dietas, foram realizadas as aferi¢des e
posterior calculo do indice de Lee para confirmar a obesidade dos animais, e no ultimo dia de tratamento, 1 hora apds a
administragéo dos tratamentos, também foram realizadas as mesmas aferigdes e calculos.

O indice de Lee se da pela relagéo entre a raiz cubica do peso corporal em gramas dividido pelo comprimento
nasoanal em centimetros, tendo como ponto de corte valor = 300 como diagnostico de obesidade de acordo com Bernardis
e Patterson (1968). Todas as medidas foram conduzidas por pesquisadores treinados, visando atender aos critérios de
autenticidade cientifica, como recomendado por Novelli et al. (2007).

indice de Lee = [3VPeso (g)/CNA(cm)]

Ao término dos tratamentos, os 15 animais foram colocados em jejum por 8 horas, anestesiados com
Tiletamina (cloridrato) 250 mg e Zolazepam (cloridrato) 250 mg e em seguida eutanasiados. O sangue foi coletado pela
veia hepatica. O soro foi separado por centrifugagéo a 3000 rpm por 10 minutos e utilizado para a determinagéo da
concentragao da leptina no plasma usando o Kit Rat Leptin ELISA (Millipore® - EZRL-83K).

Os dados foram analisados para a normalidade usando o teste de Shapiro Wilk. A variavel do indice Lee ndo
foi paramétrica e o teste Two-way Anova com o teste post hoc de Dunn foi utilizado para verificar as diferengas entre
os grupos estudados. As diferengas nas concentragdes de leptina foram realizadas pelo teste Pearson Chi-Square. Os
dados foram analisados usando Graph Pad Prism, versédo 5.0 (Graph Pad Software, San Diego, CA). Para todos 0s
testes, p valores inferiores a 0,05 foram considerados significativos.

Resultados

De acordo com o indice de Lee todos os animais estudados estavam com obesidade no inicio do experimento, e
ao serem tratados com as proteinas e a dieta padréo, esse indice nao se alterou em ambos os tratamentos, mantendo-os
no mesmo estado de obesidade. Entretanto, os animais que receberam as proteinas, mesmo consumindo a dieta HGLI,
apresentaram uma discreta reduco do indice de Lee [0.312(6,1) para 0.311(4,3)], enquanto que 0s grupos de animais
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que consumiram apenas a dieta HGLI (0.306 +5,3 para 0.309 +4,8) e a dieta nutricionalmente adequada [0.310(5,6) para
0.311(11,7)] apresentaram a tendéncia inversa no mesmo indice, sendo esse aumento mais expressivo no grupo que se
alimentou durante os 10 dias de experimentos apenas com a dieta HGLI, considerado o grupo controle, sem tratamento.

Os dados relacionados ao ganho de peso apresentaram-se de modo semelhante ao indice de Lee. Os animais
que receberam as proteinas (402(38.6) para 400(35.7)] e a dieta nutricionalmente adequada [(399(29.4) para 39815,7)]
apresentaram uma discreta redug@o do ganho do peso, ja os animais que consumiram apenas a dieta HGLI [(400(35.7)
para 406(27.7)] constatou-se moderado aumento, sem diferengas significativas, como demostrado também pelo indice
de Lee, durante os 10 dias de experimentos.

Atabela 1 apresenta o percentual de animais com concentragdes detectaveis da leptina plasmatica referente
aos trés grupos analisados no estudo. Sendo assim, pode-se verificar que 60% dos animais do grupo que receberam
como tratamento as proteinas apresentaram concentragdes plasmaticas de leptina menor que (<) 0,1ng/mL, sendo esse
o valor minimo detectavel na metodologia utilizada. Enquanto que o grupo que foi tratado, de modo convencional, com
uma dieta nutricionalmente adequada para ratos Wistar, apresentou apenas 20% dos animais, pertencentes a esse
grupo, com concentragdes de leptina < 0,1 ng/mL. J& o grupo que ndo recebeu tratamento e se manteve consumindo a
mesma dieta que foi usada para induzir a obesidade, na inten¢do de manté-la, apresentou em 100% dos seus animais
as concentragdes plasmaticas acima de (2) 0,1 ng/mL.

Tabela 1. Valores plasmaticos de leptina dos ratos Wistar com obesidade pertencentes aos trés grupos submetidos aos
diferentes tratamentos durante 10 dias de experimento.

GRUPOS
| | _ Dieta HGI + | PVALOR
Leptina Dieta HGI Dieta Padréo Proteinas Pearson
N (%) N (%) N (%) Chi-Square
<0,1 ng/mL 0(0,0) 1(20,0) 3(60,0) 0,092
20,1 ng/mL 5(100,0) 4(80,0) 2(40,0)
TOTAL 5(100,0) 5(100,0) 5(100,0) -

Grupos: Dieta HGLI mais agua (Dieta HGI + 1 mL de &gua por gavage); Dieta padrao mais agua (Dieta padrdo + 1 mL de
agua por gavage); Dieta HGLI mais Proteinas (Dieta HGI + 1 mL de proteinas na concentragéo de 25 mg/Kg por gavage).
Dieta HGLI: Dieta de alto indice e carga glicémica - Mistura composta pela ragdo Labina®, leite condensado e agucar
(1:1:0.21); Dieta padrao: Ragéo Labina®.

Discuss@o

Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, NutriSBioativoS, tém demonstrado que proteinas isolada das
sementes de tamarindo apresentam atividade sacietogénica e anti-inflamatéria (RIBEIRO et al., 2015, CARVALHO et al.,
2016). Desse modo, essas proteinas foram novamente obtidas das sementes de tamarindo e neste estudo apresentou
as mesmas caracteristicas referidas por Ribeiro et al. (2015) e Carvalho et al. (2016). Assim, elas foram oferecidas
por gavagem para um dos trés grupos de animais com obesidade, sendo avaliadas quanto a sua influéncia no estado
nutricional de obesidade, utilizando como ferramenta avaliativa o indice de Lee (BERNARDIS; PATTERSON, 1968),
critério que se assemelha ao IMC utilizado como padrao de diagnostico do estado nutricional em humanos (ABESO
2016).
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Neste experimento foi observado que todos os animais encontravam-se com obesidade de acordo com o
indice de Lee, no inicio do tratamento. Apos o periodo de tratamento, ainda foi observado obesidade com base no mesmo
indice, em todos os animais participantes do experimento, porém, para os animais que fora administrado as proteinas,
foi possivel constatar uma discreta redugdo no ganho de peso quando comparado aos animais sem tratamento ou
submetidos ao tratamento convencional.

Os dados mostram que mesmo os animais consumindo uma dieta altamente desequilibrada, capaz de
provocar obesidade e suas comorbidades associadas (CARVALHO et al., 2016), quando recebem as proteinas reduz
moderadamente, mas sem diferenga significativa entre os grupos, como o indice de Lee, no entanto ressalta-se que o
estudo ocorreu em apenas dez dias. Considerando que essas mesmas proteinas nado influenciaram a perda de peso de
ratos Wistar com obesidade, mas no entanto levou a redugédo do consumo alimentar (CARVALHO et al., 2016) hipotetiza-
se a necessidade de um maior periodo de tempo para se observar as mudangas significativas nesse indice zoométrico.

Também foi analisado e avaliado a influéncia dessas proteinas nas concentragdes plasmaticas de Leptina.
Ja é consenso pela literatura cientifica que grande parte dos individuos que se encontram no estado de obesidade
apresentam niveis sérios de leptina elevados, sendo estes proporcionais a sua massa de tecido adiposo (CONSIDINE
etal., 1996; MAFFEI et al., 1995).

Era esperado neste estudo, que os animais com obesidade, apresentassem em sua totalidade, concentragdes
plasmaticas de leptina alta, ja que, como visto na literatura, essa condi¢do leva a hiperleptinemia (FREDERICH et al.,
1995; SAINZ et al., 2015). Entretanto, foi observado que o tratamento com as proteinas de sementes de tamarindo
provocaram redugao dessas concentragdes em 60% dos animais, ainda com obesidade e consumindo a dieta HGLI, a
mesma usada na indugdo da obesidade pelos animais utilizados nesta pesquisa e consumida pelo grupo para manter a
obesidade, sem tratamento.

Ainda, foi demostrado que os animais submetidos ao tratamento convencional com dieta padréo,
nutricionalmente adequada, reduziram apenas em 20% dos animais as concentracdes de leptina. Ademais, no estudo de
Carvalho et al. (2016), essas proteinas ja haviam apresentando efeito na redugdo do TNF-a, independente da reducao
do peso, uma molécula também produzida pelo tecido adiposo. Esses achados com as proteinas obtidas das sementes
de tamarindo s&o inéditos e se revestem de grande importancia cientifica dado ao efeito inesperado sobre a redugéo de
leptina plasmatica independente da perda de peso, ou melhor, de tecido adiposo.

Concluséo

As proteinas isoladas das sementes de tamarindo ndo diminuiram de modo significativo o ganho de peso
e 0 estado de obesidade dos animais analisados neste estudo. No entanto, foi capaz de reduzir discretamente esses
parametros zoométricos e surpreendentemente atuaram reduzindo a concentragé@o plasmatica de leptina independente
dos efeitos sobre 0 peso e consequente estado de obesidade.
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