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RESUMO

A obesidade ¢ um problema de satde associado ao acumulo excessivo de gordura no
organismo, 0 que leva ao estresse oxidativo e inflamacdo, descritos como fatores
importantes no desenvolvimento da doenca e de suas comorbidades. Apesar disso, a atual
farmacoterapia € limitada, onerosa e negligencia o estresse oxidativo e inflamag&o. Nesse
contexto, flavonoides tém mostrado potencial como candidatos promissores no estudo de
novas terapias antiobesidade, como a silimarina (S. marianum L.), um extrato rico em
flavonoides, utilizado como hepatoprotetor devido as suas propriedades antioxidantes.
Entdo, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito antiobesidade da silimarina
em modelo animal de obesidade induzida por dieta hipercalérica (RH). Para isso,
camundongos machos C57BL/6 receberam RH por 55 dias. Os grupos experimentais
foram tratados com silimarina (100, 10 e 1 mg/kg) ou orlistate (30 mg/kg). Massa
corporal, consumos de racao e dgua foram medido diariamente, e no Gltimo dia, plasma,
tecidos adiposo e hepético foram colhidos. Como resultados, RH induziu obesidade nos
animais ndo tratados, enquanto aqueles tratados com silimarina apresentaram reducéo no
ganho de massa corporal cerca de 40%, o que estava correlacionado com a reducdo da
massa dos tecidos hepatico e adiposo, bem como com a deposicao de triglicerideos. A
silimarina foi capaz de melhorar o metabolismo lipidico e a funcdo hepatica reduzindo os
niveis plasmaticos de colesterol total, triglicerideos e a atividade das transaminases ALT
e AST. O tratamento com silimarina reduziu as alteracdes dos niveis de TBARS e GSH,
bem como da atividade da superdxido dismutase, nos dois tecidos. Adicionalmente,
silimarina preveniu a producéo e liberagdo de IL-1p em tecido hepatico ¢ adiposo, além
de promover a manutencdo dos niveis de adiponectina no tecido adiposo. Ademais,
simulacdes de docking molecular foram realizadas com a enzima lipase pancreética (LP),
mostrando a ocorréncia de possiveis interagdes com o sitio catalitico e outras regides de
importancia para o funcionamento da enzima. Em concluséo, os resultados mostraram
que os efeitos antioxidante e anti-inflamatorio da silimarina melhoraram o metabolismo
lipidico, o que levou a reducdo da deposicdo de triglicerideo nos tecidos hepético e
adiposo, refletindo na diminui¢do da massa corporal dos animais e destacando o seu

potencial na terapia antiobesidade.

Palavras-chave: Obesidade; silimarina; estresse oxidativo; esteatose hepatica; citocinas.



ABSTRACT

Obesity is a health problem associated to fat accumulation, which leads to oxidative stress
and inflammation, described as key-factors on its pathway and related comorbidities.
Despite that, the current pharmacotherapy is still limited, onerous and neglects oxidative
stress and inflammation. In this context, flavonoids have shown potential as anti-obesity
drugs, such as silymarin (S. marianum L.), a flavonoid-rich extract used as
hepatoprotector due its antioxidant properties. Then, this work aimed to evaluate anti-
obesity effect of silymarin in a high-fat diet-induced (HFD) obesity model. For this,
C57BL/6 male mice received HFD for 55 days. Groups were treated with silymarin (100,
10 and 1 mg/kg) or orlistat (30 mg/kg). Body weight (BW), food and water intake were
measured daily, and on the last day, plasma, adipose and hepatic tissue were collected.
As results, HFD induced obesity in untreated animals, while animals treated with
silymarin presented reduced gain of BW about 40%, which was correlated with reduced
mass of hepatic and adipose tissues, and deposition of triglycerides. Silymarin was able
to improve lipid metabolism and hepatic function reducing plasmatic cholesterol,
triglycerides, and transaminases levels. Silymarin caused reduction on TBARS levels and
increasement of GSH and superoxide dismutase activity on both adipose and hepatic
tissues. Additionally, silymarin was able to prevent IL-1p production and release in
hepatic and adipose tissue, as well as maintained adiponectin levels in adipose tissue.
Furthermore, molecular docking simulations were performed with pancreatic lipase
target, showing the possible interactions with residues from the catalytic site and other
important regions of this enzyme. In conclusion, the results showed that silymarin
antioxidant and anti-inflammatory effects improved lipid metabolism which leads to
reduced deposition of triglycerides in hepatic and adipose tissues, and reduction of body

weight.

Keywords: Obesity; Silymarin; oxidative stress; hepatic steatosis; cytokine.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Ala —alanina

ALT — alanina aminotransferase

Arg — arginina

Asn — asparagina

Asp — aspartato

AST — aspartato aminotransferase

AUC — érea sob a curva

BSA — solucéo de albumina sérica bovina
CEUA-UFC — Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do
Ceara

CONCEA — Conselho Nacional de Controle de Experimentagédo Animal
Ct — colesterol total

CT — controle

Cys — cisteina

DTNB — &cido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzdico
EHNA — esteatose hepatica ndo alcodlica
EPM — erro padrdo da média

ERNs — espécies reativas de nitrogénio
EROs — espécies reativas de oxigénio
GIn — glutamina

GLP-1 — glucagon-like peptide 1

Gly —glicina

GO - glutationa oxidase

GR — glutationa redutase

GSH — glutationa reduzida

GSH-Px — glutaiona peroxidase

GSSG - glutationa oxidada

HDL - lipoproteinas de alta dansidade
H.E. — hematoxilina e eosina

HGF — fator de crescimento hepatico

His — histidina



IL-1p — interleucina 1

IL-6 — interleucina 6

IL-8 — interleucina 8

Ile —isoleucina

IMC — indice de massa corporal

Isb A —isosilibina A

Isb B —isosilibina B

LDL - lipoproteinas de baixa densidade
Leu — leucina

LP — lipase pancreética

Lys — lisina

MDA — malondialdeido

MTT — brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio
MUP — &cido metoxiundecilfosfinico
NF-kB93 — fator nuclear «k de cadeia leve ativador de células B
Nrf2 — fator nuclear derivado de eritroide 2
OMS — Organizagdo Mundial de Saude
Orl — orlistate

PCR — proteina C reativa

PDB — Protein Data Bank

Phe — fenilalanina

PNS — Pesquina Nacional de Salude
PPRAY — receptor ativado por proliferador de peroxissoma gama
Pro — prolina

RH — racéo hipercaldrica

RMSD - Root Mean Square Deviation

RP — ragéo padréo

Ser — serina

S —silimarina

Slb A —silibina A

Slb B —isosilibina B

Slc —silicristina

Sld - silidianina

SOD - superéxido dismutase



SX — ligacdo de sulfeto

TA — tecido adiposo

TAB — tecido adiposo branco

TAM - tecido adiposo marrom

TBA — acido tiobarbiturico

TBARS — espeécies reativas ao acido tiobarbiturico
Tg — triglicerideo

TNF-o, — fator de necrotumoral

Tris — tampdo tri-hidroximetil-aminometano

Trp — triptofano

Tyr —tirosina

Txf - taxifolina

VEGF-A — fator de crescimento vascular endotelial A

AG — energia de afinidade



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Quadro 1 — GrupoS EXPEITMENTAIS. .....ccvveveiiesireieeie st estesee e e sre e seesbe e e e sreeneesreeneens 31

Tabela 1 — Composi¢do nutricional das ragdes padréo e hipercalérica............ccccoeuenen. 30
Tabela 2 — Valores de AUC da evolucédo de massa corporal de camundongos C57BL/6
durante modelo de obesidade induzida por dieta hipercalorica............c.cccccoveveiieieennns 41
Tabela 3 — Variacdo de massa corporal dos camundongos C57BL/6 submetidos ao
modelo de obesidade induzida por dieta hipercaldrica ao inicio e fim do experimento. 42
Tabela 4 — Area sob a curva do consumo médio de racdo e agua de camundongos
C57BL/6 em modelo de obesidade induzida por dieta hipercalorica............ccccooevnuennes 44
Tabela 5 — Niveis plasmaticos de colesterol total (Ct), triglicerideos (Tg), alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) ......ccooervrveriveresieeneennens 45
Tabela 6 — Valores das massas, lipideos totais e triglicerideos dos tecidos hepatico e
adiposo dos camundongos submetidos ao modelo de obesidade ............c.ccceeeiveiinennns 48
Tabela 7 — Valores médios dos marcadores de estresse oxidativo em tecido adiposo e
figado de camundongos C57BL/6 em modelo de inducéo de obesidade....................... 52
Tabela 8 — Niveis teciduais de mediadores inflamatérios de camundongos submetidos a
MOAEl0 de ODESIAAAE .......oveieii e 54
Tabela 9 — Energia de afinidade e valores de RMSD dos complexos formados entre 0s
ligantes e a enzima lipase pancreética obtidos por docking molecular .......................... 57
Tabela 10 — Interagdes dos principais componentes da silimarina com a enzima lipase.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura quimica do OFliState ..........cccciierieiieice e 20
Figura 2 — Silimarina (Silybum marianum L. Gaernt.).........ccccevvvevvivieiieenesieseese e 23
Figura 3 — Principais componentes do extrato de silimarina (S. marianum L.). ............ 24

Figura 4 — Linha do tempo do modelo de indugéo de obesidade em camundongos
CBTBLB. ..ottt e re e e te e arreere e 31

Figura 5 — Reacdo de deteccédo das espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

........................................................................................................................................ 33
Figura 6 — Interconversédo da glutationa nas suas formas reduzida e oxidada................ 34
Figura 7 — Esquema de processamento hiStolOgiCO...........coovvvriieiiini i 36

Figura 8 — Evolucdo da massa corporal de camundongos C57BL/6 durante modelo de
obesidade induzida por dieta hipercalOriCa ..........ccocveiiiiriieii e 40
Figura 9 — Area sob a curva (AUC) da evolugio da massa corporal de camundongos
C57BL/6 em modelo de inducdo de obesidade por dieta hipercalorica..............c........... 41
Figura 10 — Area sob a curva (AUC) do consumo de racio e de 4gua de camundongos
C57BL/6 em modelo de indugdo de obesidade por dieta hipercalorica............c..ccceueee. 43
Figura 11 — Marcadores bioquimicos plasmaticos de camundongos submetidos ao
MOAEl0 de ODESIAAAR .......oveiiii e 45
Figura 12 — Tecidos hepético (A) e adiposo (B) de camundongos C57BL/6 submetidos a
modelo experimental de 0DESIAATE ..........ccoiiiiiiiiiice s 46
Figura 13 — Massa, lipideos totais e trigliceridos de tecido hepatico (A, C e E) e adiposo
(B, D e F) de camundongos C57BL/6 em modelo de obesidade induzida por dieta

o]0 LT or= (o] ¢ or: WO 47
Figura 14 — Correlacdo das massas de tecido com a massa corporal dos animais no final
O EXPEITMENTO. ..ottt et e sa e e e s be e e beesaeeanbeeanneareeas 49
Figura 15 — Marcadores de estresse oxidativo no tecido adiposo (A, C e E) e tecido
hepatico (B, D e F) de camundongos submetidos ao modelo de obesidade................... 51
Figura 16 — Niveis de mediadores inflamatorios em amostras de tecido hepatico (A) e
adiposo (B e C) de camundongos submetidos ao modelo de obesidade ........................ 53
Figura 17 — Analise histoldgica de tecido hepéatico de camundongos C57BL/6
submetidos a modelo de obesiade induzida por dieta hipercalérica.............c.cccovenene. 55
Figura 18 — Analise histologica de tecido adiposo de camundongos C57BL/6

submetidos a modelo de obesiade induzida por dieta hipercaldrica.............cccccoevvvrnennee. 56



Figura 19 — Complexo

presentes na silimarina

de interacdo entre a lipase pancreatica com 0s compostos



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ..ottt ettt 15
1.1  Aspectos epidemioldgicos da obesidade............ccccovvieiiiiiiiicieere e 15
1.2 Classificagao e etiologia da obesidade..............ccocoovviiiiniiiiiiiie 16
1.3 Fisiopatologia da obesidade, estresse oxidativo e inflamagéo................... 17
1.4 Tratamento da 0beSidade..........cccviiiiiiiiiiiie s 19
1.5 Produtos naturais como terapia antiobesidade............cccooceveieiencnnnnnn. 21
1.6 Asilimarina como ferramenta farmacoldgica ...........ccccocooeiiiiiiiiicincnns 22

2 JUSTIFICATIVAE RELEVANCIA ...t 25

3 OBIETIVOS. ... ettt bbbt 27
3.1 ODJELIVO GEIFAL......c..ociiieee e 27
3.2 ODbjetivos ESPECITICOS .....cciiriiiiriiieisie e 27

4 MATERIAIS E METODOS.......cooiieieieretieeseeese st esissssesasses s sessssesssssesnens 29
4.1  Analise experimental iN VIVO ........ccccocviieiiiie i 29

4.1.1  ANIMAis € aSPECLOS ELICOS ... ccvveviirieireeiesiesieeieseeste e sre e re e enas 29
4.1.2 Producdo da ragdo hipercalOoriCa..........ccooerevireieiisiieneeee e 29
4.1.3 Avaliacdo do efeito antiobesidade da silimarina em camundongos........... 30
4.1.4 Andlise de marcadores bioquimicos plasmatiCos..........ccccceevevvveieerieineenne. 31
4.1.5 Lipidios totais e triglicerideos em tecidos adiposo e hepatico ................... 32
4.1.6 Andlise de marcadores de estresse OXidatiVo...........covveriereieieneiesennenens 32
4.1.6.1 Dosagem de proteinas totais .........ccceeveieerieiieie e 32
4.1.6.2 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS).........cc.ccecevvrurnee. 33
4.1.6.3 Glutationa reduzida (GSH) ......cooeiiiiiiiieie e 34
4.1.6.4  Atividade relativa da superdxido dismutase (SOD) ........ccccccvevvevrrernnen. 35
4.1.7 Analise de marcadores inflamatdrios............c.coovvvevveiereiese s 35
4.1.8  ANALISE NISTOIOQICA .....ouveviiiiicieciieeee e 35
4.1.8.1  Processo de inclusdo e microtomia dos tecidos hepaticos e adiposo .... 36
4.1.8.2 Coloragéo histologica com hematoxilina e eosina (H.E.).........cc.ccenee. 37
4.1.9  ANALISE ESLALISLICA ....eveveiee e 37
4.2 DOCKING MOIECUIAT ..o 37
4.2.1 Preparacao dos ligantes € reCePtOr........coovviieieriieieeie e 37
4.2.2 Condigdes das SIMUIACOES .........cccveirriirierieieie e 38

5  RESULTADOS......oo oottt sttt sbeareetaenaene e 40

51  Analise do modelo de indugéo de obesidade .............ccoovviiiineiinincnen 40



5.1.1 Massa corporal de camundongos C57BL/6........c.cccceevivevviienieeiieieseee 40
5.1.2 Consumo de racdo e agua de camundongos durante modelo de inducéo de

obesidade por dieta NipercalOriCa...........ocoviiieieiiiieeese e 42
5.1.3 Marcadores bioquimicos plasmatiCoS..........ccoververeiieiieese e 44
5.1.4 Massa e contetdo lipidico dos tecidos adiposo e hepatico...........c.cceeueeee. 46
5.1.5 Correlacdo entre massa corpdrea e tamanho tecidual...........c.cccccovreinnnne. 48
5.1.6 Marcadores de estresse OXidatiVo ............ceevveiereeieiie e 49
5.1.7 Mediadores inflamatOrios...........ccoveveiieiiere e 52
5.1.8 Anélise histoldgica dos tecidos adiposo e hepatico...........ccocevvrereririninnes 54

5.2 DocKiNg MOIECUIAN ..........oeiieece e 57

B DISCUSSAOD ..ottt 62
7 CONCLUSAOQ ....ooooviieieie ettt 72
REFERENCIAS ..ottt 73

ANEXO L 83



INTRODUCAO



15

1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos epidemiologicos da obesidade

A obesidade consiste no acumulo excessivo de gordura no organismo, podendo
levar a complicagdes metabolicas que oferecem riscos a saude do individuo. Nos Gltimos anos,
a obesidade emergiu como um desafio global, transformando-se em um problema de saude
publica, sendo considerada, pela Organizagdo Mundial de Sadde (OMS), uma pandemia.
Segundo dados apresentados no Férum da Cupula da China do Dia Mundial da Obesidade em
2022, cerca de 40% (2 bilhdes) dos adultos apresentam sobrepeso ou obesidade no mundo todo
(L1etal., 2023; MAYORAL et al., 2020; ZHOU et al., 2023).

No Brasil, as mudancas demogréficas, socioeconémicas e epidemiolédgicas no
altimo século resultaram em uma transicdo nos padrdes nutricionais da popula¢do, com uma
diminuicao progressiva da desnutricdo e um aumento alarmante da obesidade. De acordo com
dados da Pesquina Nacional de Saude (PNS), em 2020, 96 milhdes de adultos apresentavam
condicdo de sobrepeso, enquanto mais de 40 milhGes de pessoas tinham obesidade (BRASIL,
2020).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que a obesidade representa o maior fator
de risco para o desenvolvimento de doenca cardiovascular, além de condic¢Ges patologicas como
resisténcia insulinica, disfuncdo endotelial e dislipidemias (ALMEIDA et al., 2017; GUEDES
et al., 2019), predispondo o individuo a diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo, doenca arterial
coronariana, aterosclerose, asma e algumas doencas mediadas pelo sistema imunolégico, tais
como artrite, doenca de Crohn, e cancer. Embora estas associa¢fes tenham sido discutidas em
varias triagens clinicas, 0s mecanismos e os protocolos utilizados para intervengdes terapéuticas
permanecem indefinidos (FRIEDENREICH; RYDER-BURBIDGE; MCNEIL, 2021;
HASANI et al., 2021; TOSCA; SCHIAVETTI; CIPRANDI, 2021).

Dessa forma, o niamero de mortes causadas por doencas, que tem a obesidade como
fator de risco, vem crescendo com o passar dos anos. Projecdes epidemiologicas mostram como
a distribuicdo de mortes relacionadas a obesidade atingiu nivel global (RITCHIE; ROSER,
2017).
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1.2 Classificacéao e etiologia da obesidade

A classificacdo da obesidade ¢ feita, de forma usual, conforme o indice de massa
corporal (IMC), que considera a massa e altura do individuo. Entretanto, este pardmetro ndo é
uma medida fidedigna em alguns casos, uma vez que desconsidera a composi¢édo corporal, bem
como as influéncias de género e etnia. Desse modo, uma avaliacdo mais precisa deve ser
realizada, utilizando medidas antropométricas e bioimpedancia (ROMERO-CORRAL et al.,
2008).

De acordo com o IMC, a populacéo geral é colocada em cinco categorias: abaixo
do peso (IMC < 18,5 kg/m?), peso normal (IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m?), obesidade classe |
(IMC dentre 25,0 e 29,9 kg/m?), obesidade classe 11 (IMC entre 30,0 e 39,9 kg/m?) e obesidade
classe 111 (IMC > 40 kg/m?) (LORENZO, 2016).

O desenvolvimento de obesidade é de etiologia multifatorial, podendo estar
relacionado com a dieta, pratica de atividades fisicas e exposi¢do a contaminantes quimicos que
podem alterar a expressao de genes que favorecem ou dificultam o acimulo de gordura corporal
(HULS et al., 2021). A obesidade esta diretamente associada a redugdo da expectativa de vida,
ao aumento da morbimortalidade e com aumentos dos custos para os sistemas publico e privado
de salde. Apesar de muitas estratégias, como reducdo do consumo de calorias ou melhoria do
metabolismo do individuo, terem sido desenvolvidas para combater a condicdo de sobrepeso e
obesidade, estudos recentes mostram que tais intervencGes, quando realizadas de forma
imprudente, levam ao aparecimento de desordens fisicas e mentais e ndo sdo tao efetivas a longo
prazo (SALAS, 2015).

O estabelecimento de sobrepeso e obesidade é resultante de predisposi¢do genética
e influéncias ambientais. A descoberta de genes que regulam o ganho e perda de massa corporal
permitiu a identificacdo de defeitos genéticos que levam a hiperfagia acompanhada de
obesidade grave e de inicio precoce. Todavia, 0s genes conhecidos explicam apenas uma
pequena parte dos casos na populagdo geral. Os fatores ambientais tem maior contribuicdo para
0 estabelecimento da obesidade, como a oferta de alimentos, atividades de lazer, bem como
fatores que concernem a disparidade sociecondmica, de raga e género (LORENZO, 2016).
Apesar dessa maior influéncia de fatores socioambientais na etiologia da obesidade, poucas

ainda séo as medidas efetivas na diminui¢do da incidéncia e prevaléncia dessa doenga.
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1.3 Fisiopatologia da obesidade, estresse oxidativo e inflamagéo

A obesidade é resultante da interacdo do homem com o meio ambiente e seu estilo
de vida, tendo também fatores genéticos como facilitadores dessa doenca. Ademais, a ingestdo
e 0 gasto de energia sdo determinantes do balanco energético e equilibrio de massa corporal.
Grande parte do controle do gasto energético esta fortemente associado aos mecanismos de
controle de ingestdo de alimentos do centro regulador da massa corporal e da adiposidade,

localizado no hipotalamo (JIN et al., 2023).

A obesidade ¢ um doenca primariamente relacionada com o desbalanco entre a
ingestdo e o gasto energético. Quando existe um superavit de energia, esse excedente pode ser
armazenado no tecido adiposo (TA) e em 6érgdos ndo adiposos, como figado, coragdo e
pancreas, na forma de glicogénio e triglicerideos. O tecido adiposo pode ser subdividido em
tecido adiposo branco (TAB), 6rgdo enddcrino ativo cuja funcao principal € o armazenamento
de energia, mediada por leptina e grelina, e marrom (TAM), responsavel pela termogénese e
producdo de calor ap6s estimulo B-adrenérgico ou exposicdo ao frio (IBRAHIM, 2010; WEST-
EBERHARD, 2019). Dentre esses dois subtipos de tecido adiposo, 0 TAM, que representa
apenas 1 — 2%, desempenha papel crucial na manuntencdo da homeostase energética (JIN et
al., 2023).

Nos ultimos anos, chegou-se ao entendimento de que a fun¢éo do tecido adiposo
estd para além do armazenamento de energia, estando também envolvido em processos
metabdlicos e fisioldgicos referentes a regulacdo de pressdo arterial, homeostase vascular,
metabolismo lipidico, glicidico e angiogénese por meio da liberacdo de mediadores
denominados de adipocitocinas (ZWICK et al., 2018). Todavia, o acimulo de lipideos em
tecidos ndo adiposos pode resultar em hipdxia, disfungdo tecidual, havendo infiltracdo de
macrofagos e aumentando a inflamagéo, o estresse oxidativo e seus riscos associados (JIN et
al., 2023).

Apbs a ingestdo de uma dieta hipercaldrica, estabelece-se um quadro de
hipertrigliceridemia e um aumento na quantidade de &cidos graxos livres na circulacdo
sanguinea, gerando um estado de estresse oxidativo, caracterizado pelo acumulo intracelular de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNs) (FRANCISQUETI et al., 2017).
Esse aumento de acidos graxos livres na circulagdo também promove a expresséo de fator de

crescimento vascular endotelial A (VEGF-A) e vimentina pela regulacdo de receptor ativado
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por proliferador de peroxissoma (PPRAY) que regulam ndo apenas o crescimento celular, mas
também o estabelecimento de resisténcia insulinica e esteatose hepatica (BODEN, 2011; HA et
al., 2020; HURR et al., 2019).

O actmulo excessivo de gordura no organismo acarreta a estimulacdo da
adipogénese, hiperplasia e hipertrofia dos adipécitos do TA. Essa condicdo altera e influencia
no microambiente, podendo levar a hipdxia e maior estado inflamatdrio (JIN et al., 2023). Essa
hipdxia no TA induz a expressdao de fatores de transcricdo, como o NF-kB93, bem como a
liberacdo de citocinas pré-inflamatorias (SUOLANG et al., 2019).

Na condicdo de sobrepeso ou obesidade em humanos, ha a infiltracdo de
macrofagos de perfil M1, pro-inflamatdrio, no TA, e secrecdo de interleucina 1 beta (IL-1p),
interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (PRADO et
al., 2009a). Como agravantes desse quadro, o TA também libera a leptina, principal
adipocitocina pro-inflamatoria que, juntamente com TNF-a, IL-1p, IL-6, resistina e fator de
crescimento hepatico (HGF), contribuem para a progresséo da sindrome metabolica, condigdo
conhecida pela desordem metabdlica causada pela obesidade com envolvimento de intolerancia
a glicose, resisténcia insulinica, dislipidemia, hipertensdo e risco cardiovascular aumentado
(JIN et al., 2023).

Em resposta, citocinas anti-inflamatorias sao secretadas pelos adipdcitos, sobretudo
adiponectina, que exerce um papel anorexigeno, além de aumentar a sensibilidade a insulina e
inibir a inflamacg&o vascular. No entanto, a producédo desses mediadores diminui com o ganho
de massa corporal, o que favorece o estabelecimento de um status de inflamacao tecidual(JIN
etal., 2023; SOWKA; DOBRZYN, 2021).

Nesse contexto, a atual farmacoterapia antiobesidade visa apenas impedir o
acumulo excessivo de lipideos no organismo, seja atuando no hipotdlamo, reduzindo a sensagdo
de fome, ou impedindo a absorcdo de gorduras. Diante da relevancia dos processos
inflamatorios e do estresse oxidativo na gravidade da obesidade e suas complicacdes, é crucial
que a farmacoterapia antiobesidade vise, além da perda de gordura, o combate a inflamacéo e

0 estresse oxidativo tecidual.
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1.4 Tratamento da obesidade

O tratamento da obsesidade baseia-se em abordagens ndo medicamentosa,
medicamentosa ou em associacdo. A terapia ndo medicamentosa baseia-se, sobretudo, no
controle da dieta e na realizagdo de atividade fisica, entretanto, torna-se dificil o seu sucesso
com o presente modo de vida, levando em consideracao a facilidade e o custo de alimentos com
pouco teor nutritivo e com altos teores de agucar e gorduras. Dessa forma, faz-se necessario
que o controle de dieta e atividade fisica sejam acompanhados de tratamento farmacoldgico,
visando potencializar os efeitos da mudanca no estilo de vida dos pacientes obesos (HILLS;
ANDERSEN; BYRNE, 2011). Os métodos de perda de massa corporal incluem, portanto, a
pratica de atividade fisica, mudancas na dieta, cirurgia baridtrica e intervencdes

medicamentosas.

Apesar de ser uma enfermidade metabolica conhecida ha muito tempo pela
comunidade cientifica, as opg¢bes farmacoldgicas para o tratamento da obesidade sdo limitadas
e apresentam diversos efeitos colaterais. Além disso, as mudancas de estilo de vida e do habito
alimentar promovem resultados mais duradouros quando comparados ao tratamento
farmacoldgico isolado (RADAELLI; PEDROSO; MEDEIRQOS, 2016).

E importante salientar que o tratamento medicamentoso deve auxiliar o paciente na
sua mudanca de habitos alimentares, e ndo apenas reduzir a sensacdo de fome e a ingestao de
alimentos, o que tem sido um desafio constante na pesquisa. A terapia antiobesidade tradicional,
resulta somente em 10% da perda de peso em média, reduzindo a adesédo por parte dos pacientes
e levando a consequéncias como o aumento de prescricdes de medicamentos anti-hipertensivos,
hipoglicemiantes e hipolipemiantes, condicdes normalmente associadas ao problema da
obesidade (CHAKHTOURA et al., 2023; RADAELLI; PEDROSO; MEDEIRQS, 2016).

Os atuais farmacos aprovados para tratamento da obesidade estdo envolvidos na
regulacdo de apetite e na inibicdo da absorcdo de gorduras no organismo. A sibutramina
(Biomag®) é um farmaco anfetaminico que induz perda de massa corporal inibindo
seletivamente a recaptacdo neuronal de serotonina e norepinefrina no hipotalamo, e em menor
grau a recaptacdo de dopamina. Ela atua inibindo a ingestdo de alimentos, aumentando a
sensacdo de saciedade e reduzindo o apetite. Apesar de ser eficaz na reducdo da massa corporal,
alguns efeitos colaterais sdo conhecidos, como boca seca, constipacdo, nausea, insénia e
aumento da frequéncia cardiaca (TZOTZAS; KRASSAS; TZIOMALOQOS, 2009).
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O tratamento com sibutramina é contraindicado para pacientes com hipertensdo
arterial e doencas cardiovasculares, bem como para pacientes que fazem uso de farmacos com
acdo central, como os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina, metadona, litio e
inibidores da monoamina oxidase, por exemplo. Os efeitos colaterais dificultam a adeséo e
podem levar a descontinuidade do tratamento, que neste caso, pode fazer com que o paciente
tenha um rapido ganho de massa corporal (TZOTZAS; KRASSAS; TZIOMALOS, 2009).

O orlistate (Xenical®) (figura 1) é um inibidor irreversivel de lipases gastricas e
pancreaticas e atua ligando-se covalentemente ao sitio ativo dessas enzimas no limen do trato
gastrointestinal. Essa ligacdo impede que as enzimas lipases hidrolisem gorduras provenientes
da dieta em acidos graxos livres e monoglicerois. Assim, os triglicerideos que ndo foram
absorvidos sdo eliminados nas fezes. Portanto, a acdo antiobesidade do orlistate esta relacionada
com a capacidade da substancia de reduzir a absorcéao sisttmica de gorduras. O uso de orlistate
influencia na escolha da dieta, uma vez que o consumo de alimentos ricos em gordura pode
gerar severos efeitos adversos gastrointestinais, como diarreia e flatuléncias (HECK;
YANOVSKI; CALIS, 2000b).

Figura 1 — Estrutura quimica do orlistate.

Fonte: Adaptado de (HECK; YANOVSKI; CALIS, 2000c).

Nos ultimos anos, alguns farmacos utilizados no tratamento de diabetes tem sido
redirecionados para o uso antiobesidade. Farméacos analogos de glucagon-like peptide 1 (GLP-
1), como semaglutida (Ozempic®) e liraglutida (Saxenda®), mostraram ser efetivos na reducéo
de 15,8% a 6,4% de massa corporal, respectivamente. Esse efeito é explicado pela menor

absorcéo de calorias pelo efeito inibitorio desses farmacos sobre o apetite e compulséo
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alimentar, fazendo com que o individuo tenha preferéncia por alimentos com menor teor
caldrico. Entretanto, os efeitos colaterais e adversos como nausea, vOmito, diarreia e
aparecimento de céalculos biliares contribuem para a descontinuidade do tratamento
(PEDROSA et al., 2022).

Tendo em vista essas limitacGes dos tratamentos farmacoldgico existentes para a
obesidade, novos compostos tem sido pesquisados como antiobesidade, sobretudo aqueles cujas
atividades antioxidante e antiinflamatéria sdo conhecidas, uma vez que esses componentes
também sdo de importdncia para a fisiopatologia da obesidade, desenvolvimento de

dislipidemias e risco cardiovascular.

1.5 Produtos naturais como terapia antiobesidade

Diante dos impactos da obesidade e suas complica¢des na sociedade moderna, e 0s
efeitos a curto, médio e longo prazo das terapias existentes, se faz necessaria a busca por novos
compostos antiobesidade. As substancias com potencial a serem candidatas nessa terapia devem
obedecer a trés critérios importantes. Primeiro, ter eficicia clinica na reducdo de massa
gordurosa corporal, na morbidade e mortalidade relacionadas a obesidade. Segundo, a relagdo
risco-beneficio deve ser favoravel no que concerne o sucesso terapéutico. Por Gltimo, ser de
facil acesso, pois a disponibilidade de medicamentos sdo importantes fatores, uma vez que a
obesidade € uma doenca que atinge desproporcionalmente as classes sociais economicamente
menos favorecidas (CHAKHTOURA et al., 2023).

Nesse contexto, o mercado das dietas e produtos naturais tem gerado campanhas
para promover a reducdo do acumulo de gorduras com menor esforco possivel. Entretanto,
estudos concluiram que a maioria das terapias complementares, principalmente aquelas que
empregam compostos sintéticos, ndo obecede os critérios estabelecidos, sobretudo quanto a
ocorréncia de eventos adversos severos associadas ao uso de suplementos, como lesdo hepatica
e morte(STICKEL; SHOUVAL, 2015). Desse modo, produtos naturais tem estado na
vanguarda quanto ao seus usos como compostos farmacoldgicos promissores para desordens

metabdlicas.

As plantas sdo fontes de substancias pertencentes a diferentes classes quimicas, que

na medicina popular e na etnobotanica séo utilizadas desde as mais antigas civilizagdes para o
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tratamento e prevencdo de condicBes de salde. Os usos empiricos dessas plantas foram
transmitidos para grupos étnicos de acordo com a propria necessidade humana, o que na
conjuntura moderna tem gerado uma série de instrumentos biotencoldgicos com aplicacdes
terapéuticas, dietéticas e diagndsticas. Nessa perspectiva, produtos vegetais tém ganhado cada
vez mais destaque em virtude da grande variedade e da quantidade de substancias com
diferentes propriedades bioldgicas. Com o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia, a
bioprospeccéo de produtos naturais de origem vegetal torna-se um setor fundamental para o
desenvolvimento tecnolégico (SILVERIO et al., 2020).

Dentre as estratégias utilizadas na busca por moléculas promissoras, tem-se
utilizado o docking molecular, uma ferramenta in silico capaz de avaliar a interacao de ligantes
com proteinas alvos importantes na fisiopatologia de doencas. Sendo assim, é possivel a analise
preditiva de compostos com potencial biotecnolégico visando a interagcdo com alvos proteicos
envolvidos no desenvolvimento de patologias, como a obesidade (PINZI; RASTELLI, 2019).

1.6 Asilimarina como ferramenta farmacoldgica

Tendo em vista a aplicacdo das plantas da flora brasileira com potencial
biotecnolégico, aplicacdo etnofarmacolégica e de desenvolvimento de ferramentas
farmacoldgicas, destaca-se a Silypum marianum L. (figura 2), espécie de planta medicinal
popularmente conhecida como cardo mariano e cardo leite. E uma espécie integrante da familia
Asteraceae, sendo nativa do sul da Europa, sul da Russia, Asia Menor e norte da Africa que se
adaptou ao norte e sul da América, bem como no sul da Austrélia. Essa planta vem sendo
utilizada ha mais de 2000 anos pela medicina tradicional na alopatia e fitoterapia por suas
atividades antioxidante e hepatoprotetora, principalmente (SAYIN et al., 2016;
TAIMOHAMMADI; RAZAVI; HOSSEINZADEH, 2018).
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Figura 2 — Silimarina (Silybum marianum L. Gaernt.).

Fonte: (BIJAK, 2017).

Essa planta ganhou proeminéncia na década de 60, quando pesquisadores isolaram
seus principais constituintes ativos do extrato lipofilico, elucidando as estruturas quimicas. Os
principais componentes isolados e caracterizados estruturalmente da silimarina foram silibina
(60%), silicristina (20%), silidianina (10%), isosilibina (5%) e taxifolina (1%) (figura 3)
(NAVARRO et al., 2019; NI; WANG, 2016).

A silimarina é o principal componente extraido das sementes e frutos da S.
marianum L. e apresenta diversas propriedades, dentre elas de impedir a peroxidacdo lipidica
de membranas celulares e de organelas dos hepatdcitos. Diversos estudos associam a atividade
da silimarina na modulacdo da sintese de RNA mensageiro, o que aceleraria a sintese proteica,
reduzindo os niveis séricos das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e da biossintese do
colesterol, sobretudo reduzindo concentragdo dos niveis de colesterol biliar (NAVARRO et al.,
2019; TAJIMOHAMMADI; RAZAVI; HOSSEINZADEH, 2018).

Além dessas propriedades, a silimarina apresenta outras acdes farmacoldgicas,
como colerética, anti-inflamatoria, hipoglicémica, antimicrobiana, antifibrética,
imunomodulatéria e cardioprotetora. Ademais, estudos clinicos tém demonstrado eficacia da
silimarina em diferentes doengas como sepse, osteoporose, aterosclerose, transtornos mentais
e doencas de cunho metabdlico, como a obesidade, firmando-se como um produto de origem
natural com potencialidades biotecnoldgicas que ainda merecem ser exploradas (BORGES et
al., 2016; STOLF; CARDOSO; ACCO, 2017).



Figura 3 — Principais componentes do extrato de silimarina (S. marianum L.).

OH

OH

Silibina B

Fonte: Adpatado de WADHWA et al., 2022.

Silidianina

24



25

2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

Estudos epidemioldgicos tém revelado que, devido ao nimero crescente de pessoas
em condi¢do de obesidade e sobrepeso, ha também um consecutivo aumento de pacientes com
sindrome metabdlica e risco cardiovascular elevado (CABALLERO, 2019). Ademais, 0s
farmacos utilizados na terapia antiobesidade apresentam eficicia limitada e um perfil de
toxicidade relevante, o que favorece a descontinuidade do tratamento. Dessa forma, persiste
relevante a busca por novos farmacos, sobretudo aqueles de origem natural e que possuam

mecanismos que atuem na melhora da utilizacdo dos lipideos no organismo.

Nesse sentido, a prospeccdo de produtos naturais € um ponto importantissimo na
pesquisa de ferramentas farmacol6gicas e biotecnologicas em diversas areas das ciéncias
farmacéuticas. Logo, o presente trabalho reitera a importancia em questdo e ratifica a
necessidade de investigar o potencial terapéutico da silimarina como agente contra a obesidade,
visto que esta condigéo tem sido considerada como o maior fator de risco para a doenga arterial

coronariana, além de um grande impacto social e econdmico decorrente dessa doenca.

Destarte, a silimarina é um potencial candidato na terapia antiobesidade, visto que
esta condicdo é intimamente relacionada com o estresse oxidativo, que culmina com o

desenvolvimento da sindrome metabdlica (DANTAS et al., 2018).

Adicionalmente, a silimarina é um extrato ja utilizado em formas farmacéuticas
comercializadas ao redor do mundo. Sua principal aplicacdo se da apresentacdes orais voltadas
para a hepatoprotecdo; no entanto, algumas outras indicacdes ja sdo descritas, como suplemento
dietético associado prevencdo do envelhecimento ou até mesmo usado por atletas a fim de

prevenir o estresse oxidativo.

Ademais, por ser um produto ja comercializado mundialmente, com registro em
orgaos sanitarios, muitos estudos de eficacia e efetividade pré-clinica e clinica; além de estudos
de seguranca ja comprovados em diferentes populacdes, 0 emprego da silimarina em modelo
de obesidade possibilita uma maior possibilidade de aplicacdo real desse composto pela
populacéo, podendo contribuir para a melhoria da qualidade de vida da populacéo e diminuicdo

dos impactos sociais, econdmicos e de saude relacionados com a obesidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Estudar o potencial efeito da silimarina em modelo in vivo de obesidade, visando
associar o estresse oxidativo e fendmenos inflamatorios com a deposicdo excessiva de gordura

no organismo.

3.2 Objetivos Especificos

v" Estudar o efeito da silimarina nas alterac6es bioquimicas laboratoriais no perfil lipidico e
hepéatico em animais submetidos a inducéo de obesidade por dieta hipercaldrica.

v" Correlacionar os possiveis efeitos antiobesidade com a melhora dos parametros de estresse
oxidativo e histologico.

v Investigar o envolvimento do potencial anti-inflamatério e antioxidante da silimarina com o
efeito antiobesidade.

v" Investigar a interacdo tedrica dos componentes da silimarina com enzima lipase pancreatica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Analise experimental in vivo

4.1.1 Animais e aspectos éticos

Os procedimentos com animais foram realizados no Laboratério de Toxicologia
Experimental e Analitica (LabTOX) do Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas
(DACT/UFC), pertencente a Faculdade de Farméacia, Odontologia e Enfermagem da

Universidade Federal do Ceara.

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos pesando entre 18 e 22g,
provenientes do Biotério Prof. Eduardo Torres da Universidade Federal do Ceard. Os animais
foram acondicionados em caixas de polipropileno e mantidos sob temperatura média de 22 + 2
°C, com umidade relativa de 50 + 10%, em ciclo claro/escuro de 12/12 horas com iluminacao

artificial.

Todos os protocolos experimentais realizados atenderam o0s preceitos éticos
nacionais (definidos pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal -
CONCEA) e internacionais referentes a pesquisa em experimentacdo com animais. O projeto
foi submetido e aprovado pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
do Ceard (CEUA-UFC), com protocolo n°® 9214030622 (Anexo 1).

4.1.2 Producdo da racao hipercalérica

No modelo experimental, foram fornecidos dois tipos de racdo para 0s animais:
racdo padrdo (RP) e racdo hipercaldrica (RH) para inducdo da obesidade nos animais. A
composicao nutricional das duas ragdes esta apresentada na tabela 1.

A dieta hipercaldrica foi produzida de acordo com o padronizado por Estadella et
al. (2004), sendo composta por racdo padrdo, chocolate ao leite, amendoim torrado e biscoito
de amido de milho na proporg¢éo 3:2:2:1. Todos os componentes foram triturados e misturados
em batedeira industrial até homogeneizacdo. Posteriormente, a massa foi extrusada para
confeccao dos pellets, para obtencao de formato similar ao da ragéo padrdo. Até o0 momento do

uso, a RH foi armazenada em temperatura entre 2 e 8 °C.
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Os procedimentos para a confeccdo dos pellets de racdo hipercalérica foram
realizados no Laboratério de Farmacotécnica do Departamento de Farmacia/lUFC, sob a

orientacdo do Prof. Dr. Said Goncalves da Cruz Fonseca.

Tabela 1 — Composi¢do nutricional das ragdes padrdo e hipercal6rica.

Componente nutricional Racéo padrédo (RP) Racao hipercalorica (RH)

Carboidratos 56% 48%
Proteinas 19% 20%
Lipideos 3,5% 20%

Vitaminas e minerais 5% 5%
Celulose 4,5% 4%
Umidade 12% 3%

Teor energético 4,07 kcall/g 5,11 kcallg

Fonte: ESTADELLA et al., 2004.

4.1.3 Avaliacdo do efeito antiobesidade da silimarina em camundongos

Camundongos C57BL/6 machos foram aclimatados durante uma semana recebendo
agua e racao padrdo ad libitum. Ao atingirem a massa corpérea entre 18 e 22 g, foram divididos
em 7 grupos (n = 10 por grupo, sendo cada grupo aclimatado em caixas contendo 5 animais),
conforme descrito na quadro 1. Para as preparacdes de silimarina (Sigma-Aldrich catalogo n°
S0292) e orlistate (Sigma-Aldrich catdlogo n° PHR1445), utilizou-se solucéo de cloreto de

sodio (NaCl) 0,9% (salina) como veiculo.

Conforme apresentado na figura 4, ap6s periodo de aclimatacdo, os animais
receberam RP ou RH durante 55 dias. O tratamento com veiculo, orlistate ou silimarina iniciou
no 6° dia apds a oferta de RH, sendo realizada por 50 dias consecutivos. Diariamente, a massa

corporal dos animais foi medida, assim como o consumo médio de agua e ragdo de cada grupo.

Ao final do protocolo, os animais foram anestesiados (cetamina 100 mg/kg e
xilazina 10 mg/kg), eutanasiados e submetidos a técnica cirdrgica para remogao de tecido
adiposo e hepatico, além de amostras de sangue em tubos heparinizados para obtencéo do
plasma. As amostras teciduais foram pesadas e seccionadas ao meio, sendo uma se¢do para
analise histoldgica e outra, armazenada em freezer -80 °C para mensuracao de marcadores de

estresse oxidativo.
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Quadro 1 — Grupos experimentais.

Grupo experimental Sigla Procedimento
Controle CT RP + veiculo por via oral (v.0.)
Silimarina S100 RP + silimarina 100 mg/kg (v.0.)
Obesidade RH RH + veiculo por via oral (v.0.)
Orlistate RH + Orl RH + orlistate 30 mg/kg por via oral (v.0.)
Silimarina 100 RH + S100 | RH + silimarina 100 mg/kg por via oral (v.0.)
Silimarina 10 RH + S10 | RH + silimarina 10 mg/kg por via oral (v.0.)
Silimarina 1 RH + S1 RH + silimarina 1 mg/kg por via oral (v.0.)

Legenda: RP: racdo padrdo; RH: racdo hipercalérica; Orl: orlistate 30 mg/kg (LEE et al., 2019); S: silimarina.

Fonte: elaborado pelo autor.

Figura 4 — Linha do tempo do modelo de inducéo de obesidade em camundongos C57BL/6.

Medida diaria de massa corporal e consumo de agua e ragao

Aclimatagdo || RP ouRH (RP ou RH) + Tratamento ’
L )

Ve

18-22g Salina, Orlistate ou Silimarina (100; 10 ou 1 mg/kg)

Amostras de
plasma e tecidos
(adiposo e figado)

Fonte: elaborado pelo autor pelo software Biorender.

4.1.4 Anélise de marcadores bioquimicos plasmaticos

Para determinacdo de colesterol total (Ct), triglicerideos (Tg), alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), as amostras de sangue foram
colhidas em eppendorf contendo heparina sodica (5000 Ul/mL) e centrifugadas (4500 rpm por
10 minutos). Entdo, o plasma foi separado e congelado a -20°C para posteriores dosagens,

respeitando-se a estabilidade das varidveis analisadas.

As quantificagbes dos analitos foram realizadas utilizando-se kit’s enzimaticos

colorimétricos (Labtest® e Bioclin®), seguindo as recomendagdes dos fabricantes, utilizando
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espectrofotdmetro semi-automatico Labquest®.

Todas as analises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Analises Clinicas
e Toxicoldgicas (LabTOX) e Laboratorio de Bioprospeccao Farmacéutica e Bioquimica Clinica
(LBFBC), do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas da Faculdade de Farmacia,

Odontologia e Enfermagem da Universidade Federal do Ceara.

4.1.5 Lipidios totais e triglicerideos em tecidos adiposo e hepatico

Amostras de tecido adiposo e hepéatico (100 mg) foram homogeneizadas em solucao
de cloroférmio:metanol:agua (na proporcdo de 2:2:1) e mantidas sob agitacdo. Apoés
centrifugacdo (200g/2minutos), 500 pL da fase orgéanica foi transferida para um tubo
previamente pesado. A massa de lipideos totais foi obtida pela diferenca entre a massa do tubo
antes e ap06s a evaporacdo do solvente. Entdo, o conteudo lipidico foi solubilizado em
isopropanol puro e os niveis de Tg foram determinados por método colorimétrico (Labtest®) e

expressos como mg de Tg/g de tecido (SAINI et al., 2021).

4.1.6 Analise de marcadores de estresse oxidativo

As amostras de tecidos congelados foram pesadas e homogeneizadas em solugéo
fosfato tamponada (PBS, constituido de NaCl 137 mM; KCI 2,7 mM; KH2PO4 1,47 mM e
Na2HPO4 8,1 mM; pH 7,4). Todo o conteudo foi transferido para eppendorf, centrifugado
(1000 g/10 minutos/4°C) e o sobrenadante utilizado para os ensaios (MANCINI, 2013).

4.1.6.1 Dosagem de proteinas totais

O metodo de determinacdo de proteinas de Bradford consiste em reacéo
colorimétrica em que proteinas presentes na amostra se ligam ao corante Coomassie Brilliant
Blue G-250, em meio &cido, induzindo alteragdo da cor marrom para a cor azul, devido a
presenca da forma anibnica do corante. Sendo assim, a intensidade da cor € proporcional ao
teor de proteina (BRADFORD, 1976).
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Para isso, em uma microplaca foram adicionados 150 uL do reagente de Bradford
e 5 pL das amostras dos homogenatos de tecido adiposo e hepético. A curva padrdo foi feita
com solucdo de albumina de soro bovino (BSA). As leituras foram realizadas por

espectrofotometria a 595 nm e os resultados expressos em mg/mL.

4.1.6.2 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

Malonildialdeido (MDA) € o principal produto de peroxidacdo lipidica e
representante das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBA) — TBARS. A reacéo leva
a formacdo de MDA-TBA, produto com coloragdo rosa cuja intensidade pode ser mensurada
por espectrofotometria, conforme mostra a figura 5 (LEON; BORGES, 2020).

Figura 5 — Reacdo de deteccédo das espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).
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Fonte: MIHARA; UCHIYAMA; FUKUZAWA, 1980.

Para essa analise, transferiu-se para eppendorf 125 pL dos homogenatos e
adicionou-se 750 pL de acido fosforico (HsPO4) 1% e 250 pL de solucéo de acido tiobarbitdrico
a 0,6%. Apds homogeneizagdo, a mistura foi incubada a 100 °C por 60 minutos. Entdo, as
amostras foram centrifugadas (2000 rpm/10 minutos) e o sobrenadante foi separado para a
realizacdo da leitura em espectrofotdmetro a 535 nm. Os resultados foram expressos em
microgramas de TBARS por miligrama de proteina (ng/mg) (OHKAWA,; OHISHI; YAGI,
1979).
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4.1.6.3 Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa na sua forma reduzida (GSH), em condi¢fes de estresse oxidativo, é
convertida a GSSG. Esse processo pode ser revertido pela agdo da enzima glutationa redutase
(GR) (figura 6). As medidas dos niveis de GSH e GSSG (razdo GSH/GSSG) sdo uteis para a
avaliacdo de estresse oxidativo tecidual, uma vez que, nessas situacoes, ocorre deplecdo dos
estoques de GSH (GIUSTARINI et al., 2011).

Figura 6 — Interconversédo da glutationa nas suas formas reduzida e oxidada.
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Legenda: Glutationa reduzida (GSH); Glutationa oxidada (GSSG) — duas moléculas de glutationa associadas por

ligacdo de sulfeto (SX); Glutationa redutase (GR); Glutationa oxidase (GO); Glutationa peroxidase (GSH-PXx).

Fonte: Adaptado de SAMPAIOQ, 2016.

Buscando-se medir os niveis teciduais de GSH, 100 pL de homogenato foram
adicionados a 80 pL de agua destilada e 20 pL de acido tricloroacético a 50%. Apds agitacéo,
as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, retirou-se 100 pL do
sobrenadante e adicionou-se a 200 pL de tampdo tri-hidroximetil-aminometano (Tris) 0,4 M
(pH 8,9). Entdo, adicionou-se 10 pL do reagente cromogénico é&cido 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzdico (DTNB) 0,01 M. As amostras foram homogeneizadas e, ap6s 3 minutos, foi
realizada a leitura em espectrofotdbmetro a 412 nm. Os resultados foram expressos em

microgramas de GSH por miligrama de proteina (nug/mg) (SAMPAIO, 2016).
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4.1.6.4 Atividade relativa da superdxido dismutase (SOD)

A enzima superoxido dismutase (SOD) constitui uma defesa antioxidante
catalisando a dismutagdo dos radicais superdxidos em oxigénio e peréxido de hidrogénio. O
método para determinacdo dos niveis de SOD envolve a formagdo da hidroxibenzoquinona,
formada a partir da oxidacdo do pirogalol pelos anions superoxidos, e, consequentemente, do
sal brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT), de tal forma que a
intensidade da cor é inversamente proporcional a atividade enziméatica de SOD (SIQUEIRA,
2021).

Com essa finalidade, em microtubo, adicionou-se 99 pL de solugdo tampéo fosfato
(pH 7,4), 6 pL de solucdo de MTT 1,25 mmol/L, 15 uL de pirogalol a 0,1 mmol/L e 30 pL do
homogenato. A mistura foi incubada a 37°C por 10 minutos. Em seguida, adicionou-se 150 pL
de dimetilsulféxido e foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 570 nm. Os resultados
foram expressos em unidades por miligrama de proteina (U/mg) (LOWRY et al., 1951).

4.1.7 Anélise de marcadores inflamatorios

O niveis de adiponectina do tecido adiposo (Millipore — Cat. EZMADP - 60K) e
niveis de interleucina-1p (IL-1 B) (BD OptEIA — Cat. 557953) em homogenatos foram
mensurados utilizando kit’s comerciais de ensaios imunoenzimaticos (ELISA), seguindo as
instrucdes do fabricante. Os niveis dos marcadores inflamatorios foram expressos como ng/mg

de proteina e pg/mg de proteina para adiponectina e IL-1p, respectivamente.

4.1.8 Anaélise histoldgica

Os tecidos adiposo e hepaticos foram fixados em formol tamponado 10% durante
24 e 48 h, respectivamente, e em seguida, conservados em solucdo etanolica a 70%. O
processamento histolégico, corte em microtomo, coloragéo e avaliagéo histoldgica foram feitos
no Laboratorio de Histologia de Efeitos Causados por Venenos de Serpentes e Plantas
(HISTOVESP) da Universidade Estadual do Ceara, conforme Manual de Técnica Histologica

de Rotina e Coloragdes de Santos et al., 2021.

O processamento histoldgico consiste em tratamento quimico que objetiva tornar

os fragmentos de tecido rigidos para facilitar a obtencdo de cortes finos, que serdo
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posteriormente observados em microscopio. Nesse processo, o0s tecidos passam por etapas de
desidratacéo, diafanizacéo, impregnacéo e incluséo (figura 7).

A desidratacdo é realizada pela imersdo dos tecidos em solugdes alcodlicas em
concentragdes graduais (70%, 80%, 90% e 100%) por 1 hora em cada, sendo repetida a imersao
em alcool absoluto. Esse processo tem por finalidade a retirada de agua para néo interferir na
impregnacéo pela parafina. Em seguida, € realizada a diafanizacéo ou clarificacdo dos tecidos.
Essa etapa visa a remocéo do alcool residual e sua completa substitui¢do pelo xilol, substancia
miscivel com etanol (agente desidratante) e com a parafina (agente impregnador). Para isso, 0s
tecidos foram imersos em xilol (xilol I e xilol I1) por 1 hora cada.

Apos diafanizadas, as amostras foram impregnadas com parafina liquida para que
se tornassem rigidas e faceis de cortar. A impregnacdo com parafina elimina o xilol das
amostras teciduais e permite sua penetracdo nos espacos antes ocupados por agua ou gordura.

Dessa forma, as amostras foram imersas em parafina (parafina I e parafina I1) em estufa a 60°C.

Figura 7 — Esquema de processamento histoldgico.
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Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2021 (biorender).

4.1.8.1 Processo de inclusédo e microtomia dos tecidos hepaticos e adiposo

Posteriormente, foi realizado o procedimento de inclusdo que consiste em transferir
os tecidos para moldes onde serdo envolvidos por parafina liquida. Apds resfriamento, os blocos
de parafina com os tecidos incluidos foram obtidos. Entdo, foi realizada a microtomia, para
obtencdo de cortes finos dos tecidos. Esses cortes foram colocados em banho (50°C) para
distensdo da parafina, evitando dobras nos tecidos. Os cortes foram postos em laminas e

colocadas em estufa (60°C por 2 horas).
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4.1.8.2 Coloracéo histoldgica com hematoxilina e eosina (H.E.)

Para realizar a coloracdo dos tecidos com o corante hematoxilina e eosina, as
amostras foram desparafinizadas (imersao em xilol I e xilol Il por 10 minutos cada), seguida de
hidratacdo em que as amostras foram imersas em solucdes decrescentes de alcool etilico (alcool

absoluto I, alcool absoluto 11, alcool 90%, 80%,70% e agua destilada por 1 minuto cada).

Em seguida, as laminas foram lavadas com &gua destilada e tratadas com
hematoxilina por 3 minutos. Novamente, as laminas foram lavadas com &gua destilada e corada
com eosina (imersas durante 7 minutos). As amostras foram desidratadas, clarificadas e levadas

para analise ao microscopio.
4.1.9 Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados no programa GraphPad Prism 5.0 e expressos
como média + erro padrdo da média. Para a verificacdo das diferencas estatisticas entre os
grupos foram performadas analise de variancia one-way e two-way (ANOVA) com pos-teste de

Dunnett e correlacdo de Pearson, adotando-se como critério de significancia p<0,05.

4.2 Docking molecular

4.2.1 Preparagdo dos ligantes e receptor

As estruturas quimicas da isosilibina A (CID11059920), isosilibina B
(CID10885340), silibina A (CID31553), silibina B (CID1548994), silicristina (CID441764),
silidianina (CID11982272), taxifolina (CID439533) e orlistate (CID 303410) foram obtidas no
repositorio PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm. nih.gov/). As estruturas tridimensionais em
pH fisioldgico foram obtidas utilizando o software MarvinSketch (CSIZMADIA, 1999) e
otimizadas no software Avogadro (HANWELL et al., 2012), configurado para utilizar
algoritmo steepest descente com ciclos de 50 interagdes, aplicando o campo de forca MMFF94
(Merck Molecular Force Field) (HALGREN, 1996; MARINHO et al., 2021).

Para investigar as possiveis interagdes dos compostos frente a lipase pancreética, a
estrutura cristalografica do “Complexo lipase pancreética colipase inibida por &cido
metoxiundecilfosfinico (MUP) com resolucdo de 2,46 angstrons” (PDB ID: 1LPB) foi obtida
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do repositério Protein Data Bank (https://www.rcsb.org/) (EGLOFF et al., 1995). Na etapa de

preparacdo da estrutura da enzima foram removidos os interferentes (moléculas de agua, ions e
outras moléculas co-cristalizadas), adicionados os hidrogénios polares, cargas Kollman e cargas
Gasteiger utilizando o software Autodocktools ™ (TROTT; OLSON, 2010).

4.2.2 Condigdes das simulagdes

O docking molecular foi executado utilizando o software AutodockVina (TROTT;
OLSON, 2010), Lamarkian Genetic Algorithm (LGA) e Exhaustiveness 64 (MENDES et al.,
2023). O grid box foi centralizado de maneira a envolver toda a estrutura da enzima (-6.389 X,
29.851y, 38.483 z) e size (114 x, 94y, 110 z). O protocolo foi validado através do redocking
com o inibidor co-cristalizado MUP. Foram realizadas 50 simula¢fes independentes, gerando
20 poses cada. Na selecdo das melhores poses, foram utilizados os critérios estatisticos RMSD
< 2,0 A (Root Mean Square Deviation) (YUSUF et al., 2008) e valores de energia de afinidade
iguais ou inferiores a -6.0 kcal/mol (SHITYAKOV; FOERSTER, 2014; SILVA et al., 2021).

Para identificacdo das distancias e tipos de interagcdo intermoleculares com 0s
residuos de aminoécidos, os dados foram analizados utilizando os softwares UCSF Chimera ™
(PETTERSEN et al., 2004), Discovery studio visualizer ™ viewer (BIOVIA, 2016), Pymol
(SEELIGER; DE GROOT, 2010), e o servidor Protein-Ligand Interaction Profiler (PLIP)
(ADASME et al., 2021; SALENTIN et al., 2015).
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5 RESULTADOS

5.1 Analise do modelo de inducéo de obesidade

5.1.1 Massa corporal de camundongos C57BL/6

A racdo hipercaldrica foi capaz de induzir obesidade em camundongos C57BL/6,
confirmada pelo aumento da massa corporal dos animais que receberam a racdo hipercaldrica
(RH) em comparacéo aos animais que receberam racao padrdo. N&o foi observada variacao de
massa corporal nos animais que receberam somente silimarina, em comparacdo ao grupo
controle. Os grupos tratados com silimarina 100 mg/kg e orlistate 30 mg/kg (RH + S100 e RH
+ Orl) comecaram a apresentar diferenca de massa corporal em relagdo ao grupo obesidade
(RH) no dia 7, e esse efeito se manteve até o final do experimento. O grupo tratado com
silimarina nas doses de 10 e 1 mg/kg (RH + S10 e RH + S1) apresentaram diferenca a partir do

dia 10 e 22, respectivamente, conforme mostra a figura 8.

Figura 8 — Evolucéo da massa corporal de camundongos C57BL/6 durante modelo de obesidade
induzida por dieta hipercalorica.
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Legenda — os resultados estdo expressos como média + EPM da variagdo percentual de massa corporal em
comparacdo ao primeiro dia do experimento. A comparacgdo dos dados entre 0s grupos experimentais foi feita por
two-way ANOVA com pés-teste de Dunnett. CT = controle; RH = ragdo hipercalérica; Orl = orlistate; S =
silimarina (100, 10 e 1 mg/kg).

Fonte: elaborado pelo autor.

Para confirmar o efeito antiobesidade observado na figura anterior, a area sob a

curva (AUC) da massa corporal dos animais submetidos ao modelo experimental foi calculada.
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Como demonstrado na figura 9 e na tabela 2, os animais alimentados com RH apresentaram
AUC superior (1.415 £ 25,5) quando comparados aos animais do grupo controle (1.126 + 23,1).
Os valores de AUC encontrados para os animais tratados com orlistate e silimarina (100 mg/kg)
demonstraram que essas substancias foram capazes de impedir completamente 0 aumento do
ganho de peso induzido pela RH. Adicionalmente, o tratamento com silimarina, nas doses de

10 e 1 mg/kg, reduziu parcialmente a AUC.

Figura 9 — Area sob a curva (AUC) da evolucio da massa corporal de camundongos C57BL/6
em modelo de inducgdo de obesidade por dieta hipercaldrica.
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Legenda — os resultados estdo expressos como média £+ EPM. A comparagdo dos grupos experimentais foi feita
por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnett. CT = controle; RH = rac¢éo hipercalérica; Orl = orlistate; S =
silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg). p<0,05 vs. grupo CT; p<0,05 vs. grupo RH. Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 2 — Valores de AUC da evolucgdo de massa corporal de camundongos C57BL/6 durante
modelo de obesidade induzida por dieta hipercalorica.

Grupo . AUC. -
(unidades arbitrarias)
CT 1.126 + 23,1
S100 1.108 £ 25,4
RH 1.415 + 25,5%
RH + Orl 1.167 + 23,3°
RH + S100 1.208 + 24,9°
RH+ S10 1.250 + 40,2%P
RH + S1 1.294 + 18,5%P

Legenda — Os resultados estdo expressos como média + EPM. A comparacdo dos dados entre 0s grupos
experimentais foi feita por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnett. CT = controle; RH = rac¢éo hipercal6rica;
Orl = orlistate; S = silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg). p<0,05 vs. CT; °p<0,05 vs. grupo RH. Fonte: elaborado pelo

autor.
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Adicionalmente, na tabela 3 estdo apresentados os valores de massa corporal no
primeiro e Ultimo dia do modelo experimental, além da variacdo absoluta e percentual da massa
corporal. Para otimizar a comparacao entre 0s grupos, os animais foram divididos de forma a
ndo apresentarem diferenca significativa de massa corporal entre 0s grupos no inicio do
experimento. Ao final de 55 dias, os animais do grupo obesidade (RH) apresentaram variagdo
de 12,5 £ 0,5 g, equivalente a quase 70% de aumento. Em comparacéo, o grupo controle (CT)
apresentou aumento de massa corporea menor (3,9 £ 0,3, cerca de 21,3 %). Como observado
na tabela, o grupos RH + Orl e RH + S100 preveniram o aumento de massa corporal em quase
40%, enquanto que os grupos RH + S10 e RH + S1 reduziram esse aumento em

aproximadamente 29 e 19%, respectivamente.

Tabela 3 — Variacdo de massa corporal dos camundongos C57BL/6 submetidos ao modelo de
obesidade induzida por dieta hipercalérica ao inicio e fim do experimento.

Grupo Massa corporal (g) Variacdo de massa (Q)

Inicial (dia0) Final (dia55)  Absoluta (g) Relativa (%)

CT 18,3+0,3 22,2+0,5 3,9+0,3 21,3+14

S100 182+04 21,2+05 3,0£0,3 16,7+14

RH 185+0/4 31,1+£0,7 125+0,52 67,7 £2,5°

RH + Orl 180+0/4 234+0,7 5,4 +0,4° 30,2 +1,7°

RH + S100 188+0/4 245+0,5 57+0,2° 30,1 +1,1°
RH+ S10 18,6 +0,6 258+0,8 7,2+0,32P 38,5+ 1,430
RH + S1 184+04 274+0,6 9,1+ 0,4° 49,4 + 2 52b

Legenda — os resultados estdo expressos como média + EPM. A comparagdo dos dados entre 0s grupos
experimentais foi feita por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnett. CT = controle; RH = racéo hipercaldrica;
Orl = orlistate; S = silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg). 3p<0,05 vs. grupo CT; ®p<0,05 vs. grupo RH.

Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.2 Consumo de ragdo e dgua de camundongos durante modelo de indugdo de obesidade

por dieta hipercalérica

A insercdo da dieta hipercalorica para a inducdo de obesidade nos animais reduziu
0 consumo de ragdo, mas ndo afetou o consumo de agua. O consumo médio de ragdo do grupo
controle (racdo padrdo) apresentou area sobre a curva de 80,29 + 4,74, observando-se uma
reducdo significativa dos grupos que receberam RH, com valores de area sobre a curva que

variou de 56,04 + 0,58 a 61,29 + 0,38. O consumo de agua apresentou area sob a curva que
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variou entre 105,6 + 3,05 e128,5 + 4,31, conforme apresentado na figura 10 e tabela 4.

Figura 10 — Area sob a curva (AUC) do consumo de racéo e de agua de camundongos C57BL/6
em modelo de inducdo de obesidade por dieta hipercalorica.
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Legenda — os resultados estdo expressos como média £+ EPM. CT = controle; RH = racdo hipercaldrica; Orl =
orlistate; S = silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg). A anlise estatistica foi feita por one-way ANOVA com pos-teste de
Dunnett (?p<0,05 vs. grupo CT).

Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 4 — Area sob a curva do consumo médio de racéo e dgua de camundongos C57BL/6 em
modelo de obesidade induzida por dieta hipercaldrica.

Grupo

Consumo de racéo

Consumo de agua

(AUC) (AUC)
cT 80,20 « 4,74 1192 £ 3,15
5100 83,77 + 2,70 128,5 + 4,31
RH 61,29 + 0,38° 107,0 + 2,60
RH + Orl 56,04 + 0,587 105,6 + 3,05
RH + S100 57,09 + 1,73° 106,1 + 5,86
RH+ S10 60,47 + 0,65° 106,2 + 3,31
RH + S1 61,27 + 0,40° 114,2 + 1,48

Legenda — os resultados estdo expressos como média + EPM. A analise estatistica foi feita por one-way ANOVA
com pos-teste de Dunnett (®p<0,05 vs. grupo CT). CT = controle; RH = ra¢8o hipercaldrica; Orl = orlistate; S =
silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg). Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.3 Marcadores bioquimicos plasmaticos

A partir das amostras de plasma, foram mensurados os niveis de colesterol total
(Ct), triglicerideos (Tg), alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST)
(tabela 5), para avaliagdo do metabolismo lipidico e da funcdo hepética. Todas as doses de
silimarinas foram capazes de reduzir os niveis de Ct em comparacédo ao grupo RH (142,6 + 7,6)
em aproximadamente 36% (Figura 11A). Quanto aos niveis de Tg, 0 grupo tratado com
silimarina 100 mg/kg reduziu completamente (51,5 £ 2,3) em relagédo ao grupo RH (111,1 +
3,0), néo apresentando diferenca do grupo CT (41,0 + 3,2). Os grupos tratados com silimarina,
nas doses de 10 e 1 mg/kg, também reduziram os niveis de Tg em relacdo ao grupo RH (Figura
11B).

Em relagdo aos nives de ALT e AST, o tratamento de silimarina preveniu
completamente o aumento dos marcadores de dano hepético. O grupo RH apresentou valores
superiores de ALT (63,7 £ 1,9 U/L) e AST (227,1 + 28,4 U/L), em relacéo ao grupo CT (31,8
+15U/L)e (61,2 + 2,6 U/L), respectivamente. O tratamento com silimarina, em todas as doses
testadas, preveviu o aumento de ALT e AST, apresentando valores equiparados ao grupo CT
(Figura11C e D).
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Figura 11 — Marcadores bioquimicos plasmaticos de camundongos submetidos ao modelo de
obesidade.
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Legenda — os resultados estdo expressos como média £+ EPM. A comparagdo dos dados entre 0s grupos
experimentais foi feita por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnett. CT = controle; RH = racéo hipercal6rica;
Orl = orlistate; S = silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg). p<0,05 vs. grupo CT; °p<0,05 vs. grupo RH. Fonte: elaborado
pelo autor.

Tabela 5 — Niveis plasmaticos de colesterol total (Ct), triglicerideos (Tg), alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST).

Grupo Colesterol total (mg/dL) Triglicerideos (mg/dL)  ALT (U/L) AST (U/L)

CT 479+4.3 41,0+3,2 31,8+1,5 61,2+2,6
S100 57,7+29 36,4 +3,3 27,2+1,0 64,3+6,7
RH 142,6 + 7,6 111,1 + 3,0 63,7+1,9* 227,1+284°
RH + Orl 79,4 £ 4,3%P 64,2 + 4,02° 386+25° 792+74°
RH + S100 94,7 + 2,6%P 51,5+2,3" 20,3 £0,5%P 63,7 £0,7°
RH+ S10 96,3 + 5,12P 61,3 £ 5,62° 271,7+2,6° 78,5+ 4,3
RH + S1 101,6 + 5,820 62,4 +7,02° 352+38° 68,3 £ 6,2°

Legenda — os resultados estdo expressos como média + EPM. A comparacdo dos dados entre 0s grupos
experimentais foi feita por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnett. CT = controle; RH = rac¢éo hipercal6rica;
Orl = orlistate; S = silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg). p<0,05 vs. grupo CT; °p<0,05 vs. grupo RH. Fonte: elaborado
pelo autor.
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5.1.4 Massa e contetdo lipidico dos tecidos adiposo e hepatico

Ao final dos 55 dias do modelo, os tecidos hepatico (figura 12A) e adiposo (figura
12B) dos animais foram separados, pesados e foi mensurado o conteudo lipidico. Observou-se
que os grupos tratados com silimarina nas 3 doses apresentaram redu¢do da massa de tecido
adiposo abdominal, com valores entre 1,11 a 1,14 g, em comparacao ao grupo obesidade (2,38
+ 0,17 g), redugdo de aproximadamente 55% do tamanho do tecido. Quanto a massa do tecido
hepético (tabela 6 e figura 13), todas as doses testadas de silimarina apresentaram diferenca da
massa em comparacdo ao grupo obesidade. Outrossim, as doses de 100 e 10 mg/kg nao

apresentaram diferenca em comparagao ao grupo controle.

Todos os grupos tratados com silimarina apresentaram reducdo dos lipideos totais
em relacdo ao grupo RH (1.288 = 65,3 e 227,5 = 10,7; nos tecidos adiposo e hepatico,
respectivamente), nao havendo diferenca com o grupo controle. Além disso, no tecido adiposo,
o tratamento com silimarina reduziu a deposic¢do de triglicerideos (Tg) com valores entre 28 a
46 mg/g tecido, enquanto o grupo obesidade apresentou 116,0 + 7,5 mg/g tecido. No tecido
hepatico, a silimarina reduziu a deposi¢do de Tg, em comparacdo ao grupo RH, conforme

mostrado na figura 13 e tabela 6.

Figura 12 — Tecidos hepatico (A) e adiposo (B) de camundongos C57BL/6 submetidos a modelo
experimental de obesidade.
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Legenda — CT = controle; RH = racdo hipercalérica; Orl = orlistate; S = silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg).
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Figura 13 — Massa, lipideos totais e trigliceridos de tecido hepatico (A, C e E) e adiposo (B, D
e F) de camundongos C57BL/6 em modelo de obesidade induzida por dieta hipercaldrica.
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Legenda — os resultados estdo expressos como média £+ EPM. A comparagdo dos grupos experimentais foi feita
por one-way ANOVA com poés-teste de Dunnett. CT = controle; RH = racdo hipercalérica; Orl = orlistate; S =

silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg). p<0,05 vs. controle; °p<0,05 vs. grupo RH.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 6 — Valores das massas, lipideos totais e triglicerideos dos tecidos hepatico e adiposo
dos camundongos submetidos ao modelo de obesidade.

Lipideos totais Triglicerideos

Massa dos tecidos (g)

Grupo (mg/g tecido) (mg/g tecido)
Adiposo Hepatico  Adiposo Hepatico Adiposo Hepatico

CT 0,56 + 0,05 1,07+0,03 703,3+28,9 175,8+3,6 27,3+4,0 9,2+0,9

S100 0,49 +0,04 1,08+0,03 687,8+395 157,0+£5,5 264 +27 7,1+1,0
RH 2,38+0,17¢ 1,42+0,02¢ 1.288+65,3* 2275+10,74 1160x7,5* 26,1+2,62
RH+Orl 1,02+0,09*° 1,11+0,03®° 8051+43,9> 1749+57°> 351+45° 151+0,6*°
RH+S100 1,08+0,09*® 1,11+0,04° 716,6+46,1> 181,8+48° 28,7+4,0° 153+1,3P
RH+S10 1,34+0,08* 1,14+0,03" 8975+43,0° 187,2+12,0° 44,2+10,0" 19,5+ 0,9%°
RH+S1 1,79+0,19*° 122+0,03** 846,9+86,2> 187,0+7,0° 46,3+6,2> 18,6+ 1,22P

Legenda — os resultados estdo expressos como média £ EPM. A comparacdo dos grupos experimentais foi feita
por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnett. CT = controle; RH = racdo hipercal6rica; Orl = orlistate; S =
silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg). 3p<0,05 vs. controle; ®p<0,05 vs. grupo RH. Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.5 Correlacdo entre massa corporea e tamanho tecidual

A correlacdo de Pearson foi aplicada para verificar a existéncia de relacdo linear
entre os valores de massa tecidual e massa corporal dos animais ao final do experimento. A
correlacdo entre a massas dos tecidos adiposo (figura 14A) e hepético (figura 14B) e a massa
corporal apresentou coeficiente de correlacdo de 0,8645 e 0,7486, ambas classificadas como

correlacdo positiva forte.
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Figura 14 — Correlacdo das massas de tecido com a massa corporal dos animais no final do
experimento.
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Legenda — Correlacéo de Pearson entre massa de tecidos adiposo (A) e figado (B) versus massa corporal,
p<0,05. Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.6 Marcadores de estresse oxidativo

Apos a realizacdo do modelo experimental, os tecidos adiposo e hepético dos
animais foram colhidos para investigacdo do efeito da silimarina sobre mediadores envolvidos
no estresse oxidativo, uma vez que a obesidade gera um desbalanco redox nesses 6rgéos. Nesse
sentido, foram determinadas as concentracdes de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS) (figura 15A e B), glutationa reduzida (GSH) (figura 15C e D) e a atividade da enzima
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superdxido dismutase (SOD) (figura 15E e F). Os resultados estdo apresentados tabela 7.

A produgdo de TBARS foi avaliada para medir a capacidade da silimarina em
prevenir lipoperoxidacdo nos tecidos adiposo e hepético. Os resultados mostraram que as 3
doses de silimarina reduziram a concentracdo de TBARS em relacdo ao grupo obesidade. No
tecido adiposo, os animais tratados com silimarina 100 mg/kg (3,9 + 0,3 pg de TBARS/mg de
proteina), mantiveram niveis equiparados ao grupo controle. Os grupos tratados com silimarina
nas doses de 10 mg/kg (4,4 £ 0,2 pg de TBARS/mg de proteina) e 1 mg/kg (5,2 = 0,4 ug de
TBARS/mg de proteina) apresentaram valores inferiores em comparagdo aos animais do grupo
obesidade (8,4 + 0,6 pug de TBARS/mg de proteina). No tecido hepético, foi observado
resultado semelhante, de forma que, para todas as doses de silimarina, ndo houve diferenca com
grupo controle.

A glutationa reduzida representa uma das principais defesas antioxidantes nos
tecidos, por meio da neutralizacdo de espécies oxidantes teciduais. Dessa forma, a reducdo do
contedo de GSH é um marcador importante de estresse oxidativo. No tecido adiposo, 0s
animais tratados com silimarina 100 mg/kg (97,9 + 7,7 ug/mg de proteina), 10 mg/kg (82,4
6,9 ng/mg de proteina) e 1 mg/kg (80,6 + 5,63 pug/mg de proteina) apresentaram valores de
GSH maiores quando comparados aos animais do grupo obesidade (35,3 + 6,1 pg/mg de
proteina) e aqueles tratados com orlistate (61,9 + 3,7 pg/mg de proteina).

No tecido hepético, os grupos tratados com silimarina na dose 100 mg/kg, tendo
recebido racdo padrdo ou racédo hipercaldrica, apresentaram os niveis de GSH elevados (115,0
+7,9e121,0 £ 1,8 ug/mg de proteina, respectivamente) em comparacdo ao grupo obesidade
(63,6 + 4,8 ng/mg de proteina). Além disso, os tratamentos com silimarina nas doses de 10 e 1
mg/kg foram capazes de manter os niveis de GSH equiparados ao grupo controle.

A inducdo de obesidade nos animais reduziu a atividade de superdxido dismutase
(SOD) do grupo RH (1,4 + 0,1 U/mg de proteina) no tecido adiposo e (0,6 + 0,1 U/mg de
proteina) no tecido hepatico. O tratamento com silimarina foi capaz de prevenir essa reducéo,
tendo sido observado esse efeito na dose de 100 e 1 mg/kg para o tecido adiposo e de 100 mg/kg
no tecido hepatico. Dos grupos que receberam a racdo hipercaldrica, os animais tratados com
silimarina 100 mg/kg mantiveram os niveis de SOD similares aos observados no grupo controle
no tecido hepatico, e maiores quando comparados ao grupo tratado com o farmaco de

referéncia. No tecido adiposo, a silimarina 100 e 1 mg/kg apresentaram niveis superiores ao
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grupo controle, bem como ao grupo tratado com orlistate.

Figura 15 — Marcadores de estresse oxidativo no tecido adiposo (A, C e E) e tecido hepatico
(B, D e F) de camundongos submetidos ao modelo de obesidade.
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Legenda — os resultados estdo expressos como média £+ EPM. TBARS = Substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (ug/mg de proteina); GSH = glutationa reduzida (png/mg de proteina); SOD = superdxido dismutase
(U/mg de proteina); CT = controle; RH = rac¢éo hipercaldrica; Orl = orlistate; S = silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg).
A analise estatistica foi feita por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnett (3p<0,05 vs. Grupo Controle; ’p<0,05
vs. Grupo RH; °p<0,05 vs Grupo RH+Orl). Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 7 — Valores médios dos marcadores de estresse oxidativo em tecido adiposo e figado de
camundongos C57BL/6 em modelo de inducdo de obesidade.

Tecido adiposo Figado
Grupo
TBARS GSH SOD TBARS GSH SOD
CT 29+0,2 75,5+9.38 1,0+0,2 16+0,1 88,2+5,2 1,001

S100 3,3+£0,2 102 + 8,8°¢ 1,8 +0,22 1,4+0,1 115+7,9%°¢ 11+0,1°¢
RH 8,4 +0,6% 35,3+6,1° 1,4+0,1 2,7+0,2% 63,6 +4,8° 0,6 +0,1°
RH+Orl 4,6 +0,32P 61,9 +3,7 11+0,2 16+0,1° 72,3+2,6 0,7 £ 0,042
RH+S100 39+0,3® 97,9+7,7°¢ 20+0,2%¢ 13+0,1° 121+1,8%c 12+0,1°¢
RH+S10 4,4+0,2*"  82,4+6,9 1,7+0,1 1,4+0,1° 92,2 +8,6° 10+0,1
RH+S1  52+04* 80,6 +5,6° 2,4+0,3%¢  14+0,1° 86,6 +2,1° 09+0,1

Legenda — os resultados estdo expressos como média £+ EPM. TBARS = Substincias reativas ao acido
tiobarbiturico (ug/mg de proteina); GSH = glutationa reduzida (ug/mg de proteina); SOD = superoxido dismutase
(U/mg de proteina); CT = controle; RH = rac&o hipercaldrica; Orl = orlistate; S = silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg).
A andlise estatistica foi feita por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnett (3p<0,05 vs. Grupo Controle; ®p<0,05
vs. Grupo RH).

Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.7 Mediadores inflamatérios

Nos tecidos adiposo e hepatico, foram dosados os niveis do mediador proé-
inflamatério IL-1B, caracteristico no processo inflamatdério da obesidade, bem como da
adiponectina, proteina anti-inflamatéria produzida no tecido adiposo. No tecido hepatico, o
tratamento com silimarina nas 3 doses foi capaz de reduzir os niveis de IL-1p, com valores
entre 84 a 95 pg/mg de proteina, em comparacdo ao grupo obesidade (160,1 + 13,8 pg/mg de
proteina), mantendo-se similar ao grupo controle (79,9 + 7,6 pg/mg de proteina). No tecido
adiposo, 0s niveis de IL-1p de todos os grupos tratados com silimarina ndo apresentaram
diferenca com o grupo controle (162,7 + 33,8 pg/mg de proteina) e foram capazes de prevenir
0 aumento dos niveis dessa adipocitocina, em comparacdo ao grupo obesidade (454,9 £ 34,1
pg/mg de proteina). Além disso, o tratamento com silimarina foi capaz de manter os niveis de
adiponectina equiparados ao grupo controle (1.147 + 44,4 ng/mg de proteina), enquanto que 0s
niveis dessa adipocitocina anti-inflamatoria estavam reduzidos no grupo obesidade (426,9 +

45,3 ng/mg de proteina), conforme apresentados na tabela 8 e figura 16.
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Figura 16 — Niveis de mediadores inflamatdrios em amostras de tecido hepatico (A) e adiposo
(B e C) de camundongos submetidos ao modelo de obesidade.
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Legenda — os resultados estdo expressos como média + EPM. A comparagdo dos dados entre 0s grupos
experimentais foi feita por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnett. CT = controle; RH = racéo hipercaldrica;
Orl = orlistate; S = silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg). 3p<0,05 vs. grupo CT; °p<0,05 vs. grupo RH.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Tabela 8 — Niveis teciduais de mediadores inflamatorios de camundongos submetidos a modelo

de obesidade.

Tecido adiposo

Tecido hepético

Grupo IL-1p Adiponectina IL-1p
(pg/mg de proteina) (ng/mg de proteina) (pg/mg de proteina)

CT 162,7 + 33,8 1147+ 44,4 79,976

S100 176,4+ 134 1.211+928 75,7+11,7
RH 4549 + 34,12 426,9 + 45,3* 160,1 + 13,82
RH + Orl 151,6 + 20,1° 1.062 + 131,6° 118,6 £ 19,1

RH + S100 148,5 + 21,2° 1.551 + 251,8° 95,6 + 4,2°
RH+ S10 228,7 + 2,4 1.024 + 76,5 84,26 + 12,2°
RH + S1 174,6 + 12,6 1.121 + 125,3° 93,5+ 11,5°

Legenda — os resultados estdo expressos como média + EPM. A comparagdo dos dados entre 0s grupos
experimentais foi feita por one-way ANOVA com pos-teste de Dunnett. CT = controle; RH = rac¢éo hipercaldrica;
Orl = orlistate; S = silimarina (100, 10 e 1 mg/Kg). 3p<0,05 vs. grupo CT; Pp<0,05 vs. grupo RH.

Fonte: elaborado pelo autor.

5.1.8  Andlise histoldgica dos tecidos adiposo e hepético

A partir das anéalises histoldgicas, o tecido hepatico dos animais do grupo RH
apresentaram acumulo de lipideo perinuclear, distorcdo da razdo nucleo/citoplasma dos
hepatocitos e degeneracdo nuclear, relacionados com esteatose hepatica (figura 17). Ademais,
foi notoria a ocorréncia de ductos hepaticos, congestdo vascular e presenca de ceélulas
inflamatorias. Alteraces similares foram observadas no grupo RH + Orl. O tratamento com
silumarina preveniu o acumulo de lipideos nos hepatdcitos, reduziu ductos hepéticos e
congestdo vascular e a presenca de células inflamatdrias, principalmente na dose de 100 mg/kg
(figural7E).

No tecido adiposo dos animais do grupo RH e RH + Orl, era predominante a
presenca de adipocitos cilindricos e hipertrofiados. Os grupos tratados com silimarina

apresentaram células icosaédricas e menos hipertrofiadas, similares ao grupo CT (figura 17).
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Figura 17 — Analise histoldgica de tecido hepatico de camundongos C57BL/6 submetidos a
modelo de obesiade induzida por dieta hipercalorica.

Legenda — A — grupo controle (CT); B — grupo S100 (silimarina 100 mg/kg); C — grupo RH; D — grupo RH + Orl,
E — grupo RH + S100; F — grupo RH + S10 e G — RH + S1. Setas — Obstrucédo de ductos hepaticos; * - acimulo
de lipideos perinuclear; a — obstrugdo sanguinea de ductos hepaticos; b — degeneracao nuclear.
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Figura 18 — Analise histologica de tecido adiposo de camundongos C57BL/6 submetidos a
modelo de obesiade induzida por dieta hipercalorica.
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Legenda — A — grupo controle (CT); B — grupo S100 (silimarina 100 mg/kg); C — grupo RH; D — grupo RH + Orl;
E — grupo RH + S100; F — grupo RH + S10 e G — RH + S1.
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5.2 Docking molecular

Foram investigadas as interag0es entre 0s compostos constituintes da silimarina
com a enzima lipase pancreética, sendo os resultados comparados com o farmaco orlistate e o
inibidor co-cristalizado MUP. As moléculas estudadas, exceto isosilibina B e silidianina,
interagiram no mesmo sitio (Serl52, Aspl76 e His263) ou regido préxima do inibidor co-

cristalizado (Figura 19).

Através das best pose geradas foram observados valores de RMSD na ordem de
0,566 a 1,985 A e energia de afinidade (AG) na ordem de -10,5 a -8,6 kcal.mol*, melhores que
o valores encontrados para o farmaco de referéncia orlistate (-7,4 kcal.mol™) e o inibidor MUP
(-5,0 kcal.mol ) (Tabela 9).

Tabela 9 — Energia de afinidade e valores de RMSD dos complexos formados entre os ligantes
e a enzima lipase pancreética obtidos por docking molecular.

) . Lipase pancreatica
Ligantes/Enzima

Energia de afinidade

(kcal.mol?) RMSD (4)
Isosilibina A -8,8 1,569
Isosilibina B -8,6 1,955
Silibina A -9,3 1,626
Silibina B -9,2 1,393
Silicristina -10,5 1,985
Silidianina -9,5 0,566
Taxifolina -9,2 0,612
Orlistate -7,4 1,504
MPU* -5,0 1,326

Legenda — *MPU: acido metoxiundecilfosfinico; RMSD (Root Mean Square Deviation). Fonte: Elaborado pelo
autor.



Figura 19 — Complexo de interacdo entre a lipase pancreatica com os compostos presentes na silimarina.
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Legenda — isosilibina A (A), isosilibina B (B), silibina A (C), silibina B (D), silicristina (E), silidianina (F), taxifolina (G), orlistate (H) e acido metoxiundecilfosfinico - MUP.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Silibina A, silicristina e taxifolina interagiram com His263 por meio de ligacédo de
hidrogénio, com valores de distancia de 2,28; 3,19 e 3,09 A, respectivamente. Enquanto silibina
B e orlistate apresentaram interagdes do tipo m-stacking (5,23 A) e salt bridge (4,92 A),
respectivamente. Os componentes silibina A, silicristina, taxifolina e o farmaco orlistate
interagiram com o residuo Serl52 por meio de ligacdo de hidrogénio, com distancias que
variaram de 2,54 a 2,68 A.

Além disso, os componentes da silimarina interagiram com residuos de importancia
para a atividade enzimatica, como os residuos Phe77 (isosilibina A, silibina A, silibina B,
silicristina e taxifolina), Phe215 (isosilibina A, silibina B, silicristina e silidianina) e Tyr114
(isosilibina A, silibina B e silicristina), Trp252 (isosilibina A e silibina A) (tabela 10).
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Tabela 10 — Interag¢Oes dos principais componentes da silimarina com a enzima lipase.

Distancias intermoleculares (A) e tipos de interagéo

Residuos de Aminoacidos Ish A Ish B Slh A Slb B Slc Sld Txf Orl
3,53

Ala259 3,74 - - - - - - 361

Ala260 3,62 - - - - - 367 -

Alad0 - 3,42 - - - - - -

Ala43 - 3,60 - - - - - -

Arg 38 - 2,34 - - - - - -

Argd4 - 3,29 - - - - - -
3,49

Argl11 - - 347 - - - - -
3,63

Arg256 : i 2,62 i : - 3% a8
2,83 !

Asn262 - - - - - 2,17 - -
Asp79 3,49 2,29 it 2,70 3,28
Sp 1 - ) 2,74 1 - - 1

Asp331 - 2,18 - - - - - -
Cys61 - 2,11 - - - - - -
GIn 29 - 2,21 - - - - - -
GIn244 - - - - - 2,55 - -
Gly76 - - - 2,43 2,37 - 3,44 2,61
His151 - - 3,56 2,21 2,21 - 3,13 2,50
His263 - - 2,28 5,23 3,19 - 3,09 4,92
3,71
11e78 3,68 - 339 - - - - 3,81
3,83
11e209 - - - - 3.89 - - 3,92
3,31
le248 - 399 - - - - - -
3,86
Leu213 - - - - 3,54 368 - -
Leu264 - - - 3,64 - - 3,65 3,77
Lys239 - 2,23 - - - - - -
3,74 3,20 3,51
Phe77 501 - 3.86 jgg g% . 230 265
3,32 ! ! 3,10 3,13
=
Phe215 3,62 - - 4,45 2,32 3,58 3,41 3,89
427 3.95
Pro180 - - - - 3,82 - - 3,77
Ser152 269 2,93 2,57 2,54
er - - 2'55 - ) - [} ]
Trp252 3,75 - 4.87 - - - - 3,59
3,49 3,69
Tyrll4 3,73 - - 3,80 4,01 - - 3,74
2,28 3,94

Legenda — Tipos de interagBes: Ligacdo de hidrogénio, Interagdes hidrofébicas, m-Stacking, Salt Bridge.
Compostos: Isosilibina A (Isb A), Isosilibina B (Isb B), Silibina A (SIb A), Silibina B (Slb B), Silicristina (Slc),
Silidianina (SId), Taxifolina (Txf) e Orlistate (Orl). Residuos de aminoacido: Alanina (Ala); Arginina (Arg);
Asparagina (Asn); Aspartato (Asp); Cisteina (Cys); Fenilalanina (Phe); Glicina (Gly); Glutamina (GIn); Histidina
(His); Isoleucina (lle); Leucina (Leu); Lisina (Lys); Prolina (Pro); Serina (Ser); Tirosina (Tyr); Triptofano (Trp).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

A obesidade é uma doenca metabolica caracterizada pelo desbalanco energético,
em que o0 excesso de calorias absorvidas leva ao acumulo de gordura abdominal, usualmente
relacionada a outras comorbidades, além de inflamacéo e estresse oxidativo. E resultado de
fatores hereditérios, fisiolégicos e ambientais, em combinacdo com aspectos sociais e
econémicos, como dieta e sedentarismo (MAYORAL et al., 2020; RUZE et al., 2023).
Estatisticas recentes mostram que aproximadamente 30% da populacdo mundial (mais de 2
bilhGes de pessoas) é considerada com sobrepeso ou obesa (CABALLERO, 2019). Em adicéo,
a atual farmacoterapia antiobesidade ¢é limitada e os efeitos colaterais e adversos dificultam a

adesdo do paciente ao tratamento (LEUNG et al., 2003).

Flavonoides tém sido apontados como compostos promissores devido as
propriedades antioxidante e anti-inflamatdria, as quais sdo fatores-chave no contexto da
obesidade e das desordens relacionadas a essa doenca. Nesse contexto, a silimarina, extrato
obtido a partir da planta Silibum marianum, apresenta atividade antioxidante e hepatoprotetora
(SURAI, 2015), cardioprotetora (SINGH et al., 2023), hipolipemiante (EBRAHIMPOUR-
KOUJAN et al., 2015), hipoglicemiante (KARIMI et al., 2022) e antiaterogénica (ZHANG et
al., 2022), sendo um candidato promissor no desenvolvimento de compostos antiobesidade.

Recentemente, componentes bioativos extraidos das sementes de S. marianum
demonstraram potencial na prevencdo de complicacbes associadas a obesidade, por meio da
atividade scavenger de radicais livres e inibicdo da oxidacdo de lipoproteina de baixa densidade
(ELHASSANEEN et al., 2023). As substancias presentes no extrato (silimarina, compostos
fendlicos, flavonoides, a-tacoferol, taninos, dentre outros) foram capazes de reduzir o ganho de
massa corporal em ratos obesos, além de reduzir os niveis de marcadores de funcdo hepética
como alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), bem como

biomarcadores séricos do perfil lipidico (SAYIN et al., 2016).

Além disso, um estudo mostrou o efeito antiobesidade da silimarina em ratos com
indugdo por dieta hipercaldrica, demonstrado pela reducdo de massa corporal e melhora dos
parametros séricos lipidicos (SAYIN et al., 2016). Dessa forma, o presente trabalho se prop6s
a estudar o papel antioxidante da silimarina em animais obesos, bem como as interagdes tedricas
dos seus componentes com a lipase pancreatica. Foram mensurados os parametros de ganho de

massa corporal, ingestdo de agua e racdo, massa dos tecidos hepatico e adiposo, bem como
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marcadores de estresse oxidativo.

Para a indugdo do modelo de obesidade, foram utilizados camundongos machos
C57BL/6, linhagem isogénica que é mais comumente utilizada no estudo de doencas
metabolicas e que apresenta maior suscetibilidade para o desenvolvimento de obesidade
induzida por dieta e resisténcia a insulina (SEEGER; MURPHY, 2016). Camundongos
C57BL/6 submetidos a dieta hipercalérica tendem a aumentar a massa corporal e reduzir a -
oxidacdo hepética, fatores correlacionados com o aumento da obesidade nos animais (COOPER
etal., 2018).

Os camundongos receberam racdo hipercalérica (RH), uma preparacao palatavel
composta por racdo padrdo, amendoim, chocolate ao leite e biscoito doce. A composicdo tem
como objetivo simular dieta de cafeteria com alto teor calérico e foi capaz de induzir obesidade
em ratos (ESTADELLA et al., 2004). Para validar o protocolo, os camundongos foram tratados
com orlistate, um inibidor de lipase gastrica e pancredtica capaz de reduzir a absorcdo de
lipidios provenientes da racéo hipercaldrica utilizada no modelo (HECK; YANOVSKI; CALIS,
2000a).

Estudos comprovaram que o alto teor de gordura nas racdes utilizadas em modelos
experimentais de inducdo de obesidade sdo ferramentas Uteis para a inducéo de adipogénese e
0 desenvolvimento de sindrome metabdlica, o que possibilita a avaliacdo do efeito
antiobesidade de substancias promissoras (BRAHMANAIDU et al., 2014; SEO et al., 2018).

Previamente, trabalhos que realizaram o modelo in vivo de obesidade utilizaram
diferentes percentuais de lipideos no preparo de RH. O estudo de Sayin et al. (2016), realizado
com ratos, utilizou RH com 54% de calorias provenientes de gorduras, com teor energético de
4,9 kcal/g. Em camundongos C57BL/6, o teor de gordura presente nas RH utilizadas variou
entre 34% e 60% (HAMADA et al., 2022; SHI et al., 2019; ZHOU et al., 2023). Esses trabalhos
obtiveram resultados semelhantes quanto ao ganho de massa corporal aos encontrados no
presente trabalho, em que a RH era composta por 20% de gorduras, com teor energético 25%

maior em comparagao a ragao padréo.

Os modelos de inducdo de obesidade em animais utilizam racdes com alto teores
de gordura e/ou agUcar e tem validade translacional, uma vez que é capaz de induzir 0s mesmos
disturbios metabdlicos que ocorrem em humanos (KLEINERT et al., 2018; SMALL et al.,
2018). Em contrapartida, as dietas hipercaldricas frequentemente utilizam niveis mais elevados
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de gordura do que estd presente na alimentacdo humana, em torno de 30%, e ndo simulam
adequadamente 0 modo de consumo. No presente estudo, a quantidade de gordura presente na
RH (20%) é mais fidedigna ao consumo humano de dieta de cafeteria, levando a obtencéo de
dados mais translacionais (LALANZA; SNOEREN, 2021).

Sendo assim, a massa corporal dos animais foi monitorada durante os 55 dias do
modelo experimental. Os animais que receberam racéo padréo (grupo controle) obtiveram um
ganho de massa corporal relativa de 21,3%, ao passo que 0 grupo que recebeu RH sem
tratamento obteve um aumento de quase 70%. Estudos de inducdo de obesidade em
camundongos C57BL/6 mostraram resultados semelhantes (HAMADA et al., 2022; SUN et al.,
2020). Observou-se que o tratamento com silimarina 100 mg/kg (RH + S100) e orlistate
preveniram o ganho excessivo de massa corporal em aproximadamente 40%, bem como grupos

RH + S10 e RH +S1 prveniram o ganho de massa corporal em 29 e 19%, respcetivamente.

Estudos que utilizaram outros flavonoides mostraram o potencial antiobesidade
dessa classe. A miricetina reduziu o ganho de massa corporal em 19,8%, em doses orais de 150
mg/kg diarias por 10 semanas (SU et al., 2016). Flavonoides provenientes de frutas citricas,
naringerina e nobiletina, reduziram em 13% o ganho de massa corporal em tratamento por 12
semanas (BURKE et al., 2018). Camundongos que receberam antocianinas obtidas a partir de
mirtilo e amora durante 12 semanas reduziram o ganho de massa em 7,3 e 9,8%,
respectivamente (WU et al., 2013). Sendo assim, em comparacdo com esses trabalhos, a

silimarina apresentou efeito sobre o ganho de massa corporal em menor tempo de tratamento.

A atividade antiobesidade da silimarina j& esta descrita e parece estar associada a
presenca de substancias no extrato com efeito antioxidante e sobre o metabolismo lipidico. O
uso concomitante de silimarina com RH diminuiu o ganho de massa corporal e esta de acordo
com achados em outros trabalhos, indicando que o uso suplementar de silimarina na dieta pode
reduzir as chances de desenvolvimento de obesidade e seus riscos em populagdes com dieta
rica em lipideos (SAYIN et al., 2016).

A melhora no perfil lipidico por esses compostos, bem como o efeito
hepatoprotetor, decorrem do aumento intracelular de compostos antioxidantes (GILLESSEN;
SCHMIDT, 2020). A silimarina melhora a atividade metabdlica através de modulacdo génica
relacionada ao metabolismo lipidico e do controle de estresse oxidativo, demonstrado pela

reducdo do acumulo de triglicerideos nas células dos tecidos adiposo e hepético e pela melhora
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dos niveis séricos de triglicerideos (TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina
de alta densidade (HDL) (NI; WANG, 2016).

Em relagdo ao consumo de racdo e de &gua, observou-se que 0s animais que
receberam RH apresentaram apenas reducdo do consumo de ragdo. Assim, o ganho de massa
corporal observado no decorrer dos 55 dias de experimento pode ser atribuido a alteracdo no
metabolismo energético das gorduras provenientes da dieta e ndo ao aumento do consumo de
racdo. Dessa forma, o modelo permite o estudo de moléculas com potencial de melhorar o
metabolismo lipidico (GUPTA; OSADCHIY; MAYER, 2020) e impedir o desenvolvimento e

agravo da obesidade por interferéncia na utilizacdo e metabolismo de nutrientes.

Isso é um diferencial quando comparado aos principais farmacos disponiveis no
mercado, que tem como objetivo principal a inibicdo de apetite, como anfepramona e
sibutramina. Estudos clinicos mostraram que o tratamento diario de sibutramina por seis meses
reduziu em até 10% o ganho de massa corporal, sendo ainda necessaria a manutencdo de dieta
regulada e atividade fisica. Entretanto, os efeitos adversos mais comuns (cefaleia, boca seca,
anorexia, insdnia e constipacdo), o risco a pacientes hipertensos e o0 ganho de peso decorrente
da interrupc¢do do tratamento podem comprometer a adeséo terapéutica (NISOLI; CARRUBA,
2000).

Estudos com modelo de inducdo de obesidade em animais, que utilizaram racéo
hipercaldrica, mostraram que o0s animais que receberam racao rica em contetdo lipidico passam
a consumir quantidades menores de racdo, provavelmente devido a influéncia da gordura sobre
a palatabilidade (SAYIN et al., 2016; ZHOU et al., 2023). Dessa forma, € comum a ocorréncia
de hipofagia nesses modelos que simulam dieta de cafeteria, sendo consequéncia da menor

variedade de propriedades sensoriais na racdo modificada (LA FLEUR et al., 2014).

Em adicdo, as massas dos tecidos adiposo e hepatico foram mensuradas. Todas as
doses de silimarina reduziram a massa dos tecidos, em comparacio ao grupo obesidade. E
sabido que uma dieta hipercal6rica pode aumentar a sintese e a entrega de acidos graxos livres
no figado. Além disso, ha uma reducdo na B-oxidacao dos acidos graxos livres, o que contribui
para a deposicdo de gordura no tecido hepéatico e desenvolvimento de esteatose hepatica
(SAYIN et al., 2016). Adicionalmente, o consumo de dietas hipercaldricas favorece o processo
de deposicdo de triglicerideos (TG) no tecido adiposo, que recebe estimulo para formacéo de

novos adipdcitos (adipogénese), além de ocorrer aumento do tamanho celular (hipertrofia) para
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comportar maior quantidade de TG (KA et al., 2009).

A partir dos resultados de ganho de massa corporal e massa dos tecidos, foi possivel
avaliar a relacdo entre esses parametros através da correlacdo de Pearson. Observou-se que para
ambos os tecidos, ha uma correlacédo positiva forte. 1sso mostra que o ganho de massa corporal
nos animais esta relacionado ao aumento do tecido adiposo e do figado, o que corrobora com o
quadro clinico de obesidade e o desenvolvimento de esteatose hepéatica ndo alcodlica (EHNA)
(POLYZOS; KOUNTOURAS; MANTZOROS, 2019; QURESHI; ABRAMS, 2007).

Trabalhos anteriores mostraram que individuos obesos apresentam maior chance de
desenvolvimento de EHNA, com prevaléncia dependente de fatores étnicos, idade,
predisposicdo genética e comorbidades. Em casos de pacientes com obesidade morbida, essa
prevaléncia chega a 90% (POLYZOS; KOUNTOURAS; MANTZOROQOS, 2019). Estudos que
realizaram modelo de obesidade in vivo com camundongos C57BL/6 mostraram um aumento
na massa do figado nos animais obesos, semelhante aos achados do presente estudo (HEIJDEN
et al., 2015; ZHANG et al., 2022b). Estudo clinico mostrou que o uso diario de silimarina
(140mg) apresentou eficacia na reducdo da esteatose hepatica e poucos efeitos colaterais
(HASHEM, 2023).

Nesse contexto, chalconas, moléculas precursoras de flavonoides, isoladas de
Glycyrrhiza uralensis tem mostrado efeitos protetores capazes de reduzir a prevaléncia de
esteatose em animais obesos. Flavonoides obtidos a partir de Pueraria lobata reduziram a
massa corporal e massa de figado de animais obesos, diminuindo a deposicdo de lipideos e
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, mediada pelo estresse oxidativo e morte celular de
adipdcitos (LEE et al., 2020; LIOU et al., 2019; SUN et al., 2023).

Os grupos tratados com silimarina reduziram o Ct e Tg plasmaticos, em comparacao
ao grupo RH. ALT e AST plasmaticos, biomarcadores de dano hepético, apresentaram niveis
reduzidos em grupos tratados com silimarina. A silimarina tem mostrado a capacidade de
reduzir o niveis de lipoproteinas em ratos diabeticos (TUORKEY; EL-DESOUKI; KAMEL,
2015). Além disso, uma metanalise envolvendo 16 estudos clinicos publicado em 2020 mostrou
que a silimarina foi capaz de reduzir os niveis de Tg, Ct e lipoproteina de baixa densidade
(LDL), bem como aumentar os niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL) em pacientes

com disfuncéo no metabolismo glicidico/lipidico (XIAO et al., 2020).

Adicionalmente, dano hepético induzido por EHNA esté relacionado a liberacdo
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das enzimas ALT e AST em plasma de pacientes com essa condi¢do. Entdo, os animais do
grupo RH apresenteram altos niveis dessas enzimas, enquanto o tratamento com a silimarina os
reduziu. Portanto, pode-se inferir que esse produto natural pode reduzir o dano hepatocelular

causado pela deposicéo de lipideos no tecido hepatico (NIE et al., 2023).

Desse modo, sabendo-se do efeito antioxidante da silimarina, foram mensurados
marcadores de estresse oxidativo em homogenatos dos tecidos adiposo e hepatico dos animais.
O tratamento com silimarina preveniu o0 aumento de TBARS, o consumo de GSH and aumentou
a atividade de SOD nos dois tecidos, quando comparados ao grupo obesidade. Em
contrapartida, o tratamento com orlistate foi capaz de reduzir somente o niveis de TBARS.

Estudos correlacionaram o efeito da silimarina em doencas metabdlicas com o seu
potencial antioxidante e anti-inflamatorio através da reducdo nos niveis de proteina C reativa,
fator de necrose tumoral alfa e de peroxidacdo lipidica, além de aumentar a atividade das
enzimas glutationa peroxidase e SOD (ALTAEI, 2012; EBRAHIMPOUR-KOUJAN et al.,
2015). Ademais, a prevencdo da formacéo de EROs (radicais hidroxil, anions peroxil e anion
hipocloroso), através do efeito scavenger da silimarina, também contribui para o retardo do
estabelecimento e progressao da obesidade e da EHNA (SURAI, 2015).

A propriedade antioxidante de compostos polifendlicos é atribuida, sobretudo, a
capacidade destes em neutralizar EROs. Essa propriedade varia conforme a disposicao
estrutural do grupo funcional ligado ao anel (ARZOLA-RODRIGUEZ et al., 2022), bem como
0 numero e a posicao da hidroxila no anel B do catecol e sua posicdo no anel C do pirano
(D’AMELIA et al., 2018). Flavonoides, principalmente aqueles dihidroxilados, sdo apontados
como scavengers mais efetivos, uma vez que o maior nimero de grupos hidroxila aumenta a
capacidade da molécula de doar elétrons e hidrogénio, bem como formar radicais adutos (DIAS
etal., 2020; REINA; MARTINEZ, 2016).

Outros mecanismos, além da eliminacéo direta de EROs, tém sido descritos, como
a inibicdo da formacao de EROs por quelacdo com organoelementos (como a queratina com
propriedades estabilizadoras de ferro) ou pela inibicdo de enzimas que participam na geracéo
de radicais livres (monooxigenase microssomal, NADPH oxidase, xantina oxidase), bem como
atraveés da regulacdo positiva de enzimas antioxidantes, como a SOD (KALEEM; AHMAD,
2018; KUMAR; PANDEY, 2013; RANA; GULLIYA, 2019).

A principal acdo antioxidante de compostos presentes na silimarina consiste na
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manutencdo do balanco redox celular, através da ativacdo de fatores antioxidantes enzimaticos
e ndo-enzimaticos, principalmente pela ativacao do fator nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2),
um regulador de genes que expressam proteinas de protecdo contra xenobioticos e estresse
oxidativo (MILIC et al., 2013). Ja foi demonstrada a capacidade da silimarina de ativar genes
responsaveis pela sintese de moléculas protetoras, como proteinas de choque térmico,
tiorredoxina e sirtuinas (SURAL, 2015).

Nas células do figado, compostos isolados da silimarina inibiram transportadores
de ions organicos e a expressao de fator alfa de necrose tumoral (TNF-a) e suprimiram a via de
ativagdo do fator nuclear « de cadeia leve ativador de células B (NF-kB), bem como reduziram
a captacdo celular de xenobidticos. Outrossim, esses compostos parecem estabilizar a
permeabilidade da membrana celular através da inibicdo da peroxidacdo lipidica, por meio da
manutengio dos niveis de GSH (GILLESSEN; SCHMIDT, 2020; MILIC et al., 2013). A
associacao entre estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica e eventos inflamatérios estéo
amplamente descritos (KUMAR; PANDEY, 2013; MALEKI; CRESPO; CABANILLAS,
2019).

Nesse sentido, a inflamacao associa-se as complicacdes relacionadas a obesidade e
ocorre em resposta a diversas causas, tais como injuria fisica tecidual ou trauma, exposi¢do
quimica e infecgdes microbianas. Usualmente, o processo inflamatério € réapido e
autorregulado, mas em alguns casos, pode insistir por longos periodos e contribuir para o
desenvolvimento de doencas cronicas ou degenerativas como cancer, diabetes, doencas
cardiovasculares e obesidade (MALEKI; CRESPO; CABANILLAS, 2019).

Assim, mediadores inflamatorios foram mensurados para avaliar o efeito anti-
inflamatorio da silimarina. A racéo hipercalorica induziu o aumento de IL-1p em ambos os
tecidos, bem como reduziu os niveis de adiponectina no tecido adiposo. A silimarina reduziu
esse efeito em todas as doses testadas. Os adipdcitos liberam vérias citocinas que aumentam a
producéo e circulagdo de mediadores inflamatorios, como TNF-a, interleucina 6 e IL-1p, os
quais apresentam niveis elevados em situacdo de hipertrofia e hiperplasia de adipécitos e
hipoxia (VARI et al., 2021). No tecido hepético, IL-1B estimula a lipogénese e esteatose
hepatica, mediando o acumulo de Tg via lipogénese de novo na obesidade (NEGRIN et al.,
2014).

Nesse contexto, flavonoides atuam como scavengers de EROs, reduzindo sua
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acumulacgdo nos tecidos e inibindo a atividade de enzimas regulatdrias (proteinas quinases e
fosfodiesterases) e de fatores de transcricdo relacionados ao controle de mediadores
inflamatdrios, bem como por imunomodulacdo (KUMAR; PANDEY, 2013; MALEKI;
CRESPO; CABANILLAS, 2019).

Ressalta-se que fatores ambientais e genéticos sdo relevantes no processo
inflamatorio. Muitos estudos mostram como um estilo de vida com dieta saudavel, rica em
frutas e vegetais, com alimentos ndo-processados e com baixo teor de agucar previnem doencas
inflamatorias (MALEKI; CRESPO; CABANILLAS, 2019). Alguns grupos de flavonoides,
como flavonois (quercetina), flavanonas (hesperetina), flavanois (catequina), isoflavonas
(genisten) e antocianinas (cianidina) tem demonstrado efeito anti-inflamatorio em experimentos
in vitro e in vivo, além de estudo clinicos (GINWALA et al., 2019; JUCA et al., 2020).

Na obesidade, baixos niveis de citocinas anti-inflamatérias, como adiponectina,
estdo associadas ao desenvolvimento de cancer (PRADO et al.,, 2009). Adicionalmente,
adiponectina modula o metabolismo de &cidos graxos resultando em efeitos positivos na
homeostase, bem como inibe citocionas pro-inflamatérias e estimula liberacdo de interleucina-
10 (IL-10) protegendo células de morte celular programada induzida por citocinas pro-
inflamatérias (ACHARI; JAIN, 2017; PARIDA; SIDDHARTH; SHARMA, 2019).

Dentro das muitas estratégias de desenvolvimento de moléculas antiobesidade,
além da modulacdo do estresse oxidativo e da produgdo de mediadores inflamatérios, outros
alvos envolvidos com a absorcao, distribuicdo e eliminacao de lipideos tém sido investigados,
como a enzima lipase lipoproteica pancreatica (LP), enzima chave na quebra e absorcao de
triglicerideos provenientes da dieta. Dessa forma, estudos de docking molecular foram
realizados com o intuito de avaliar possiveis interagdes entre 0s compostos presentes na

silimarina e esse alvo.

As simulacgdes performadas mostraram que os compostos presentes na silimarina
interagem com a enzima LP com valores de energia de afinidade melhores quando comparados
ao orlistate e o inibidor MUP. Dentre 0os compostos presentes no extrato, cinco (isosilibina A,
silibina A, silibina B, silicristina e taxifolina) acoplaram-se proximos ao sitio catalitico,
formado pela triade Ser152, Asp176 e His263. As interacdes com His 263 limitam a velocidade
da reagdo de hidrolise (NOOR et al., 2019). Adicionalmente, o residuo Phe215, localizado

préximo a Serl152, constitui uma regido importante para interagdes com a por¢éo hidrofilica do
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substrato, onde ocorre a reacdo de hidrdlise dos acidos graxos ligados ao glicerol nos
triglicerideos (YAKAIAH; DAKSHINAMOORTHI; TY, 2021). Isosilibina A, silibina B,
silicristina e silidianina interagiram diretamente com Phe215 através de ligacdes de hidrogénio,

interacdes hidrofdbicas e n-stacking.

Ainda sobre a interacdo entre os componentes da silimarina com residuos de LP de
importancia, isosilibina A, silibina A, silibina B, silicristina e taxifolina apresentaram interacao
com Phe77 por meio de interagdes hidrofobicas, ligagdo de hidrogénio e m-stacking. Esse
residuo é importante para a dissociacdo dos acidos graxos da molécula de glicerol e para a
estabilizagdo do ligante na enzima. As maioria das interagdes do tipo ligagcdo de hidrogénio
apresentaram valores de distancia menores que 3,1 A, caracterizando como interacdes fortes.
Em adicdo, os residuos Phe77, Tyrll4 e Trp252 atuam na manutencdo da conformacédo da
proteina. Phe215 esta localizado proximo ao residuo de Ser152 e apresenta perfil hidrofilico,
no qual a porcéao polar dos lipideos se ligam. Isosilibina A e silibina A interagiram com residuo
Trp 252, 0 qual encobre o sitio catalitico da enzima e regula a interacdo de ligantes com Phe
77, Leu 153 e Tyr 114 (IMBERTY et al., 1991; NOOR et al., 2019).

Dessa forma, os principais compostos presentes no extrato de silimarina
demonstram potencial para modular a acdo da enzima LP por diferentes vias. No sitio catalitico,
isosilibina A, silibina B e silicristina interagiram com residuos que interferem na conformacéo
da enzima, além de poder competir com os triglicerideos no sitio catalitico. Ademais, esses
flavonoides se ligaram a residuos que limitam a velocidade da hidrdlise, o que pode reduzir a
absorcdo de acidos graxos livres e otimizar sua distribuicao nos tecidos. A enzima LP apresenta
homologia com a enzima lipase hepatica que atua no metabolismo de triglicerideos e
fosfolipideos, presentes em lipoproteinas. Logo, a possivel inibicdo de lipase hepatica pode
contribuir para o efeito biolégico de protecdo hepatica e antiobesidade da silimarina (LIM;
STEINER; CRIDGE, 2022).

Em comparacdo, o orlistate, farmaco antiobesidade e inibidor de LP, acopla na
enzima através de interacOes hidrofdbicas, ligacdo de hidrogénio e salt bridge nos residuos
His263 e Ser152, situados no sitio catalitico, bem como com Phe77, Phe215, Tyrl14, Trp252,
residuos importantes para o funcionamento da enzima (VEERAMACHANENI et al., 2015).

Estudos prévios mostraram o potencial de compostos polifendlicos de interagir com
o sitio catalitico da enzima lipase (Ser153, Aspl76 e His263) (MARTINEZ-GONZALEZ et
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al., 2017). Além disso, outros compostos aromaticos, como derivados benzimidazélicos e
substancias anti-histaminicas, vem sendo testados e apresentaram potencial de acoplar em
regido proxima do sitio catalitico (KHEDIDJA; MADJDA; ABDERRAHMANE, 2018;
MENTESE et al., 2018).

Compostos flavonoides (chalconas, apigenina, narigenina, quercetina, taxifolina,
genisteina e catequina) apresentaram interacdes com o0s residuos de serina, asparagina e
histidina presentes no sitio catalitico de isoformas de LP, assim como inibicdo da atividade da
enzima in silico e in vitro. Foi demonstrado que flavonoides acoplam na LP por meio de
interacdes que incluem ligacdo de hidrogénio, van der Waals e n-stacked (HOU et al., 2020; LI
etal., 2023).

A capacidade de isosilibina A, silibina A, silibina B e silicristina de interagirem no
sitio catalitico e com residuos importantes para a atividade da enzima, bem como as
caracteristicas estruturais dessas moléculas demonstram o seu potencial para inibir a lipase

pancreatica e suas isoformas, mostrando-se promissores no tratamento antiobesidade.
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Em conclusdo, a silimarina mostrou ser capaz de reduzir a massa corporal de
camundongos em modelo de inducdo de obesidade, através da melhora no metabolismo
lipidico, resultando em menor deposicdo de triglicerideos nos tecidos hepatico e adiposo,
reduzindo adipogénese e hipertrofia de adipocitos. Ademais, compostos presentes no extrato de
silimarina podem interagir com a enzima LP em regides importantes para sua acao na quebra e
absorcdo de lipideos, o que contribui com a menor deposi¢éo de triglicerideos nos tecidos. Esse
efeito estd associado ao seu potencial antioxidante e anti-inflamatorio, destacando o potencial

promissor no tratamento da obesidade e suas comorbidades.
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