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Resumo

A incidéncia de pacientes asmaticos com obesidade tem aumentado nos ultimos anos,
porém pouco se sabe sobre as caracteristicas e alternativas terapéuticas para 0 manejo
dessas comorbidades associadas. Uma possivel alternativa para o tratamento da asma
exacerbada pela obesidade é o 6leo de coco virgem (OCV), que ja demonstrou efeito
benéfico em um modelo de inflamacao pulmonar alérgica crénica em cobaias. Diante disso,
objetivou-se avaliar um possivel efeito do OCV sobre os pardmetros murinométricos,
funcéo pulmonar e a reatividade traqueal de ratos Wistar obesos asmaéticos. Inicialmente
foi realizada uma triagem comportamental e avaliacdo da toxicidade de doses repetidas do
OCV em ratos e ratas (n = 5). Para realizacdo dos demais parédmetros os animais foram
divididos em quatro grupos experimentais (n = 6): controle (GC), obeso asmético (GOA) e
obeso asmaético tratados com o0 OCV nas doses de 1000 (GOAOCV1000) e 2000 mg/kg
(GOAOCV2000). Para inducédo dessa desordem, os animais receberam durante 16
semanas uma dieta de alto indice glicémico (DAIG) e foram sensibilizados e nebulizados
com ovalbumina (OVA) durante os ultimos 21 dias das 16 semanas e 0s animais do
GOAOCYV recebeu o OCV nos ultimos nos ultimos 30 dias. Todos os protocolos
experimentais foram aprovados pela CEUA/UFPB (9133040520). Foi observado que o
OCV nas doses de 1000 e 2000 mg/kg/dia ndo promoveu nenhuma alteracéo
comportamental, n&o induziu mortes, e ndo houve altera¢gdes no consumo de ragéo e peso
dos animais. Entretanto, o OVC (1000/2000 mg/kg/dia) diminuiu a glicemia de jejum dos
ratos (95,2 £ 1,7 e 108,4 + 2,1 mg/dL, respectivamente), quando comparado ao GC (124,3
+ 1,3 mg/dL). J& nas ratas, apenas a dose de 2000 mg/kg/dia (103,2 £ 3,4 mg/dL) reduziu
a glicemia de jejum, quando comparado ao GC (119,0 + 1,1 mg/dL). Com relacdo ao peso
dos diferentes érgaos, apenas as ratas tratadas com OCV 2000 mg/kg/dia apresentaram
um aumento no peso do baco (0,27 + 0,01 g) e diminui¢éo do peso do figado (3,0 + 0,1 g),
quando comparado ao GC (0,2 + 0,01 e 3,5 + 0,14 g, respectivamente). Na avaliagcdo da
obesidade experimental, foi observado que a ingestdo da DAIG aumentou o peso corporal
dos animais do GOA (460,2 £ 21,0 g), quando comparado ao GC (365,2+3,50), e 0
tratamento com OCV na dose de 2000 mg/kg/dia (410,2 £ 9,8 g), preveniu esse aumento.
N&o foram observadas alteracbes no consumo diario de ragdo entre 0S grupos
experimentais. Em relagdo aos parametros murinométricos, o tratamento com OCV nas
doses de 1000 (95,3 £ 3,3 mg/dL) e 2000 mg/kg/dia (104,2 = 6,2 mg/dL) diminuiu a glicemia
de jejum destes animais, comparado ao GOA (113,8 = 6,1 mg/dL). Diferentemente, em
ambas as doses, o OCV nao alterou o comprimento nasonal, indice de Lee, IMC e
circunferéncia toracica. Porém, a dose de 2000 mg/kg/dia (19,1 £+ 0,2 cm) preveniu 0
aumento da circunferéncia abdominal, quando comparado ao GC (18,8 + 0,3 cm). Com
relacéo aos depdsitos de gorduras foi observado que o tratamento com o OCV nas doses
de 1000 e 2000 mg/kg/dia reverteu 0 aumento desse tecido, ocasionado pela ingestdo da
DAIG, além de reduzir o indice de adiposidade em cerca de cerca de 43,5 e 64,1%. Durante
o periodo de indug&o da asma foi avaliada a funcéo pulmonar (volume corrente, frequéncia
respiratoria e volume minuto) destes animais. Observou-se que o tratamento com OCV na
dose de 2000 mg/kg/dia, reverteu a redugdo da frequéncia respiratéria e do volume
corrente ocasionada pela desordem. Com relacdo a reatividade contrétil da traqueia de
ratos asmaticos e obesos, o tratamento com OCV (1000 e 2000 mg/kg/dia) ndo alterou as
contracdes induzidas por KCI. Ja quando essa contracao era induzida pelo carbacol,
apenas na dose de 2000 mg/kg/dia do OCV houve reversdo da hiper-responsividade
traqueal ocasionada por esta desordem. Observou-se ainda que o tratamento com o OCV
levou a uma reducdo na poténcia relaxante do nifedipino, mas ndo alterou o relaxamento
induzido pela aminofilina. Diante disso, pode-se concluir que o OCV pode se tornar uma
alternativa terapéutica promissora no tratamento da asma e obesidade associadas.
Palavras-chave: Oleo de coco virgem, asma, obesidade, asma exacerbada pela
obesidade.
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Abstract

The incidence of obese asthmatic patients has increased in recent years, but little is known
about the characteristics and therapeutic alternatives for the management of these
associated comorbidities. A possible alternative for the treatment of obesity-exacerbated
asthma is virgin coconut oil (VCO), which has already demonstrated a beneficial effect in a
model of chronic allergic lung inflammation in guinea pigs. Therefore, the objective was to
evaluate a possible effect of OCV on murinometric parameters, pulmonary function and
tracheal reactivity in obese Wistar rats with asthma. Initially, a behavioral screening and
evaluation of the toxicity of repeated doses of VCO in male and female rats (n = 5) was
performed. To perform the other parameters, the animals were divided into four
experimental groups (n = 6): control (CG), obese asthmatic (OAG) and obese asthmatic
treated with VCO at doses of 1000 (OAVCOG1000) and 2000 mg/kg (OAVCOG2000). To
induce this disorder, the animals received a high glycemic index and load (HGLID) diet for
16 weeks and were sensitized and nebulized with ovalbumin (OVA) during the last 21 days
of the 16 weeks and the GOAOCYV animals received the OCV in the last in the last 30 days.
All experimental protocols were approved by CEUA/UFPB (9133040520). It was observed
that VCO at doses of 1000 and 2000 mg/kg/day did not promote any behavioral change,
did not induce deaths in animal, and there were no changes in feed consumption and weight
of the animals. However, VCO (1000/2000 mg/kg/day) decreased fasting blood glucose in
rats (95.2 + 1.7 and 108.4 £ 2.1 mg/dL, respectively), when compared to CG (124 .3+ 1.3
mg/dL). In female rats, only the dose of 2000 mg/kg/day (103.2 + 3.4 mg/dL) reduced fasting
blood glucose when compared to the CG (119.0 £ 1.1 mg/dL). Regarding the weight of the
different organs, only the female rats treated with VCO 2000 mg/kg/day showed an increase
in spleen weight (0.27 + 0.01 g) and a decrease in liver weight (3.0 + 0.1 g), when compared
to the CG (0.2 = 0.01 and 3.5 + 0.14 g, respectively). In the evaluation of experimental
obesity, it was observed that the ingestion of HGLID increased the body weight of the
animals in the AOG (460.2 = 21.0 g), when compared to the CG (365.2 + 3.5 g), and the
treatment with VCO at a dose of 2000 mg/kg/day (410.2 + 9.8 g), prevented this increase.
No changes were observed in daily feed intake between the experimental groups.
Regarding murinometric parameters, treatment with VCO at doses of 1000 (95.3 + 3.3
mg/dL) and 2000 mg/kg/day (104.2 + 6.2 mg/dL) decreased fasting blood glucose. of these
animals, compared to AOG (113.8 + 6.1 mg/dL). Differently, in both doses, the VCO did not
change the nasal length, Lee index, BMI and chest circumference. However, the dose of
2000 mg/kg/day (19.1 £ 0.2 cm) prevented the increase in abdominal circumference when
compared to the CG (18.8 £ 0.3 cm). Regarding fat deposits, it was observed that treatment
with VCO at doses of 1000 and 2000 mg/kg/day reversed the increase in this tissue caused
by the ingestion of HGLID, in addition to reducing the adiposity index by about 43.5 e 64.1%.
During the asthma induction period, the pulmonary function (tidal volume, respiratory rate
and minute volume) of these animals was evaluated. It was observed that treatment with
VCO at a dose of 2000 mg/kg/day reversed the reduction in respiratory rate and tidal volume
caused by the disorder. Regarding the contractile reactivity of the trachea of asthmatic and
obese rats, treatment with VCO (1000 and 2000 mg/kg/day) did not alter the contractions
induced by KCI. When this contraction was induced by carbachol, only at the dose of 2000
mg/kg/day of VCO there was a reversal of the tracheal hyperresponsiveness caused by this
disorder. It was further observed that treatment with VCO led to a reduction in the relaxing
potency of nifedipine, but did not alter the relaxation induced by aminophylline. In view of
this, it can be concluded that VCO can become a promising therapeutic alternative in the
treatment of associated asthma and obesity.

Keywords: Virgin coconut oil, asthma, obesity, obesity-exacerbated asthma.
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A asma é considerada uma doenca cronica, heterogénea e ndo transmissivel
mais comum entre criancas e adultos (HOLGATE, 2010; MASLAN; MIMS, 2014),
sendo esta responsavel por afetar cerca de 358 milhdes de pessoas ao redor do
mundo, onde apenas no ano de 2019 levou a 461.000 mil mortes (VOS et al., 2020).
Essa doenca é caracterizada por um quadro de inflamacéo cronica das vias aéreas,
diagnosticada pela presenca de sintomas respiratérios como dispneia, sibilos, tosse
e opressado tor4cica retroesternal, estando esses sintomas relacionados com a
limitacdo variavel do fluxo aéreo (GINA, 2019). Além disso, também apresenta
diferentes graus de constricdo, hiper-responsividade e remodelamento das vias
aéreas. Esses sintomas que podem ser exacerbados por agentes irritantes, pratica
de atividade fisica, poeira, pelo de animais domésticos e obesidade (MASLAN;
MIMS, 2014).

Outro importante problema de saude publica € a obesidade, que teve sua
prevaléncia quase triplicada entre os anos de 1975 e 2016 (WHO, 2017). Destaca-
se como um fator de risco para diversas doencgas, dentre elas, a asma (FORNO et
al., 2018). E observado que nos individuos obesos, os sintomas da asma sio
exacerbados, incluindo a hiper-responsividade, inflamacédo (MISSO et al., 2008;
CALIXTO et al., 2010) e remodelamento das vias aéreas (SARAIVA et al., 2011,
BATES; DIXON, 2015), sendo de dificil controle, pois esses pacientes nao
respondem bem ao tratamento convencional com corticosteroides e agonistas
adrenérgicos-p2 (BATES, 2016).

Dados epidemiolégicos demonstram que pacientes com indice de massa
corporal (IMC) > 30 kg/m?, considerados obesos, apresentam 92% de risco em
desenvolver asma (SIDELEVA,; DIXON, 2014). Esses individuos apresentam uma
probabilidade 5 vezes maior de serem hospitalizados em relagédo aos pacientes
nao-obesos e com asma, devido ao agravamento do quadro asmatico (MOSEN et
al., 2008).

Varios estudos demonstram que a asma associada a obesidade, esta
relacionada ao aumento da gravidade da doenca, devido ao estresse mecanico,
alternancia de adipocinas e aumento da inflamacéo sistémica (SIDELEVA et al.,
2012; SUTHERLAND et al., 2012; TELENGA et al., 2012; GIBEON et al., 2013).

Esse aumento de citocinas circulantes pode levar a inflamacao de vias

aéreas, que é a base fisiopatoldgica da asma (GILLIAND et al., 2003). Além disso,
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a resposta inflamatoria, ocasionado pelo efeito pré-inflamatério decorrente do
tecido adiposo, aumenta a sensibilidade brébnquica do asmatico, causando uma
inflamacéo sistémica e local (PAKHALE et al., 2015).

Diante dessas premissas, entende-se que apesar da incidéncia de pacientes
asmaticos com obesidade ter aumentado nos ultimos anos, existem poucos
estudos que detalhem o que ocorre nesta associacdo, sendo escassas as
alternativas terapéuticas para o manejo dessas doencas associadas. Além disso
individuos obesos-asmaticos possuem diminuicdo da resposta terapéutica aos
medicamentos mais utilizados no tratamento da asma. Desta forma se faz
necessaria a busca por um melhor entendimento da relacdo asma/obesidade, além
de novos agentes atenuadores do estado asmético (SHORE, 2008; MOSEN et al.,
2008; FORNO et al., 2011; OSTROM et al., 2013; BOZZOLA et al., 2013; BANERJI;
FOGEL; BEEH, 2014).

Uma alternativa promissora para o tratamento de diversas comorbidades
humanas, incluindo a obesidade (CALAPAI et al., 1999; HAN et al., 2003; HIDAKA
et al., 2004; ONO et al., 2006) e a asma sao os produtos naturais (SCHANEBERG,;
et al., 2003). Dentre os quais se destaca o 6leo de coco virgem (OCV), que é obtido
através da polpa de coco maduro da espécie Cocos nucifera L. que apresenta em
sua composicao diversos compostos fitoquimicos, tais como fitosterois e polifendis,
que sao preservados nesse 6leo (MARINA; CHE MAN; NAZIMAH; AMIN, 2008;
ZAKARIA; AHMAD; SOMCHIT, 2010), compostos estes que possuem atividade
antioxidante e anti-inflamatéria (VYSAKH; RATHEESH; RAJMOHANAN, 2014).
Além disso, dados da literatura confirmam que o 6leo de coco virgem possui
atividades farmacolégicas relevantes, como diminuir diversos parametros da
obesidade (ZICKER et al., 2019; ADEYEMI et al., 2020) e levar a diminuicdo da
resposta contratil em traqueia de cobaia com inflamacédo pulmonar alérgica crénica
(VASCONCELOS et al., 2020).

Perante o exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar um possivel efeito
benéfico do tratamento com o OCV sobre a asma exacerbada pela obesidade, na
expectativa de que atenue parametros murinométricos comprometidos pela
obesidade, bem como reverta a hiper-responsividade traqueal destes animais,
podendo se tornar entdo uma possivel alternativa terapéutica para o tratamento

destas doencas associadas.



2 Fundamentacao teérica
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2.1 Asma

Considerada uma doenga néo transmissivel, a asma é uma das principais
doencas que afeta criangas e adultos. Caracterizada por um quadro de inflamacéo
das pequenas vias aéreas nos pulmdes, levando ao estreitamento destas,
provocando sintomas ou combinacfes de sintomas como tosse, respiracao
ofegante, falta de ar e aperto no peito. Esses sintomas tendem a piorar a noite ou
durante a pratica de atividade fisica. Estimulos comuns como infec¢Bes virais,
fumaca de cigarro, pelos de animais e poluicdo podem piorar os sintomas da asma,

variando a resposta em cada individuo (WHO, 2021).

A asma é uma doenca respiratoria crénica que afeta cerca de 358 milhdes
de pessoas ao redor do mundo, dos quais cerca de 20 milhdes estdo no Brasil. E a
projecdo é que até 2025 surgirdo cerca de 100 milhdes de novos individuos
acometidos com essa doenca aumente para 400 milhdes (THE GLOBAL ASTHMA
REPORT, 2014; SORIANO et al., 2017; GINA, 2020). Apenas no ano de 2019, a
asma afetou aproximadamente 262 milhdes de pessoas, sendo responsavel por
461.000 mil mortes (VOS et al., 2020). As mortes relacionadas a essa comorbidade,
ocorrem em sua maioria em paises de baixa e média-baixa renda. Onde o
subdiagnéstico e o subtratamento sdo um desafio para a saude de individuos
acometidos pela asma (WHO, 2021).

Os pacientes asmaticos tém um custo anual direto relacionado com as
hospitalizacBes e tratamentos farmacolégicos e indiretos quando se trata de dias
de trabalho e escola perdidos, estimados em 19,3 bilhdes de euros na Europa e de
81,9 bilhdes de ddlares nos Estados Unidos, o que torna a asma um grande
problema de saude publica para todo o mundo (TO et al., 2012; ACCORDINI et al.,
2013; VOS et al., 2016; NURMAGAMBETOV, KUWAHARA, GARBE, 2018).

Em relacdo ao Brasil, segundo a Sociedade Brasileira de Pneumologia e
Tisiologia, em 2012 tinha estimadamente 20 milhdes de pacientes com asma, com
morbidade e mortalidade significativas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PNEUMOLOGIA E TISIOLOGIA, 2012), com a estimativa da prevaléncia geral de
asma no Brasil em torno de 9% (MARCHIORO et al., 2014). A taxa de mortalidade
hospitalar ocasionada pela asma no Brasil passou de 0,4 para 0,5%, tendo um
aumento de 25% entre os anos de 2008 e 2013. S6 no ano de 2019, foram

registradas cerca de 350 mil internacdes e 2.072 mil 6bitos em decorréncia da asma
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(BRASIL, 2019). Isso indica que aproximadamente cinco pacientes morrem por dia
em decorréncia dessa doenca. No entanto, esses numeros vém diminuindo na
maioria das regides, a0 mesmo tempo em que hd um aumento no acesso aos
tratamentos por parte dos pacientes (CARDOSO et al., 2017).

As internacdes por quadro de asma nao controlada também geram um custo
muito alto para as familias e principalmente o Sistema Unico de Satde (SUS), com uma
despesa em torno de US$ 170 milhdes de dolares, cerca de 90 milhdes de reais. Em
casos de asma grave, esse gasto compromete em média mais de um quarto da renda
familiar do paciente no SUS (FRANCO et al., 2009; CARDOSO et al., 2017; COSTA et
al., 2018). Esse custo pode reduzir drasticamente se a doenca for controlada de forma
adequada (FRANCO et al., 2007). No entanto, apenas 12,3% dos asméaticos no Brasil
tém uma asma bem controlada (CANCADO et al., 2019). Além dos custos individuais e
diretos relacionados ao manejo da doenga, 0s pacientes que apresentam um quadro de
asma sofrem o efeito indireto da doenca que afeta a qualidade vida, gerando um
absenteismo na escola e no trabalho, uma saude mental fragilizada e comportamentos
sedentarios (RONCADA et al., 2016).

A dificuldade em diagnosticar e tratar esses pacientes, esta relacionada ao
fato de que, pacientes com asma, e que compartilham fendtipos semelhantes
podem responder de forma diferente ao mesmo tipo de tratamento. Diante disso,
tornou-se importante classificar a asma de acordo com os diferentes fenétipos
(KURUVILLA; LEE; LEE, 2019). A asma em nivel mais basico é diferenciada em
duas formas: alérgica e ndo alérgica. A asma alérgica, conhecida também por
atopica ou extrinseca, representa cerca de 80% dos casos, sendo uma forma
hiperativa de reacdo alérgica. Os individuos que apresentam uma asma de inicio
precoce, mais grave, geralmente tém uma inflamacao que envolve linfocitos auxiliares
do tipo 2 (Th2) alto, associada a atopia/lgE e o0 aumento de eosindfilos nas vias aéreas
e sistémicas. Os individuos que apresentam esse tipo de asma alérgica costumam
responder melhor as terapias convencionais que inibem a inflamacéo Th2, como é o
caso dos corticosteroides (PETERS et al., 2019).

A asma alérgica € caracterizada por uma inflamacé&o que envolve linfocitos (Th2)
e células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2) (FAHY, 2015). Esses dois tipos de células sao
as principais, mas nao unicas, responsaveis por produzir as citocinas Th2 classicas (IL-

4, IL-5 e IL-13). Essas citocinas, assim como 0s outros mediadores imunes, geram uma
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cascata de respostas imunoldgicas como acumulo e ativacdo de eosindéfilos nas vias
aéreas, hiper-responsividade brénquica, hipersecrecdo de muco, producéo de IgE e
ativacdo de mastocitos, conduzindo assim a fisiopatologia em asmaticos graves
(LAMBRECHT; HAMMAD; FAHY, 2019).

Diferentemente, os pacientes que apresentam um quadro de asma nao
alérgica (idiopatica ou intrinseca) de inicio tardio, em sua maioria apresentam a asma
do tipo Th2 baixa, com auséncia de eosinofilos nas vias aéreas e sistémica, além de ndo
serem responsivos aos tratamentos que inibem a inflamacgdo do tipo Th2 e terem
resposta diminuida aos corticosteroides (FAHY, 2015). Esse tipo é mais frequente em
uma fase mais tardia da vida, quando as mulheres mais velhas sdo mais
acometidas. Além disso, pode ser causado por outros agentes, incluindo exercicios,
estresse, infeccao e obesidade (MASLAN; MIMS, 2014).

Os pacientes que apresentam uma asma grave, representam uma pequena
porcao (0,9 a 3,6%) dos asmaticos. Porém, esse subgrupo de pacientes tem um
risco de vida aumentado, sendo responsavel pelos altos custos com o tratamento
(HEKKING et al., 2015), o que preocupa a maioria dos sistemas de salude, uma vez
gue este tipo de asma, apresenta custos mais elevados que a diabetes tipo 2,
acidente vascular cerebral e doenga pulmonar obstrutiva crénica (O'NEILL et al.,
2015).

Com relacao a fisiopatologia da doenca, o epitélio das vias aéreas dos
individuos asmaticos sofre frequentemente remodelamento, gerando uma
diminuicdo na protecdo dessas vias aéreas a estimulos externos. As células
epiteliais das vias aéreas respondem a esses estimulos, liberando uma subclasse
de citocinas, as alarminas, que sdo responsaveis por desencadear inUmeras
cascatas de sinalizacdo e caracterizam a fisiopatologia da asma com perfil Th2
(BARNES, 2017; KURUVILLA; LEE; LEE, 2019).

Os principais tipo de alarminas sao a linfopoietina estromal timica (TSLP), e
as interleucinas IL-25 e IL-33. Inicialmente, a TSLP é responsavel por ativar células
dendriticas e estas, por sua vez, recrutam linfécitos Th2 (por meio de quimiocinas)
até as vias aéreas (BARNES, 2017). Ja as interleucinas IL-25 e IL-33 ativam as
células linfoides inatas do tipo 2 (ILC2s), que liberam IL-5 e IL-13. Além disso, as
ILC2s podem produzir até dez vezes mais interleucinas quando comparadas as
células Th2 (MIMS, 2015).
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Os linfocitos do tipo (Th2) (classificados como uma subcategoria das células
T CD4%), sao responsaveis pela secrecao de interleucinas do tipo IL-4, IL-5 e IL-13
(BARNES, 2017). As IL-4 e IL-13 levam ao aumento da expressdo de células
caliciformes, producdo de muco e hiper-responsividade das vias aéreas
(KURUVILLA; LEE; LEE, 2019). Além disso, a IL-4 n&o produz apenas IL-5 e IL-13
apos se ligar as células Th2, como também ativa as células B que estimulam a
producéo de IgE (BARNES, 2017; KURUVILLA; LEE; LEE, 2019) (Figura 1).

Diferentemente da IL-4, a IL-5 tem como principal fungdo estimular a
producdo de eosinodfilos na medula éssea, além de ajudar no recrutamento e na
manutencao desses eosinofilos no trato respiratorio (BARNES, 2017; KURUVILLA,
LEE; LEE, 2019). Os eosinofilos sdo células do sistema imune e, possuem no seu
interior, granulos cheios de proteinas citotoxicas. Esses eosinofilos sdo recrutados
pelas quimiocinas até o local da inflamacéo e, quando sao ativados, liberam suas
proteinas citotoxicas juntamente com IL-5 e IL-13 e mais quimiocinas,
impulsionando o processo inflamatério (MIMS, 2015) (Figura 1).

As células inflamatérias mais proeminentes em um quadro de asma, sao 0s
eosinofilos, que sdo mediadores do dano epitelial que ocorre durante a patogénese
da asma (WARDLAW et al., 2000; BRADDING, 2008), esses eosinofilos promovem
a ativacao de fibroblastos brénquicos, que sao responsaveis pelo remodelamento
da membrana basal no aparelho respiratério, sendo uma caracteristica de lesédo
das vias aéreas em um quadro de asma, que inclui aumento do muasculo liso das
vias aéreas, dano epitelial, hiperplasia das células caliciformes e hipertrofia das
glandulas mucosas (SAETTA; TURATO, 2001; CHOE; SPORN; SWARTZ, 2003;
PARK; SPDEF, 2007; KURUVILLA; LEE; LEE, 2019). Todos esses eventos
resultam em diminuicdo do fluxo de ar, estreitamento do limen e da parede das
vias aérea e estdo intimamente relacionados a infiltracdo eosinofilica, mas também
neutrofilica que ocorre para dentro dos espacos alveolares (CHOE; SPORN;
SWARTZ, 2003; BALZAR et al., 2005; CHEN et al., 2010; HALLSTRAND et al.,
2012).

Diante da diversidade das alteraces fisiopatoldgicas que um quadro de
asma traz, diagnosticar um paciente da forma correta é dificil, principalmente pela
heterogeneidade da doenca. Além disso, o diagnostico é baseado nos sintomas e
historico do paciente (KING-BIGGS, 2019). Os médicos sempre procuram por
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sinais e sintomas recorrentes como sibilancia, dificuldade de respirar, aperto no
peito e outros, uma vez que a inflamacédo das vias aéreas € uma das principais
caracteristicas da asma. Um dos métodos de diagndstico € a observacdo da
presenca de uma obstrugdo reversivel das vias aéreas em resposta a
broncodilatadores, como inalacado de agonista adrenérgico-B2, como o salbutamol
(KHADANGI; BOSSE, 2019).

Figura 1 - Mecanismo imunolégico da asma alérgica.
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(1) Na presenca de um alérgeno, este é reconhecido por uma célula dendritica, que o
fagocita e transporta até um 6rgao linfoide, onde ir4 apresenta-lo. (2) em seguida este
antigeno vai ser reconhecido por células T virgens, que sofrerdo diferenciacdo para
linfocitos auxiliares do tipo 2 (Th2). As células Th2 ativam as células B para produzir
imunoglobulina E (IgE). A IgE produzida liga-se ao receptor de IgE de alta afinidade (FceRlI)
na superficie celular dos mastécitos levando a fase de sensibilizagdo. (3) Quando o
antigeno invasor se liga a IgE, os mastdcitos liberam mediadores (degranulacdo). Essa
reacdo de fase inicial ocorre minutos apos a exposicdo ao antigeno. Os mediadores
liberados consistem em histamina, prostaglandinas, leucotrienos e varias citocinas como
IL-8, IL-13, IL-5, fator de necrose tumoral (TNF)-a, e ligante de quimiocina do tipo 2 (CC2).
(4) Esses mediadores induzem a producéao de muco.

Fonte: Adaptado de SURAYA et al., 2021.
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Esta avaliacao é feita por espirometria, ela € responsavel por medir o volume
expiratorio forcado do paciente no primeiro segundo (VEF1), ou seja, medindo o
volume de ar exalado no primeiro segundo durante a manobra de capacidade vital
forcada (CVF), que representa o volume maximo de ar exalado com esforgo
maximo, a partir do ponto de maxima inspiracédo (FRY; HYATT, 1960; MEAD, 1980;
MASLAN; MIMS, 2014; KHADANGI; BOSSE, 2019). A reversibilidade é uma das
caracteristicas principais da asma, isso significa que apds inalagcdo de um
broncodilatador a funcdo pulmonar melhora e ha reversdo dos sintomas. Porém,
segundo as diretrizes do National Institutes of Health, a reversibilidade do quadro
asmatico so é significativa se, apos a administracdo do broncodilatador, o VEF: for
aumentado em pelo menos 12% em comparacao aos valores de linha de base ou
10% referentes aos valores previstos com base na idade, sexo e etnia (MASLAN;
MIMS, 2014; KING-BIGGS, 2019).

Nos ultimos anos é crescente o diagnéstico da asma, principalmente em
pessoas que vivem em continentes como América e Europa Ocidental, e isto vem
sendo relacionado a “dieta ocidental”, caracterizada pelo consumo exacerbado de
alimentos fritos e processados, ricos em acidos graxos saturados, que podem estar
influenciando o desenvolvimento e/ou a exacerbacdo do quadro asmatico em
pacientes com sobrepeso ou obesos, assim como de seus sintomas inflamatérios
associados (VARRASO, 2012; WOOD, 2017; OLIVER et al., 2021).

A terapia convencional de primeira escolha para o tratamento dessa doenca
€ a utilizacdo de agonistas adrenérgicos-B2 de acdo curta (inalatérios), como
salbutamol, que age relaxando o musculo liso brénquico facilitando a passagem do
ar, com duracéo de efeito de 4 a 6 horas. Eles sdo combinados com corticosteroides
inalatérios de baixa dose, como a budesonida e a flunisolida, atuando no bloqueio
da expressédo de moduladores pro-inflamatérios (BILLINGTON et al., 2013; LEE et
al., 2017).

Ja os pacientes com um quadro de asma persistente, fazem uso de
corticosteroides inalatérios que agem diminuindo a inflamacéo alérgica pulmonar
cronica. Além disso, associado a este tratamento é adicionado um agonista
adrenérgico-B2 de acéo longa, como o salmeterol ou o formoterol (GINA, 2021). Em
qguadro de asma grave, 0s pacientes necessitam fazer o uso continuo de altas dose

de glicocorticoides inalatorios e orais, aléem da associacdo com um agente
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antileucotrieno, como o montelucaste ou mesmo terapia anti-lgg (BOUSQUET et
al., 2004; KERSTJENS et al., 2012).

Entretanto, a utilizagdo de terapias convencionais no tratamento da asma
pode trazer efeitos colaterais prejudiciais a vida do paciente. FArmacos como o0s
agonistas adrenérgicos B2 de longa duragdo como salmeterol ou o formoterol, por
exemplo, possuem o efeito de aumentar a predisposicdo para um quadro de
exacerbacdo da asma e até a morte, sendo a dessensibilizacdo dos receptores
adrenérgicos 2 uma das razdes para a elevacao do risco de exacerbacgéo da asma
e morte. Além disso, o uso de glicocorticoides sistémicos sdo conhecidos por
causar quadros de imunossupressdo, catarata e osteoporose (TOWNSEND;
EMALA, 2013).

Dentre outros farmacos que séo utilizadas no tratamento da asma grave e
apresentam menos efeitos colaterais tem-se os anticorpos anti-IgE, como o
omalizumabe, utilizado por pacientes que sao resistentes ao tratamento com
corticosteroides (HUMBERT et al., 2014). Os antagonistas do receptor de cisteinil
leucotrieno do tipo 1 (CysLT1R) apresentam efeito anti-inflamatorio e
broncodilatador, podendo ser utilizados em associacdo com 0s corticosteroides
(CURRIE; LIPWORTH, 2002; DAVIS et al., 2009; RAMSAY et al., 2009).

2.2 Obesidade

A obesidade vem aumentando de forma exponencial ao longo dos anos e
isso vem contribuindo de forma efetiva para o aumento da incidéncia de diversas
doencas e disturbios metabdlicos relacionados a obesidade. Atualmente,
aproximadamente 1,9 bilhdo de pessoas em todo o mundo estdo obesas ou com
sobrepeso, sendo que, 50 milhdes dessas pessoas sao criangcas com até 5 anos
de idade (SALTIEL et al., 2017). Em 2015, aproximadamente 30% da populacdo
mundial era obesa, sendo cerca de 107,7 milhdes de criangas e 603,7 milhdes de
adultos acometidos por esta desordem (GBD, 2017; KYRGIOU et al., 2017).

A obesidade é um problema mundial que afeta tanto paises desenvolvidos
como os subdesenvolvidos (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2013). Sua
incidéncia esta fortemente ligada as mudancas de estilo de vida dos individuos,

como diminui¢cdo da prética de atividades fisicas e aliado ao consumo exagerado
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de alimentos processados (HOSSAIN; KAWAR; NAHAS, 2007; RODRIGUEZ-
HERNANDEZ et al., 2013; SENA et al., 2018). Caracterizada pelo excesso de
gordura corporal, a obesidade é estimada pelo IMC, que é calculado como: peso
em quilos (kg) dividido pela altura ao quadrado (m?). Apesar disso, o IMC néo
fornece informacao sobre distribuicdo da gordura corporal e nao diferencia massa
magra e gorda, sendo necessaria a avaliacdo de outros parametros
antropométricos para diagndstico da obesidade. (GRUNDY, 2000).

Os problemas ocasionados pela obesidade sao, ndo apenas do ponto de vista
meédico, como também do ponto socioeconémico (O'DOHERTY et al.,, 2014,
ADAMS; WHITE, 2015; CHEONG et al., 2015; DJALALINIA et al., 2015). Com a
globalizac&o e a popularidade dos chamados “fast foods”, o crescente aumento do
namero de pessoas acima do peso ou obesas, ndo € mais apenas um problema
dos paises desenvolvidos, este comportamento também é observado nos paises
em desenvolvimento (DREWA; ZORENA, 2017; SPINELLI et al.,, 2019). Este
fenbmeno estd diretamente ligado a fatores econémicos, pois 0 acesso a estes
alimentos ultra processados € menos oneroso, sendo, na maioria das vezes, o valor
nutricional desses desprezado em detrimento do baixo custo dessa opc¢ao
alimentar. (O'KANE, 2012; MEHTA et al., 2015).

A obesidade é descrita como uma inflamacéao crbénica de baixo grau, associada
a presenca de altos niveis de marcadores inflamatérios, como proteina C reativa
(PCR), IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et
al., 2013; DHANANJAYAN et al., 2016). Este tipo de inflamacao esta associado a
diversos tipos de doencas cronicas, dentre elas doencas cardiovasculares,
diabetes, hipertensdo, doenca hepatica gordurosa nio alcodlica (RODRIGUEZ-
HERNANDEZ et al., 2013), hipercolesterolemia, artrite, alguns tipos de cancer e
asma, de modo a representar uma carga significativa no sistema global de saude
(SENA et al.,, 2018). O aumento de peso atribuido a véarias complicacbes
metabodlicas, como doencas cardiovasculares, diabetes e complicacbes
pulmonares (DARVALL et al., 2007; WILSON; MESSAOUDI, 2015), diminuindo a
expectativa de vida desses individuos (RODRIGUEZ-HERNANDEZ et al., 2013;
DHANANJAYAN et al., 2016).

O tecido adiposo é um 6rgao metabolicamente ativo, endocrino e imunitario

responsavel por modular diversos processos biolégicos, dentre eles, a inflamacéao,
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imunidade, ativacdo de vias inflamatoérias, regulacdo do balanco energético
sistémico e a homeostase metabodlica (WELLEN; HOTAMISLIGIL, 2005). Uma
desregulacédo nesse balango energético leva a hipertrofia e hiperplasia do tecido
adiposo e em consequéncia aumenta a secrecao de citocinas, recrutamento de
células imunes, deplecdo de oxigénio e necrose que intensifica o processo
inflamatorio (KARCZEWSKI et al., 2018).

Além disso, o tecido adiposo pertence a classe dos tecidos conjuntivos e pode
ser dividido em quatros tipos diferentes, o tecido adiposo branco, marrom,
bege/brite e rosa (CINTI, 2018; FROY; GARAULET, 2018). Este tecido adiposo é
composto por adipdcitos, pré-adipécitos, fibroblastos, células do estroma e
macrofagos (FLEHMIG et al., 2014; CSONGRADI et al., 2017; LEE; LEE; OH,
2019), que desempenham fungbes como armazenamento de energia, isolamento
térmico, respostas imune e endécrina (CSONGRADI et al., 2017; CINTI, 2018; LEE;
LEE; OH, 2019).

O tecido adiposo branco (TAB) é formado por adipdcitos brancos, que tem
como funcdo o armazenamento de energia. Estes adipdcitos sdo preenchidos de
forma individual com uma grande gota de trigliceridios, ocupando a maior parte do
seu volume, fazendo com que as organelas celulares e o citoplasma fiquem
localizados perifericamente (CINTI, 2018; FROY; GARAULET, 2018). O TAB pode
ser dividido em dois depdésitos, os regionais e funcionais que estao relacionados a
inflamacéo, dislipidemias, resisténcia a insulina, diabetes mellitus do tipo 2 e
obesidade. E em tecido adiposo branco subcutaneo, que contém células
semelhantes aos adipdcitos marrons, que desempenham func¢des mitocondriais,
termogénicas, sendo frequentemente associado com a melhora da funcgéo
metabdlica e a sensibilidade a insulina (CYPESS et al., 2009; HERZ; KIEFER,
2019; TEWS et al., 2019).

J& o tecido adiposo marrom (TAM), apresenta formato multiloculares e contém
diversas goticulas de lipidios de tamanhos distintos, além de apresentarem um
grande numero de mitocondrias. Devido ao grande aporte de oxigénio que este
tecido adiposo necessita, ha uma elevada quantidade de vasos sanguineos nesse
tecido. Sendo a coloragdo marrom atribuida a presenca de muitas mitocondrias e a
vascularizacdo do TAM (CINTI, 2009). Este tem como funcgéo primordial dissipar a
energia através da producdo de calor. Este processo ocorre por meio da
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termogénese, através da ativacdo de uma Ca?*-ATPase presente na membrana
mitocondrial interna (MEIS et al., 2006; MATTSON, 2010). Além disso, o TAM é
responsavel por armazenar energia na forma de trigliceridios (BERNLOHR;
JENKINS; BENNAARS, 2002; FONSECA ALANIZ et al., 2007; SAELY; GEIGER;
DREXEL, 2010).

O tecido adiposo bege € multilocular, que expressa uma proteina
desacopladora UPC-1, conhecida como termogenina. E um tipo diferente de
adipdcito, que apresenta um potencial termogénico (KLINGENSPOR; HERZIG;
PFEIFER, 2012; WU et al.,, 2012), ja identificados em roedores e humanos
(BARTELT; HEEREN, 2014). Ja o tecido adiposo rosa é responsavel pela liberacao
dos componentes do leite e secreta a leptina, um hormdnio que age diretamente no
cérebro controlando o apetite (CINTI, 2018; FROY; GARAULET, 2018; LEE; LEE;
OH, 2019).

A exacerbacdo de adipdcitos gera um estresse nutricional que reduz a
capacidade da mitocdndria em manter os niveis de trifosfato de adenosina (ATP)
de acordo com as demandas energéticas (BOURNAT; BROWN, 2010; LIESA,;
SHIRIHAI, 2013), fazendo com que ocorra um aumento da atividade da cadeia
transportadora de elétrons (CTE) e da producéo de espécies reativas de oxigénio
(EROS) que é proporcional ao aumento do substrato mitocondrial. Isso reflete nos
individuos obesos com o aumento do estresse oxidativo, com elevacdo das
espécies reativas de oxigénio (EROS) e nitrogénio (ERNs) diminuicao da atividade
antioxidante (FURUKAWA et al., 2017). Além disso, o estresse oxidativo esta
relacionado a obesidade intra-abdominal e resisténcia a insulina (FROHNERT et
al., 2011; FURUKAWA et al., 2017).

Considerado um 6rgao enddcrino, os adipécitos sdo capazes de produzir e
secretar diversos mediadores inflamatorios que representam um papel essencial
na exacerbacdo das doencas relacionadas a obesidade. Uma das adipocinas
secretadas pelos adipocitos € a leptina, um hormdnio responsavel pela regulacao
do apetite, e em pacientes obesos ela é regulada positivamente, havendo
resisténcia a sua acdo. Outra adipocina secretada pelo tecido adiposo é a
adiponectina, uma adipocina anti-inflamatéria que tem seus niveis diminuidos na
obesidade (AZAMBUJA et al., 2015).
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Nos individuos obesos, os adipdcitos sdo circundados por um infiltrado de
macrofagos inflamatérios evoluindo para células gigantes e multinucleadas ou
células espumosas (CINTI et al.,, 2005; HAKA et al.,, 2016). Devido a falta de
suprimento sanguineo para esses adipocitos, boa parte destes morrem, e liberam
para o microambiente padrées moleculares associados a danos (DAMPSs). Os
DAMPs sao responsaveis por atrair células da imunidade inata como: células
dendriticas, macréfagos e granuldcitos, desencadeando uma resposta imune do
tipo 1 (pré-inflamatéria), que leva a liberacéo de outras citocinas pré-inflamatérias
dentre essas o TNF-aq, interferon gama (IFN-y), interleucinas (IL-1B e IL-6) e estas
infiltram outras células imunes adicionais (células B e T CD8"), que propagam
respostas inflamatérias cronicas (LUMENG; BODZIN; SALTIEL, 2007; WINER et
al., 2009; SMORLESI et al., 2012; REILLY; SALTIEL, 2017; LEE; WOLLAM;
OLEFSKY, 2018; XUE et al., 2019; KOLIAKI; LIATIS; KOKKINOS, 2019; QUAIL;
DANNENBERG, 2019).

Esta inflamac@o ocasionada pela obesidade é um estado multifacetado
atingindo varios 6rgéos, incluindo musculo esquelético, tecido adiposo, figado,
cérebro, coracdo e pancreas (ELLULU et al., 2017; MUSSBACHER et al., 2019).
Além disso, pode causar uma reducdo na liberacdo de agentes vasodilatadores
como o 6xido nitrico (NO), fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e
prostaciclina (PGlz), assim como um aumento de agentes vasoconstritores como
prostaglandina (PGH2), endotelina-1 (ET-1) e angiotensina-Il  (Ang-Il)
(DHANANJAYAN et al., 2016). Este desequilibrio leva a uma disfuncédo endotelial
vascular, e consequentemente, danos em alguns 6rgaos vitais (DHANANJAYAN et
al., 2016; SENA et al., 2018).

Farmacos como orlistate, a associacdo de fentermina e topiramato,
lorcaserina, bupropiona mais naltrexona, liraglutida, fentermina e dietilpropiona,
foram aprovados pela FDA (Food and Drug Administration), para serem utilizados
no controle da obesidade (CAVALIERE; FLORIANO; MEDEIROS-NETO, 2001).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), registrou
cinco medicamentos para uso no tratamento contra a obesidade. Esses
medicamentos estdo divididos em dois grupos: os que diminuem a fome
(anfepramona, femproporex e mazindol) ou o que modificam a saciedade

(sibutramina) e ainda tem os que reduzem a digestdo e absorcdo de nutrientes
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(orlistate). No entanto, desde dezembro de 2011 os medicamentos utilizados para
diminuir a fome (anfepramona, femproporex e mazindol), foram retirados do
mercado brasileiro de acordo com a Resolugdo RDC 52/2011 da ANVISA. Esta
norma também impde restricdes no uso dos medicamentos a base de sibutramina
(BRASIL, 2011).

A liraglutida e a lorcaserina também sdo medicamentos anti-obesidade
registrados pela ANVISA (BRASIL, 2011). A liraglutida é um analogo de GLP-1 com
97% de homologia ao GLP-1 humano, que se liga e ativa o receptor de GLP-1. E
tem acdo em potencializar a secrecdo de insulina dependente de glicose pelas
células beta pancreaticas (VICTOZA® NOVO NORDISK, 2014). Ja a lorcaserina
atua como um agonista serotoninérgico, auxiliando na sensacao de saciedade. Este
medicamento atua aumentando a taxa metabdlica basal, e consequentemente
aumentando a saciedade, resultando numa inibicdo de apetite (PILITSI, et al.,
2018).

Hoje no mercado brasileiro, a sibutramina € o farmaco antiobesidade mais
comercializado, tem como efeito inibir a receptacdo de serotonina e da
noradrenalina nas terminacdes nervosas do SNC, e apresenta efeito de saciedade
e anorexigeno. Além disso, também atua melhorando os parametros de sindrome
metabdlica, como glicemia de jejum e trigliceridios (FUJIOKA et al., 2000). A
sibutramina tem como efeitos colaterais a elevagdo da pressao arterial e dos
batimentos cardiacos, boca seca, dor de cabeca, insdnia e prisdo de ventre
(JAMES et al., 2010).

J& o orlistate, possui acdo intestinal, inibindo as lipases pancreaticas no
limen intestinal, reduzindo a acao destas enzimas e a digestdo de gorduras. Tais
mecanismos, reduzem cerca de 30% a absorcdo das gorduras ingeridas, as quais
sao eliminadas com a excrecgéo fecal (CAHILL; LEAN, 1999). E tem como efeitos
colaterais aumento dos gases intestinais, presenca de gordura nas fezes,
incontinéncia fecal e reducédo na absorcdo de vitaminas lipossoluveis (A, D, E, K)
(RADOMINSKI et al., 2010).

Na maioria das vezes o tratamento da obesidade inclui a ingestdo de uma
dieta hipocaldrica (KOEHNLEIN; SALADO; YAMADA, 2008) associado a
medicamentos convencionais, que costumam estar associados a efeitos colaterais

indesejaveis (KANG; PARK, 2012), fazendo com que a adesao seja muito baixa.
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Essas estratégias estdo relacionadas ao rebote do ganho de peso corporal,
mostrando-se assim ineficazes no tratamento da obesidade (KOEHNLEIN;
SALADO; YAMADA, 2008; KANG; PARK, 2012).

Uma estratégia eficiente e segura no tratamento da obesidade e de
distarbios correlacionados, seria a utlizacdo de alimentos funcionais
(SIRIWARDHANA et al., 2013). A eficiéncia destes produtos esta relacionada a sua
composicao rica em &cidos graxos poliinsaturados e monoinsaturados, compostos
fendlicos, vitaminas antioxidantes (A, C e E) e fitoesterois, capazes de diminuir a
inflamacdo e o estresse oxidativo caracteristico de um quadro de obesidade
(BAKKER et al., 2010; SIRIWARDHANA et al., 2013).

2.3 Associacdo asma e obesidade

Varios estudos demonstram que a asma associada a obesidade, esta
relacionada ao aumento da gravidade da doenca, devido ao estresse mecanico,
alternancia de adipocinas e aumento da inflamacéo sistémica. O quadro de saude
desses pacientes é agravado por ndo existir uma terapia adequada, sendo a
maioria dos pacientes resistentes aos tratamentos atuais com corticosteroides e
agonistas beta adrenérgicos, gerando uma piora na qualidade de vida desses
pacientes (McLACHLAN et al., 2007; SIDELEVA et al., 2012; SUTHERLAND et al.,
2012; TELENGA et al., 2012; GIBEON et al., 2013).

O aumento da prevaléncia da sindrome asma-obesidade e a precariedade
de alternativas terapéuticas para o tratamento desses pacientes fazem com que a
associacdo entre as duas doencas se torne um problema de salde publica
(PANETTIERI et al.,, 1989; CAMARGO et al., 1999; BORRELL et al., 2013;
AKINBAMI; FRYAR, 2016; MUC; MOTA-PINTO; PADEZ, 2016). Com maior risco
de desenvolver asma, 0s pacientes obesos também apresentam uma maior
incidéncia de asma grave, que é de dificil controle (PETERS-GOLDEN et al., 2006;
SUTHERLAND et al.,, 2010; FORNO et al.,, 2011; BORRELL et al.,, 2013;
KOEBNICK et al., 2016).

A obesidade e o excesso de peso ocasionam o0 acumulo de gordura na
parede toracica anterior perto dos pulmdes, diminuindo a complacéncia pulmonar

e o volume de ar corrente. E varios estudos apontam que o fato de respirar volumes
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pulmonares baixos, leva a hiper-responsividade das vias aéreas (MOHANAN;
TAPP; MCWILLIAMS; DULIN, 2014).

Dentre as gravidades que a obesidade causa em um quadro asmatico tem-
se 0 aumento do trabalho respiratério com reducdo da capacidade residual
funcional (CRF), aumento do colapso das vias aéreas, dispneia em criancas e
menores volumes respiratorios pulmonares (KING et al., 2005; PASIC et al., 2016;
FORNO et al., 2017; YAO et al., 2017).

O equilibrio da presséo inflacionaria/deflacionaria no pulméo é alterado
devido a carga de massa de tecido adiposo ao redor da caixa toracica, abdémen e
na cavidade visceral, também resultando na reducdo da CRF (SHARP et al., 1964,
JENKINS; MOXHAM, 1991; PELOSI et al., 1998), levando a uma diminuicdo no
volume de reserva expiratério. Ja nos individuos obesos, a reducdo é no fluxo
expiratorio, porém, essa reducdo ocorre de forma proporcional ao volume
pulmonar. Desse modo, € improvavel que a diminui¢éo do fluxo expiratério em um
paciente obeso indique a obstrucdo bronquica (ZERAH et al., 1993; JONES;
NZEKWU, 2006; SALOME; KING; BEREND, 2010; DIXON; PETERS, 2018). A
reducdo do movimento descendente do diafragma e a limitacdo do espaco para
expansao pulmonar na inflacdo tem como uma das causas a massa abdominal
(RAY et al., 1983; COLLINS et al., 1995; JONES; NZEKWU, 2006).

Na auséncia de inflamacéo, células do tipo T CD4*, T reguladoras (Treg) e
macréfagos do tipo 2 (M2) sdo expressas no tecido adiposo, sendo responsaveis
por regular a producdo de calor, inflamacdo e o metabolismo lipidico.
Diferentemente, nos individuos obesos, a hipertrofia dos adipdcitos e aumento da
secrec¢ao de citocinas ocasionam a mudanca do tipo de macréfago, que deixa de
ser do tipo M2 (anti-inflamatério) e passa a ser M1 (pro-inflamatério) (PERIYALIL
et al., 2018), que esta associado a um estado pré-inflamatério, responsavel por
liberar diversas citocinas, dentre elas as adipocinas, quimiocinas pré-inflamatérias
como TNF-aq, interleucinas IL-1p3, IL-6 e mondcito quimiotatico-peptidio (MCP-1) na
circulacdo. Esse estado pro-inflamatorio € caracteristico de uma inflamacao de
baixo grau ou inflamacédo subclinica observada no processo fisiopatoldgico da
inflamacé&o do tecido adiposo, ocasionado pela obesidade (HOTAMISLIGIL et al.,
1996; HOTAMISLIGIL, 2006; CLARIA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013).

Conquanto, as quiomiocinas, citocinas e adipocinas pro-inflamatorias liberadas
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pelo tecido adiposo no sangue, podem gerar varias complicacbes nas
fisiopatologias secundarias a obesidade em tecidos periféricos como € o caso da
asma (LEIRIA; MARTINS; MARIO, 2015).

O estado proé-inflamatério sistémico ocasionado pela obesidade é uma das
causas do aumento da hiper-responsividade das vias aéreas em individuos
asmaticos com obesidade. Isso ocorre em decorréncia da mudanca no perfil do
linfécito T, que deixa de ser do tipo Th2, passando a ser dos tipos Thl, Th17 e CD8*
(LUMENG; SALTIEL, 2011). No quadro de obesidade-asma de inicio tardio é
observado a presenca de TNF-a, IL-17 (CHEN et al., 2016), IL-6 (PETERS et al.,
2016), IL-13, interferon-y (ZHENG et al.,, 2016), diminuicdo nos niveis de
adiponectina (NAGEL et al., 2009; BALLANTYNE et al., 2016; BIANCO et al., 2017)
e niveis aumentados de leptina (SIDELEVA; DIXON, 2014; SILVA et al., 2017).

A ativacdo de células do tipo Thl7 e Thl estd associada a processos
inflamatorios que levam a uma inflamacéao neutrofilica das vias aéreas. As células
do tipo Thl7 sédo formadas a partir da ativacdo de células T CD4* virgens na
presenca de TGF-B, IL-1B, IL-6 e IL-23. Sendo a célula Th1l7 responsavel por
secretar IL-17A, IL-17F e L-22, a presenca dessas citocinas estd intimamente
relacionada ao aumento da gravidade de quadros de asma, uma vez que niveis
elevados dessas citocinas foram encontrados em biopsias bronquicas e no fluido
do lavado broncoalveolar de pacientes asméaticos com quadros moderados a
graves (MOLET et al., 2001; AL-RAMLI et al., 2009; ALCORN; CROWE; KOLLS,
2010). A ativacdo de células do tipo Thl7 levam ao aumento da secrecdo de
guimiocinas neutrofilicas derivadas do epitélio (CXCL1 e CXCL8), ativam o
recrutamento de neutrofilos para as vias aéreas, ocasionando o aumento da
camada muscular lisa e metaplasia das células da mucosa, levando ao
estreitamento das vias aéreas. Além disso, a IL-17A derivada da ativacdo de Th17
promove a proliferacao de fibroblastos, um fator importante no remodelamento das
vias aéreas (PENE et al., 2008; AL-RAMLI et al., 2009; LAMBRECHT; HAMMAD,
2012; NEWCOMB; PEEBLES, 2013; LAMBRECHT; HAMMAD, 2015) (Figura 2).
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Figura 2 — Mecanismo imunolégico da asma do tipo ndo-Th2.
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(1) Na presenca de um alérgeno, este é reconhecido por uma célula dendritica, que o
fagocita e transporta até um 6rgao linfoide, onde iré apresenta-lo em sua superficie. (2) em
seguida este antigeno vai ser reconhecido por um células T CD4" virgens, na presenca de
TGF-B, IL-1B, IL-6 e IL-23 e IFN-v e TNF-a levando a producéo e ativacdo de linfocitos
auxiliares do tipo Th17 e Thl respectivamente. (3) essas citocinas liberadas por Thl e Th17
ativam mastocitos e neutrofilos levando ao aumento da producgéo de (TNF-a, IL-1, IL-6 e
IL-8), além de outros mediadores como histamina, prostaglandinas e leucotrienos (4) estes
mediadores atuam nos brénquios levando ao aumento da hiper-responsividade das vias
aéreas, broncoconstricdo e hiperplasia das células musculares lisas.

Fonte: Adaptado de SURAYA et al., 2021.

Véarios mediadores sollveis liberados por adip6citos e células imunes,
conhecidas como adipocinas formam uma rede complexa de mediadores que
parecem estar envolvidas em muitas interacées entre o sistema imunolégico e o
metabolismo do tecido adiposo (TILG; MOSCHEN, 2006). Diversos estudos
demonstram que adipocinas como a leptina, adiponectina e visfatina desempenham

um importante papel no processo inflamatério da asma, gerando uma exacerbacao
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dessa inflamacao que aumenta a hiper-responsividade das vias aéreas (MEDOFF
et al., 2009; ASSAD; SOOD, 2012; ASLANI; KEYHANMANESH; ALIPOUR, 2017).

A obesidade vem sendo associada ao aumento dos niveis sistémicos e
exalados de biomarcadores como o 8-isoprostanos e 4-hidroxinonenal em
pacientes asmaticos. A presenca destes biomarcadores, que sao agentes
oxidantes, no espaco alveolar, no ar exalado, no escarro e no sangue (OWEN,
2005) estéo associados a uma baixa na fungcéo pulmonar e aumento da morbidade
na asma (KOMAKULA et al., 2007; WEDES et al., 2009; ALDAKHEEL et al., 2016;
YOON et al., 2016). Ainda que o aumento do estresse oxidativo nas vias aéreas
nao seja um processo exclusivo de pacientes obesos-asmaticos, ele fornece
informagdes que levam a descobrir o motivo pelo qual esses pacientes tem uma
menor probabilidade em responder a uma terapia com corticosteroides inalatérios
(GRASEMANN; HOLGUIN, 2021).

Associado ao quadro inflamatoério, a asma e a obesidade apresentam um
aumento do estresse oxidativo, ocasionado por um desbalango entre os processos
oxidantes, pelo aumento da producédo de EROS, e por redugcdo de componentes
antioxidantes, podendo assim piorar o quadro inflamatério e ocasionar lesoes,
aumento da liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e alteracdo da funcédo
enzimatica (HOLGUIN et al., 2013; WINNICA et al., 2017).

Uma das principais vias na producao de oxidantes e antioxidantes é a via da
arginina-NO. Nos individuos asmaticos e obesos existe uma deficiéncia no sistema
do 6xido nitrico (NO), que esta intimamente relacionada com a disfuncéo das vias
aéreas e, consequentemente, na reducdo da resposta aos corticosteroides
inalatérios (HOLGUIN et al., 2013; WINNICA et al., 2017). Vérios estudos apontam
que o desequilibrio metabdlico ocasionado pelo quadro de obesidade e asma, gera
uma deficiéncia de L-arginina, um substrato importante para a formagédo de NO. Em
contrapartida ha um aumento nas concentragdes de dimetil arginina assimétrica,
esses dois acontecimentos ocasionam o desacoplamento da sintase do oxido
nitrico (NOS) epitelial nas vias aéreas, reduzindo a biodisponibilidade de NO, assim
como, a capacidade normal de broncodilata¢éo das vias aéreas (WELLS; HOLIAN,
2007; WELLS et al., 2009; WINNICA et al., 2017; ITO et al., 2018).

Em individuos obesos-asmaticos essa via sofre alteracdes, causadas em

sua maioria, por uma disfungcdo mitocondrial que leva a producéo exacerbada de
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EROS. Contribuindo para o aumento da hiper-responsividade das vias aéreas e do
estresse oxidativo sistémico em pacientes obesos-asmaticos de inicio tardio. O
estresse oxidativo associado a obesidade esta intimamente relacionado com a
diminuicdo da fung&o pulmonar de forma demasiada, assim como, agravamento de
sintomas respiratorios em pacientes asmaticos (AGRAWAL et al., 2011; FORNO et
al., 2015; SINGH; GUPTA; KUMAR, 2016; KUSCHNIR et al., 2018).

Com o aumento do IMC, as variaveis espirométricas VEF1 tendem a diminuir,
mas geralmente ainda estéo dentro da faixa de normalidade em adultos obesos
(ZERAH et al., 1993; SCHACHTER et al., 2001; SIN; JONES, 2002; GHOBAIN,
2012).

A obesidade, a inflamacao do tecido adiposo e a asma agravada por um
quadro de obesidade tornam as vias de sinalizacdo inflamatéria um importante alvo
de estudo para melhor compreender os mecanismos moleculares em relacédo a
associacdo obesidade-asma com intuito de desenvolver estratégias terapéuticas
para o tratamento ou profilaxias eficazes (MIETH et al., 2020).

Para entender melhor como ocorre a relagdo obesidade versus asma,
metodologias diversas sao citadas e empregadas, principalmente em modelos
animais, especialmente em roedores (KEYHANMANESH et al., 2018; LI et al.,
2018; GHOBADI et al., 2019; ZHU et al., 2019). Para a inducéo da obesidade, sdo
empregados métodos que vai desde mutacdes genéticas (como a delecdo do gene
do receptor da leptina, envolvida na saciedade), alteracbes cirlrgicas ou
ocasionadas por substancias quimicas (como repetidas administracbes de
glutamato monossédico no nucleo arqueado, destruindo 0s neurdnios responsaveis
pela saciedade), porém alteracfes dietéticas sdo as mais utilizadas para a inducao
da obesidade, sendo esta considerada poligénica (LUTZ; WOODS, 2012).

Frequentemente as dietas utilizadas para inducao da obesidade, mimetizam
as dietas consumidas pelo ser humano, dietas essas que apresentam alto teor
calorico e ingredientes saborosos, ocasionando hiperfagia com consequente,
ganho de peso e aumento, principalmente, do tecido adiposo nestes animais
(WALD; MYERS, 2015; CHUNG et al., 2016). Estas dietas reproduzem alteragbes
metabdlicas, corporais e também bioquimicas (SAMPEY et al., 2011; PEREIRA-
LANCHA; CAMPOS-FERRAZ; LANCHA JUNIOR, 2012).
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Luz et al. (2018) desenvolveram uma dieta de alto indice glicEmico (DAIG),
apos observarem varias alteracdes ocasionadas por dietas ricas em frutose e/ou
sacarose, porém essas dietas ndo eram apresentadas na forma de pellets. A DAIG
€ constituida por racao padréo, leite condensado e agucar, que apdés moldada, era
ofertada aos animais na forma de pellets. A apresentacéo da dieta nesta forma, tem
como vantagem uma maior aceitacdo por parte dos animais, uma vez que esta se
assemelha a racdo padrdo. Além disso, a ingestao desta dieta alterou diversos
parametros de obesidade, caracterizando assim a indug&o da obesidade em ratos
Wistar e aumentando o quadro inflamatoério caracteristico.

Além de ndo ser um método invasivo, ndo ocasionando quadros de
estresses nos animais, este método representa a principal forma pela qual os
humanos chegam a um quadro de obesidade, que € pela ingesta de alimentos ricos
em carboidratos. Diferentemente do que ocorre na inducdo da obesidade por
alteracdes cirurgicas, no caso do glutamato monossoédico no nucleo arqueado, que
destrdi 0os neurdnios responsaveis pela saciedade (LUTZ; WOODS, 2012). Diante
do exposto, a dieta elabora por Luz et al. (2018), foi a escolhida para ser utilizada
nesse estudo, uma vez que esta mimetiza melhor a forma como os humanos
chegam a um quadro de obesidade.

Na inducdo da asma, uma das formas mais empregadas € a exposicado a
novos alérgenos (GHORANI et al., 2018), devido a sua semelhanca com a forma
de inducdo em humanos. Dentro desse contexto destaca-se uma ferramenta
bastante utilizada para inducdo da asma, a ovalbumina (OVA). A exposicdo a esse
antigeno exdgeno provoca inflamacdo das vias respiratorias, caracteristica da
asma humana de maneira semelhante em animais (WALSH et al., 2008). Neste
estudo, também fez-se uso de um coadjuvante na sensibilizacdo por via
intraperitoneal, o hidroxido de aluminio (Al(OH)3), a utilizacdo deste geralmente
induz uma forte resposta imune Th2 e com altos niveis de IgE especifica para o
antigeno. Protocolos livres de adjuvantes requerem um maior numero de injecoes
para obter sensibilizacdo (HESSEL et al., 1995; BLYTH et al., 2000). Diante disso,
na inducao da asma para o presente estudo foi escolhida a metodologia descrita
acima, uma vez que esta mimetiza melhor a instalagdo de um quadro de asma em

humanos.



42

2.4 Musculo liso das vias aéreas

As vias aéreas sado compostas predominantemente por células musculares
lisas responsaveis pela regulagéo do tbnus broncomotor. Assim como também séo
capazes de produzir e secretar diversas citocinas imunomoduladoras, que fazem
parte de um sistema que detecta a exposicado a alérgenos e toxinas fazendo com
que o organismo responda a esse estimulo externo de maneira a preservar a vida
do individuo (CAMORETTI-MERCADO; LOCKEY, 2020). A contracdo da
musculatura lisa € responsavel por criar movimentos que determinam e mantem o
tbnus do musculo liso de 6rgédos ocos, como é o caso do musculo liso das vias
aéreas. Essa manutencao é essencial para atividade respiratoria, uma vez que o
processo fisiolégico de respiragdo pode gerar uma carga de tensdo e estresse
(GUMP; HAUGHNEY; FREDBERG, 2001).

A forca ativa, gerada durante o alongamento muscular na respiracao
(MOLFINO et al.,, 1993), inspiragbes profundas, involuntarias e voluntarias
(SKLOOT; PERMUTT; TOGIAS, 1995), geram uma resposta broncodilatadora
endogena que impede o fechamento das vias aéreas de individuos normais, porém
é ineficaz em pessoas asmaticas (KAPSALI et al., 2000). Os individuos asméticos
apresentam uma deficiéncia no mecanismo de relaxamento do muasculo liso e uma
exacerbacdo do mecanismo contratil, gerando um broncoespasmo e estreitamento
das vias aéreas (KRISHNAN; FREDBERG, 2011).

O musculo liso das vias aéreas € capaz de modular a capacidade de
resposta das vias aéreas a estimulos externos, assim como a simples funcéo de
respirar. Nos individuos asmaticos ha uma perda do controle homeostatico do
musculo liso das vias aéreas, que é agravado pelo espessamento da lamina
reticulosa e adventicia peribrdnquica, sendo responsavel por quadros que
caracterizam um individuo asmatico, dentre eles a respiracao superficial, falta de
respiracdo profunda e inflamacéo, levando ao fechamento das vias aéreas
(STEPHENS; LI; WANG; MA, 1998).

Para que a contracdo do musculo liso aconteca de forma instantanea, ao
modo que, a forgca, velocidade, comprimento e tempo de contragdo sejam
sincrdnicos, uma classe de receptores transmembrana acoplados a proteinas G
(GPCRs), caracterizados por serem proteinas heterotriméricas ativadas por

nucleotidios de guanina, a citar os receptores que acoplam as proteinas Gquu,
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precisam ser ativados, gerando uma cascata de sinalizacdo, aumentando os niveis
de célcio citosodlico ([Ca?*]c), ativando a cadeia leve da miosina (MLCK) e esta, por
sua vez, fosforilando a cadeia leve da miosina, levando a interagdo entre o0s
filamentos grossos da miosina e finos da actina e, consequentemente, a contragao
dessa musculatura (SANDERSON; DELMOTTE; BAI; PEREZ-ZOGBHI, 2008).

Os GPCRs sdo importantes alvos dos farmacos utilizados em diversos
disturbios, principalmente aqueles que acometem as vias aéreas. Os GPCRs do
tipo Gg11, S@0 responsaveis por desempenhar um papel importante, controlando o
tébnus do musculo liso que reveste as vias aéreas, uma vez que a ativacao sinérgica
desses tipos de receptores aumenta a resisténcia das vias aéreas, 0 que
caracteriza a hiper-responsividade (PENN, 2008; PENN et al., 2014).

A contracdo também pode ocorrer por mecanismos independentes da
ligacdo de um agonista ao seu respectivo receptor do tipo (GPCRS). Isso s6 ocorre
devido ao Ca?*, que é um importante segundo mensageiro que desempenha um
papel essencial em uma grande variedade de processos bioldgicos, dentre eles, a
coordenacao do acoplamento excitagdo-contracdo do musculo (CARAFOLI, 2002).

No acoplamento eletromecanico de contracdo, a despolarizacdo de
membrana plasmatica, ocasionada por exemplo pelo acimulo de ions K* no meio
extracelular, serd sentido pelos canais de calcio dependente de voltagens (Cav),
que em resposta a despolarizacdo da membrana plasmatica, levara a abertura dos
Cav e o influxo de ions Ca?*, resultando na contracdo (MORGAM; MUIR;
SZURSZEWSKI, 1981; REMBOLD, 1996) Com rela¢éo ao relaxamento do masculo
liso através do acoplamento eletromecanico, os canais de potassio (K*) também
desempenham um papel importante. O aumento da condutancia ao ion K*, leva ao
efluxo desse ion, hiperpolarizagcdo da membrana do masculo liso e fechamento dos
Cav e, consequentemente, relaxamento (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996)
(Figura 3).
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Figura 3 — Esquema do acoplamento eletromecéanico da contracdo muscular lisa pelo
aumento da concentracao extracelular de K*.

(1) Durante o repouso, o gradiente quimico favorece o efluxo de ions K* através de seus
canais de vazamento, deixando a regido perimembranar interna das células musculares
lisas polarizadas negativamente; (2) um aumento na [K*] e diminui o efluxo desses ions,
havendo acumulo de cargas positivas na regido perimembranar interna; a célula
despolariza, ocasionando a ativacéo dos Cav que leva ao influxo de Ca?* com consequente
contragao.

Fonte: PESSOA, 2022.

Varios agentes, dentre eles a acetilcolina (ACh), a histamina, a endotelina-1
e a bradicinina sdo capazes de gerar contracdo no musculo liso. A ACh por
exemplo, atua na via colinérgica para ocasionar a contracdo do musculo liso aéreo.
Essa contracdo dar-se pela ativacdo do receptor muscarinico do tipo Ms, que esta
acoplado as proteinas Gg/11. Tais proteinas ativam a fosfolipase C (PLC-B1) que é
responsavel por clivar o PIP2 (4,5-bisfosfato de fosfatidil inositol) em IP3 (1,4,5 -
trisfosfato de inositol). O IPs promove a liberagdo de Ca?* do reticulo



45

sarcoplasmatico para o citosol, elevando a [Ca?*]c etapa essencial na contracédo das
células musculares lisas (SANDERSON; DELMOTTE; BAIl; PEREZ-ZOGBHI,
2008). Um ion calcio é responsavel por translocar a proteina quinase C (PKC) até
a membrana, onde esta ird fosforilar e ativar o canal de célcio dependente de
voltagem, levando ao influxo de ions Ca?*. Quatro ions calcio se ligam a
calmodulina formando o complexo 4Ca?*-calmodulina, esse complexo ativa a
MLCK e esta fosforila a cadeia leve da miosina (MLC) fazendo com que ocorra a
interacdo com a actina e, consequentemente, contracdo do musculo liso (TERRAK
et al., 2004, SANDERSON et al., 2008) (Figura 4).

A contracdo do musculo liso também pode ocorrer independente de
mudancas na [Ca?*]c. Isso acontece apds ativacdo das proteinas Gi2/13 que estédo
acopladas ao receptor muscarinico do tipo Ms, essa ativacao estimula a via RhoA-
Rho cinase (ROCK). Dessa forma, a RhoA-GTP ativa a sua cinase associada, a
ROCK, e esta fosforila: a MLC; a porcdo MYPT1 da fosfatase da cadeia leve da
miosina (MLCP), inativando-a; e a proteina de interacdo ziper (ZIPK), que por sua
vez, fosforila a MLC e a por¢do MYPT1 da MLCP, favorecendo a manutencéo da
contracdo. Além disso, a RhoA-GTP ativa a fosfolipase D, que cliva a fosfatidilcolina
liberando o acido fosfatidico (PA), que através da acdo de fosfohidrolases, é
desfosforilado em diacilglicerol, levando a ativacdo da PKC. A PKC ativa a CPI-17,
que por sua vez inibe a porcdo PP1c da MLCP, auxiliando assim na manutencéo
da contracdo do musculo liso, mesmo em baixas concentracdes de calcio, por inibir
a MLCP e aumentar a fosforilacdo da MLC (KIMURA et al.,, 1996, SOMLYO,;
SOMLYO, 2003, TERRAK; KERFF; LANGSETMO; TAO; DOMINGUZ, 2004, LAN
et al., 2015, ALVAREZ-SAOS et al., 2020).
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Figura 4 — Mecanismo farmacomecénico da contracdo muscular lisa das vias aéreas pela
ativacéo do sistema Gg11— PLC 1.

Agonista @
X &

ReticuloSarcoplasmatico

(1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; (2) As
proteinas Gga1 troca GDP por GTP na sua subunidade a (ndo mostrado na figura),
tornando-se ativa; (3) A subunidade ag/11-GTP ativa a enzima PLC1; (4) A PLCB1 cliva
o fosfolipidio de membrana PIP, em IP; e DAG; (5) O IPs; migra pelo citoplasma e ativa o
IPsR presente na membrana do RS, liberando o Ca.+ dos estoques; (6) O Cay. liberado
ativa o RyR, fazendo com que mais Caz: seja liberado para o citoplasma; (7) O Ca?* que
foi liberado, juntamente com o DAG ativam a PKC; (8) A PKC ativada fosforila os Cav1
promovendo o influxo de Caz. através dos mesmos; (9) O aumento da [Ca2+]c aumenta a
afinidade pela CaM formando o complexo 4Ca?*-CaM e ativando a MLCK; (10) A MLCK
ativada fosforila a MLC e esta se torna ativa e interage com os filamentos de actina,
desencadeando a contracdo do musculo liso. As definicbes das abreviaturas estao
presentes na lista de abreviaturas e no texto.

Fonte: PESSOA, 2022.

Ja o relaxamento do musculo liso das vias aéreas através do acoplamento
farmacomecanico, ocorre por ativacdo de receptores acoplados a proteina Gs
levando a ativacédo da ciclase de adenilil (AC), com consequente aumento da
concentracéo intracelular de monofosfato ciclico de adenosina (CAMP), que por sua
vez, ativa a proteina cinase A (PKA), que fosforila ativando varios alvos, dentre eles

a bomba de Ca?* do reticulo sarcoplasmatico (SERCA), a bomba de célcio da
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membrana plasmatica (PMCA), o trocador 3Na*/2Ca?* (NCX), e os canais de K*. E
fosforila blogueando os canais de Ca?* dependentes de voltagem (Cav), resultando
na reducgdo da [Ca?*]c. Além disso, a PKA também inibe a MLCK, com consequente
redugéo da interacdo entre os filamentos de actina e miosina. Todas essas
alteracdes culminam no relaxamento da musculatura lisa (SOMLYO et al., 1999)
(Figura 5).

Figura 5 — Mecanismo do relaxamento no musculo liso das vias aéreas induzido pelas vias
efetoras do cAMP.

Agonista @ @

ReticuloSarcoplasmatico

(1) O agonista se liga ao seu receptor do tipo GPCR na membrana plasmatica; (2) a
proteina Gs troca GDP por GTP na sua subunidade a (processo nao mostrado na figura),
tornando-se ativa; (3) a subunidade Gq-GTP ativa a AC; (4) a AC converte o ATP em
cAMP; (5) o nucleotideo ciclico, cCAMP, ativa a sua proteina cinase PKA. Ambas as
proteinas cinases fosforilam varios substratos: (6) ativam os canais de K*; (7) inibem os
Cav; (8) aumentam a atividade da PMCA; (9) ativam o NCX; (10) A PKA inibe a MLCK; (11)
aumenta a atividade da SERCA. Todos esses mecanismos diminuem a [Ca?*]c; (13) inibem
a MLCK, reduzindo sua afinidade pelo complexo 4Ca?*-CaM. Todos esses mecanismos
impedem a fosforilacdo da MLC e, consequentemente, a interacdo dos filamentos de
miosina com os de actina, promovendo o relaxamento do musculo liso. As definicbes das
abreviaturas estao presentes na lista de abreviaturas e no texto.

Fonte: PESSOA, 2022.
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Uma vez que o musculo liso desempenha um papel importante na regulacéo
da contracdo e do relaxamento das vias aéreas, mediada principalmente pela
[Ca?*]c, proliferacdo celular, producdo e regulacdo da matriz extracelular, todos
esses eventos resultam em uma hiper-responsividade das vias aéreas
(WENCHAO, 2019).

2.5 Oleo de coco (Cocos nucifera L.)

O 6leo de coco (Cocos nucifera L.) pertencente a familia Arecaceae € um
produto derivado da copra (polpa) do coco seco ou da semente madura do coco.
De caracteristicas Unicas, o 6leo de coco apresenta um odor agradavel, sabor
suave, facil digestibilidade e absorcéo, alta resisténcia ao ranco, alta espessura do
Oleo para seu uso na forma de spray e retencédo de espuma, além de apresentar
uma estreita faixa de temperatura de fusdo (CHE MAN; MARINA, 2006).

Com uma longa histéria de uso etnofarmacologico, o éleo de coco virgem
(OCV) é um produto tradicional, extraido da polpa fresca do coco em baixa
temperatura e sem o0 uso de produtos quimicos. Este 6leo apresenta um alto teor
de &cidos graxos saturados de baixo peso molecular com uma composicao quimica
que permite sua utilizacdo para diversos fins comestiveis e nao comestiveis (CHE
MAN; MARINA, 2006).

De acordo com uma recente analise da Report Linkerno (GLOBAL VIRGIN
COCONUT OIL MARKET, 2019) no ano de 2018 o mercado global do 6leo de coco
virgem movimentou cerca de 2,7 bilh6es de ddlares e a estimativa € que no ano de
2024, este mercado cres¢ca mais de 9%, chegando a uma marca de 4,7 bilhdes de
dolares.

Para sua obtencado foram desenvolvidos varios métodos de extracdo, a qual
pode ser feita por um processamento seco ou umido. A extracdo do Oleo de coco
pelo processamento a seco é a mais utilizada. Neste tipo de extracdo, a copra do
coco € limpa, moida e vaporizada e, em seguida, € prensada para obten¢&o do 6leo
de coco, que posteriormente passa por um processo de refino, branqueamento e
desodorizacdo (RBD). No decorrer do processo de RBD, na etapa de
desodorizacéo, é aplicado um aquecimento realizado a uma temperatura entre 204
e 245 °C (O’'BRIEN, 2008).
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Nos ultimos anos, tem aumentado a tendéncia em extrair o 6leo de coco por
um método que nao passe pelo processo de RBD. O processo realizado na
auséncia de calor é o processamento a Umido, neste processo é obtido primeiro a
nata do leite do coco fresco e, em seguida, € quebrada a emulsdo da nata. Por ndo
passar por nenhum processo quimico, este método de extracdo € o mais desejavel.
O Oleo produzido por esse processo é conhecido como 6leo de coco virgem (OCV).
Este termo (OCV) refere-se a um 6leo obtido por meios mecanicos ou naturais
através do processamento da améndoa fresca e madura do coco, com ou sem o
uso de calor e sem passar por um refino quimico (VILLARINO; DY; LIZADA, 2007).
Além disso, este processo permite que a maioria dos componentes benéficos
presentes no 6leo de coco fiqguem retidos no proprio 6leo (MARINA et al., 2009).

Estudos realizados por Dia et al. (2005), determinaram o contetdo fendlico
total do OCV produzidos a partir de diferentes métodos. E observou-se que o OCV
apresentava maior teor de compostos fendlicos totais quando comparado ao 6leo
de coco refinado. Também foi observado que a capacidade antioxidante do OCV é
maior em relag&o ao 6leo de coco refinado (MARINA et al., 2008; SENEVIRATNE;
DISSANAVAKE, 2008).

O OCV ¢é rico em acidos graxos de cadeia média (AGCM), que séo
resistentes a peroxidacdo. Dentre os acidos graxos, 0os mais predominantes no
OCV séao as gorduras saturadas incluindo: acido laurico (45-52%), acido miristico
(16-21%), &cido palmitico (7-10%), acido caprilico (5-10%), acido caprico (4-8%),
acido estearico (2-4%), acido caproico (0,5-1%) e tracos do acido palmitoleico. Ja
com relacdo as gorduras insaturadas € observado a presenca de: acido oleico
(5-8%), acido linoleico (1-3%) e acido linolénico (até 0,2%) (KAPPALLY;
SHIRWAIKAR; SHIRWAIKAR, 2015). A proporcdo desses componentes €
semelhante ao encontrado no 6leo de coco virgem utilizado neste estudo (Anexo
1).

Esses componentes encontrados no 0leo de coco (OCV), sao utilizados no
tratamento do excesso de peso, devido ao seu potencial em reduzir gordura e,
consequentemente, peso corporal, fazendo do OCV um alimento funcional
(MARTEN; PFEUFFER; SCHREZENMEIR, 2006).

Os alimentos funcionais podem ser definidos como alimentos ou

componentes dietéticos que, em razdo de seus componentes alimentares
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fisiologicamente ativos, fornecem beneficios para a saude, além da nutricdo basica,
reduzindo o risco de desenvolvimento de doencas cronicas (IFIC, 2006). Os
alimentos funcionais incluem cereais enriquecidos, paes, bebidas esportivas,
lanches fortificados, alimentos para bebés, refeicbes preparadas, dentre outros
(WILDMAN, 2016). Ainda néo existe um consenso sobre a defini¢cdo certa para os
alimentos funcionais. Segundo a legislacdo brasileira vigente o produto ndo é
definido como “alimento funcional”, e sim como “propriedade funcional”’, estando
relacionado ao papel metabdlico ou fisiolégico que este e seus constituintes tem
sobre o corpo humano em condi¢cbes normais. JA4 quando o alimento tem acao
sobre doencas e/ou condi¢cdes relacionadas a saude ele é considerado
“propriedade de saude” (BRASIL, 1999). Este alimento, apds ser avaliado pela
Geréncia Geral de Alimentos (GGALI) da Anvisa e apds comprovagdo do seu uso
seguro e eficaz, pode ser disponibillizado e comercializado para o consumo
(PEREIRA et al., 2014).

Para que sejam comprovadas as alegacdes de alimento funcional ou
propriedade funcional de um determinado produto, estes devem passar por ensaois
nutricionais, fisiol6gicos e toxicol6gicos em animais de experimentacao. Além disso,
também devem possuir ensaios bioquimicos, estudos epidemiolégicos, seguidos
de ensaios clinicos e comprovacao do uso tradicional, seguindo a RDC 18/99 e a
Portaria 389/99 da Anvisa (BRASIL, 1999).

A Anvisa possui um documento base para a regulamentacdo dos
suplementos alimentares, dentre estes alimentos esté inserido o 6leo de coco. Os
constituintes do 6leo de coco foram analisados com base ha seguranca e a eficacia
e na existéncia de especificacbes de referéncia, como as Farmacopeias
reconhecidas oficialmente, o Codex Alimentarius (ONU) e o Food Chemical Codex
e em seguida autorizado para comercializagdo (BRASIL, 2017).

O interesse nesses produtos continua a crescer, impulsionado por esforgos
progressivos da pesquisa para identificar propriedades e aplicacbes potenciais de
substancias nutracéuticas e combinados com o interesse publico e a demanda do
consumidor (RAUD-MATTEDI, 2008). Dentre as razdes relacionadas ao crescente
mercado de alimentos funcionais, destaca-se: a busca por dietas saudaveis
valorizando componentes especificos do alimento em detrimento do alimento como

um todo, o reconhecimento pelas agéncias reguladoras dos beneficios dos



51

alimentos funcionais para a saude e a possibilidade de reducdo de custos do
Estado no combate das doencas crénicas (MARINS; ARAUJO; JACOB, 2011).

A definicdo de alimentos funcionais é diferente do conceito de nutracéuticos,
pois estes referem-se aos constituintes ativos isolados de alimentos que
apresentam funcdes fisioldgicas e de saude no organismo (IFIC, 2006).

Embora a genética desempenhe um papel importante no desenvolvimento
de diversas doencas, em geral, a maioria pode ser minimizada por iniciativas
relacionadas a uma dieta adequada e um estilo de vida mais saudavel. Além disso,
as pessoas podem otimizar as capacidades de promocdo da saude de sua dieta
por meio de suplementacdo e consumo de alimentos que foram formulados ou
fortificados para incluir fatores que melhoram o estado de saude (WILDMAN, 2016).

Diversos séo os estudos indicando que o consumo de alimentos contendo
acidos fendlicos dietéticos podem contribuir de maneira significativa para a satude
humana (NACZK; SHAHIDI, 2004). A descoberta de novos alimentos ricos em
compostos fendlicos com efeitos benéficos resultante dos seus compostos
antioxidantes se torna uma alternativa terapéutica promissora no combate de
diversas doencas (MARINA; CHE MAN; AMIN, 2009a).

Dentro desses alimentos funcionais encontra-se o OCV, que desde a sua
chegada no mercado alimenticio, ele vem sendo bem aceito pelo publico, que
consome esse produto como um alimento funcional, fazendo com que a demanda
por esse Oleo venha crescendo de maneira exponencial no mercado (MARINA;
CHE MAN; NAZIMAH; AMIN, 2009b).

Conhecido e utilizado amplamente por seu valor medicinal e nutricional, o
Oleo de coco j& apresenta varios efeitos bioldgicos relatados na literatura, tanto em
modelos animais como em humanos. Dentre estes efeitos podemos citar que o 6leo
de coco melhora os danos causados pelo estresse oxidativo, aumentando o
sistema de defesa antioxidante, diminuindo os niveis de radicais livres e reduzindo
a peroxidacéo lipidica (NEVIN; RAJAMOHAN, 2006; DOSUMU et al., 2010).

Em estudos realizados por Nevin; Rajamohan (2004), foi observado que a
suplementagcao com OCV em ratos “Sprague-Dawley” alimentados com uma dieta
sintética, foi capaz de reduzir o colesterol total, trigliceridios, fosfolipidios,

lipoproteina de baixa densidade (LDL) e lipoproteina de muito baixa densidade
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(VLDL) e aumento da lipoproteina de alta densidade (HDL) no soro e nos tecidos
como figado, coracao e rins.

Em estudos realizados por Nevin e Raiamohan (2006), foi observado que
ratos “Sprague-Dawley” alimentados com OCV apresentaram um aumento da
atividade de catalase (CAT) e de superoxido dismutase (SOD), moléculas essas
gue atuam concomitantemente na defesa do organismo contra espécies reativas
de oxigénio (EROS) e na prevencdo da peroxidacao lipidica. Também foi observado
uma diminuicdo nos niveis de peréxido lipidico no coracao, figado e rins dos
animais suplementados com OCV, quando comparados a suplementacao com 6leo
de amendoim e 6leo de coco extravirgem. A suplementacdo com OCV também foi
capaz de aumentar os niveis de glutationa total (GTN), responsavel por indicar a
presenca de moléculas antioxidantes.

Os acidos graxos de cadeia média encontrados no OCV, apés digeridos séo
transformados em acidos graxos livres e monogliceridios (OGBOLU et al., 2007).
Nas suas formas livres e de monogliceridios, esses acidos possuem uma
capacidade antimicrobiana muito proeminente e ajuda o sistema imunolégico na
defesa contra microrganismos invasores. Sendo a forma monogliceridica do acido
laurico, considerada a melhor substancia presente no 6leo de coco virgem com
efeito antiviral, antifangico e antibacteriano (SHILLING et al., 2013). Além disso, o
consumo do OCV, aumenta a concentracao sérica de trigliceridios, assim como da
incorporacao de lipidios estruturados e outras substancias funcionais que podem
melhorar o perfil lipidico (CHE MAN; MARINA, 2006; MARTEN; PFEUFFER,;
SCHREZENMEIR, 2006). Vérios estudos relatam que a incorporacdo do 6leo de
coco virgem na dieta, melhora o perfil lipidico sérico dos seus consumidores
(ASSUNC}AO et al., 2009; NEVIN E RAJAMOHAN, 2004; CARDOSO et al., 2015;
FAMUREWA et al., 2017).

Outras atividades descritas para o OCV é anti-lipidémica e antioxidante
relatada por Adeyemi et al (2020), onde o tratamento de ratos Wistar obesos com
o OCV na dose de 200 mg/kg, diminuiu de maneira significativa, colesterol total
(CT), trigliceridios (TG), lipoproteina de baixa densidade (LDL-C), assim como
também diminuiu o indice aterogénico. Os animais obesos tratados com OCV nas
doses de 200 e 600 mg/kg apresentaram uma diminuicdo nos niveis de
malondialdeido (MDA) em relagcéo ao grupo controle, ja com relacéo a atividade de
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superoéxido dismutase (SOD) as doses que obtiverem melhores resultados foram a
de 400 e 600 mg/kg de OCV. Em relacdo aos niveis de catalase (CAT), o OCV nas
trés doses foi capaz de reduzir os niveis de CAT nos animais obesos, quando
comparado ao grupo controle. E o tratamento com OCV nas doses de 200, 400 e
600 mg/kg também foi capaz de diminuir a resisténcia a insulina quando comparado
ao grupo controle.

A suplementacéo da dieta com 5 e 15% de OCV durante 17 dias, atenuou a
nefrotoxicidade oxidativa em ratos Wistar, aumentando os niveis de glutationa e da
atividade de enzimas antioxidantes (FAMUREWA et al., 2017).

Além disso, também é relatado que o OCV apresenta efeito insulinotropico,
e esse efeito deve-se aos acidos graxos de cadeia média presente no OCV. Acidos
como caprico e laurico, que possuem uma cadeia com mais de 10 atomos de
carbono (C10:0), apresentam efeitos mais potentes sobre a secrecao de insulina
no sangue (GARFINKEL et al., 1992). Em outro estudo realizado por Ginsberg et
al. (1982) foi observado que o 6leo de coco inserido na dieta aumentou a acdo da
insulina, melhorando a afinidade de ligagéo entre a insulina e a glicose, fazendo
com que os niveis de glicose no sangue diminuissem.

Maidi; Ahmad (2015) observaram que o OCV preparado pelo método de
fermentacao (OCVF), diminuiu os niveis de glicose de ratos com diabetes induzida
por aloxana, um analogo téxico da glicose. Resultados semelhantes foram
observados quando utilizou o OCV obtido por extracéo a frio no tratamento de ratos
diabéticos induzido por aloxana (IRANLOYE et al., 2013). Saat et al. (2013)
observaram que a administracdo por via oral de 10 mL/kg de OCV, diariamente, por
4 semanas, diminuiu a hiperlipidemia deletéria induzida por aloxana em ratos
Wistar. Também foi observado que o tratamento com OCV nas doses de 200, 400
e 600 mg/kg diminuiu a resisténcia a insulina (ADEYEMI et al., 2020).

Em um modelo de esteatose hepatica em ratos Wistar, o tratamento com o
OCV nas doses de 4 e 8 mL/kg durante 21 dias, reverteu a condicdo de esteatose
hepatica, melhorou a resisténcia a insulina, diminuiu os niveis de glicose, aumentou
os niveis de HDLc e reduziu os niveis de colesterol total e trigliceridios
(NARAYANANKUTTY et al., 2018).

O efeito antidiabético do OCV esta possivelmente relacionado a presenca de

compostos fenolicos, que sao responsaveis por inibirem as espécies reativas de
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oxigénio, como os radicais hidroxilas que levam a morte de células beta. Diante
disso, 0 OCV desempenha um papel importante ndo sé na atividade antidiabética,
mas também efeitos protetores sobre a disfuncdo renal (MAHADEVAPPA;
ARUNCHAND; FARHATH, 2011; LENZEN, 2008; AKINNUGA et al., 2014).

Também € relatado que a administracdo de OCV apresenta efeitos anti-
inflamatorio. Nos ratos Wistar que receberam 2 mL de OCV por animal, durante
sete dias, foi observado a inibicAo do surgimento de Ulceras causadas por
diferentes agentes, como Ulcera induzida por estresse de contencgédo a frio, etanol,
piroxicam e ligadura piloro em ratos Wistar. Apresentando uma inibicéo de 78,3%,
84,7%, 72,7% e 73,1% respectivamente, sendo melhor do que a inibicdo
apresentada pelo omeprazol que foi de 60,8%, 61,5%, 59%, 53,8%
respectivamente (MENG et al., 2019).

Em ratos “Sprague-Dawley” a administracdo do OCV nas doses de 1000,
2000 e 4000 mg/kg apresentou atividade anti-inflamatoria, analgésica e antipirética
em edema de pata, orelha e na formacao de granuloma nas fases agudas e crbnica
(INTAHPHUAK; KHONSUNG; PANTHONG, 2010).

Em estudos realizados por Ariel et al. (2012), em um modelo animal de
artrite, a fracdo polifendlica do OCV apresentou efeitos antioxidantes e anti-
inflamatorios, promovendo a inibicdo do edema de pata, diminuicdo da expressao
de genes inflamatorios, como COX-2, sintase do 6xido nitrico induzivel (iNOS),
TNF-a e IL-6 no tecido da pata.

O OCV em vérias concentracdes também inibiu o crescimento celular (in
vitro) e induziu a morte celular por apoptose, de células de cancer de pulméo do
tipo NCI-H1299 e A549, apresentando uma Clso de 12,04% (v/v) para as células
NCI-H1299 e 8,64% (v/v) para as células A549. Sendo observadas mudancas na
morfologia celular, incluindo a formacao de uma unica bolha gigante e a formacao
de vacuolos macic¢os no nivel citoplasmatico (KAMALALDIN et al., 2015).

A suplementacdo com 1,42 mL/kg de OCV em ratos “Sprague-Dawley”
machos, durante 16 semanas, preveniu a elevacao da presséao arterial, reduzindo
a vasoconstricdo na aorta de animais que receberam 0leo de palma aquecido
(YUSOF et al., 2013).

Em um modelo animal de osteoporose, ocasionado por ovariectomizacao,

as ratas Wistar que receberam 8 g de OCV para 100 g de racédo padrédo durante
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seis semanas, apresentaram uma efetiva melhora na estrutura 6ssea, evitando a
perda 6ssea dos animais com osteoporose (HAYATULLINA et al., 2012).

Varios estudos demonstraram que o consumo de OCV induz a reducgdo de
gordura corporal, em especial os depdsitos de gordura abdominal (ASSUNCAO et
al., 2009; SILVA; FORTES; SOARES, 2011; LIAU et al., 2011; CARDOSO et al.,
2015). O tratamento com OCV nas doses de 1000, 3000 e 9000 mg/kg por peso de
animal, em camundongos Balb/c alimentados com uma dieta rica em carboidratos
refinados, reduziu os depdsitos de gordura (epididimal, retroperitonial, inguinal e
mesentérica), apresentando uma menor aérea de adipdcitos, diminuiu a glicemia
de jejum e diminuiu os niveis de leptina e aumentou os niveis de adiponectina
guando comparado ao grupo de animais que recebeu apenas a dieta rica em
carboidratos refinados (ZICKER et al., 2019).

Em estudos realizados por Vasconcelos et al. (2019), foi observado que o
OCV nas doses de 2 e 4 g/kg/dia reverteu a hiper-contratilidade da tragueia de
cobaias com inflamacao pulmonar alérgica crénica através da modulacdo negativa
das vias ativadas pelo estresse oxidativo, dos prostanoides, do 6xido nitrico e da
proteina cinase associada a Rho (RhoA/ROCK), ja a dose de 4 g/kg/dia de OCV
reverteu a responsividade relaxante. O tratamento com OCV nas respectivas doses
também foi responsavel por melhorar a resposta antioxidante.

Com base nessas premissas e diante das atividades farmacoldgicas ja
relatadas para o OCV, levantou-se a hipotese de que o OCV seria promissor no
tratamento da asma exacerbada pela obesidade em ratos Wistar, podendo se
tornar futuramente uma alternativa terapéutica no tratamento da associacao dessas

duas comorbidades.
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3 Objetivos

2.6 Objetivo geral

Avaliar os efeitos do tratamento com 6leo de coco virgem (OCV), obtido a

partir da polpa do coco fresco maduro (Cocos nucifera L.), sobre parametros

murinométricos e reatividade contrétil e relaxante da traqueia de ratos obesos

asmaticos.

2.7 Objetivos especificos

Avaliar a toxicidade de doses repetidas do 6leo de coco virgem em ratos
Wistar obesos asmaticos;
Investigar os efeitos da suplementacdo com 6leo de coco virgem em ratos
obesos asmaticos no que se refere a:

o glicemia de jejum,

o evolugao ponderal,

o ingestéo alimentar,

o parametros murinométricos,

o adiposidade corporal;
Avaliar os efeitos da suplementacao com 6leo de coco virgem sobre a funcao
pulmonar de ratos obesos asmaticos;
Avaliar os efeitos da suplementacdo com O6leo de coco virgem sobre a
reatividade contratii e relaxante induzida por agentes eletro e

farmacomecanicos em traqueia de ratos obesos asmaticos.
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4 Material e métodos

4.1 Material

4.1.1 Produto teste
O oleo de coco virgem da marca “LC 6leos naturais” foi adquirido em lojas

de produtos naturais na sua forma liquida (Anexo 1).

4.1.2 Animais

Os animais utilizados foram ratos Wistar da espécie Rattus norvegicus com
50 dias de idade pesando aproximadamente 274,6 + 12,4 g e ratas pesando 186,9
+ 22,56 g, adquiridos na Unidade de Producdo de Animais (UPA) do Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM)/UFPB. Os animais eram
mantidos sob controle de temperatura (22 = 1 °C) e ciclo claro-escuro de 12 horas,
tendo livre acesso a ragcdo e agua. Todos os procedimentos experimentais foram
submetidos e aprovados pela Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA)/UFPB
sob protocolo n° 9133040520 (Anexo 2). Os experimentos funcionais eram
realizados no Laboratério de Farmacologia Funcional Prof. George Thomas do
Programa de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/CCS da UFPB. A avaliagédo
da funcdo respiratéria era realizada no Laboratério de Controle Neural da
Circulacéo e Hipertensao Arterial (LACONCHA), Centro de Biotecnologia, UFPB e
as analises histolégicas eram realizadas Laboratério de Farmacologia e Cultivo
Celular (LAFECC), Centro de Ciéncias da Saude, UFPB.

4.1.3 Substéncias e reagentes

O cloreto de sadio (NaCl), o cloreto de potassio (KCI), o sulfato de magnésio
(MgSO0s4), o fosfato de potassio (KH2POa4), o cloreto de calcio (CaClz), a glicose, o
bicarbonato de sodio (NaHCO3), fosfato de s6dio monobasico (NaH2PO4) e fosfato
de sédio dibasico NaH2PO4 foram obtidos pela Exodo Cientifica (Brasil).

O hidroxido de aluminio (Al(OH)3), a ovalbumina (OVA) (grau Il e V), o
cloridrato de carbamilcolina (CCh) e a aminofilina, foram obtidos na Sigma-Aldrich
(Brasil).



60

O acido araquidénico (AA) e o nifedipino, foram adquiridos da Cayman
Chemical (Brasil).

Essas substancias eram dissolvidas e diluidas com agua destilada para a
obtencado de cada solucao-estoque, exceto o acido araquidénico que era dissolvido
em alcool absoluto (96 °GL) e a OVA gque era dissolvida em soro fisiolégico (NaCl
0,9%), a qual era mantida sob a refrigeracdo de 4-8 °C. Quando necessario, as
substancias eram diluidas em 4gua destilada para a obtengdo das concentracdes
apropriadas.

O alcool absoluto foi adquirido da Neon Comercial (Suzano-SP, Brasil), o
xilol, a parafina e o formaldeido foram adquiridos da Dinamica Quimica
Contemporanea LTDA (Indaiatuba — SP, Brasil).

A mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de CO32) foi adquirida da White

Martins (Brasil).

4.1.4 Dieta

Os animais receberam uma dieta balanceada a base de racéo tipo pellets
(Nuvilab®) ou dieta de alto indice glicémico (DAIG), composta por racéo tipo pellets
(Nuvilab®), actcar refinado (Alegre®) e leite condensado (Camponesa®). Esta dieta
foi caracterizada como sendo de alto indice glicémico apresentando um valor de
77,6 e alta carga glicémica com valores de 38,8 (AGUIAR et al., 2017). Para o
preparo de 100 g da DAIG, 45,2 g da racdo padrao era triturada e misturada a 9,6 g
de acucar e adicionado 45,2 mL de leite condensado. Esta mistura era
homogeneizada, moldada e, em seguida, seca em estufa (55 °C) por 24 h e
armazenada sob refrigeracdo. A dieta era ofertada aos ratos na forma de pellets
durante 16 semanas (Adaptado de LUZ et al., 2018) (Figura 6).
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Figura 6 — Ingredientes utilizados no preparo da dieta de alto indice glicémico: ragdo
padrao (A), aclcar e leite condensado, na sua forma in natura (B), racdo padrdo na
forma triturada (C), mistura dos ingredientes homogeneizada e moldada (D) e ap6s a
secagem em estufa (E).

Fonte: PESSOA, 2022.

4.1.5 Solugdes Nutritivas

Para os protocolos de reatividade traqueal era utilizada solucdo nutritiva de
Krebs, ajustada ao pH 7,4 (com uma solucédo de HCI ou NaOH, 1 N), gaseificada
com carbogénio (95% de O2 e 5% de CO2) e mantida a 37 °C. A mesma
apresentava a seguinte composi¢cdo em mM: NaCl (118,0), KCI (4,5), MgSOs (5,7),
KH2POa4 (1,1), CaClz2(2,5), glicose (11,0) e NaHCOs (25,0).

As amostras para procedimentos histolégicos eram conservadas em solucéo
de formaldeido tamponado (10%) com a seguinte composi¢éo: formaldeido (1:10
v/v), NaH2POz4 (0,04:10 m/v), Na2HPO4 (0,005:10 m/v) e H20 (9:10 v/v).
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4.1.6 Equipamentos

Os ratos e os ingredientes para composicdo da DAIG eram pesados em
balanca semianalitica (modelo B2090, Jhanyu), enquanto a pesagem das
substancias, era realizada em balanca analitica (modelo AY220), adquiridos da
Gehaka (Brasil).

As medidas de glicose de jejum foram realizadas através de um glicosimetro
e fitas reativas Accu-Chek Performa®, Roche Diagnostics, E.U.A.

Para inducdo da asma era utilizado um nebulizador ultrass6nico, Soniclear®
(Brasil), com um fluxo variavel entre 0,7 a 1,25 mL/min e tamanho médio da
particula de 4 ym, conectado a um recipiente fechado de poliacrilico (20x13x15 cm)
contendo um orificio para a renovacéo do ar.

Para avaliacdo da funcao respiratoria foi utilizado um espirémetro (ML141,
PowerLab, ADInstruments) e o sistema de aquisi¢do de andlise de dados LabChart
TM Pro (PowerLab, ADInstruments) (Figura 7).

Figura 7 - Camara pletismografica de corpo inteiro (A), transdutor diferencial de presséo
(seta amarela) e o amplificador de sinais (seta branca) (B) e sistema de aquisi¢éo digital
de dados conectados ao amplificador (C).

Fonte: FERREIRA, 2022.

O pH das solucdes era aferido atravées de um pHmetro digital, modelo K39-
2014B (Kasvi, Séo Paulo, SP, Brasil).
Para o registro das contrac6es isométricas, os 6rgdos eram suspensos em

cubas de banho para 6rgaos isolados (6 mL), modelo BOI-04, e conectados a
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transdutores de forca isométricos, modelo TIM 05, acoplados a um amplificador
modelo AECADO4F. Este, por sua vez, estava conectado a um sistema de
aquisicao digital com o software AQCAD versao 2.5.0 para aquisi¢cao dos dados e
ANCAD para andlise. O sistema continha uma bomba termostéatica modelo BT 60
que controlava a temperatura das cubas. Todos os aparelhos foram adquiridos

junto a AVS Projetos (Séo Paulo, Brasil) (Figura 8).

Figura 8 - Anel de traqueia suspenso em cuba de banho para 6rgéo isolado (A), sistema
de cubas de banho conectados a transdutores de forca isométricos (B) e sistema de
aquisicao digital de dados conectados ao amplificador (C).

Fonte: PESSOA, 2022

Para a realizagdo dos cortes histoldgicos, as amostras eram submetidas ao
processador de tecidos modelo PTO5 (LUPTEC, Brasil), seccionadas em micrétomo
rotativo modelo RM 2125 RT (Leica, Alemanha), analisadas em microscépio 6tico
(Motic BA 410), fotografadas através da camera modelo Nikon Ds-Ri2 e
posteriormente analisadas por programa analisador de imagem (KS 300 software).

As amostras utilizadas foram centrifugadas em centrifuga de bancada,
modelo CE01-Al (Kacil Industria e Comércio Ltda, Brasil).
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4.2 Métodos

4.2.1Grupos experimentais

Os animais eram randomicamente divididos em quatro grupos com 6 animais

cada:
» Controle — GC (alimentados com dieta padréo e ndo sensibilizados);
* Obeso asmatico — GOA (alimentados com DAIG e sensibilizados);

» Obeso asmatico 6leo de coco virgem 1000 mg/kg — GOAOCV1000 (alimentados
com DAIG, sensibilizados com OVA e tratados com 6leo de coco virgem na dose
de 1000 mg/kg);

» Obeso asmatico 6leo de coco virgem 2000 mg/kg — GOAOCV2000 (alimentados
com DAIG, sensibilizados com OVA e tratados com 6leo de coco virgem na dose
de 2000 mg/kg).

4.2.2 Suplementacao com 6leo de coco virgem

Os grupos tratados com 6leo de coco virgem (GOAOCV1000 e
GOAOCV2000) recebiam, por via oral, por meio de gavagem, doses diarias de 1000
e 2000 mg/kg/dia (REAGAN-SHAW; NIHAL; AHMAD, 2008; ADEYEMI et al., 2020;
Adaptado de VASCONCELOS et al., 2020), durante os ultimos 30 dias da inducéo

das doencas associadas.

4.2.3 Triagem farmacoldgica comportamental e avaliagdo da toxicidade de

doses repetidas do 6leo de coco virgem (OCV)

Para avaliacdo do efeito toxico do 6leo de coco virgem, foram realizados
experimentos de toxicidade de doses repetidas utilizando a metodologia descrita
no guia n° 407 da Organisation for Economic Co-operation and Development
(OECD, 2008). Para esse protocolo, os ratos Wistar foram separados em trés

grupos experimentais: controle (salina a 0,9%), tratado com Oleo de coco virgem na
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dose de 1000 mg/kg e tratado com Oleo de coco virgem na dose de 2000 mg/kg,
com 10 animais cada, sendo 5 machos e 5 fémeas. Todos os animais receberam
seus respectivos tratamentos por via oral através de gavagem.

Os animais foram submetidos no primeiro dia a um experimento
comportamental, onde eram avaliados aspectos relacionados a estimulacdo do
Sistema Nervoso Central (agressividade, ambulacdo aumentada, andar em circulo,
autolimpeza, bocejo, contor¢cdes abdominais, convulsdes, escalas, estereotipias,
irritabilidade, levantar, movimento intenso das vibrisas, pedalar, sacudir a cabeca,
saltar, tremor e vocalizacdo) ou depressao do Sistema Nervoso Central (abducéo
das patas do trem posterior, ambulacdo diminuida, analgesia, anestesia, ataxia,
catatonia, cauda de straut, hipnose, perda do reflexo auricular, perda do reflexo
corneal, ptose palpebral, reflexo de endireitamento, resposta ao toque diminuida e
sedacdo). Além disso, também foram avaliados reflexos autonémicos (cianose,
constipacdo, defecacdo, diarreia, forca para agarrar, lacrimejamento, miccao,
piloerecao, respiracao, salivacéo e tonus muscular) (Anexo 3).

Todos estes parametros foram avaliados por até 4 horas apos a
administracdo dos tratamentos com salina 0,9% e 6leo de coco virgem (1000/2000
mg/kg). Apds a experimentacdo comportamental, os animais continuaram sendo
tratados diariamente com salina 0,9% (Grupo controle) ou com OCV nas doses de
1000 e 2000 mg/kg de peso dos animais por via oral durante 28 dias para a
avaliagdo da toxicidade de doses repetidas, e diariamente era avaliada a
mortalidade. No inicio e ao término do tratamento era medido a glicemia de jejum
desses animais. Além disso, o peso corporal e 0 consumo de agua e de racdo foram
mensurados semanalmente (ALMEIDA et al., 1999). Apds a eutanasia, diversos
orgaos, incluindo coracdo, rins, glandulas adrenais, figado, baco, utero e
epididimos foram retirados, pesados e avaliados macroscopicamente. ApGs os 28
dias, os animais eram acompanhados por mais 14 dias sem tratamento para
detectar ocorréncia tardia, persisténcia ou recuperacao de possiveis efeitos toxicos
(OECD, 2008).
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4.2.4 Avaliacdo da obesidade
4.2.4.1 Evolucgao ponderal

A massa corporal (g) dos ratos era verificada semanalmente, sempre nos
mesmos dias, sendo o ganho de massa calculado pela diferengca entre massa

corporea final e a inicial.

4.2.4.2 Ingestao alimentar

O consumo alimentar, também era calculado semanalmente, sempre nos
mesmos dias, sendo representado pela diferenca entre o alimento oferecido e o
residual utilizando a formula: consumo (g) = quota oferecida (g) — rejeito limpo (g).
Foi considerado rejeito limpo o alimento que nao foi ingerido e permaneceu na area
externa do comedouro (VADIVEL; PUGALENTHI, 2010).

4.2.4.3 Glicemia de jejum

No primeiro dia das 16 semanas de tratamento, os animais de todos os
grupos experimentais foram mantidos em jejum durante 8 horas e através da coleta
de sangue da cauda dos animais a glicemia foi determinada, utilizando um
glicosimetro (Accu-Chek Performa®, Roche Diagnostics, E.U.A). Ao fim das 16
semanas, 0s animais foram novamente mantidos em um jejum de 8 horas e o
procedimento anteriormente descrito foi repetido (adaptado de NAYERI et al.,
2014).

4.2.5 Parametros murinométricos

4.2.5.1.1 Comprimento nasoanal, indice de lee e indice de massa corporal

No dia da eutanasia, os animais eram pesados e era medido o comprimento
nasoanal (cm) que foi utilizado para o célculo do indice de Lee, que consiste na
razao entre a raiz cubica da massa corporal e 0 comprimento nasoanal do animal

(LEE et al., 1929) e o indice de massa corporal (IMC) caracterizado pela razao entre
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0 peso e o comprimento nasoanal do animal elevado ao quadrado (NOVELLI et al.,
2007).

4.2.5.1.2 Circunferéncias toracica e abdominal

No dia da eutanasia, a circunferéncia toracica, localizada na porcao posterior
a pata dianteira, e a circunferéncia abdominal dos animais, localizada na parte
anterior a pata traseira do animal, e eram aferidas utilizando trena corporal
antropomeétrica (NOVELLI et al., 2007).

4.2.5.1.3 Massa dos depdsitos de tecido adiposo e indice de adiposidade

Vinte e quatro horas apés a Ultima exposicdo da dieta, os animais eram
eutanasiados e apos cuidadosa dissecacdo eram pesados os tecidos adiposos e
epididimal, retroperitonial e inguinal 0s quais representam o0s principais
componentes de adiposidade central em ratos (MAUER; HARRIS; BARTNESS,
2001).

A gordura abdominal localizada na porcao inferior do abddomen conectada
ao epididimo representa a gordura epididimal. A gordura conectada a parede
abdominal posterior, ao redor dos rins e a parte abdominal do ureter representa a
gordura retroperitonial. A gordura subcutanea que se localiza entre a porc¢éao inferior
da caixa toracica e a porcdo mediana da coxa representa a gordura inguinal.
(SURWIT et al., 1995; SANTOS, 2010).

O indice de adiposidade foi calculado a partir da soma das massas
individuais das camadas adiposas epididimal, inguinal e retroperitoneal, através da
férmula: gordura inguinal + gordura epididimal + gordura retroperitonial x 100/peso
corporal final (STUNKARD; WADDEN, 1993; MACRINI, 2014).



68

4.2.5.2 Morfometria do tecido adiposo

4.2.5.2.1 Preparagdes histologicas

Apés a eutanasia dos ratos, os depésitos de tecido adiposo epididimal,
retroperitonial e inguinal eram cuidadosamente retirados, pesados e fixados em
formaldeido a 10% durante um periodo maximo de 72 h, e submetidas ao
procedimento histolégico padréo para inclusdo em parafina.

As amostras foram colocadas em processador de tecidos automatico,
embebidas em parafina e depois cortadas em micrétomo de 4 uym, colocadas em
laminas histolégicas e desparafinizadas em xilol por 30 minutos, hidratadas em
alcool em concentragfes decrescentes por 25 minutos e lavadas em agua corrente
por 5 minutos e, em seguida, lavadas em agua destilada. As amostras foram entao
tratadas com hematoxilina de Harris por 1 minuto, lavadas novamente em agua
destilada por 5 minutos e novamente coradas com eosina por 3 minutos, e
posteriormente lavadas em agua corrente por mais 30 segundos. Por fim, as
laminas foram desidratadas em concentracfes crescentes de alcool, clarificadas
em xilol e montadas com Entellan® (BATISTA et a., 2018).

4.2.6Inducado da asma

4.2.7 Sensibilizagcao e nebulizagdo com ovalbumina para indugdo da asma

A sensibilizagdo era iniciada no final da 132 semana de inducdo da
obesidade e ocorreram durante os Ultimos 22 dias. Inicialmente, para o protocolo
de sensibilizacdo, nos dias 1-3 do experimento os animais recebiam injecao
intraperitoneal (i.p.) OVA (grau V), na dose de 1 mg/kg/dia, solubilizada em solu¢éo
salina 0,9% estéril e utilizando como adjuvante 100 mg de hidroxido de aluminio
[AI(OH)3] (Figura 10). Nos dias 6, 9, 12, 15, 18 e 21, os animais eram colocados,
individualmente, em uma caixa poliacrilica fechada acoplada a um nebulizador
ultrassoénico e eram desafiados com OVA 1% (grau Il), por até 20 minutos diarios.

Os animais do grupo controle eram submetidos ao mesmo processo, porém,
utilizando apenas solucédo salina 0,9% estéril, tanto para as administracdes i.p.

qguanto para as nebuliza¢des. Todos os animais eram eutanasiados 24 horas apés
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0 ultimo desafio com OVA ou exposicéo a solucdo salina (dia 22) (SALMON et al.,
1999; Adaptado de GALVAO et al., 2017) ((Figura 9).

Figura 11 - Aparato utilizado para nebulizacdo dos ratos, contendo caixa poliacrilica
fechada acoplada a um nebulizador ultrassonico.

Y

mb““

ot

N L
YRR R b

-

. iTs

Fonte: PESSOA, 2022.

Figura 14 - Protocolo de indugéo da asma em ratos.
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4.2.8 Avaliacédo da funcao pulmonar

Nos dias 1, 12 e 21 do protocolo de inducdo de asma, apds nebulizacédo
(OVA ou solucéo salina), os animais foram submetidos a medidas de ventilacao
pela técnica de pletismografia em camara de corpo inteiro, adaptado da literatura
(MALAN, 1973). O procedimento consiste em inserir o animal em um sistema
fechado na entrada dos gases. As flutuagGes de pressao dentro do sistema foram
consideradas devido a diferenca de temperatura entre 0 gas inspirado (~ 25 °C) e
0 gas expirado (~ 37 °C) para a analise dos parametros ventilatorios.

Inicialmente, os animais foram aclimatados a cAmara registro por um periodo
de 15 min, a qual era ventilada com ar ambiente neste periodo. Apés este periodo,
foi interrompido o fluxo de ar e realizada a medicdo dos parametros por um periodo
de 3 minutos. As oscilacbes causadas pela ventilacdo do animal foram captadas
por um dispositivo conectado & camara que contém um transdutor de pressao
diferencial e amplificador de sinais. O sinal é enviado para o sistema de aquisi¢cao
de analise de dados e quantifica a amplitude e frequéncia dos sinais respiratérios.

A calibracdo do volume foi obtida durante cada experimento, injetando um
volume conhecido de ar (10 mL) na camara do animal por meio de uma seringa
graduada. O sistema permite o registro das medidas da frequéncia respiratéria (FR)
em volts (V) que, posteriormente, foram analisadas em ciclos por minuto (CPM). A
qguantificacdo da FR foi realizada retirando do registro total, de aproximadamente 3
minutos, um trecho correspondente a 10 segundos, livre de ruido e representativo
do padrao de resposta gerado (BARTLETT JR; TENNEY, 1970).

O volume corrente (VC) foi calculado através da formula:

VC=PT x VK X Tc (PB-PA)
PK Tc (PB-PA) — TA (PA-PB)

Sendo,

PT: deflexdo de pressao associada com cada volume de ar corrente;

Pk: deflexdo de pressdo associada com cada volume de ar injetado para
calibracéao;
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Vk: volume de ar injetado na camara do animal para calibracéo;
Tc: temperatura corporal;

PB: pressao barométrica;

PA: pressao de vapor d’agua a temperatura da camara;

TA: temperatura do ar dentro da camara,;

PC: pressao de vapor d’agua a temperatura corporal.

O volume minuto (VM) foi calculado pelo produto de FR pelo VC. O VC e o
VM estdo apresentados nas condicdes de pressdo barométrica ambiente, a

temperatura constante e saturados com vapor d’agua.

4.2.9 Obtencéao dos anéis de traqueia

Os ratos eram anestesiados com cetamina (180 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg)
por via intraperitoneal, seguido de exsanguinagdo, tinham a traqueia retirada e
limpa, de modo a separa-la de todo o tecido conectivo e adiposo. O 6rgéo era
dividido em segmentos, contendo de 3 a 4 anéis de cartilagem. Os segmentos eram
suspensos individualmente através de hastes de aco inoxidavel em cubas de banho
(6 mL), contendo solugdo nutritiva de Krebs sob tensdo de 1 grama. Estes
segmentos eram mantidos a uma temperatura de 37 °C e permaneceram em
repouso durante 60 minutos, sendo a solucao trocada a cada 15 minutos para evitar
a influéncia de metabdlitos liberados pelo 6rgdo no meio (TSCHIRHART et al.,
1987).

Apbs o periodo de estabilizacdo era induzida uma contragdo com 10> M de
CCh, e durante o componente tdnico era adicionado 3 x 10* M de A&cido
araquidbnico para verificar a integridade do epitélio. O epitélio era considerado
integro quando os anéis de tragueia apresentaram relaxamento igual ou superior a
50%, e apenas estes foram utilizados nos protocolos in vitro (TSCHIRHART et al.,
1987).
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4.2.10 Avaliacao dareatividade contratil ao KCl e ao CCh em traqueia de ratos

A traqueia era montada como descrito no item 4.2.9. Apés a verificacdo da
integridade do epitélio, a preparacao era lavada e, apos 30 minutos, era induzida
uma curva concentracdo-resposta cumulativa por um agente eletromecanico (KCI)
ou por um agente farmacomecanico (CCh) (OUEDRAOGO; ROUX, 2014). A
resposta contratil da traqueia dos GC, GOA, GOAOCV1000 E GOAOCV2000 frente
ao KCl e ao CCh foi calculada com base na amplitude média da resposta da
tragueia e as comparacdes eram feitas entre os grupos com base nos valores de
efeito méximo (Emax) € da concentracdo dos agentes farmacoldgicos que produzem
50% do seu efeito maximo (CEso), esta tltima foi calculada por regresséo néo linear
(NEUBIG et al., 2003) a partir das curvas cumulativas concentracdes-resposta

obtidas para cada grupo experimental.

4.2.11 Avaliagdo da reatividade relaxante ao nifedipino ou a aminofilina em

traqueia de rato pré-contraida com CCh

A tragueia era montada como descrito no item 4.2.9 Ap6s o periodo de
estabilizacao e verificacdo da integridade do epitélio, quando a linha de base se
mantinha constante, uma nova contracdo com 10> M de CCh era induzida e sobre
0 componente tdnico era adicionado, em concentracdes cumulativas, o nifedipino,
um bloqueador dos canais de célcio dependentes de voltagem (FURUKAWA et al.,
1999), ou a aminofilina, um inibidor da fosfodiesterase (BAUMGARTEN;
DALMARCO; GUIMARAES, 2008), até atingirem o seu efeito maximo (Emax). Como
parametro de eficacia foi calculado o Emax, € de poténcia a CEso (concentragéo de
uma substancia que promove 50% do seu efeito maximo), a CEso foi calculada por

regressado nao linear (NEUBIG et al., 2003).
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4.3 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como a percentagem da média e o erro
padrdo da média (e.p.m.), e analisados estatisticamente empregando-se a analise
de variancia (ANOVA) “one-way” seguido do pdés-teste de Tukey. A hipétese nula
foi rejeitada quando p < 0,05. Os valores de CEso foram calculados por regresséao
nao linear para todos os experimentos realizados (NEUBIG et al., 2003). Todos os

dados foram analisados pelo programa GraphPad Prism® verséo 5.01.
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5 Resultados

5.1 Triagem farmacoldgica comportamental e avaliacdo da toxicidade de
doses repetidas do éleo de coco virgem (OCV)

Inicialmente os ratos foram submetidos a gavagem com seus respectivos
tratamentos, salina 0,9% para o grupo controle e OCV nas doses de 1000 e 2000
mg/kg para os animas do GOCV1000 e GOCV2000, respectivamente. Durante as
primeiras 4h de observacdo, apés a administracdo dos tratamentos, ndo houve
alteracdo de parametros comportamentais que indicassem estimulacdo
(agressividade, ambulacdo aumentada, contorcfes abdominais, convulsfes e etc)
ou depressao (abducao das patas do trem posterior, analgesia, ataxia, catatonia e
etc) do SNC ou do SNA (constipacao, diarreia, piloerecao, salivacao e etc), entre
os animais do GC, GOCV1000 ou GOCV2000.

Em seguida, durante 28 dias da administracdo de doses repetidas dos
tratamentos aos seus respectivos grupos GC, GOCV1000 e GOCV2000, ndo foram
observadas mortes de nenhum animal, assim como, nenhum sinal de toxicidade.
Além disso, parametros como ingestéo alimentar, peso corporal e glicemia de jejum
também foram avaliados para verificar a toxicidade do OCV nas respectivas doses.

Com relagdo a glicemia de jejum desses animais, no inicio da
experimentagcdo, ndo houve diferengca entre os valores de glicemias do GC,
GOCV1000 e GOCV2000 tanto nos machos (86,5 + 1,3; 74,8 + 2,8 € 82,8 + 4,0
mg/dL) quanto nas fémeas (91,5 + 2,3; 87,4 = 3,9; 90,6 + 4,8 mg/dL),
respectivamente (Grafico 1). No entanto, apos 42 dia de tratamento foi observado
um aumento de 43,7% (124,3 = 1,3 mg/dL) na glicemia de jejum dos animais
machos e um aumento de 30,0% (119,0 + 1,1 mg/dL) na glicemia dos animais
fémeas. Ja quando estes animais foram tratados com OCV nas doses de 1000 ou
2000 mg/kg, foi observado uma reducédo nesse aumento de 43,7% para apenas
27,3% (95,2 £ 1,7 mg/dL) e 30,9% (108,4 + 2,1 mg/dL), respectivamente, quando
comparado ao GC (Gréfico 1A). J& nos animais fémeas, 0 GOCV1000 aumentou a
glicemia de jejum desses animais em 42,7% (124,8 + 4,0 mg/dL) quando
comparado ao GC que teve um aumento de 30,0% (119,0 £+ 1,1 mg/dL).

Diferentemente, foi observado uma reducédo desse aumento em apenas 13,8%
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(103,2 + 3,4 mg/dL) da glicemia de jejum nos animais do GOCV2000, quando
comparado ao GC (Grafico 1B).

Grafico 1 - Glicemia de jejum dos animais machos (A) e fémeas (B) do GC, GOCV1000 e
GOCV2000 nos dias 1 e 42.
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Dados expressos como média = e.p.m. (n = 3-5). ANOVA one-way seguido do pos-teste
de Tukey.

*p < 0,05 (GC macho/fémea vs. GOCV1000 e GOCV2000);
*p < 0,05 (GOCV1000 vs GOCV2000).

Fonte: PESSOA, 2022.
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Com relacdo aos parametros como peso dos animais inicial e final, ganho de

peso e consumo de racdo, ndo foram observadas alteracbes entre os GC,
GOCV1000 e GOCV2000 (Tabela 1, Gréfico 2). Também nao foram observadas

nenhuma alteragdo morfolégica/macroscoépica, assim como, ndo houve diferenca

entre 0 peso dos diferentes 6rgdos dos animais (machos), entre os grupos GC,
GOCV1000 e GOCV2000 (Tabela 2). Entretanto, nos animais (fémeas) do
GOCV2000 foi observado um aumento do baco (0,27 + 0,01 g) e diminui¢cao do
figado (2,99 = 0,10 g) quando comparado ao GC (0,22 = 0,01; 3,55 + 0,14 Q)

respectivamente (Tabela 3).

Tabela 1 - Evolugdo ponderal dos animais do GC e GOCV nas doses de 1000 ou 2000
mg/kg/dia submetidos ao tratamento de doses repetidas.

Grupo Sexo Peso inicial Peso final Ganho de peso
@ @ 9

Controle macho 194,3+ 4,3 392,0+5,0 197,7+7,8
fémea 147,8 + 4,6 219,8+8,1 72,0+£6,7

GOCV1000 macho 181,8 £ 5,0 337,2+10,6 155,4+10,9
fémea 1342+1,2 200,4 £ 2,2 66,2+ 2,2

GOCV2000 macho 170,8 + 8,1 321,4+23,4 150,6 £ 19,4
fémea 1440+ 3,1 219,6 £ 6,8 75,6 +4,8

Dados expressos como média = e.p.m. (n = 3-5). ANOVA one-way seguido do pos-teste

de Tukey.

Fonte: Pessoa, 2022.
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Grafico 2 - Evolugéo ponderal dos animais machos (A) e fémeas (B) do GC (o/0), do
GOCV nas doses de 1000 (e/e) e 2000 mg/kg/dia (o/o).
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Dados expressos como média = e.p.m. (n = 3-5). ANOVA one-way seguido do pos-teste
de Tukey.

Fonte: PESSOA, 2022.
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Tabela 2 - Peso dos 6rgaos de ratos Wistar do GC, do GOCV1000 e 2000 e submetidos ao tratamento de doses repetidas.

Grupo Coracéo Suprarrenal Figado Baco Epididimo Pulméo Rins

Controle 584004 0,0170+0,0006 2,76+052 018+0,02 0,16+001  054+0,03 0,63+ 0,13

GOCvV 0,33+£0,01 0,0144 +0,0007 2,82+0,10 0,18+0,009 0,15+0,01 0,55+0,06 0,67+0,01
1000

GOCv 0,36+0,02 0,0198+0,0030 2,59+0,06 0,17+0,01 0,17+0,006 052+0,03 0,71+0,01
2000

Dados expressos como média £ e.p.m. (n = 3-5). ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey.

Fonte: PESSOA, 2022.



Tabela 3 - Peso dos 6rgaos de ratas Wistar do GC, do GOCV1000 e 2000 e submetidos ao tratamento de doses repetidas.

Grupo Coracéo Suprarrenal Figado Baco Utero Pulméo Rins

Controle 0,41+0,01 0,0276 + 0,0034 3,55+0,14 0,22+0,01 0,25+0,01 0,79+0,11 0,74 +0,02
GOCvV 0,40+0,02 0,0340 = 0,0058 3,33+£0,08 0,24+0,01 0,26+0,01 0,64+0,03 0,75+0,01
1000

GOCV 0,39+0,01 0,0320 +0,0035 299+0,10* 0,27+0,01* 030+0,05 0,60+0,01 0,73+0,01
2000

Dados expressos como média + e.p.m. (n = 3-5). ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey:
*p < 0,05 (GC vs. GOCV2000).

Fonte: PESSOA, 2022.
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5.2 Avaliacdo da obesidade experimental

5.2.1Evolugéo ponderal

A massa corporal inicial dos GC, GOA e GOAOCV2000 (248,3 + 15,4;
264,7 £ 10,8; 284,3 £ 11,3 g, respectivamente) foram semelhantes (Tabela 4). No
entanto, o peso inicial do GOAOCV1000 (301,3 + 12,2 g) foi maior quando
comparado ao GC (248,3 £ 15,4 g). No final das 16 semanas, 0s animais do GOA
(460, 2 =+ 21,0 g) apresentaram um aumento de peso causado pela ingestdo da
DAIG, e este aumento de peso nao foi revertido quando os animais foram tratados
com OCV na dose de 1000 mg/kg (463,8 + 14,0 g) quando comparado ao GC
(365,2 £ 3,5 g). Entretanto, foi observado uma reversao desse parametro nos
animais tratados com OCV2000 (410,2 + 9,8 g), ndo deferindo do GC (Graéfico 3,
Tabela 3).

Apoés as 16 semanas foi observado que o GOA apresentou um ganho de
massa corporal de 73,2% (195,5 = 12,0 g) quando comparado ao GC que foi de
49,6% (116,8 + 16,4 g). Os animais que receberam o tratamento com OCV1000
apresentaram um aumento de 54,2% de peso corporal (162,5 + 7,5 g) quando
comparado ao GC. Ja os animais que foram tratados com o OCV2000 tiverem um
aumento de 44,2% (125,8 £ 8,9 g) na massa corporal ocasionado pela ingestao da
DAIG, apresentando resultado semelhante ao GC (Grafico 3, Tabela 4).
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Tabela 4 - Valores de massa corporal inicial (g), final (g) e ganho de massa corporal (g)
dos animais do GC, GOA, GOAOCV1000 e GOAOCV2000.

Grupo

Peso inicial Peso final Ganho de
(9) (9) peso (g)
Controle 248,3+ 15,4 365,2+ 3,5 116,8 + 16,4
GOA 264,7 + 10,8 460,2 + 21,0* 195,5 +12,0*
GOAOCV1000 301,3+12,2*% 463,8 + 14,0* 162,5 + 7,5*
GOAOCV2000 2843 +11,3 410,2 +9,8 125,8 + 8,9°

ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey (n = 6).
*p < 0,05 (GC vs. GOA, GOAOCV1000);
®p < 0,05 (GOA vs GOAOCV2000)

Fonte: PESSOA, 2022.
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Gréfico 3 - Massa corporal média semanal dos animais GC (e), GOA (o), GOAOCV1000
(A) e GOAOCV2000 (A).
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ANOVA one-way seguido do pés-teste de Tukey (n = 6).
*p < 0,05 (GC vs. GOA, GOAOCV1000).

Fonte: PESSOA, 2022.

5.2.2Ingestado alimentar

A ingestdo alimentar média dos grupos experimentais foi semelhante ao
decorrer das 16 semanas. O GOA, GOAOCV1000 e GOAOCV2000 mg/kg
apresentaram um consumo meédio (159,9 + 6,8; 1594 = 4,5; 147,1 + 3,8 g,
respectivamente), semelhante ao GC (162,0 + 3,6 g) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Ingestdo alimentar estimada (g) dos animais do GC, GOA, GOAOCV1000 e
GOAOCV2000.

Grupo Ingestdo alimentar média
(9)
Controle 162,0 + 3,6
GOA 1599+ 6,8
GOAOCV1000 159,4+45
GOAOCV2000 147,1 + 3,8

Dados expressos como média + e.p.m. (n = 6). ANOVA one-way seguido do pés-teste de
Tukey.

Fonte: PESSOA, 2022.
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5.2.3Glicemia de jejum

No inicio das 16 semanas antes do tratamento, todos 0s grupos experimentais
GC, GOA, GOAOCV1000 e GOAOCV2000 apresentaram valores de glicemia de
jejum semelhantes (82,1 = 4,0; 83,6 £ 6,4; 91,0 + 53 e 92,6 + 3,0 mg/dL,
respectivamente). Entretanto, apos 16 semanas recebendo uma dieta de alto indice
glicémico (DAIG), os animais do GOA apresentaram um aumento de 36,1%
(113,8 £ 6,1 mg/dL) nos niveis da glicemia de jejum quando comparados ao GC
gue apresentou um aumento de apenas 12,0% (92,0 £ 5,1 mg/dL). Ja nos animais
do grupo GOAOCV1000 foi observado uma reducéo desse aumento para apenas
4,7% (95,3 £ 3,3 mg/dL) na glicemia de jejum desses animais, ndo apresentando
diferenca quando comparado ao GC. Nos animais do GOAOCV2000 também foi
observado um aumento de apenas 12,5% (104,2 + 6,2 mg/dL) da glicemia, n&do

apresentado diferenca do GC (Grafico 4).

Gréfico 4 - Glicemia de jejum dos animais do GC, GOA, GOAOCV1000 e GOAOCV2000
antes (A) e apds (B) as 16 semanas de tratamento com a DAIG.
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ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey (n = 6).
*n < 0,05 (GC vs. GOA, GOAOCV1000);
ap < 0,05 (GOA vs GOAOCV1000).

Fonte: PESSOA, 2022.
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5.2.4Parametros murinométricos

5.2.4.1 Comprimento nasoanal, indice de Lee e indice de massa corporal

O comprimento nasoanal dos animais de todos o0s grupos experimentais: GC
(26, 5 + 0,3 cm), GOA (26,6 + 0,5 cm), GOAOCV1000 (27,6 £ 0,2 cm) e
GOAOCV2000 (26,7 £ 0,4 cm), nao houve diferenca significativa (Grafico 5A).

Nao houve alteragdes no indice de Lee nos animais de todos os grupos
experimentais: GC (0,27 + 0,006 g/cm), GOA (0,28 + 0,005 g/cm), GOAOCV1000
(0,28 + 0,003 g/cm) e GOAOCV2000 (0,29 £ 0,002 g/cm) (Gréfico 5B).

Foi observado que os animais do GOA (0,64 + 0,01 g/cm?) apresentaram um
aumento do IMC quando comparado ao GC (0,52 + 0,01 g/cm?). J& nos animais
tratados com OCV nas doses de 1000 e 2000 mg/kg (0,61 + 0,0; 0,62 + 0,01 g/cm?,
respectivamente) nao foi observado reducdo do IMC quando comparado ao GC e
GOA (Grafico 5C).
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Gréfico 5 - Medidas de comprimento nasoanal (cm) (A), indice de Lee (g/cm) (B) e IMC
(g/cm2) (C) dos animais do GC, GOA, GOAOCV1000 e GOAOCV2000.
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ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey (n = 6).
*p < 0,05 (GC vs. GOA, GOAOCV1000, GOAOCV2000).

Fonte: PESSOA, 2022.
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5.2.4.2 Circunferéncia toracica e abdominal

Com relacdo a medida da circunferéncia toracica, ndo foi observado
diferenca significante entre os grupos experimentais GC, GOA, GOAOCV1000 e
GOAOCV2000 (17,1 +£0,5;18,0+£0,5; 18,0+ 0,2; 17,1 £ 0,4 cm), respectivamente,
Grafico 6A. Diferentemente, foi observado um aumento da circunferéncia
abdominal no GOA (21,4 £ 0,1 cm) quando comparado ao GC (18,8 + 0,3 cm). O
tratamento com OCV1000 mg/kg (20,8 = 0,3 cm) ndo reverteu esse aumento
guando comparado do GC. Entretanto, quando os animais foram tratados com
OCV2000 mg/kg, foi observado uma reversédo desse aumento quando comparado
ao GC e GOA (Gréfico 6B).

Grafico 6 - Valores de circunferéncia toracica (cm) (A) e abdominal (cm) (B) dos animais
do GC, GOA, GOAOCV1000 e GOAOCV2000.
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ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey (n = 6).
*p < 0,05 (GC vs. GOAOCV1000);

®p < 0,05 (GOA vs. GOAOCV2000);

“p < 0,05 (GOAOCV1000 vs. GOAOCV2000).

Fonte: PESSOA, 2022.
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5.2.4.3 Massas de depositos de tecidos adiposos e indice de adiposidade

Os animais do GOA apresentaram um aumento de 68,5% (2,46 = 0,14 g) na
massa de tecido adiposo epididimal, quando comparado ao GC (1,46 = 0,07 g). Ja,
nos animais dos grupos tratados GOAOCV1000/2000 apresentaram um aumento
de apenas 28,8% e 6,2% (1,88 = 0,16; 1,55 = 0,17 g, respectivamente) sendo
observado uma reversao desse parametro (Grafico 7A). Também foi observado um
aumento da gordura retroperitoneal no GOA de 191,4% (3,41 = 0,25 g) quando
comparado ao GC (1,17 = 0,13 g). Entretanto, os animais do GOAOCV1000/2000
mg/kg tiveram um aumento de apenas 114,5% e 105,1% (2,51 + 0,10; 2,40 £ 0,27
g, respectivamente) apresentando uma diminuicdo de 59,8 e 54,9% na massa
dessa gordura quando comparado ao GOA (Gréfico 7B).

A gordura inguinal do GOA teve um aumento de 155,7% (2,02 £+ 0,29 Q)
guando comparada ao GC (0,79 = 0,06 g). Ja nos animais que foram tratados com
OCV1000/2000 mg/kg foi observado um aumento de apenas 82,3 e 43% (1,44 +
0,16; 1,13 + 0,17 g, respectivamente) dessa gordura (Gréfico 7C).

Na avaliacdo do indice de adiposidade, foi observado um aumento no GOA
(7,6 £0,5%), apds 16 semanas consumindo a dieta de alto indice glicémico, quando
comparado ao GC (3,7 = 0,4%). Além disso, o tratamento com o OCV 1000 e 2000
mg/kg (5,9 £0,3; 5,1 £ 0,6%) respectivamente, foi capaz de prevenir em 43,5 e

64,1% respectivamente, este indice, apresentando diferenca do GOA (Gréfico 7D).
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Gréfico 7 - Massa dos tecidos adiposos epididimal (g/100 g) (A), retroperitonial (g/100 g)
(B) e inguinal (g/100 g) (C) e indice de adiposidade (%) (D) dos animais do GC, GOA,
GOAOCV1000 e GOAOCV2000.
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ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey (n = 6).
*n < 0,05 (GC vs. GOA, GOAOCV1000, GOAOCV2000);
ap < 0,05 (GOA vs. GOAOCV1000);
p < 0,05 (GOA vs. GOAOCV2000).

Fonte: PESSOA, 2022.
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5.2.4.4 Morfometria do tecido adiposo

Nos animais do GOA que receberam a DAIG €é observado um aumento no
diametro dos tecidos adipécitos epididimal, retroperitoneal e inguinal (493,2 £ 3,5;
456,3 + 8,7; 510,2 + 1,3 area/um?, respectivamente), quando comparado ao GC
(260,5 + 6,5; 231,5 + 8,3; 235,2 + 6,7 area/um?, respectivamente). JA no
GOAOCV2000 é observado uma reversdao do aumento do didmetro desses
adipécitos (193,0 + 1,4; 194,8 + 1,2; 193,8 + 1,0 area/um?, respectivamente),

apresentando valores menores que o GC (Figura 11, Grafico 8 A, B e C).
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Grafico 8 - Medidas de area dos adipécitos das gorduras inguinal (A), epididimal (B) e
retroperitoneal (C) de animais dos GC, GOA e GOAOCV2000.
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ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey (n = 6).
*p < 0,05 (GC vs. GOA, GOAOCV1000, GOAOCV2000);
p < 0,05 (GOA vs. GOAOCV2000).

Fonte: PESSOA, 2022.
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5.3 Avaliacdo da funcao pulmonar

5.3.1Avaliacdo da frequéncia respiratdria, do volume corrente e do volume

minuto de ratos obesos asmaticos

Em relagcdo ao volume corrente dos animais do GC, GOA e GOAOCV2000

nos dias 0 (9,3 £ 0,5; 9,0 + 0,4; 10,7 + 2,2 mL/kg?, respectivamente) e no dia 12
(75+ 0,5, 7,9 + 11,0; 8,8 + 1,5 mL/kg?, respectivamente), ndo apresentaram
alteracdes. Ja no dia 21 foi observado que o GOA (5,8 + 0,3 mL/kg™?) apresentou
uma diminui¢do do volume corrente quando comparado o GC (9,3 + 0,5 mL/kg™),
(Figura 12, Grafico 9A). No entanto, o tratamento com OCV na dose de 2000 mg/kg
(9,9 + 1,3 mL/kg™) reverteu esse parametro, aumentando o volume corrente destes
animais no ultimo dia avaliado, ndo apresentando diferenca do GC (8,8 + 0,7
mL/kg 1) (Figura 12, Gréafico 9A).

Em relacdo aos valores da frequéncia respiratéria nos animais do GC, GOA
e GOAOCV2000 nos dias 0 (119,8 + 17,2; 121,8 + 9,9; 104,6 + 9,6 resp/min,
respectivamente), 12 (128,5 * 9,9; 109,8 + 14,6; 106,0 + 6,7 resp/min?,
respectivamente), ou 21 nao foi observado diferenca entre animais do GC, GOA e
GOAOCV2000 (122,0 £ 15,1; 119,7 £ 8,6; 104,6 + 11,5 resp/min-1, respectivamente)
(Figura 12, Gréfico 9B).

Os valores de volume minuto ndo apresentaram diferenca entre os GC, GOA
e GOAOCV2000 no dia 0 (1505 + 302,4; 1073 + 162,3; 1047 + 111,3 mL.kgt.min?,
respectivamente), resultado semelhante foi observado no dia 12 (1038 + 151,8; 874,0
+156,2; 967,0 + 216,2 mL.kgt.min", respectivamente). No dia 21 foi observado uma
diminuicdo do volume minuto dos animais do GOA (679,3 + 76,8 mL.kgt.min?)
quando comparado ao GC (1122 + 128,2 mL.kg*.min!). No entanto o tratamento
com OCV na dose de 2000 mg/kg (1108,0 + 96,7 mL.kgt.min?), reverteu esse
parametro, aumentando o volume minuto destes animais, ndo apresentando
diferenca do GC (Figura 12, Gréfico 9C).
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Figura 17 - Registros originais representativos da fungéo respiratoria dos animais do GC
(A), GOA (B) e GOAOCV2000 (C), nos dias 1, 12 e 21.
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Fonte: PESSOA, 2022.
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Gréfico 9 - Efeito do tratamento com OCV 2000 mg/kg/dia sobre o volume corrente (A),
frequéncia respiratéria (B) e volume minuto (C) dos grupos GC (e), GOA (o) e
GOAOCV2000 (A).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente (n = 6).
ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey:

*p < 0,05 (GC vs. GOA, GOAOCV2000);
ap < 0,05 (GOA vs. GOAOCV2000).
Fonte: PESSOA, 2022.
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5.4 Avaliacdo da reatividade traqueal

5.4.1 Avaliacéo da reatividade contréatil ao KCl e CCh em traqueia de rato

Observou-se que a traqueia dos ratos de todos 0s grupos experimentais
contraiu em resposta a adicdo de KCI, ndo havendo alteracdo da eficacia ou da
poténcia contratil ao KCl entre os grupos GC (Emax = 100% e CEso = 3,3 + 0,08 X
102 M) e GOA (Emax = 93,1 £ 4,8% e CEso = 3,5 £ 0,1 x 102 M), como também dos
grupos tratados GOAOCV1000 (Emax = 106,8 + 9,6% e CEso = 3,3+ 0,2 x 102 M) e
GOAOCV2000 (Emax = 88,7 + 2,0% e CEso = 3,2 £ 0,3 x 102 M) (Figura 13 A, B, C
e D, Grafico 10A).

O tratamento com o OCV néao alterou a poténcia contratil do CCh, néo
apresentando diferenca entre os grupos experimentais: GC (CEso = 9,7 £ 0,8 x 10
M), GOA (CEso = 2,6 + 1,2 x 10°® M); GOAOCV1000 (CEs=9,8+0,7x 107 M)e
GOAOCV2000 (CEso = 7,9 £ 0,9 x 10" M). No entanto, foi observado um aumento
da eficacia contrétil ao CCh na traqueia dos animais do GOA (Emax= 152,6 * 5,5%)
gquando comparado ao GC (Emax= 100%). J4& o GOAOCV1000 mg/kg
(Emax = 157,4 £ 7,3%), néo foi capaz de reduzir o aumento da reatividade causada
pela asma exacerbada pela obesidade, quando comparado ao GC. Diferentemente,
nos animais do GOAOCV2000 (Emax = 86,1 + 4,5%) foi observado uma reverséo da
eficacia contratil do CCh, ndo apresentando diferenca quando comparado ao GC
(Emax= 100%) (Figura 14 A, B, C e D, Gréafico 10B).
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Figura 20 - Registros originais representativos da reatividade contratil ao KCI da traqueia dos
animais do GC (A), GOA (B), GOAOCV1000 (C) e GOAOCV2000 (D).

A
AA 3x 104 M
l [KCI] 103 -101 M
L
/ ‘ A
10 min S~/ 4
CCh 10° M
AA 3 x 10%4 M
B
[KCI] 10 -101 M

CCh 105 M

(Continua).
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Figura 13 — Registros originais representativos da reativididade contratil ao KCl da traqueia
dos animais do GC (A), GOA (B), GOAOCV1000 (C) e GOAOCV2000 (D).
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Figura 23 - Registros originais representativos da reatividade contrétil ao CCh da traqueia
dos animais do GC (A), GOA (B), GOAOCV1000 (C) e GOAOCV2000 (D).
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(Continua).
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Figura 14 — Registros originais representativos da reatividade contratil ao CCh da traqueia
dos animais do GC (A), GOA (B), GOAOCV1000 (C) e GOAOCV2000 (D).
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Gréfico 10 - Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao KCI (A) e CCh (B) em traqueia
de rato, na presenca de epitélio, dos grupos GC (e), GOA (o), GOAOCV1000 (A) e
GOAOCV2000 (A).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e 0 e.p.m., respectivamente (n = 5).
ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey:

*p < 0,05 (GC vs. GOA, GOAOCV1000);
®p < 0,05 (GOA vs. GOAOCV2000);
#n < 0,05 (GOAOCV1000 vs. GOAOCV2000).

Fonte: PESSOA, 2022.
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5.4.2 Avaliacdo da reatividade relaxante ao nifedipino e a aminofilina em

traqueia de rato pré-contraida com CCh

O nifedipino relaxou a traqueia de rato pré-contraida com 10° M de CCh
tanto nos GC (Emax = 98,5 = 2,1%), GOA (Emax = 96,2 £ 2,4%), GOAOCV1000
(Emax = 96,7 £ 1,7%) e GOAOCV2000 (Emax = 96,0 £ 6,3%) sem alteracédo da
eficacia. Porém, o tratamento com o OCV nas doses de 1000 e 2000 mg/kg,
ocasionou um deslocamento da curva para a direita, indicando uma reducéo da
poténcia relaxante do nifedipino (CEso = 1,6 + 0,1 x 10* M; CEso = 1,8 £ 0,6 x 10
M, respectivamente) quando comparado ao GC (CEso = 2,2 + 0,4 x 10°® M) e GOA
(CEs0 =8,4 3,5 x10% M) (Figura 15 A, B, C e D, Gréfico 11A).

A aminofilina relaxou a traqueia de rato pré-contraida com 10° M de CCh de
maneira semelhante e sem alteracdo da eficacia e da poténcia relaxante, tanto nos
grupos GC (Emax = 95,8 + 2,9% e CEso = 5,4+ 1,1 x 10% M) e GOA (Emax = 96,4 *
1,2% e CEso = 5,8 £ 1,1 x 10* M). O tratamento com OCV nas doses de 1000 e
2000 mg/kg também né&o alterou o relaxamento induzido pela aminofilina, ndo
havendo diferenca na efichcia ou na poténcia entre 0s grupos experimentais
GOAOCV1000 (Emax = 95,0 + 3,9% e CEso = 8,8 + 0,8 x 104 M) e GOAOCV2000
(Emax = 99,2 £ 1,2% e CEso = 9,2 + 0,9 x 10* M) (Figura 16 A, B, C e D, Gréfico
11B).
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Figura 26 - Registros originais representativos da reatividade relaxante ao nifedipino da
tragueia dos animais do GC (A), GOA (B), GOAOCV1000 (C) e GOAOCV2000 (D).
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(Continua).
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Figura 15 — Reqgistros originais representativos da reatividade relaxante ao nifedipino da
tragueia dos animais do GC (A), GOA (B), GOAOCV1000 (C) e GOAOCV2000 (D).
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Figura 29 - Registros originais representativos da reatividade relaxante a aminofilina da
traqueia dos animais do GC (A), GOA (B), GOAOCV1000 (C) e GOAOCV2000 (D).
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Figura 16 — Registros originais representativos da reatividade relaxante ao aminofilina da
tragueia dos animais do GC (A), GOA (B), GOAOCV1000 (C) e GOAOCV2000 (D).
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Gréfico 11 - Curvas concentracdes-resposta cumulativas ao nifedipino (A) e a aminofilina
(B) em traqueia de rato pré-contraida com 10°M de CCh, na presenca de epitélio funcional,
dos grupos GC (e), GOA (o), GOAOCV1000 (A) e GOAOCV2000 (A).
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Os simbolos e as barras verticais representam a média e o e.p.m., respectivamente,
(n =5). ANOVA one-way seguido do pos-teste de Tukey:

*p < 0,05 (GC vs. grupos);

ap < 0,05 (GOA vs. GOAOCV1000),

Pp < 0,05 (GOA vs. GOAOCV2000).

Fonte: PESSOA, 2022.
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O 6leo de coco virgem (OCV) € um produto obtido da copra (polpa) do coco
seco ou da semente madura do coco e vem sendo amplamente utilizado pela
populacdo devido seus efeitos benéficos relacionados a perda de peso e reducao
de gordura (MARTEN; PFEUFFER; SCHREZENMEIR, 2006). E em modelos
animais ja apresentou efeitos insulinotrépicos (GARFIMKEL et al., 1992); anti-
inflamatorios (MENG et al., 2019) e reducdo nos niveis de colesterol total,
trigliceridios e lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) (ADEYEMI et al., 2020).
Além disso, o OCV também ja apresentou efeitos benéficos no tratamento de
cobaias com inflamacdo pulmonar alérgica crénica, induzida por ovalbumina,
reduzindo a hiper-responsividade traqueal desses animais (VASCONCELOS et al.,
2020). Baseado nessas premissas, tendo em vista a possibilidade de um efeito
promissor do uso desse Oleo sobre a asma exacerbada pela obesidade,
procedemos com essa investigacao.

Muitos sdo os dados experimentais e clinicos que demonstram a intima
relacdo da inflamagé&o ocasionada pela obesidade e a exacerbacdo do quadro
asmatico, aumentando a inflamacédo das vias aéreas e diminuindo a funcédo
pulmonar (MIETHE et al., 2020). Embora, tenha sido crescente a incidéncia de
asmaticos com obesidade nos ultimos anos, e apesar dos inumeros estudos ja
realizados para detalhar essa associa¢cao, poucas sao as alternativas terapéuticas
disponiveis no mercado para tratar essas duas desordens associadas. Tem-se
como agravante o fato dos pacientes que apresentam esse fenétipo de asma serem
resistente a terapia convencional com corticosteroides e agonistas beta
adrenérgicos (HANEY; HANCOX, 2006; BOULET; FRANSSEN, 2007; SHORE,
2008; MOSEN et al., 2008; FORNO et al., 2011; OSTROM et al., 2013; BOZZOLA
et al., 2013; BANERJI; FOGEL; BEEH, 2014).

Uma fonte imensuravel de novas moléculas com atividades terapéuticas sao
0s produtos naturais, sejam eles a base de plantas ou animais. Dentre os produtos
naturais destaca-se um produto promissor conhecido popularmente por Oleo de
coco e obtido da espécie Cocos nucifera L. (Arecaceae) (CHE MAN; MARINA,
2006). O OCV ja apresentou varios efeitos biolégicos relatados na literatura tanto
em modelos animais, melhorando os danos causados pelo estresse oxidativo,
aumentando o sistema de defesa antioxidante (NEVIN; RAJAMOHAN, 2006) e
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diminuindo os niveis de radicais livres e reduzindo a peroxidacéo lipidica em
humanos (DOSUMU et al., 2010).

O estudo da toxicidade de alimentos funcionais, suplementos dietéticos e
nutracéuticos a base de produtos naturais € importante para garantir que 0s
alimentos processados a partir destes sejam consumidos em seguranca, apesar de
alegacdes do seu uso tradicional (LULEKAL et al., 2013; FIGUEREDO et al., 2018).
E apesar de ser um produto natural, bastante comercializado e consumido em todo
mundo, faz-se necesséria a investigacdo do efeito toxico do OCV, com o intuito de
assegurar seu uso nos experimentos subsequentes e na medicina popular. Para
isso foram realizados experimentos de toxicidade de doses repetidas baseados no
guia n° 407 da Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD,
2008). Inicialmente, foram avaliadas possiveis alteracdes comportamentais em
niveis de Sistema Nervoso Autondmico (SNA) e Central (SNC), durante 4h apés a
admistracdo do OCV nas doses de 1000 ou 2000 mg/kg (Anexos 2). Durante as 4
primeiras horas de observacéo e nos 42 dias de experimentacdo nao foi observado
nenhum sinal que indicasse alteragbes no SNA ou no SNC ou morte de algum
animal.

A administracdo do OCV nas doses de 1000 ou 2000 mg/kg/dia durante 28
dias reduziu a glicemia de jejum dos animais (machos) quando comparados ao
grupo controle (Grafico 1A). Ja nas fémas apenas a dose de 2000 mg/kg/dia do
OCV diminuiu a glicemia de jejum desses animais (Gréafico 1B). O efeito benéfico
da ingestao do OCV sobre a homeostase da glicose, deve-se provavelmente aos
componentes majoritarios que compéem o OCV, tais como os acidos graxos de
cadeia média, como o acido laurico e o acido caprico, potentes secretagogos de
insulina, melhorando a acdo desta e diminuindo os niveis de glicose no sangue
(SENEVIRATNE; SUDARSHANA DISSANAYAKE, 2008; MARINA; MAN; AMIN,
2009; SENEVIRATNE; HAPUARACHCHI; EKANAYAKE, 2009; BAKKER et al.,
2010; SIRIWARDHANA et al., 2013).

Um dos primeiros sinais que indica a natureza toxica de um produto € a
variacdo abrupta no peso corporal dos animais (DONGMO et al.,, 2019) e a
supressao do apetite, levando a uma ingestdo menor de calorias (MADINGOU et
al., 2016). Neste estudo, ndo foi observado diferenca quanto a evolugao ponderal,

ganho de peso e consumo de ragdo dos animais de ambos os sexos e que
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receberam as doses de 1000 ou 2000 mg/kg/dia do OCV, quando comparado ao
grupo controle (Tabela 1, Grafico 2). Dados semelhantes foram observados apos
administracdo de 2000 mg/kg de acido laurico (componente majoritario do 6leo de
coco virgem) em ratas da espécie “Sprague Dawley” (KHAN et al., 2020).
Diferentemente, em um estudo realizado por Ibrahm et al. (2016), que utilizou as
doses de 175, 550 e 2000 mg/kg para avaliar os efeitos da toxicidade sub-crénica
do dleo de coco virgem fermentado (OCVF) em ratos “Sprague Dawley” machos e
fémeas, foi observado um aumento do peso corporal, da ingestdo alimentar e do
consumo de agua por estes animais.

A avaliacdo histopatolégica (macroscopica e microscopica) dos 06rgaos
internos, incluindo figado, coracao, rim, pulmdes, cérebro, baco e pancreas na
avaliacdo de degeneracao tecidual ou anomalias que levam a necrose e apoptose
sdo alguns dos parametros que determinam a toxicidade de uma substancia sobre
os orgaos internos (DE LIMA et al., 2017). De maneira semelhante, alteracdes no
peso dos 6rgaos correlacionado ao indice de peso corporal é fundamental e critico
para determinar a toxicidade de uma substancia ligada aos efeitos no tocante ao
tratamento (SELLERS et al., 2007).

Neste trabalho, a administracdo oral do OCV nas doses de 1000 ou 2000
mg/kg/dia nos ratos, ndo ocasionou alteracdes morfolégicas/macroscoépicas, assim
como também nao houve diferenca no peso dos diferentes 6rgdos avaliados,
guando comparados ao do grupo controle (Tabela 2). Diferentemente, nas ratas foi
observado apenas uma diminuicdo no peso do figado e aumento no baco, nos
animais tratados com o OCV2000 mg/kg/dia quando comparado aos animais
fémeas do grupo controle (Tabela 3). O figado é o 6rgédo que desempenha um papel
primordial no metabolismo de drogas e produtos quimicos, na biotransformacéao e
desintoxicacdo de substancias em nosso corpo (DOHERTY, 2016). J& 0 baco € um
orgao imunoldégico, que tem como principal funcdo a filtragdo continua do sangue
circulante, o que reflete em sua estrutura histologica (MEBIUS; KRAAL, 2005). E o
aumento do baco pode estar relacionado a diversas causas, dentre elas 0 aumento
da funcao esplénica (hipertrofia do trabalho), infiltracdo ou congestao (POZO et al.,
2009).

Apesar do resultado indicar uma possivel alteracdo hepatica e esplénica
ocasionada pela administracdo de doses repetidas do OCV2000 mg/kg/dia,estas
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alteracdes nado indicam um efeito toxico do OCV nas doses administradas, sendo
necessarios mais experimentos para confirmar essa hipétese.

O aumento do bago nas ratas que receberam o OCV2000 mg/kg/dia, pode
estar relacionado a uma resposta fisioloégica ao estresse e na maioria das vezes
esse aumento é transitorio, onde o baco volta ao seu estado normal (MAYMON et
al., 2006). Diante de todos esses resultados, pode-se inferir o uso seguro do OCV
no tratamento dos animais asmaticos e obesos.

A obesidade é considerada um fator de risco preponderante para o controle
inadequado da asma (GIBEON et al.,, 2013). E, apesar da associacdo asma e
obesidade coexistir mais em algumas criancas, nos ultimos anos é crescente o
namero de pacientes com asma exacerbada pela obesidade, recentemente
identificada como um endétipo e fendétipo Unico da asma (MIETHE et al., 2020).

A obesidade é caracterizada pelo acumulo anormal de gordura no corpo,
sendo prejudicial a saude do individuo. O aumento de peso também esta
relacionado a complicagbes pulmonares (DARVALL et al., 2007; WILSON;
MESSAQUDI, 2015). Isso deve-se ao fato que o acumulo de gordura, perto dos
pulmdes, na parede toracica anterior é responsavel pela diminuicdo da capacidade
funcional da respiracdo, uma vez que, ocorre a diminuicdo da complacéncia
pulmonar e do volume de ar corrente (MOHANAN; TAPP; MCWILLIAMS; DULIN,
2014).

Com bases nessas informacdes, decidiu-se avaliar se o tratamento com o
6leo de coco virgem nas doses de 1000 e 2000 mg/kg/dia alteraria os parametros
de obesidade dos animais obesos e asmaticos, como peso, consumo de racao e
glicemia de jejum, além dos pardmetros murinométricos, como comprimento
nasoanal, indice de Lee, IMC, massa das principais reservas adiposas (epididimal,
retroperitonial e inguinal), circunferéncias toracica e abdominal e indice de
adiposidade.

O fator preponderante para a instalacdo da obesidade e, consequentemente,
do aumento de peso de um paciente, esta relacionado ao estilo de vida deste, que
tem como habito o consumo de forma exagerada de alimentos ricos em
carboidratos e pobres em nutrientes (BEUTHER; WEISS; SUTHERLAND, 2006).
Diante disso, inicialmente foi avaliado se o tratamento com OCV nas doses de

1000/2000 mg/kg/dia preveniria 0 aumento de peso dos animais obesos asmaticos,
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apos ingestdo de uma dieta de alto indice glicEémico (DAIG). Ao final das 16
semanas da inducdo das duas comorbidades nos animais e apos 30 dias de
tratamento com OCV, pode-se observar que na dose de 1000 mg/kg/dia o OCV néao
diminuiu 0 aumento de peso ocasionado pela ingestdo da DAIG. Diferentemente, a
dose de 2000 mg/kg/dia de OCV, preveniu o aumento de peso destes animais,
ocasionado pelo consumo da DAIG, quando comparado ao grupo controle (Gréfico
3, Tabela 4).

A reducéo de peso dos animais tratados com OCV pode estar relacionada a
composicdo quimica e unica dos acidos graxos que fazem parte do OCV. Devido
ao tamanho de suas cadeias, esses acidos graxos sao facilmente hidrolisados de
forma direta ou podem ser absorvidos e posteriormente serem hidrolisados por uma
lipase intestinal (SAYAGO-AYERDI et al., 2008). Isso acontece baseado no fato de
gue o corpo humano tem preferéncia por oxidar os AGCM em vez dos acidos graxos
de cadeia longa. Resultando assim, na diminuicdo do armazenamento de acidos
graxos no tecido adiposo. Além disso, o0s AGCM sédo conhecidos por aumentar a
termogénese induzida pela dieta, auxiliando no aumento do gasto de energia por
parte dos seus consumidores (HILL et al., 1989; St-ONGE et al., 2003).

Resultados diferentes foram relatados por Zicker et al. (2019), onde
observaram a persisténcia da massa corporal de camundongos Balb/c que
receberam uma dieta rica em carboidrato refinado e em seguida foram tratados com
0 Oleo de coco nas doses de 1000, 3000 e 9000 mg/kg/dia. Resultado semelhante
a este foi relatado por Dias et al. (2018), onde ratas Wistar que receberam
juntamente com sua dieta diferentes concentracdes de OCV (10,4%; 50% de OCV
mais 50% de 6leo de soja e 95% de OCV), ndo apresentaram alteracdes no peso
corporal ap6s 10 semanas de tratamento. Efeitos contraditorios relativos ao efeito
do 6leo de coco na perda de peso e no consumo de alimentos também ja foram
relatados (DEOL et al.,, 2015; AMARAL et al., 2016; KINSELLA et al.,, 2017;
PANCHAL et al., 2017).

E descrito na literatura que dietas que visam mimetizar a alimentacio
humana, uma combinacgao de alto teor de carboidratos com alto teor de gordura,
levam a uma modulagdo positiva do centro da fome, aumentando o consumo
alimentar (PANCHAL et al., 2011). Outro parametro avaliado foi o consumo

semanal da racéo ao decorrer das 16 semanas, dos animais tratados com OCV nas
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doses de 1000/2000 mg/kg/dia. Ao final das 16 semanas foi observado que o
tratamento com 0 OCV nas respectivas doses ndo alterou a ingestéo alimentar dos
animais (Tabela 5). Os mesmos resultados foram observados por Zicker et al.,
(2019), onde os animais tratados com essa droga também ndo apresentaram
diminuicdo de consumo alimentar. Esse resultado sugere que a associacdo asma
e obesidade ndo atua modulando os centros da fome e da saciedade, bem como o
Oleo de coco também né&o atua por esse mecanismo.

Uma das formas de inducé@o da obesidade em modelos animais se d& pela
alteracdo dietética. As dietas mais comumente utilizadas s&o as hipercaloricas,
hiperlipidicas, de cafeteria e de alto indice glicEmico (DAIG) (NILSSON et al., 2012).
E j& foi descrito na literatura que a utilizacdo de modelos dietéticos para inducéo de
obesidade em modelos animais pode alterar o metabolismo da glicose
(BUETTNER; SCHOLMERICH; BOLLHEIMER, 2007).

Diante disso, uma vez ja relatado que a DAIG aumenta glicemia de jejum
dos animais obesos asmaticos (DODDIGARLA; AHMAD; PARWEZ, 2016;
FERREIRA et al., 2021), foi avaliado se o tratamento com o OCV preveniria esse
guadro. Os animais apos 30 dias de tratamento com OCV nas doses de 1000/2000
mg/kg/dia, apresentaram uma reversao desse aumento, ndo tendo diferenca dos
animais do grupo controle (Gréfico 4). Resultados semelhantes foram observados
por Adeyemi et al. (2020), onde os ratos Wistar tratados com éleo de coco em
diferentes doses (200, 400 e 600 mg/kg/dia) tiveram diminuicdo da glicemia.
Estudos realizados por Zicker et al. (2019), observaram que camundongos Balb/c
machos que receberam uma dieta rica em carboidratos e foram tratados com OCV
nas doses de 1000, 3000 e 9000 mg/kg de peso de animal, apresentaram uma
diminuicdo nos niveis da glicemia de jejum, quando comparado aos animais que
receberam apenas a dieta.

Resultado semelhante foram observados quando se utilizou o OCV no
tratamento de ratos diabéticos induzido por aloxana um analogo toxico da glicose
(IRANLOYE et al., 2013). Além disso, Maidi e Ahmad (2015) observaram que o
OCV preparado pelo método de fermentagédo (OCVF), diminuiu os niveis de glicose
de ratos com diabetes induzida por aloxana.

O efeito insulinotropico do OCV esta, possivelmente, relacionado a presenca

de compostos fendlicos, que séo responsaveis por inibirem as espécies reativas de
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oxigénio, como os radicais hidroxilas que levam a morte de células beta. Diante
disso, o OCV desempenha um papel importante ndo sé na atividade antidiabética,
mas também efeitos protetores sobre a disfuncdo renal (LENZEN, 2008;
MAHADEVAPPA; ARUNCHAND; FARHATH, 2011; AKINNUGA et al., 2014). Esse
efeito do OCV também pode estar relacionado a presenca de acidos graxos de
cadeia média como o acido laurico e o acido céaprico, potentes secretores de
insulina, melhorando a acdo desta e sua afinidade de ligacdo (GINSBERG;
JABOUR; SPECTOR, 1982; GARFINKEL; LEE; OPARA; AKWARI, 1992). Esses
resultados sugerem que o OCV é capaz de diminuir a glicemia jejum, aumentada
pela ingestdo de uma dieta de alto indice glicémico, sendo entdo promissor para a
atenuacao dos efeitos dessa desordem, uma vez que o diabetes mellitus surge
como uma comorbidade associada a obesidade.

Parametros murinométricos como o indice de massa corporal (IMC) e indice
de Lee, sdo métodos nao invasivos de se avaliar a implantacdo de um quadro de
obesidade. O IMC que é a razdo entre o peso em kg e a altura ao quadrado, é a
medida antropométrica mais utilizada para avaliagdo da obesidade em humanos,
onde individuos com IMC = 30 kg/m? séo considerados obesos (NOVELLI, et al.,
2010; WHO, 2020). E o indice de Lee definido como a razao entre a raiz cubica do
peso em gramas pelo comprimento nasoanal em cm do animal (LEE, 1929), é
utilizado para averiguar se a obesidade fora implantada no modelo murino, sendo
animais com este indice = 0,30 considerados obesos ou propensos a obesidade
(MACEDO, 2010).

Inicialmente, para calcular-se o IMC e o indice de Lee dos animais foi medido
o comprimento nasoanal destes. Ao final das 16 semanas de tratamento com o
OCV nas doses de 1000/2000 mg/kg/dia, ndo foi observado nenhuma alteracéo no
comprimento nasoanal dos animais entre os diferentes grupos experimentais
(Gréfico 5 A). O mesmo resultado foi observado para o indice de Lee, onde o
tratamento com o OCV (1000/2000 mg/kg/dia) também néo alterou esse parametro,
guando comparado aos demais grupos experimentais (Grafico 5B).

Ja com relacdo ao IMC foi observado um aumento desse parametro nos
animais obesos asmaticos (GOA). Porém, o tratamento com o OCV nas doses de
1000/2000 mg/kg, néao reverteu esse parametro (Grafico 5 C). Resultado diferente

foi observado em um estudo duplo-cego randomizado realizado no Brasil, em que
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40 mulheres com obesidade abdominal e idade entre 20 a 40 anos receberam uma
suplementacao diaria com 30 mL de 6leo de coco virgem por um curto periodo de
tempo, e este foi capaz de reduzir o IMC e a gordura abdominal (ASSUNCAO et
al., 2009).

Embora o IMC seja uma medida universalmente utilizada para caracterizar o
excesso de peso e consequentemente a obesidade, estd medida ndo fornece
informacgdes sobre a distribuicdo da gordura corporal e nem da diferenca entre
massa magra e gorda (GRUNDY, 2000). Apesar do indice de Lee ndo ter sido
alterado, outras medidas foram realizadas a fim de avaliar a composic¢ao corporal,
como circunferéncia abdominal e toracica que se referem a distribuicdo de gordura
visceral e tém relagdo direta com o risco de comorbidades humanas (ABESO,
2016). O aumento de gordura na regido toracica esté intimamente relacionado ao
aparecimento da diabetes (FREEDMAN; RIMM, 1989; PHAM et al.,, 2014).
Enquanto o acumulo excessivo na regido abdominal esta ligado a complicacbes
cardiovasculares, infarto do miocardio e o surgimento de diabetes mellitus do tipo
2 (YUSUF et al., 2005; SHEN et al., 2006; GADDE et al., 2018; LEE et al., 2018Db).

Diante disso, foi avaliado se o tratamento com o OCV nas doses de
1000/2000 mg/kg/dia diminuiria a circunferéncia toracica e abdominal dos animas.
Com relacao a circunferéncia torécica, ndo foi observado alteracfes desta medida
entre os grupos experimentais (Grafico 6 A). O tratamento com o OCV na dose de
1000 mg/kg/dia ndo reverteu o aumento da circunferéncia abdominal ocasionado
pela ingestdo de uma dieta hiperglicémica nos animais obesos asmaticos (GOA).

Entretanto, a dose de 2000 mg/kg/dia do OCV reverteu a circunferéncia
abdominal destes animais, aumentada pela ingestdo da DAIG, quando comparado
ao grupo controle (Gréfico 6 B). Em relagéo ao resultado da circunferéncia toracica,
este resultado é semelhante ao de Souza (2018), onde ratos Wistar alimentados
com uma dieta hiperlipidica, ndo apresentaram aumento da circunferéncia toracica.
Diferentemente, Souza (2018) ndo observou aumento da circunferéncia abdominal
dos animais que receberam uma dieta hiperlipidica, quando comparado ao grupo
controle.

Este resultado pode estar relacionado a presenga dos AGCM no OCV uma
vez que estes sdo conhecidos por induzir a termogénese (BABA; BRACCO;
HASHIM, 1982; ZHANG et al., 2015), promovendo a oxidacdo de gordura (ST-
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ONGE et al., 2003; TURNER et al., 2009; CLEGG, 2010) e reduzir a lipogénese
(HAN et al., 2003; SUN et al., 2013; MUMME; STONEHOUSE, 2015). Além disso,
varios estudos demonstraram que o consumo de OCV induz a reducéo de gordura
corporal, em especial os depositos de gordura abdominal (ASSUNCAO et al., 2009;
SILVA; FORTES; SOARES, 2011; LIAU et al., 2011; CARDOSO et al., 2015;
ZICKER et al., 2019). Sugerindo assim que o OCV pode ser benéfico no tratamento
da obesidade.

Resultado semelhante foi observado, quando mulheres com obesidade
abdominal e idade entre 20 a 40 anos receberam uma suplementacao diaria com
30 mL de OCV, por um curto periodo de tempo, reduziu a gordura abdominal
(ASSUNCAO et al., 2009). Outro estudo realizado por Liau et al. (2011), também
relatou que o consumo de OCV por homens a curto prazo, diminuiu a obesidade
troncular e a circunferéncia abdominal. Resultados semelhantes foram relatados
por Panchal et al. (2017).

Vérios estudos demonstram que dietas ricas em carboidratos refinados (rica
em acucar), provoca a expansdo do tecido adiposo, levando a uma disfuncéo
metabdlica, alteracdo no peso corporal e inflamacdo do tecido adiposo
(ASSUNCAO et al., 2009; LIAU et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013; ZICKER et al.,
2019). E, quando se trata de ganho de massa gorda, a constituicdo da dieta é
responsavel por alterar a expressao génica, levando a um aumento nos niveis de
lipogéneses (sintese de &cidos graxos e lipidios), que serdo armazenados
posteriormente no figado e no tecido adiposo, promovendo o acumulo de gordura
e disfuncado metabdlica (HAN et al., 2003; BAKKER et al., 2010).

Outra forma de avaliar a composi¢cdo corporal e possiveis alteracbes
ocasionadas pela obesidade em um modelo murino é realizando medidas
murinométricas (MAUER; HARRIS; BARTNESS, 2001). Com intuito de avaliar
possiveis variagfes na fisiologia animal ocasionadas pelo consumo de DAIG e se
o tratamento com o OCV seria capaz de alterar estes parametros. Foi medido a
massa dos principais depdésitos de gordura do corpo, como por exemplo a massa
do tecido adiposo visceral epididimal e retroperitonial e a gordura inguinal que
representa o deposito subcutaneo (FRAYN, 2002). E com base na quantificacdo
das reservas viscerais e subcutaneas de gordura, também foi calculado o indice de
adiposidade (THIBAULT; WOODS; WESTERTERP-PLANTEGA, 2004).
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Ao final das 16 semanas de tratamento foi observado que o OCV nas doses
de 1000/2000 mg/kg/dia preveniu o aumento da gordura epididimal, ocasionado
pela ingestao da DAIG nos animais obesos asmaticos (GOA), quando comparado
ao grupo controle (Grafico 7 A). JA com relacdo a gordura retroperitonial o
tratamento com o OCV nas respectivas doses, diminuiu a massa dessa gordura
nos animais do GOAOCV1000 e 2000 mg/kg/dia, quando comparado ao grupo que
néo recebeu o OCV como tratamento (Gréfico 7 B). O aumento da gordura inguinal
também foi prevenido nos animais que receberam o tratamento com o OCV nas
doses de 1000/2000 mg/kg/dia (Grafico 7 C). Resultados semelhantes foram
relatados por Zicker et al. (2019), onde o tratamento com OCV nas doses de 1000,
3000 e 9000 mg/kg por peso de animal, em camundongos Balb/c alimentados com
uma dieta rica em carboidratos refinados, reduziu os depdsitos de gordura
(epididimal, retroperitonial, inguinal e mesentérico), apresentando uma menor
aérea de adipdcitos.

A correlacdo entre a massa corporal e a massa dos tecidos adiposos do
animal resulta no indice de adiposidade, que para muitos autores é o principal
parametro murinométrico para definir um quadro de obesidade (NASCIMENTO et
al., 2008). Nos animais obesos asmaticos que receberam a DAIG, foi observado
um aumento no indice de adiposidade. No entanto, quando esses animais foram
tratados com o OCV na dose de 1000 mg/kg, foi observado uma diminuicdo em
cerca de 43,5% no indice de adiposidade nos animais obesos e asmaticos. Ja nos
animais do GOA e que receberam a dose de 2000 mg/kg/dia, foi observado uma
diminuicdo no aumento do indice de adiposidade ocasionado pela ingestdo da
DAIG por estes animais em cerca de e 64,1% (Grafico 7 D). Resultados
semelhantes foram observados por Zicker et al. (2019) em outro modelo animal de
obesidade, tratada com OCV em diferentes doses.

Diante desses resultados, pode-se inferir que o 6leo de coco virgem pode
ser uma alternativa terapéutica para o tratamento da obesidade e asma associadas,
por diminuir a massa dos principais depdositos de gordura do corpo, assim como do
indice de adiposidade. Este efeito esta relacionado a um componente bastante
encontrado em alimentos funcionais como o OCV, os acidos graxos de cadeia
meédia, que sao utilizados no tratamento do excesso de peso, devido ao seu

potencial em reduzir gordura e, consequentemente, peso corporal (MARTEN;
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PFEUFFER; SCHREZENMEIR, 2006). Tal efeito esta relacionado a regulacéo
negativa dos genes adipogénicos (HAN et al.,, 2003; MARTEN; PFEUFFER;
SCHREZENMEIR, 2006; SUN et al., 2013), maior indice de oxidacdo de gordura e
gasto de energia (BABA; BRACCOHASHIM, 1982; ST-ONGE et al.,, 2003;
MARTEN; PFEUFFER; SCHREZENMEIR, 2006; BABA; BRACCI; TURNER et al.,
2009; CLEGG, 2010; MUMME; STONEHOUSE, 2015; ZHANG et al., 2015).

Nos animais obesos asmaticos (GOA) também foi observado um aumento
no numero e tamanho dos adipécitos dos trés principais depositos de gordura
(epididimal, retroperitonial e inguinal). Na morfometria desses adipdcitos, foi
observado que os animas obesos asmaticos e que foram tratados com OCV na
dose 2000 mg/kg/dia, apresentaram uma reversao do aumento dos adipdécitos
guando comparado ao grupo controle (Figura 11, Grafico 8 A, B e C). Esses
resultados podem estar relacionados a concentracdo de AGCM presente no OCV,
uma vez que estes sdo conhecidos por induzir a termogéneses (BABA; BRACCO;
HASHIM, 1982; ZHANG et al., 2015), promover a oxidacédo de gordura (CLEGG,
2010; ST-ONGE et al., 2003; TURNER et al., 2009) e reduzir a lipogéneses (HAN
et al., 2003; SUN et al., 2013; MUMME; STONEHOUSE, 2015). Além disso, este
resultado pode estar associado a reducéo da expressao de acetil-CoA carboxilase
no tecido adiposo, uma enzima chave na lipogénese (ZICKER et al., 2019).

Resultados semelhantes foram observados por Zicker et al. (2019), onde
camundongos machos BALB/c, alimentados com uma dieta rica em carboidratos
refinados e tratados com OCV nas doses de 1000, 3000 e 9000 mg/kg/dia,
apresentaram uma area de adipdcitos inferior a 15,000 um?, quando comparado ao
grupo que recebeu apenas a dieta rica em carboidratos refinados e que teve area
de adipdcito superior a 25,000 um?2. Diferentemente, Dias et al. (2018) observaram
gue a introducéo de diferentes concentragdes do OCV na dieta de ratos Wistar, n&o
afetou a nimero e a area dos adipdcitos.

A implicagéo da adiposidade sobre a fungédo respiratéria vem sendo bastante
estudada nos ultimos anos, no entanto, ainda ndo se ha uma explicagdo consensual
dos mecanismos fisioldégicos que geram as complicagdes respiratorias (SUE, 1997).
Em um individuo normal, durante a maquinaria respiratdria o diafragma contrai de

modo que empurra o conteudo abdominal para baixo e para frente, de maneira
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simultanea, os musculos intercostais externos contraem empurrando as costelas
para cima e para frente (WEST, 2008).

Ja nos individuos obesos esse movimento € prejudicado, o excesso de
gordura presente na regido torédxica e abdominal dificulta a atividade da
musculatura respiratoria. Ou seja, o0 aumento de gordura na regido abdominal &
responsavel por causar uma maior resisténcia a contracao diafragmatica, alterando
a mecanica ventilatoria (PEREIRA, 2002; RASSLAN et al., 2009).

Para avaliar a fungédo pulmonar, uma das formas mais eficientes é por meio
da determinacdo do volume pulmonar, esta medida oferece informacfes
importantes na caracterizacao do estado fisiopatolégico ocasionado por alteragées
no processo pulmonar-ventilatério (BARRETO, 2008). Essa medida é feita por meio
de duas técnicas, a espirometria e a pletismografia (Sociedade Brasileira de
Pneumologia e Tisiologia, 2001). Apesar da pletismografia ser mais sensivel,
ambas as técnicas apresentam resultados semelhantes (CASTREJON VAZQUEZ;
RAMIREZ; MONTERO, 2001).

Diante disso, utilizando a técnica de espirometria de corpo inteiro foi avaliado
se o tratamento com OCV na dose de 2000 mg/kg reverteria parametros como
volume corrente, frequéncia respiratéria e volume minuto alterados nos animais
obesos asmaticos. Com relacdo ao volume corrente (volume pulmonar que
representa o volume normal do ar circulante entre uma inalagéo e exala¢cao normal,
sem um esforco suplementar), os animais do GOA apresentaram diferenca do GC.
Porém, a frequéncia respiratoria ndo foi alterada. Ja no volume minuto (produto da
frequéncia respiratoria x volume corrente), foi observado uma diminuicdo desse
pardmetro nos animais do GOA, esta diminui¢cdo é relacionada ao aumento nos
niveis de diéxido de carbono (CO2) corporais (Figura 12, Grafico 9 A, B e C).

Ja €& bem descrito os efeitos da obesidade sobre a funcdo pulmonar
(TANTISIRA; WEISS, 2001; WEISS, 2005; BEUTHER; WEISS; SUTHERLAND,
2006; MATRICARDI et al., 2008; SHORE, 2008; BEUTHER, 2010). E, que esta
disfuncdo pulmonar esta relacionada ao excesso de tecido adiposo na parede
toracica ocasionado pela obesidade (BEHAZIN et al., 2010). Nos individuos
obesos, alteracdes nas propriedades elasticas da parede toracica resultam na
diminuicdo da capacidade residual funcional (CRF) (KING et al., 2005). A perda

progressiva da retragdo elastica em todas as vias aéreas define o limite da
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expiracdo, aumentando o trabalho respiratorio (SHORE, 2008). Diante disso, 0s
individuos obesos apresentam um padrédo respiratorio rapido, superficial e com
baixos volumes correntes, ocasionando uma reducéo do volume de reserva
expiratorio (CHAPMAN et al., 2008).

Respirar com volumes pulmonares baixos significa que o calibre das vias
aéreas, assim como o comprimento do musculo liso das vias aéreas é reduzido ao
longo do ciclo respiratério (SALOME; KING; BEREND, 2013). Em hipotese, a
reducdo do volume pulmonar nos individuos obesos, pode potencializar os
sintomas relacionados a broncoconstricao, que no individuo obeso, esta associada
ao aumento do fechamento das vias aéreas (CHAPMAN et al., 2008) e, portanto,
pode aumentar a detencdo de gés, alterando a distribuicdo da ventilacdo. A
broncoconstricdo ocasionada em baixo volume pulmonar aumenta o risco de
limitacdo do fluxo expiratério, causando uma hiper-insuflacdo dinamica em
individuos asmaéticos e obesos (SUTHERLAN; COWAN; TAYLOR, 2008).

No entanto o tratamento com o OCV na dose de 2000 mg/kg, nao alterou a
frequéncia respiratoria, aumentou o volume corrente e reverteu a diminuicdo do
volume minuto destes animais quando comparado aos animais asmaticos e obesos
(Figura 12, Grafico 9 A, B e C). Este resultado, deve-se ao fato de o OCV apresentar
um efeito antiobesidade (LIAU et al., 2011), uma vez que ja é relatado que a perda
de peso e progressivamente de gordura em areas que batem na parede toracica,
como regido do torax e abdominal subcutanea e visceral € responsavel pela
melhora nos volumes pulmonares, como capacidade vital forcada expiratéria,
capacidade residual funcional e volume expiratorio residual (BABB et al., 2011).

Além disso, segundo Nicolacakis et al. (2008), a asma e a obesidade tém
efeitos aditivos, e ndo sinérgicos, quando se trata de fins como espirometria e
volumes pulmonares. Em casos de asma grave ou nao controladas, os sintomas
pulmonares tendem a estar relacionados ao descontrole das vias aéreas na
inflamacé&o e na hiper-responsividade.

No entanto, o melhor tratamento leva ao controle da asma nesses individuos
e dos efeitos observados na espirometria. Entretanto, o tratamento da asma nao
anula os efeitos da obesidade no desenvolvimento do fechamento das vias aéreas,
limitacdo do fluxo expiratorio e hiperinflacdo dindmica durante episodios de

broncoconstricdo, podendo estes se tornarem mais evidentes, gerando cargas
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elasticas extras durante o processo de broncoconstricdo, sendo refletida nas
alteracdes de resisténcia do sistema respiratorio em pacientes obesos e nao
obesos (SALOME et al., 2008; TORCHIO et al., 2009). Diante disso, conclui-se que
o efeito exercido pelo OCV na melhora dos parametros relacionados a funcéo
pulmonar destes animais esta relacionado a reducdo do tecido adiposo e,
consequentemente, das implicacfes que ele causa sobre o sistema respiratorio.
Tornado assim, 0 OCV um agente promissor no tratamento da associagéo das duas
comorbidades.

A utilizacao de terapias convencionais no tratamento da asma pode trazer
efeitos colaterais prejudiciais a vida do paciente. Medicamentos como 0s agonistas
adrenérgicos B2 de longa duracao, por exemplo, possuem o efeito de aumentar a
predisposicao para um quadro de exacerbacdo da asma e até a morte. Sendo a
dessensibilizagao dos agonistas adrenérgicos 2 uma das razdes para a elevagéo
do risco de exacerbacdo da asma e morte. Além disso, 0 uso de glicocorticoides
sistémicos sdo conhecidos por causar quadros de imunossupressao, catarata e
osteoporose (TOWNSEND; EMALA, 2013).

Além disso, os pacientes que possuem um quadro de asma associada a
obesidade, apresentam um aumento da gravidade da doenca, potencializada pela
falta de uma terapia adequada e pela resisténcia desses pacientes as terapias
convencionais ja utilizadas, como corticosteroides e agonistas adrenérgicos [z
(McLACHLAN et al., 2007; SIDELEVA et al., 2012; SUTHERLAND et al., 2012;
TELENGA et al., 2012; GIBEON et al., 2013).

O tratamento desses pacientes é baseado em agentes relaxantes do
musculo liso ou agentes que inibam a contracdo da musculatura lisa das vias
aéreas, uma vez que individuos asméaticos apresentam uma deficiéncia no
mecanismo de relaxamento do musculo liso e uma exacerbagdo do mecanismo
contratil, gerando um broncoespasmo e estreitamento das vias aéreas
(KRISHNAN; FREDBERG, 2011).

Uma vez que o musculo liso desempenha um papel importante na regulacéo
da contragdo e do relaxamento das vias aéreas, mediada principalmente pelo
[Ca?*]c, proliferacdo celular e producéo e regulacdo da matriz extracelular, todos
esses eventos resultam em uma hiper-responsividade das vias aeéreas
(WENCHAO, 2019).
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Os mecanismos de contracdo podem ser classificados em eletro e
farmacomecéanico (GROOTENDORST; RABE, 2003). O mecanismo
eletromecanico é caracterizado pela despolarizagdo que pode ocorrer em resposta
ao aumento de KCI no meio extracelular ocasionando ativagdo dos canais de calcio
dependentes de voltagem (Cav) do tipo L (Cavl), levando a contracdo do musculo
liso das vias aéreas (RESSMEYER et al., 2010).

Diante disso, decidiu-se avaliar se o tratamento com o OCV nas doses de
1000 e 2000 mg/kg alteraria a reatividade contratil da traqueia de ratos Wistar
asmaticos e obesos em resposta ao agente contratil eletromecéanico o KCI e outro
farmacomcanico o CCh. Ao final do tratamento, ndo foi observado alteracdo na
poténcia e eficacia contratil do KCI na traqueia dos ratos de todos 0s grupos
experimentais, indicando assim que o modelo de animais obesos asmaticos parece
nao modular a via eletromecénica de contracdo da musculatura lisa da traqueia de
ratos obesos e asmaticos, e que o OCV nao apresenta nenhum efeito sobre esse
processo (Figura 13 A, B, C e D; Grafico 10 A). Existem, na literatura, dados que
corroboram essa concluséo, tendo em vista que hé relatos de que a amplitude de
contracdo provocada pelo KCI ndo foi alterada em cobaias com inflamacgéo
pulmonar alérgica crénica (VASCONCELOS et al., 2019).

O mecanismo farmacomecanico de contragéo, por sua vez, pode ser ativado
nas vias aéreas por uma série de substancias como histamina, endotelina-1,
bradicinina e acetilcolina, sendo esta Ultima wuma das principais
(GROOTENDORST; RABE, 2003), via inervacdo colinérgica. Esta molécula é
reconhecida como o principal neurotransmissor do sistema nervoso autonémico
parassimpatico, que regula diversas atividades de suma importancia para o
organismo, incluindo transmissdo neural, secrecdo de muco e contracdo do
musculo liso (COULSON; FRYER, 2003).

A contracdo induzida por um mecanismo farmacomecéanico no musculo liso
das vias aéreas € induzida por um agonista (por exemplo: carbacol, serotonina ou
histamina) da-se através de um acoplamento farmacomecanico, onde os agonistas
se ligam a receptores transmembrana acoplados a proteinas G (GPCRs),
geralmente através das proteinas Gga11 ativando a cascata do inositol, mediando a
producdo do 1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) que estimula a liberacdo de célcio
(Ca?*) do reticulo sarcoplasmatico (FUKATA; AMANO; KAIBUCHI, 2001) pela
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ativacéo do seu receptor (IP3R), o que culmina na liberacdo de mais Ca?* através
da ativacdo dos receptores de rianodina (RyR) sensiveis ao Ca?* (SONG et al.,
2015). O aumento da concentracgéo citosolica de Ca?* ([Ca?*]c) favorece a ligacédo
do mesmo a calmodulina (CaM), formando o complexo que ativa a cinase da cadeia
leve da miosina (MLCK), que por sua vez fosforila a cadeia leve da miosina (MLC)
para que ocorra a interacao entre os filamentos de actina e miosina, resultando na
contracdo do musculo liso (SOMLYO; SOMLYO, 2003).

Sabendo que a contracdo e o relaxamento da musculatura lisa das vias
aéreas sdo controlados pelo [Ca?*]c (WENCHAO, 2019). Além disso, também é
relatado na literatura uma relacéo intima entre o célcio e a obesidade, uma vez que
uma proteina denominada agouti, majoritariamente expressa em adipocitos e,
consequente, mais expressa na obesidade, estimula o influxo de célcio (ZEMEL et
al., 1995; KIM et al., 1997). Também é relatado que o aumento da gordura corporal
e consequentemente aumento dos esfingolipidios presentes nas membranas
celulares, que participam na inflamagéo, remodelamento e na hiper-resposividade
das vias aéreas, promovem 0 aumento da resposta contratil do musculo liso das
vias aéreas (CHE et al., 2014).

Diante disso, decidiu-se avaliar se o tratamento com o OCV nas doses de
1000 e 2000 mg/kg preveniria um possivel aumento na reatividade contratil da
traqueia de ratos Wistar obesos asmaticos em resposta ao agente contratil
farmacomecéanico, o CCh, um analogo sintético da ACh. Pode-se observar que o
tratamento com o OCV néo alterou a poténcia contratil do CCh entre os grupos
experimentais. No entanto, foi observado um aumento na eficicia contratil da
tragueia dos animais do GOA quando comparado ao GC (Figura 14 A, B, C e D,
Grafico 10 B).

Resultado semelhante foi relatado por Keyhanmanesh et al. (2018), que
observaram o aumento da poténcia contratil da traqueia de ratas Wistar obesas e
asmaticas, frente a metacolina um agente farmacomecanico de contracao. Este
efeito também pode ser explicado, uma vez que, ja é descrito que a obesidade
altera o controle neuroldgico do tbnus da musculatura lisa das vias aéreas através
das vias de sinalizacéo colinérgica (DIXON; POYNTER, 2016). E, que em ratos
obesos a perda de fungéo do receptor muscarinico M2 nos nervos parassimpaticos
esta associado ao aumento da broncoconstricdo (NIE; JACOBY; FRYER, 2014).
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Este resultado estd intimamente relacionado ao aumento de gordura
corporal desses animais e, consequentemente, dos niveis séricos de acidos graxos
livres de cadeia longa e de seus respectivos receptores. HA muitos anos os
receptores acoplados a proteina G dos tipos GPR40, GPR43, GPR41, GPR120 e
GPR84, foram identificados como receptores especificos para acidos graxos livres
codificados pelos genes FFAR1, FFAR2, FFAR3 e FFAR4 respectivamente (ITOH et
al., 2003; BRISCOE et al., 2003; BROWN et al., 2003; HIRASAWA et al., 2005;
WANG et al., 2006). Além disso, a ativacdo do receptor FFAR1 é responséavel por
aumentar a concentracdo de célcio citosoélico ([Ca?*]c) por meio da ativacdo da
proteina fosfolipase C (PLC) (WANG et al., 2006) e fosforilacdo de proteinas dentro
da cascata de sinalizacao de cinase reguladas por sinal extracelular (ERK) (SOTO-
GUZMAN et al., 2008).

Diante disso, com esse resultado pode-se inferir que o aumento do tecido
adiposo e, consequentemente, dos acidos graxos livres de cadeia longa e que
atuam como ligantes enddgenos para os receptores do tipo FFAR2 expressos nas
células das vias aéreas como musculo liso e células epiteliais de humanos, pode
estar ocasionando a ativacdo deste receptor, desempenhando um papel
fundamental na patogénese da asma (EINSTEIN et al., 2008; MIRKOVIC et al.,
2015; AISENBERG et al., 2016; MIZUTA et al., 2019).

O tratamento com o0 OCV na dose de 1000 mg/kg n&o reduziu o aumento da
eficacia ocasionada pela associacdo da asma com obesidade. Ja a dose de 2000
mg/kg/dia de OCV preveniu o aumento da eficacia contratil ocasionado pela
associacdo das 2 doencas. Este resultado pode esta relacionado ao efeito
antiobesidade do OCV, diminuindo a gordura corporal desses animais e,
consequentemente, os niveis de acidos graxos livres, ndo ocorrendo a ativacao dos
receptores especificos para acidos graxos como FFAR1, FFAR2, FFAR3, FFAR4
presente na membrana das células musculares lisas sendo responsaveis pela
contracao e proliferacéo dessas células (EINSTEIN et al., 2008; MIRKOVIC et al.,
2015; AISENBERG et al., 2016). Segundo estudos realizados por Dixon et al.
(2011), pacientes obesos e com asma, que realizaram cirurgia bariatrica e,
consequentemente, tiveram uma redugcdo no peso corporal, apresentaram uma

reducdo da hiper-responsividade das vias aéreas. Diante disso, 0 OCV se torna
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uma alternativa terapéutica importante no tratamento da associacdo da asma
exacerbada pela obesidade.

Os individuos asmaticos apresentam uma deficiéncia no mecanismo de
relaxamento do musculo liso e uma exacerbacdo do mecanismo contratil, gerando
um broncoespasmo e estreitamento das vias aéreas (KRISHNAN; FREDBERG,
2011). Sendo a contracdo da musculatura lisa responsavel por criar movimentos
gue determinam e mantem o ténus do musculo liso de 6rgdos ocos, como € 0 caso
do masculo liso das vias aéreas (GUMP; HAUGHNEY; FREDBERG, 2001).

Uma vez que o musculo liso desempenha um papel importante na regulacéo
da contracdo e do relaxamento das vias aéreas, mediada principalmente pela
[Ca?*]c, proliferacdo celular e producéo e regulacdo da matriz extracelular, todos
esses eventos resultam em uma hiper-responsividade das vias aéreas
(WENCHAO, 2019). Além disso, a musculatura lisa compde e reveste todo o
aparelho respiratorio das vias aéreas, como traqueia e brénquios, sendo ele o
responsavel por todos os fenémenos fisiopatolégicos de contracao e relaxamento
na asma, torna-se o principal alvo farmacoldgico no tratamento dessas doencas.

O relaxamento ocasionado por um acoplamento eletromecanico, envolve a
abertura de canais de K*, aumentando o efluxo deste ion, ocasionando uma
repolarizacdo/hiperpolarizagdo (KNOT; BRAYDEN; NELSON, 1996). Além disso, o
oxido nitrico liberado pelas células epiteliais pode ativar diretamente estes canais
de K* e levando ao relaxamento do musculo liso (BERRIDGE, 2014).

Diante disso, foi avaliado o efeito relaxante do nifedipino, um bloqueador dos
Cav (FURUKAWA et al., 1999), sobre a contracéo ténica induzida por CCh. E foi
observado que o tratamento com OCV nas doses de 1000 e 2000 mg/kg dificulta o
relaxamento, reduzindo a poténcia relaxante do nifedipino (Figura 15 A, B, C e D,
Grafico 11 A). Esses resultados indicam que em um modelo de obesidade e asma
associadas, o OCV atua sobre o mecanismo eletromecénico de relaxamento,
dificultando o efeito relaxante do nifedipino na traqueia desses animais.

O relaxamento dificultado pelo tratamento com o OCV pode estar
relacionado a presenca de acidos graxos de cadeia longa (acido oleico e linoleico,
apesar de ser em pequenas quantidades, na composi¢cdo do OCV, uma vez que
esses acidos sao responsaveis por aumentar a concentracao de calcio intracelular

em ceélulas musculares lisas humanas. Além disso, também é relatado que esses
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acidos graxos induzem a reorganizacdo da actina em células musculares lisas
(MIZUTA et al., 2015). Concluindo assim que, possivelmente o OCV apresenta um
efeito dual, melhorando a hiper-responsividade e dificultando o relaxamento das
vias dereas em um modelo de obesidade e asma associadas.

Ja o relaxamento pelo mecanismo farmacomécanico se da por um aumento
na producdo de cAMP e monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) em decorréncia
da ativacao de ciclase de adenilil (AC) e ciclase de guanilil (GC), respectivamente.
Como exemplo de um dos medicamentos ja utilizados no tratamento da asma que
atua por essa via, destaca-se o0 salbutamol um agonista adrenérgicos-32
(BILLINGTON et al., 2013). Com a finalidade de avaliar o efeito do tratamento com
o Oleo de coco virgem sobre o relaxamento induzido por agente farmacomecéanico
da traqueia, foi utilizada, como ferramenta farmacolégica, a aminofilina, um inibidor
nao seletivo das fosfodiesterases (LIU et al., 2003).

Apoés o tratamento com o OCV nas doses de 1000 e 2000 mg/kg, nao foi
observado alteragéo no relaxamento ocasionado pela aminofilina na traqueia dos
animais obesos asmaticos, ndo havendo diferenca entre os grupos experimentais
(Figura 16 A, B, C e D, Grafico 11 B). Em um modelo de obesidade e asma em
camundongos, foi observado a diminuicdo da expressdo de fosfodiesterase,
enzimas responsaveis por degradar o cAMP no musculo liso das vias aéreas.
Indicando assim que, provavelmente, o OCV atue sobre a fosfodiesterase,
diminuindo a sua acédo e consequentemente dificultando o relaxamento das vias
aéreas (ANDRE et al., 2016).

Diante destes resultados, pode-se concluir que o 6leo de coco virgem (OCV)
€ uma droga promissora no tratamento da associacdo obesidade e asma, uma vez
gue o OCV melhorou os parametros de obesidade como a glicemia de jejum,
evolucdo ponderal e ganho de peso, levando a diminuicdo destes. Também
melhorou os parametros murinométricos dentre eles a circunferéncia abdominal,
massa dos diferentes tecidos adiposos (epididimal, retroperitoneal e inguinal) e
indice de adiposidade, além de melhorar a fungcdo pulmonar e inibi

responsividade traqueal destes animais.
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7 Conclusoes
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Desse modo, diante dos resultados apresentados, pode-se concluir que o
0leo de coco virgem (OCV) se mostrou seguro para o uso, ndo apresentando sinais
de toxicidade.

O tratamento com o OCV nas doses de 1000 e 2000 mg/kg apresentou
efeitos benéficos na reducédo da glicemia de jejum dos animais obesos asmaticos,
diminuicdo dos parametros murinométricos como circunferéncia abdominal,
gordura epididimal, retroperitoneal e inguinal, assim como também reduziu o indice
de adiposidade dos animais obesos asméticos.

Além disso, o tratamento com OCV melhorou a funcdo pulmonar destes
animais, néo alterou a frequéncia respiratoria, aumentando o volume corrente e 0
volume minuto. E, o tratamento com OCV na dose de 2000 mg/kg preveniu o
aumento da reatividade contrétil causada pela associagdo asma e obesidade, mas
prejudicou a reatividade relaxante, no entanto, por diferentes mecanismos.

Diante destes resultados, pode-se concluir que o OCV é uma alternativa
promissora no tratamento da associacdo obesidade e asma. No entanto, €
necessario a realizacdo de mais estudos para definir 0 mecanismo de a¢édo exato

pelo qual o OCV atua na associacao das duas doencas.
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FICHA TECNICA DE PRODUTO

Anexo 1 - Ficha técnica do 6leo de coco virgem da LC'Cocos

Oleo de Coco Virgem
LC'Cocos
Descricao

Oleo comestivel obtido da améndoa do fruto da espécie Cocos nucifera L., extraido por
prensagem mecanica a frio.

Ingredientes |
Oleo de coco (Cocos nucifera L.) |

Embalagem |

Baldes plasticos redondo na cor branca com tampa com peso liquido de 3.2L, 5L, 10L, 15L e
20 L. Potes de vidro com peso liquido de 200 mL e 500 mL

Validade

Armazenamento

Registro

24 meses apos a data de
fabricagao descrita na
embalagem. Protegido contra
incidéncia direta de luz solar
e umidade, sem contato
prolongado com o ar e sem
exposi¢ao ao calor excessivo.

O produto deve ser
armazenado em local fresco
e distante de produtos que
exalem fortes aromas.

De acordo com a RDC n° 27,
de 6 de agosto de 2010 da
ANVISA, gque estabelece as
categorias e embalagens
dispensadas e com
obrigatoriedade de registro
sanitario (redacao dada pela
RDC n°® 240, de 26 de julho
de 2018), o produto é
ISENTO da obrigatoriedade
de registro.

Transporte

O produto ndo deve ser transportado junto com outros que possam causar contaminagdo e o
veiculo deve apresentar condigdes sanitarias adequadas.

CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

_Aspecto Produto homogéneo, limpido e isento de impurezas
Cor Champanhe (amarelado) na forma liquida e bege na forma
solida
Odor Caracteristico ndo rangoso |
Sabor Caracteristico nao rangoso |
CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS
Parametro VMP(*)
Umidade (%) <1.0
Indice de Acidez (% de acido oleico/100g de dleo) <40
Matéria Volatil a 105°C (%) <0.2
Indice de Peroxido (meg/Kg) <10
Densidade Relativa (25°C) 0,908 — 0.921
Indice de Refragdo (nD40°C) 1.448 — 1450
indice de Saponificacao (mg KOH/g) 248 — 265
MKQMM VMP(") |

C6:0 Acido caproico 04-06% |
C8:0 Acido caprilico 5.0 — 10,0% |
C10:0 Acido caprico 45-8,0% r
C12:0 Acido laurico 43,0-51,0% |
C16:0 Acido palmitico 75— 10% |
C18:0 Acido estearico 26—-4% |
C14:0 Acido miristico 16,0 — 21,0% |
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Anexo 1 - Ficha técnica do 6leo de coco virgem da LC’'Cocos.

C18:1 CIS 9 Acido oleico 5,0-10%
C18:2 CIS 9, 12 Acido linoléico 1,0-25%

(*) CODEX STANDARD FOR NAMED VEGETABLE OILS CODEX STAN 210-1999

CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Pardmetro VMP(*)

Escherichia coli/lg 1x10? UFC/g

Salmonella sp Ausente/25g

Bolores e Leveduras 1x10* UFC/g
Fonte: IN N° 60, de 23 de dezembro de 2019 — ANVISA; cat. 1 letrad e 3 letrab

CONTAMINANTES

Quimicos VMP(*)

Arsénio (mg/Kg) 0,1

Cadmio (mg/Kg) 0,1

Chumbo (mg/Kg) 0,1

Cobre (mg/Kg) 0,4

(*) RDC n°. 270, de 22 de setembro de 2005.
RDC n°. 42, de 29 de agosto de 2013.
Portaria n ° 685, de 27 de agosto de 1998. ANVISA.

INFORMACOES NUTRICIONAIS

Porgéo de 15mL (1 colher de sopa) / Quantidade por Porgdo % VD (*)
Valor Energético 125Kcal = 523 KJ 7%
Carboidratos Og 0
Proteinas Og 0
Gorduras Totais 12gb 22
Gorduras Saturadas 11,29 51
Gorduras Trans 0g 0
Gorduras Monoinsatudaras 0,79 -
Gordutas Poli-insaturadas 0,29 ”
Colesterol Omg 0
Fibra Alimentar Og 0
Sédio 0mg 0

(*) Valores diarios de referéncia com base em uma dieta de 2.000 kcal ou 8.400 kj. Seus valores

diarios podem ser maiores ou menores dependendo de suas necessidades energéticas.
(**) VD néo estabelecidos

Alergénicos
Nao refinado. Nao Hidrogenado. Nao acrescido de agucar. Nao contém glaten, proteina do

leite, lactose ou soja e também séo livres de tragos desses itens. Produto ausente de qualquer
matéria prima geneticamente modificada.

Observacdes e Recomendagdes
Produto 100% Natural. O éleo de coco ficara sélido abaixo de 25° C. Sugere-se coloca-lo a
porgao desejada num recipiente, pode-se fazer em banho-maria durante 3 minutos
aproximadamente ou em micro-ondas entre 1 e 2 minutos dependendo da poténcia do
equipamento. Apds o 6leo estar no estado liquido verifique a temperatura antes de consumi-
lo. Este processo podera ser repetido inumeras vezes, sem alterar a qualidade do produto.
Este produto ndo é um medicamento nem deve ser usado como tal. Produto 100% Natural.
O éleo de coco ficara sélido abaixo de 25° C. Sugere-se coloca-lo a porgédo desejada num
recipiente, pode-se fazer em banho-maria durante 3 minutos aproximadamente ou em micro-
ondas entre 1 e 2 minutos dependendo da poténcia do equipamento. Apés o 6leo estar no
estado liquido verifique a temperatura antes de consumi-lo. Este processo podera ser
repetido inumeras vezes, sem alterar a qualidade do produto. Este produto ndo é um
medicamento nem deve ser usado como tal.

(Concluséo).



171

Anexo - 2 Certid&o de aprovacdo da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA).

Universidade Comisséo de Etica no
Federal da Uso de Animais

W, Paraiba

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Investigacao da atividade do dleo de coco virgem sobre parametros murinométricos e
reatividade tragueal de ratos obesos asmaticos”, protocolada sob o CEUA n® 9133040520 (o oo1135), s0b a responsabilidade de
Fabiana de Andrade Cavalcante - que envolve a produgao, manutengao efou utilizacdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - esta de acordo com os preceitos da Lei
11.794 de B de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal da Paraiba (CEUA/UFPB) na reunido de 19/06/2020.

We certify that the proposal "Investigation of the activity of virgin coconut oil on murinometric parameters and tracheal reactivity
of obese asthmatic rats®, utilizing 248 Heterogenics rats (228 males and 20 females), protocol number CEUA 9133040520 o 0o1135),
under the responsibility of Fabiana de Andrade Cavalcante - which involves the production, maintenance andfor use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching - is
in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal
University of Paraiba (CEUA/UFPB) in the meeting of 06/19/2020.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 08/2020 a 02/2024 Area: Fisiclogia E Patologia

Origem: Unidade de Producao Animal IPeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sexo:  Fémeas idade: 50 a 60 dias N: 20
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 160a180qg

Origem: Unidade de Produgao Animal IPeFarM

Espécie: Ratos heterogénicos sgx0; Machos idade: 50 a 60 dias N: 228
Linhagem: Rattus Norvegicus - Wistar Peso: 160alB0g -

Local do experimento: Laboratdrio de Farmacologia Funcional Prof. George Thomas/PgPNSB/CCS/UFPE.

Jodo Pessoa, 19 de agosto de 2020

oo ok . G Colos 1 Clsch

Fr-ola. Dra. Jailane de Souza Aguino Prof. Dr. Carlos Augusto Alanis Clemente
Coordenadora da Comissaa de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Paraiba Universidade Federal da Paraiba

Cidade Universitéria, 'n - Castelo Branco 1l Prédio da Reiteria - Gabinete da Vice-reitoria - CEP S8051-085 - jodo Pessoa/PB - tel: 55 (B3] 3216-7155
Mardrio de atendimento: 20 a 67 das 14 &< 1Th : e-mail: ceusfufpb.br
CELA M 9133020520
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Anexo 3- Triagem comportamental do 6leo de coco virgem (OCV) nas doses de 1000 e

2000 mg/kg (v.0.) (Adaptado de Almeida et al., 1999).

SNC
ESTIMULANTE

Até 30
min.

1lh

2h

3h

4h

Agressividade

Ambulacdo aumentada

Andar em circulo

Autolimpeza

Bocejo

Contor¢des abdominais

Convulsdes

Escalar

Estereotipia

Irritabilidade

Levantar

Movimentacao intensa das
vibrissas

Pedalar

Sacudir a cabeca

Saltos

Tremores

Vocalizacéo

SNC
DEPRESSOR

Até 30
min.

1lh

2h

3h

4h

Abducédo das patas do trem
posterior

Ambulacao diminuida

Analgesia

Anestesia

Ataxia

Catatonia

Cauda de Straub

Hipnose

Perda de reflexo auricular

Perda de reflexo corneal

(Continuacéao).
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Ptose palpebral

Reflexo de endireitamento

Resposta ao toque

diminuiida
Sedacéo
SNA Até 30 1h 2h 3h 4 h
min.
Cianose

Constipacao

Defecacéo

Diarreia

Forca para agarrar

Lacrimejamento

Miccgéo

Piloerecao

Respiracéo

Salivacéo

Toénus muscular

(Concluséo).



