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EFEITO DA SUPLEMENTACAO COM OLEO DE COPAIBA NO TECIDO ADIPOSO
MARROM DE RATOS COM OBESIDADE HIPOTALAMICA

MOREIRA, Thalyta.
URRUTIA, Marianela Andrea Diaz.

RESUMO

A obesidade, uma condicdo cronica e complexa, esta ligada ao desequilibrio entre ingestdo calérica e gasto energético.
O tecido adiposo marrom (TAM), ao contrario do tecido adiposo branco (TAB), é especializado em termogénese devido
a proteina desacopladora 1 (UCP-1) nas suas mitocondrias, 0 que aumenta o gasto energético. Estudos recentes indicam
que componentes da copaiba, especialmente o B-cariofileno, podem ativar vias metabdlicas do TAM. Este estudo
analisou o efeito da suplementacdo com o6leo de copaiba no TAM de ratos com obesidade hipotalamica. Ap6s
aprovacdo do Comité de Etica sob protocolo 13-20, parte dos animais foram induzidos & obesidade com glutamato
monossodico (MSG), enquanto o grupo controle recebeu solugdo salina. Do dia 30 ao 90, subgrupos de ambos foram
suplementados com 6leo de copaiba ou solugéo salina. Foram medidos o indice de Lee, peso dos animais e do TAM, e
realizada analise histolégica. A obesidade aumentou significativamente o indice de Lee e 0 peso dos animais; a
suplementacdo com 6leo de copaiba ndo afetou esses parametros, mas aumentou significativamente o peso do TAM. A
obesidade reduziu o nimero de nucleos no TAM, mas essa redugdo ndo foi significativa no grupo MSG suplementado.
Os resultados indicam que o 6leo de copaiba pode regular o TAM, possivelmente via B-cariofileno, que atua como
agonista do receptor canabindide tipo 2 (CB2), ativando o PPARy. Conclui-se que o0 6leo de copaiba apresenta potencial
para modulagdo do TAM, mas sdo necessarias pesquisas para confirmar esses efeitos e investigar se ocorre a atividade
termogénica no TAM.

PALAVRAS-CHAVE: Tecido Adiposo Marrom, Obesidade, Proteina Desacopladora 1.

1 INTRODUCAO

Nas Gltimas décadas, o numero de pessoas com obesidade tem se tornado uma preocupacao
crescente para a saude publica. De acordo com estimativas realizadas em 2023 pela Federacédo
Mundial da Obesidade (do inglés: Word Obesity Federation - WOF), até 2035, cerca de 4 milhdes
de pessoas serdo afetadas por essa condicdo. Além disso, a entidade revela que, no Brasil, a
projecdo para 0 mesmo ano, € de que 41% da populacdo adulta seja classificada como obesa (WOF,
2023).

Uma analise sistematica, realizada por Murray et al. (2020), acentua ainda mais a gravidade
desse cenario. O estudo investigou 87 fatores de risco em 204 paises e territérios entre 1990 e 2019,
abrangendo seu impacto para a salde humana. Entre os fatores analisados, o alto indice de massa
corporal (IMC), destacou- se, revelando uma tendéncia de crescimento preocupante ao longo dos
anos. Ademais, a pesquisa revelou que, durante esse periodo, nenhum pais ou territorio obteve
sucesso na reducdo da proporcao dos individuos com IMC elevado.

Sob essa perspectiva, a obesidade ¢ uma condicdo de salde crbnica e metabolicamente

complexa, influenciada por uma variedade de fatores, incluindo aspectos genéticos, metabolicos,
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psicossociais e culturais, além de fatores nutricionais, que desempenham um papel significativo em
sua etiologia e persisténcia (Cuppari, 2018). Sua origem esta associada a um desequilibrio entre a
ingestdo caldrica e o gasto energético, que promove a expansdo do tecido adiposo (TA) (Marcelin et
al., 2019). O crescimento do TA, ocorre devido ao acimulo de éacidos graxos e triglicerideos,
predominantemente presentes no tecido adiposo branco (TAB), cuja principal funcdo é o
armazenamento de gordura (Wang et al., 2022; Ross, Pawlina, Barnash, 2012). Porém em
individuos obesos, 0 TAB estd associado a um estado pré-inflamatério crénico de baixo grau,
devido a sua capacidade aumentada de secretar moléculas com acdo pré-inflamatéria, contribuindo
para a patogénese de varias doencas, como as doencas crbnicas ndo transmissiveis, acidente
vascular encefélico, infertilidade e alguns tipos de canceres (Wang et al., 2022; Marreiro, 2013;
Lysen, Israel, 2017).

Em contrapartida, o TA ndo se restringe apenas ao TAB. Entre as classificagdes existentes,
encontra-se o tecido adiposo multilocular, ou marrom (TAM) (Ross, Pawlina, Barnash, 2012).
Mediante a esse contexto, observa-se que o0 TAM se diferencia do TAB tanto em termos de sua
estrutura celular quanto a funcdo que desempenha no corpo humano. Abrahamsohn (2018),
descreve 0 TAM contendo multiplas goticulas lipidicas e nimero aumentado de mitocondrias; por
efeito da rica presenca dessa organela no tecido, ele possui como funcdo primordial a termogénese.
Dessa forma, essa acdo esta ligada a presencga da proteina desacopladora 1 (do inglés: uncoupling
protein 1 - UCP-1), presente nas mitocondrias do TAM, que atua dissipando a energia gerada pelo
acumulo de protons na forma de calor, por meio do uso de acido graxos, aumentando o gasto
energético do individuo (Marreiro, 2013; Gaspar et al., 2021). Devido a essa caracteristica, 0 TAM
tem sido objeto de estudos que buscam melhorar sua eficiéncia como potencial tratamento para a
obesidade (Gaspar et al., 2021).

Abordagens que obtiveram efeito na regulacdo positiva do TAM atribuiram esse beneficio a
ativacdo do receptor nuclear ativado por proliferador de peroxissoma y (do inglés: peroxisome
proliferator-activated receptor y - PPARY) (Zhu et al., 2020). Além do seu papel na adipogénese, o
PPARy induz a expressdo de genes especificos do TAM, como o regulador do dominio PR
contendo 16 (do inglés: regulator PR domain containing 16 - PRDM16), o coativador gama 1 alfa
(do inglés: coactivator 1-alpha - PGC-1a) e a UCP1, que participam da diferenciagdo de adipocitos
marrons, biogénese e respiracdo mitocondrial, além de ativarem mecanismos termogénicos do TAM
(Fenzl, Kiefer, 2014; Zhu et al., 2020).
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Estudos recentes tém relacionado componentes encontrados em plantas a via do PPARy. Entre
esses compostos esta o -cariofileno, principal componente da fracdo sesquiterpénica do 6leo-resina
de Copaifera officinalis, conhecido como copaiba (Romero, 2007). Youssef, El-Fayoumi,
Mahmoud (2019) confirmam o papel do B-cariofileno na via do PPARY, atuando como agonista
completo do receptor canabindide tipo 2 (CB2), o qual por sua vez ativa o PPARy.

Nesse contexto, diante do crescente cenario da obesidade, é inegavel a necessidade de
explorar estratégias para a prevencdo e 0 manejo dessa condicdo. A ativacdo do TAM,
especialmente mediante a via do PPARY, surge como uma abordagem promissora. O composto [3-
cariofileno, encontrado na copaiba, atua como agonista do CB2, ativando indiretamente o PPARY,
sugerindo um potencial significativo para novas intervencgdes terapéuticas contra a obesidade.
Portanto, este trabalho teve o intuito de avaliar as possiveis mudancas no TAM, em decorréncia da

suplementacdo com 0leo de copaiba em ratos wistar com obesidade hipotalamica.

2 METODOLOGIA

Este estudo trata-se de uma pesquisa experimental, quantitativa e descritiva, que avalia
aspectos especificos relacionados a mudanca do TAM.

A presente pesquisa contou com a colaboragdo do Laboratdrio de Fisiologia Enddcrina e
Metabolismo (LAFEM) da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE). A entidade
forneceu os tecidos de TAM de 22 ratos previamente eutanasiados, provenientes de um projeto
avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da Unioeste,
conforme estabelecido pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA), sob o protocolo 13-20, datado em 13 de abril de 2020.

Apdbs o nascimento, durante os primeiros cinco dias de vida, parte dos animais foram
submetidos a inducdo da obesidade mediante uma injecdo cervical subcutédnea de glutamato
monossodico (MSG), na dose de 4mg/kg de peso corporal, seguindo o protocolo de Olney (1969).
Ratos do grupo controle (CTL) receberam, no mesmo periodo, solugdo salina equimolar (1,25mg/kg
de corporal). Todos os animais foram desmamados aos 21 dias de vida e mantidos em condi¢des
controladas de temperatura (22 + 2°C), ciclo claro / escuro de 12 / 12 horas, recebendo agua potavel
e racao padrdo (Biobase®) ad libitum.

Posteriormente, do dia 30 a 90, uma fragdo dos grupos CTL e MSG receberam a

suplementacdo com 6leo de copaiba (CP) (AmazonQil®). Segundo dados oferecidos pela empresa,
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o 0leo apresenta 41,48% de B-cariofileno na fracdo sesquiterpénica, que corresponde a 72% do total
do oleo. Para tal, cada animal foi pesado individualmente e recebeu o 6leo na dose de 0,5ml/kg de
peso corporal. Conforme o estudo de Vieira (2011), o Oleo foi administrado por gavagem,
utilizando uma seringa acoplada a sonda orogastrica. Os animais Nao Suplementados (NS)
receberam volume equivalente de solucdo salina 0,9%. A suplementacdo ocorreu trés vezes por
semana, em dias alternados. Ao final desse processo, foram formados quatro grupos: CTL-NS:
Grupo controle ndo suplementado; CTL-CP: Grupo controle suplementado com 6leo de copaiba;
MSG-NS: Grupo obeso ndo suplementado; MSGCP: Grupo obeso suplementado.

Aos 92 dias de vida, apds 48 horas da suplementacdo e um jejum prévio de 12 horas, 0s
animais foram pesados e o comprimento Naso-Anal (cm) (CNA) foi mensurado, para posterior
célculo do Indice de Lee (IL) (¥peso corporal (g) + CNA (cm) x 1000) (Bernardis, 1970). Em
seguida, foi realizada a eutanasia onde a cavidade interescapular dos animais foi laparotomizada e
os depdsitos de TAM foram retirados, lavados, pesados e armazenados. Na Figura 1 se apresenta o

delineamento experimental utilizado na presente pesquisa.

Figura 1 — Delineamento Experimental
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Legenda: CTL: Controle; MSG: Obesidade; NS: Nao suplementado; CP: Suplementado com 6leo de copaiba.
Fonte: Autora (2024).

Apobs a retirada do TAM, o mesmo foi inicialmente fixado em solucdo ALFAC por 24 horas,
transferido para alcool 70% e submetido a uma série de desidratacdo em alcool crescente, 80%,
90%, 95% e 100%. Posteriormente, os tecidos passaram por diafanizacdo em xilol para logo serem
emblocados em Paraplast®. Os blocos foram seccionados em cortes semi-seriados (descarte de 5
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cortes entre o corte selecionado) no microtomo (Olympus) com uma espessura de Spum, e foram
corados com Hematoxilina e Eosina (H&E) (Junqueira e Junqueira 1983). Foram montadas trés
laminas, cada uma contendo trés cortes por animal. Um total de nove fotos por animal foi obtido
com o auxilio de um fotomicroscépio (Olympus DP71), utilizando a objetiva de 40x para registro
das imagens. A analise histologica foi realizada utilizando o programa Image J Pro Plus, onde
foram avaliados, da imagem total o nimero de nicleos do TAM.

Os resultados foram submetidos a analise da Distancia de Cook, para verificacdo de dados
fora da curva. Os pressupostos de normalidade e Homocedasticidade serdo testados a partir da
analise Shapiro-Wilk e Bartlett, respectivamente. Dados foram expressos como média + erro padréo
da média (EPM) e submetidos a andlise de varidncia (ANOVA). Quando F foi significativo foi
aplicado pds-teste de Turkey (p<0,05) para avaliar diferencgas entre os grupos. Analise estatistica e

gréaficos foram elaborados com auxilio do Program Graph Pad Prism (verséo 8.0).

3 ANALISES E DISCUSSOES

O grupo MSG, apresentou o status de obesidade confirmada pelo IL (Bernardis, 1970).
Outrossim, 0s animais submetidos ao tratamento exibiram um IL significativamente maior em
comparagdo com o grupo CTL, evidenciando uma diferenca estatistica (p < 0,0001), observada na
Figura 2. No entanto, a suplementagdo com CP ndo exerceu um efeito significativo neste aspecto (p
=0,4413).

Figura 2 - Andlise estatistica do Indice de Lee dos Animais.
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Legenda: CTL: Controle; MSG: Obesidade; NS: Nao suplementado; CP: Suplementado com 6leo de copaiba.
Fonte: Autora com auxilio do programa Graphpad Prism (2024).

Os resultados aqui encontrados, revelam uma associacao interessante com estudos anteriores
que empregaram tratamentos analogos. Por exemplo, Yamamoto et al. (1993) observaram que
camundongos submetidos ao MSG durante os primeiros cinco dias de vida, embora com uma dose
ligeiramente diferente de 2 mg/kg de peso corporal, exibiram um IL superior ao grupo controle apds
atingirem 8 semanas de idade. Além disso, outra pesquisa conduzida pelo grupo de Hernandez-
Bautista et al. (2014) relatou resultados paralelos ao iniciar o tratamento de MSG com 2 mg/kg de
peso corporal, no segundo e quarto dia pos-natais, e posteriormente aumentando a dose para 4
mg/kg de peso corporal, no sexto, oitavo e décimo dias. Essa observagdo sugere que,
independentemente das variacGes nas doses utilizadas nos diferentes estudos, a obesidade foi
consistentemente observada nesses animais.

Ratos submetidos ao tratamento com MSG apresentaram atrofia no crescimento. A obesidade
induzida influenciou significativamente esse fator (p < 0,0001), conforme demonstrado na Figura 3.
Ademais, ndo houve diferenca significativa entre os grupos NS e CP, indicando que a
suplementacdo ndo foi eficaz em mitigar os efeitos da obesidade no crescimento dos ratos (p =
0,8859).

Figura 3 — Andlise estatistica do peso corporal (g) dos animais.
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Legenda: CTL: Controle; MSG: Obesidade; NS: Nao suplementado; CP: Suplementado com éleo de copaiba.
Fonte: Autora com auxilio do programa Graphpad Prism (2024).
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A administragdo subcutanea de MSG em ratos neonatos ocasiona danos ao hipotdlamo, com
destaque para o nucleo hipotalamico arqueado (ARQ), em que ocorre a destruicdo de uma
significativa proporcao dos neurdnios que o compdem (Olney 1969).

A ablacdo dessa estrutura compromete parte do eixo somatotr6fico, uma vez que a secrecao
hipofisaria de GH ¢ regulada pelo hipotdlamo por meio do horménio liberador de GH (GHRH)
(Paula et al., 2021; Jr Martinelli, Custddio, Aguiar-Oliveira, 2008). As lesbes causadas ao ARQ ja
foram associadas a diminuicdo de 90% dos niveis de GH devido a perda desse fator liberador
(Maiter et al., 1991). Acerca dessa logica, estudos mais recentes confirmam essa associag&o,
mostrando que, além da lesdo previamente demonstrada, a administracdo de MSG também
compromete a eminéncia mediana, que € responsavel pelo transporte dos horménios liberadores
produzidos no hipotdlamo para hipéfise anterior (Paula et al., 2021; Yin, Gore, 2010). Isso
explicaria, no contexto do presente estudo, o retardo de crescimento encontrado nos animais do
grupo MSG.

A obesidade aumentou significativamente (p = 0,0006) o peso do TAM, como observado na
comparacdo entre os grupos CTL-NS e MSG-NS. Além do mais, a suplementacdo com CP
apresentou uma diferenca estatistica notavel (p < 0,0001), observada principalmente entre 0s grupos
NS e CP, superando os efeitos do MSG. Esses achados sugerem um possivel papel terapéutico do
CP na modulagdo do TAM em contextos de obesidade.

Em relacdo ao numero de nucleos, os animais CTL-NS foram os que apresentaram a maior
quantidade dessas estruturas em comparagdo a todos os outros grupos. Sendo assim, a obesidade se
configura como o fator determinante da analise estatistica encontrada (p = 0,0002) evidenciada pela
diferenca entre o grupo CTL-NS e MSG-NS. No entanto, foi observado que os animais do grupo
MSG-CP, ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa do grupo CTL-NS, sugerindo
um papel positivo da suplementacéo (p = 0,3454). Na Figura 4 apresenta-se a andlise estatistica do

peso do TAM (g), nimero de nucleos e analise histolégica.
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Figura 4 — Analise estatistica do peso do TAM (g), nimero de ndcleos e andlise histoldgica.
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Legenda: TAM: Tecido Adiposo marrom; CTL: Controle; MSG: Obesidade; NS: N&o suplementado; CP:
Suplementado com 6leo de copaiba. Figura a: analise estatistica do peso do TAM; Figura b: analise estatistica do
namero de nudcleos do TAM; Figura c: analise histolégica do nimero de nicleos do grupo CTL-NS; Figura d: analise
histologica do ndmero de nucleos do grupo CTL-CP; Figura e: andlise histolégica do nimero de nlcleos do grupo
MSG-NS; Figura f: andlise histolégica do nimero de nicleos do grupo MSG-CP.

Fonte: Autora com auxilio do programa Graphpad Prism (2024).
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A ampliagdo do TAM ¢é conhecida por aumentar a producdo de calor e a atividade
termogénica, promovendo um maior gasto energético. Logo, esse efeito € mediado pela expressao
elevada de PRDM 16, que aumenta o numero de adipOcitos marrons e subsequentemente a
expressdo de UCP-1 nas mitocOndrias, estimulando programas termogénicos (Liang et al., 2021).

Estudos realizados com camundongos, induzidos a obesidade com uma dieta rica em gordura
e suplementados por berberina, explicam as vias associadas a maior atividade do TAM (Xu et al.,
2021). A berberina aumentou a via AMPK/SIRT, que ativou seletivamente o PPARYy, e recrutou o
coativador PRDM 16 no TAM. Isso resultou no aumento do peso do TAM dos animais,
similarmente ao que observamos com a suplementacdo de CP em nosso estudo. Para corroborar
ainda mais o papel do PPARy na adipogénese, Shibata, Eguchi e Wada (2023) utilizaram
camundongos deficientes em genes especificos para PPARy no TAM. Destarte, os resultados séo
intrigantes, visto que a delecdo de PPARY nos adip6citos marrons resultou em um branqueamento
severo no TAM e reduziu a expressao de genes especificos desse tecido, como a UCP-1, indicando
que a PPARy € essencial para a manutengdo e funcdo dos adipdcitos marrons, além de ser
necessario para uma termogénese adequada. Outros estudos também afirmam que a utilizacdo de
antagonistas de PPARYy, reduz os niveis de mMRNA de UCP1, PRDM 16, PGC-1a, sugerindo que a
ativacdo do PPARy aumenta a expressao de genes do TAM (Zhu et al., 2020).

Embora estudos que associam diretamente a ativacdo de PPARy a suplementacdo com CP néo
sejam conhecidos até 0 momento, a ativacao de outras vias, que implicam no PPARYy, esta associada
ao composto B-cariofileno, que como mencionado anteriormente, representa 29,87% do dleo de
copaiba utilizado neste estudo.

Uma pesquisa, realizada por Youssef, ElI- Fayoumi, Mahmoud (2019), utilizou p-cariofileno
em ratos da linhagem wistar, encontrando resultados positivos associados as vias previamente
descritas. A suplementacdo com B-cariofileno resultou na redugdo do indice de gordura visceral,
diminuicdo dos marcadores de inflamacdo, aumento do potencial antioxidante (principalmente da
glutationa reduzida) e ampliacdo da expressao de PPARy e PGC-1a. Dessa maneira, os autores
atribuiram todos esses efeitos benéficos a atua¢do do B-cariofileno, como agonista completo do
CB2, que ativa o PPARy. Portanto, sugerimos que o aumento do TAM decorrente da
suplementacdo com CP observado em nossos resultados pode estar relacionado com alguma via que
ative 0 PPARy.

A obesidade foi identificada como um fator determinante para o0 aumento do TAM e menor

nimero de nucleos em nosso estudo, corroborando resultados semelhantes ja documentados
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(Yoshioka, Yoshida, Kondo, 1991). Todavia, os resultados encontrados por esses pesquisadores
demonstraram que 0s animais tratados com MSG apresentaram reducdo na taxa metabolica e
defeitos na atividade termogénica do TAM. Além disso, estudos mais recentes também corroboram
esse efeito, mostrando que a expressdao da PRDM16 foi significativamente menor em grupos de
camundongos tratados com MSG (Liang et al., 2021). Contudo, como mencionado anteriormente, 0
aumento do TAM observado parece estar mais relacionado a suplementacdo do que a obesidade
induzida pelo MSG. Portanto, ndo se deve descartar a hipétese de que a suplementacdo pode afetar
positivamente o TAM, uma vez que estudos que suplementaram outros compostos também
observaram um aumento desse tecido, porém com ele atuando de forma ativa (Xu et al., 2021).
Ademais, a auséncia de diferenca estatistica observada entre os grupos MSG-CP e CTL-NS, no que

se refere ao nimero de nucleos, também sugere um efeito positivo da suplementacdo com CP.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Por fim, concluimos que o dleo de copaiba apresenta potencial para a modulacdo do TAM em
ratos com obesidade hipotalamica, evidenciado pelo aumento desse tecido nos animais
suplementados. Além disso, o 6leo de copaiba mitigou as diferencas observadas no nimero de
nacleos entre os grupos CTL-NS e MSG-CP. No entanto, ndo foram identificados efeitos positivos
da suplementacéo no indice de Lee e no peso corporal.

Sugere-se que a ativagdo indireta do PPARy pelo B-cariofileno forneca uma base plausivel
para os efeitos positivos observados. No entanto, € crucial que outros estudos sejam realizados para
confirmar essas hipoteses. E necessario, portanto, avaliar a atividade termogénica do TAM nos
animais obesos suplementados, para comprovar se realmente hd uma ativacdo desse tecido. Para
isso, recomenda-se analisar a expressdo génica do TAM, incluindo genes como a UCP-1, PRDM
16, e PGC-1a. Ademais, deve-se conduzir um estudo mais aprofundado sobre a interagdo entre o -
cariofileno e PPARY.

Em suma, este estudo contribui significativamente para o entendimento e desenvolvimento de
estratégias inovadores no combate a obesidade, utilizando recursos naturais promissores como 0

6leo de copaiba.
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