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Analise dos efeitos da suplementacao dietética com Camu-Camu
comparada a gastrectomia vertical no controle de peso de ratos Wistar.

Dietary supplementation with Camu-Camu versus sleeve gastrectomy in Wistar

rats weight control.
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RESUMDO

Objetivo: comparar os efeitos do extrato hidroalcodlico da casca do Camu-Camu, uma planta frutifera pertencente
a familia Myrtaceae amplamente distribuida na bacia amazénica, com os da gastrectomia vertical, sobre o peso e a
glicemia de ratos Wistar. Métodos: vinte e quatro ratos Wistar foram submetidos a inducdo de obesidade através de
dieta hiperlipidica por oito semanas (periodo de engorda), e randomizados em trés grupos: Grupo Controle (GC), Grupo
Camu-Camu (GCC) e Grupo Cirurgia Bariatrica (GCB). Apds esse periodo, todos os animais retornaram a uma dieta
normal e iniciou-se o periodo de intervencao: o GC nao sofreu nenhuma intervencdo além da mudanca da dieta; o
GCC foi submetido ao procedimento de gavagem para administracao de extrato hidroalcodlico de Camu-Camu 1g/kg/
dia por quatro semanas; e o GCB foi submetido ao procedimento cirdrgico de gastrectomia vertical. Todos os animais
foram acompanhados por quatro semanas. Resultados: houve apenas uma perda no GCB devido a fistula gastrica.
Observou-se variagdes significativas no peso médio dos animais: o GC evoluiu com aumento de peso mesmo apds
a retirada da dieta de engorda, enquanto os outros dois grupos apresentaram reducdo de peso. O GCB apresentou
reducao significativa do peso e do IMC (p<0,05); o GCC obteve reducao significativa apenas do IMC (p<0,05). Nao
houve alteracoes estatisticamente significantes nos niveis glicémicos. Conclusao: apesar de reduzir o peso, o extrato
hidroalcodlico bruto da casca do Camu-Camu nao foi capaz de se mostrar tao eficiente quanto a cirurgia de gastrectomia
vertical no controle do peso corporal em ratos Wistar.

Descritores: Obesidade. Gastrectomia. Cirurgia Bariatrica. Fitoterapia. Ratos Wistar.

INTRODUCAO

obesidade é uma epidemia mundial e
Arepresenta um grave problema de satde publica
devido a associacdo com varios estados morbidos.
Estima-se que a obesidade seja a segunda causa mais
frequente de morte evitavel, perdendo apenas para
o tabagismo'3. Uma moderada perda de peso, com
reducao aproximada de 5% a 10% do peso original,
estd associada a melhora clinica significativa dos
pacientes, com aumento da producao de insulina,
diminuicdo da pressao arterial e dos niveis de
triglicerideos e da hemoglobina glicada. Perdas
ponderais acima de 15%, como as produzidas pela
cirurgia bariatrica, levam inclusive, a remissdo de
doencas relacionadas a obesidade’.

A cirurgia baridtrica, quando associada a
um rigoroso acompanhamento clinico e nutricional,
¢ 0o método mais eficaz para obter o controle
da obesidade no longo prazo, o que beneficia,
principalmente, os pacientes com comorbidades,
como diabetes, hiperlipidemia, hipertensao arterial
sisttmica e apneia do sono, que tém melhora
substancial ou mesmo resolucdo completa das
suas doencas®®. O tratamento dietético, mesmo
associado ao medicamentoso, induz, em média, a
uma perda ponderal modesta, de até 10% em um
curto periodo de tempo, porém é frequentemente
seguida de reganho de peso.

Na busca por medidas menos invasivas
para o tratamento da obesidade, tem ocorrido
grande demanda por produtos naturais capazes
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de levar a descoberta de novas entidades quimicas
e ao desenvolvimento de materiais de partida para a
sintese de drogas mais especificas e eficientes. Muitos
produtos naturais amazoénicos tém sido utilizados
em modelos experimentais para a identificacao
de principios ativos com efeito anorexigeno e
hipoglicemiante®'°. A Myrciaria dubia (HBK) McVaugh,
conhecida como Camu-Camu, é uma planta frutifera
pertencente a familia Myrtaceae, amplamente
distribuida na bacia amazbnica. A concentracdo de
vitamina C encontrada no Camu-Camu equivale, de
modo geral, a 40 vezes a de uma laranja e 55 vezes a
de um limao'. Seus componentes fitoquimicos atuam
promovendo melhora do perfil lipidico, reducao do
estresse oxidativo, reducdo dos niveis plasmaticos
de glicose, insulina e lipidios, além de apresentarem
atividades anti-inflamataria, hepatoprotetora,
antimicrobiana e antigenotdxica'">. Em pesquisa
desenvolvida por Sotero Solis et al.'® foi verificada
atividade antioxidante nos trés componentes do
Camu-Camu (semente, polpa e casca) e os melhores
resultados foram encontrados na casca.

O objetivo do trabalho foi comparar os
efeitos do extrato hidroalcodlico da casca do Camu-
Camu, com os da gastrectomia vertical, sobre o peso
e a glicemia de ratos Wistar. A utilizacdo do extrato
da casca no presente estudo garante o ineditismo
de seu uso como proposta de intervencao para o

tratamento da obesidade.

METODOS

Vinte e quatro ratos Wistar machos, uma
linhagem albina da espécie Rattus norvegicus
obtidos
Universidade Federal

domesticus, através do biotério da

do Acre, foram usados
no presente estudo. Em acordo com o modelo
utilizado pelo Manual de Cuidados e Procedimento
com Animais de Laboratério do Biotério de

Producdo e Experimentacao da FCF-IQ/USP",

foram mantidos em condicdes ambientais controladas,
com temperatura de 22°C, humidade relativa do ar
de 55%, exaustdo aérea continua e proporcao luz/
escuridao de 12/12 horas.

Ao completarem oito semanas de vida,
foram alocados randomicamente em trés grupos:
Grupo Controle (GC), Grupo Camu-Camu (GCC) e
Grupo Cirurgia Bariatrica (GCB). Os grupos foram
submetidos a uma dieta de engorda hipercaldrica
e hiperlipidica e agua ad /ibitum por um periodo
de oito semanas (periodo de engorda)®'®. Apds
esse periodo, todos os grupos retornaram a dieta
normal (racdo normal e dgua ad libitum) e iniciou-
se o periodo de intervencao, que durou quatro
semanas. Durante estas quatro semanas o CG nao
sofreu nenhuma outra intervencdo além da prépria
mudanca dietética (retirada da racdo de engorda e
retorno a racdo normal); o GCC foi submetido ao
procedimento de gavagem para administracao do
extrato hidroalcéolico de Camu-Camu na dose de
1g/kg/dia; o GCB foi submetido ao procedimento
cirdrgico de gastrectomia vertical (Figura 1).

Ratos Wistar machos com 8
semanas de idade (n=24)

Dieta de engorda

| Obesidade induzida por dieta |

Randomizagdo

Grupo Camu-camu
(n=8)

Grupo Controle
(n=8)

Grupo Cirurgia Bariatrica
(n=8)

4 semanas

[ Peso corporal, IMC e glicemia |
Sacrificio dos animais

A

@rmino do experime@

Figura 1. Diagrama hierdrquico mostrando o aspecto geral
do desenho do estudo. IMC: indice de massa corporal.
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As seguintes variaveis de interesse foram
estudadas: peso corporal, IMC e glicemia sérica.
As medicdes foram realizadas em trés momentos:
no inicio do estudo e imediatamente antes da
introducdo da dieta de engorda (ratos com 8
semanas de idade); imediatamente apds o término
do periodo de engorda (ratos com 16 semanas de
idade); e imediatamente ap6s terminado o periodo
de intervencdo (ratos com 20 semanas de idade)
(Figura 2). Ao final do periodo de intervencao, todos
os ratos foram submetidos a eutanasia.

Inicio do experimento

Ratos com 8
semanas de vida

12 medicao! Realizada antes
do periodo de engorda.

2* medicao! Realizada ao final
do periodo de engorda e
imediatamente antes do
periodo de intervencao.

Ratos com 16
semanas de vida

Ratos com 20 32 medic¢ao! Realizada ao final

semanas de vida do periodo de intervengao.

ol >

Figura 2. Esquematizacdo da linha do tempo do estudo
mostrando o momento de cada medicdo dos pardmetros
analisados.

Fim do experimento

Medidas corporais e IMC dos ratos

As medidas de comprimento corporal dos
ratos foram registradas em centimetros e sempre
realizadas pela mesma dupla de autores, um para a
imobilizacdo do animal e o outro para 0 manuseio
da fita métrica. A distancia entre a ponta da narina
do animal até a base de sua cauda foi definida como
comprimento corporal.

O peso corporal dos animais, registrado em
gramas, foi medido usando uma balanca analitica
Prix Lab, modelo AS82220R2.

Todas as medidas de peso corporal foram
realizadas em duplicata e quando discrepantes, por
qualquer valor, a média entre os dois numeros foi
considerada como valor final para o seu peso.

Amostras de sangue

Para analise da glicemia, cada rato foi
submetido a uma incisdo minima na extremidade
final da sua cauda objetivando extrair-se uma gota de
sangue a ser processada pelo aparelho Accutrend®
Plus device (Roche).

Camu-Camu

Foram utilizados aproximadamente 70Kg
do fruto Camu-Camu in natura, os quais foram
adquiridos mediante compra na "Cooperativa Mista
de Produtores de Acai e Frutas Regionais de Codajas
- Codajas, Amazonas". A identificacao formal dos
frutos Myrciaria dubia (HBK) McVaugh foi realizada
pelo Dr. Dionatas Ulises de Oliveira Meneguetti -
Registrado no Conselho Regional de Biologia pelo
numero de CRBio-6 n? 052581/06-D.

Os frutos foram lavados e, posteriormente,
submersos em solucdo de hipoclorito de sédio a 1% (em
uma razao de 10 gotas de solucao para 1 litro de dgua)
durante 15 minutos e apds limpeza foram descascados
e as polpas desprezadas. As cascas foram congeladas
a -80°C e liofilizadas através da maquina "Liotop
type L1071 freeze dryer" disponivel no Laboratério de
Nanobiotecnologia da Bionorte - Complexo UFAC.

O produto resultante da liofilizacdo foi
submetido a maceracdo com solucdo etandlica
(proporcao etanol-agua de 7:3) por 48 horas, sendo o
processo inteiro repetido por trés vezes consecutivas.
Apds essa etapa, o solvente foi evaporado resultando
em um residuo bruto do extrato hidroalcédolico do
fruto Camu-Camu, que foi submetido novamente
ao processo de liofilizacdo para a maxima remocao
de 4gua e obtencdo do extrato em sua forma final.

Procedimento de gavagem

O processo de gavagem, iniciado no
GCC apds o término do periodo de engorda,
foi realizado diariamente a fim de garantir a
administracao correta da dose de 1g de extrato
para cada kg de peso do rato por dia (1g/kg/dia).
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Os oito ratos do GCC receberam o extrato mediante
gavagem. O procedimento foi sempre realizado
pelo mesmo par de autores: um para imobilizacao
do animal e o outro para realizacdo da gavagem em
si, sem troca de funcdo entre eles.

Gastrectomia vertical

Os ratos foram mantidos em jejum por 12
horas para realizacdéo do procedimento cirdrgico
de gastrectomia vertical. Trinta minutos antes do
procedimento, receberam  antibioticoprofilaxia
com ceftriaxona 50mg/kg por via intramuscular.
Foram anestesiados com o uso de cetamina
(100mg/kg) e xilazina (10mg/kg) por via intraperitoneal.
Durante o procedimento foi realizada a resseccao de
aproximadamente 70% do estdbmago do animal.
A sintese da parede gastrica foi feita com PDS® I
6-0 (polidioxanona) em dois planos e o fechamento
da parede abdominal, e da pele, realizado com
fio catgut 3-0 e nylon 4-0, respectivamente. Cada
animal submetido ao procedimento foi isolado em
uma gaiola sem outros animais e recebeu limpeza
e troca de curativo cirdrgico diariamente. Cloridrato
de tramadol (10mg/kg por via subcutanea de 8/8
horas por 3 dias) foi usado para a analgesia dos

animais.
Etica em pesquisa

Todos os procedimentos utilizados durante
0 experimento estiveram de acordo com a advocacia
da Lei n2 11.794/2008, que estabelece procedimentos
para o uso cientifico de animais no Brasil, e com
a Resolucdo Normativa n? 37, de 27/01/2018,
das Diretrizes Praticas de Eutanasia do Conselho
Nacional de Experimentacao Animal - CONCEA.

O procedimento de eutanasia foi realizado
conforme preconizado pela resolucdo normativa
n2 37, do CONCEA, em ambiente tranquilo e limpo,
individualizado (longe de outros animais) e de
forma rapida.

Um método de hipdxia indireta foi
utilizado, induzindo inconsciéncia antes de cessar
a atividade motora. Para tanto, cada animal foi
colocado em uma camara contendo 100% de
agente inalatorio (isoflurano) para garantir a morte
rapida e indolor. Apés o procedimento, a morte foi
confirmada com os seguintes sinais: auséncia de
movimento respiratério; auséncia de batimentos
cardiacos; membranas mucosas palidas; e reflexo
corneano ausente. Antes de ser descartado, o animal
permaneceu em observacao por dez minutos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Uso de Animais da UFAC, sob o processo
n223107.025548/2017-26 e protocolo n® 54/2017.

Andlise estatistica

Os dados foram analisados no software
GraphPad Prism® versao 5.0 (GraphPad, Estados
Unidos). A normalidade foi avaliada pelo teste
de Shapiro-Wilk. Os dados foram apresentados
como média e desvio padrdao para variaveis
paramétricas. O teste t de Student foi usado
para comparar endpoints intergrupos continuos
com homogeneidade de variancias,
de distribuicdo simétrica, e heterogeneidade de

em (Caso

variancia, em caso de distribuicdo assimétrica.
One-way ANOVA foi utilizado para avaliar possiveis
diferencas entre os grupos ao longo do tempo (pré e
pos-suplementacao dietética com o extrato de Camu-
Camu). Definiu-se uma diferenca estatisticamente
significante aquela com P<0,05.

RESULTADOS

Apenas um dos ratos morreu 11 dias apos
o procedimento cirurgico devido a complicacbes de
uma fistula gastrica.

O peso médio em gramas dos animais
apresentou uma importante variacdo entre os grupos
(Figura 3A); o GC manteve uma curva ascendente de
ganho de peso (GC2: 377,87+72g9/CG3: 421,25+97q)

Rev Col Bras Cir 46(4):e2238
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Figura 3. Variacdo do peso corporal, glicemia e IMC durante os trés momentos do experimento.
Os algarismos 1, 2 e 3 apds a sigla de cada grupo indica o momento da medicdo conforme citado na
metodologia. GC= Grupo Controle; GCC= Grupo Camu-camu, GCB= Grupo Cirurgia Bariatrica. (A) variacdo
do peso corporal ao longo do experimento. ## diferenca estatisticamente relevante com P=0,0313 (teste t
de Student); (B) grafico em linhas mostrando a tendéncia de variacdo do peso corporal dos ratos ao longo
do experimento, (C) variacdo da glicemia de jejum, (D) tendéncia de variacdo da glicemia de jejum; (E e F)
variagdo do IMC ao longo do experimento. As diferencas entre os grupos foram analisadas pelo teste t de
Student. # P=0,014,; * com P=0,8 (linhas horizontais no grafico E).
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(Figura 3B) mesmo ap6s encerrado o periodo
de engorda. Os outros dois grupos, GCC e GCB,
apresentaram diminuicdo da média ponderal
(GCC2: 412,75+669/GCC3: 402+60g/GCB2:
395,12+509/GCB3: 365,28+31g), sendo que a
diferenca entre o peso final dos grupos GC e
GCB obteve significancia estatistica no teste t de
Student (p=0,0313).

Os resultados das analises bioquimicas
para determinacao dos niveis glicémicos entre o
momento do final do periodo de engorda e o final
do estudo estdo dispostos nas figuras 3C e 3D.
Apesar dos valores alcancados pelo GCB terem
sido melhores do que os dos outros grupos, essa
diferenca ndo apresentou significancia estatistica.

Os valores encontrados na analise dos dados
relativos ao IMC médio dos grupos (Figuras 3E e 3F)
demonstraram que a Unica intervencao que conseguiu
reverter a sindrome metabdlica nos ratos foi a GV,
com P<0,05 no teste t de Student, corroborando
com os dados encontrados nas outras medicoes.
A diminuicdo do IMC do GCC também foi significante
em relacdo ao GC (P=0,0421).

DISCUSSAO

A utilizacdo do Camu-Camu como fruta
medicinal pelos povos amazoénicos despertou o
interesse em determinar sua eficacia no tratamento
de diversas doencas. Portanto, é relevante a sua
utilizacdo como possivel tratamento da obesidade.
A hipétese de que o Camu-Camu é eficiente no
tratamento da sindrome metabdlica ja foi testada em
um trabalho com ratos obesos?°. O grupo experimental
tratado com 25ml/dia de polpa do fruto da M. dubia
(GCC) apresentou perda de peso corporal, com
diminuicao de 31,7% quando comparado com o GC.

O tratamento de ratos obesos com a fruta acarretou
diminuicao da glicemia (23%), colesterol (39,6%)
e triglicerideos (40,6%), em comparacdo com
0s aumentos observados no grupo GC: glicemia
(19,4%), colesterol (60%) e triglicerideos (44 %).

Recente estudo demonstrou que a
suplementacao alimentar com extrato de Camu-
Camu (200mg/kg) foi capaz de prevenir a obesidade
em ratos submetidos a uma dieta hipercaldrica/
hiperlipidica?'. Esses animais tiveram um aumento
no metabolismo de repouso, 0 que, por sua vez,
levou a um menor acimulo de gordura. Um fator
importante neste estudo foi a presenca de um
grupo que recebeu a mesma dose de vitamina C
encontrada nos 200mg/kg de extrato de Camu-
Camu (6,6mag/kg), porém este grupo nao apresentou
bons resultados em relacdo a perda ponderal.
Portanto, ha grande possibilidade de que somente a
vitamina C nao seja a razdo do efeito anorexigeno
do Camu-Camu.

O GCC deste estudo ndo apresentou
resultados tao expressivos quanto aos encontrados
em outros estudos'®; nao obstante, os menores
valores de IMC observados nos animais submetidos
a suplementacdo com Camu-Camu, mesmo apos
apenas quatro semanas de intervencao, indicam
gue o extrato possui capacidade de regular a lesao
e a resposta inflamatéria induzidas pelo excesso de
células adiposas, demonstrando ser uma terapia
promissora para o tratamento da obesidade.

Nosso estudo mostrou que extrato
hidroalcoolico bruto da casca do Camu-Camu, apesar
de nao ser tao eficiente quanto a gastrectomia vertical
no controle do peso corporal de ratos Wistar, leva
a reducao estatisticamente significante no IMC dos
animais apos sua administracao por quatro semanas.
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ABSTRACT

Obijective: to compare the effects of the hydroalcoholic extract from the peel of Camu-Camu, a fruit plant belonging
to the Myrtaceae family, widely distributed in the Amazon basin, with those of sleeve gastrectomy, on the weight and
glycemia of Wistar rats. Methods: twenty-four Wistar rats underwent obesity induction through a hyperlipid diet for
eight weeks (fat period), and were randomized into three groups: Control Group (CG), Camu-Camu Group (CCG) and
Bariatric Surgery Group (BSG). After this period, all animals returned to a normal diet and the intervention period began:
CG did not undergo any intervention beyond diet change; CCG animals underwent gavage procedure for administration
of Camu-Camu hydroalcoholic extract, 1g/kg/day, for four weeks; and the BSG was submitted to the surgical procedure
of sleeve gastrectomy. We followed all animals for four weeks. Results: there was only one loss in BSG due to a gastric
fistula. We observed significant variations in the animals” mean weight: the CG evolved with weight gain even after the
withdraw of the hypercaloric diet, while the other two groups presented weight reduction. BSG presented a significant
reduction of weight and BMI (p<0.05);, CCG achieved a significant reduction only of the BMI (p<0.05). There were no
statistically significant changes in the glycemic levels. Conclusion: in spite of reducing weight, the crude hydroalcoholic
extract of the Camu-Camu peel was not able to be as efficient as sleeve gastrectomy in the control of body weight in
Wistar rats.

Keywords: Obesity. Gastrectomy. Bariatric Surgery. Phytotherapy. Rats, Wistar.
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