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RESUMO

Objetivo: Investigar os efeitos da sericina extraida de casulos de Bombyx mori na morfofisiologia
de camundongos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica. Métodos: Camundongos
machos C57BI6, com 9 semanas de idade, foram distribuidos em Grupos Controle e Obeso, que
receberam ragao padréo para roedores ou dieta hiperlipidica por 10 semanas, respectivamente.
Posteriormente, os animais foram redistribuidos em quatro grupos, com sete animais cada:
Controle, Controle-Sericina, Obeso e Obeso-Sericina. Os animais permaneceram recebendo racéo
padrao ou hiperlipidica por 4 semanas, periodo no qual a sericina foi administrada oralmente
na dose de 1.000mg/kg de massa corporal aos Grupos Controle-Sericina e Obeso-Sericina.
Parametros fisioldgicos, como ganho de peso, consumo alimentar, peso das fezes em andlise
de lipidios fecais, motilidade intestinal e tolerancia a glicose foram monitorados. Ao término do
experimento, o plasma foi coletado para dosagens bioquimicas e fragmentos de tecido adiposo
branco; figado e jejuno foram processados para andlises histoldgicas, e amostras hepéaticas foram
usadas para determinagéo lipidica. Resultados: Camundongos obesos apresentaram ganho de
peso e actimulo de gordura significativamente maior que os controles, aumento do colesterol
total e glicemia. Houve hipertrofia dos adipdcitos retroperitoneais e periepididimais, instalagao de
esteatose e aumento do colesterol e triglicerideos hepaticos, bem como alteracdo morfométrica
da parede jejunal. Conclusdo: O tratamento com sericina ndo reverteu todas as alteragdes
fisiolégicas promovidas pela obesidade, mas restaurou a morfometria jejunal e aumentou a
quantidade de lipidios eliminados nas fezes dos camundongos obesos, apresentando-se como
potencial tratamento para a obesidade.

Descritores: Bombyx mori; Obesidade/tratamento farmacoldgico; Sericinas/uso terapéutico; Figado;
Intestino delgado; Jejuno; Dieta hiperlipidica; Camundongos

ABSTRACT

Objective: To investigate the effects of sericin extracted from silkworm Bombyx mori cocoon on
morphophysiological parameters in mice with obesity induced by high-fat diet. Methods: Male
C57BI6 mice aged 9 weeks were allocated to one of two groups - Control and Obese, and fed a standard
or high-fat diet for 10 weeks, respectively. Mice were then further subdivided into four groups with
seven mice each, as follows: Control, Control-Sericin, Obese, and Obese-Sericin. The standard or
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high fat diet was given for 4 more weeks; sericin (1,000mg/kg body
weight) was given orally to mice in the Control-Sericin and Obese-
Sericin Groups during this period. Weight gain, food intake, fecal
weight, fecal lipid content, gut motility and glucose tolerance were
monitored. At the end of experimental period, plasma was collected
for biochemical analysis. Samples of white adipose tissue, liver and
jejunum were collected and processed for light microscopy analysis;
liver fragments were used for lipid content determination. Results:
Obese mice experienced significantly greater weight gain and fat
accumulation and had higher total cholesterol and glucose levels
compared to controls. Retroperitoneal and periepididymal adipocyte
hypertrophy, development of hepatic steatosis, increased cholesterol
and triglyceride levels and morphometric changes in the jejunal
wall were observed. Conclusion: Physiological changes induced by
obesity were not fully reverted by sericin; however, sericin treatment
restored jejunal morphometry and increased lipid excretion in feces in
obese mice, suggesting potential anti-obesity effects.

Keywords: Bombyx mori; Obesity/drug therapy; Sericins/therapeutic
use; Liver; Intestine, small; Jejunum; Diet, high-fat; Mice

INTRODUGAO

A obesidade, uma epidemia mundial, € caracterizada pelo
excesso de gordura corporal acompanhada por compli-
cacoes cardiometabdlicas, que sao diretamente impul-
sionadas pela ingesta excessiva de calorias, aclcar, sal e
gordura, associada as atividades laborais e de entreteni-
mento cada vez mais passivas.)

O intestino delgado, responsavel pela absorcao e
pelo processamento metabolico eficiente dos nutrientes
ingeridos,>? € o primeiro 6rgao exposto a energia de-
rivada dos alimentos,® capaz de se adaptar funcional e
morfologicamente em relacdo a quantidade e a qualida-
de do alimento consumido.® Sabe-se que a obesidade,
principalmente a induzida por dietas hiperlipidicas e/
ou hipercaldricas, afeta os componentes da parede in-
testinal .59

Somada as alteracoes no tecido adiposo e as even-
tuais adaptacdes no intestino delgado, a obesidade, por
si s0, € fator de risco para o desenvolvimento de outras
patologias, como a doenca hepatica gordurosa nao al-
coolica (DHGNA) — a doenga cronica mais comum do
figado.”®

Mudangas no estilo de vida, como melhora nos ha-
bitos alimentares e pratica de atividade fisica, sao as prin-
cipais alternativas para o tratamento da obesidade e da
DHGNA.7 Porém, a capacidade individual de resposta
frente a estas estratégias pode nao ser suficiente.!”

Neste sentido, pesquisas de potenciais agentes tera-
péuticos naturais para a obesidade, com menos efeitos
colaterais, vem ganhando destaque,’'V como a do bio-
polimero sericina, produzido pelo bicho-da-seda Bombyx
mori (Lepidoptera, Bombycidae). Trata-se de uma pro-
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teina globular natural, altamente hidrofilica, com peso
molecular de 20 a 400kDa e que, em conjunto com a
fibroina, forma o fio de seda.'? As caracteristicas
fisico-quimicas da molécula lhe conferem diversas pro-
priedades, investigadas quanto a sua aplicabilidade
biologica.1>1

Estudos evidenciaram que quando administrada con-
comitantemente a dieta hiperlipidica, a sericina melhora
a tolerancia a glicose e apresenta efeito hipolipidémico,™>
além de aumentar a concentragdo da lipoproteina de
alta densidade (HDL) e regular a produgéo de citocinas
pelo tecido adiposo, com reducdo da leptina, resistina
e fator de necrose tumoral alfa (TNF-o.), e aumento
da concentragao plasmatica de adiponectina.'® Ainda,
promove a inibicdo da absorcdo de colesterol pelas cé-
lulas intestinais'” e possui propriedade antioxidante.'®
Neste sentido, € creditado a sericina amplo potencial
como medida preventiva, mas nao foi estabelecido seu
efeito como terapia administrada apoés a instalagido da
obesidade e de suas comorbidades.

OBJETIVO

Investigar os efeitos da sericina sobre os parametros
plasmaticos e morfologia adiposa, hepatica e intestinal
de camundongos com obesidade induzida por dieta hi-
perlipidica.

METODOS

O estudo foi realizado na Universidade Estadual do
Oeste do Parana no periodo de julho de 2014 a dezembro
de 2016.

Extracao e determinacao aminoacidica da sericina
A sericina foi obtida a partir de casulos de Bombyx
mori, cedidos pela industria sericicola BRATAC S.A
(Londrina, PR, Brasil). Os casulos foram cortados em
pedacos de aproximadamente 1cm? e submetidos ao pro-
cesso de extracao da sericina com o uso de alta tem-
peratura e pressao em autoclave (CS 30, Prismatec,
Itu, SP, Brasil), a 120°C e pressao de 1kgf/cm?, por 60
minutos. A extracao ocorreu sem adicao de produtos
quimicos, utilizando-se 6g de casulo para cada 100mL
de agua destilada. A fibroina foi separada utilizando-se
peneira de 18 malhas, e a solugao de sericina foi con-
gelada (-20°C) e, posteriormente, liofilizada (LT 1000,
Terroni Equipamentos Ltda., Sao Carlos, SP, Brasil),
obtendo-se a sericina em po.

A determinacdo da composi¢cio de aminoacidos so-
laveis da sericina foi realizada por cromatografia li-
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quida de ultraeficiéncia (UPLC), utilizando coluna anali-
tica C18, fase reversa, acoplada a um detector ajustado
no comprimento de onda de 214nm, no Laboratdrio
de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan (Sao
Paulo, SP, Brasil).

Animais e dieta

Todos os procedimentos utilizados foram previamente
aprovados pelo Comité de Etica Animal institucional
(11 de abril de 2014).

Foram utilizados camundongos machos da linha-
gem C57Bl/6, com aproximadamente 9 semanas de vida
e peso de 26,9+2,2¢ mantidos em ambiente controlado
(23 a 25°C e ciclo claro-escuro de 12 horas). Apds 1
semana de aclimatagao, foram divididos em dois gru-
pos: Controle (n=14), que recebeu dieta padrdo para
roedores (Algomix®, Algomix Agroindustrial Ltda.,
Ouro Verde do Oeste, PR, Brasil) e agua; e Obeso
(n=14), que recebeu dieta hiperlipidica e dgua. Apds
10 semanas de dieta, cada grupo foi subdividido, for-
mando quatro grupos experimentais, com sete animais
cada, submetidos ou nao ao tratamento com sericina:
Controle e Controle-Sericina; Obeso e Obeso-Sericina.
Ao longo de todo o experimento, agua e racao padrao
ou hiperlipidica foram ofertados ab libitum.

Os ingredientes utilizados na composicao da dieta hi-
perlipidica foram adquiridos na industria Prag Solucoes
(Jat, SP, Brasil). A ragao foi preparada com a mistura
dos componentes (30,07% de amido de milho, 14% de
caseina, 12% de sacarose, 4% de 6leo de soja, 5% de ce-
lulose microcristalina, 3,5% de mix mineral AIN-93M,
1,0% de mix vitaminico AIN-93M, 0,18% de L-cistina,
0,25% de bitartarato de colina e 30% de banha de porco).
A racao foi ofertada aos animais na forma de pellets,
contendo 32,21% de carboidratos, 10,6% de proteinas
e 57,2% de lipidios.

O tratamento com sericina iniciou-se nos Grupos
Controle-Sericina e Obeso-Sericina ap6s 10 semanas
das respectivas dietas e foi realizado diariamente, no mes-
mo horario, por 4 semanas consecutivas, utilizando-se a
dose de 1.000mg/kg de peso corporal. A administragao
da sericina foi feita por gavagem, sendo a dose diaria di-
luida em 300uL de salina 0,9%. Os animais dos Grupo
Controle e Obeso foram gavados com 300uL de salina
0,9% pura.

Pesagem dos animais, controle alimentar e

coleta das fezes

A evolucao do peso corporal foi obtida pela pesa-
gem individual dos animais semanalmente. Na tltima

semana de experimento, os animais foram alocados in-
dividualmente em gaiola metabdlica por trés periodos
consecutivos de 12 horas, para a determinacao do con-
sumo alimentar. Posteriormente, calculou-se a média
do consumo nos trés periodos analisados. Apos os trés
periodos de permanéncia na gaiola metabdlica, as fe-
zes dos animais foram coletadas, pesadas, congeladas
e utilizadas para a determinagdo da quantidade total
de lipidios.!”

Teste de transito intestinal

Quatro dias antes da eutanasia, 300uL de marcador (3g
de carmin em 50mL de etilcelulose 0,5%) foram admi-
nistrados por gavagem aos camundongos. O tempo de-
corrido da administracdo do marcador até a eliminagao
do primeiro pellet fecal colorido (vermelho-réseo) foi
utilizado para determinagao do transito intestinal.*?”

Teste oral de tolerancia a glicose

Dois dias antes da eutanésia e apds 8 horas de jejum, os
animais foram submetidos ao teste oral de tolerancia a
glicose (0GTT). Apds a pesagem, foi realizada a coleta de
sangue pela cauda, para obtencao da glicemia de jejum
(tempo 0) com auxilio de glicosimetro (Accu-Chek Active®,
Roche Diagnéstica Brasil Ltda., SP, Brasil). Apoés, os
animais receberam glicose na concentracao de 2g/kg de
massa corporal por gavagem. A glicemia foi verificada
aos 15, 30, 60 e 120 minutos apds a administracao da gli-
cose. A area sob a curva (ASC) foi calculada para cada
camundongo usando o software GraphPad Prism 6.0.

Dosagens plasmaticas

Ap0s jejum de 12 horas, os camundongos foram anes-
tesiados intraperitonealmente com cloridrato de que-
tamina (100mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e eutanasiados
por exsanguinacao do plexo orbital, com auxilio de ca-
pilar heparinizado. Apés centrifugacao (10.000rpm/10
minutos, a 4°C), o plasma foi retirado para dosagem de
triglicerideos e colesterol total, por meio de kit comer-
cial, seguindo as instrucdes do fabricante (Laborclin®,
Bioliquid, PR, Brasil), bem como determinagdo de alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST), de acordo com as instrucdes do fabricante (Analisa®,
Gold Analisa Diagnéstica Ltda., Belo Horizonte, MG,
Brasil). A dosagem da glicemia foi obtida com auxilio
do glicosimetro.

Avaliacao da obesidade
Ao final das 14 semanas experimentais, com aproxima-
damente 160 dias de vida, os animais foram pesados, e
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as gorduras retroperitoneal e periepididimal foram re-
tiradas e pesadas, para determinacio da instalacao da
obesidade.

Estudos morfoldgicos

Amostras das gorduras retroperitoneal e periepididi-
mal foram fixadas em paraformaldeido 4% em tampao
fosfato-salina (PBS) por 24 horas, desidratadas em sé-
rie crescente de alcool, diafanizadas em xilol e inclui-
das em parafina. Cortes de Sum de espessura foram
corados em hematoxilina e eosina (HE). Em seguida,
com o auxilio do programa Image Pro Plus® 6.0 (Media
Cybernetics, USA), foi mensurada a area de 100 adip6-
citos por tipo de gordura por animal, distribuidos em 10
pontos aleatdrios por corte.

O figado foi excisado da cavidade abdominal e pesa-
do para determinacao da sua massa. Amostras do lobo
direito foram coletadas e fixadas em paraformaldeido
4% em PBS por 24 horas, com posterior processamento
para inclusao em parafina. Os cortes de Sum de espes-
sura foram corados em HE, para analise da morfologia
geral, e tricromico de Masson, para analise do tecido
conjuntivo hepdtico. A determinagdo do grau de estea-
tose de zero a 3 foi adaptada de Kleiner et al.,*) sendo
grau 0 se até 5%; grau 1 se 5 a 33%; grau 2 se 33 a 66%;
e grau 3 se acima de 66% — sendo realizada avaliagao
duplo-cega.

O intestino delgado foi completamente estendido e
mensurado quanto ao seu comprimento total. Amostras
do jejuno foram abertas na borda mesentérica, fixadas
em paraformaldeido 4% em PBS, e seguiram o proce-
dimento histolégico de rotina para inclusao em parafina.
Os cortes semisseriados de 6um de espessura foram
corados com HE, para analise morfoldgica e morfomé-
trica, e método histoquimico de 4cido periddico-Schiff
para evidenciacdo das células caliciformes.

As analises morfométricas do jejuno foram realiza-
das no programa Image Pro Plus® 6.0 previamente ca-
librado. No aumento de 200x, foram mensuradas a es-
pessura total da parede intestinal e a altura do vilo, em
10 pontos aleatdrios por corte, separados entre si por
30um, perfazendo 50 mensuragdes por animal. J4 no
aumento de 400x, foram mensuradas a espessura da ta-
nica muscular, a profundidade da cripta e a largura do
vilo, sendo realizadas 50 mensuracdes por animal para
cada analise.

As células caliciformes foram quantificadas no vilo.
Para tanto, o nimero de células caliciformes de um lado
do vilo e o namero total de células do mesmo lado do
vilo foram contadas até um total de aproximadamente
1.500 células por animal. Assim, a porcentagem de células
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caliciformes foi calculada como o total de caliciformes
corrigido pelo total de células contadas.

Determinacao de lipidios hepaticos

Fragmentos de aproximadamente 500mg de figado por
animal foram coletados e imediatamente congelados.
Posteriormente, os lipidios hepaticos foram extraidos'?
com determinagao do colesterol e triglicerideos, com os
mesmos kits utilizados na determinacao plasmatica.

Anélise estatistica

Os resultados foram expressos em média*erro pa-
drdo da média e analisados no programa GraphPad
Prism 6.0. Ap6s constatada a normalidade dos dados por
meio do teste de Shapiro-Wilk, foi utilizado o teste de
Analise de Variancia (ANOVA) two-way com pOs-teste
de Tukey, adotando-se p<0,05 como estatisticamente
significativo.

RESULTADOS

Composicgao de aminoacidos da sericina

A anélise do perfil cromatografico da sericina, realiza-
da em UPLC, revelou a presenca de 17 aminodcidos,
com maior percentual de serina, glicina e acido aspar-
tico (Tabela 1).

Tabela 1. Composicéo aminoacidica da sericina

Aminoacido Percentual molar
Acido aspartico 14,5
Acido glutamico 4,85
Serina 30,37
Glicina 27,16
Histidina 2,31
Arginina 2,55
Treonina 1.97
Alanina 0,73
Prolina 2,61
Tirosina 2,89
Valina 147
Metionina 0,19
Cisteina 0,84
Isoleucina 0,81
Leucina 2,54
Fenilalanina 0,17
Lisina 4,04




Sericina como tratamento da obesidade: efeitos morfofisiolégicos de camundongos obesos por dieta hiperlipidica

Evolucao do peso corporal

A partir da segunda semana de experimento, a ingestao
de dieta hiperlipidica favoreceu o aumento estatistica-
mente significativo do peso corporal em relacdo aos
animais que receberam racao padrao, resultado que se
manteve ao longo das 14 semanas de experimento (Figu-
ra 1A). A oferta de racdo hiperlipidica causou ingesta
significativamente menor comparada a racdo padrao
(Figura 1B), embora tenha promovido o aumento da
adiposidade, constatada pelas imagens da cavidade
abdominal dos animais (Figura 1C).

84213
v

0B-5

(/12 horas)

Peso corporal (g)
Consumo alimentar

Resultados expressos por média=erro padrao da média (n=7/grupo). * p<0,01 em relagéo ao CT e CT-S. Andlise de Varian-
cia two-way e pos-teste de Tukey. CT: controle; CT-S: controle-sericina; OB: obeso; OB-S: obeso-sericina.

Figura 1. Evolucéo do peso corporal. Grafico da evolugéo do peso corporal
(A) e consumo alimentar (B), e fotografias da cavidade abdominal aberta de
camudongos C57BI6 (C)

Teste de transito intestinal, peso das fezes

e total de lipidios

A obesidade induzida por dieta e o tratamento com se-
ricina ndo alteraram o tempo de transito intestinal dos
animais (Figura 2A); entretanto, o volume total de fezes
foi estatisticamente menor nos animais que receberam
dieta hiperlipidica, o que esteve diretamente relaciona-
do ao menor consumo alimentar observado nestes gru-
pos, independente do tratamento com sericina (Figura
2B). Ainda, no Grupo Obeso-Sericina, houve aumento
na quantidade total de lipidios fecais em comparacao
com as fezes dos animais alimentados com racdo pa-
drao (Figura 2C).

Teste oral de tolerancia a glicose

Na figura 3A, verifica-se que no oGTT houve pico gli-
c€mico aos 15 minutos para os animais de todos os gru-
pos, com reducao gradual da glicemia ao longo do teste
e normalizacao aos 120 minutos. A ASC da glicemia
nao foi estatisticamente diferente nos grupos estudados
(Figura 3B).
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Resultados expressos por média+erro padrdo da média (n=7/grupo). * p<0,01 em relagdo ao CT e CT-S. Andlise de
Variancia two-way e pos-teste de Tukey.

CT: controle; CT-S: controle-sericina; OB: obeso; OB-S: obeso-sericina.

Figura 2. Andlise do trénsito intestinal e parametros fecais. Teste de transito
intestinal (A), peso das fezes (B), quantidade total de lipidios fecais (C)
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Resultados expressos por média+erro padréo da média (n=7/grupo). Anélise de Varidncia two-way e pds-teste de Tukey.
CT: controle; CT-S: controle-sericina; OB: obeso; OB-S: obeso-sericina; GTT: teste oral de tolerancia a glicose; ASC: érea
sob a curva.

Figura 3. Resultado do teste oral de tolerancia a glicose. Valores de glicemia
durante o teste oral de tolerancia a glicose (A), area sob da curva do teste oral de
tolerancia a glicose (B). Resultados expressos em média=erro padrao da média
(n=7/grupo). Anova Two Way e pés-teste de Tukey

Validacao do modelo de obesidade

Os parametros biométricos capazes de caracterizar a
instalacao da obesidade sao apresentados na tabela 2.
O peso corporal final, o peso da carcaga e o acimulo
de gordura retroperitoneal e periepididimal foram in-
fluenciados somente pelo consumo de dieta hiperlipidi-
ca, indicando a instalacdo da obesidade, e o tratamento
com sericina nao influenciou nesses parametros.
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Tabela 2. Parametros biométricos

Parametros biométricos CT CT-S 0B 0B-S
Peso corporal final, g 2713+08 27,3+0,6 352+14*  347+12*
Peso da carcaca, g 199=07 20306  256+12"  251=1,0%
Gordura retroperitoneal, % 0,26+0,04 037£0,08 2,06+0,29*" 1,98+0,21*
peso corporal

Gordura periepididimal, % 0,72+0,06 0,82+0,09 3,92+0,29*"  3,66+0,50*"

peso corporal

Resultados expressos por média+erro padrdo da média (n=7/grupo). Andlise de Varidncia two-way e pos-teste de Tukey.
* Diferenca estatisticamente significativa em relacao ao CT; p<0,01; ' diferenca estatisticamente significativa em relacao
a0 CT-S; p<0,01.

CT: controle; CT-S: controle-sericina; OB: obeso; OB-S: obeso-sericina.

Parametros plasmaticos

As concentracOes plasmaticas de glicose e colesterol
total foram influenciadas pelo consumo de dieta hiper-
lipidica, com aumento estatisticamente significativo nos
animais obesos em relagdo aos controles, sendo que o
tratamento com sericina nao influenciou nesses para-
metros. Triglicerideos e AST plasmaéticas nao diferiram
entre os grupos, enquanto a concentracao de ALT foi
maior nos animais obesos quando comparada a dos ani-
mais que receberam ragao padrao (Tabela 3).

Tabela 3. Pardmetros plasméticos

Parametros plasmaticos CT CT-S 0B 0B-S
Glicose, mg/dL 104,735  1099+56 155,0+7,9* 153,0+94*
Colesterol, mg/dL 81,755 838+32  1157+82* 127,0+72*
Triglicerideos, mg/dL 55,4+6,7 58,1£3,0 55,6+4,0 50,7+2,4
ALT, UL 139+27 150+12  291+38* 30,2463
AST, UL 36,0+4,0 34,4+4.6 41,6+6,8 37,949

Resultados expressos por média+erro padrdo da média (n=7/grupo). Andlise de Variancia two-way e pos-teste de
Tukey. * Diferenca estatisticamente significativa em relacao ao CT; p<0,01; ' diferenca estatisticamente significativa
em relacéo ao CT-S; p<0,01.

CT. controle; CT-S: controle-sericina; OB: obeso; OB-S: obeso-sericina; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase.

Morfologia do tecido adiposo

A area dos adipdcitos retroperitoneais e periepididimais
foi estatisticamente maior nos animais obesos, em re-
lagdo aos alimentados com racdo padrao (Figuras 4A
e 4B). Apesar da discreta redugao na area dos adip6-
citos no Grupo Obeso-Sericina, o tratamento com seri-
cina nao interferiu significativamente nesse parametro
(Figuras 4C e 4D).

Morfologia e analise de lipidios hepaticos

Nao houve diferenca estatistica quanto ao peso do fi-
gado entre os grupos (Figura 5A). A anélise de lipidios
hepaticos indicou maior quantidade de colesterol e tri-
glicerideos (p<0,0001) nos animais obesos em relagiao
aos controles (Figura 5B e 5C). Nos camundongos dos
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Resultados expressos por média-erro padrao da média (n=7/grupo). Anélise de Varidncia two-way e pos-teste de Tukey.
*p<0,01 em relagéo ao CT e CT-S.
CT: controle; CT-S: controle-sericina; OB: obeso; OB-S: obeso-sericina.

Figura 4. Morfometria e morfologia do tecido adiposo. Area dos adipdcitos
retroperitoneais (A) e periepididimais (B) fotomicrografias do tecido adiposo
retroperitoneal (C) e periepididimal (D) de camundongos, coloragéo com
hematoxilina e eosina
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Resultados expressos por média-erro padrao da média (n=7/grupo). Anélise de Varidncia two-way e pos-teste de Tukey.
*p<0,01 em relagdo ao CT e CT-S.
CT: controle; CT-S: controle-sericina; OB: obeso; OB-S: obeso-sericina.

Figura 5. Morfologia hepética e andlise lipidica do figado. Peso do figado

(A), andlise do colesterol (B), e triglicerideos (C) hepéticos; classificacéo de
esteatose hepética (D), fotomicrografias do figado de camundongos e coloragdo
com hematoxilina e eosina (E)

Grupos Controle e Controle-Sericina, nao foi verificada
a presenca de esteatose hepatica, sendo os animais
classificados como grau zero. Nos Grupos Obeso e Obe-
so-Sericina foi constatada a presenca de esteatose, com
variacdo dos graus obtidos na classificacao (Figura 5D).
Nos Grupos Obeso e Obeso-Sericina, além da presenga
de vesiculas adiposas (Figura SE), em alguns animais,
o citoplasma dos hepatdcitos se mostrou em aspecto
de baldo, com eventual formagao de sincicio entre cé-
lulas adjacentes.
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Morfometria intestinal

O consumo de dieta hiperlipidica alterou alguns para-
metros da morfometria intestinal, apresentados na ta-
bela 4. O comprimento do intestino delgado foi menor
nos animais obesos em relacao aos que receberam ra-
cao padrdo. A altura do vilo foi estatisticamente maior
no Grupo Obeso (p<0,01; p<0,05), enquanto houve
reducdo da espessura da camada muscular (p<0,01;
p<0,05) dos animais do Grupo Obeso em relagido ao
Controle e Controle-Sericina, respectivamente. Ainda,
houve diminui¢ao na profundidade da cripta nos animais
obesos comparados aos controles (p<0,05). As altera-
coes promovidas pelo consumo de dieta hiperlipidi-
ca foram revertidas pelo tratamento com sericina no
Grupo Obeso-Sericina. A altura total da parede intes-
tinal, largura do vilo e indice de células caliciformes nao
diferiu entre os grupos estudados.

Tabela 4. Morfometria intestinal

Morfometria intestinal CT CT-S 0B 0B-S
Comprimento do intestino 397£09 399+06 331x09* 338+0,9*
delgado, cm

Espessura total da parede 496,4+179 504,7+24,0 558,7+30,6 5130+177

intestinal, um

Altura do vilo, um 306,0£199 327,9+136 390,2+188* 356,4+84

Profundidade da cripta, um 96,2+30 902+4,0  785x56*  842+47
Largura do vilo, um 94,023 9525 91,0+12  905%1,6
Espessura da tunica muscular, um 51,136 50,1387  37,2+16* 41,119
Células caliciformes, % 5,0+0,3 4,7£0,3 4,403 4,2+0,3

Resultados expressos por média=erro padrao da média (n=7/grupo). Anélise de Variancia two-way e pos-teste de Tukey.
* Diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao CT, ' diferenca estatisticamente significativa em relagéo ao CT-S
CT: controle; CT-S: controle-sericina; OB: obeso; OB-S: obeso-sericina.

DISCUSSAO

O camundongo C57Bl/6 ¢ um modelo animal suscetivel
ao desenvolvimento de obesidade induzida por dieta.®?
Constatamos que, apesar da menor ingesta, a dieta hi-
perlipidica foi eficaz na indugao da obesidade, promo-
vendo aumento do peso corporal, acimulo de gordura
e maior concentracio plasmatica de colesterol e glicose
nos camundongos. Esses dados estao de acordo com a
literatura atual,®?® segundo a qual o consumo de die-
tas ricas em lipidios saturados, como a usada neste es-
tudo, induzem a obesidade.

Apesar do maior consumo de lipidios, ndo houve
aumento na concentracao plasmatica de triglicerideos
nos animais obesos, resultado encontrado também em
camundongos alimentados com dieta hiperlipidica®*>®
e em ratos.® Provavelmente, a concentragao sérica de
triglicerideos nao foi alterada devido ao redireciona-

mento dessas moléculas para outros tecidos, principal-
mente o tecido adiposo, no qual sdo armazenados.?”
Hipertrofia ou hiperplasia costumam ser respostas dos
adipdcitos frente ao acimulo de triglicerideos.®® Cons-
tatamos o aumento da massa de gordura depositada nas
regioes retroperitoneal e periepididimal, bem como au-
mento na area dos adipdcitos dos animais obesos. Além
da hipertrofia, os adipdcitos podem sofrer com alte-
ragoes na homeostase celular, como hipdxia, infiltragao
de macréfagos, fibrose e resisténcia a insulina no tecido
adiposo, condi¢oes que podem culminar na sindrome
metabdlica.®

Particulas remanescentes de gordura sio removi-
das da circulagao pelo figado,®” que passa a acumular
quantidades significativas de lipidios em individuos
obesos, caracterizando a DHGNA.® Verificamos que
houve aumento da quantidade de triglicerideos e co-
lesterol hepaticos, bem como o acimulo de gordura
na forma de vesiculas no figado dos camundongos obe-
sos. O aparecimento de vesiculas brancas na coloragao
em HE do figado comprova a esteatose hepatica,®’
condi¢ao morfoldgica também evidenciada em camun-
dongos® e em ratos.!® A analise bioquimica revelou
aumento na concentracao sérica de ALT nos camun-
dongos obesos, embora estudos recentes difiram quan-
to ao efeito da obesidade sobre as transaminases hepati-
cas, visto que 0s mesmos nao sao unanimes quanto ao
uso dos modelos animais e as dietas utilizadas. Sung
et al.,® nao verificaram alteragoes nas concentragoes
das transaminases, enquanto Choi et al.,0” nio ob-
servaram mudancas na concentracao de ALT. Pang et
al.,® s6 observaram aumento de AST nos camundon-
gos obesos por dieta hiperlipidica. Ainda, Abd El-Kader
et al.,® ressaltam que as enzimas hepaticas podem
estar normais ou minimamente alteradas na DHGNA.

Além de seu papel essencial na digestdo e na ab-
sorcao dos nutrientes, o intestino delgado pode rapida-
mente alterar seu metabolismo em resposta ao maior
conteddo luminal de lipidios,® o que pode estar rela-
cionado com a progressao da sindrome metabdlica em
outros 0rgaos.C#? A oferta de dieta hiperlipidica pro-
moveu a redugiao no comprimento do intestino delgado
e 0 aumento na altura dos vilos, associados a diminui¢ao
da profundidade da cripta e da espessura da tinica mus-
cular no jejuno dos animais estudados. Com excecao da
espessura da tinica muscular, resultados morfométri-
cos similares foram previamente encontrados em ca-
mundongos Swiss alimentados com dieta hiperlipidica
por 8 semanas.® Como o consumo alimentar dos ani-
mais obesos foi menor, as alteragdes na mucosa nao
podem ser relacionadas a hiperfagia,® e sim ao tipo de
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alimento.® A maior area de absorgao intestinal promo-
vida pelo aumento da altura do vilo® provavelmente
resultou no ganho de peso dos animais obesos. Dietas
de consisténcia mais liquida, como a hiperlipidica, po-
dem nao alterar a morfologia da cripta, ao mesmo tem-
po em que promovem reducio da espessura da tdnica
muscular,® como verificado no presente estudo, devi-
do a provavel diminuicao da motilidade do trato gas-
trintestinal. Evidéncias experimentais tém demonstra-
do que dietas hiperlipidicas podem ainda causar perda
neuronal no plexo mioentérico,*” promovendo redugao
da espessura muscular, e, consequentemente, reduzir a
motilidade intestinal. Apesar da aparente reducdo do
peristaltismo necessario a digestao e a absorcao da dieta
hiperlipidica, o tempo de transito intestinal e o indice de
células caliciformes, produtoras de muco para a prote-
¢ao e lubrificacao do epitélio intestinal,® nao foram di-
ferentes entre os grupos estudados, demonstrando que
nao houve alteracdo na fungao.

A sericina utilizada no presente estudo foi extraida
sem utilizacdo de qualquer aditivo quimico, obtendo-se
um produto final sem impureza® e composto por 17
aminoacidos, sendo que serina, glicina e acido aspar-
tico correspondem a mais de 72% da proteina. Com-
posicdo aminoacidica semelhante foi descrita anterior-
mente,3>17 confirmando a caracteristica hidrofilica da
sericina. Quando administrada aos camundongos do
Grupo Controle-Sericina, a proteina nao promoveu al-
teracao plasmatica ou morfologica nos tecidos analisa-
dos, confirmando o uso seguro para consumo. 163

Apesar de nao ter revertido as alteragoes plasma-
ticas e biométricas promovidas pela obesidade indu-
zida por dieta hiperlipidica, o tratamento com sericina
restaurou a morfometria intestinal. Segundo Sasaki et
al.,®» a sericina € uma proteina de baixa digestibilida-
de, que pode permanecer por maior tempo no limen
intestinal.®® Assim, as alteracoes promovidas pelo acu-
mulo de lipidios sao revertidas pela presenga de serici-
na, que esta em contato com a mucosa intestinal. Além
disso, verificamos que o tratamento com sericina pro-
moveu maior excrecao de lipidios nas fezes. Resultado
similar foi encontrado previamente,!® utilizando quan-
tidades equivalentes de sericina e fibroina em camun-
dongos alimentados com dieta hiperlipidica. Segundo
Limpeanchob et al.,'” a sericina reduz a absor¢ao de
colesterol em células Caco-2, bem como sua solubiliza-
¢ao em micelas, promovendo a diminuicdo da concen-
tracao plasmatica de colesterol. Assim, a presenca de
sericina no limen do intestino delgado parece interferir
na absorc¢ao dos lipidios da dieta, que sdo, entao, elimi-
nados em maior quantidade nas fezes.
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Outros estudos verificaram que o consumo de seri-
cina pode exercer efeito protetor as alteragdbes meta-
bolicas promovidas por dietas obesogénicas. Dentre
os efeitos, podem ser destacados: inibicao do ganho de
peso e acimulo de massa adiposa, melhora do perfil
lipidico plasmatico e da tolerancia a glicose, reducao
da concentracdo de mediadores inflamatdrios (leptina,
resistina ¢ TNF-a) e aumento de adiponectina, bem
como diminui¢do da atividade de enzimas lipogénicas
no tecido adiposo e hepatico, associado ao aumento da
betaoxidagao no figado.>19 Recentemente, em um es-
tudo com ratos com hipercolesterolemia e hiperglicemia
induzidas, a sericina reduziu o colesterol plasmatico e
reverteu os danos mitocondriais no coracao e figado.
Ainda, atenuou a esteatose hepatica, a0 mesmo tempo
em que diminuiu o estresse oxidativo no 6rgao, caracte-
risticas que podem ser associadas a propriedade antio-
xidante da sericina.'®

Cabe ressaltar que ainda nao estio completamente
elucidados na literatura os efeitos da proteina sericina,
sobretudo quando aplicada como medida terapéutica
na obesidade induzida por dieta hiperlipidica, modelo
que reproduz o estilo ocidental. Duas alteragoes pro-
movidas pela dieta hiperlipidica no presente estudo
foram revertidas pelo uso de sericina por 4 semanas,
de modo que maior tempo de tratamento pode reve-
lar resultados mais significativos. Ainda, considerando
que o intestino delgado € um dos primeiros 6rgaos a se
adaptar as dietas obesogénicas,® o reestabelecimento
da morfometria intestinal indica que a sericina apresenta
potencial tratamento para a obesidade.

CONCLUSAO

O consumo de dieta hiperlipidica foi responsavel pela
instalacdo da obesidade, caracterizada por alteragoes
biométricas e plasmaticas nos camundongos, que nao
foram revertidas pelo tratamento. A dose de 1.000mg/
kg de sericina, extraida do casulo de Bombyx mori, pro-
moveu maior eliminacdo de lipidios fecais, bem como
restabeleceu a morfometria da parede jejunal nos ca-
mundongos obesos.
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