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RESUMO

LEAL, Dalila. Teixeira. MSc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2016.
Efeitos da Administracdo de uma Formulagcao Contendo Gengibre (Zingiber
Officinale Roscoe) em Ratos Wistar Alimentados por Dieta de Cafeteria.
Orientadora: Marisa Alves Nogueira Diaz. Coorientadores: Camilo Amaro de
Carvalho e Virginia ramos pizziolo

As doengas cronicas n&o transmissiveis tem como fatores de risco a alimentagéo
nao saudavel, que contribui para o desenvolvimento da obesidade, dislipidemia,
diabetes e esteatose. Considerando este contexto, o objetivo deste trabalho foi
ofertar a ratos Wistar uma dieta de cafeteria (CAF), constituida de alimentos
palataveis consumidos por humanos por 65 dias e avaliar as repercussdes
ponderais, consumo alimentar, bioquimicas (glicose, perfil lipidico, transaminases,
bilirrubina), peso do figado e alteragbes histoldgicas (area do nucleo e dos
hepatdcitos, quantitativo de sinusdides hepaticos e deposicdo de gorduras)
causadas pelo tratamento com fitoterapico contendo gengibre (ZO) por 20 dias antes
do término do protocolo dietético. Os ratos Wistar com aproximadamente 52 dias de
idade foram divididos em 05 grupos de acordo com o tratamento recebido: Ragao
Comercial (RC); Dieta cafeteria (CAF); CAF+ tratamento com formulacéo fitoterapica
contendo gengibre (ZO) nas doses 75(Z01), 150(Z02) e 300 mg/Kg(ZO3). A
formulacao fitoterapica foi preparada a partir do extrato etandlico liofilizado de
gengibre, cuja prospeccao fitoquimica por cromatografia gasosa sugeriu a presenca
de compostos bioativos importantes como zingibereno e gingerol. A avaliacido da
atividade antioxidante maxima pelo consumo de DPPH foi de 76,86 % obtido na
concentragcéo de 75 ug/mL e o ECs foi de, 38,95 ug/mL. A dieta CAF utilizada nesse
estudo elevou a massa corporal dos ratos, reduziu os niveis de ALT, aumentou a
area do nucleo e dos hepatdcitos e induziu a formagao de sinusoides nas células
hepaticas. Além disso, foi eficaz em induzir uma acumulagcdo de lipideos nos
hepatécitos em 65 dias de experimento. No entanto, CAF nao foi eficiente em
alterar o consumo, o nivel glicémico, induzir dislipidemia e modificar o peso do
figado dos animais. O tratamento com o fitoterapico ZO por 20 dias, ndo alterou a

massa corporal, mas foi eficiente em diminuir a area do nucleo e dos hepatécitos, e



Xi

reduzir a acumulagao de lipideos induzido pela dieta de cafeteria. O fitoterapico ZO
nao interferiu no consumo, na glicémia, nos niveis lipémicos, no peso do figado dos
animais. Os niveis de AST n&o foram alterados com o tratamento recebido, no
entanto os niveis de bilirrubina nos animais que receberam a menor dose de ZO1
(75mg/kg) do fitoterapico foram aumentados. O presente estudo demonstra os
efeitos de uma formulagéo fitoterapica constituida por ZO em reduzir alteragdes
histologicas induzidas pelo consumo de dieta de cafeteria. O fitoterapico em estudo
apresentou importante atuagao no tratamento da esteatose, uma vez que reduziu,
histologicamente, a deposi¢ao de lipideos hepaticos, com as trés doses, apesar de

mantidos o alto aporte caldrico.



Xii

ABSTRACT

LEAL, Dalila. Teixeira. MSc., Universidade Federal de Vigosa, june, 2016. Effects of
administration the formulation containing ginger (Zingiber officinale Roscoe) in
Wistar rats fed a cafeteria diet. Adviser: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-advisers:
Camilo Amaro de Carvalho and Virginia ramos pizziolo.

The chronic diseases have risk factors to unhealthy diet, which contributes to the
development of obesity, dyslipidemia, diabetes and steatosis. Considering this
context, the objective was to offer the Wistar rats cafeteria diet (CAF), consisting of
palatable foods consumed by humans for 65 days and evaluate the mass effects,
food consumption, biochemical (glucose, lipid profile, transaminases, bilirubin ), liver
weight and histological alterations ( nucleus area, hepatocytes area, quantity of
hepatic sinusoid and fat deposition) caused by treatment with phytotherapy
containing ginger (ZO) for 20 days before the end of the dietary protocol. Male Wistar
rats approximately 52 days old were divided into 05 groups according to the
treatment received: Ration Commercial (RC); Cafeteria diet (CAF); + CAF treatment
with phytotherapy formulation containing ginger (ZO) at doses 75(Z01), 150(Z02)
and 300mg/kg (ZO3). The phytotherapeutic formulation was prepared from
lyophilized ethanolic extract of ginger, whose phytochemical by gas chromatography
suggested the presence of important bioactive compounds such as gingerol and
zingiberene. The evaluation of the maximum antioxidant activity by DPPH
consumption of 76.86% was obtained at a concentration of 75 ug/ml and EC50 was
of 38.95ug/mL. The CAF diet used in this study increased the body weight of rats
reduced the ALT levels, increased the area of the nucleus and hepatocytes and
induced the formation of sinusoids in the liver cells. Moreover, it was effective in
inducing an accumulation of lipid in hepatocytes in 65-day experiment. However,
CAF has not been effective in changing consumption, glucose levels, induce
dyslipidemia and modify the weight of the liver of animals. The treatment with the
phytotherapy ZO for 20 days did not affect body weight, but was efficient in
decreasing the area of the nucleus and hepatocytes, and reduce the accumulation of
lipids induced by the cafeteria diet. The phytotherapy ZO did not affect the
consumption, on blood sugar, in lipid levels, liver weight of the animals. AST levels

were unchanged with treatment received, however bilirubin levels in animals
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receiving the lowest dose of ZO1 (75mg/kg) of phytotherapeutic were increased. This
study shows the effects of a phytotherapy formulation comprising ZO to reduce
histological changes induced by the cafeteria diet consumption. The phytotherapy
study showed important role in the treatment of steatosis, once reduced histologically

deposition of liver lipids, with three doses, although maintained the high caloric intake



1. INTRODUCAO

Um dos grandes desafios enfrentados pela sociedade atual sdo as doencgas
cronicas, representadas pelas doencgas respiratorias, do aparelho circulatério,
diabetes e cancer. Essas doengcas sido multifatoriais e coexistem com os
determinantes bioldgicos e socioculturais da populagdo. Possuem fatores de risco
em comum, como o tabagismo, a inatividade fisica, o consumo de alcool e a
alimentagao nao saudavel (BRASIL, 2011; BRASIL, 2014a).

A alimentacédo saudavel propiciada com ingestdo de nutrientes € essencial
para uma boa saude (BRASIL, 2014c). Informacédo sobre a consequéncia do
consumo de alimentos ndo saudaveis se torna importante uma vez que a populacao
esta substituindo alimentos in natura ou minimamente processados por produtos
industrializados prontos para consumo. Como resultado, ha um desequilibrio entre a
oferta de nutrientes e a ingestdo excessiva de calorias, 0 que contribui para
evolucao de doencas cronicas (BRASIL, 2014c).

As repercussbes do consumo de alimentos altamente cal6ricos sao
identificadas em varios experimentos com animais. Nestes, os alimentos
ultraprocessados sao oferecidos a ratos, mimetizando o consumo humano, e fazem
com que estes desenvolvam alteragées de massa corporal, hiperfagia, hiperglicemia,
resisténcia insulinica e hepatoesteatose. Este protocolo alimentar € um modelo
altamente relevante e é conhecido como dieta de cafeteria (CAF) (SAMPEY et al.
2011).

As alteracbes causadas pela dieta de cafeteria sdo prevenidas e tratadas em
varios estudos por diferentes espécies vegetais como soja (ANDRADE et al., 2013),
tamarindo (JINDAL et al.,, 2011) e 6leo de linhaga (BENAISSA et al., 2015). A
utilizacdo de plantas para tratamento de patologias no Brasil é bastante difundida,
resultado de conhecimentos repassados por meio da tradicdo cultural oral por
geragdes em diferentes etnias (BRASIL, 2011a; BRASIL, 2006). No entanto, apesar
do Brasil ter grande diversidade bioldgica e tecnologia para validar cientificamente o

uso de plantas como fonte de novos medicamentos, ainda € pouco explorado.



Apenas uma pequena quantidade de espécie vegetal possui investigacao fitoquimica
e farmacoldgica (BRASIL, 2011a; BRASIL, 2012b; ALVES, 2013).

Nesse sentindo, o Ministério da Saude em 2006, aprovou a Politica Nacional
de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), a qual traz diretrizes para
insercao de acoes, servigos e produtos da fitoterapia para o SUS (BRASIL, 2006).
Doze fitoterapicos ja estao disponiveis em varios estados (BRASIL, 2012a).

Assim, pode-se destacar o gengibre (Zingiber officinale Roscoe), que € uma
planta medicinal antiga e popular no mundo (MESOMO, 2013) e estudos destacam
sua atuacdo em diversas doengas (EMA, 2011). Shidfar et al., (2015) em estudo
com diabéticos tipo 2, encontraram atividades hipoglicemiante ao administrar 03
gramas gengibre por 03 meses. Em mulheres obesas, Attari et al., (2015)
indentificaram redugédo de algumas caracteristicas relacionadas a obesidade como
peso, niveis de insulina, leptina, resistina e glicose, com oferecimento de 02 gramas
de gengibre por 12 semanas.

Em estudos com animais, Misawa et al., (2015), encontraram agao
hipolipemiante com a associagédo de 0,3% de gengibre em dieta hipercalérica por 18
semanas, o que também foi confirmado no estudo do Paul et al.,, 2012 com a
administracdo de gengibre in natura por 49 dias em ratos que receberam dieta
acrescida de gordura vegeral. Tzeng et al., (2015), evidenciaram atenuacgédo da
esteatose apds administrar 6-gingerol (100mg/kg) em hamsters que receberam dieta
de alto teor de gorduras.

Portanto, muitos estudos demonstram acao benéfica com a administragao de
gengibre em diversos experimentos, no entanto ndo foram encontrados estudos que
investigassem a atuagéo do gengibre em ratos apos consumo de dieta do tipo CAF.

Considerando este contexto, o objetivo deste trabalho foi ofertar a ratos Wistar
uma dieta CAF por 65 dias e avaliar as repercussdées ponderais, consumo alimentar,
bioquimicas, peso do figado e alteragdes histolégicas causadas pelo tratamento com
fitoterapico contendo ZO (Zingiber officinale Roscoe) por 20 dias antes do término do
protocolo dietético.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Alimentacao

Segundo as estimativas da Organizagdo Mundial de Saude, atualmente, as
Doencgas Cronicas nao Transmisseis (DCNT) sdo multifatoriais, de longa duragao e
se desenvolvem no decorrer da vida, sao consideradas um sério problema de saude
publica e se apresentam como um novo desafio para os gestores de saude.
Considerando as causas da DCNT, o padrao alimentar chama atencéo, uma vez que
modula os fatores de risco cardiovasculares, como por exemplo, os niveis de lipidios
plasmaticos e o metabolismo glicidico, dentre outros (SBC, 2013).

Nesse sentido, com o objetivo da promogédo de praticas alimentares
saudaveis e a prevencao de disturbios nutricionais relacionados a alimentacao, o
Ministério da Saude aprovou a Politica Nacional de Alimentacdo e Nutricido (PNAN)
a qual desenvolve estratégias que envolvem tanto a vigilancia alimentar e nutricional
como a promogao da alimentagdo adequada e saudavel para populagdo (BRASIL,
2012c).

Exemplos de acgdes de vigilancia alimentar € o VIGITEL, que tem como
objetivo realizar a vigilancia dos fatores de risco e prote¢cado para doengas crénicas
por inquérito telefénico e assim subsidiar acdes de promocao da saude e prevengao
de doengas para populagao brasileira. Esta incluido no sistema VIGITEL o conjunto
da populagdo adulta das 26 capitais e do Distrito Federal (BRASIL, 2015b). Os
resultados desse inquérito no periodo de 2006 a 2014 mostram que apenas 36,5%
da populagéo pesquisada consomem de forma regular (cinco ou mais dias) frutas e
hortalicas por semana (BRASIL, 2015b).

Nesse sentido, com o objetivo de orientar a populagédo sobre alimentagéo
adequada e saudavel e reverter a tendéncia do aumento da obesidade, o Ministério
da Saude elaborou um documento que norteia a escolha alimentar da populagao. A
primeira edicdo do “Guia Alimentar Para Populacéo Brasileira” foi lancado em 2006 e
diante das transformagdes vivenciadas pela sociedade brasileira, foi atualizado em

2014. A atualizagdo do guia trouxe a seguinte regra de ouro: preferir sempre



alimentos in natura ou minimamente processados e preparagdes culinarias a
alimentos ultraprocessados (BRASIL, 2014c).

A importéncia ligada ao tema esta sendo documentada em estudos, que
comprovam tendéncia no Brasil em substituir alimentos in natura por alimentos
minimamente ou ultraprocessados (LOUZADA et al.,, 2015, BRASIL, 2014c,
MARTINS et al., 2013). Ha relagao positiva no consumo desse tipo de alimento com
a ingestao de sddio, colesterol e gorduras (BIELEMANN et al., 2015), o que indica
prejuizos a saude e levanta atengédo para a realizagdo de intervengdes visando a
reducao da ingestdo desse grupo de alimentos (LOUZADA et al., 2015, BIELEMANN
et al., 2015).

Estudos mostram que o consumo de alimentos ndo saudaveis acontece cedo.
Criangas de até 24 meses ja contam em seu cardapio com produtos industrializados
em detrimento do consumo de alimentos saudaveis (SOTERO, CABRAL e SILVA,
2015). Refrigerantes e sucos industrializados sao introduzidos precocemente, antes
do primeiro ano de vida (SILVA et al., 2015, COELHO et al., 2015).

As criangas s&o vulneraveis e influenciadas pelas propagandas que estao
regularmente expostas ao marketing de alimentos ricos em gordura, agucar e sal,
com baixo valor nutritivo. Nesse sentindo, a Organizagdo Pan-Americana de Saude
elaborou um documento em que Recomendagdes sobre a Promocéo e a Publicidade
de Alimentos e Bebidas ndo Alcodlicas para Criangas nas Américas sejam
cumpridas. Ha esforgos para restringirem a promogao e a publicidade de alimentos
para criangcas, o que pode se tornar uma ferramenta importante contra obesidade
(OPAS, 2012).

Entre os adolescentes, o consumo alimentar tanto em area urbana quanto
rural apresentou baixo consumo de vegetais. No entanto, houve prevaléncia do
consumo de cereais, frutas e hortalicas dos residentes na area rural e de doces,
agucares, gorduras, leite e derivados na area urbana (WOICHIK et al., 2013).
Quanto ao padrdao alimentar dos adolescentes ja obesos, identifica-se pratica
alimentar inadequada tanto nas escolas publicas quanto nas privadas, com apenas
10% dos adolescentes ingerindo frutas. O consumo de refrigerantes (mais de trés
vezes por semana) foi maior entre os estudantes das escolas privadas, e n&o foi

encontrada regularidade nos horarios das refeicdes (CAMPOS et al.,, 2014). Os



autores encontraram ainda, que a maioria dos jovens analisados nédo fazem as
refeicdbes com os familiares (CAMPOS et al., 2014). Observa-se que a escolha
alimentar familiar, praticada em casa, contribui para adogdo e manutencido de
habitos alimentares saudaveis por parte dos filhos. Esta influéncia se estende para
fora do contexto familiar, o que pode perpetuar-se ao longo das geracoes
(CARDOSO et al., 2015).

O consumo inadequado dos grupos de alimentos protetores a saude também
€ uma pratica presente até entre os estudantes do curso de nutricdo. Autores
concluiram que nem sempre o0 que se aprende na teoria € efetivado na pratica, e
que por isso é necessario aprofundar mais o debate sobre esse tema (AQUINO,
PEREIRA, REIS, 2015).

Quanto aos adultos jovens (21 a 23 anos), 51,2% das calorias totais ingeridas
sao decorrentes do consumo de alimentos ultraprocessados, o que tem relagao
positiva com a ingestao de gorduras, colesterol e sédio. Sua ingestao foi maior entre
individuos do sexo feminino, de maior escolaridade e que nunca foram pobres e
eutroficos (BIELEMANN et al., 2015).

Em relagdo ao consumo de alimentos que compdem a piramide alimentar
americana por idosos brasileiros, autores encontraram que o consumo de alimentos
pertencentes a oito dos nove grupos da piramide adaptada para a populagao idosa
americana (cereais/paes/tubérculos/raizes, hortalicas, frutas, leguminosas,
leite/derivados, carnes/ovos, agucares/doces e agua) nao € adequado. Ja os dados
referentes ao consumo de gorduras e 6leos foram controversos, apontando tanto a
adequacao, em relagdo ao consumo de colesterol, gordura saturada, acidos graxos
monoinsaturados e acidos graxos poli-insaturados, quanto a inadequagao,
especialmente em relagcdo ao consumo de acidos graxos saturados (DEON et al.,
2015).

No Brasil, um estudo realizado pelo IBGE confirma o consumo excessivo de
calorias provenientes de agucares e gorduras saturadas. Houve aumento na
disponibilidade relativa de alimentos industrializados, ultraprocessados como péao
francés, biscoitos, refrigerantes e refeicbes prontas em relagdo as pesquisas
anteriores (LEVY et al., 2012).



A participagdo de alimentos industrializados prontos para consumo vem
aumentando em todo pais desde a década de 2000 (MARTINS et al., 2013) o que
determina, entre outras consequéncias, o desequilibrio na oferta de nutrientes e a
ingestdo excessiva de calorias 0 que contribuiu para aumento da frequéncia da
obesidade do diabetes, hipertensdo, doengas do coracéo e certos tipos de cancer.
Essas doengas eram incialmente de pessoas com idade avangada, no entanto muito
desses problemas ja atingem idosos, adultos jovens, adolescentes e criangas
(BRASIL, 2014b).

Diante do apresentado acima ha necessidade de mais estudos que avaliem o
impacto do consumo dos alimentos que estdo presentes na rotina da populagéao e
assim implantar medidas com enfoque educativo para todos os grupos de

individuos.

2.2 Obesidade

Segundo a Organizagcdo Mundial da Saude a obesidade € o acumulo anormal
ou excessivo de gordura, resultado de um desequilibrio energético entre as calorias
consumidas e gastas, que pode prejudicar a saude (WHO, 2016b).

Embora o Brasil ndo tenha completado a transicdo epidemioldgica e
nutricional, observa-se a rapida ascensio da obesidade e dos problemas de saude a
ela associados. A obesidade esta relacionada a uma menor expectativa de vida
devida sua associagdo com doengas cardiovasculares, diabetes e hipertensao
(WHO, 2016a; BOGLIOLO, 2013; MARZZOCO e TORRES, 2013).

Globalmente, a incidéncia da obesidade vem crescendo nas ultimas décadas
(BOGLIOLO, 2013). Pesquisa realizada no Brasil, dados do VIGITEL de 2014,
mostra que 17,9% dos entrevistados estdo obesos e 52,5% estdo acima do peso, e
que houve, um crescimento do numero de pessoas com excesso de peso e
obesidade. Os jovens registram menor prevaléncia de obesidade enquanto que a
populacdo de 35 a 64 anos possui indices mais elevados e quanto menor a
escolaridade maior € esse indice. De acordo com a série histérica do VIGITEL
(2006-2014), a frequéncia de excesso de peso aumentou 1,3 pontos percentuais ao

ano enquanto a obesidade aumentou 0,8 (BRASIL, 2015b). Segundo dados do



Ministério da Saude o excesso de peso acomete um em cada dois adultos e uma em
cada trés criangas brasileiras (BRASIL 2014Db).

A obesidade é vista como uma doencga inflamatdria crénica de baixo grau,
secundaria a alteragbes que ocorrem com a expansdo do tecido adiposo
(BOGLIOLO, 2013). Sua etiopatogénese ¢é complexa e incompletamente
compreendida (ROBBINS, 2008). De maneira simplificada, ela decorre da
predisposi¢cao genética associada a fatores ambientais que levam ao desequilibrio
energético. Esse desequilibrio pode ser decorrente do sedentarismo, alteragbes
hormonais, aumento da ingestdo caldérica e de alteragbes psicocomportamentais
(BOGLIOLO, 2013; BRASIL 2014b).

Seu aparecimento esta ligado ao marketing exacerbado de alimentos
processados, ao consumismo e a necessidade de prazeres rapidos (BRASIL,
2014c). As refeicdes realizadas fora de casa em restaurantes e fast food costumam
fornecer porgdes maiores e mais caloricas, com menor qualidade nutricional, o que
esta associado ao aumento do IMC (indice de Massa Corporal) (BRASIL, 2014b).

Esse tema se torna relevante uma vez que o sobrepeso e a obesidade ja
estdo presentes na zona rural, 0 que pode ser resultado do maior consumo de
alimentos de alta densidade caldrica que séo oferecidos até pelas proprias escolas
(BARROS et al., 2013). As criangas obesas sao mais propensas a desenvolverem
diabetes e doencgas cardiovasculares, o que contribui para incapacidade na vida
adulta e morte prematura (WHO, 2016a). A transicdo alimentar no meio rural é
resultado da incorporagcdo de produtos industrializados ricos em gorduras, sal e
agucar e esta relacionada ao aumento da DCNT como a obesidade (REINALDO et
al., 2015).

Todos os 6rgaos sao afetados pela obesidade, no entanto as principais
complicagcbes da obesidade sao diabetes melito tipo 2, doenga coronariana,
hipertensao arterial e acidente vascular cerebral (WHO, 2016a). Parte da carga do
diabetes em estudo realizado no Brasil, referente a 2008, foi atribuivel a fatores de
risco modificaveis, como obesidade e ao excesso de peso. Em aproximadamente
seis anos, a contribuicdo desses fatores aumentou expressivamente, sobretudo
entre os homens (FLOR et al., 2015).



Outra condicao relacionada a obesidade é a esteatose-hepatite ndo alcodlica,
que apesar de ser uma lesao reversivel, em acometimentos mais graves pode levar
a morte celular (BOGLIOLO, 2012; BOGLIOLO, 2013).

2.3 Esteatose

A doenga gordurosa do figado, alcodlica ou ndo, é um espectro de lesdes que
se inicia com a esteatose, podendo evoluir para esteato-hepatite, fibrose chegando
até a cirrose. A doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA) inclui a
esteatose hepatica e a esteato-hepatite ndo alcodlica (EHNA). Nos ultimos anos ha
aumento da EHNA resultado do aumento da obesidade, do diabetes e da
dislipidemia (BOGLIOLO, 2012).

A lesao da esteatose aparece devido a interferéncias no metabolismo dos
acidos graxos. Pode ocorrer devido ao aumento de aporte de acidos graxos por
ingestdo excessiva ou lipdlise aumentada; aumento da sintese de acidos graxos a
partir do excesso de acetil-CoA que nao encontra condigdes de rapida oxidagao no
ciclo de Krebs ou reducao na utilizacédo de triglicerideos ou de acidos graxos para a
sintese de lipideos complexos por caréncia de fatores nitrogenados e de ATP.
Esteatose também pode ocorrer devido a uma menor formagao de lipoproteinas por
deficiéncia na sintese de apoproteinas e disturbios no deslocamento de vesiculas de
lipoproteinas por alteragdes funcionais no citoesqueleto celular (BOGLIOLO, 2013).

Considerando a associacdo do consumo dos alimentos embutidos
provenientes de um padrdo ocidentalizado com a obesidade em humanos
(CRISTOFOLETTI et al.,, 2013), estudos experimentais reproduzem tais habitos
alimentares e mostram as repercussdes importantes quanto ao consumo desses
alimentos ultraprocessados por ratos (WARNEKE et al 2014; MARTIRE et al 2013).
Nesse sentido, diversas dietas s&o usadas nos estudos com animais, como as ricas
em gorduras (HFD-“high fat diet”) (LI et al., 2014), acrescidas de colesterol (dietas
aterogénicas)( KAUR & KULKARNI, 2000) dieta de cafeteria (SAMPEY et al 2011)
dentre outras dietas experimentais.

Algumas dietas sao insuficientes para induzir sinais de esteatose como
alimentacdo com elevado teor de gordura saturada (6leo de coco e manteiga) de

longa duracao (14 semanas) (ROMESTAING et al., 2007). E outras com eficiéncia



quanto inducéo da esteatose como a dieta rica em lipideos a base de chocolate por
02 meses (RAVAGNANI, 2011), e a enriquecida com colesterol por 84 dias
(MATSUDA et al., 2009).

Assim, o entendimento da fisiopatologia e tratamento da esteatose hepatite
nao alcoodlica (NASH) sao dificultados pela falta de um modelo animal apropriado
(ROMESTAING et al.,, 2007; KUCERA e CERVINKOVA 2014). Modelos animais
adequados podem revelar fatores de risco e auxiliar na descoberta de estratégias
terapéuticas contra progressao da esteatose hepatica (KUCERA e CERVINKOVA,
2014).

Dentre as diversas dietas usadas, a dieta de cafeteria € mais eficiente em
induzir a esteatose comparada com dieta hiperlipidica constituida por gordura animal
e Oleo de soja (SAMPEY et al., 2011).

2.4 Dieta de cafeteria

Desde 1970 estudos investigam as consequéncias do consumo de alimentos
palataveis pelos humanos (SCLAFANI & SPRINGER, 1976; ROLLS & ROWE,
1979). Inicialmente em experimentos animais 0 consumo desses alimentos recebeu
nome de “dieta de supermercado” (ROLLS, ROWE & TURNER, 1980; ROLLS &
ROWE 1979). No entanto, como os animais podiam selecionar os alimentos de
acordo com sua preferéncia a partir de um “cardapio”, essa dieta ficou conhecida
como “Dieta de cafeteria” (MOORE, 1987). Assim a dieta de cafeteria (CAF) é hoje
um modelo conhecido por ofertar uma variedade de alimentos altamente palataveis,
de alta energia, presentes na alimentagdo humana a ratos (ROTHWEL & STOCK
1982; SAMPEY et al., 2011).

A dieta CAF é um modelo robusto para reproduzir obesidade humana, uma
vez que induz resisténcia insulinica, aumento de peso mais exarcerbado comparado
a dieta hiperlipidica acrescida de gordura animal e déleo de soja (SAMPEY et al.,
2011). Os protocolos de dieta CAF podem ser constituidos por dietas com alto teor
de carboidratos (SOUZA et al., 2013; MARQUES et al., 2015; MARTIRE et al., 2013)
ou gorduras (ANDRADE et al., 2013) ou ainda associagéao de carboidratos e
gorduras (LALANZA et al., 2014).
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As dietas tipo CAF podem ser oferecidas na forma de pellet (granulos)
(JINDAL et al., 2011) ou na forma de porgdes alimentares individuais (SAMPEY et
al., 2011). Na forma de pellet ha proporcao igual de diferentes itens alimentares,
garantindo fornecimento homogéneo dos componentes. Autores utilizam uma
variedade de alimentos para constituir a dieta CAF tipo pellet, por exemplo, uma
combinagdo de pao, batata cozida, leite condensado, arroz, bolo de chocolate,
cenoura, ovos, vitaminas, paté de figado, biscoito doce, batata frita, chocolate ao
leite, bacon, ragdo comercial (MACQUEEN et al.,, 2007; JINDAL et al., 2011;
ANDRADE et al., 2013).

Quanto ao oferecimento na forma de por¢des alimentares os autores ofertam
produtos dietéticos como sdo consumidos pelos humanos, sem passar por processo
de homogeneizagédo e/ou mistura. Um dos objetivos desse tipo de oferta é garantir
diversidade alimentar (SAMPEY et al., 2011). Ha oferecimento de uma variedade de
alimentos como queijo, chocolate, ovos, geleia de mocotd, salsichas, mortadela,
refrigerante, biscoito doce, pao, batata-frita, presunto, banana, paté de figado,
bacon, bolo, macarrdo, linguiga (SOUZA et al 2013; TURCHETTO et al 2013;
WARNEKE et al 2014). Ha estudos ainda que acrescentem acidos graxos saturados
a dieta de cafeteria (BENAISSA et al., 2015).

A manutengcdo da dieta de cafeteria ao longo do tempo faz com que os
animais desenvolvam hiperfagia (SAMPEY et al., 211) aumento do peso (JINDAL et
al., 2011), resisténcia insulinica (CESARETTI & JUNIOR, 2006) hepatoesteatose
(MACQUEEN et al., 2007; SAMPEY et al., 2011; LEPORE et al., 2015), mudancgas
comportamentais (WARNEKE et al., 2014; LALANZA et al., 2014), dentre outras
alteracdes.

Além dessas repercussdes, atencdo tem sido reportada ao impacto que a
dieta rica em gorduras e agucar traz para microbiota intestinal (TURNBAUGH et al.,
2008). Ao comparar o ganho de peso de ratos livres de microrganismos “Germ Free”
e ratos convencionais alimentados com dieta contendo alto e baixo teor de gordura
por quatro semanas, observou-se que a auséncia da microbiota intestinal nao
forneceu protegao contra obesidade induzida pela dieta. O peso dos animais livres
de microrganismos foi maior comparado ao grupo normal, ambos recebendo dieta
rica em gorduras (FLEISSNER et al., 2010).
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2.5 Fitoterapia

Os fitoterapicos representam uma inesgotavel fonte de inovagao no campo da
saude (BRASIL, 2011a), no entanto apesar da grande diversidade bioldgica, o
potencial de uso de plantas como fonte de novos medicamentos € ainda pouco
explorado (ANDREO e JORGE, 2011; BRASIL, 2012a). Para a legislacéo brasileira
sdo considerados como medicamentos fitoterapicos os obtidos com emprego
exclusivo de matérias-primas ativas provenientes dos vegetais (BRASIL, 2010).

Desde a 82 Conferéncia Nacional de Saude em 1986, o Ministério da Saude
recomenda a introdugao de praticas alternativas nos servigos de saude. Em 2006 foi
aprovada a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC)
que contemplou a fitoterapia. No mesmo ano, o desenvolvimento de politicas,
programas e projetos fez surgir a necessidade de institucionalizar essas praticas no
SUS o que culminou com o desenvolvimento da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapico (PNPMF). A PNPMF tem como um dos objetivos
especificos, a ampliagdo de opgdes terapéuticas aos usuarios, com a garantia de
acesso a plantas medicinais, fitoterapicos e servigos relacionados a fitoterapia, com
seguranga, eficacia e qualidade (BRASIL, 2006).

Em 2012 a ANVISA ampliou o numero de medicamentos fitoterapicos na
Atencdo Basica. Doze fitoterapicos sdao recomendados no RENAME (Relacao
Nacional de Medicamentos Essencias) quanto sua acao anti-inflamatdria,
cicatrizante, obstipacdo intestinal, dor, artrite dentre outras indicacdes (BRASIL,
2012a; BRASIL, 2013).

O custo para se produzir € o tempo necessario para um fitoterapico chegar ao
mercado € bem menor comparado ao desenvolvimento de um medicamento
sintético, o que faz crescer o interesse de empresas na biodiversidade dos paises
tropicais e subtropicais (SOUSA e MIRANDA, 2014). No entanto, deve-se ter
preocupacgao quanto a seguranga dos medicamentos de origem vegetal uma vez
que pode existir a ideia errbnea de que o que é natural ndo é toxico (CUNHA, SILVA
e ROQUE, 2003). Portanto a eficacia e seguranga de um medicamento a base de

plantas devem ser avaliados, por meio de levantamentos etnofarmacolégicos e
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tecnocientificos, assim como sua reprodutibilidade e constadncia de qualidade
(BRASIL, 2010).

As espécies vegetais utilizadas para compor os fitoterapicos, estdo sendo
cultivadas para evitar variacdo dos seus compostos quimicos, uma vez que estes
sao dependentes do ambiente em que estdo inseridas. Associado a isso para o
desenvolvimento de um fitoterapico ha exigéncia de estudos pré-clinicos e clinicos
semelhantes ao de uma droga isolada ou sintética que evidencia maior qualidade,
eficacia e seguranga no desenvolvimento dos medicamentos fitoterapicos (LEITE,
2009; CUNHA, SILVA & ROQUE, 2003).

Os fitoterapicos ganharam espago uma vez que as informagdes sobre a
avaliagcado de suas propriedades terapéuticas e efeitos adversos comegaram a ser
disponibilizados (BRASIL, 2011a). Nesse sentido, ha evidéncias de atuacdo das
espécies vegetais da familia das zingiberaceas na redugao dos fatores de risco
relacionados as DCNT (LIN et al 2015; XIA et al 2010; BAIRWA, JASUJA & JOSHI,
2011) . Lin et al., (2015) ao suplementarem uma dieta rica em gorduras com Alpinia
officinarum, espécie vegetal da familia Zingiberaceae mostrou eficiéncia da mesma
em reduzir tamanho dos 6rgaos (figado, rim e bacgo) e valores de colesterol total e
triglicerideos no sangue de hamsters.

Xia et al., (2010) comprovaram os efeitos anti-obesidade e hipolipemiantes de
um extrato etandlico de Alpinia officinarum (AOE), associado a dieta rica em gordura
com diferentes propor¢gdes de AOE (AOE-1, 3%; AOE-2, 5%) em ratos Sprague-
Dawley durante 6 semanas. O ganho de peso corporal, as concentracdes no soro
de colesterol total, TG e colesterol LDL foram significativamente reduzidos nos ratos
tratados com AOE (XIA et al., 2010).

Outro estudo evidencia efeitos hipolipemiantes e antioxidantes de sementes
de Amomum subulatum (familia Zingiberaceae) em coelhos alimentados com
colesterol. Uma reducéo significativa foi observada nos niveis de colesterol total,
triglicerideos, colesterol LDL e VLDL e aumento dos niveis de colesterol-HDL apos
administracao de A. subulatum (BAIRWA, JASUJA & JOSHI, 2011).

Espera-se que o uso de plantas medicinais possa garantir maior acesso ao

medicamento de forma segura e eficaz, com aproveitamento sustentavel dos
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recursos naturais e com isso gerar trabalho e renda para populagao (LEITE, 2009;
BRASIL, 2010).

2.6 Gengibre

O Gengibre € um rizoma do Zingiber officinale Roscoe da familia das

Zingiberaceae (Figura 01). E uma especiaria usada para tratar uma série de

doencas em toda a Asia, especialmente na india e na China (EMA, 2011).
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Figura 01 Rizoma do Gengibre (Zingiber officinale Roscoe).

Os rizomas do gengibre apresentam comprimento irregular, sendo muitas
vezes ramificado e ligeiramente ovoides e curvas; a superficie externa apresenta cor
castanho claro acinzentado, apresentando-se fibrosa. O p6 apresenta cor marrom-
amarelado; exibe odor e gosto caracteristico e € extremamente pungente
(JAPANESE PHARMACOPOEIA, 2006).

E uma planta perene, reptante com uma altura entre 0,6 a 1,2 m, prefere
terrenos argilosos e bem drenados. Os gingerois e shogaols presentes no 6leo
essencial sdo as substancias que conferem sabor picante ao gengibre (CUNHA,
SILVA e ROQUE, 2003).

Séao atribuidos aos compostos presentes no gengibre potente atividade
antioxidante, que sado dependentes do comprimento da cadeia lateral e dos grupos
funcionais relacionados aos compostos gingerol e shogaol (LU et al., 2014). O 6-
shogaol exibe potente propriedade antioxidante e anti-inflamatéria, o que pode ser
atribuido a insaturacao a 8 na porgao cetona. O 10-gingerol apresenta-se ser 0 mais

potente antioxidante entre todos os gingerois devido comprimento da cadeia
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carbonada (DUGASANI et al., 2010). Outro estudo encontrou que 6-gingerol possui
a maior atividade antioxidante entre gingerois e o 6-shogaol entre shogaol (GUO et
al., 2014)

Experimentos in vitro evidenciam atuagcdo do gengibre na prevencédo do
diabetes e obesidade (ISA et al., 2008; TZENG & LIU, 2013). Isa et al., (2008)
encontraram que componentes do gengibre (6-gingerol e 6-shogaol) podem inibir
significativamente TNF-a (Fator de Necrose Tumoral Alfa) mediado por regulagcao
negativa da adiponectina no adipécito (3T3-L1). No entanto, estes compostos fazem
por mecanismos diferentes, o que esta relacionado com suas diferengas estruturais.
Os autores concluiram que gengibre pode ter implicagdes importantes para a
prevencdo do diabetes através da melhoria da disfungdo do adipdcito (ISA et al.,
2008). Tzeng & Liu, (2013) mostraram que 6-gingerol suprime eficazmente a
adipogénese por regular negativamente a expressao de receptores relevantes para
o acumulo e metabolismo dos lipideos. Os autores concluiram que 6-gingerol tem
efeito anti-adipogénico e tem potencial para aplicagao na prevengao da obesidade.

Estudos in vivo demonstram contribui¢des do gengibre para prevengao e/ou
tratamento dos fatores de risco relacionados as doengas crbénicas nao
transmissiveis, como redug¢ao nos niveis de glicose (LI et al., 2014; MOZAFFARI-
KHOSRAVI et al., 2014), dislipidemias, reducédo da massa corporal (MISAWA et al.,
2015) e esteatose (RAHIMLOU et al., 2016).

Ha hipotese da atuagdo do gengibre na melhora da sensibilidade insulinica,
avaliado através do indice HOMA-IR (homeostatic model assessment), ao ser
ministrado juntamente com dieta rica em gorduras em modelo de sindrome
metabolica por 10 semanas (LI et al.,, 2014). Goyal & Kadnur (2006) confirmam
atucdo do gengibre(300mg/kg) na melhora da sensibilidade insulinica em ratas
adiministrado intraperintoneal por oito semanas. Foi evidenciada também a redugao
dos indices de glicemia de jejum, em pacientes com diabetes que consumiram trés
gramas de gengibre por oito semanas (MOZAFFARI-KHOSRAV!I et al., 2014).

Outros estudos reforcam acao do gengibre na reducdo da glicemia em ratos
sem diabetes (OJEWOLE, 2006) e com diabetes induzidos por aloxano ou
estreptozotocina (KAZEEM et al., 2013; SULTANA, AKTER & KHAN, 2012; JAFRI,
ABASS & QASIM 2011; SHADLI et al., 2014).
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Autores concluiram que a protegao contra resisténcia a insulina pode estar
relacionada com a diminuigdo de citocinas inflamatorias como as Interleucina-8,
Interleucina-6 e Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) (TZENG et al., 2015).
Resultados de um estudo duplo-cego randomizado com pacientes diabéticos
suplementados com gengibre por dois meses encontrou redugao significativa dos
niveis de citocina pro-inflamatéria (TNF-a) e da proteina de fase aguda (PCR)
(MAHLUJI et al., 2013).

Afshari et al., (2007) em seu experimento demonstraram atenuacdo da
peroxidacao lipidica com uso de gengibre (5%) na dieta por oito semanas. Os
resultados mostram diminuicdo dos niveis de malondialdeido (MDA) e aumento da
capacidade antioxidante aferido pelo método de redugdo do ferro FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant), em ratos wistar diabéticos induzido por estreptozotocina
(AFSHARI et al., 2007).

Ha énfase da atuagdo do gengibre na atividade das enzimas glicoliticas uma
vez que estas foram alteradas com aumento significativo das enzimas glicoquinase,
fosfofrutoquinase e de piruvatoquinase nos ratos diabéticos apds administracao oral
de extrato aquoso de gengibre (500 mg/kg) durante 30 dias (ABDULRAZAQ et al.,
2012).

Em relagdo aos niveis lip€micos, Misawa et al., (2015), verificaram redugao
dos niveis de colesterol total, de insulina e de peso ao suplementarem com 0,3% de
gengibre uma dieta composta 30% de gorduras (5% de gordura animal e 25% 6leo
de milho) por 18 semanas.

Outro trabalho demonstrou redugao no grau de aterosclerose e dos niveis de
colesterol, triglicerideos, lipoproteinas séricas no soro sanguineo com a
administracdo de um extrato etandlico de gengibre (200 mg/kg) em coelhos que
foram alimentados com ragao comercial acrescida de colesterol e gordura vegetal
hidrogenada por 10 semanas (BHANDARI, SHARMA e ZAFAR, 1998).

Thomson et al. (2002) verificaram agéo hipolipemiante com uso de extrato
aquoso de gengibre administrado diariamente a ratos durante quatro semanas, por
via oral ou intraperitoneal. Uma reducéo significativa no nivel sérico de colesterol foi
encontrada quando uma dose mais elevada de gengibre (500 mg/kg) foi

administrado. Dose baixa de gengibre (50 mg/kg), provocou redugao significativa do
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colesterol sérico apenas quando administrado via intraperitoneal. Nao foram
observadas alteragdes significativas nos niveis de triglicérides séricos apds a
administracao de qualquer dose baixa ou alta de gengibre (THOMSON et al. 2002).

Acéo positiva tem sido reportada quanto ao uso do gengibre na esteatose, o
pré-tratamento (28 dias) e tratamento (02 semanas) com 6leo de gengibre (200
mg/kg) apresentou hepatoprotecdo tanto em relagdo aos parametros bioquimicos
quanto histolégicos na esteatose hepatica aguda induzida por etanol (NWOZO,
OSUNMADEWA & OYINLOYE, 2014).

Ha relatos também quanto a atuagédo do gengibre na regulagcédo da
temperatura corporal. Kaur & Kulkarni (2000) mostraram efeito antiobesidade e
termogénico (aumento da temperatura corporal) de um fitoterapico composto por 05
espécies vegetais dentre elas o gengibre em ratos que receberam dois tipos de
dieta, cafeteria e aterogénica por 40 dias. A administragao intraperitoneal de 6-
gingerol em outro estudo induziu uma rapida queda na temperatura do corpo em
repouso em conjunto com uma diminuicdo imediata da taxa metabdlica. No entanto,
o mesmo efeito ndo foi evidenciado quando gengibre foi adicionado a dieta e
oferecido a ratos por cinco dias. Os autores sugerem que o 6-gingerol € que modula
ou interfere na regulagao da temperatura corporal € que os outros compostos ativos
do gengibre podem interferir no efeito hipotérmico do 6-gingerol (UEKI et al., 2008).

Diante do exposto, observa-se que o gengibre pode contribuir no tratamento
ou prevencao dos fatores relacionados a doencas crénicas nao transmissiveis, como
obesidade, hiperglicemia e dislipidemia, no entanto poucos estudos sao disponiveis
quanto sua atuacdo nas alteracdes induzidas pela dieta CAF, principalmente a

esteatose.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de uma formulacao fitoterapica contendo gengibre (Zingiber

officinale Roscoe) em ratos Wistar que receberam dieta de cafeteria.

3.2 Objetivos especificos

- Obter amostras do rizoma de gengibre da fazenda experimental (FERC/ES) sob

ambiente controlado;

- Obter amostras do solo que cultivou o gengibre no FERC/ES para realizar a

analise quimica;

- Obter o extrato etandlico do gengibre;

- Identificar os compostos do gengibre por cromatografica gasosa acoplados a
espectrometria de massas;

- Avaliar a atividade antioxidante do extrato etandlico do gengibre utilizado para

compor a formulagao pelo método DPPH;

- Avaliar o consumo alimentar e massa corporal antes e durante o tratamento com o

fitoterapico;

- Analisar os parametros bioquimicos séricos apds tratamento com o fitoterapico;

- Realizar analise histologica do figado apds tratamento com o fitoterapico.
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4. METODOLOGIA
4.1 Colheita, secagem e obtencgao de extrato do material vegetal.

Os rizomas do gengibre foram coletados na Fazenda Experimental
Engenheiro Agronomo Reginaldo Conde (FERC) da cidade de Viana do estado do
Espirito Santo para obtencdo do extrato. Juntamente com o material vegetal da
fazenda do FERC, uma amostra do solo foi coletada para analise quimica.

O material vegetal fresco (4,0 kg) foi lavado em agua corrente, imergido em
hipoclorito de sédio 1% para desinfecgédo superficial por 30 segundos. Apds esse
periodo o material foi disposto em papel absorvente para eliminar excesso de agua e
entdo foi seccionado em ralador em tamanhos menores de 01 cm. A massa fresca
dos rizomas foi determinada em balanga analitica e disposta em papéis absorventes
para secagem em estufa com renovagao e circulagdo de ar, na temperatura maxima
de 40°C até obter peso constante. Apds secagem, o material foi transformado em pé
com auxilio de um moinho de facas. Os pdés das amostras foram submetidos a
extracdo com alcool etilico 96% a frio por maceracio até exaustdo, de acordo com o
meétodo descrito por Bhandari, Sharma e Zafar (1998). Apds 72 horas o material foi
fitrado e levado a estufa com circulagcdo de ar (40°C) para secagem final. Esse
processo foi repetido até secar completamente. Apés secagem parcial na estufa, o
residuo do material foi submetido a processo de secagem por liofilizagéo, utilizando-
se pressao de 10-1 bar e temperatura de 60°C, obtendo-se assim, massa suficiente
para os ensaios bioldgicos.

O rendimento da extracao foi calculado através da férmula:
Rendimento% = (peso extrato seco / peso do material vegetal) x 100

O extrato final liofilizado foi manipulado na forma de formulagdo oral na
concentragao de 15% do extrato. A preparagéo das solugdes foi realizado de acordo

com a dose a ser administrada, respeitando-se o peso do animal (mg/Kg/L).

4.2 Avaliacao da Atividade Antioxidante in vitro

A atividade antioxidante in vitro do extrato etandlico dos rizomas do gengibre

foi determinada pelo método espectroscopico do radical livre 1,1-difenil-2-
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picrilidrazila, descrito por Brand, Wiliams e Cuvelier (1995), que se baseia na
reducao do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazila) por antioxidantes.

Quando o DPPH reage com um antioxidante, que pode doar oxigénio, ele &
reduzido e ha mudanga de coloracdo violeta para amarela, proporcional a
concentracdo da substancia redutora da amostra. Esta reacdo leva a uma
diminuigcdo da absorbancia, devido ao consumo do radical DPPH na absorcdo de
516nm.

Extrato etandlico de gengibre (01 ml) foi adicionado a solugdo de DPPH
0,1mM (3 mL). O “branco” foi preparado substituindo 01 ml do extrato etandlico por
1mL de etanol absoluto 99,9% pureza. A absorbancia do branco (ABSg) foi
determinada imediatamente apds a mistura (tempo zero) e absorbancia do extrato
etandlico (ABS,) foi lida apds 30 min de repouso no escuro.

A AO (atividade antioxidante) da amostra é expressa em funcdo da
capacidade de provocar um decréscimo na absorgdo (a 516 nm) de uma solugao de
DPPH a uma determinada concentragédo (BRAND, WILIAMS E CUVELIER 1995).

Cada amostra em determinada concentracao foi analisada em ftriplicata e as
médias dos percentuais da absorvancia da atividade antioxidante (%AAQO) em cada

uma das concentragdes testadas, foi calculada de acordo com a seguinte férmula:

% AAO =100 - [ ABSA - ABSg ] x 100
ABSc

%AAO = Absorvancia da atividade antioxidante;

ABSA = Absorcédo da amostra + DPPH,;

ABSg = Absorgéo do Branco (EtOH);

ABS¢ = Absorcao de uma solugcao de DPPH em etanol (EtOH).

Através do grafico das médias de percentuais de inibigdo da descolorizagao
do DPPH versus concentragdo do extrato, estimou-se a concentracdo do extrato
suficiente para atingir 50% da atividade antioxidante (ECsp) maxima do DPPH para

cada amostra testada. Para o calculo do ECsy foi utilizada a equagao da reta,
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substituindo o valor de y por 50 para obtengdo da concentragdo da amostra com
capacidade de reduzir 50% do DPPH.

4.3 Cromatografia Gasosa

A determinagdo da composicdo quimica do extrato foi realizada por
Cromatografia Gasosa acoplada e espectrometria de massa. O material liofilizado foi
extraido com metanol qualitativamente por duas horas, sob agitacdo e em seguida
foi centrifugado a 4000 rpm por trinta minutos. O sobrenadante foi retirado e filtrado
em membrana milipore de porosidade 0,45 micrometros. O extrato foi injetado no
cromatografo gasoso acoplado a espectrdmetro de massa. Para a identificacdo dos
componentes do extrato, utilizou-se aparelho Shimadzu GC-17A equipado com
coluna de silica fundida SE-54 (30 m x 0,25 mm, espessura do fiime de 0,25 ym)
acoplado a espectrémetro de massas Shimadzu GCMS-QP5050A.

Utilizaram-se as seguintes condi¢bes cromatograficas: gas de arraste He sob
fluxo de 0,8 mL min™"; temperatura do injetor, 240 °C, temperatura do detector, 260
°C; temperatura inicial da coluna 40 °C, isotérmica por 10 min., seguido de
aquecimento a 8 °C min™ até 300 °C, permanecendo isotérmica por 18 min; volume
de inje¢cdo da amostra: 1,0 yL razdo de split, 1:5; pressdo da coluna, 33 kPa. O
processo de ionizagdo ocorreu por impacto de elétrons (70 eV) e a amplitude de
varredura foi de 40 a 600 Da.

A identificacdo dos compostos foi realizada pela comparagao dos espectros
de massas obtidos experimentalmente com os disponiveis na base de dados do
equipamento Wiley sétima edi¢cao, NIST 05, NIST05S, NIST 08, NIST 08S, NIST 11
e NIST 11S e por estudo da fragmentagdo daqueles compostos que nao estao

inseridos na biblioteca.

4.4 Ensaio in vivo

4.4.1 Animais

Foram utilizados 30 ratos (Rattus norvegicus) albinos machos da linhagem
Wistar, com 40 dias de idade e aproximadamente 200g, proveniente do Biotério
Central da Universidade Federal de Vigosa. O experimento foi conduzido em

conformidade com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pelo
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Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal- CONCEA, protocolo de
aprovacgao n° 80/2014, em conformidade com diretrizes brasileiras que envolvem o
uso de animais em pesquisa (Lei n® 11.794/ 2008). Tentativas vigorosas foram feitas
para minimizar o sofrimento e fontes externas de dor e desconforto. Além disso, foi
utilizado o numero minimo indispensavel de animais para produzir dados cientificos
fiaveis.

Foi empregado o delineamento experimental aleatorio em seis grupos. O
calculo do numero de animais por grupo esta em acordo com a férmula proposta no
estudo de Callegari-Jacques (2003) e Cochran (1977), onde o numero total de
animais necessarios ao experimento é de trinta animais, assim tém-se seis grupos

com seis animais (n=6) conforme o anexo B.

4.4.2 Dieta de cafeteria

A dieta do tipo cafeteria utilizada no experimento foi manipulada no laboratério
do Biofarmacos do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, e oferecida
em forma de pellet, com proporcao dos constituintes e densidade caldrica
(kcal/100g) conforme a tabela 01. A durag&o do tratamento com a dieta de cafeteria
foi de 65 dias.

Tabela 01 Composicao da dieta de cafeteria (g/1000g de dieta).

Ingredientes Quantidade (g) | Kcal/100g
Paté de presunto 222 520
Batata frita palha 111 282
Bacon 111 625
Mortadela 111 270
Biscoito doce maisena 111 440
Achocolatado em pé sabor chocolate 111 385
Leite integral em po 111 538
Rag¢ao commercial 111 360
Total 427
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4.4.3 Desenho experimental

Ratos Wistar pés-desmame, machos, peso médio de 200g, apds periodo de
adaptacdo de doze dias recebendo ragdo comercial e agua ad libitum foram
submetidos a experimentagdo. Os animais foram distribuidos em gaiolas individuais
de polietileno opaco e fechadas com tampa de ago inoxidavel, ventilagdo apropriada
e cama do tipo maravalha.

Trinta ratos, com 52 dias de vida, foram divididos em cinco grupos
experimentais conforme descrito na tabela 02. Do dia 0 ao dia 45 um grupo de
animais receberam racdo comercial (RC) e os outros quatros grupos receberam
dieta de cafeteria (CAF). A partir do dia 46 mantendo ragdo comercial (RC) e dieta
de cafeteria (CAF) iniciou o tratamento com trés doses (75, 150 e 300mg/kg) de uma
formulacao fitoterapica contendo gengibre (ZO) nos grupos ZO1, ZO2 e ZO3
respectivamente, sendo eutanasiados no dia 65, com jejum de 12 horas.

A formulagao foi administrada uma vez ao dia, por gavagem em um mesmo
horario. Os grupos RC e CAF receberam administracdo de agua destilada pela
mesma via, para eliminar a variavel do estresse sofrido pelos animais no momento

desta técnica.

Tabela 02 Distribuicdo dos grupos, dietas e tratamento.

Grupos de Animais Dieta Tratamento
RC Racao Comercial (RC) Sem tratamento
CAF Cafeteria (CAF) Sem tratamento
Z01 Cafeteria (CAF) 75mg/kg de ZO
202 Cafeteria (CAF) 150mg/kg de ZO
Z03 Cafeteria (CAF) 300mg/kg de ZO

Z0: Zingiber officinale
4.4.4 Ambiente

Os experimentos in vivo foram conduzidos no laboratério de Biofarmacos do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal de
Vigosa, com controle de temperatura (22 °C £2°C), ciclos 12/12h com luz/escuridao
com ventilagdo diretamente no interior de cada gaiola (sistema de exaustao de ar).
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Foi utilizado maravalha livre de substancias quimicas como cama para os
animais. A troca foi realizada duas vezes por semana ou quando necessario. Os
residuos provenientes da raspagem das gaiolas e das salas de experimentagao
foram acondicionados em sacos brancos identificados com simbolo de risco
bioloégico e destinados ao servico de coleta apropriado seguindo normas de
Biosseguranca preestabelecidas (RDC 306 ANVISA). Gaiolas e bebedouros
utilizados foram lavados com agua e sabéo.

Os ratos ap6s a eutanasia foram acondicionados em sacos plasticos brancos

e congelados em freezer até serem enviados para incineragao.

4.4.5 Controle da massa corporal e do consumo alimentar

Os animais foram pesados diariamente para observar o crescimento ponderal
e avaliar o consumo alimentar através da diferenca entre a dieta ofertada e o

restante ndo consumido.

4.4.6 Administracao da formulagao fitoterapica

A formulacdo fitoterapica foi manipulada utilizando-se os ingredientes

descritos abaixo:

Tabela 3 Constituintes da formulagao fitoterapica.

Constituintes da formulacao Proporgao
Extrato etandlico liofilizado de gengibre.............. 15%
Propilenoglicol...........ccccoooiiiiiiiiieeee e 20%
SUSPENAET ... .ciiiieeieeeeeeeeeeeeee e 1,5%
NIPAGIM...i e 0,1%
NIPAZOL....cooeiiiii 0,05%
SACAMNA. ..ottt 0,03%
Agua destilada purificada gsp.........c.cccevveveenne. 250mL

O fitoterapico foi administrado por gavagem, diariamente no mesmo horario

através do calculo de dose por massa corporal em quilos dos ratos.
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4.4.7 Eutanasia e coleta de tecidos

No 65° dia de experimento, apés doze horas de jejum com livre acesso a
agua, os animais sofreram eutanasia utilizando anestesia inalatéria com isoflurano.
Puncdo cardiaca fechada foi realizada para obter coleta sanguinea de
aproximadamente 6 a 7 ml para realizacdo das analises bioquimicas.

Foram coletadas amostras de sangue e do figado de todos os animais. O
sangue foi centrifugado a 3500rpm, por 10 minutos a 4°C, com a finalidade de obter-
se 0 soro para as analises dos parametros bioquimicos. O figado foi pesado em
balanca semi-analitica e um fragmento foi fixado em formaldeido tamponado a 10%
VIV por 24 horas e assim preparado para analise histologica com desidratagdo em
séries crescentes com alcoois de 70 a 100%, diafanizados em xilol e incluido em
parafina histolégica. Cortes de S5um de espessura foram feitos e corados com
hematoxilina e eosina (HE). Campos aleatérios em cada corte histolégico foram

fotografados para identificagdo do fragmento e para as analises morfométricas.

4.4.8 Analise bioquimica dos parametros sanguineos

Para avaliar o efeito modulador da formulagao fitoterapica contendo gengibre
em ratos alimentados com dieta de cafeteria oferecida por 65 dias, foram verificadas
as concentragdes de diversos parametros bioquimicos no soro tais como: colesterol
total (método enzimatico-colorimétrico, peroxidase), colesterol HDL (método
enzimatico-colorimétrico, direto), triglicerideos (método enzimatico colorimétrico,
peroxidase), glicose (método enzimatico-colorimétrico, glicose oxidase), bilirrubina
(método colorimétrico, Jaffé modificado), aspartato aminotransferase — AST (método
cinético UV), alanina aminotransferase — ALT (método cinético UV). As metodologias

foram direcionadas conforme recomendacdes do fabricante dos kits Bioclin®.

4.4.9 Histomorfometria do tecido hepatico

Cortes histolégicos de 05 ym de espessura, corados com hematoxilina e
eosina (H&E) foram analisados quanto a area dos hepatdcitos, area do nucleo,
densidade volumétrica de sinusdides hepaticos e porcentagem de goticulas de
lipideos utilizando fotomicroscépio Olympus x-41 e software de analise de imagem
Image Pro-Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).
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Dez campos histolégicos de cada lamina (lente objetiva 40x) foram
fotografados aleatoriamente por animal. As médias de area dos hepatdcitos e do
nucleo foram calculadas de cada foto mediante escolha aleatéria de 10 nucleos e 10
hepatocitos por foto (n=60). A porcentagem de deposi¢cdo de gordura foi analisada
considerando a soma das areas de gordura de cada foto sobre a area total de cada
imagem. Foram contabilizados todos os pontos possiveis de deposi¢ao lipidica para
calculo da area total de gordura, no entanto alguns pontos muito pequenos nao
foram contabilizados.

Um sistema de 315 pontos foi utilizado para o calculo de densidade

volumétrica dos sinusdides hepaticos utilizando a férmula:

Vv = Pp[sinusoéides hepaticos ]1X100/Pt
Onde:
Vv = densidade volumétrica da estrutura pesquisada,
Pp = numero de pontos situados ao longo da estrutura em questao

Pt = niUmero séo os pontos de teste totais (315),

Os valores apds esse calculo foram expressos em porcentagem.

4.4.10 Analise estatistica dos dados

Os dados foram expressos em média + desvio padrdo (meédia + DP).
Inicialmente foram apresentados em acordo com estatistica descritiva e
representados com as médias por grupo com suas respectivas porcentagens de
variagao (A%) em relagéo ao grupo CAF.

A andlise de normalidade foi realizada pelo teste D’Agostino-Pearson. Os
dados que apresentavam normalidade foram analisados por meio de analise de
variancia simples (one way ANOVA), seguida pelo teste Tukey, comparando todos
os grupos com o RC e CAF. Os dados que nao apresentavam distribuicdo normal
foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, comparando todos os grupos com o
RC e CAF.
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5. RESULTADOS
5.1 Rendimento do extrato

Apos secagem e trituracdo foram obtidos 400g de material vegetal seco, que
ao ser submetido ao processo de extracdo por maceragao com alcool etilico 96% PA
a frio, com evaporagao do solvente e liofilizacdo, rendeu uma massa total de 41g

perfazendo um total de 10,2 % de rendimento.

5.2 Cromatografia Gasosa e Analise de Espectrometria de Massa

Os rizomas do gengibre foram obtidos da Fazenda Experimental Engenheiro
Agrébnomo Reginaldo Conde (FERC) do estado do Epirito Santo-ES no més de
janeiro de 2014. Foi realizado o perfil cromatografico do extrato etandlico da amostra
por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG\MS), cuja
biblioteca de dados sugeriu presenga de alguns compostos. Os compostos que nao
foram encontrados pela biblioteca de dados do CG foram identificados através da
analise de fragmentagdo dos mesmos, demonstrado no apéndice A..

O perfil cromatografico qualitativo do extrato etandlico de gengibre
proveniente do FERC, pode ser observado na figura 2-a o qual sugere presencga de
14 compostos. O nome desses compostos estao apresentados na tabela 05 e na
figura 03.

Dentre as substancias encontradas no extrato de gengibre cultivado no FERC
(tabela 05) ha presenga do zingibereno (pico 2) e de oito compostos ativos do
gengibre da familia do gingerol (pico 5 ao 13). O composto do pico 13 nao foi

identificado.
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Figura 2- Perfil cromatografico do extrato etandlico de gengibre cultivado na fazenda experimental FERC.
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Tabela 04- Compostos identificados do extrato etandlico de gengibre

Picos Tr(min) Compostos

1 21,15 -4H-Pyran-4-one, 2,3-dihydro-3,5-dihydroxy-6-
methyl

2 30,49 | 2-Butanone, 4-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)
(Zingiberona)

3 34,73 n-Hexadecanoic acid(Palmitic acid)

4 36,95 9,12-Octadecadienal

5 38,25 Paradol

6 38,31 6-gingerdiol

7 39,03 6-shogoal

8 39,56 8-gingerol

9 40,18 3-Decanone, 5-hydroxy-1-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl) (6-Gingerol)

10 41,27 8-shogoal

11 41,72 10-gingerol

12 43,46 10-shogoal

13 43,90 *NI (Composto da familia do gingerol)

14 53,75 B-Sitosterol(Angelicin)

*NI: Nao identificado
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Figura 3 Compostos ativos encontrados no extrato etandlico de gengibre
(Zingiber officinale).
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5.3 Analise quimica do solo
Na tabela 06 encontram-se os resultados da analise quimica do solo

utilizado para cultivo do gengibre no FERC. A constituicdo quimica desse solo
permitiu que compostos ativos do genibre da familia do gingerol e outros (figura
3), fossem indentificado na andlise de cromatografia gasosa, podendo ser

tomado como base para futuros cultivos da planta em estudo.

Tabela 05 Analise quimica do solo proveniente do FERC-ES, utilizado para o
cultivo de gengibre (Zingiber Officinale Roscoe).

Testes (unidade) Resultados

pH (agua 1: 2,5) 5,98

P (mg/dm?®)- Extrator Mehlich-1 6,1

K (mg/dm3)— Extrator Mehlich-1 37
Ca* (Cmol, /dm®)- Extrator KCI-1mol/l 3,52
Mg?*(Cmoly/dm®)- Extrator KCI-1mol/l 1,37

AP** (Cmoly/dm?®)- Extrator KCI-1mol/l 0
Acidez potencial H+Al (Cmol,/dm?®) 2,3
Soma Bases Trocaveis (Cmolc,dm3) 4,98
Capacidade de Troca Efetiva (Cmolc/dm'3) 4,98
Capacidade de Troca Catiénica) a pH 7 7,28

(Cmoly/dm?®)

Saturacao de Bases (%) 68,4

Indice de saturagéo de aluminio (%) 0
Matéria organica (dag kg™) 2,05
Fdésforo Remanescente (mg/L) 25,7
Fosfato monocalcico em acido acético (mg/dma) 13,7
Extrator Agua quente (mg/dm3) 0,18
Cu(mg/dm?®)- Extrator Mehlich-1 0,82
Mn (mg/dm?®)- Extrator Mehlich-1 13,3
Fe(mg/dmz)- Extrator Mehlich-1 18,2
Zn(mg/dm3)- Extrator Mehlich-1 2,26

Laudo da analise de solos, Departamento de Solos, UFV.
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5.4 Avaliagao da Atividade Antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante diante do consumo de DPPH,
apresentado pela amostra do extrato etandlico de gengibre, proveniente do
FERC, esta apresentado na tabela 07 e figura 04. Em cada concentragcédo a
analise foi realizada em ftriplicata. A tabela 07 mostram os valores de atividade
antioxidante do extrato nas concentragbes de 2,5 a 75 ug/mL. O valor da
atividade antioxidante maxima foi de 76,86 % obtido na concentracdo de 75
pg/mL.

O grafico da figura 04 mostra a regressado linear, obtida pela
porcentagem de inibicdo do DPPH em fung¢ao das concentragdes do extrato de
gengibre, a qual apresenta um coeficiente de determinagédo de R?= 0,931. O
ECso, que € a concentragdo do extrato suficiente para atingir 50% da atividade
antioxidante maxima, foi de 38,95 ug/mL, o que significa que serao necessarios

38,95 pg/mL de extrato de gengibre para a redugao de 50% do DPPH.

Tabela 06 Atividade antioxidante do extrato etandlico de gengibre.

Concentragdo Atividade de inibi¢&o (%) do DPPH

(Mg/mL) A B C Média DP
75 76,01 78,30 | 76,28 | 76,86 1,25

60 68,73 72,37 | 70,08 | 70,40 1,84

45 60,92 64,15 | 63,34 | 62,80 1,68

30 48,11 52,29 | 52,29 | 50,90 2,41

15 28,71 34,37 | 32,61 31,90 2,90

5 11,19 12,67 | 11,05 | 11,64 0,90

2,5 6,06 7,14 5,80 6,33 0,71

DP: desvio padréo, A,B,C: amostras do extrato etandlico do gengibre.
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Figura 04 Atividade de inibicdo do DPPH pelo extrato etandlico de gengibre.

5.5 Consumo alimentar

O controle do consumo alimentar foi realizado diariamente, porém para
as analises estatisticas utilizou-se o monitoramento a cada cinco dias. As
figuras 05 e 06 apresentam o consumo dos grupos experimentais em dois
momentos. A figura 05 nos primeiros 45 dias, em que um grupo de animais
recebeu ragdo comercial (RC) e os outros quatros grupos receberam dieta de
cafeteria (CAF), e a figura 06 apresenta o consumo alimentar no periodo do dia
45 ao dia 65, ocasidao em que foram mantidos os padrdes alimentares e iniciou
o tratamento com fitoterapicos ZO por 20 dias em trés grupos de animais (ZO1,
202 e ZO3).
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Figura 05 Consumo de dieta dos ratos alimentados com racéo comercial (RC)

e dieta de Cafeteria (CAF) durante 45 dias. *p<0,0001 em relagdo ao
grupo RC, & (p<0,01) em relagao ao grupo CAF, pelo teste Tukey.

No primeiro dia do experimento (Figura 05), os quatros grupos de
animais que receberam dieta de CAF consumiram uma quantidade maior de
dieta comparado aos animais que receberam ragdo comercial (RC) (p<0,0001).
Nos outros 44 dias do estudo nido houve diferenga quanto ao consumo dos

animais que receberam racao comercial (RC) e dieta de cafeteria (CAF).
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Figura 06 Consumo de dieta dos ratos alimentados com ragao comercial (RC),
dieta de Cafeteria (CAF) e tratados com fitoterapico contendo gengibre (ZO),
nas doses: ZO1(75mg/kg), Z02(150mgkg) e ZO3(300mg/kg), durante 20 dias.
*p<0,01 comparado ao RC.
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No periodo 45-65 dias (Figura 06), iniciou em trés grupos de animais
alimentados com CAF o tratamento com fitoterapico contendo gengibre (ZO1,
Z02 e ZO3) nas doses 75, 150 e 300mg/kg respectivamente.

As médias de consumo a cada cinco dias mostram que os animais do
grupo Z02 (150mg/kg) apresentaram menor consumo de dieta comparado aos
animais RC (p<0,01) no 55° dia do experimento (Figura 06), nos outros dias

nao foram observadas diferencgas entre o consumo dos animais.

5.6 Controle ponderal

O controle ponderal foi realizado diariamente, porém para as analises
estatisticas utilizou-se o monitoramento a cada cinco dias. As figuras 07 e 08
apresentam valores de ganho de peso dos grupos experimentais em dois
momentos. A figura 07 representa os primeiros 45 dias, em que um grupo de
animais recebeu ragao comercial (RC) e os outros quatros grupos receberam
dieta do tipo cafeteria (CAF). A figura 08 apresenta ganho de peso no periodo
do dia 45 ao dia 65, ocasido em que mantidos os padrdes alimentares, iniciou-

se o tratamento com fitoterapicos contendo extrato de gengibre (ZO) por 20

dias.
420-

-~ RC
S = CAF
g -~ CAF
g o CAF
(@]
= CAF
(7]
Q
o

5 10 15 20 25 30 35 40 45

DIAS

Figura 07 Evolucdo do ganho ponderal dos ratos alimentados com ragao

comercial (RC) e dieta de Cafeteria (CAF) durante 45 dias. Valores
expressos como Médias + Desvio Padrédo (n=6).
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A analise estatistica a cada cinco dias, mostra que o periodo inicial de
45 dias foi insuficiente para induzir diferengas estatisticas significativas entre as
médias de peso dos animais alimentados com ragcdo comercial (RC) e dieta
CAF (Figura 07).
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Figura 08 Evolugcdo do ganho ponderal dos ratos alimentados com ragéo
comercial (RC), dieta de Cafeteria (CAF) e tratados com
fitoterapico contendo gengibre (ZO), nas doses:: ZO1(75mg/kg),

Z02(150mgkg) e Z0O3(300mg/kg), durante 20 dias. * p<0,05 e **
p<0,01 em relagdo ao grupo RC pelo teste Tukey.

No periodo 46-65 dias (Figura 08) mantendo-se os padrbes de dieta,
iniciou-se o tratamento com o fitoterapico contendo extrato de gengibre (ZO)
nos grupos Z0O1, ZO2 e ZO3 nas doses 75, 150 e 300mg/kg, respectivamente.
As analises estatisticas desses valores mostram que os animais do grupo que
receberam apenas CAF, apresentaram aumento significativo de peso
comparado aos animais do grupo RC no 50° (p<0,05), 55° (p<0,05), 60°
(p<0,05) e 65°(p<0,01) dias como mostra a figura 08. Nao foram observadas
diferengas quanto ao ganho de massa corporal entre os outros grupos.

Os resultados mostram que o periodo minimo do protocolo alimentar
usado nesse estudo para interferir significativamente no peso dos animais é de
50 dias, diferenca obtida pelos grupos de animais que receberam RC e dieta
CAF (Figura 08). Os tratamentos empregados com fitoterapico contendo ZO
nas trés doses, nao interferiram significativamente na massa corporal dos

animais alimentados com dieta CAF.
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Os resultados desse estudo quanto aos parametros ponderais e de
consumo mostram que a dieta CAF induziu hiperfagia apenas no primeiro dia
do experimento. No entanto, apesar da auséncia de hiperfagia ao longo do
periodo experimental o consumo da dieta CAF induziu aumento significativo de
massa corporal a partir do 50° dia do experimento e os tratamentos com o
fitoterapico ZO nao interferiram no consumo alimentar e no ganho de peso dos

animais.

5.7 Andlises Bioquimicas

Os dados bioquimicos estdo apresentados em acordo com estatistica
descritiva e representam as médias por grupo com suas respectivas
porcentagens de variagdo (A%) em relagdo aos animais que receberam dieta
CAF.

5.7.1 Glicose

As médias glicémicas obtidas dos animais estdo expostas na tabela 08.
A dieta de cafeteria utilizada por 65 dias nao elevou os niveis glicémicos dos
animais que receberam dieta CAF comparado aos animais que receberam RC.
O tratamento por 20 dias com o fitoterapico contendo (ZO) nas trés doses, néo
reduziram significativamente os niveis glicémicos dos animais em estudo. A
analise estatistica mostra que os valores médios de glicose dos animais do
grupo Z02 sao maiores estatisticamente comparados aos animais do grupo RC
(p<0,05).

Tabela 07 Concentragcbes séricas de glicose (mg/dl) dos animais que
consumiram racdo comercial, dieta de cafeteria e foram tratados
com fitoterapico contendo gengibre(ZO).

RC CAF CAF
Z01 202 Z03
Glicose | 152 +14 190+53 195+30 195+32 16313
A% -20% 0 3% 2% - 14%

Valores expressos como Médias + Desvio Padrdo (n=6). *p<0,05 em relagéo ao grupo RC, pelo
Teste Kruskal-Wallis. RC: Ragado Comercial, CAF: Dieta de Cafeteria, Fitoterapicos:
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Z01(75mg/kg), Z02(150mg/kg) e ZO3(300mg/kg). A %: porcentagem de variagdo em relagdo
CAF.

A analise descritiva dos dados mostra que comparado aos animais que
receberam CAF, os animais que receberam RC apresentaram médias menores
em 20% nos valores de glicemia. E ao analisar os animais que receberam CAF
e foram tratados, observa-se que o grupo ZO3 apresentaram médias
glicémicas menores em 14% em relacdo ao grupo CAF, no entanto essa
reducao nao representa diferenca estatistica.

Assim, o consumo da dieta de cafeteria utilizada por 65 dias nao elevou

e o tratamento ndo reduziu, estatisticamente os niveis glicémicos dos animais.

5.7.2 Perfil Lipidico

Os niveis séricos de colesterol total, triglicerideos e HDL n&o
apresentaram diferencga estatistica entre os animais que receberam CAF e RC.
O tratamento por 20 dias com o fitoterapico contendo ZO nos grupos ZO1
(75mg/kg), Z02 (150mg/kg) e ZO3 (300mg/kg) né&o interferiram
significativamente nos niveis de colesterol total e triglicerpideos e colesterol
HDL (Tabela 9).

Tabela 08 Concentragdes séricas de colesterol total (mg/dl), triglicerideos
(mg/dl) e colesterol HDL (mg/dl) dos animais que consumiram
racdo comercial, dieta de cafeteria e foram tratados com
fitoterapico contendo gengibre(ZO).

RC CAF CAF

201 202 Z03
C.T.| 72+15 54 +6 63+16 60+x11 55%6
A% 34% 0 17% 1% 3%
TRIG | 108 + 36 94 + 31 88+26 95+29 92+32
A% 14% 0 - 6% 0 - 3%
HDL | 24+3 18+ 2 20+3 18+3 18 + 1
A% 29% 0 10% -1% -1%

Valores expressos como Médias + Desvio Padrdo (n=6). C.T.: colesterol total. TRIG:
triglicerideos. HDL: colesterol HDL. RC: Racdo Comercial, CAF: Dieta de Cafeteria,
Fitoterapicos: ZO1(75mg/kg), Z02(150mg/kg) e ZO3(300mg/kg). A %: porcentagem de
variacdo em relagao CAF.
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Quanto as médias de variagdo, se observa que os niveis de colesterol e
triglicerideos dos animais que receberam RC, sdo maiores, sem diferenga
estatistica, comparado aos animais que receberam CAF.

Conclui-se que o periodo alimentar de 65 dias do presente trabalho n&o
foram suficientes para induzir dislipidemia e n&o foram evidenciados efeitos dos
tratamentos com o fitoterapico ZO relacionados ao perfil lipidico

estatisticamente.

5.7.3 Transaminases e Bilirrubina Total.

Os niveis médios das enzimas AST (Aspartato transaminase) e ALT
(Alanina transaminase) estdo expostos na tabela 10. Os niveis séricos de AST
e bilirrubina ndo apresentaram diferenca estatistica entre os animais que
receberam CAF e RC. No entanto, os niveis de ALT apresentaram reducéao
estatisticamente significativa, entre os animais que receberam CAF e RC
(p<0,05). O tratamento por 20 dias com fitoterapico contendo (ZO) nos grupos
Z01 (75mg/kg), ZO2 (150mg/kg) e ZO3 (300mg/kg) né&o interferiram
significativamente nos niveis de AST (Tabela 10).

Os grupos que receberam tratamento com fitoterapico na maior dose
Z03 (p<0,05) apresentaram redugao estatistica dos niveis de ALT comparado
aos animais que receberam RC. Os valores médios de bilirrubina total dos
animais do grupo ZO1 foram maiores estatisticamente quando comparados aos

animais do grupo RC (p<0,05).

Tabela 09 Concentrac¢des séricas das transaminases AST (mg/dl), ALT (mg/dl)
e bilirrubina total(mg/dl) dos animais que consumiram racao
comercial, dieta de cafeteria e foram tratados com fitoterapico
contendo gengibre(ZO).

RC CAF CAF
ZO1 Z02 Z03
AST 95+ 15 87 +£13 7620 77+x14 70+7
A% 9% 0 12 -11 -20
ALT 58 + 8 40+6  45+17 40+8 37+10
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A% 44% 0 13% 0 9%
B.T. 0,08 + 0,09 = 0,17 = 0,11+ 0,12 =

0,01 0,05 0,08 0,02 0,03
A % -11% 0 88% 22% 33%

Valores expressos como Médias + Desvio Padréo (n=6).*p<0,05 em relagdo ao RC pelo Teste
Kruskal-Wallis. AST: Aspartato transaminase, ALT: Alanina transaminase, B.T.: Bilirrubina total.
RC: Ragcao Comercial, CAF: Dieta de Cafeteria, Fitoterapicos: ZO1(75mg/kg), ZO02(150mg/kg) e
Z03(300mg/kg). A %: porcentagem de variagdo em relagédo CAF.

A analise das médias mostra que os niveis de AST foram reduzidos em
20% nos animais que receberam dieta CAF e a maior dose do fitoterapico ZO3
(300mg/kg). Os niveis de ALT aumentaram em 44% nos animais que
consumiram RC comparados aos animais que receberam apenas CAF.

Os parametros bioquimicos descritos acima sao importantes indicadores
de lesbes celulares, principalmente as hepaticas. Verifica-se que fitoterapico
Z0O néo elevou os valores sanguineos de AST e ALT, no entanto, os animais do
grupo ZO1 que receberam tratamento com o fitoterapico ZO na menor dose

apresentaram os niveis de bilirrubina total elevados.

5.8 Analise do Figado

A tabela 11 apresenta os valores médios do peso do figado dos animais
no experimento. O peso do figado nao apresentou diferenca estatistica entre os
animais que receberam CAF e RC, e o tratamento por 20 dias com fitoterapico
contendo (ZO) nos grupos ZO1 (75mg/kg), Z02 (150mg/kg) e ZO3 (300mg/kg),
nao interferiram estatisticamente nesse parametro.

Tabela 10 Peso do figado (g) dos animais que consumiram ragdo comercial,
dieta de cafeteria e foram tratados com fitoterapico contendo

gengibre(Z0O).
RC CAF CAF
201 20 2 203
Figado 1212 14 £1 12 £1 13+£2 13+1
A% -14% 0 -12% - 9% - 6%

Valores expressos como Médias + Desvio Padrdo (n=6). RC: Ragcdo Comercial, CAF: Dieta de
Cafeteria, ZO: Fitoterapico contendo Gengibre nas doses: ZO1(75mg/kg), Z02(150mg/kg) e
Z03(300mg/kg). A %: porcentagem de variacado em relagédo CAF.
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5.9 Analises Histologicas

A andlise qualitativa das imagens histolégicas demonstra estrutura
normal dos hepatécitos dos animais do grupo recebeu RC e hepatdcitos
“balonizados” com grande deposi¢cao de gorduras nos animais que receberam
dieta CAF. Os grupos que receberam tratamento com fitoterapicos contendo
gengibre apresentaram reduc¢do na quantidade de gorduras conforme se pode

observar na figura 09.

Figura 09 Analise histopatolégica do figado dos ratos alimentados com ragéo
comercial (RC), dieta de Cafeteria (CAF) e tratados com
fitoterapico contendo gengibre (ZO): ZO1 (75mg/kg), ZO2
(150mg/kg) e ZO3 (300mg/kg). Coloragdo: H&E. Aumento: 400X.

Na analise histomorfométrica do tecido hepatico, foi quantificada a média
de area do nucleo (Figura 10), dos hepatécitos (Figura 11) e a densidade de
volume (%) dos sinusoides hepaticos (Figura 12), assim como a area total de

goticulas de lipideos depositadas (Figura 13).
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Em relacdo a area do nucleo (Figura 10), os animais dos grupos CAF
(p<0,0001), e ZO1 (75mg/kg) (p<0,001) apresentaram maiores areas de
nucleo, estatisticamente significativas, comparado aos animais do grupo RC.
Os animais do grupo Z02 (150mg/kg) (p<0,01) e ZO3 (300mg/kg) (p<0,0001),
mostraram menores meédias de area dos nucleos, estatisticamente
significativas, comparados aos animais dos grupos CAF.

A dieta de CAF utilizada nesse estudo elevou histologicamente o
tamanho do nucleo e o tratamento com ZO por 20 dias contribuiu para redugao

dos mesmos.
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Figura 10 Areas dos nucleos hepaticos dos ratos alimentados com ragdo
comercial (RC), dieta de Cafeteria (CAF) e tratados com
fitoterapico contendo gengibre (ZO): ZO1 (75mg/kg), Z02

(150mg/kg) e ZO3 (300mg/Kkg). Valores em pm?, expressos como Médias +
Desvio Padrdo. *p<0,0001 comparado ao grupo RC, **p<0,01 e ***p<0,001
comparado ao grupo CAF, pelo teste Kruskal-Walls.

Ao analisar a area dos hepatdcitos (Figura 11), observa-se que os
animais do grupo CAF (p<0,0001), ZO1 (75mg/kg) (p<0,001) e ZO2 (150mg/kg)
(p<0,01), apresentaram maiores areas de hepatdcitos estatisticamente
significativas, comparado aos animais dos grupos RC. Os hepatécitos dos
animais do grupo Z0O2 (150mg/kg) (p<0,001) e ZO3 (300mg/kg) (p<0,0001)
mostraram médias de areas menores estatisticamente significativas,

comparados aos animais dos grupos CAF.
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A dieta de CAF usada nesse estudo foi eficaz em aumentar
histologicamente a area meédia dos hepatdcitos, e os tratamentos com
fitoterapico ZO nas doses 75mg/kg e 150mg/kg, conseguiram reduzir o

tamanho dos hepatdcitos em 20 dias de tratamento.

Area Hepatécitos
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Figura 11 Areas dos hepatdcitos dos ratos alimentados com ragdo comercial
(RC), dieta de Cafeteria (CAF) e tratados com fitoterapico contendo
gengibre (ZO): ZO1 (75mg/kg), ZO2 (150mg/kg) e ZO3 (300mg/kg).
*p<0,001, #p<0,01 e &p<0,001 comparado ao grupo RC, £p<0,01, **p<0,001
comparado ao grupo CAF, pelo teste Kruskal-Walls.

Com relagcao a densidade volumétrica dos sinusodides, expresso em
porcentagem, percebe-se que os animais dos grupos CAF (p<0,0001), ZO1-
75mg/kg (p<0,0001), Z02-150mg/kg (p<0,0001) e ZO3-300mg/kg (p<0,0001)
mostraram maiores porcentagens de sinusoides hepaticos estatisticamente
significativos, comparadas os animais do grupo (RC) (Figura 12). Ja os animais
do Z02-150mg/kg (p<0,0001), expressaram maior porcentagem de sinusoéides
hepaticos estatisticamente significativos, se comprados ao do grupo CAF.

Conclui-se que a dieta CAF, utlizada nesse estudo, induziu
histologicamente uma maior formagao de sinusoides hepaticos, comparado aos
animais que receberam RC. Os animais que receberam o fitoterapico ZO na
dose de 150mg/kg apresentaram maiores porcentagem de sinusoides
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hepaticos comparados aos animais que consumiram CAF em 20 dias de

tratamento.
Sinuséides Hepaticos
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Figura 12 Densidade de volume (Vv) dos sinusdides hepaticos dos ratos
alimentados com racdo comercial (RC), dieta de Cafeteria (CAF) e
tratados com fitoterapico contendo gengibre (ZO): ZO1 (75mg/kg),

Z02 (150mg/kg) e ZO3 (300mg/kg). *p<0,001 em relagéo ao grupo RC,
&p<0,01 em relagédo ao grupo CAF pelo teste Kruskal-Walls.

Em relagéo a deposigao de lipideos nos hepatécitos (Figura 13), pode-se
observar pela analise histoldégica que os animais dos grupos CAF (p<0,0001),
Z01 (75mg/kg) (p<0,01), ZO2 (150mg/kg) (p<0,001) e ZO3 (300mg/kg)
(p<0,001), exibiram maiores areas total de deposigao lipidica estatisticamente,
comparados aos animais do grupo RC. Ja os animais dos grupos ZO1
(75mg/kg) (p<0,0001); ZO2 (150mg/kg) (p<0,0001) e ZO3 (300mg/kg)
(p<0,0001) expuseram menores areas de gorduras estatisticamente,
comprados aos animais dos grupos CAF.

A dieta CAF por 65 dias foi eficaz em induzir deposi¢ao de lipideos nas
células hepaticas. As trés doses do fitoterapico reduziram de forma significativa

a deposicao lipidica induzida pela dieta de CAF em 20 dias de tratamento.
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Figura 13 Deposi¢do de goticulas lipidicas hepaticas dos ratos alimentados
com racao comercial (RC), dieta de Cafeteria (CAF) e tratados com
fitoterapico contendo gengibre (ZO): ZO1 (75mg/kg), ZO2
(150mg/kg) e ZO3 (300mg/kg). *p<0,0001, **p<0,01 e &p<0,001 em
relagcdo ao RC, #p<0,0001 em relacdo ao CAF pelo teste Kruskal-Walls.

Conclui-se que o tratamento com fitoterapico ZO por 20 dias, foi eficiente
em modificar as alteragbes histoldgicas causadas pela dieta CAF durante o

periodo de 65 dias.
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6. DISCUSSAO

6.1. Avaliagao qualitativa do extrato

O processo de extragao utilizado nesse trabalho, por maceracdo com
utilizacado de etanol, apds secagem dos rizomas em estufa ventilada a 40°C
garantiu presenga de compostos ativos do gengibre como 6-gingerol e
zingibereno.

Em relagdo ao preparo do material vegetal, Jayashree, Visvanathan &
John (2014) demostraram em seu estudo que a qualidade do gengibre pode
ser determinada por diferentes tipos de cortes e secagem, e que ha reducgéo
tanto nos conteudos volateis (zingiberene, limoneno, linalol, geraniol e
nerolidol) como nao volateis (gingerol e shogoal) com a diminui¢gado das fragdes
do gengibre durante processo de secagem. Segundo Jayashree, Visvanathan
& John (2014) a secagem ao sol e por secador “tipo tunel” manteve maximo o
teor de 6leo essencial e de oleoresina e para secagem mecanica a temperatura
60°C foi considerada 6tima.

Assim, a secagem em estufa com temperatura constante de 40°C e a
extragdo com etanol nesse estudo pode ter sido fundamental para preservar as
substancias bioativas da amostra como gingerol e zingibereno. Uma vez que
temperatura de secagem elevada contribui para perdas de importantes
constituintes volateis como é o caso dos 6leos essenciais (CUNHA, SILVA e
ROQUE 2003).

O processo de extragdo com diclorometano no estudo de Jolad et al.,
(2005) seguido de fracionamento em 10 partes do extrato contendo gengibre
permitiu identificar 115 compostos diferentes por CG, dentre estes compostos
sete foram da familia dos gingerois e dois isogingerois. No entanto a extracao
com n-hexano no estudo do Sylvanus et al., (2015) permitiu identificar
dezenove compostos a partir do 6leo de gengibre dentre eles o zingerone, mas
nao foi encontrado gingerol.

A localizagdo geografica do cultivo pode determinar diferenga na
composi¢cao de compostos fendlicos de espécies vegetais, uma vez que estes
sofrem variacdo em relagdo ao ambiente que esta sendo cultivado. A

padronizacao do solo pode permitir maior qualidade quanto a composicdo dos
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metabdlitos secundarios que sdo importantes como os constituintes dos
fitoterapicos (CUNHA, SILVA e ROQUE, 2003; LEITE, 2009). A analise de
solos desse trabalho pode ser usada como referéncia para novas culturas, uma
vez que o extrato do gengibre proveniente desse solo apresentou substancias
ativas importante do gengibre como gingerol e zingibereno.

Corroborando com esse estudo, Pawar et al., (2011) mostraram
diferengas quanto a presenga de compostos fendlicos em rizomas de gengibre
cultivados em 12 lugares diferentes, os rizomas cultivados no Rajastéo (india) e
no Rio de Janeiro (RJ) apresentaram maior teor de 6-gingerol com forte
atividade antioxidante e a maior quantidade de 6-gingerol foi encontrada no RJ.

O presente estudo utilizou extrato etandlico de rizomas de gengibre para
constiruir o fitoterapico a ser estudado, uma vez que este se refere a uma
mistura complexa de metabdlitos secundarios e sua atividade farmacoldgica
pode estar baseada na presenca de um composto apenas ou ao sinergismo de
acgao entre diferentes substancias presentes na planta (LEITE 2009).

Além disso, a planta medicinal além do(s) constituintes ativos possuem
outros compostos que podem proteger os constituintes ativos de alteracdes
como oxidacdes, hidrélises ou contribuindo até para uma melhor absorc¢ao pelo
organismo. O que pode justificar um efeito maior do extrato comparado a
alguma substancia ativa isolada, o que chama atencao pelos medicamentos a
base de extratos de plantas (CUNHA, SILVA e ROQUE 2003).

Apesar disso, estudos mostram resultados importantes com uso de
substancias presentes nos rizomas do gengibre de forma isolada (TZENG &
LIU 2013; NAIDU et al., 2016, VAIBHAV et al., 2013; BASKAR et al., 2012) que
foram sugestivamente encontradas no extrato utilizado neste experimento.

Tzeng & Liu (2013) apontam que 6-gingerol suprime a adipogénese e
tem potencial para prevenir a obesidade. Naidu et al., (2016) demostraram que
6-gingerol e capaz de impedir a hiperlipidemia em ratos que consumiram dieta
com alto teor de gordura através da modulagao de enzimas do metabolismo do
colesterol. Em relagdo ao zingibereno ha evidéncias em experimentos que esse
possui propriedades farmacoldgicas variadas, incluindo acédo antioxidante
(VAIBHAV et al., 2013), anti-inflamatéria (KUMAR, CHHIBBER, & HARJAI
2014), e agao lipolitica (HAN et al., 2008). Ha registro em estudos da atividade
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do composto Beta-Sitosterol como antioxidante (BASKAR et al., 2012), anti-
inflamatério (KIM et al, 2014), hipoglicemiante (BALAMURUGAN,
DURAIPANDIYAN & IGNACIMUTHU 2015) e outras tem sido reportados.

6.2 Atividade antioxidante do fitoterapico ZO

A avaliagdo da atividade antioxidante do extrato etandlico de gengibre
usado na formulacdo do fitoterapico, mostrou uma excelente atividade
antioxidante diante do consumo do DPPH, com ECsy de 38,95 pg/mL e uma
atividade antioxidante maxima de 76,8%.

Jorge e Andreo (2010) ao analisar o consumo de DPPH pelo extrato
etandlico de gengibre encontrou valores de atividade antioxidante maxima de
79,1% e ECsy de 42,6 yg/mL. Para o extrato metandlico de gengibre outro
estudo deparou-se com ECsp de 46,5 ug/mL e na concentracao de 50 ug/mL foi
identificado 51,4% de inibicdo de DPPH (MOJANI et al.,, 2014). Estes
resultados estdo proximo ao encontrado nesse estudo, o que confirmam a
potencialidade do extrato de gengibre utilizado no presente experimento quanto
sua capacidade antioxidante.

Estudos de Peng et al., (2012) e Dugasani et al., (2010) envidenciaram
que 6-gingerol apresenta potente atividade antioxidante, o que pode ser
relevante considerando as doengas associadas com as especies reativas de
oxigenio. Somado a isso, ha evidéncias de que uma ingestdo de antioxidantes
€ benéfica para saude, uma vez que eles previnem lesdes produzidas por
radicais livres (BOGLIOLO, 2013).

Assim uma possivel acao do fitoterapico utilizado nesse estudo pode
estar relacionada a sua capacidade antioxidante, comprovada pelo consumo do
DPPH. Associado a isso, a analise realizada pela cromatografia gasosa sugere
presenga de compostos fendlicos importantes do gengibre, como gingerol e
zingiberone, que apresentam atividade antioxidante como demonstrado pelos
estudos de Peng et al., (2012) e Dugasani et al., (2010) e Tzeng et al., (2015).

O Gingerol (6-gingerol) é o fenol mais importante dos constituintes do
Oleo de gengibre. Shogaol € o seu homélogo desidratado e juntamente com o
fragmento da molécula zingerone sao produzidos quando gengibre fresco é
aquecido ou cozido (DEWICK, 2009). Estes compostos foram sugestivamente
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encontrados no extrato utilizado para manipular o fitoterapico em estudo e

podem ser os responsaveis pela agéo farmacolégica do mesmo.

6.3 Consumo e Ganho ponderal
No presente estudo ndo foi encontrada diferengca estatistica entre

consumo dos animais que receberam dieta CAF e RC com exceg¢ao do primeiro
dia uma vez que a novidade alimentar pode ter colaborado pela diferenca
estatistica significativa de consumo encontrada.

Outros estudos mostram que nao ha evidéncia de alteragdo do consumo
em animais que receberam dieta CAF tipo pellet por 56 dias (ANDRADE et al.,
2013) e por 15 semanas (LEPORE et al.,, 2015). No entanto, apesar da
auséncia de hiperfagia, outras pesquisas mostram que a ingestdo alimentar
sem aumento do consumo pode ser eficiente em elevar significativamente o
peso dos animais (LEPORE et al., 2015; SOUZA et al., 2013), corroborando
com o presente estudo.

A hiperfagia é verificada em outros estudos quando a dieta de cafeteria é
oferecida na forma de porcdes alimentares com diferentes tipos de alimentos
por dia (SHAFAT, MURRAY & RUMSEY 2009). A oferta de alimentos em
porgcdes garante novidade e variedade alimentar o que provavelmente contribui
para aumento do consumo desses alimentos (WARNEKE et al., 2014; SOUZA
el al. 2013).

Diferenca estatistica de massa corporal entre os animais que
consumiram racao comercial (RC) e dieta CAF nesse estudo foi identificada a
partir do 50° dia do experimento.

Lalanza et al., (2014) e Lepore et al., (2015) avaliaram semanalmente o
ganho de massa corporal em ratos alimentados por CAF. Lalanza et al., (2014)
identificaram um aumento de massa corporal nos ratos com 22 dias de idade
em 05 semanas de consumo de CAF em porcdes alimentares. Ja no estudo de
Lepore et al (2015), ratos de 6 semanas de vida, s6 conseguiram aumento
significativo de peso, apés consumo de CAF tipo pellet por 15 semanas.

Dieta CAF oferecida em porcbdes alimentares a ratos pos-desmame
exibiram aumento significativo de peso com 24 semanas de tratamento
(SOUZA et al., 2013) e com 30 semanas (MENDES et al., 2013), ja ratos com
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85 dias de vida apresentaram aumento significativo de peso com 8,5 semanas
(MARQUES et al., 2015). No entanto, Souza et al (2013), Mendes et al (2013) e
Marques et al (2015) ndo mostraram os dados sobre a evolugdo semanal do
peso apresentados pelos ratos, o que impossibilita verificar quando se iniciou a
diferenga estatistica. Em contraste com o exposto acima, Andrade et al, (2013),
nao encontraram aumento significativo de peso apés ofertar CAF do tipo pellet
por 56 dias em animais com 10 semanas de idade.

Warneke et al., (2014) reforcam que os efeitos ponderais da CAF sao
mais pronunciados em ratos mais velhos, uma vez que em seu estudo, ratos
com 12 meses apresentaram aumento significativo de peso, o que n&o foi
observado quando ratos com 06 semanas receberam o mesmo protocolo
alimentar.

No entanto, Reynés et al, (2014) verificaram que dieta CAF
administrada desde o inicio da vida (10 dias), produz aumento importante e
persistente no peso corporal e alteragdes metabdlicas permanentes que nao
sdo completamente revertidas quando a dieta CAF é substituida pela ragéo
padrdo. Outro estudo demostrou que um curto periodo de exposi¢cao a dieta
CAF em filhotes produz altera¢gdes metabdlicas em tecidos chaves envolvidos
na homeostase energética, particularmente no tecido adiposo branco, sem
efeitos aparentes sobre massa corporal em ratos (CASTRO et al., 2015).
Justificando assim, o estudo de ganho ponderal em animais jovens, como no
atual experimento.

Pode-se concluir que a dieta CAF utilizada nesse estudo, composta de
alimentos que estdo presentes na dieta humana, demonstra ser um bom
modelo experimental para estudo de ganho ponderal em ratos com 52 dias de
vida, com aumento significativo de peso a partir de 50 dias de consumo.

Em relacéo ao tratamento com ZO nas trés doses (ZO1, ZO2 e Z0O3),
verifica-se que esses nao foram eficazes em alterar a massa corporal e o
consumo dos animais durante o periodo experimental.

Li et al., (2014) observaram uma ligeira redugcédo do peso sem diferencga
estatistica e auséncia de alteragdo de consumo, quando extrato de gengibre
(200mg/kg) foi administrado por 10 semanas a ratos alimentados com uma
dieta rica em carboidratos, o que apoia os resultados do atual estudo.
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No entanto, outras pesquisas reforcam efeitos antiobesidade do
tratamento com gengibre. Malik & Sharmaa, (2011) ao tratar ratos com 250,
500, e 1000 mg/Kg de gengibre em pd, por 08 semanas encontrou reducao
significativa da massa corporal. Nammi, Sreemantula e Roufogalis (2009)
obtiveram redug¢ao na massa corporal com tratamento nas doses de 100, 200 e
400mg/kg de extrato etanolico de gengibre por 06 semanas em ratos
alimentados com dieta de alto teor caldrico (60% gorduras). Misawa et al.,
(2015), ao suplementarem com 0,3% de gengibre uma dieta composta 30% de
gorduras (5% de gordura animal e 25% 6leo de milho) encontrou reducéo da
massa corporal comparado a mesma dieta sem gengibre apos 18 semanas, no
entanto nao foi verificado diferenca quanto ao consumo alimentar entre os
ratos.

Pode-se concluir que o tratamento com gengibre ndo alterou o consumo
dos animais e que o periodo experimental pode ter sido insuficiente para

impactar na reducao do peso dos animais em estudo.

6.4 Alteragoes bioquimicas

Em relagdo aos niveis bioquimicos, ndo foi observado aumento
estatisticamente significativo apdés o consumo da dieta CAF pelos ratos em
estudo.

Ha grande variedade de respostas bioquimicas quanto aos niveis de
glicose, colesterol total, HDL e triglicerideos entre os experimentos, o que pode
estar relacionado ao periodo alimentar e a composicdo de gorduras e
carboidratos da dieta somada a idade dos ratos utilizados nos estudos
(ANDRADE et al.,2013; WARNEKE et al.,, 2014; MARQUES et al., 2015;
LEPORE et al., 2015), o que dificulta a comparagao entre os mesmos.

Quanto aos niveis glicémicos, Souza et al., (2013) demonstraram que a
dieta CAF em por¢des alimentares por 06 meses em ratos Wistar com 21 dias
nao foram suficientes em elevar os niveis de glicose plasmatica. Marques et
al., 2015 também nao encontraram aumento nos niveis de glicose ao oferecer
CAF em porgbes de alimentos, por 60 dias em ratos Wistar com 85 dias de
idade, apoiando resultados desse estudo. No entanto, Jindal et al., (2011)

mostraram que dieta CAF tipo pellet aumentou os niveis de glicose no periodo
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de 40 dias em ratos Wistar com 05 semanas. Lepore et al., (2015) tiveram o
mesmo resultado ao ofertaram dieta CAF tipo pellet em 15 semanas em
camundongos com 06 semanas de idade. Os niveis glicémicos aumentaram
em outros estudos quando a dieta CAF foi oferecida a ratos com 22 dias em
por¢des por 08 semanas (LALANZA et al., 2014) e 30 semanas (MENDES et
al., 2013).

Em relagdo ao perfil lipidico, Andrade et al., (2013) n&o encontraram
alteragdo quanto aos niveis de colesterol total em ratos com 10 semanas de
idade alimentados por 56 dias com CAF tipo pellet, composta por 12,9%
proteinas, 58% de gorduras e 28% carboidratos. Macqueen et al., (2007), apds
alimentar ratos pos-desmame com dieta de CAF rica em agucar, por 14
semanas, também n&o evidenciaram alteragdo quanto aos niveis de colesterol
total. Contudo, Lepore et al., (2015) encontraram aumento dos niveis de
colesterol total quando a dieta CAF pellet foi administrada por 15 semanas em
ratos com 42 dias, composta por 40% gorduras e 73% de carboidratos.

Marques et al., (2015) apos oferecer dieta CAF, composta por 13%
proteinas, 18% de gorduras e 68% carboidratos, por 60 dias para ratos Wistar,
encontraram uma reducao dos niveis de colesterol total e HDL, e concluiram
que o metabolismo poderia estar com atividade alterada e que € necessario um
tempo maior de administracdo da dieta CAF para observar mudancgas nesses
parametros.

Outros resultados experimentais apoiam os resultados do presente
estudo. Os niveis de triglicerideos, ndo foram alterados, ao ofertar dieta CAF a
ratos com 10 semanas de vida recebendo dieta CAF pellet por 56 dias
composta por 12,9% proteinas, 58% de gorduras e 28% carboidratos
(ANDRADE et al.,, 2013), ratos com 85 dias e dieta CAF em porgdes
alimentares por 60 dias, composta por 13% proteinas, 18% de gorduras e 68%
carboidratos (MARQUES et al.,, 2015), ratos (machos e fémeas) com seis
semanas de idade, recebendo dieta CAF em porgdes alimentares por 6
semanas, composta por 37% de carboidratos, 21% de gorduras e 9% de
proteinas (WARNEKE et al., 2014) e ratos no pds-desmame alimentados por
dieta CAF do tipo pellet, rica em acgucar e gorduras por 14 semanas

(MACQUEEN et al., 2007) e dieta CAF em porgdes alimentares por 6 meses
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composta por 60% de carboidrato, 25% de gorduras e 15% de proteina
(SOUZA et al., 2013).

O aumento dos niveis de triglicerideos foi encontrado em outros estudos
quando ratos com 05 semanas de idade receberam CAF pellet por 40 dias
(JINDAL et al., 2011) e ratos (macho e fémeas) com 12 meses ingeriram CAF
em porgdes alimentares, composta por 37% de carboidratos, 21% de gorduras
e 9% de proteinas, por 06 semanas (WARNEKE et al., 2014).

Os niveis do colesterol HDL ndo foram modificados nos animais que
receberam RC e dieta CAF por 65 dias no presente estudo. Andrade et al.,
(2013) também n&o verificaram alteracdo dos valores de colesterol HDL
quando ratos com 10 semanas de vida foram alimentados com dieta CAF pellet
por 56 dias. Os niveis do colesterol HDL nao foram modificados apés Marques
et al., (2015) oferecerem dieta CAF, em porc¢des alimentares, por 60 dias em
ratos com 85 dias de vida. No entanto, reducido desse parametro foi confirmada
em outros estudos quando ratos com 05 semanas de vida receberam CAF
pellet por 40 dias (JINDAL et al., 2011), e ratos pés-desmame por 14 semanas
(MACQUEEN et al., 2007).

O tratamento com ZO por 20 dias, ndo levou a reducado estatistica dos
niveis glicémicos, colesterol total e triglicerideos, assim como ndo elevou os
niveis colesterol HDL. Diversos estudos associam gengibre aos protocolos
dietéticos desde o inicio dos tratamentos (Li et al., 2014, MISAWA et al., 2015,
MATSUDA et al., 2009) em um periodo bem superior a esse tratabalho, o que
pode ter prejudicado constatar a eficiéncia estatistica do tratamento com o
fitoterapico ZO. Importante considerar que o0s animais que receberam o
fitoterapico apresentaram redugdo importante como de 14% dos niveis
glicémicos e aumento de 10% nos niveis de HDL em apenas 20 dias de
tratamento.

Misawa et al., (2015), ndo encontraram alteragcdes dos valores de
glicose, mas verificaram redugao nos niveis de colesterol total e de insulina ao
suplementarem com 0,3% de gengibre uma dieta composta 30% de gorduras
(5% de gordura animal e 25% 6leo de milho) por 18 semanas. Contudo, Li et
al., (2014) apontam redugéo da glicemia com administracdo de 200mg/kg de
extrato de gengibre em ratos que receberam dieta rica em carboidratos (59%)
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por 10 semanas. Nammi, Sreemantula & Roufogalis, (2009) ao associar dieta
de alto teor calorico (60% gorduras), com extrato etandlico gengibre nas doses
de 100, 200 e 400mg/kg, encontrou redugao dos niveis de glicose, colesterol
total e LDL apds 06 semanas de tratamento, ja os niveis do colesterol HDL nao
foram alterados.

Kulkarni & Kaur (2000), ndo evidenciaram alteragdo nos niveis de
triglicerideos e colesterol total apds tratar ratos Wistar juntamente com dieta
CAF com um fitoterapico contendo cinco espécies vegetais, dentre elas
gengibre (5%), por 40 dias.

Em relagao ao colesterol HDL, Bhandari, Kanojia & Pillai (2005) apontam
potencialidade com tratamento com gengibre (200mg/kg) em elevar os niveis
de HDL em ratos diabéticos por 20 dias. Paul et al., (2012) evidenciaram
aumento dos niveis plasmaticos de HDL com a administragédo de gengibre in
natura 300 mg/100 ml/ kg, por 49 dias em ratos que receberam dieta acrescida

de gordura vegeral.

6.5 Ateracoes hepaticas
O peso do figado dos animais desse estudo, nao foi alterado entre os

animas que consumiram dieta CAF e RC ap0ds os 65 dias de estudo. Romero et
al., (2014), ndo encontraram um aumentou significativo no peso do figado dos
ratos com oferecimento de dieta CAF por 28 dias.

Os niveis de aspartato aminotransferase (AST) e bilirrubina total, nesse
estudo, ndo foram alterados entre os animais que receberam RC e dieta CAF.
No entanto, houve redugéo dos niveis de alanina aminotransferase (ALT), entre
os animais que receberam CAF e dieta RC, alterando assim a propor¢ao das
transaminases. Macqueen et al., (2007) ao administrarem CAF tipo pellet
composta (9,8/100g de gordura, 38,9/100g de carboidratos e 22,7/100g de
agucar) por 14 semanas levou a uma redugao dos valores de ALT, o que apoia
os resultados do presente experimento.

A elevagao sérica das aminotranferases € um indicador sensivel de
necrose ou lesdo hepatica. Ha elevacao de AST quando ocorrem lesdes em
outros 6rgaos como coragao e rins. Nos hepatdcitos, 70% da AST séo

originados do citoplasma e 30% das mitocéndrias Ja a ALT esta presente em
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quantidade elevada no figado, localizada exclusivamente no citoplasma da
célula hepatica, sendo por isso especifica para diagndstico de agresséo
hepatica.

Em lesdes hepaticas agudas ha predominio de ALT em relagdo a AST,
ja em lesdes cronicas onde, além das lesbes de membrana celular, ha lesao
mitocondrial, ha predominio de AST em relagdo a ALT (ERICHSEN, et al.,
2009).

Assim, o consumo da dieta CAF ofertada nesse estudo, pode ter levado
a lesdo mitocondrial celular caracterizado pelo predominio dos niveis de AST,
como também pelo aumento do nucleo e das células hepaticas. Associado a
isso houve alteracdo na proporcdo de ALT e AST sanguineos, com reducao
significativa dos valores de ALT entre os animais que receberam dieta CAF e
os que consumiram RC, o que pode ser decorrente da indugdo do estresse
oxidativo micodondrial devido acumulacao de lipideos nos tecidos hepaticos e
extra-hepaticos.

Os dados desse estudo nao indicam lesdes hepaticas relacionadas ao
aumento do peso do figado e dos niveis de ALT e AST causadas pelo
tratamento com o fitoterapico ZO. No entanto, houve elevacdo dos niveis de
bilirrubina nos animais que receberam a menor dose do fitoterapico (ZO1).

Jeena, Liju & Kuttan (2011) ao avaliarem a toxicidade do gengibre,
confirmam a auséncia de alteragcdes nos parametros hematoldgicos, funcao
hepatica, renal, eletrdlitos séricos e histopatolégicos de alguns o6rgaos,
relacionado a sua administracédo oral durante 13 semanas nas doses 100, 250
e 500 mg/kg em ratos Wistar. No estudo de Matsuda et al., (2009), os niveis
sanguineos de ALT, AST e bilirrubina em ratos, e peso do figado, ndo foram
alteradas com associagdo de gengibre a dieta enriquecida com colesterol por
12 semanas. Nwozo et al., (2014) evidenciam até um efeito hepatoprotetor em
ratos Wistar com administragdo de oOleo de gengibre por 28 dias antes de
serem expostos ao etanol.

Pasarin et al., (2012) encontraram niveis de bilirrubina ligeiramente
alterados, AST nao alterado e ALT diminuido apds ratos com 10 semanas de
idade receberem dieta CAF em porcdes diarias, com 66% de gorduras
saturadas por 30 dias. Estas alteragbes sao semelhantes as identificadas



55

nesse trabalho, e sugere assim, que dieta CAF pode ter induzido aumento dos
niveis de bilirrubina e ndo o tratamento com gengibre.

Apesar da auséncia de alteragbes bioquimicas como os niveis de
glicose, de colesterol total e de triglicerideos, a dieta de cafeteria no presente
trabalho induziu um importante aumento de deposicao lipidica. Esta deposigao
lipidica pode ser decorrente do desequilibrio das velocidades de formacao e
exportacao dos triglicerideos (MURRAY, GRANNER & MAYES, 2007).

A patologia da esteatose hepatica ndo-alcoolica € obscura e embora a
resisténcia insulinica, o aumento da oxidagdo mitocondrial hepatica de acidos
graxos livres, do estresse oxidativo e da peroxidagao lipidica tenham sido
propostos como fatores etioldgicos, sua evolugao para cirrose é com frequéncia
insidiosa com acréscimos moderados das enzimas hepaticas séricas (RUBIN,
2006).

E conhecido que o figado gorduroso sem outras complicagdes pode nédo
ser detectado clinicamente o que contribui para progressao de outras doencgas
hepaticas (ROBBINS & COTRAN 2010). Esse fato levanta ainda mais a
necessidade de estudos para o melhor entendimento dos fatores responsaveis
pelas alteragdes metabdlicas que levam a esteatose hepatica n&o alcodlica,
uma vez que € alta sua prevaléncia podendo afetar até 25% da populacao
geral no mundo todo e 75% dos individuos obesos (BOGLIOLO, 2013).

O entendimento da esteato-hepatite ndo alcoolica (NASH) também é
dificultado pela falta de um modelo adequado para inducdo de NASH. Nesse
sentido, Romestaing et al., (2007) investigaram os efeitos de trés diferentes
dietas (1-acrescida de o6leo de coco, 2- manteiga, 3-dieta deficiente em
metionina-colina) na inducdo de alteragdes hepaticas, por 14 semanas em
ratos com 27 dias de vida. A alimentacdo com elevado teor de gordura
saturada levou o aumento do armazenamento periférico de gorduras, mas néo
induziu esteatose hepatica. Os autores concluiram que os ratos tem uma
incrivel capacidade de adaptar-se a um grande aumento de lipideos em sua
alimentacdo e que os protocolos apresentados nao induziram insuficiéncia
hepatica e que ndo devem ser usados como modelo de NASH (ROMESTAING
et al., 2007).
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No entanto Macqueen et al., (2007) ao compararem os efeitos hepaticos
provocados pela CAF e por uma dieta constituida de elevado teor de acidos
graxos saturados (sebo de boi) perceberam que a dieta CAF provoca maior
alteracdo hepatica, caracterizada pelo maior tamanho do figado e
desproporcional ao tamanho do corpo e com aparéncia visivel de esteatose
comparada a dieta acrescida com acidos graxos saturados.

Somado a estes dados, tanto o protocolo alimentar utilizado nesse
experimento, assim como dieta usada no estudo de Silva et al., (2015)
composta por 38% de carboidratos e 21% de gorduras (amendoim torrado,
chocolate ao leite) por 16 semanas foram eficazes em desenvolver esteatose.
O que sustenta o uso da CAF em pellet usada nesse estudo como modelo
experimental para induzir esteatose, constituida por leite em pd, biscoito doce
maisena, achocolatado em pé, batata frita palha, bacon, mortadela, paté de
presunto e ragcdo comercial oferecida durante 65 dias em forma de pellet a
ratos wistar com 52 dias de vida.

Assim, estudos experimentais com dietas consumidas pelos humanos
devem ser desenvolvidos para um melhor entendimento de suas repercussdes
no organismo, como a relagdo entre as alteragdes bioquimicas e histologicas.

O tratamento por 20 dias, com o fitoterapico contendo ZO foi eficiente em
diminuir a area média do nucleo e o tamanho dos hepatécitos (ZO2-150mg/kg
e Z03-300mg/kg comparado ao CAF) e impedir a acumulagao de gorduras nas
células hepaticas (ZO1-75mg/kg, Z02-150mg/kg e Z03-300mg/kg comparado
ao CAF), assim como aumentar a porcentagem de sinusodides hepaticos( ZO2-
150mg/kg comparado ao CAF).

Outras alteragbes histolégicas, no presente experimento, foram
identificadas como aumento do nucleo e do citoplasma dos hepatécitos apds
consumo da dieta CAF por 65 dias. Bogliolo, (2006) traz que mudancgas
nucleares s&o observadas em processos de necrose celular e toxicidade. As
alteragcbes no suco nuclear e na cromatina aparecem precocemente em
diversas agressodes e refletem as alteragdes do conteudo hidrico e eletrolitico
da célula e variagcées do pH intracelular e sdo acompanhadas da expansao do
volume do citoplasma (BOGLIOLO, 2006)
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O numero de sinusoides hepaticos avaliados pela histologia hepatica
nos animais que receberam dieta CAF aumentaram em relagdo aos animais
que receberam RC, esse aumento foi ainda maior no grupo dos animais
tratados com o fitoterapico contendo gengibre. Nas regides dos capilares
sinusdides o fluxo sanguineo é lento e permite a realizagdo das trocas de
solutos plasmaticos com os hepatocitos (GARTNER & HIATT, 2007). No
presente estudo, 0 aumento da porcentagem dos sinusoides hepaticos pode ter
contribuido para um melhor fluxo sanguineo o que atende com maior eficiéncia
as demandas fisiologicas das células, levando assim a eliminagdo das
goticulas lipidicas.

Lai et al., (2016) apresentam resultados histologicos positivos, com uso
do 6leo de gengibre (62,2 e 125 mg/kg) em reduzir a acumulacéo de lipidios
hepaticos, por 12 semanas de tratamento, em camundongos alimentados com
dieta rica em gorduras.

Rahimlou et al, (2016) mostraram em estudo com pacientes
diagnosticados com DHGNA, que a suplementagdo por doze semanas com
dois gramas de gengibre, resultou em uma reducgao significativa da alanina
aminotransferase (ALT), y-glutamil transferase (GGT), citocinas inflamatérias
(TNF-a), bem como o indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR) e o grau de
esteatose hepatica medida por Elastografia Hepatica, em comparagdao com o
placebo (RAHIMLOU et al., 2016).

Estudos evidenciam possiveis mecanismos de agdo do gengibre na
reducao dos niveis lip€micos sanguineos. Esses efeitos incluem interrupgao da
absorcdo de colesterol a partir do trato grastrointestinal uma vez que a
excrecao fecal de colesterol esteve aumentada nos animais tratados com
gengibre (HAN et al., 2005). Interferéncia na biossintese do colesterol no figado
através da sua atividade sobre a enzima 7a-hidroxilase, que estimula a
conversao de colesterol hepatico em acidos biliares 0 que leva sua excreg¢ao
(SRINIVASAN & SAMBAIAH 1991; TANABE et al, 1993; LAI et al., 2016),
atuacbes estas que podem ter impedido a acumulagcdo dos lipideos nos
hepatdcitos desse estudo.

Assim, pode-se concluir que o fitoterapico melhorou a agressao
provocada pela CAF ao reduzir a deposicado de gorduras, a area do nucleo e o
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tamanho dos hepatocitos. Somado a isso aumentou o numero de sinusoéides
das células hepaticas, o que pode ter contribuido para aumento do fluxo
sanguineo para melhor atender as necessidades fisioldgicas das células.

Mais estudos sdo importantes a fim de demonstrar as potencialidades do
gengibre na reducao de alteragdes provocadas por dietas como a CAF, uma
vez que a dieta de cafeteria € um modelo altamente relevante e reflete os maus
habitos alimentares dos humanos e pode melhor mimetizar as tendéncias
modernas da obesidade.

Observa-se pelos trabalhos citados a falta de padronizagdo de doses a
serem testadas e muitas vezes a investigacado dos efeitos do gengibre ocorre
com administragdo do mesmo na forma in natura (fresco) (PAUL et al., 2012,
SULTANA, AKTER & KHAN 2012) associado a dieta (LI et al., 2014; MISAWA
et al., 2015), ou ainda gengibre em po6 incluido em capsulas (RAHIMLOU et al.,
2016) para tratamento das alteragbes metabdlicas em diferentes protocolos.

Modelos de estudo que nao avaliam os efeitos de uma formulacao
fitoterapica, inviabiliza a produgdo de um novo medicamento, o que prejudica a
descoberta de novos produtos para tratamento de doengas como esteatose,

obesidade e dislipidemia.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo permite concluir que o gengibre
cultivado na fazenda experimental FERC, apresentou segundo analise
qualitativa por cromatografia gasosa, importantes compostos bioativos como
gingerol e zingibereno. O extrato etndlico desse gengibre mostrou importante
atividade antioxidante pelo método do DPPH com ECs, de 38,95(pg/mL).

O consumo da dieta de cafeteria utilizada nesse experimento elevou a
massa corporal dos ratos, reduziu os niveis sanguineos de ALT, aumentou
histologicamente o numero de sinusoides, area do nucleo e area dos
hepatécitos e induziu nas células hepaticas a acumulagao de lipideos em 65
dias de experimento. No entanto, a dieta CAF n&o foi eficiente em alterar o
consumo, 0s niveis bioquimicos sanguineos (glicose, lipémicos, AST) e de
modificar o peso do figado dos animais em estudo.

O tratamento com o fitoterapico ZO por 20 dias, ndo inferiu na massa
corporal, no consumo, nos niveis sanguineos glicémicos e lipémicos e no peso
do figado dos animais. Mas foi eficiente pelas analises histolégicas em
aumentar o numero de sinusoides hepaticos e diminuir a area do nucleo, dos

hepatdcitos e a acumulacao de lipideos induzida pela dieta de cafeteria.
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9- APENDICE A

ANALISE DE FRAGMENTAGAO DOS COMPOSTOS DO GENGIBRE
(Zingiber officinale) IDENTICADOS PELO CG/MS.
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Figura 01 Espectro de massa obtida do pico TR = 30,49 min do extrato ativo
etanolico de gengibre (Zingiber officinale).
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Figura 02 Proposta de fragmentacdo do composto zingiberona, onde
fragmentos (em azul) corroboram com a estrutura sugerida.
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Figura 03 Espectro de massa obtida do pico TR = 38,25 min do extrato ativo
etanolico de gengibre (Zingiber officinale).
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Figura 04 Proposta de fragmentagcdo do composto paradol, onde fragmentos
(em azul) corroboram com a estrutura sugerida.
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Figura 05 Espectro de massa obtida do pico TR = 38,31 min do extrato ativo
etandlico de gengibre (Zingiber officinale).
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Figura 06 Proposta de fragmentacdo do composto 6-gingerdiol, onde
fragmentos (em azul) corroboram com a estrutura sugerida.
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Figura 07 Espectro de massa obtida do pico TR = 39,03 min do extrato ativo
etandlico de gengibre (Zingiber officinale).
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Figura 08 Proposta de fragmentacdo do composto 6-shogoal, onde
fragmentos (em azul) corroboram com a estrutura sugerida.
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Figura 09 Espectro de massa obtida do pico TR = 39,56 min do extrato ativo
etandlico de gengibre (Zingiber officinale).
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Figura 10 Proposta de fragmentagdo do composto 8-gingerol, onde
fragmentos (em azul) corroboram com a estrutura sugerida.
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Figura 11 Espectro de massa obtida do pico TR = 40,18 min do extrato ativo
etandlico de gengibre (Zingiber officinale).
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Figura 12 Proposta de fragmentacdo do composto 6-gingerol, onde
fragmentos (em azul) corroboram com a estrutura sugerida.
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Figura 13 Espectro de massa obtida do pico TR = 41,27 min do extrato ativo
etanolico de gengibre (Zingiber officinale).
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Figura 14 Proposta de fragmentacdo do composto 8-shogoal, onde
fragmentos (em azul) corroboram com a estrutura sugerida.
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Figura 15 Espectro de massa obtida do pico TR = 41,72 min do extrato ativo
etanolico de gengibre (Zingiber officinale).
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Figura 16 Proposta de fragmentagdo do composto 10-shogoal, onde
fragmentos (em azul) corroboram com a estrutura sugerida.
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Figura 17 Espectro de massa obtida do pico TR = 43,46 min do extrato ativo
etandlico de gengibre (Zingiber officinale).
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Figura 18 Proposta de fragmentagcdo do composto 10 Shogoal, onde
fragmentos (em azul) corroboram com a estrutura sugerida.
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Figura 19 Espectro de massa obtida do pico TR = 53,75 min do extrato ativo
etanolico de gengibre(Zingiber officinale).
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Figura 20 Proposta de fragmentagdo do composto B-sitosterol, onde
fragmentos (em azul) corroboram com a estrutura sugerida.



10. ANEXOS

10.1 ANEXO A: PROTOCOLO DE APROVAGAO DO COMITE DE ETICA

CERTIFICADO

A Comisslio de Fitica no Ut de Animais - CEUA/UFY cenifion que
0 pRGcessn o BONZOLS, intitubade “Avalisgiio da atividade hipolipidémica
de formulago contendo gengibre Zingiber Oficinalle Roscoe em rados
Wistar ne modelo de duslipidemia mduzido por diets de cafieteria ™
coordenide pela professors Tinia Toledo de Olivema do Departamento de

Hl'Dl_J,'l-Hmilﬂ e Biologin Molecular, estd de acosdo com a Legislagio vigenie
m_-.. N° 11.7%4, de 0B de autubro de 2(K8), a3 Resolugbes Normativas
cititades peln CONCEAMCTI, a DRCA (Diretriz Brasileira de Pritica
para o Cuidado e a Utilizagso de Animais parn Fins Cientificos e Didaticos)
e a5 Diretrizes da Pratica de Ewtandsia preconizadas pelo CONCEAMCTI,

pomante sendo aprovado por esta Comissfio em 041272014, com validade
de 12 meses

CERTIFICATE

The Ethic Commitiee m Animal Use/UFV certify that the process
oumber B4, named “Evalustion of the bypolipidemic actvity of
formulation containing ginger £mgiber Oficinalle Roscoe in Wistas rals in
the model induced dyslipidemia by cofisteria diet”, i in agreement with the
a ctual Brazilian legisbation | Lei N* 11,794, 2008), Mommative Besoludions
edited by CONCEA/MCTL, the DBCA (Brazilian Pructice Guidelne for the
Care and Use of Animals for Scientific Purposes and Teaching) and the
Guidelines of Practice the Euthanasia recommended by CONCEAMOTI

therefiore being approved by the Commities on December 04, 2014 waled for
12 manths,
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10.2 ANEXO B: CALCULO DO N AMOSTRAL

Para o calculo do n, usamos uma estimativa de variancia (s?) de uma
amostra piloto e da literatura.
Foi utilizada a seguinte férmula proposta por Callegari-Jacques (2003) e

por Cochran (1977) para estimar o tamanho amostral minimo a ser utilizado:

2

n=( 5) X (tagl)®

(x - w?

Onde;

n = tamanho amostral minimo a ser utilizado no estudo;

s = Desvio padrao;

(x-p) = Diferenca entre a média a ser obtida na amostra e a média
verdadeira;

(tagr) = Valores criticos da distribuigéo de t de Student;

Os valores utilizados no estudo foram baseados no parametro de area
lesionada, e s&o os seguintes:

Valores do estudo piloto:

M (média) = 0,290;

s (desvio-padréo) = 0,226

Valores de estudo prévio (Castro, 2011):

x =0,597

Calculo de (fag):

Para a (nivel de significancia) adotamos 95%, (a = 0,05).

Para gl (graus de liberdade) usamos a férmula (n — 1). Como néo
sabemos o “n” iremos adotar um “ng’(n inicial) = 5. Adotamos para np 0 n

utilizado no estudo de Castro, et al (2011) para o parametro em questao.

Calculos:
gl =(5-1) =4,

Entdo o valor tabelado de(to ps.4) = 2,776
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s (tagl)? 0,226° (2,776)?
=|—— - = -
M\ & =z ™ =\ (0,597- 0,290)2 ) X\~ ™
=4,176
n,= 4,176 , logo faz-se a aproximagdo para O numero inteiro

subsequente, desta forma n; = 5.

Como o valor de ng e nqy foram os mesmos, o calculo foi estabilizado,
logo o valor do numero minimo para a amostra sera de n, = 5. Dessa forma,
foram necessarios no minimo 5 animais para estimar com 95% de confianga, a
meédia da area lesionada no estudo citado. Serao utilizados seis animais por
grupo a fim de manter um grau de confiabilidade do niumero de animais frente

a possibilidade de 6bito no decurso da experimentagao.
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