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RESUMO

COUTINHO, Gabriela, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, Agosto de 2015. Efeitos
de suplementos orais nao-herbaceos e herbaceos em camundongos. Orientador:

Thiago de Melo Costa Pereira. Co-orientador: Tadeu Uggere de Andrade.

Objetivo: Dados recentes em humanos sugerem que a suplementacdo com produtos
herbaceos e ndo-herbaceos podem ser prejudiciais a saude. Portanto, o objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do uso cronico de dois suplementos orais (Shake e Cha) em
camundongos Balb/C.

Métodos: Para tanto, 46 camundongos machos foram alocados em 4 grupos: 1)
“Controle” (leite semidesnatado,0.5mL/dia,n=10); 2) “Shake” (0.5mL/dia,n=12); 3)
“Ch&” (0.5mL/dia,n=12); 4), “Shake+Ch4” (0.25mL/dia cada,n=12), por 28 dias. Os
camundongos e a racao foram pesados diariamente. A glicemia e o comportamento
motor dos animais foram monitorados semanalmente. ApOs eutanasia, foram
realizadas avaliagbes séricas bioquimicas seguidas de histologia hepética e renal.
Também se avaliou estresse oxidativo por produtos avancados de oxidag&o proteica
(AOPP). Quanto a andlise quimica, a quantificagdo de cafeina dos suplementos foi
feita por cromatografia em camada delgada e por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Resultados: Embora o uso cronico de suplementacdo oral tenha contribuido para o
controle do peso, 0 grupo exposto a associacdo Shake+Cha mostrou alteragdes no
comportamento motor, provavelmente pelo efeito da cafeina presente nos produtos.
Além disso, foi observado aumento de 175% de AST (p<0.05) nos animais tratados
com a associacdo em relacdo ao Controle além do aumento de ~10 vezes de AOPP
no tecido renal de todos os grupos tratados com a suplementacéo oral (p<0.05). N&do
foram observadas alteracdes histolégicas.

Conclusao: Diante das avaliacdes das atividades motoras e bioquimicas alteradas,
sugerimos a necessidade de estudos experimentais adicionais com produtos
herbaceos e n&o-herbaceos para fundamentacdo quanto a seguranca dessas

substancias amplamente consumidas pela populagéo.

Palavras-chave: Suplementacado, Produtos Herbaceos, Produtos Nao-Herbaceos,
Shake, Cha



ABSTRACT

COUTINHO, Gabriela, M.Sc., Universidade Vila Velha — ES, Agosto de 2015. Effects
of oral supplements non-herbal and herbal in mice. Orientador: Thiago de Melo

Costa Pereira. Co-orientador: Tadeu Uggere de Andrade.

Objective: Recent findings in humans suggest that supplementation with non-herbal
and herbal products may be harmful to health. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the effect of chronic use of two oral supplements (Shake and Tea) in Balb/C
mice.

Methods: For this purpose, 46 male mice were divided into 4 groups: 1) “Control”
(semi-skimmed milk,0.5mL/day,n=10); 2) “Shake” (0.5mL/day,n=12); 3) “Tea”
(0.5mL/day,n=12); 4) “Shake+Tea” (0.25mL/day each,n=12) for 28 days. Mice and feed
were weighed daily, and glycemia of animals and the motor behavior were monitored
weekly. After euthanasia, serum biochemical analysis was performed followed by
hepatic and renal histological analysis. Moreover, the oxidative stress was determined
through advanced oxidation protein products (AOPP) analysis. In relation to chemical
analysis, quantification of caffeine in supplements was performed by thin-layer-
chromatography and high-performance-liquid-chromatography.

Results: Although the chronic use of non-herbal and herbal products may be able to
contribute to weight control, the animals exposed to “Shake+Tea” association have
changes in the pattern of behavior, probably by the effect of caffeine present in
products. Moreover, was observed an increase of 1756% of AST (p<0.05) in animals
treated with the association compared to the Control group beyond the ~10-fold
increase of AOPP in the renal tissue of all the groups treated with oral supplementation
(p<0.05). Histological changes were not observed.

Conclusion: According to behavioral and biochemical evaluations, we suggest the
need for further experimental studies with non-herbal and herbal products to state

reasons for the safety of these substances widely consumed by the population.

Keywords: Supplementation, Herbal products, Non-herbal products, Shake, Tea



INTRODUCAO

O uso de ervas como recurso terapéutico tem ocorrido desde a antiguidade,
por volta de 2100 a.C., na antiga China e na india', estendendo-se até o atual século

seja em tratamentos tradicionais®**

até o uso continuo através de suplementos
nutricionais®>. Embora diversos beneficios sejam atribuidos a diversas espécies
vegetais, nem sempre as caracteristicas de eficacia e toxicidade dos produtos

comercializados sao conhecidas por falta de investigacdes sistematicas e rigorosas.

Recentemente, suplementos dietéticos de origem natural e/ou industrial tém
sido amplamente consumidos em todo o mundo, com um forte apelo midiatico

"6 Além disso, sendo considerados “naturais” e,

vinculado a “alimentagdo saudavel
portanto, livre de reacdes adversas’®, esses produtos sao, muitas vezes,
apresentados suscitando esperancgas infundadas e expectativas que ndo podem ser
cumpridas®. Paralelamente, outro agravante é que por serem tratados como produtos
alimentares, muitos suplementos nutricionais e preparagfes a base de plantas estao
isentos de normas rigidas de licenciamento rotineiramente impostas sobre drogas
sintéticas ou produtos medicinais, ndo havendo, portanto, exigéncia de aprovacgéo
antes da comercializacdo>®*°. Ainda que faltem evidéncias do beneficio clinico desses
produtos seja em curto, médio ou longo prazo, alguns desses suplementos a base de
ervas tém sido reconhecidos como potenciais causadores de lesdo hepatica®®**2,
Atualmente, o contexto se agrava devido a negligéncia de possiveis efeitos
téxicos pelos consumidores, sendo subestimado inclusive por muitos profissionais de

saude!®*,

Entre varios exemplos desse contemporédneo comportamento humano,
ascende recentemente uma pratica de substituicdo parcial de dietas tradicionais pelo
consumo de suplementos alimentares®'**. Essas preparagdes normalmente utilizam
plantas especialmente selecionadas ou até mesmo ervas enriquecidas com diferentes
nutrientes, oligoelementos, vitaminas e minerais, em que o numero exato de produtos
misturados, bem como sua composicao exata é desconhecido®. Sua distribuico é feita
na forma de bebidas, comprimidos, capsulas e barras energéticas para o controle de
peso, cosméticos e suporte nutricional para melhoria do bem-estar, através de agentes
independentes de venda e marketing on-line'*. Inclusive, Stickel et al.*® enfatizam que
esse tipo de informacao on-line é preocupante pelo fato de clientes leigos confundirem

0 anuncio veiculado com informacdes cientificas embasadas.



Embora ainda ndo haja muitos estudos em modelos experimentais quanto a
suplementacdo com produtos herbaceos e ndo-herbaceos a relacdo entre lesdes
hepaticas e esses produtos tem aumentado na ultima década. Os primeiros relatos se
iniciaram com a descricdio de casos na Suica e Espanha em 2005%, existindo
atualmente mais de 50 relatos de casos descritos em varias partes do mundo®®*#*°,
Em uma mesma edicdo do Journal of Hepatology, Elinav et al.” descreve casos de 12
pacientes que sofreram lesdo hepética aguda inexplicavel, aparentemente associada
ao consumo recente de suplementos nutricionais, enquanto Schoepfer et al.®
descrevem outros 10 casos de hepatite tdéxica. Na maior parte desses casos, 0S
pacientes utilizavam a suplementagdo com o objetivo de perder peso. Em
contrapartida, Ignarro & Heber®, tentam refutar alguns desses relatos de caso
alegando que os critérios utilizados para causalidade de doencas hepéticas seriam
meramente especulativos, ja que os pacientes utilizavam varios produtos diferentes
em combinagédo (entre 3 e 17 tipos), tornando extremamente dificil, sen&o impossivel,
identificar a substancia toxica fundamental. Mais recentemente, Teschkw et al.?*
também concluiram que ha falta de critérios para os testes realizados, ndo havendo
um método de avaliacdo especifico, rebaixando os niveis de causalidade com base
nessas deficiéncias.

Por outro lado, no corrente ano, surgiram mais duas publicacdes *'#

que
retomam a hipotese da relacdo da suplementacao alimentar com produtos herbaceos
e ndo-herbaceos bem como suas consequéncias deletérias para os consumidores. Ao
mesmo tempo, uma das maiores lacunas para o entendimento de possiveis sequelas
esta na falta de ensaios pré-clinicos (experimentais) que apresentem o impacto do
consumo crbénico desses suplementos quanto a possiveis riscos e/ou reacdes de
toxicidade. Enquanto isso, paradoxalmente, o consumo desses produtos por humanos

5,8-12,14,19,22

vém aumentando nos ultimos anos , especialmente em nosso pais, ainda

gue nao existam ensaios clinicos que comprovem sua inocuidade e/ou eficacia.

Dessa forma, avaliar a possivel participacdo de lesGes causadas pela
suplementacdo oral com produtos herbaceos e ndo-herbaceos séo necessarios para
conhecer a seguranca desses produtos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito do uso crénico de dois produtos amplamente utilizados como suplementos
alimentares, inclusive em substituicdo de algumas refeicbes, sendo eles o “Shake”
(suplemento ndo herbaceo) e “Cha” (suplemento herbaceo), particularmente sobre os
efeitos comportamentais motores, bioquimicos e histolégicos de camundongos Balb/C

submetidos as dietas respectivas.



METODOS

O material utilizado para a Cromatografia em Camada Delgada (CCD) foi
composto por placas de silica gel GF,s, como fase estacionaria e mistura de acetato
de etila, metanol e 4gua (25: 3,3 :1,25) , como fase movel. Em seguida, aplicou-se
separadamente em forma de banda 5 pL das solucdes de amostras de Shake (1% em
metanol) e Cha (1% em metanol) e 3 uL da solucdo padrdo de cafeina pura (Vetec
Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, Brazil) a 1% em metanol. Apds o término da
eluicdo da fase médvel, a placa foi seca ao ar por 5 minutos e observada sob luz
ultravioleta a 254 nm. A mancha com Rf proximo a 0,5 corresponderia a cafeina
padréo.

Apos identificagdo por CCD, a cafeina também foi separada e quantificada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Esta técnica baseia-se na separacao
dos componentes de uma amostra, os quais se distribuem em duas fases, uma
estacionaria (Coluna Nucleosil RP 18 com 250 mm de comprimento e 4,4 mm de
didmetro, e particulas de 3 micra) e outra moével (metanol:H,O/TFA 0,3%), conforme a
interagdo destes com as referidas fases. Todas as andlises foram realizadas por
método isocratico na proporgéo de 1:1 dos solventes da fase mével, num comprimento
de onda de 273 nm em um fluxo de 0,50 mL/min. Para obteng¢&o da curva padréo e
equacao da reta, foram feitas solucdes padrdes da cafeina pura (Vetec Quimica Fina
Ltda, Rio de Janeiro, Brazil) em 6 concentragbes (50 pg/mL, 25 pg/mL, 12,5 pg/mL,
6,25 pg/mL, 3,125 pg/mL e 1,562 pg/mL), solubilizadas em metanol. Para
determinagdo da concentracdo de cafeina nas amostras de “Shake” e “Cha”, foi
solubilizado 1 g de cada amostra em 25 mL de metanol. Apos processamento em
aparelho de ultrassom por 15 minutos, realizou-se filtragem em papel de filtro

guantitativo e em seguida a analise no CLAE.

Para os ensaios in vivo, foram utilizados camundongos machos Balb/C com
peso entre 25-40 g. Esses animais foram fornecidos pelo Biotério de Pesquisa do
Complexo “Biopraticas” da Universidade Vila Velha — UVV. Os animais foram mantidos
em ambiente com iluminacéo artificial (ciclo claro-escuro de 12h), temperatura de 22
°C e 4gua filtrada de acordo com o recomendado pelos biotérios de pesquisa. A
disponibilidade de racdo e agua ad libitum ocorreu por durante 15 horas/dia e o
restante foi substituido pela suplementacdo oral com os produtos ndo herbaceo
(Shake) e herbaceo (Ch4). Todo o trabalho com os animais ocorreu de acordo com as
regras do guia para o cuidado e uso de animais de laboratério publicado pelo National
Institutes of Health (NIH Publication N 85-23, 1996). Além disso, este trabalho foi



aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UVV, Protocolo n°
299/2013).

Os animais foram separados em 4 grupos experimentais: 1) Controle (leite
semidesnatado, 0.5mL/dia, n= 10); 2) Shake (0.5mL/dia, n= 12); 3) Chéa (0.5mL/dia, n=
12); 4) Shake + Cha (0.25mL/dia cada, n= 12). Enquanto o Shake foi diluido em leite
semidesnatado (1,01 g de Shake em 6,5 ml de leite), o Ché foi diluido em agua (0,35 g
de Cha em 6,5 mL de agua). De acordo com o fabricante, a composi¢cdo do Shake
contém: proteina isolada de soja, gluten, frutose, fibra de aveia, inulina, acucar
caramelizado, Oleo vegetal de canola, cloreto de potassio, triglicerideos de cadeia
média, caseinato de calcio, proteina concentrada do soro de leite, maltodextrina,
ortofosfato férrico, vitamina C, sulfato de zinco, vitamina E, niacinamida, gluconato de
cobre, D-pantotenato de calcio, sulfato de manganés, biotina, vitamina B1, vitamina
B6, vitamina B9, vitamina B12, vitamina D e fosfato de calcio dibasico, vitamina A,
iodeto de potassio, selenito de sédio, 6xido de magnésio, estabilizante celulose
microcristalina, goma xantana, carragena e pectina, diéxido de silicio, aromatizante,
emulsificante lecitina de soja, corante natural de urucum e sucralose. Quanto ao cha,
este apresenta em sua composi¢cdo: maltodextrina, frutose, cha preto, cha verde,
cafeina, mistura de ervas aromaticas (cardamomo, malva e hibisco) e aromatizantes.
Durante 28 dias, os animais receberam os produtos por gavagem. Diariamente foi
realizada a afericdo de peso de cada animal, bem como o consumo de racdo e agua

dos respectivos grupos.

O comportamento motor geral dos animais foi avaliado em quatro momentos,
uma vez por semana (entre 13h e 17h), através de observacéo direta em uma caixa de
exploracdo em campo aberto, sendo esta uma gaiola de acrilico opaca (30 x 30 cm),
com 16 cm de altura, delineada em 16 quadrados (7,5 x 7,5 cm). Os animais foram
colocados no centro da caixa e foram observados durante 5 minutos por dois
observadores independentes para avaliacdo das variaveis comportamentais. Atividade
geral motora foi examinada para determinar se a suplementagdo oral com produtos
ndo herbaceos e herbaceos causaria hipoatividade, hiperatividade ou ndo alteragédo a
atividade motora. Para tanto, as varidveis observadas foram: 1) locomogéo
espontanea (isto €, niumero de segmentos cruzados pelo animal com todas as patas),
2) “rearing”, ou seja, o numero de vezes quando o camundongo adquiria a postura
vertical em relacao a superficie da caixa, 3) “grooming”, ou seja, o numero de vezes

que o animal executa atitudes como lamber pata ou area genital, cocar focinho ou



10

cabeca. Antes de introduzir cada animal na caixa, a mesma foi lavada para evitar

possiveis odores deixados pelos animais anteriores®.

Semanalmente, foi medida a glicemia dos animais por meio do sistema Accu-
Chek (Roche, Mannheim, Alemanha), obtidas através do sangue da veia caudal®.
ApOs tratamento com os suplementos por 28 dias, os animais foram eutanasiados com
pentobarbital sédico (60 mg/Kg, i.p.) para a coleta do sangue por meio de puncao
cardiaca para analises bioquimicas. Apés indugcédo da morte, foram retiradas amostras
de rim e figado para quantificagdo de biomarcadores de stress oxidativo e ensaios

histopatol6gicos, 0s quais serdo descritos a seguir.

O sangue retirado por meio de puncgdo cardiaca, no ventriculo direito, foi
realizado com uso de uma seringa de 1 mL acoplada a uma agulha de insulina
(13x4,5mm). Em seguida, as amostras eram submetidas a centrifugacdo por 10
minutos a 1252 g, a temperatura ambiente. Em seguida, o soro era recolhido e
armazenado a -20°C até o dia das dosagens bioquimicas séricas: Colesterol total,
Triglicerideos, Ureia, Creatinina, Acido urico, alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST) e Proteina C Reativa (PCR). Todas as analises
bioguimicas supracitadas foram realizadas por métodos espectrofotométricos obtidos
pelo analisador automético AU 400 ou 680 (Olympus/Beckman Coulter, Munich,

Germany).

Amostras de figado e rim foram colhidas, pesadas, seccionadas e fixadas em
solugdo de Bouin a 1:4 em salina. Os rins foram seccionados em duas metades e o
figado em slices de 4 mm de espessura. Apos fixacdo por 48h, o material foi mantido
em geladeira até o momento da inclusdo em parafina, no qual os fragmentos foram
desidratados em solu¢cdes com concentracdes crescentes de alcool até alcool anidro,
colocadas em dois banhos de xilol e em seguida em dois banhos de parafina. Apos
inclusdo, os fragmentos foram cortados com 5 pm de espessura em micrétomo de
rotina e os cortes colocados sobre laminas de vidro tratadas com albumina para
aderéncia tecidual. Em seguida, os cortes foram corados com Hematoxilina-eosina
(HE) e oil red (Sigma, Estados Unidos). Realizou-se, entdo, a montagem com verniz
automotivo para a preservacdo dos cortes. As laminas foram analisadas em
microscopio trinocular Olympus AX70 (Olympus Corporation, Japan) acoplado a

camera digital AxioCam ERC 5s (Carl Zeiss, Alemanha).

As andlises do conteido de AOPP foram realizadas de acordo com Witko-

Sarsat et al.”®. As AOPP sdo criadas em situacdes de estresse oxidativo e analisadas
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em comparacao as reacdes de agentes oxidantes clorinados como as cloraminas.
Para tanto, foram utilizados 200 mg de figado e diluido em 1:5 de PBS, 10 yL de 1,16
M KI foi adicionado em cada tubo. Logo apdés 20 uL de &cido acético foram
adicionados por 2 minutos. A absorbancia da reacao foi imediatamente lida em 340 nm
contra o branco contendo 200uL de PBS, 20uL de acido acético e 10uL de KI. O
conteudo de AOPP foi calculado com base numa curva padrdo de 0 a 100 pM
realizadas com equivalentes de cloramina T. Os resultados s&o expressos em pmol de
equivalentes de cloramina T/mg proteina. A quantificagdo de proteina foi realizada
pelo método de Bradford®®. Nessa medida, as amostras precisaram ser diluidas em
1:10. O mesmo procedimento foi realizado com as amostras de rim, utilizando também

200 mg das amostras.

Todos os dados estao expressos como a média = EPM. A analise estatistica foi
realizada por analise de variancia (ANOVA) — 1 via utilizando o software Prism (6
Prism, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). Quando a ANOVA mostrou
diferencas significativas, o teste de Tukey foi usado como uma analise post hoc. As

diferencas foram consideradas significativas quando p <0.05.
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RESULTADOS

A cafeina na amostra de Cha (Figura 1A) foi detectada através da observacgéo
de uma mancha semelhante ao Rf do padrdo de cafeina pura, sem alteracdo de
resolucho mesmo com a presenca dos outros componentes da formulacéo.
Interessantemente, através da andlise por CLAE foi possivel quantificar a cafeina
presente no Cha (Figura 1B) e no Shake (Figura 1C) nas duas amostras utilizadas no
experimento. Apds obtencdo da equacao da reta com a curva de calibragdo da cafeina
pura (y = 168306.9918x-638538.1667 com r* = 0.9938), foi observado no produto
“Cha”, a presenca de 25 mg de cafeina/g enquanto no Shake, foi detectada a
presenca de 2,5 mg de cafeina/g de amostra.
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Figura 1. Detecgdo de cafeina em amostras de Cha por Cromatografia em Camada Delgada
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(CCD) evidenciado pelo quadro em linhas pontilhadas (Figura A). Nas figuras “B” e “C”, estao
demonstrados os cromatogramas tipicos das amostras de Ch& e Shake (respectivamente)
obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As setas indicam a presenca de

cafeina em ambas amostras, sendo visivelmente superior na amostra de Cha.
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De acordo com a tabela 1, a avaliagdo ponderal demonstrou ganho de peso
significativo apenas no grupo Controle, apresentando um incremento de 16% (p<
0.05). Os grupos tratados com Shake, Cha e a associagdo Shake + Cha néo
apresentaram ganho de peso (-1%, 1% e 1%, respectivamente). Quanto ao consumo
de racdo, os animais suplementados com Cha e Shake + Ch& apresentaram
diminuicdo de consumo de ragcdo em torno de 20% e 35% respectivamente (p<0.05).
N&o houve alteragdo quanto ao consumo de 4gua entre 0s grupos estudados.

Tabela 1. Pardmetros ponderais e de consumo de racio e Agua dos grupos Conftrole, Shake, Cha

e Shake + Cha.

Parametros Controle Shake Cha Shake + Cha
(n=6) (n=10) (n=10) (n=10)
Peso inicial (g) 33717 307+15 343+10 332+10
Pesofinal (g) 381+25 [16'.’»61§ 304 +2.2(-1%) 352415 (1%) 33012.1(1%)
Consumo médio de racdo (g) 69104 63203 5.6%0.3% 465+0.2 %
Consumo médio de dgua (mL) 12+10 12+09 117+086 13+13

$p<0.05 vs. Peso inicial,
*p=0.05 vs. Grupo Controle

#p=0.05vs. Grupo Shake

Segundo 0s parametros comportamentais motores observados no campo
aberto (open-field) e descritos na tabela 2, os resultados mostraram que o0s
camundongos tratados com Chéa e associacdo Shake + Cha apresentaram diminuicdo
de locomocado (40% e 42%, p<0.05, respectivamente) além do ndmero de rearing
(63% e 44%, p<0.05, respectivamente) e self-grooming (43% e 51%, p<0.05,
respectivamente) em relacdo ao grupo Controle. Nao foi observado alteragdo quanto
ao padrao de defecacédo e ato de urinar entre os grupos estudados (p>0.05).
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Tabela 2. Parametros comportamentais dos grupos Controle, Shake, Cha e Shake + cha.

Parametros Controle Shake Cha Shake + Cha
(n=6) (n=5) (n=5) (n=5)
Locomocio 34,15 36,5 21 + 7** 20+ 4%
Reanng. 9.2, +2.0 84 120 34 +11%F 5.2 +1.0%F
self-Groaming 33.+08 21.+#05 19, +04 16,+02*
Pellets fecais 17 *05 17 %203 1.6.+03 1.8 %04
Atode Urinar 0.13_+0.08 0.25_*0.09 0.18 %01 0.0B_* 0.05

#*p<0.05 vs. Controle

#p<0.05 vs. Shake

De acordo com a avaliagdo bioquimica (tabela 3), foi apresentado que os
tratamentos orais com os produtos herbaceos e né&o-herbaceos utilizados néo
alteraram significativamente os perfis de glicemia (nem sua variagcao entre o inicio e o
fim do tratamento), colesterolemia e trigliceridemia entre os grupos (p>0.05). Quanto
aos marcadores classicos da funcéo renal, ndo houve também alteracdo nem para
ureia (Controle: 76 + 3; Shake: 78 + 5; Cha: 66 * 5; Shake e Ch&: 65 + 5 mg/dL,
p>0.05) nem para creatinina (Controle: 0.15 + 0.02; Shake: 0.11 + 0.01; Chéa: 0.10 +
0.01; Shake e Cha 0.15 + 0.02 mg/dL, p>0.05). Quanto aos marcadores de fungéo
hepatica, observou-se um incremento de 87% de ALT (porém nao significativo) e
175% de AST (p<0.05) do grupo Shake + Ch& em relagéo ao grupo Controle. Quanto
aos demais grupos Shake e Cha houve apenas o aumento expressivo de AST em

relagéo ao Controle (72% e 77%, respectivamente, p<0.05).



Tabela 3. Pardmetros bioquimicos analisados
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dos grupos Controle, Shake, Cha e Shake + cha.

Pardmetros Controle Shake Cha Shake + Cha
(n=6-10) (n=8-12) (n=8-12) (n=8-12)
Glicemia (mg/dL) 113 +6 Be+B G8+3 114+6
Variacdo de glicemia (%) 126+94 SEx11 -6+7 -40+8
Colesterol total (mg/dL) B5%5 770 S0+4 BOx5
Trigliceridecs {mg/dL) 117 + 28 168 + 27 154 + 14 146 + 36
Ureia (mg/dL) T6+3 TB+5 BE£5 B5+5
Creatinina {mg/dL) 015+ 002 0.11 £ 001 0.10 £ 0.01 0.15+ 0.02
Acido drico (mg/fdL) 34+07 36+06 33+03 43+11
ALT (U/L) 587 71+12 73+ 18 109 + 39
AST(U/L) 140+ 12 241 + 35+ 248 = g2+ 386 + 78
PCR {mg/dL) 102035 0.85+044 0.91+0.19 1620585

*p<0.05 ws. Controle;

ALT: alanina aminctransferase; AST: aspartate aminctransferase; PCR: proteina C reativa

Uma das maneiras de estimar o grau de dano mediado pela oxidacdo proteica

de forma indireta em tecidos é investigar a presenca de produtos avancados de

proteina oxidada (AOPP). Conforme a Figura 2, foi possivel demonstrar que n&o

houve alteracdo de oxidacdo proteica em figado de camundongos tratados com

qualquer suplementagcdo (Shake: 4.8 £

1; Cha: 4.4 + 0.7; Shake + Ch&: 3.9 + 0.3

pmol/mg de proteina, respectivamente) em relacdo ao Controle (4.7 + 0.4 pmol/mg de

proteina) . Por outro lado, a concentracdo de AOPP nos rins de camundongos tratados

com produtos ndo herbaceos e herbaceos (Shake: 3.7 + 1; Cha: 2.7 + 0.7; Shake +

Ché: 3.2 1 ymol/mg de proteina, p<0.05) foram superiores ao grupo Controle (0.3 £

0.05 ymol/mg de proteina).
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Figura 2. Quantificacdo de produtos avancados de proteina oxidada (AOPP). Niveis de
produtos avancados de oxidacdo proteica (AOPP) em tecido hepatico (A) e renal (B) de
animais dos grupos Controle, Shake, Cha e Shake + Chéa. Os valores estdo corrigidos com a

concentracao de proteina e expressos como média + EPM. *p <0.05 vs. Controle.

N

Em relacdo a anadlise histologica hepatica, todos o0s grupos experimentais
apresentaram arquitetura normal, semelhantemente ao grupo Controle, néo
apresentando focos de necrose tampouco infiltrados inflamatérios intralobulares.
(Figura 3). Além disso, a coloragdo dos cortes com oil red (dados ndo mostrados) ndo
evidenciou depositos de gordura em nenhum dos grupos. Esse quadro histolégico foi
compativel com o diagnostico de degeneracdo hidrépica panlobular tanto no grupo
Controle como nos trés grupos experimentais, sem diferengas importantes entre os
grupos.
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Fiura 3.
Shake (E e F) ou Shake + Cha (G e H). Em todos os grupos h&a acentuada vacuolizacdo de
hepatécitos (setas pretas) distribuida em todo o Iébulo hepatico. Nos grupos Cha, Shake e
Shake + Cha observa-se presenca de pequenos depdsitos hialinos (cabecas de seta).

Coloracdo hematoxilina e eosina.

Quanto ao aspecto histolégico renal, todos 0s grupos experimentais

apresentaram semelhanga com o grupo Controle. Glomérulos com aparéncia normal,



18

apresentando apenas discreto edema no intersticio tubular e area periglomerular,
acompanhado de discreta vacuolizacdo de células epiteliais tubulares na regido

medular (Figura 4).

Figura 4. Aspecto microscépico do rim de camundongos Controle (A e B), Cha (C e D), Shake
(E e F) ou Shake + Cha (G e H). Os glomérulos ndo apresentam alteragGes evidentes.
Observou-se discreto edema no intersticio tubular (setas vermelhas) evidenciados em A, C, E e
G. Hé discreta vacuolizagdo de algumas células epiteliais tubulares na regido medular (setas

pretas) em B,D,F e H. Coloracdo hematoxilina e eosina.
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DISCUSSAO

Ha cerca de 10 anos surgiram os primeiros relatos de caso associando 0 uso
da suplementacdo oral de alguns produtos herbaceos e ndo-herbaceos com lesdes
hepéticas. Atualmente j& sdo mais de 50 relatos de casos descritos em varios

pal’seSS,S,Q,ll-lQ,ZZ

, sendo que a maioria dos pacientes envolvidos tinham como objetivo
a perda de peso. Apesar de tais evidéncias, ainda ndo ha na literatura ensaios pré-
clinicos que apresentem o impacto do consumo crénico desses suplementos quanto a
possiveis riscos e/ou reagdes de toxicidade. Portanto, nosso trabalho € o primeiro que
utiliza modelos experimentais para avaliacdo do efeito do uso crénico de dois produtos
amplamente utilizados comercialmente como suplementos alimentares, inclusive em

substituicdo de algumas refeicbes, sendo eles os “Shakes” e “Chas”, particularmente

sobre os efeitos comportamentais motores, bioquimicos e histoldgicos.

Em relacdo a caracterizacdo quimica dos produtos avaliados, a quantidade de
cafeina encontrada na amostra de Cha (25 mg de cafeina por grama de amostra) foi
inferior a quantidade descrita no rétulo do produto (50 mg de cafeina por grama de
amostra). Paralelamente, foi observada a presenca de 2,5 mg de cafeina em cada
grama de Shake, apesar do rotulo deste produto ndo mencionar a presenca do
mesmo. Deve ser enfatizado que suplementos alimentares e preparagfes a base de
plantas sdo tratados na maioria dos paises como produtos alimentares e estdo isentos
das normas rigidas de licenciamento que rotineiramente sdo impostas sobre drogas
sintéticas ou produtos medicinais antes da comercializacdo #>*?’. Mesmo assim, sites
que veiculam propaganda desses produtos atestam rigoroso controle de qualidade,
além de existirem artigos que também defendam as mesmas caracteristicas desses
produtos®. Vale ressaltar que, por se tratar de produtos a base de espécies vegetais,
0s constituintes quimicos podem variar de acordo com a estacdo, local, altitude no
qual a erva foi cultivada, de modo que o mesmo produto possa alterar de lote para
lote?”, o que poderia explicar, em parte, os valores discrepantes encontrados no
presente estudo.

As propagandas dos produtos de suplementacdo alimentar ressaltam o
compromisso de fornecer solu¢Bes saudaveis para a epidemia mundial da obesidade,
distribuindo suplementos nutricionais voltados principalmente para o controle de peso
e promogdo do “bem estar’®?°. Entretanto, Esteghamati et al.”® enfatizam a escassez
de dados que mostrem que o tratamento em longo prazo para perda de peso com
mistura de ervas seja seguro e eficaz, alegando beneficios clinicos insignificantes, tal

qual o uso de placebo. Nesse contexto ainda entdo aparentemente contraditorio,
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nossos dados evidenciam que os produtos administrados no presente estudo podem
de fato contribuir para o controle do peso, conforme indicacdo do rotulo. Como a
cafeina é capaz de estimular a lipdlise acompanhada de termogénese®, poderiamos
atribuir parte desse efeito a esta metilxantina. Com base em nossos dados por CLAE,
pode-se afirmar que os grupos tratados com Ché e associacdo foram expostos a 0,9
mg e 0,45 mg de cafeina/dia, respectivamente. Outros trabalhos ja demonstram
semelhante resposta em habituais consumidores de Chéas que continham baixo teor de
cafeina, como o Cha-verde®. Mesmo assim, convém ressaltar que nossos dados s&o
insuficientes para validar esses suplementos como ideais para o controle do peso, pois
outros possiveis riscos inerentes ao consumo continuo desses produtos ricos em
cafeina em longo prazo podem desencadear efeitos tdxicos 0s quais ja sao

amplamente descritos na literatura®.

Considerando que o fabricante desses
produtos sugere a substituicdo de duas refeicdes diarias por Shake e o consumo de
Cha “varias vezes ao dia” para perda de peso, podemos inferir que o individuo estaria
exposto a aproximadamente 215 mg de cafeina diariamente (130 mg contidos no
Shake + 85 mg contidos no Cha), sendo conhecidamente uma dose elevada para
humanos®.

Curiosamente, o comportamento motor dos grupos investigados demonstrou
alteracdes, em que o tratamento com Cha e associacdo Shake + Cha promoveu
diminuicdo de locomocgao, além do namero de self-grooming e rearing. Parte desses
efeitos poderiam também ser atribuidos ao psicoestimulante cafeina®. Inclusive, El
Yacoubi et al.** discutem a respeito das alteracdes no comportamento motor apds
administracao de doses elevadas de cafeina quando associadas ao estresse, tanto em
camundongos como em humanos, e mostra que € possivel haver diminuicdo da
atividade locomotora, fendbmeno que pode estar associado ao stress causado pela
troca de ambiente do animal. Além disso, de acordo com observagdes de Blanchard et
al.**, animais silvestres tendem a fugir, ao passo que os animais criados em
laborat6rio tendem a ficar paralisados (frezzing stress) quando expostos a uma
situacdo estressante. De acordo com essa observacdo, a suplementacdo com Cha
poderia ter intensificado o baixo comportamento exploratério dos grupos “Cha” e
“Shake+ Cha”.

A suposta correlagdo entre os casos de lesdo hepatica provocada pela
suplementacdo com produtos ndo herbaceos e herbaceos continua a despertar
interesse da area clinica devido aos crescentes relatos de casos na literatura®®%1%922,
em que a alteracdo laboratorial mais comum é a elevacdo das transaminases
hepéticas, sinalizando possivel toxicidade hepatocelular®. Nossos resultados

experimentais corroboram esse achado clinico, especialmente quando os produtos
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Shake e Cha estdo associados, apresentando um efeito sinérgico, uma vez que as
doses da associacdo dos respectivos produtos foram reduzidas a metade quando
comparado aos grupos com Unico produto. Um fato agravante € que sdo descritos
diversos suplementos a base de plantas com propriedades hepatotoxicas
especialmente em pacientes com comorbidades que exigem multiplas terapias de
longo prazo®*’. Curiosamente, 30 a 40% dos pacientes internados ndo descrevem a
utilizacdo destes para seus médicos®, muitas vezes por estarem fazendo auto-
medicacdo® e por acharem que por serem “naturais”, sdo, portanto, imediatamente
seguros®. Dessa forma, ao determinar o diagndstico de danos hepéticos em pacientes
por incremento de enzimas hepaticas, nossos dados respaldam que durante as
investigacdes clinicas dos possiveis agentes etiologicos sejam considerados o uso de

suplementos alimentares herbaceos e ndo-herbaceos como possiveis interferentes.

Embora em nossos dados séricos de glicose, triglicerideos e colesterol nédo
foram alterados entre os grupos estudados, é importante enfatizar que nossos animais
eram higidos, ndo havendo morbidades associadas. Inclusive, outros trabalhos ja
mostraram que os camundongos Balb/C sem comorbidades sdo animais altamente
resistentes ao desenvolvimento de dislipidemias e alteragdes de glicemia, mesmo sob

dietas hipercaléricas®, diferente do que ocorre com os humanos.

Um desequilibrio entre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e a
capacidade antioxidante do organismo caracteriza o estresse oxidativo®’. Embora haja
um apelo midiatico indicando que a suplementacdo com produtos herbaceos ou néo-
herbaceos possam atuar combatendo o estresse oxidativo, verificamos que ha um
aumento de oxidagdo proteica renal nos grupos tratados com Shake, Cha e também
com a associacdo. Um recente estudo que investigou os possiveis efeitos do Cha
verde sobre o estresse oxidativo concluiu que altas doses de catequina, como
geralmente é visto em suplementos dietéticos, podem perturbar o equilibrio oxidativo
através da inibicdo de determinadas enzimas antioxidantes®®. Por outro lado, doses
baixas e médias de Cha verde tendem a provocar efeitos benéficos principalmente no
intestino grosso, figado e rins de camundongos, contrastando com o uso de doses
elevadas que podem levar ao cancer colorretal, além da inducdo de disfungdes
hepéticas e renais®. Em relacdo & AOPP hepatica, por ndo encontrarmos diferenca
entre 0s grupos, esse resultado poderia ser justificado pelo maior aumento de
atividade antioxidante no figado quando comparado ao tecido renal*®, conseguindo
assim manter as ERO em equilibrio. Ainda que ndo seja apresentado nesse trabalho

as defesas antioxidantes envolvidas tais como glutationa (peroxidase e redutase),
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superoxido dismutase e catalase, nossos dados salientam sobre o risco de dano
oxidativo induzido por esses produtos, principalmente em exposi¢cdes cronicas (como
observado nos rins), com doses aumentadas ou em individuos com o sistema

[.*® relatam um caso de uso de

antioxidante deficiente. Como exemplo, Senadhi et a
suplementos a base ervas por um paciente imunodeprimido que apresentava baixa

atividade de glutationa.

Em relacdo ao intervalo de administracdo estipulado para 0s respectivos
grupos, tentamos ao maximo mimetizar as condi¢des sugeridas nas embalagens dos
produtos de substituir duas refeicbes por dia com suplementacdo e manter uma
refeicdo livre. Para tanto, durante 9 horas por dia, os animais foram expostos
unicamente aos suplementos. Por ndo haver estudos prévios sobre dose desses
produtos em camundongos, inicialmente as doses de Shake e Cha foram
estabelecidas baseando-se num volume adequado de plenitude gastrica que o

camundongo suportaria por via oral*

mantendo a mesma diluicdo indicada no rotulo
dos produtos. Em paralelo, também utilizamos um céalculo para conversédo de doses
para humanos baseado no peso corrigido com a area de superficie corporal das
espécies*. Utilizando essa férmula proposta para conversdo®, foi percebido que a
dose diaria administrada de Shake seria 47% menor quando comparada a utilizada
convencionalmente indicada para humanos de 70Kg (26g/por¢éo). Quanto a dose do
Cha, utilizando o mesmo calculo, a dose seria de 4,8 g de Ché/dia, correspondendo
aproximadamente a uma dose 3 vezes maior que a indicada pelo rétulo (1,7g/porgéo).
Em consequéncia, na associacdo Shake + Cha (onde observamos resultados mais
expressivos), a dose do Shake estaria reduzida em 73% comparada ao uso humano
enquanto a dose de Cha se aproximaria mais da convencionalmente utilizada

(2.4g/porcao/dia).

Em conclusdo, nossos resultados indicam que o uso cronico de produtos
comerciais herbaceos e nao-herbaceos podem ser capazes de contribuir para o
controle do peso. Entretanto, os animais expostos a associacdo Shake + Cha
apresentaram alteragdo no padrdo de comportamento motor, provavelmente pelo
efeito da cafeina. Apesar dos resultados negativos histologicos, foi observado
aumento de AST e aumento de oxidacdo proteica no tecido renal dos respectivos
animais, sugerindo a necessidade de mais estudos experimentais para fundamentacéo

qguanto a seguranga desses produtos amplamente consumidos pela populagéo.
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Anexo:

Parecer Consubstanciado

Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA - UVV)

By UNIVERSIDADE Comissdo de Etica no Uso de
ﬁ ) VILA VELHA Animais (CEUA- UVV)
PARECER CONSUBSTANCIADO

Parecer N®, 299,/2013- Protocolo de Pesquisa

Pasquisador |a) Responsduel: Prod, Dr, Thisgs de Mels Costa Foraifa

Efeitos da suplementagiio oral com produtos "Herbalife”em camundongos.
Sibuagdo: APROVADO

A Comizso de Erica no Use de Andmals da Uriverddade vila Welha (OFUA- U] analisou na
ses3Bo do dia 19 de margo de 2014 o processo n® 289 2013, relererite o projato; “Elaltos da
suplementacie oral cam produtos “Hesbalife™sm camundongos®, terdo como resporskes] Prof,
Dr, Thiago de Mele Costa Pergin sende considerade adequada e satisfatarismente de acardo gom
as pxigencias das Resolixfes que regem asta commissdo

Assim, mediante a fmpordecis socal e centifica que o projelo apresenta a sua
aplicabdlidace & conformidade com os requisitas Mices, seeos de parecer favordeel & reafizacio do
projete dassficanda-o coma AFROVADD, pois o mesmo atende 205 Requiitas Fundamentals das

Mormas de Canduta pars a Utilieagio de Animals no Enging, Pesquiss & Extensdo da Universadsda
Vila Vielkha,

selicita-se ao (2] pesquisadar () 0 erio @ esta CEUA, de relatdrias parciais sempre guanda
houar alguma altersde no projeto, bem come o relatdria liral erviado em POF,

vila Yehha, 19 de mampa de 2004
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