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RESUMO

Analise morfolégica e morfométrica de utero, ovario, glandulas adrenais e
perfil lipidico de ratas suplementadas com capsiate

Obesidade é caracterizada pelo acumulo excessivo de tecido adiposo, de origem
multifatorial. Em busca da reducéo de peso, individuos utilizam alimentos funcionais,
como exemplo o Capsiate, CH-19 extrato doce (Capsicum annuum L.), que contém
capsindides, é um analogo de Capsaicina, ndo pungente, com propriedades
termogénicas. O capsiate exibe potente atividade contra a angiogénese e
permeabilidade vascular induzida pelo fator de crescimento endotelial vascular. O
estudo foi desenvolvido face auséncia de estudos sobre capsiandides em Orgaos
reprodutivos na literatura. O objetivo foi avaliar o efeito do capsiate na histologia do
Gtero, ovario, glandula adrenal e perfil lipidico de ratas obesas e ndo obesas.
Material e Métodos: Sessenta e quatro ratas Wistar divididas em quatro grupos
(n=16): Controle; Obeso; Capsiate e Capsiate Obeso. Os Grupos Controle e
Capsiate receberam racdo comercial. Ja& Grupo Obeso e Capsiate Obeso receberam
dieta palatavel hiperlipidica. Para os grupos Capsiate e Capsiate Obeso foi
administrado por gavagem 10 mg de capsiate diluido em 0,5 ml de agua filtrada, 1
vez dia, para os grupos Controle e Obeso foi administrado por gavagem 0,5 ml de
agua filtrada (placebo). Apdés 12 semanas, 0S animais anestesiados, sangue
coletado e eutanasiados. Orgdos reprodutivos e as glandulas adrenais foram
corados pela técnica de HE e submetidos a anélise morfologica e morfométrica.
Andlise estatistica foi verificada pelo teste de Levene, empregou-se (ANOVA one-
way), com contrastes pelo método de Tukey. Realizadas com auxilio do Software
SPSS 16.0 e com nivel de significancia de 5%. Resultados: significativa elevacao
nos niveis de HDL — Col nos grupos Capsiate e Capsiate Obeso. A espessura do
endométrio foi menor (p<0,05) no grupo Capsiate e foi observado aumento (p<0,05)
no numero de foliculo secundario e corpos liteos no grupo Capsiate Obeso. As
regides glomerular, reticulada e medular apresentaram espessura menor (p<0,05) no
grupo Capsiate comparado ao Controle. Conclusao: O capsiate reduz proliferacéo
endometrial em ratas ndo obesas, aumenta o numero de corpos liteos em ratas
obesas e induz o aumento do HDL-colesterol, porém ndo evitou aumento no peso
corporal das ratas. Porém, novos estudos sdo necessarios para avaliar o efeito do
capsiate em orgaos reprodutivos, devido a escassez na literatura cientifica.

Palavras-Chave: obesidade; dislipidemia; capsaicina; foliculo ovariano; histologia.



ABSTRACT

Morphological and morphometric analysis of the uterus, ovary, adrenal glands
and lipid profile of rats supplemented with capsiate

Obesity is characterized by excessive accumulation of adipose tissue, of
multifactorial origin. In pursuit of weight reduction, individuals use functional foods,
for example the Capsiate, CH-19 extract sweet (Capsicum annuum L.), which
contains capsinoids, it is a capsaicin analog, not pungent, with thermogenic
properties. The capsiate exhibits potent activity against angiogenesis and vascular
permeability induced by vascular endothelial growth factor. The study was conducted
face lack studies on capsiandides in reproductive organs in the literature. The aim:
was to evaluate the effect of capsiate on the histology of the uterus, ovary, adrenal
gland and lipid profile of obese and non-obese rats. Material and methods: Sixty-four
male Wistar rats were divided into four groups (n = 16): Control; Obese; Capsiate
and Capsiate Obeso. Groups Control and Capsiate received commercial feed. Group
Obese and Capsiate Obese received palatable high fat die. For groups Capsiate and
Capsiate Obese it was administered by gavage 10 mg capsiate diluted in 0.5 ml of
filtered water, 1 once day, for groups Control and Obese it was administered by
gavage 0,5 ml of filtered water (placebo). After 12 weeks, the animals anesthetized,
blood collected and euthanized. Reproductive organs and the adrenal glands they
were stained with HE technique and submitted to morphological analysis and
morphometric. Statistical analysis, it was verified by the Levene test, was employed
(one-way ANOVA), contrasts with the Tukey method. Performed using SPSS 16.0
software and 5% significance level. Results: significant elevation in HDL — Col in the
groups Capsiate and Capsiate Obese. The thickness of the endometrium was lower
(p <0.05) in Capsiate and was observed increase (p <0.05) in the number of
secondary follicles and corpus luteum in group Capsiate Obese. The glomerular
regions, crosslinked and medullary they had a lower thickness (p <0.05) in Capsiate
group compared to the control. Conclusion: The capsiate reduces endometrial
proliferation no obese rats, increases the number of corpus luteum in obese rats and
induces an increase in HDL-cholesterol, but not prevented increase in body weight of
rats. However, further studies are needed to evaluate the effect of capsiate
reproductive organs because of the shortage in the scientific literature.

Keywords: obesity; dyslipidemia; capsaicin; ovarian follicle; histology.
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RESUMO

Anélise morfologica e morfometrica de Gtero, ovario, glandulas adrenais e perfil
lipidico de ratas suplementadas com capsiate
Objetivo: avaliar o efeito do capsiate na histologia do utero, ovario, glandula adrenal e
perfil lipidico de ratas obesas e ndo obesas. Material e Métodos: Sessenta e quatro ratas
Wistar divididas em quatro grupos (n=16): Controle; Obeso; Capsiate e Capsiate Obeso.
O Controle e Capsiate receberam racdo comercial. JA& Obeso e Capsiate Obeso
receberam dieta palatavel hiperlipidica. Para o Capsiate e Capsiate Obeso foi
administrado por gavagem 10 mg de capsiate diluido em 0,5 ml de &gua filtrada, 1 vez
dia, para o Controle e Obeso foi administrado por gavagem 0,5 ml de agua filtrada
(placebo). Apds 12 semanas, 0s animais anestesiados, sangue coletado e eutanasiados.
Orgdos reprodutivos e as glandulas adrenais foram corados pela técnica de HE e
submetidos a andalise morfolégica e morfométrica. Analise estatistica verificada pelo teste
de Levene, empregou-se ANOVA, com contrastes pelo método de Tukey, nivel de
significancia de 5%. Resultados: significativa elevacdo nos niveis de HDL — Col no
Capsiate e Capsiate Obeso. A espessura do endométrio foi menor (p<0,05) no Capsiate e
foi observado aumento (p<0,05) no numero de foliculo secundéario e corpo luteo no
Capsiate Obeso. As regides glomerular, reticulada e medular apresentaram espessura
menor (p<0,05) no Capsiate comparado ao Controle. Conclusdo: O capsiate reduz
proliferacdo endometrial em ratas ndo obesas, aumenta o nimero de corpos luteos em
ratas obesas e induz o aumento do HDL-colesterol, porém ndo evitou aumento no peso
corporal das ratas. Novos estudos sdo necessarios avaliar o efeito do capsiate em 6rgaos

reprodutivos, devido a escassez na literatura cientifica.

Palavras-Chave: obesidade; dislipidemia; capsaicina; foliculo ovariano; histologia.

ABSTRACT

Morphological and morphometric analysis of the uterus, ovary, adrenal glands and
lipid profile of rats supplemented with capsiate
Objective: Evaluate the effect of capsiate on the histology of the uterus, ovary, adrenal
gland and lipid profile of obese and non-obese rats. Material and methods: Sixty-four male
Wistar rats were divided into four groups (n = 16): Control; Obese; Capsiate and Capsiate
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Obeso. Control and Capsiate received commercial feed. Obese and Capsiate Obese
received palatable high fat die. For Capsiate and Capsiate Obese it was administered by
gavage 10 mg capsiate diluted in 0.5 ml of filtered water, 1 once day, for Control and
Obese it was administered by gavage 0,5 ml of filtered water (placebo). After 12 weeks,
the animals anesthetized, blood collected and euthanized. Reproductive organs and the
adrenal glands they were stained with HE technique and submitted to morphological
analysis and morphometric. Statistical analysis verified by the Levene test, was employed
ANOVA, contrasts with the Tukey method, significance level of 5%. Results: significant
elevation in HDL — Col in the Capsiate and Capsiate Obese. The thickness of the
endometrium was lower (p <0.05) in Capsiate and was observed increase (p <0.05) in the
number of secondary follicles and corpus luteum in Capsiate Obese. The glomerular
regions, crosslinked and medullary they had a lower thickness (p <0.05) in Capsiate
compared to the Control. Conclusion: The capsiate reduces endometrial proliferation no
obese rats, increases the number of corpus luteum in obese rats and induces an increase
in HDL-cholesterol, but not prevented increase in body weight of rats. However, further
studies are needed to evaluate the effect of capsiate in reproductive organs because of
the shortage in the scientific literature.

Keywords: obesity; dyslipidemia; capsaicin; ovarian follicle; histology.

INTRODUCAO

A obesidade é caracterizada pelo acumulo excessivo de tecido adiposo
(gordura), em decorréncia de desequilibrio do balanco energético corporal (ingesta
calorico/gasto energético), que acomete atualmente 300 milhdes de pessoas. Possui
origem multifatorial, incluindo fatores neuroenddcrinos, psiquicos, intestinais, genéticos e
tem relacdo direta com diminuicdo da qualidade de vida (1).

Segundo a ABESO, 2009, (2), o tratamento da obesidade é complexo e
ainda multidisciplinar, exigindo reorganizacdo do estilo de vida. Além disso, tratamentos
nao convencionais, dentre eles o uso do alimento funcional, que pretende produzir
reducdo do peso ou da gordura corporal, tem sido frequente.

Alimentos funcionais séo definidos como aqueles que fornecem beneficios
adicionais aos da alimentacao (3). Um alimento pode ser considerado funcional se for

demonstrado que o mesmo pode afetar beneficamente uma ou mais fung¢des alvo no
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corpo, além de possuir efeitos nutricionais adequados, de maneira que seja tanto
relevante para o bem estar e a saude, quanto para a reducdo do risco de uma doenca
(4,5).

Dentre as novas tendéncias, o Capsiate: CH-19 doce (Capsicum
annuum L.), contém capsindides, encontrado na pimenta doce, que € um analogo de
Capsaicina, cuja caracteristica marcante € a nao pungéncia, ou seja, auséncia de
gueimadura sensorial. (6). O Capsiate possui propriedades termogénicas, promove
aumento do metabolismo energético, diminui o acimulo de gordura corporal, eleva a
temperatura corporal e o consumo de oxigénio em humanos, acelera o metabolismo
lipidico e promove reducéo do colesterol (7).

Essas acOes, em parte, podem ser explicadas pela ativacdo do sistema
nervoso autbnomo, ramo do simpatico, pela capsaicina (8). Quando liberada na
circulacdo, a albumina transporta capsaicina para a glandula adrenal que estimula a
liberacdo de catecolaminas, aumentando a lipdlise nos adipécitos, a glicogendlise
(transformacédo do glicogénio em glicose) no figado e oxidagdo de substrato no musculo
(6). Em revisdo, Kargi e lacobellis, 2014, (9), apoiados por evidéncias cientificas,
sustentaram a hipotese de que existe uma "linha cruzada" entre o tecido adiposo e a
glandula adrenal, influenciada por seus repectivos hormonios e concluiram que a
obesidade esta também associada a alteragdes na funcao dessa glandula.

Sabe-se que a obesidade afeta negativamente as fungdes reprodutivas,
reduzindo a fertiidade no sexo feminino (10-13), portanto o controle de peso corporal
deve ser almejado nas mulheres em fase reprodutiva. No entanto, ao optar pelo uso de
alimentos funcionais, como auxiliar na dieta, € necessario conhecer seus efeitos gerais no
organismo, incluindo na esfera reprodutiva e até o presente ndo existe estudos sobre a
acao do capsiate em reproducao.

Uma evidéncia de que o capsiate pode exercer efeito sobre o aparelho
reprodutor € amparado por suas acdes sobre o VEGF (fator de crescimento endotélio
vascular). O VEGF exerce importante funcdo na angiogénese e na vasculogénese (14,
15) e esta provado que o capsiate exibe potente atividade contra a angiogénese e
permeabilidade vascular induzida pelo VEGF (16). O VEGF por suas acbes pro-
angiogénese estdo envolvidos na reproducdo, tanto no desenvolvimento dos foliculos,
guanto do corpo luteo (17-22). Se ha o bloqueio da atividade biolégica do VEGF, ha a
interrupcéo da foliculogénese e da formacéo do CL (20, 23).
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Devido a escassez na literatura cientifica, de trabalhos sobre o efeito do
capsiate em orgaos reprodutivos, o atual estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar
o efeito do capsiate na histologia do Utero, ovario, glandulas adrenais e perfil lipidico de

ratas obesas e ndo obesas.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) protocolo n° 1992, 2014, da Universidade do Oeste Paulista, universidade
proponente do estudo. Foram utilizadas 64 ratas Wistar, adultas, com 60 dias de idade e
peso corporal entre 200 e 250g no inicio do experimento. As ratas foram alojadas em
caixas plasticas, com dimensdes de 41x 34x 17,5 numa densidade de quatro ratas por
caixa e mantidas no Biotério com acesso a agua e alimento, sob fotoperiodo de 12 horas
com ciclos claro/escuro, temperatura média de 22°C + 2 °C, por 12 semanas, sendo

realizada a eutanasia ao final do experimento.

Delineamento experimental

Os animais receberam dietas especificas durante 12 semanas e foi avaliado
0 peso em gramas (g) em balanca digital (ELC-10) de precisédo no inicio e final do periodo
experimental. Nas 6 primeiras semanas do experimento as ratas foram divididas em 2
grupos de 32 animais cada e receberam dois tipos de dieta (Magro — racdo comercial;
Obeso - rac¢do hiperlipidica) e nas ultimas 6 semanas foram divididos nos quatro grupos a
seguir com 16 animais cada:
- Grupo Controle (G - C): animais alimentados com dieta padrdo (racdo comercial
Presence® ~ Purina) “ad libitum”, mais suplementacéo diaria de placebo (0,5 ml de agua
filtrada) em dose Unica por gavagem, sempre no mesmo horério, as 11 horas.
- Grupo Capsiate (G - Caps): animais alimentados com dieta padrédo (ragdo comercial
Presence® Purina) “ad libitum”, mais suplementac&o diaria de capsiate na dose de 10 mg
por animal (24), diluido em 0,5 ml de agua filtrada, por gavagem sempre no mesmo
periodo do dia, as 11 horas da manha.
- Grupo Obeso (G - O): animais alimentados com dieta palatavel hiperlipidica (DPH),
previamente descrita e utilizada por Estadella et al., (25). A DPH consiste em uma mistura

hipercalérica, normoproteica e hiperlipidica contendo racdo comercial Presence®,
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amendoim torrado, chocolate ao leite e bolacha maisena na propor¢cao 3: 2: 2: 1,
administrada ad libitum. Esta dieta apresenta a seguinte composi¢do: 20% de proteinas,
24% de lipidios, 41% de carboidratos, 5,9% de fibras e 5% de residuos minerais (26),
mais suplementacdo diaria de placebo (0,5 ml de &gua filtrada) em dose Unica, por
gavagem sempre no mesmo horario, as 11 horas.
- Grupo Capsiate Obeso (G — CapsO): animais alimentados com dieta hiperlipidica
descrita no Grupo O, mais suplementacéo diaria de capsiate descrita no Grupo Caps.

Ao final do experimento foi realizada colheita de sangue por puncgéo cardiaca
em tubos a vacuo, apdés anestesia geral dos ratos com a associacdo de tiletamina e
zolazepam (Zoletil®) por via intramuscular, na dose de 30 mg/kg e tiopental sédico

(Thiopentax®) intraperitoneal, na dose de 60 mg/kg (27).

Analise Bioquimica

Para determinacdo do perfil lipidico, foram avaliados os triglicerideos, o
colesterol total e sua fracdo HDL-Col (lipoproteina de alta densidade). Os exames foram
realizados através do meétodo colorimétrico enzimatico, utilizando Kits bioquimicos

(Labtest) e dosados em analisador semi-automatico (Quick Lab Il — Drake).

Avaliacdes Histologicas

Amostras de Utero, ovario e adrenal foram fixadas em solucédo de Davidson
durante 24 horas, em seguida foram processadas de acordo com a técnica de rotina
histopatoldgica para inclusdo em parafina. Cortes de uUtero e adrenal com 5um de
espessura foram obtidos em micrétomo rotativo e depositados em laminas. Os cornos
uterinos foram emblocados e seccionados de modo transversal no sentido apice do corno
e foram tomadas 3 medidas da espessura do miométrio e endométrio em pontos
equidistantes e ao final foi obtida a média de tais medidas (figura 1). O mesmo foi
realizado com a glandula adrenal onde foi tomada 1 medida da espessura de cada zona

(glomerular, fasciculada e reticulada) da camada cortical e medular (figura 2).
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Figura 1. Corte histoldgico de Utero da rata do grupo Capsiate Obeso, com altura do endométrio, corado

pela técnica de HE. Aumento 10X. Arquivo Pessoal

10um

Figura 2. Corte histolégico de glandula adrenal da rata do grupo Capsiate, corado pela técnica de HE.

Aumento 10x. Fonte: Arquivo pessoal

Ja os ovarios foram submetidos a 20 cortes seriados de 5um de espessura,
aleatérios, a cada 5 seccdes histoldgicas 1 foi selecionada, totalizando 4 secc¢bes por
animal, as quais foram submetidas a analise morfoldgica. Em seguida as laminas, de
Utero, ovério e adrenal foram coradas pelos métodos da Hematoxilina e Eosina (28).

No ovario os foliculos foram classificados em: foliculo primordial, foliculo
primario, foliculo secundario, foliculo terciario e corpo liteo, de acordo com sua morfologia

segundo descrito por Myers et al., (29). Foi classificado como primordial a presenca de
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um odcito rodeado por uma Unica camada de células da granulosa plana. O foliculo
primario mostrou uma camada de célula da granulosa cuboide, respectivamente, 0s
foliculos secundarios foram identificados como tendo mais de uma camada de células da
granulosa sem antro visivel. Foliculos terciarios ou antrais possuiam pequenas areas de
fluido folicular (antro) ou um Unico espaco antral grande. J& os corpos luteos se
apresentavam pequenos e muitas vezes em degeneracdo, caracteristico das fases de
pré-estro e estro (30).

Todas as medidas obtidas dos 6rgdos avaliados (Utero e adrenal) foram
analisadas em microscoépio 6ptico acoplado (morfometria) ou ndo (contagem) ao sistema
digitalizador com o programa Motic Images Plus (version 2.0) e objetiva de 10x, sendo

todas as laminas avaliadas as cegas.

Andlise Estatistica

Para a Analise estatistica, inicialmente, todos os grupos de dados foram
submetidos aos testes de Shapiro-Wilk Levene para verificar respectivamente 0s
pressupostos de normalidade dos dados e homogeneidade de variancias. Para
determinar se 0s grupos experimentais diferiram estatisticamente recorreu-se a analise de
variancia em uma via (ANOVA one-way), com contrastes pelo método de Tukey. Todas as
analises foram realizadas com auxilio do Software SPSS 16.0 e com nivel de significancia
de 5% (31).

RESULTADOS
O peso inicial ndo diferiu entre os grupos, denotando homogeneidade
experimental. O peso final dos grupos O e CAPS O né&o diferiu entre si e foram

significativamente superiores aos grupos C e CAPS (Tabela 1).
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235 Tabela 1. Média + desvio padrdo dos parametros de peso inicial e final obtidos de ratas

236  Wistar suplementadas ou ndo com capsiate nos grupos estudados.

Controle Capsiate Obeso Capsiate Obeso
(n=16) (n=16) (n=16) (n=16)
Peso Inicial 221,3+178° 208,6 + 10,6 ° 212,1+19,3° 222,4+176°
Peso Final 2243+159° 220,6 £ 11,8% 242,7+22,6" 250,1+17,7°
Diferenca 30+229° 12,1+7,0° 30,6+11,1° 27,7 +18,5"
237 Letras distintas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os grupos (p< 0,05).
238 Na tabela 2 observa-se que o colesterol Total ndo diferiu entre os grupos

239 CAPS, CAPS O e O, foi significativamente menor no C. Porém, o HDL-colesterol foi maior
240 nos grupos CAPS e CAPS O quando comparado ao C e nao diferiu do O. Nao houve

241  diferenca significativa no triglicérideos entre os grupos estudados.

242 Tabela 2. Média + desvio padrdo de Colesterol Total, HDL — Colesterol e Triglicerideos

243  obtidos de ratas Wistar suplementadas ou ndo com capsiate nos grupos estudados.

Controle Capsiate Obeso Capsiate Obeso
(n=16) (n=16) (n=16) (n=16)

Colesterol 42,3+27,0° 71,4+189° 62,3+151" 71,5+10,4°

(mg/dL)

HDL (mg/dL) 38,8+24,9° 57,9+23,1° 46,9+174% 63,9+8,4°

Triglicérides 54,1+38,0° 54,7+21,6° 69,6 + 23,6 ° 71,3+222°

(mg/dL)
244 Valores de referéncia: HDL colesterol: 48,0+,11,4mg/dL (32); Colesterol: 24-73 mg/dL. e Triglicerideos:
245 20-114 mg/dL (33); Letras distintas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os grupos
246 (p<0,05)
247 As fases do ciclo estral foram determinadas segundo Westwood, 2008, (30),

248 para avaliar Utero e ovario somente foram utilizadas as fémeas em estro e pré-estro (fase
249  folicular). Desta forma foram utilizadas 13 ratas no grupo Controle, 11 no Capsiate, 12 no
250 Obeso e 15 no Capsiate Obeso.

251 Os dados referentes aos 6rgaos reprodutivos estdo demonstrados na Tabela
252 3. No grupo CAPS o endométrio se apresentou menos espesso (p<0,05) que nos grupos
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O e C e néao diferiu do CAPS O. Néo houve diferenca na espessura de miométrio, no
namero de foliculos primordiais e primarios entre os grupos estudados. Porém, a
guantidade de foliculos secundarios foi maior (p<0,05) no CAPS O quando comparado ao
C e CAPS e nao diferiu do O. J&a os foliculos terciarios foram encontrados em maior
guantidade (p<0,05) no C quando comparado ao CAPS O e nao diferiu dos demais. A
guantidade média de Corpo Luteo foi menor (p<0,05) no O quando comparado ao CAPS
O e néo diferiu do C e do CAPS.

Tabela 3. Espessura (um) de Endométrio e Miométrio; quantidade de corpos Iuteos e
foliculos ovarianos obtidos de ratas Wistar suplementadas ou ndo com capsiate nos
grupos estudados. Média + desvio padrao.

Controle Capsiate Obeso Capsiate Obeso
(n=13) (n=11) (n=12) (n=15)

Endométrio 559.6 + 134.4° 324.0 £283.72 552.0+171.2° 505.1+183.2%
Miométrio 287.7+70.72 244.0 + 123.0° 255.6 + 459 2 253.4+66.2°
Foliculo 35+15°% 58+3,3°% 54+22°% 3.7+24%
Primordial
Foliculo 28+09? 55+3.72 41+1.4° 49+31°
Priméario
Foliculo 22+04°2 24+182 32+15%® 40+1.7°
Secundario
Foliculo 52+1.9°2 45+28% 48+1.7% 33+15°
Terciario
Corpo Liteo 20+1.2% 25+1.7% 1.8+0.7% 32+13°

Letras distintas na mesma linha indicam diferengas significativas entre os grupos (p<0,05)

A regido glomerular foi significantemente maior no grupo C quando
comparado com o CAPS e nao diferiu do O e CAPS O. A regido fasciculada e a cortical
nao apresentaram diferenca, ja a regido reticulada apresentou-se mais espessa no grupo
C comparando-se ao CAPS e CAPS O, os quais nao diferiram entre si e foram iguais ao
O. A regidao medular foi menos espessa no CAPS quando comparada ao C e nao diferiu

dos outros grupos (Tabela 4).
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Tabela 4. Média + desvio padrédo dos parametros histolégicos da Adrenal, espessura (um)
da glomerular, fasciculada, reticulada, cortical e medular obtidos de ratas Wistar

suplementadas ou ndo com capsiate nos grupos estudados.

Controle Capsiate Obeso Capsiate Obeso
(n=16) (n=16) (n=16) (n=16)
Glomerular 56.6 + 16.6 30.5+27.1° 49.3+232% 423+232%

Fasciculada 383,6+101,8%  275,1+2265%  333,1+166,2° 308,3 +199,0°
Reticulada 213,1+66,7° 107,2+99,1° 140,1 + 69,2 131,6 +84,1°
Cortical 653,3+139,7%  412,8+3425% 5225+2442%  480,8+292,6°

Medular 341,4+128,32 1856 +178,9° 230,1+1258%  209,9+178,3%

Letras distintas na mesma linha indicam diferencas significativas entre os grupos (p< 0,05)

DISCUSSAO

Em roedores, um modelo de obesidade que reflete mais de perto habitos
alimentares ocidentais € a dieta palatavel hiperlipidica (13). No presente estudo 0s grupos
que receberam a dieta palatavel hiperlipidica, Obeso e Capsiate Obeso, apresentou
aumento significativo do peso corporal quando comparado aos grupos Controle e
Capsiate. Porém a suplementacdo com capsiate nao foi efetiva em evitar o ganho de peso
no grupo Capsiate Obeso. Parece que os melhores resultados no gasto cal6rico séo
observados em individuos que ndo apresentam aumento de peso. Ohnuki et al. (2001)
(24) suplementando ratos com 10mg/Kg/peso corporal de capsiate, com dieta comercial
para ratos por duas semanas, verificaram aumento no gasto caldrico e diminuicdo de
gordura corporal. O mesmo foi observado por Ludy et al. (2012) (6) em revisdo onde
demonstraram que nos individuos com sobrepeso e obesidade, os efeitos da capsaicina
sobre o gasto energético tém sido inconsistentes e parece ser melhor em individuos
magros.

No atual estudo os niveis de triglicérideos ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos, observou-se um aumento de colesterol total nos grupos
Capsiate, Obeso e Capsiate Obeso, comparado ao grupo Controle. Liang et al. (2013)
(34), que investigaram o efeito do capsianodide sobre os lipidios plasmaticos em ratos com

dieta rica em colesterol, observaram resultados positivos com reducao do colesterol total
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e triglicerideos. No entanto esse aumento observado no presente estudo pode ser devido
ao aumento do HDL-colesterol, pois a suplementacdo do capsiate elevou os niveis de
HDL nos grupos Capsiate e Capsiate Obeso quando comparado ao grupo Controle e
Obeso.

Estudos mostram que as concentracdes plasmaticas da lipoproteina de alta
densidade (HDL-Colesterol) possuem funcdes antiaterogénicas, sendo clara sua atividade
antioxidante, antitrombotica e antinflamatéria. Além de participar no transporte reverso de
colesterol, remove lipideos dos tecidos periféricos de volta para o figado, é excretado na
bile e regula os niveis de colesterol total (35,36). Portanto, o aumento dos niveis de HDL-
Colesterol € bem vindo, uma vez que essa fracdo do colesterol diminui a probabilidade do
desenvolvimento de doenca arterial coronariana e outras cardiopatias (37).

Observou-se no grupo Capsiate que o endométrio se apresentou menos
espesso que nos grupos Controle e Obeso, nao diferindo do Capsiate Obeso,
provavelmente esse resultado se deve a menor proliferacdo endometrial. Recentemente
foi relatado que o receptor para o VEGF pode ser expresso em células endoteliais
vasculares, epitélio glandular do endométrio e das células do estroma, inclusive no
endométrio ectopico no caso de mulheres com endometriose (38-40). Resultados in vitro
sugerem que o capsiate bloqueia a angiogénese e permeabilidade vascular causada por
VEGF (Fator de crescimento endotélio vascular) (16). Novos estudos para o tratamento
da endometriose tém sido enfocados no uso de substancias anti-angiogénese que atuam
inibindo o VEGF (40,41). Portanto, nas fémeas onde houve suplementacdo com capsiate
o endométrio apresentou menor proliferacdo e isso pode ser explorado na terapéutica em
casos de endometriose.

Nao houve diferenga significativa no numero de foliculos primordiais e
primérios. Sabe-se que em mamiferos, o inicio da foliculogénese/oogénese ocorre
somente na fase fetal e os foliculos primordiais constituem a reserva de gametas
femininos. Os odcitos iniciam o processo de divisdo meibtica, o qual se interrompe na
préfase da meiose |, no estagio de dipléteno. A meiose somente é retomada na
puberdade e perdura até o final da fase reprodutiva das fémeas (42). Porém, a quantidade
de foliculos secundarios foi maior no grupo Capsiate Obeso quando comparado ao
Controle e Capsiate e nao diferiu do Obeso. Wang et al. (2013) (43) investigaram a
associacao entre obesidade e desenvolvimento folicular ovariano e observaram na analise

histolégica que as ratas com dieta rica em gordura tiveram maior nUmero e percentagem
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de foliculos em desenvolvimento e atrésicos quando comparados as ratas do grupo com
dieta comercial para ratos e com restricao calorica.

Ja os foliculos terciarios foram encontrados em maior quantidade no grupo
Controle quando comparado ao Capsiate Obeso. Mas a quantidade média de corpo lateo
foi maior (p<0,05) no grupo Capsiate Obeso quando comparada ao Obeso e nao diferiu
do grupo Controle e do Capsiate, demonstrando que a suplementacdo com o capsiate foi
positiva. Em estudo recente foi observado que ratas alimentadas com dieta palatavel
hiperlipidica desde o nascimento até a idade adulta apresentaram niveis plasmaticos de
progesterona e LH reduzidos, consequentemente menores taxas de ovulagdo na manha
do estro (13). Mas como podemos observar, no presente estudo a suplementacdo com
capsiate foi capaz de reverter a baixa taxa de ovulacdo, uma vez que no grupo Capsiate
Obeso houve maior nimero de Corpo Luteo quando comparado ao Obeso.

As glandulas adrenais possuem grande relevancia na obesidade (9). O
cortex da supra-renal dos mamiferos é conhecido por consistir de trés zonas morfologica
e funcionalmente distintas, zona glomerular, zona fasciculada, e a zona reticular, que
secretam aldosterona, cortisol e andrégenos, respectivamente (44) e uma regido medular
interna de origem neuroectodérmica que produz as catecolaminas (9).

No presente estudo a regido glomerular (aldosterona) e reticulada
(andrégenos), foi significantemente maior no grupo Controle quando comparado com o
Capsiate e nédo diferiu do Obeso e Capsiate Obeso. Porém a regido fasciculada e a regiao
cortical total, independente das camadas, nao diferiram entre os grupos.

No presente estudo a regido medular foi maior no grupo Controle quando
comparado ao Capsiate e ndo difereriu dos demais. A obesidade esta associada com
hiperatividade do sistema nervoso simpatico e uma teoria que explica esse achado € que
ocorre um mecanismo contra-regulador homeostéatico que visa o redirecionamento do
excesso de oferta de energia em termogénese adrenérgica, protegendo assim dos males
de um maior armazenamento de gordura (9).

O uso do capsiate ndo apresentou alteracdo morfometrica nas zonas
glomerular, zona fasciculada, zona reticulada e zona medular, quando comparado ao
grupo controle, o qual apresentou mais alteracdes que os demais grupos. Portanto, o
Capsiate ndo apresentou mudanca significativa na estrutura da glandula adrenal no

presente estudo.
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CONCLUSAO

Concluimos que a suplementagdo com o capsiate reduz a proliferacdo endometrial
em ratas ndo obesas e parece atuar positivamente na reproducdo, pois aumentou 0
numero de corpos liteos no grupo obeso que recebeu Capsiate. Embora o Capsiate nao
afetou o peso corporal das ratas, apresentou efeito benéfico no colesterol, uma vez que
induziu o aumento do HDL-colesterol. Porém, novos estudos sao necessarios para avaliar

o efeito do capsiate em orgaos reprodutivos, devido a escassez na literatura cientifica.
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i ersidade do Oe

Coordenadoria Central de Pesquisa (CCPq)

PARECER FINAL

Declaramos para os devidos fins que o Projeto de Pesquisa intitulado “EFEITOS DA
SUPLEMENTACAO DO CAPSIATE EXTRAIDO DA PIMENTA DOCE (CAPSICUM
ANNUUM) NOS ORGAOS REPRODUTIVOS (UTERO E OVARIO), GLANDULA
ADRENAL E GLANDULA TIREOIDE DE RATAS WISTAR”, cadastrado na

Coordenadoria Central de Pesquisa (CCPq), sob o nuimero n°® 1992 tendo como
pesquisador responsavel a Profa. CALIE CASTILHO e os docentes participantes LUIZ
WALDEMAR DE OLIVEIRA e OSIMAR CARVALHO SANCHES e as discentes
DENISE HELENA BOTON e¢ MARCIA ADRIANA MIRANDA MORAES , foi avaliado
¢ APROVADO pela Coordenadoria Central de Pesquisa (CCPq) da Universidade do
Oeste Paulista - UNOESTE de Presidente Prudente-SP.

Presidente Prudente, 14 de margo de 2014,

~t
'\ = for i
Prof. Drg;jr Rodrigues Garcia Jr.
Coordenador Cientifico da CCPq
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Instrugdes para autores

Informacgdes Gerais

Ressaltamos a importancia de seguir estas instru¢cdes com atencdo. O nao respeito as

normas acarretara atrasos ao processo de revisdo do manuscrito (MS).

MS deve ser apresentado exclusivamente para os ABE&M, nunca ter sido publicado ou
estar sob consideracdo para publicacdo, em forma substancial, em outro periddico,
profissional ou leigo. O MS deve ser redigido em Inglés ou Portugués, em conformidade
com as especificacOes descritas abaixo. Os autores que néo sao fluentes na forma escrita
do idioma inglés recomenda-se que 0 seu MS seja revisado e editado por um expert
nesse sentido antes da apresentacdo. Esta iniciativa deve facilitar e acelerar todo o

processo de reviséo e potencial publicacdo do seu MS.

Trabalhos que ndo cumpram estes requisitos serdo devolvidos ao autor para adequacéo

necessaria antes da reviséo pelo corpo editorial.

Todas as submissfes séo a principio cuidadosamente avaliadas pelos editores cientificos.
Os MS que nao estejam em conformidade com os critérios gerais para publicacdo seréo
devolvidos aos autores dentro de trés a cinco dias. Os MS em conformidade s&o enviados

habitualmente para dois revisores.

Categorias de Manuscritos

Contribuicdes originais de pesquisa podem ser submetidas aos ABE&M como artigo
original ou comunicagdo resumida. Outras categorias especiais de MS s&o descritas
abaixo. Todos os MS devem seguir as limitagcbes de numero de palavras para o texto
principal, conforme especificado abaixo. O nimero total de palavras ndo inclui o resumo,
as referéncias ou legendas de tabelas e figuras. O numero de palavras deve ser anotado
na pagina de rosto, juntamente com o numero de figuras e tabelas. O formato €&

semelhante para todas as categorias de MS e é descrito em detalhes na secado

Preparacdo do Manuscrito ".

Artigos Originais
O artigo original € um relatério cientifico dos resultados de pesquisa original, clinica ou
laboratorial, que ndo tenha sido publicado, ou submetido para publicacdo, em outro

periodico, seja em papel ou eletronicamente. O artigo original ndo deve exceder 3600
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palavras no texto principal, ndo deve incluir mais de seis figuras e tabelas e ter até 35

referéncias.

Comunicacdo Resumida

A comunicacao resumida consiste de dados originais de importancia suficiente para
justificar a publicacdo imediata. E uma descri¢cdo sucinta dos resultados confirmatorios ou
negativos de um estudo focado, simples e objetivo. Objetividade e clareza aumentam a
possibilidade de um manuscrito ser aceito para publicacdo como comunicacao rapida. O
texto principal deve ter no maximo 1500 palavras, até 20 referéncias e ndo mais que duas
ilustracdes (tabelas ou figuras ou uma de cada).

Artigos de Revisao

Os ABE&M publica artigos de revisdo que apresentam uma avaliacao critica e abrangente
da literatura sobre questdes atuais no campo da endocrinologia e da metabologia nas
areas clinica ou basica. Todos os artigos de revisao sdo submetidos preferencialmente
apos convite dos ABE&M e estdo sujeitos a revisao pelos pares. Artigos nesta categoria
sdo encomendados pelos editores a autores com experiéncia comprovada na area de
conhecimento, ou quando a proposta direcionada pelos autores em contato prévio,
receber a aprovacédo do conselho editorial. Estes MS n&o devem ter mais de 4000
palavras no texto principal, ndo podem incluir mais de quatro figuras ou tabelas e até 60
referéncias. Os autores devem mencionar a fonte e/ou solicitar autorizagdo para o uso de

figuras ou tabelas publicadas previamente.

Diretrizes ou Consensos

Consensos ou diretrizes propostos por sociedades de profissionais, for¢as-tarefa e outras
associacoOes relacionadas com a Endocrinologia e Metabologia podem ser publicadas pela
ABE&M. Todos os MS serdo submetidos a revisdo por pares, devem ser modificaveis em
resposta as criticas e serdo publicados apenas se cumprirem as normas editoriais da
revista. Estes MS habitualmente ndo devem ultrapassar 3600 palavras no texto principal,

nao devem incluir mais de seis figuras e tabelas e ter até 60 referéncias.

Relato de caso
Comunicacéao breve utilizada para apresentar relatos de casos, ou de caso isolado, de
importancia clinica ou cientifica. Estes relatérios devem ser concisos e objetivos. Devem

conter dados de pacientes isolados ou de familias que adicionem substancialmente
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conhecimento a etiologia, patogénese e histdria natural da condi¢do descrita. O relato de
caso deve conter até 2000 palavras, ndo incluir mais de quatro figuras e tabelas e ter até

30 referéncias.

Carta ao Editor

Cartas ao Editor podem ser apresentadas em resposta a artigos publicados no ABE&M
nas ultimas 3 edi¢des. As cartas devem ser breves comentarios relacionados a pontos
especificos, de acordo ou desacordo, com o trabalho publicado. Dados originais
publicados relacionados ao artigo publicado sao estimulados. As cartas podem ter no
maximo 500 palavras e cinco referéncias completas. Figuras e tabelas ndo podem ser

incluidas.
Preparacdo do manuscrito

Formato Geral

Os ABE&M exige que todos os manuscritos(MS) sejam apresentados em formato de
coluna unica, seguindo as seguintes orientacdes:

* O manuscrito deve ser apresentado em formato Word.

* Todo o texto deve ser em espaco duplo, com margens de 2 cm de ambos os lados,
usando fonte Times New Roman ou Arial, tamanho 11.

» Todas as linhas devem ser numeradas, no manuscrito inteiro, e todo o documento deve
ser paginado.

» Todas as tabelas e figuras devem ser colocadas ap0s o texto e devem ser legendadas.
Os MS submetidos devem ser completos, incluindo a pagina de titulo, resumo, figuras e
tabelas. Documentos apresentados sem todos esses componentes serdo colocados em
espera até que 0 manuscrito esteja completo.

Todas as submissfes devem incluir:

» Uma carta informando a importancia e relevancia do artigo e solicitando que o0 mesmo
seja para publicagdo nos ABE &M. No formulario de inscrigdo os autores podem sugerir

ate trés revisores especificos e / ou solicitar a exclusédo de até outros trés.
O manuscrito deve ser apresentado na seguinte ordem:

1.Pagina de titulo.
2. Resumo (ou Sumario para os casos clinicos).

3. Texto principal.
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4.Tabelas e Figuras. Devem ser citadas no texto principal em ordem numérica.

5. Agradecimentos.

6. Declaracao de financiamento, conflitos de interesse e quaisquer subsidios ou bolsas de
apoio recebidos para a realizagéo do trabalho

7.Referéncias .

Pagina de Titulo

A pagina de rosto deve conter as seguintes informacoes:

1. Titulo do artigo.

2. Nomes completos dos autores e co-autores, departamentos, instituicdes, cidade e
pais.

3. Nome completo, endereco postal, e-mail, telefone e fax do autor para correspondéncia
4. Titulo abreviado de no maximo 40 caracteres para titulos de pagina

5. Palavras-chave (recomenda-se usar MeSH terms e até 5).

6. Numero de palavras - excluindo a pagina de rosto, resumo, referéncias, figuras e
tabelas.

7. 7. Tipo do manuscrito

Resumos

Todos os artigos originais, comunicados rapidos e relatos de casos deverdo ser
apresentados com resumos de no maximo 250 palavras. O resumo deve conter
informacdes claras e objetivas sobre o estudo de modo que possa ser compreendido, sem
consulta ao texto. O resumo deve incluir quatro se¢cdes que refletem os titulos das secbes
do texto principal. Todas as informagdes relatadas no resumo deve ter origem no MS. Por
favor, use frases completas para todas as se¢des do resumo.

Introducao
O proposito da introducéo é estimular o interesse do leitor para o trabalho em questéo
com uma perspectiva histérica e justificando os seus objetivos.

Materiais e Métodos

Devem ser descritos em detalhe como o estudo foi conduzido de forma que outros

investigadores possam avaliar e reproduzir o trabalho. A origem dos horménios, produtos
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guimicos incomuns, reagentes e aparelhos devem ser indicados. Para os métodos

modificados, apenas as novas modificacdes devem ser descritas.

Resultados e Discussao

A secao Resultados deve apresentar brevemente os dados experimentais tanto no texto
guanto por tabelas e / ou figuras. Deve-se evitar a repeticao no texto dos resultados
apresentados nas tabelas. Para mais detalhes sobre a preparacao de tabelas e figuras,
veja abaixo. A Discussdo deve se centrar na interpretacéo e significado dos resultados,
com comentarios objetivos, concisos, que descrevem sua relacdo com outras pesquisas
nessa area. Na Discussao devemos evitar a repeticdo dos dados apresentados em
Resultados, pode conter sugestdes para explica-los e deve terminar com as conclusdes.

Autoria

Os ABE&M adotam as diretrizes de autoria e de contribuicdo definidas pelo Comité
Internacional de Editores de Periddicos Médicos ( www.ICMJE.org ). Co - autoria irrestrita
€ permitido. O crédito de autoria deve ser baseado apenas em contribuicées substanciais
para:

1. concepcédo e desenho, analise ou interpretacao de dados

2. redacao do artigo ou reviséo critica do conteudo intelectual

3. aprovacao final da versao a ser publicada.

Todas essas condigcbes devem ser respeitadas. O primeiro autor é responsavel por
garantir a inclusdo de todos os que contribuiram para a realizacdo do MS e que todos

concordaram com seu contetido e sua submissao aos ABE&M.

Conflito de interesses

Uma declaracdo de conflito de interesse para todos os autores deve ser incluida no
documento principal, seguindo o texto, na se¢cao Agradecimentos. Mesmo que 0s autores
nao tenham conflito de interesse relevante a divulgar, devem relatar na secéo

Agradecimentos.

Agradecimentos

A secdo Agradecimentos deve incluir o0s nomes das pessoas que contribuiram para o

estudo, mas ndo atendem aos requisitos de autoria. Os autores sao responsaveis por
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informar a cada pessoa listada na secdo de agradecimentos a sua incluséo e qual sua
contribuicdo. Cada pessoa listada nos agradecimentos deve dar permissao - por escrito,
se possivel - para o uso de seu nome. E da responsabilidade dos autores coletar essas

informacdes.

Referéncias

As referéncias da literatura devem estar em ordem numérica (entre parénteses), de
acordo com a citagdo no texto, e listadas na mesma ordem numeérica no final do
manuscrito, em uma pagina separada. Os autores sao responsaveis pela exatiddao das
referéncias. O numero de referéncias citadas deve ser limitado, como indicado acima,

para cada categoria de apresentacgao.

Tabelas

As tabelas devem ser apresentadas no mesmo formato que o artigo (Word). Atencdo: néo
serdao aceitas tabelas como arquivos de Excel. As tabelas devem ser auto- explicativas e
os dados ndo devem ser repetidos no texto ou em figuras e conter as analises
estatisticas. As tabelas devem ser construidas de forma simples e serem compreensiveis
sem necessidade de referéncia ao texto. Cada tabela deve ter um titulo conciso. Uma

descricao das condi¢des experimentais pode aparecer em conjunto como nota de rodapé.

Gréficos e Figuras

Todos os graficos ou Figuras devem ser numerados. Os autores sao responsaveis pela
formatacao digital, fornecendo material adequadamente dimensionado. Todas as figuras
coloridas serdo reproduzidas igualmente em cores na edicdo online da revista, sem
nenhum custo para os autores. Os autores serdo convidados a pagar o custo da
reproducdo de figuras em cores na revista impressa. Apos a aceitacdo do manuscrito, a

editora fornecera o valor dos custos de impressao.

Fotografias

Os ABE&M preferem publicar fotos de pacientes sem mascara. Encorajamos os autores a
obter junto aos pacientes ou seus familiares, antes da submisséo do MS, permissao para
eventual publicacdo de imagens. Se o MS contiver imagens identificaveis do paciente ou
informacgdes de saude protegidas, os autores devem enviar autorizacdo documentada do

préprio paciente, ou pais, tutor ou representante legal, antes do material ser distribuido
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entre os editores, revisores e outros funcionarios dos ABE&M. Para identificar individuos,
utilizar uma designacdo numérica (por exemplo, Paciente 1); ndo utilizar as iniciais do

nome.

Unidades de Medida

Os resultados devem ser expressos utilizando o Sistema Métrico. A temperatura deve ser
expressa em graus Celsius e tempo do dia usando o relégio de 24 horas (por exemplo,
0800 h, 1500 h).

Abreviaturas padrao

Todas as abreviaturas no texto devem ser definidas imediatamente apds a primeira

utilizagc&o da abreviatura.

Pacientes

Para que o MS seja aceito para submisséo, todos os procedimentos descritos no estudo
devem ter sido realizados em conformidade com as diretrizes da Declaracéo de Helsinque
e devem ter sido formalmente aprovados pelos comités de revisdo institucionais

apropriados, ou seu equivalente.

As caracteristicas das populagées envolvidas no estudo devem ser detalhadamente
descritas. Os individuos participantes devem ser identificados apenas por nimeros ou
letras, nunca por iniciais ou nomes. Fotografias de rostos de pacientes s6 devem ser
incluidos se forem cientificamente relevantes. Os autores devem obter o termo de
consentimento por escrito do paciente para o uso de tais fotografias. Para mais detalhes,

consulte as Diretrizes Eticas.

Os pesquisadores devem divulgar aos participantes do estudo potenciais conflitos de
interesse e devem indicar que houve esta comunicacdo no MS.

Animais de Experimentagéo

Deve ser incluida uma declaragdo confirmando que toda a experimentagdo descrita no
MS foi realizada de acordo com padrbes aceitos de cuidado animal, como descrito nas

Diretrizes Eticas.

Descricdo Genética Molecular
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Usar terminologia padrédo para as variantes polimorficas, fornecendo os nameros de rs
para todas as variantes relatadas. Detalhes do ensaio, como por exemplo as sequéncias
de iniciadores de PCR, devem ser descritos resumidamente junto aos numeros rs . Os
heredogramas devem ser elaborados de acordo com normas publicadas em Bennett et al
.J Genet Counsel (2008) 17:424-433 -. DOI 10.1007/s10897-008-9169-9.

Nomenclaturas

Para genes, use a notacao genética e simbolos aprovados pelo Comité de Nomenclatura
HUGO Gene (HGNC) - ( http://www.genenames.org/~~V ).

Para mutacgdes siga as diretrizes de nomenclatura sugeridos pela Sociedade Human
Genome Variation (http://www.hgvs.org/mutnomen/)

- Fornecer e discutir os dados do equlibrio Hardy-Weinberg dos polimorfismos analisado
na populacéo estudada. O calculo do equilibrio de Hardy-Weinberg pode ajudar na
descoberta de erros de genotipagem e do seu impacto nos métodos analiticos.

- Fornecer as frequéncias originais dos genotipos,dos alelos e dos haplotipos

- Sempre que possivel, 0 nome genérico das drogas devem ser referidos. Quando um
nome comercial de propriedade € usado, ele deve comecar com letra maiuscula.

- Siglas devem ser usados com moderacao e totalmente explicadas quando usadas pela

primeira vez.

TRABALHOS APRESENTADOS EM INGLES

O MS deve ser escrito em Inglés claro e conciso. Evite jargdes e neologismos. A revista
nao estd preparada para realizar grandes corre¢cdes de linguagem, o que é de
responsabilidade do autor. Se o Inglés ndo é a primeira lingua dos autores, o MS deve ser
revisado por um especialista em lingua inglesa ou um nativo. Para os ndo-nativos da
lingua inglesa e autores internacionais que gostariam de assisténcia com a sua escrita
antes da apresentacdo, sugerimos o servico de edicao cientifica do American Journal
Experts (http://www.journalexperts.com/index.php ) ou o PaperCheck ( http:/ /

www.papercheck.com/).
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