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Resumo:

A obesidade esta relacionada intimamente ao surgimento de doencas
(comorbidades) que causam grande mortalidade. Diante deste cenario, tém-
se procurado isolar substancias com potencial farmacolégico que ajudem no
tratamento da obesidade. A Stevia rebaudiana, planta nativa da regido
limitrofe Brasil e Paraguai, é uma fonte de glicosideos como o esteviosidio, e
o rebaudiosideo A, ambos ja avaliados quanto. Entretanto, outro composto
extraido da folha, o Isosteviol, ainda ndo teve seu papel biolégico
determinado de maneira satisfatoria. Sendo assim, este trabalho tem como
objetivo determinar os efeitos do Isosteviol sobre a adipogénese em pré-
adipdcitos 3T3-L1mantidos em cultura celular. Para tal os adipocitos foram
expostos a concentracbes crescentes de isosteviol, por 1 ou 48 horas
visando avaliar o efeito citotoxico do composto (ensaio com MTT) bem como
determinar a adipogénese na presenca e auséncia do composto. O
composto exibiu efeito citotéxico na exposicdo de 1h na concentracdo de
100 nM enquanto que na exposicao de 48 horas nas doses de 1, 10, 20, 50
e 100 nM. No que diz respeito ao processo de adipogénese, as ceélulas
foram induzidas a diferenciacio em meio contendo concentracbes
crescentes de isosteviol, havendo potente efeito inibidor em todas as
concentracOes testadas. Desta forma, o isosteviol foi capaz de inibir a
adipogénese em células 3T3-L1, porém apresenta efeito citotdxico.

Introducao

Atualmente, a obesidade tem status de epidemia mundial. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude, em 2005 havia cerca de 1,6 bilhdes de
adultos e 20 milhdes de criangas acima do peso, sendo 400 milhdes desses
adultos obesos (IMC > 30). Individuos obesos apresentam aumento de 50 a
100% de risco de mortalidade, pela associacdo entre excesso de peso e
doencas crénicas ndo transmissiveis como hipertensado, dislipidemia, diabetes
mellitus tipo 2 e cancer. O excesso de peso e a obesidade resultam da
interacdo  entre diversos fatores, como genéticos, metabdlicos,
comportamentais e ambientais. (Stein & Colditz, 2004).
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Diante desse cenario as opcbes de tratamento da obesidade,
especialmente as farmacoldgicas, visam a redugdo da massa adiposa.
Entretanto, muitos dos medicamentos disponiveis no mercado estdo
associados a diversos efeitos colaterais, sendo invariavelmente, retirados do
mercado (Oben, et al, 2006). Por conta disso, pesquisadores tém buscado
nas plantas alternativas que possam ajudar no tratamento contra obesidade,
como a Stevia rebaudiana, nativa de regides subtropicais do Brasil e do
Paraguai (Rizzo et al., 2013). O esteviosideo é um glicosideo diterpendide
gue ocorre abundantemente nas folhas de Stevia rebaudiana Bertoni, e tem
sido amplamente utilizado como substituto do aglucar em paises como
Coréia, Japao e Brasil. A sua hidrdlise com acidos minerais gera isosteviol, 0
gual possui propriedades anti-hipertensivas, anti-hiperglicémicas, anti-
inflamatorias, diuréticas, neuro e cardioprotetoras (Khaybullin et al.,2014;
Ukiya et al., 2013).

Materiais e métodos
1. Estudos in vitro com células 3T3-L1

1.1. Teste de Viabilidade Celular. Pré-adipocitos clonados a partir de
embribes desagregados de camundongos (células Swiss 3T3-L1) foram
cultivados e mantidos em DMEM suplementado com 10% de CS mantidos
em estufa 5% CO, a 37°C. Logo apos, os pré-adipocitos foram cultivados na
presenca de concentragdes crescentes de Isosteviol (1, 10, 20, 50 e 100 nM)
por um periodo de 1 ou 48 horas para determinacdo de sua viabilidade
celular. Ap6s este periodo as células receberam 5 mg/ml de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5- difeniltetrazdlio brometo (MTT) e foram incubadas
durante 1 hora. Os cristais de formazan purpura gerados na reagdo foram,
em seguida, dissolvidos com dimetilsulféxido (DMSO), sendo a seguir seus
valores de absorbancia determinados a 540 nm.

1.2. Diferenciacdo dos pré-adipécitos da linhagem celular 3T3-L1. Pré-
adipécitos 3T3-L1 foram cultivados em DMEM suplementado com 10% de
soro bovino mantidos em estufa 5% CO, a 37°C até atingirem a confluéncia
(dia -2). Ap6s 2 dias de confluéncia, as células foram estimuladas a se
diferenciarem (dia 0) mediante seu tratamento com coquetel pro-adipogénico
composto de 0,5 mM de MIX (3-isobutyl-1-methylxanthine), 1 puM de
dexametasona e 1,67 uM de insulina e DMEM acrescido de soro bovino
fetal-FBS 10%. ApoOs 48 horas, o meio foi trocado para o0 mesmo DMEM
(10% FBS) contendo 0,4 puM de insulina, sendo este renovado a cada 2 dias.
A diferenciacdo ocorreu na presenca de duas concentracdes de Isosteviol,
ou seja, a minima e a maxima usadas nos testes de citotoxicidade. Um
grupo controle diferenciado sem o composto foi usado como placebo.

2. Andlise Estatistica.
Os dados obtidos foram analisados por teste t-student sendo
consideradas significativas os valores de p<0,05.
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Resultados e Discussao

Ao analisar os dados da figura 1 obtidos a partir do ensaio agudo —
exposicdo ao composto durante 1 hora — é possivel estabelecer que a
concentracdo que mostrou uma reducao significativa na viabilidade celular,
quando comparada ao controle, foi a de 100nM. Desta forma, levando em
consideracdo apenas estes resultados seria possivel a utilizacdo da
concentracdo de 50nM para a realizacéo das proximas etapas do projeto.
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Figura 1 — Resultados do ensaio agudo e cronico com Isosteviol. Dados mostrados
como médio + desvio padréo. n=3

Entretanto, o ensaio cronico ocasionou reducdo significativa na
viabilidade celular em todas as concentragfes testadas, quando comparadas
com o controle. Este efeito crbnico na viabilidade celular pode ser causado
por duas razdes: aumento da citotoxicidade e/ou diminuicdo da proliferacéo
celular.

Os resultados obtidos apds a diferenciacdo dos pré-adipécitos na
presenca do Isosteviol foram analisados qualitativamente através de
imagens obtidas em microscopio 6tico no oitavo dia da diferencia¢do. Ao
analisar as imagens € possivel observar que as células controle (A) sofreram
0 processo de diferenciacdo completo, enquanto que as células induzidas a
diferenciacdo em meio contendo 100 nM de isosteviol (B) sofreram inibicédo
significativa do processo adipogénico, constatada pela diminuicdo da
quantidade de células esféricas e com conteudo lipidico multilocular, a qual
também pode ser observada nas células incubadas com a concentragdo de
1nM (C).
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Flgura 2 - ATAdlpOCltos controle B) AdlpOCltos com 100nM de Isostewol C)

Adipocitos com 1nM de Isosteviol. Imagens obtidas em microscépio 6tico.
Ampliacdo de 400x.
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Apos a andlise dos resultados é possivel perceber o potente efeito
inibidor do isosteviol sobre a adipogénese que o Isosteviol possui, uma vez
gque mesmo uma concentracdo extremamente baixa foi capaz de inibir
significativamente o processo de diferenciacdo dos pré-adipdcitos. Além do
efeito inibidor da adipogénese, € importante lembrar do efeito citotoxico que
concentracbes altas do Isosteviol possuem, o qual deve ser levado em
consideracdo na sua aplicacdo pratica deste como um composto com
potencial farmacolégico no combate a obesidade.

Conclusbes

E indubitavel o potente efeito anti-adipogéncio que o Isosteviol possui
sobre as células 3T3-L1, contudo, é necessario considerar o efeito citotoxico
gue o composto possui. Desta forma, novos estudos devem ser realizados
para determinar a dose exata nao citotoxica, e para uma melhor analise dos
efeitos anti-adipogénicos do Isosteviol.
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