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RESUMO

A sindrome metabdlica (SM) é caracterizada como a ocorréncia distlrbios metabdlicos
inter-relacionados, que estdo diretamente ligados ao desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2 e doencas cardiovasculares. Os fatores de risco como obesidade e
resisténcia insulinica podem gerar alteracées nas fungdes neuroenddcrinas e
reprodutivas, como diminui¢do das taxas de ovulagéo, assim como a possibilidade de
gerar quadros de infertilidade. Frente ao grande numero de efeitos adversos que a
terapéutica convencional tem trazido, gradativamente, procura-se tratamentos
alternativos, como a fitoterapia. Dessa forma, destaca-se o Syzygium cumini (S.
cumini), com potencialidade terapéutica antioxidante e anti-diabetogénica. Mediante
tais agdes, buscou-se investigar os efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas de S.
cumini sobre a melhoria de funcbes reprodutivas frente ao progresso do perfil
metabdlico de ratas alimentadas com dieta rica em sacarose (DRS). Fémeas Wistar
foram separadas, aos 21 dias, em 2 grupos: CTR (n=8, racao padrdo) e HSD (n=16,
DRS) e avaliadas diariamente para verificagdo da abertura vaginal. Aos 90 dias de
vida, o HSD foi subdividido em: HSD (n=8; tratado com agua destilada; DRS) e SYZ
(n=8; tratado com extrato de S. cumini na dose de 500mg/kg/dia; DRS), todos por 4
semanas. A administracdo do extrato promoveu manutencdo do peso dos animais e
melhora no perfil lipidico. Ainda, o tratamento com S. cumini restaurou a sensibilidade
a insulina nas ratas e reduziu a massa de adipdcitos viscerais em 67% e 31% da area
média dos coxins periuterinos. O extrato ndo exerceu efeitos sobre a ciclidade estral
de ratas DRS. Entretanto a DRS propiciou ao HSD uma frequéncia de foliculos cisticos
86% maior que o CTR, assim como o apresentou melhora desse parametro néo
diferindo do CTR. Por fim, o uso do extrato nas ratas exerceu efeito protetor quanto
ao desenvolvimento de foliculos cisticos, desencadeando um bom progresso ao
microambiente ovariano. Desta forma, o extrato de S. cumini produziu efeitos
marcantes sobre o metabolismo de ratas expostas a DRS, além de reduzir efeitos
degenerativos sobre os ovarios, evidenciando que a melhora do perfil metabdlico

refletiu positivamente sobre o ambiente folicular.

Palavras-chave: Obesidade, dieta rica em sacarose, Syzygium cumini,

microambiente ovariano



ABSTRACT

Metabolic syndrome (MS) is an interrelated metabolic disorder, which is related to the
development of type 2 diabetes mellitus and cardiovascular diseases. Obese and
insulin risk can generate the same functions in the neuroendocrine and reproductive,
as the rates of ovulation, as well as the possibility of generating infertility pictures.
Faced with the large number of opponents who follow conventional treatment, such as
herbal medicine, alternative treatments are sought, such as a herbal medicine.
Syzygium cumini (S. cumini), with antioxidant and anti-diabetogenic potential. The aim
of this study was to investigate the effects of the hydroalcoholic extract of the leaves
of S. cumini on the improvement of reproductive functions against the progress of the
metabolic profile of rats fed high sugar diet (HSD). The Wistar daughters were
separated at 21 days into 2 groups: CTR (n = 8, standard ration) and HSD (n = 16,
DRS) and were evaluated for vaginal return. At 90 days of life, the HSD was subdivided
into HSD (n = 8, treated with distilled water, DRS) and SYZ (n = 8, treated with extract
of S. cumini at a dose of 500mg / kg / day, DRS) all for 4 weeks. The extract promotes
the weight maintenance of the animals and the improvement in the lipid profile.
Furthermore, cumini treatment restored the protein in the rats and reduced the
adipocyte mass by about 67% and the mean area of the periuterine cushions. The
extract had no effect on estrous cycling of DRS rats. However, a DRS provided HSD
with a cystic follicle frequency 86% higher than the CTR, as did the monitoring of this
parameter, not differing from the CTR. Finally, the use of the data extract can be useful
at the same time as the development of cystic follicles, triggering good progress to the
ovarian microenvironment. In this way, the S. cumini extract produced effects on the
metabolism of rats exposed to DRS, besides effects on the ovaries, evidencing that
the improvement of the metabolic profile reflected positively on the follicular

environment.

Key words: Obesity, sucrose-rich diet, Syzygium cumini, ovarian microenvironment
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1. INTRODUCAO

A sindrome metabdlica (SM) é caracterizada como a ocorréncia de pelo menos
trés dos seguintes disturbios metabdlicos: obesidade central e/ou visceral,
hipertrigliceridemia, hiperglicemia, resisténcia a insulina (Rl), hiperinsulinemia (HI) e
hipertensdao (ALBERTI et al, 2009), que estdao diretamente relacionadas ao
desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e doengas cardiovasculares,
representando, desse modo, um sério problema de saude publica, com relevantes
impactos na morbidade e na mortalidade da populacdo (SANTOS, SCHRANK,
KUPFER, 2009). Nesse contexto, da-se atencao a obesidade, definida como excesso
de gordura corporal (GONZALEZ-MUNIESA et al, 2017), e considerada uma doenga
cronica, de etiologia multifatorial (FERNANDEZ-SANCHEZ et al, 2011), caracterizada
pelo desequilibrio energético resultante de um subsidio acima das necessidades
organicas, em periodo de tempo extenso (PERRINI et al, 2008). Como tal, este
balancgo energético positivo tem diversas causas que se comunicam e agem de modo
potencial: os fatores internos, como genética ou fisiologia, e os externos, como dieta,
exercicio fisico, estresse (DEHGHAN, AKHTAR-DANESH, MERCHANT, 2005;
DUBOIS et al., 2012).

A obesidade, por si prépria, € caracterizada como um fator de risco para o
desenvolvimento da RI, um estado metabdlico onde o mecanismo de homeostase da
glicose nao funciona adequadamente. Nesse cenario, entre as alteragées metabdlicas
da insulina, incluem-se reducéo da sinalizacao dos receptores de insulina (PONTES
et al, 2012). Evidéncias sugerem a influéncia direta da obesidade e RI no
desencadeamento de efeitos deletérios sobre 0 metabolismo ao longo da vida da
mulher, como o desenvolvimento de irregularidades na menstruacao, oligoanovulagéo
cronica e infertilidade na idade adulta. Além disso, podem aumentar o risco de abortos
espontaneos e prejudicar os resultados das tecnologias de reprodugéo assistida e
gravidez (PASQUALI, PATTON, GAMBINERI, 2007; DAG, DILBAZ, 2015).

A complexidade dos mecanismos que envolvem a fertilidade depende da
funcionalidade do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas (HHG), sendo que a obesidade
pode gerar alteragdes nas fungdes ovarianas e neuroenddécrinas, com diminuigao das
taxas de ovulacdo, assim como a possibilidade de gerar quadros de infertilidade
(PASQUALLI, 2006; COSTA, 2018). Wu e colaboradores (2012), em um trabalho com

roedores expostos a uma dieta hiperlipidica para desencadeamento da Rl, mostraram
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que a responsividade da hipéfise e do ovario a insulina é exclusivamente preservada
em camundongos com R, verificando um possivel papel patolégico para a sinalizacao
de insulina em estados de HI. Com isso, ha um maior estimulo a esteroidogénese e
potencializagdo na produgdo androgénica. Também, a HI estimula a secregao de
androgénios pelas adrenais e suprime a produgdo hepatica da globulina
transportadora de horménios sexuais (SHBG), promovendo aumento dos androgénios
livres biologicamente ativos. O excesso local dos androgénios ovarianos devido a Hl
causa a atresia prematura dos foliculos ovarianos, formando pequenos cistos e
anovulacao (ARIE et al, 2009; GASPAR et al, 2016). Outrossim, alguns trabalhos tém
confirmado que mulheres obesas apresentam um ambiente folicular ovariano alterado,
apresentando um quadro inflamatério instalado, particularmente com aumento da
proteina C-reativa e dos niveis de atividade de androgénio, que pode ser associado
aos resultados reprodutivos negativos tipicamente observados nestas pacientes
(ROBKER et al, 2009).

Diante disso, essas desordens tém afetado cada vez mais a populagéo e
consequentemente aumentando o numero de pacientes polimedicados. Na medida
em que o numero de medicamentos prescritos aumenta é também de se esperar um
aumento das reagdes adversas e interacbes medicamentosas (BREGNHJJ et al,
2009; BUURMA et al, 2007). Por isso, tem-se verificado uma maior procura das
medicinas complementares e alternativas (MENNITI-IPPOLITO et al, 2002). Uma
dessas terapias alternativas é a fitoterapia, que constitui-se do uso de preparagdes
derivadas de plantas com beneficios terapéuticos ou para a saude (ERNST, PITTLER
2002).

Nessa conjuntura, destacar-se o Syzygium cumini (L.) Skeels (S. cumini), por
ser uma potencial ferramenta terapéutica que pode atuar em varios alvos ao mesmo
tempo (HELMSTADTER, 2008; SILVA et al, 2012). Em nosso grupo de pesquisa, 0
trabalho de Benevides (2015), ao avaliar os efeitos do tratamento com S. cumini sobre
as funcbes metabdlicas e do sistema reprodutor de ratas com obesidade induzida por
L-glutamato monossédico (MSG), confirma inducdo da obesidade pelo aumento
significativo dos depésitos de tecido adiposo nos animais MSG em comparacao aos
controle, e verificou-se que as fémeas MSG apresentaram 85% menos foliculos
antrais saudaveis que as controle. No que lhe diz respeito, o tratamento com extrato
hidroalcodlico das folhas de S. cumini reduziu o perimetro desses coxins adiposos,

assim como elevou a taxa de foliculos antrais saudaveis, evidenciando que a melhora
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do perfil metabdlico repercutiu de forma positiva sobre a taxa de maturacao folicular
sadia, podendo elevar os indices de fertilidade neste modelo animal.

O modelo de inducao de obesidade por dieta tem se mostrado uma ferramenta
experimental vantajosa ao passo que assemelha-se a forma de desenvolvimento da
obesidade em humanos, que possuem uma alimentacdo rica em alimentos
processados com elevada quantidade de acucares refinados (BRAY, NIELSEN,
POPKIN, 2004). Alteracbes em respostas morfométricas e bioquimicas com
consequentes efeitos na homeostase, sdo observadas em animais expostos a dieta
rica em sacarose. Estas modificacdes resultam em obesidade, HI e instauracao da Rl
(BOTEZELLI et al., 2012; PINTO et al., 2016, SOUSA et al, 2018), o que tornam esse
modelo experimental adequado ao estudo das relagdes entre obesidade e desordens
reprodutivas.

Por conseguinte, levando em consideracao o potencial terapéutico do S. cumini
e a exuberancia etnofarmacoldgica da flora encontrada no Maranhao, buscamos neste
trabalho averiguar a hipotese de que o tratamento com extrato hidroalcéolico das
folhas de S. cumini induz melhora no gerenciamento dos problemas metabdlicos, o
que pode levar a resultados positivos sobre o perfil reprodutivo de ratas alimentadas

com dieta rica em sacarose.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Sindrome metabdlica e suas comorbidades

A SM possui varios componentes associados ao seu desenvolvimento. Dentre
eles podem-se manifestar a obesidade, a Rl e dislipidemias (ALBERTI et al, 2009),
por interferéncia genética e/ou habitos de vida. De todos os fatores, o de maior
relevancia para fisiopatologia da SM é a obesidade, pois esta associada aos multiplos
transtornos que geram taxas elevadas de morbidade e de mortalidade, pois tao
somente ela ocasiona diversos riscos de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares que causam hipertensao, hiperglicemia e reduz niveis de HDL
(PENALVA, 2008). Um levantamento recente da Pesquisa de Vigilancia de Fatores
de Risco e Protecédo para Doencgas crénicas por Inquérito Telefénico (Vigitel), por
meio de uma pesquisa realizada com maiores de 18 anos, nas 26 capitais e no
Distrito Federal, trouxe que quase 1 em cada 5 brasileiros (18,9%) € obeso e que
mais da metade da populacao das capitais brasileiras (54,0%) estdo com excesso
de peso (BRASIL, 2016). O excesso de gordura corporal, principalmente o acumulo
visceral, esta relacionado com diversas alteracées no perfil lipidico, com a elevacao
na pressao arterial e HI (FREIXO, 2010).

Um outro fator que desempenha um papel etiolégico central na SM é a R, que
geralmente acompanha a obesidade (ABBASI et al, 2002), definida como a falha da
insulina em estimular o transporte de glicose para as células-alvo (BUGIANESI,
MCCULLOUGH, MARCHESINI, 2005). O caminho que leva a Rl engloba uma série
de fatores que causam a alteracdo das vias de sinalizacdo da insulina. Entre esses,
os acidos graxos livres sdo reconhecidos como um fator de risco significativo,
contribuindo para o desenvolvimento da Rl em 6rgaos-alvo. Notavelmente, a Rl no
figado correlaciona-se com a elevagao do conteudo lipidico nesse 6érgéo, originando-
se principalmente de acidos graxos livres no plasma (DONNELLY et al., 2005). Os
acidos graxos livres sao extensivamente liberados pelo tecido adiposo branco no
plasma quando ocorre a instalagdo da RIl. De fato, a Rl nesse tecido resulta em
aumento da lipdlise, o que leva a altos niveis de acidos graxos circulantes (EGUCHI
et al., 2006).

2.2. Obesidade e Reproducao
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A funcionalidade ovariana, durante a vida reprodutiva, depende da harmoniosa
interacao entre fatores autdcrinos, paracrinos e endocrinos, que atuam coordenando
o processo da foliculogénese, isto é, o processo de formagdo, crescimento e
maturagéao folicular, iniciando-se com a formagao do foliculo primordial e resultando
com o estagio de foliculo pré-ovulatério (VAN DEN HURK, ZHAO, 2005.). O foliculo
ovariano é a unidade estrutural principal e operacional dos ovarios de mamiferos, que
gera o microambiente imprescindivel para o desenvolvimento do oécito (GOSDEN et
al., 1993). E composto por um odcito circundado por células da granulosa e/ou células
da teca. Dessa forma, os foliculos podem ser classificados, de acordo com o grau de
evolucao, em foliculos pré-antrais (primordiais, primarios e secundarios) e antrais
(terciarios e pré-ovulatorios) (SILVA, 2005).

O ciclo ovariano feminino pode ser dividido em trés fases: fase proliferativa, a
ovulacao e a fase secretéria (ARTINI et al., 2007). A regulacao da foliculogénese
depende tanto de fatores intraovarianos quanto extraovarianos, dentre esses, um dos
mais importantes, é a acao do hipotalamo na secrecao do horménio regulador das
gonadotrofinas (GnRH) em pulsos, que € transportado para a hipéfise anterior, onde
sao produzidos, armazenados e secretados o horménio foliculo estimulante (FSH) e
o luteinizante (LH). Estes horménios estimulam os ovérios a desenvolver um foliculo
dominante, que secreta niveis crescentes de estrogénio, que inibe a secrecao das
gonadotrofinas na hipofise anterior e, por feedback negativo no hipotalamo, diminui os
niveis de LH e FSH. A partir de certa taxa de estrégeno, o feedback é revertido e a
liberacdo de LH da hipofise é estimulada, o chamado pico pré-ovulatério. Apos a
ovulagao, as células foliculares remanescentes no ovario luteinizam-se e forma-se o
corpo luteo, que secreta, de forma predominante, progesterona.

A progesterona, por sua vez, diferencia o endométrio, necessério para a
implantacéao do 6vulo fertilizado. Caso nao ocorra esta implantacao, a gonadotrofina
coribnica humana (HCG) nao é produzida, e o corpo luteo involui. A queda dos niveis
de estrégeno e progesterona derivados do corpo luteo provoca a descamacao do
endométrio e consequentemente, a menstruacdo (SPEROFF, 2005; POPAT, 2008;
GRAY, 2013). Ja o ciclo reprodutivo de roedores fémeas, denominado ciclo estral, tem
duracao de 4 a 5 dias e é dividido em quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro.
A ovulacao ocorre no inicio do proestro até o final do estro. A caracterizacao de cada
fase do ciclo baseia-se na proporcao entre trés tipos celulares observados no

esfregaco vaginal: células epiteliais, células cornificadas e leucécitos (MARCONDES,
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BIANCHI, TANNO, 2002). Toda fisiologia da reproducao feminina esta voltada para a
liberacdo periddica do évulo. Para que isto aconteca é necessaria uma funcéo
ovariana adequada, na qual a ovulagéo e a secreg¢ao de esteroides sexuais ocorram
de uma maneira regular e sincronizada.

Por essa razao, investigacdes tém demonstrado os riscos a saude que o
consumo de carboidratos refinados pode determinar, tanto no organismo humano
quanto em roedores (TEFF et al, 2009; RAMOS, BATISTA, ALBUQUERQUE, 2017).
Estudos dietéticos tém sido uma ferramenta fundamental para a investigacao da SM,
tendo em vista sua influéncia sobre o metabolismo e a regulacédo do corpo inteiro por
meio de efeitos hormonais, alteracao da homeostase da glicose e de vias metabdlicas
dos lipidios (SENAPHAN et al, 2015; SUMAN et al, 2016). Os efeitos negativos da
obesidade sobre as fungdes reprodutivas sdo de dificil descricdo devido a
complexidade multifatorial. Varios mecanismos estdo envolvidos na relacdo entre
fertilidade e obesidade, dentre eles os mais citados sdo a hiperandrogenemia, a Rl
(PASQUALI et al, 2003).

Em se tratando de fisiopatologia reprodutiva, o hiperandrogenismo (HAndg)
desenvolve-se como resultado de uma secrecao exagerada de androgénios pelos
ovarios e adrenais. O HAndg de origem ovariana é desencadeado por diversas
alteracdes, como a hiperestimulacao do LH nas células da teca ovariana, a acao
insulinica como cogonadotrofina (EHRMANN, 2005), uma resposta exacerbada das
células tecais ao estimulo de LH, assim como uma maior expressao de enzimas tecais
envolvidas na sintese de andrégenos (JAKIMIUK, 2001; MAGOFFIN, 2006).

A justificativa para o aumento de LH é uma alteracdo na homeostase do eixo
HHG e pode ser produto de alteracbes nos mecanismos de feedback mediados por
hormonios sexuais na secrecdao do GnRH no hipotalamo (PASTOR et al, 1998), o que
pode influenciar no aumento da frequéncia e amplitude dos pulsos de GnRH
(EHRMANN, 2005). Supde-se que a hipersecrecao de LH esta relacionada com um
estimulo central através da insulina, tendo em vista que esse hormdnio interage com
receptores hipotalamicos e pode estimular a secrecdo de GnRH e,
consequentemente, LH (MACIEL et al, 2004). Em virtude de os niveis de FSH néo
estarem totalmente suprimidos, o0 crescimento folicular novo ¢é estimulado
ininterruptamente, mas nao ao ponto da maturacao e da ovulagéo, apesar do fato de
qgue o potencial de crescimento n&do esta realizado, o tempo folicular pode estender

diversos meses sob a forma de varios foliculos cisticos, perdendo seu aspecto normal.


https://www.sinonimos.com.br/ininterruptamente/
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O estimulo excessivo do LH no compartimento teca-estromal também contribui para o
aspecto cistico, devido ao aumento da sintese de androgénios intraovarianos
(FERREIRA et al, 2008).

Além do mais, em seu trabalho experimental com ratas com obesidade induzida
por MSG, Gaspar e colaboradores (2016) observaram que o quadro de obesidade
desencadeou aumento de massa corporal, acimulo de gordura retroperitoneal e
gordura visceral, assim como hipertrofia de adipocitos viscerais, em compara¢ao com
o controle. Os animais MSG também eram dislipidémicos e hiperinsulinémicos. A
andlise da morfologia ovaniana mostrou que as ratas MSG tiveram um decréscimo de
2 vezes na contagem de odcitos, mas um aumento de 6 vezes nos cistos foliculares,
juntamente com um maior numero de foliculos totais, primordiais e atrésicos.

Também, no estudo de Robker et al (2009), evidenciaram-se alteragdes
sistémicas decorrentes da obesidade, relacionando-se com a reducao do ambiente
folicular ovariano. Além do que, foliculos ovarianos de obesas manifestam
caracteristicas inflamatérias e um indice de atividade androgena intensificada. Wu et
al (2010), com base em evidéncias de lipotoxicidade induzida pela obesidade em
outras células, verificaram que o acumulo de lipidios ocorrem em células ovarianas e
olcitos de roedores em resposta a uma dieta obesogénica, e isso foi associado a
ativacao de vias de lipotoxicidade comprovada através da verificacao de elevada
expressdo de genes marcadores do estresse do reticulo endoplasmatico nesses
animais quando comparados ao grupo controle.

Nesse sentido, as informacdes acima reforcam o comprometimento da saude
reprodutiva pela obesidade, também confirmado pela exibicdo de alteracbes no
ambiente folicular ovariano, que pode ser associado com resultados reprodutivos
desfavoraveis tipicamente observados em pacientes obesas (FARIAS, SABOIA,
LIMA, 2018).

2.3. Tratamento de disfuncoes reprodutivas

Mesmo que pacientes portadoras de desordens reprodutivas busquem
tratamento para fertilidade, regularizar o ciclo menstrual e combater o HAndg e RI,
que séo as principais causas de seus transtornos, as ameacgas mais alarmantes séao
DM2 e, possivelmente, doenca cardiovascular (MOURA et al, 2011; EHRMANN,
2005). Levantamentos comprovam que a perda de peso deve ser recomendada as

pacientes obesas ou com sobrepeso, pois a redugdo de cerca de 5% da massa



18

corporal pode trazer recondicionamento da ovulagcdo. Nas intervengdes
farmacolégicas, destaca-se uma gama de medicamentos, entre eles
anticoncepcionais orais e agentes sensibilizadores de insulina. Estes tém sido usados
para reduzir o quadro de HI e sua repercussao negativa sobre a fungao ovariana e a
prevencgao de suas decorréncias cardiovasculares (EHRMANN, 2005).

Os anticoncepcionais orais ja foram utilizados como tratamento de escolha para
a reducao do HAndg e das irregularidades menstruais (MARCONDES, HAYASHIDA,
BACHEGA, 2007). Entretanto, vém sido substituidos devido a possibilidade de piorar
a RI, induzir intolerancia a glicose, assim como gerar dislipidemias, aumentando o
risco de DM2 e doengas cardiovasculares (DIAMANTI-KANDARAKIS, 2003). No meio
dos sensibilizadores de insulina, a metformina tem se tornado o principal, dado que
estudos demonstram as vantagens do seu uso (MOREIRA, 2011). No campo
farmacolégico, esse medicamento vem sendo vastamente estudado e administrado
em pacientes com Sindrome dos Ovarios Policisticos, a fim de regular perturbacdes
menstruais, tratar o hirsutismo e estimular a ovulacdo (MORALES, VERDESIA 2007).
Todavia, tem-se descoberto que seu uso, a longo prazo, gera efeitos colaterais
(PACKER, 2018).

2.4. Tratamento alternativo com produtos naturais

No ambito de intervengdes farmacoldgicas, as agdes terapéuticas de diversas
plantas tém sido estudadas para averiguacdo de suas pontencialidades e uso
alternativo no tratamento de doencas, em especial a obesidade e a Rl (SOARES,
2013). O mecanismo pelo qual as plantas baixam a taxa sérica de glicose pode ser
atribuido aos seguintes fatores: aumento da liberagdo de insulina através da
estimulacao pelas células B-pancreaticas; resisténcia aos horménios que aumentam
essa taxa no sangue; aumento do niumero e da sensibilidade do sitio receptor de
insulina, diminuicdo da perda de glicogénio; aumento do consumo de glicose nos
tecidos e o0rgaos; eliminacdo de radicais livres e estimulo ao aumento da
microcirculacdo sanguinea no organismo (NEGRI, 2005; BONA, 2011).

Nesse contexto, faz-se mencao do S. cumini, também conhecido popularmente
como jamboldo. O S. cumini é uma espécie nativa da india, mas amplamente cultivada
em muitos paises da Africa e América do Sul. No Brasil, ela é lavrada em diversos
estados das regides sudeste, nordeste, norte e sul (SRIVASTAVA, CHANDRA, 2013).

Pertence a familia Myrtaceae e possui fruto pequeno e ovoide, com casca escura
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devido a presenca de antocianinas (VIEGAS et al.,, 2007). Sabe-se que S.
cumini possui ampla gama de propriedades medicinais, as quais tém sido atribuidas
a presenga de compostos bioativos em diferentes partes da planta. Exemplo disso &
0 uso das folhas em gastroenteropatias e no auxilio do tratamento do diabetes,
enquanto os frutos sao utilizados no tratamento de faringite e doencas
esplénicas. Além disso, as sementes sdo empregadas como diurético e,
principalmente, no tratamento do diabetes (WARRIER, NAMBIAR,
1993; HELMSTADTER, 2008; BALIGA et al, 2011). Dados de Sharma et al (2012)
corroboram com a literatura ao descrever algumas atividades bioldgicas do S. cumini,
como acao anti-hiperglicémica, anti-inflamatéria, antibacteriana, antioxidante e
cardioprotetora.

Frente ao potencial terapéutico dessa espécie, nosso grupo de pesquisa tem
investigado os efeitos metabdlicos do extrato das folhas de S. cumini em ratos obesos.
Assim como realizado a caracterizacao do perfil fitoquimico de polifenois presentes
nas folhas de S. cumini (CHAGAS et al, 2015). Dados obtidos por Sanches e
colaboradores (2016), ao utilizarem extrato rico em polifenois das folhas de S. cumini
em ratos com obesidade induzida por MSG por 30 dias, demonstram que esses
animais exibem significativamente menor massa corpérea, indice de Lee e massa de
tecido adiposo branco em comparacao com ratos obesos que receberam veiculo,
além de mostrar um aumento de duas vezes na atividade lipolitica no coxim adiposo
periepididimal, assim como os niveis de triglicérides no soro, figado e musculo
esquelético semelhantes aos encontrados em animais magros. Também, extrato de
S. cumini também trouxe melhora no quadro de HI e Rl em ratos obesos, 0 que
resultou na reversao parcial da intolerancia a glicose, em comparagcado aos ratos
obesos. Vale (2016), ao administrar extrato das folhas de S. cumini em ratas obesas
MSG, obteve manutencgao do peso dos animais, reducao do indice de Lee e melhora
do perfil glicolipidico. O tratamento também trouxe um efeito protetor contra a
instauracdo da RI, proporcionando efeitos acentuados sobre os parametros
metabolicos das ratas.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2015.00259/full#B22
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fphar.2015.00259/full#B6
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar os efeitos do extrato hidroalcodlico das folhas de S. cumini sobre
parametros metabdlicos e microambiente folicular ovariano em ratas alimentadas com

dieta rica em sacarose.

3.2. Obijetivos Especificos

e Analisar os efeitos do tratamento com extrato hidroalcodlico das folhas de S.
cumini sobre morfometria e metabolismo glico-lipidico de ratas alimentadas
com dieta rica em sacarose;

e Averiguar os efeitos do tratamento com extrato hidroalcodlico das folhas de S.
cumini sobre a ciclicidade estral e alteragdes histopatolégicas dos ovarios de

ratas alimentadas com dieta rica em sacarose.
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MATERIAIS E METODOS

4.1. Abordagem Experimental
Na perspectiva de verificar a conjectura de que a dieta rica em sacarose (DRS)

seria capaz de causar mudangas no padrao morfolégico e metabdlico em ratas,

construiu-se o seguinte desenho experimental:

a.

Inicialmente, ratas Wistar com 21 dias de vida (desmame) foram randomizadas
em dois grupos: um grupo controle (CTR, n=8), que foi alimentado com a dieta
padrao; e um grupo que recebeu a DRS (HSD, n=16);

Acompanhou-se, semanalmente, a evolugcao ponderal, o consumo de racao e
a eficiéncia alimentar;

Para avaliacdo da influéncia da DRS sobre a puberdade dos animais, fez-se
acompanhamento diario de forma observacional, a partir do desmame, a fim de
se verificar o periodo de abertura vaginal das ratas;

Aos 90 dias de vida, o grupo HSD foi subdividido aleatoriamente em 2 grupos,
que continaram recebendo a DRS: o grupo HSD (n=8), que recebeu por via oral
(v.0.) veiculo; e o grupo SYZ (n=8), tratado com extrato de S. cumini (500
mg/kg; v.0.);

Foi feito, diariamente, o acompanhamento da ciclicidade estral; semanalmente,
a avaliagdo ponderal, consumo de ragdo e eficiéncia alimentar e, mensalmente,
a avaliacao da obesidade pelo calculo do indice de Lee;

Ap6s 120 dias de vida, os animais foram eutanasiados para coleta e analise
morfométrica do figado, pancreas e depdsitos de gordura retroperitoneal e
visceral. Também, os ovérios foram coletados para analise histoldgica. Assim
como colheu-se aliquotas de sangue para separacao do soro, que foi utilizado
para caracterizacao do perfil bioquimico e do quadro de resisténcia insulinica.
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Figura 1. Desenho experimental. Ratos Wistar fémeas foram separados para desmame aos 21 dias
de vida e separados em dois grupo: CTR (n=8, dieta padrdo) e HSD (n=16, DRS). A partir de entao,
acompanhou-se o0s animais, diariamente, para se determinar a data de abertura vaginal;
semanalmente, a evolugdo ponderal, o consumo de ragao e a eficiéncia alimentar. Aos 90 dias de vida,
o HSD foi subdividido em 2 grupos: HSD (n=8, DRS), que recebeu veiculo (v.0.); e SYZ (n=8, DRS),
tratado com extrato de S. cumini (500 mg/kg; v.o.). Em diante, acompanhou-se a ciclicidade estral
diariamente; semanalmente, a avaliagdo ponderal, consumo de ragdo e eficiéncia alimentar; e,
mensalmente, a avaliagdo da obesidade. Na data dos 120 dias de vida dos animais, ocorreu a eutanasia
e foram coletados figado, pdncreas e depdsitos de gordura retroperitoneal e visceral para analise
mormeétrica; e ovarios para analise histologica.

4.2. Racao Rica em Sacarose
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A ragao que constituiu a DRS foi produzida a partir do método proposto por
Pinto e colaboradores (2016). Em primeiro lugar, a racdo padrdo (Nuvilab®) foi
pulverizada em liquidificador e a ela adicionado leite condensado (Nestlé®), agucar
refinado e dgua nas proporgdes demonstradas a seguir, na Tabela 1, até formar uma
mistura homogénea e pastosa. Essa massa foi manipulada para formar pellets
semelhantes a ragdo padrdo e dessecada em estufa (38 °C por 3 dias).
Posteriormente, a racdo produzida foi armazenada em geladeira por no maximo 7

dias. A composicao centesimal comparativa entre as dietas se encontra na Tabela 2.
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Tabela 1. Quantidade relativa de componentes da dieta rica em sacarose

COMPOSICAO PERCENTUAL (%)
Racao Nuvilab® pulverizada 40,0
Leite Condensado Nestle® 40,0
Acucar refinado 8,5
Agua Filtrada q.s.p.

Fonte: autor

Tabela 2. Composicao centesimal da dieta padrao e da rica em sacarose

COMPOSICAO CENTESIMAL RACAO PADRAO RACAO HSD
Carboidratos 55,4% 65,0%
Sacarose 10,0% 25,0%
Proteinas 21,0% 12,3%
Lipideos 05,2% 04,3%

Valor Energético 352Kcal/100g 348Kcal/100g

Fonte: autor

4.3. Animais

Para os protocolos experimentais foram utilizadas ratas Wistar da espécie
Rattus norvergicus (21 dias, aproximadamente 45g) provenientes do Biotério Central
da UFMA e aclimatadas no Biotério Setorial do Laboratério de Fisiologia Experimental
em gaiolas de polietileno forradas com xilana, a temperatura 21 £ 2 °C, ciclo
claro/escuro de 12 horas e acesso livre a agua e racao especifica de cada grupo.
Todos os protocolos experimentais realizados neste projeto fazem parte de um projeto
maior intitulado "Potencialidade farmacolégicas de Flavonoides isolados da folha de
Syzygium cumini (l.) Skeels para tratamento de patologias associadas a sindrome
metabdlica: Investigacdo de mecanismos relacionados ao estresse do reticulo

endoplasmatico” sob coordenacdo do professor Antonio Marcus de Andrade Paes e
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previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da UFMA (CEUA
n®23115.007440/2016-71) (em anexo).

4.4. Material boténico e preparacao do extrato hidroalcodlico das folhas
de Syzygium cumini

As folhas da espécie S. cumini foram coletadas no Campus Bacanga da
Universidade Federal do Maranh&o na cidade de S&o Luis MA- Brasil. Em adaptagéo
ao trabalho de Sharma e colaboradores (2008), para manufatura do extrato, as folhas
de S. cumini foram selecionadas e posteriormente secas a 38°C no forno de fluxo de
ar. Em seguida, o material foi pulverizado em moinho de facas e pesado. O pé obtido
foi submetido a maceragéo em etanol a 70%, no hidromodulo de 1:6 p/v, por 24 horas
sob agitacdo mecénica a temperatura ambiente durante 3 dias, sendo que a cada 24
horas havia renovacao do solvente. O extrato recolhido foi submetido a centrifugacéao
a 3.500 rpm em temperatura ambiente por 10 minutos e 0 sobrenadante concentrado
em rotaevaporador a baixa pressao e temperatura de 45°C, seguido de liofilizagéo.
Para administracdo nos animais, o p6 foi ressuspenso adequadamente em agua
destilada.

4.5. Avaliacao do desenvolvimento ponderal e caracterizacao dos
efeitos da dieta rica em sacarose

Ao longo de todo periodo de experimentacéo, os animais foram pesados duas
vezes por semana para avaliacdo do progresso ponderal, consumo de racédo e
eficiéncia alimentar. Ademais, mensalmente, foi calculado o indice de Lee dos
animais, que € resultado do quociente da raiz cubica do peso corporal (g), pelo
comprimento nasoanal (cm) ([peso'?/cNA] x 1000) (BERNARDIS, PATTERSON,
1968).

4.6. Analise Bioquimica

O sangue coletado foi submetido ao processo de coagulacao e centrifugacéao
(3500 rpm, 10 min) para obtencdo de soro, utilizado para determinacado das
concentragdes de colesterol e triglicérides através de método colorimétrico, segundo
as especificagdes descritas nos kits de dosagem (LabTest®).
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4.7. indice TyG
O indice TyG, uma férmula matematica que utiliza glicemia e triglicérides de

jejum para avaliagao de resisténcia a insulina, foi determinado pelo Ln [glicose (mg/dL)
x triglicerideos (mg/dL)/2] (GUERRERO-ROMERO et al., 2010).

4.8. Verificacao de abertura vaginal e determinacao de ciclo estral

A partir dos 30 dias de idade, as ratas foram observadas diariamente para
registro da idade de abertura vaginal, indicativa do inicio da maturidade sexual desses
roedores. A determinacdo das fases do ciclo estral foi realizada em adaptacao a
metodologia de Marcondes, Bianchi & Tanno (2002), diariamente, no horéario da tarde
entre 16:00 e 18:00 h, a partir dos 90 dias até o periodo da eutanasia. A coleta da
secrecao vaginal foi realizada com insercao de pipeta de plastico com ponteira
contendo 20uL de solugao fisiologica esteéril (NaCl 0,9%), na vagina do animal. O
material aspirado foi colocado sobre lamina de vidro e visualizado a fresco, em
microscopio optico de luz comum, em aumento de 40 vezes. A classificagdo das fases
do ciclo estral de cada animal foi feita de acordo com tipo celular preeminente no
lavado vaginal, sejam células cornificadas, células epiteliais nucleadas ou leucécitos
em: proestro, estro, metaestro e diestro (HUBSCHER; BROOKS; JOHNSON, 2005).
As fémeas foram avaliadas como tendo ciclos regulares, ciclos irregulares e/ou estro
prolongado. Ademais, a duracdo do ciclo foi definida por uma média de 5 dias
(MARCONDES, BIANCHI & TANNO, 2002; MOORE et al., 2015).

4.9. Analise Histoldgica dos Ovarios

Apés a eutanasia, os ovarios foram removidos, limpos, separando-se o ovario
direito de cada animal, que fora fixado em paraformaldeido a 4% e, em seguida,
armazenado em etanol a 70%. Os ovarios passaram por processamento tecidual e
posterior inclusdo em parafina. Fizeram-se cortes em secdes de 5 um selecionadas
em triplicata como amostra representativa de um corte, sendo que 3 sequéncias de
triplicata foram analisadas por ovario com um intervalo de 50 um entre cada corte.
Cada corte foi corado com hematoxilina-eosina e analisado sob microscopia de luz.

Considerou-se apenas os foliculos contendo um oécito. Os foliculos foram
classificados conforme metodologia de Gaspar e cols. (2016):

e Foliculos primordiais: constituidos por uma camada achatada e nao uniforme

de células da granulosa em torno de um 6vulo;
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e Foliculos primarios: constituidos por uma ou menos do que duas camadas de
células granulosas cubdides;

e Foliculos secundarios: constituidos por um odcito rodeado por uma camada
superior de células da granulosa cuboides, sem antro visivel,

e Foliculos antrais: constituidos por um oécito rodeado por varias camadas de
células da granulosa cubdides e que contenham um ou mais espacos antrais,
cumulus oophorus e camada teca também podendo ser evidente;

e Foliculos saudaveis: sem deformacéao nas camadas de células granulosas ou
teca ou nucleos picnéticos;

e Foliculos atrésicos: caracterizados por encolhimento ou colapso, apresentando
células da granulosa com pelo menos dois nucleos picnéticos ou, no caso dos
antrais, com células da granulosa invadindo a cavidade no antro;

e Foliculos cisticos: caracterizados por ser grandes e cheios de fluido com uma
camada diminuida das células da granulosa e a camada de células da teca
interna espessada.

Para a analise estatistica, o numero total de cada foliculo encontrado por ovario
foi dividido pelo niumero de triplicatas avaliadas, obtendo-se um nimero médio.

4.10. Mensuracao da area dos adipécitos

Depdsitos de gordura perigonadal foram processadas em conjunto com o
ovario direito e cortadas em se¢des de 5 um. Cem adipdcitos foram analisados de
cada animal. Micrografias foram tiradas com uma ampliacdo de 200X. A area de
adipécitos foi calculada usando AxionVision (AxioVs40x64 V 4.9.1.0, Carl Zeiss
Microscopy mBH). Posteriormente, calculou-se a frequéncia de adipécitos por classe

de tamanho com intervalos de um2 semelhantes.

4.11. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média = erro padrdo das médias. A
analise dos dados dos experimentos foi realizada por meio dos testes estatisticos
paramétricos (teste t de Student ndo pareado) ou anadlise de variancia (ANOVA One-
way pos teste Newman-Keuls). As diferengas foram significativas quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Efeito protetor do extrato de S. cumini sobre o desenvolvimento de
sindrome metabdlica em ratas expostas a DRS

Nesse trabalho, ratas Wistar foram expostas a uma DRS durante 10 semanas
antes do tratamento com o extrato de S. cumini (EHS), e por mais 4 semanas,
totalizando 14 semanas em DRS. Diversos protocolos experimentais foram realizados
para avaliagdo da capacidade da DRS em induzir obesidade e outras desordens
metabdlicas associadas. Dessa maneira, nossos resultados demonstram que a DRS
nao foi capaz de induzir diferencas de peso importantes quando comparada ao grupo
controle ao longo das 14 semanas (Figura 2A-B). Algo semelhante ocorreu no
trabalho de Pinto et al (2016), onde nao observaram diferenga no ganho de peso entre
o grupo de animais expostos a DRS por 9 semanas quando comparados ao controle.
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Figura 2. Acompanhamento ponderal. A - peso dos animais (g) antes da intervencéo,
avaliados nos grupos experimentais que receberam ragado normal (CTR; n = 8), ragdo rica em
sacarose (HSD; n = 16). B - peso dos animais (g) no tratamento, avaliados nos grupos
experimentais que receberam racao normal (CTR; n = 8), racao rica em sacarose (HSD; n = 8)
e com o grupo tratado com EHS (SYZ; n = 8). Em todos os grupos as intervengdes dietéticas
foram iniciadas logo no desmame (21 dias de vida), no entanto o grupo SYZ foi criado apenas a
partir do 32 més de vida. Os pontos representam média * erro padrao, comparadas por testes
estatisticos paramétricos (teste t de Student one-tailed néo pareado) e anélise de variancia (One-
Way e pos-teste Newman-Keuls). As letras representam diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos vs. (p<0,05) vs. aCTR; bHSD.

Entretanto, o tratamento com EHS foi efetivo em reduzir o peso dos animais
desde a primeira a ultima semana de tratamento (Figura 2B). Dados da literatura
corroboram com 0s nossos, como o de Vale (2016), onde o tratamento com EHS em
ratas obesas proporcionou retencéao do ganho de peso logo nos primeiros 12 dias de
intervencao. Ja Benevides (2015) verificou que o EHS promoveu a redugéo de peso
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verificada nos primeiros 10 dias de tratamento. Esta reducdo de peso pode estar
associada a interferéncia causada pelo extrato de jamboldo na absorcdo dos

alimentos, por possuir fibras e outros compostos bioativos (SILVA et al., 2012).

Em continuidade, o indice de Lee pode ser usado como forma detalhada e
rapida para determinar obesidade em ratos submetidos a um método de ganho de
peso. Bernardis & Patterson (1968) descreveram a determinagdo da obesidade em
ratos proposta por Lee em 1928. Cabe ressaltar que ndo houveram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos HSD e SYZ em relacdo ao CTR (Figura
3A,B). Dado este que pode ser explicado por limitacdes do modelo experimental e a

variacdo observada quanto a caracterizacdo morfométrica e metabdlica dos animais.
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Figura 3. Avaliacao do indice de LEE. A - indice de Lee (g*/cm x 1000) antes do tratamento; e B
- indice de Lee (g”/cm x 1000) ap6s 4 semanas de tratamento, avaliados nos grupos experimentais
que receberam ragao normal (CTR; n = 8), racao rica em sacarose (HSD; n = 8) e com o grupo
tratado com EHS (SYZ; n = 8). As barras representam média * erro padrao, comparadas por analise
de variancia (One-Way e pos-teste Newman-Keuls). * representa diferenga de p < 0,05.

Ainda, os animais foram acompanhados para avaliagdo do consumo de racéao
e eficiéncia alimentar. Verificou-se que, ao longo das semanas precedentes a
intervengcdo com EHS, averiguando o resultado da &rea sobre a curva do consumo
alimentar dos grupos, ndo se obteve diferenca estatisticamente significativa no
consumo de ragao (Figura 4A-B), mas a DRS proporcionou uma maior eficiéncia
alimentar ao HSD (Figura 4E-F). Dados semelhantes foram encontrados por Pinto et
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al (2016), onde ratos Wistar jovens alimentados com DRS, mostrando menor consumo
em relacdo aos animais alimentados por dieta padrao, possivelmente pelo fato de a
maior carga de carboidratos conferir uma maior saciedade nos animais, além de
apresentar caracteristicas organolépticas diferentes, necessitando de maior tempo
para adaptacao a alimentacao.

Avaliando os mesmos parametros no fim do tratamento, constatou-se que os
grupos HSD e SYZ demonstraram um menor consumo alimentar em comparagao ao
CTR (Figura 4C-D), e, apesar do menor consumo, a quantidade de ragéo ingerida
proporcionou maior capacidade de ganho de peso ao grupo HSD, dado constatado
pela maior eficiéncia alimentar exibida (Figura 4G-H), uma caracteristica importante
de indiduos com obesidade. Além disso, os resultados da eficiéncia alimentar foram
essenciais para complementar a constatacdo da agdo antiobesogénica do EHS,
levando-se em consideragao que o grupo SYZ nao diferiu do HSD quanto ao consumo
de racdo, mas demonstrou significativamente menor eficiéncia alimentar que esse
grupo (Figura 4G-H). Resultado que pactua com trabalhos que analisaram o efeito do
EHS sobre a obesidade, atestando que o EHS confere manutencdo da massa
corporal, com consideravel reducao de depdsitos de gordura (BENEVIDES, 2015;
SANCHES et al, 2016).
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Figura 4. Avaliacao do Consumo e Eficiéncia Alimentar. A — Consumo Alimentar no periodo anterior

ao tratamento; B — Area sobre a curva (AUC) do Consumo Alimentar antes do tratamento; C — Consumo

Alimentar no periodo do tratamento; D — AUC do Consumo Alimentar no tratamento; E — Eficiéncia

Alimentar antes da intervencao; F — AUC da Eficiéncia Alimentar antes da intervencao; G — Eficiéncia

Alimentar apds intervencao; G — AUC da Eficiéncia Alimentar ap6s intervengéo. As barras representam

média + erro padrdo, comparadas por teste t de Student (unpaired e one-tailed) ou andlise de variancia

(One-Way e pés-teste Newman-Keuls). * representa diferenca de p < 0,05 quando comparado ao CTR.

As letras representam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos vs. (p<0,05) vs. aCTR,;

PHSD; °SYZ.
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Na sequéncia, tém-se os resultados da avaliagdo morfométrica de 6rgaos dos
animais. Verificou-se que o grupo HSD apresentou um maior acumulo de gordura nos
coxins adiposos viscerais, representando um acréscimo de 53% na massa adiposa
em relacdo ao CTR. Nao se observaram diferencas entre os demais érgaos (Tabela
3). De forma similar, Sousa et al (2018), ao alimentar ratos Wistar com DRS por 32
semanas, verificaram que esses animais apresentaram depdsitos de tecido adiposo
visceral cerca de 152% superior ao controle. Informagdes obtidas por Malafaia et al.
(2013) demonstram que animais submetidos a DRS com trés meses de idade
apresentaram, de forma marcante, um aumento de gordura retroperitoneal e
perigonadal. O aumento adiposidade visceral também foi observado por Pawlak et al.
(2004) apods exposicao de ratos a uma dieta hiperglicidica (45% de carboidratos) por
um periodo de 32 semanas, e Kawasaki et al. (2005) por ap6s 42 semanas de
exposicao a uma DRS.

Ao analisar o efeito do EHS sobre a morfometria dos érgaos, comprovou-se
uma reducdo de 67% dos depdsitos viscerais de gordura dos animais SYZ quando
comparados aos HSD, comprovando agéo anti-adipogénica do EHS.

Tabela 3. Analise morfométrica dos 6rgaos

TECIDOS CTR (g/1009) HSD (g/100g) SYZ (g/100g)
Gordura Visceral 2,669 * 0,2651 4,088 +0,4131 &€ 2442 +0,2906 P
Gordura 1.3 +0,07796 1,672 +0,1106 1,273 +0,1159
Retroperitoneal
Figado 3,109 + 0,07411 3,064 + 0,1669 3,034 + 0,08096
Pancreas 0,3226 + 0,02561 0,3409 + 0,03195 0,344 +0,05219

Andlise de variancia (One-Way e pos-teste Newman-Keuls). a representa diferenga estatistica (p <
0,05) quando comparado ao grupo CTR, b representa diferenga estatistica (p < 0,05) quando

comparado ao grupo HSD e ¢ quando comparado ao grupo SYZ.

Além disso, investigou-se alteracdes metabdlicas do perfil bioquimico sérico,
dosando e comparando taxas de triglicerideos, colesterol e glicemia entre os grupos
(Figura 5). Ao verificar o colesterol, observou-se que n&o houve diferenca entre os
grupos inicialmente e apds o tratamento (Figura 5A-B). Ja os niveis de triglicérides,
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antes da intervencao com EHS, mostraram-se elevados nos animais alimentados com
DRS quando comparados ao CTR (Figura 5C). Sabe-se que dislipidemia é
frequentemente associada a RI. Conforme definido por Kaur (2014), a dislipidemia é
caracterizada por espectro de anormalidades lipidicas qualitativas que refletem
perturbacées na estrutura, metabolismo e atividades biol6gicas das lipoproteinas
aterogénicas e do colesterol HDL antiaterogénico. Estudos sugerem que dietas com
aumento de agucares de adigdo induzem dislipidemias marcadas por
hipertrigliceridemia, produgéo/secrecado de colesterol LDL e VLDL e reducdo das
concentracdes de HDL plasmatico (KATAN, 1998; PARKS, 2001).

Porém, ao analisar os triglicérides apés as 4 semanas de tratamento,
verificou-se que o grupo SYZ exibiu niveis inferiores aos do HSD (Figura 5D). A este
efeito anti-dislipidémico, evidéncias atestam que o EHS leva a reversdo do acumulo
de triglicérides na corrente sanguinea (KIRPICHNIKOV, MCFARLANE, SOWERS,
2002; SANCHES et al., 2016), tal qual extratos de sementes de S. cumini geram

inibicdo da enzima responsavel pela sintese de colesterol (SHARMA et al, 2012).

Também verificou-se as dosagens de glicose séricas antes do tratamento, em
estado de jejum (Figura 5E) e ndo foi observada diferenca entre os grupos. Apos as
4 semanas de tratamento, foi realizada uma nova avaliagdo sérica dos niveis de
glicose tanto em estado de jejum (Figura 5F) quanto alimentado (Figura 5G). Nenhum

dos grupos exibiu diferenca na glicemia de jejum ao fim tratamento em relacao ao
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CTR (Figura 5). Ja no resultado da dosagem de glicemia p6s-prandial, HSD e SYZ
mostraram maior resultado quando comparados ao CTR.
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Figura 5. Metabolismo glico-lipidico. A — Colesterol precedente ao tratamento; B —
Colesterol ap6ds o tratamento; C — Triglicérides precedentes ao tratamento; D — Triglicérides
apés o tratamento; E — Glicemia em jejum, antes do tratamento; F — Glicemia em jejum,
tratamento; G — Glicemia em estado alimentado. As barras representam média * erro
padrdo, comparadas por analise de variancia (One-Way e pés-teste Newman-Keuls. As
letras representam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos vs. (p<0,05) vs.
aCTR; bHSD.
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Para mais, os dados da glicemia de jejum e triglicerideos foram empregados
para a determinacao do indice TyG (Figura 6), um indice preditivo de resisténcia a
insulina. Entre os motivos de se utilizar o indice TyG, enquandram-se sua alta
sensibilidade e especificidade, sua derivacao de estados de jejum, sendo menos
dispendioso, além de usar aferic6es de glicose e triglicerideos, que estao disponiveis
em maior facilidade de acesso em laboratérios clinicos (GUERRERO-ROMERO et al.,
2010; DU et al, 2014).

No periodo antecedente ao tratamento (Figura 6A), pode-se verificar que 0s
animais alimentados com DRS apresensentaram RI hepatica em relacdo ao CTR.
Nosso grupo de pesquisa, um trabalho ja citado (PINTO et al., 2016), demonstrou a
eficiéncia da dieta HSD em induzir disglicemia em estado de jejum e alimentado,
intolerédncia a glicose, hipertrigliceridemia e Rl mesmo em um periodo de
acompanhamento de 3 meses. Em roedores, o consumo elevado e crbnico de
acucares leva a RI hepéatica e periférica, obesidade, DM2 e hipertensédo. Dentre os
mecanismos envolvidos no desenvolvimento desses disturbios metabdlicos estdo a
lipogénese de novo hepatica e lipotoxicidade (TAPPY et al., 2010).

Em contrapartida, apés o tratamento (Figura 6B), o grupo SYZ apontou valores
menores contrapostos ao HSD, resultando na restauracao a sensibilidade a insulina e
exibindo valores semelhantes aos do CTR, inferindo-se que essa acao da-se pela
melhora do perfil lipidico dos animais.
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Figura 6. Avaliacao do quadro de resisténcia insulinica. TyG [Ln(glicemia de jejum x
triglicerideos)/2]. A — Precedente ao tratamento; B — Tratamento. As barras representam média __
* erro padrdo, comparadas por analise de variancia (One-Way e p6s-teste Newman-Keuls. As Fi
letras representam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos vs. (p<0,05) vs.
aCTR; bHSD.
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Em suma, esses dados dao suporte para defender que uma exposicao
precoce e sustentada de dieta rica em sacarose induziu disfuncbes metabdlicas
acentuadas peculiares a obesidade, tais como altas taxas de triglicérides, disglicemia
em estado alimentado, acumulo de gordura em depdsitos viscerais e resisténcia a

insulina.

5.2. Efeito do S. cumini sobre coxins adiposos periuterinos

As micrografias A, B e C da Figura 7 mostram a gordura visceral ligada aos
ovarios corados com hematoxilina-eosina para CTR (A), HSD (B) e SYZ (C),
respectivamente. Salvo as mudancas nos adipdcitos viscerais, a analise histolégica
da gordura periuterinos demonstrou que a DRS gerou uma area média dos adipdcitos
aumentada em 47% vezes nos animais HSD quando comparados com CTR (CTR
375,8 £7,653 vs HSD 553 £ 12,47, p <0,001; Figura 7D). Vale ressaltar que o gréfico
de distribuicdo da area dos adipdcitos indicou que os animais HSD apresentaram
maior tendéncia a possuir maiores adipocitos, deslocando a curva para a direita
(Figura 7E). Esses achados corroboram com um desequilibrio nos aspectos
metabdlicos de ratos alimentados com DRS, o que infere no prejuizo das funcdes
reprodutivas desses animais. Dados semelhantes sdao encontrados em outros
modelos de inducao. Disturbios metabdlicos desenvolvidos pelo dano hipotalamico
com MSG, refletem na hipertrofia de adipocitos periuterinos (GASPAR et al, 2016;
BENEVIDES, 2015), atuando diretamente no desenvolvimento da Handg e RI, e

consequentemente disfuncdes ovarianas.

Em contrapartida, foi notéria a agédo antiadipogénica do EHS sobre o organismo
desses animais, averiguando-se uma redugao de 31% da area média dos adipocitos
do grupo SYZ em relagao ao HSD (HSD 553 £ 12,47 vs SYZ 378,6 £ 10,12, p <0,001;
Figura 7D). Essa acéo € atibuida a presenga de compostos fendlicos na folha de S.
Cumini (CHAGAS et al, 2015), que favorecem o emagrecimento, principalmente com
atividade anti-lipidémica, anti-hiperglicémica e antioxidante, refletindo na reducao da
absorcao de lipidios, aumento do gasto energético, diminuicdo da diferenciacdo e
proliferacao de pré-adipdcitos diminuicao da lipogénese e aumento da lipolise (YUN,
2010).
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Figura 7. Reducdo da area de adipocitos periovarianos em ratos expostos a DRS e tratados
com EHS. A, B e C — Sec¢des representativas de coxins de gordura periovariana embebidas em
parafina e coradas com hematoxilina-eosina de animais CTR (A, n = 4), HSD (B, n = 4) e SYZ (C,
n = 4), aumento de 200x. C — Area média dos adipdcitos. D — Distribuicdo da area de adip6citos de
ratos CTR (circulos pretos), HSD (quadrados vermelhos) e SYZ (tridngulos verdes). As letras
representam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos vs. (p<0,001) vs. aCTR;
bHSD; cSYZ.

5.3. Influéncia da DRS sobre a puberdade e investigacao da acao do
EHS sobre a ciclicidade estral

A partir dos 30 dias de idade, as ratas foram observadas diariamente para
registro da idade de abertura vaginal, variavel indicativa do inicio da maturidade
sexual. A Figura 8 ilustra o efeito da DRS sobre a puberdade dos animais, constando
que a alimentacao induziu uma puberade precoce no grupo HSD em comparacéo ao
CTR. Consoante ao resultado, Kulie e cols. (2011) afirmam que garotas portadoras de
obesidade entram na puberade mais cedo e esse fato esta associado principalmente
a desregulacao sexual.

Acompanhando as tendéncias seculares, a adolescéncia precoce tem trazido
consigo a puberdade precoce, principalmente a feminina, com meninas de nove anos
de idade iniciando a menarca e desenvolvendo as mamas. Varios fatores tém

contribuido para isto, num processo que envolve uma causalidade multifatorial. Como
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tal, a incidéncia de criancas obesas tem aumentado muito e estd associada a
puberdade precoce. Estes eventos tém sido intensamente pesquisados e, até agora,
sabe-se que o hormdnio leptina, além de regular o apetite e o gasto energético,
estimula o hipotalamo a produzir o hormoénio liberador de gonadotrofinas e,
consequentemente, a hipofise a produzir outros horménios sexuais. Também, é
necessaria uma producdo da leptina em niveis criticos para permitir o inicio da
puberdade. Acredita-se que na obesidade ha uma falta de resposta aos niveis de
leptina no hipotalamo e devido a isto, o apetite ndo € diminuido e, assim, ha uma maior
quantidade deste hormdnio, o que provavelmente pode ser um fator desencadeante
da puberdade precoce (ZHANG et al, 1998; TANAKA et al, 2008; DAMIANI, 2002).
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Figura 8. Efeito da DRS sobre o inicio da puberdade. Data abertura vaginal. As barras representam
média * erro padrdo, comparadas por teste t de Student (unpaired e one-tailed) * representa diferenca
de p < 0,05.

Por fim, a ciclidade estral das ratas foi averiguada quanto a regularidade do
ciclo reprodutivo e verificou-se que ndo houve diferenga significativa entre os grupos
(Figura 9A-C). Reforgando nossos dados, conforme o estudo de Arcego (2017), que
utilizou um modelo experimental com dieta hiperglicidica, ndo observou alteragdes no
ciclo estral das ratas, possivelmente pelo periodo de indugéo ou limitagées do modelo
experimental na acentuagéo da obesidade sobre o perfil reprodutivo dos animais.
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Figura 9. Avaliacéo do efeito do EHS sobre a ciclicidade estral de ratas alimentadas
com DRS. A — Numero de ciclos regulares; B — Numero de ciclos irregulares; C —
Percentual de fases do ciclo estral. As barras representam média = erro padrao,
comparadas por andlise de variancia (One-Way e pos-teste Newman-Keuls). As letras
representam diferencga estatisticamente significativa entre os grupos vs. (p<0,05) vs. aCTR.

Em sintese, tendo em vista a relagcdo direta do metabolismo com o sistema
reprodutor, pode-se perceber que as ratas HSD tiveram uma puberdade precoce
induzida pela DRS. Todavia, as ratas HSD nao apresentaram irregularidades no seu
ciclo estral de forma discrepante as CTR. Ademais, o EHS nao foi capaz de
proporcionar uma reducao da frequéncia de irregularidades estrais nos animais SYZ
em relacao aos HSD.
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5.4. Efeito do extrato das folhas de Syzygium cumini sobre o
desenvolvimento folicular ovariano em ratas alimentadas com DRS
Conforme observado na Figura 10A, ndo houve diferenga no numero total de
foliculos entre os grupos. Assim também foi observado na analise quantitativa de
foliculos saudaveis (Figura 10B). Embora ndo tenha havido diferenga dos niumeros
de foliculos primordiais, primarios, secundarios e antrais totais por sec¢éo (Figura 10C-
F), observou-se diferenca estatisticamente significativa dos numeros de foliculos
antrais atrésicos entre os grupos CTR e HSD, com uma média de 0,1429 + 0,06734
para o grupo CTR e uma média de 1,048 * 0,2948 de foliculos antrais atrésicos por
secao para o HSD, apresentando um quadro degenerativo dos foliculos cerca de 86%
maior que o grupo CTR (Figura 10K,M). Sabe-se que a atresia é um processo
fisiologico de degeneracdo, que afeta todos os componentes foliculares e,
paulatinamente, causa a eliminagao do foliculo. Em células da granulosa e da teca
interna de foliculos normais, a morte durante a atresia ocorre por apoptose (ROBKER,
RICHARDS, 1998).

Gaspar e cols. (2016), ao utilizar um modelo de inducdo da obesidade com
MSG, verificaram em seus resultados maior quantitativo de foliculos atrésicos nos
animais MSG em comparacdo ao grupo controle. llustraram algumas alteracdes
peculiares nesses animais, tais como foliculo antral atrésico com antro degenerado,
infiltracdo granulosa e nucleos picnoéticos. Esses dados fortalecem o papel crucial dos
fatores disfuncionais desencadeados pela obesidade no desenvolvimento de
alteracdes reprodutivas.

Em continuidade, observou-se a eficiéncia do S. cumini em reduzir o numero
de foliculos antrais atrésicos (Figura 10K,M), com uma média de 0,5238 + 0,1429.
Isso pode ser demonstrado ao perceber que ha diferencga entre os grupos HSD e CTR,
mas nao ha diferenca entre SYZ e CTR (Figura 10M). Sugere-se que esse bom
progresso do microambiente folicular seja atribuido as altas concentracbes de
compostos antioxidantes presentes no S. cumini, conferindo-o propriedades anti-
inflamatérias (AYYANAR, SUBASH-BABU, IGNACIMUTHU, 2013).
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Ainda, analisou-se ainda a presencga de foliculos cisticos, obtendo-se um
resultado significativamente relevante. O grupo HSD exibiu um percentual de e uma
média de 1,048 £ 0,3123 de foliculos cisticos por secdo, apresentando um quantitativo
cistico maior que os grupos CTR e SYZ (CTR: 0,2857 + 0,1134 & SYZ: 0,1667 *
0,07454) (Figura 10H,N). Em mamiferos com obesidade induzida por dieta, relatou-
se a presenca de foliculos cisticos (NEWELL-FUGATE et al, 2014). Os foliculos
cisticos originam-se de um foliculo que respondeu anormalmente aos estimulos
gonadotréficos ndo ovulando e acumulando uma maior quantidade de liquido folicular,
ou pela falha de um foliculo ndo dominante de sofrer o processo natural de atresia.
No foliculo cistico, ocorre baixa frequéncia de apoptose nas células da teca interna, o
que pode estar relacionado ao atraso da regresséo folicular que ocorre no cisto, que
continua a crescer, e ao desequilibrio na producdao de horménios esteroides
(SPANOS, 1973; CASTILHOS, 2003).

Em se tratando de terapéutica, muitos se utilizam de medicamentos
antidiabéticos com o objetivo de reducao dos niveis séricos de insulina, sensibilizacéo
dos tecidos a insulina, manejo da disglicemia, e consequentemente diminuigdo dos
niveis de andrégenos produzidos em excesso pela permanéncia da sensibilidade dos
ovarios a insulina mediante quadro de resisténcia periférica (MACHADO, 2008; WU et
al, 2012). Sendo assim, propde-se que a melhora da qualidade do microambiente
folicular, instituida por um menor quantitativo cistico nos animais SYZ em relagéo aos
HSD, deu-se pela administracdo do S. cumini, beneficiando o metabolismo com a

restauracao da sensibilidade insulinica e com acao redutora de triglicérides.
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6. CONCLUSAO

Em conjunto, os dados séo satisfatorios para concluir-se que a DRS exerce
efeitos deletérios no metabolismo de ratos, induzindo aumento do ganho de peso,
disglicemia pos-prandial, taxas mais altas de triglicérides, aumento de gordura nos
depdsitos viscerais e periuterinos, resisténcia a insulina e inducado precoce da
puberdade. Somado a isso, ao estudar o efeito do EHS sobre o metabolismo dos
animais alimentados com a DRS, verificou-se que os animais apresentaram reducao
do ganho de peso, reducao de triglicérides, restauracao da sensibilidade a insulina e
reducdo dos coxins de gordura visceral e periuterinas. Também, o uso do EHS
proporcionou uma melhora na atresia antral das fémeas, nao diferindo quando
comparadas ao controle. Nao foi observada diferenca na contagem dos foliculos totais
e saudaveis entre os grupos. Outro achado importante foi a avaliacdo de foliculos
cisticos, onde o grupo HSD apresentou superior quantidade em relagcdo aos outros
grupos. Nesse sentido, os benéficos das agdes terapéuticas do S. cumini sdo notoérios
sobre o perfil metabdlico, trazendo melhora a morfologia ovariana, além de promover

uma terapia alternativa ao uso da polimedicacao.
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