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RESUMO

A obesidade € uma das condi¢des metabolicas mais prevalentes da sociedade moderna e
advém do desequilibrio cronico entre a energia gasta e as calorias ingeridas. E um fator de
risco para a doenca hepdtica gordurosa ndao alcodlica (DHGNA), a qual € decorrente do
acimulo excessivo de lipidios no figado, tendo prevaléncia global de 82% em individuos
obesos. Assim, a busca por alternativas terapéuticas desperta o interesse pelas plantas
medicinais, dentre elas Syzygium cumini, pertencente a familia Myrtaceae e conhecido
popularmente como jambolao. Com isso, o objetivo deste trabalho foi investigar os efeitos do
extrato rico em polifenois (ERP) e da miricetina (MCT) sobre a DHGNA de camundongos
com obesidade induzida por L-glutamato monossddico. Para tanto, obteve-se o ERP das
folhas de Syzygium cumini, a partir dos processos de maceracdo, centrifugacdo, concentragao,
particdo e liofilizagdo, utilizando-o como tratamento para a desordem metabdlica de
camundongos da espécie Mus musculus, linhagem Swiss, com 120 dias de vida. Estes foram
divididos em 4 grupos experimentais: controle (dose de 0,1 mL/Kg/dia de soro fisiologico
0,9%), obeso (dose de 0,1 mL/Kg/dia de soro fisiolégico 0,9%), obeso + ERP (dose de 0,5
g/Kg/dia de ERP) e obeso + MCT (dose de 0,5 g/Kg/dia de miricetina), todos administrados
através de gavagem, durante 45 dias. Foram realizados acompanhamento de peso,
comprimento nasoanal, perfil glicolipidico e bioquimico durante todo o periodo
observacional. Ao final do tratamento, foi realizada a coleta do figado para andlise
histolégica, além da avaliagcdo da atividade antioxidante do ERP, a partir do radical livre 2,2-
difenil-1-picril-hidrazil (DPPH"). Observou-se que tanto o ERP quanto a MCT apresentam
efeitos anti-obesogénicos: diminuiram consideravelmente a glicemia de jejum, a resisténcia a
insulina e a hipertrigliceridemia dos animais obesos tratados, quando comparados ao controle
magro. Além disso, o ERP atenuou significativamente a esteatose hepatica dos animais
tratados, enquanto que a MCT foi capaz de reverter completamente todos os parametros da
DHGNA dos animais tratados. Quanto a atividade antioxidante, o ERP se demonstrou
altamente eficiente, visto que foi capaz de eliminar rapidamente os radicais DPPH". Portanto,
a espécie Syzygium cumini € uma alternativa promissora de tratamento para doencas
metabdlicas de cunho degenerativo-cronico associadas ao estresse oxidativo, por possuir

elevada quantidade de compostos polifendlicos, sobretudo a MCT.

Palavras-chave: DHGNA, compostos polifendlicos, Syzygium cumini.



ABSTRACT

Obesity is one of the most prevalent metabolic conditions in modern society and stems from
the chronic imbalance between the energy expended and the calories ingested. It is a risk
factor for non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), which is due to excessive accumulation
of lipids in the liver, with a global prevalence of 82% in obese individuals. Thus, the search
for therapeutic alternatives arouses interest in medicinal plants, among them Syzygium cumini,
belonging to the family Myrtaceae and popularly known as jambolan. With this, the objective
of this work was to investigate the effects of polyphenol-rich extract (PRE) and myricetin
(MCT) on the NAFLD of mice with obesity induced by monosodium L-glutamate. For this,
the PRE of the leaves of Syzygium cumini was obtained from the maceration, centrifugation,
concentration, partition and lyophilization processes, using it as a treatment for the metabolic
disorder of Mus musculus, Swiss strain, with 120 days of life. These were divided into 4
experimental groups: control (dose of 0.1 mL/Kg/day of saline 0.9%), obese (dose of 0.1
mL/Kg/day of saline 0.9%), obese + ERP (dose of 0.5 g/Kg/day of PRE) and obese + MCT
(dose of 0.5 g/Kg/day of myricetin), all administered through gavage, for 45 days. Weight,
nasoanal length, glycolipid and biochemical profile were monitored throughout the
observational period. At the end of the treatment, the liver was collected for histological
analysis, in addition to the evaluation of the antioxidant activity of the PRE, from the free
radical 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH"). It was observed that both PRE and MCT had
anti-obesogenic effects: they considerably decreased the fasting glycemia, insulin resistance
and hypertriglyceridemia of treated obese animals, when compared to lean control. In
addition, PRE significantly attenuated the hepatic steatosis of the treated animals, whereas
MCT was able to completely reverse all the parameters of the NAFLD of the treated animals.
Regarding antioxidant activity, PRE was highly efficient, since it was able to eliminate
DPPH’ radicals rapidly. Therefore, the species Syzygium cumini is a promising alternative
treatment for metabolic diseases of degenerative-chronic association with oxidative stress,

because it has a high amount of polyphenolic compounds, especially MCT.

Key-words: NAFLD, polyphenolic compounds, Syzygium cumini.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma condicdo metabdlica frequente na sociedade moderna, devido
ao consumo das altas concentracdes de carboidratos e lipidios existentes nas dietas
contemporaneas (ASSOCIACAO BRASILEIRA PARA O ESTUDO DA OBESIDADE E
DA SINDROME METABOLICA, 2016). O inicio cada vez mais precoce desse distirbio em
criancas e adolescentes estd aumentando de maneira rdpida e significativa, sendo apontado
pela Organizacdo Mundial de Saide como um dos maiores problemas de saude publica no
mundo (ABARCA-GOMEZ et al., 2017). Este cendrio é preocupante, uma vez que a
obesidade representa fator de risco para o desenvolvimento de outras doengas metabdlicas,
como as dislipidemias, diabetes mellitus tipo 2, a hipertensdo arterial e doengas
cardiovasculares, além da doenca hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) (YOUNOSSI
et al., 2016).

A DHGNA possui associagdo com manifestacdes da sindrome metabdlica como
resisténcia a insulina, dislipidemia, além da obesidade (Masarone et al., 2014), sendo que a
DHGNA esta presente em 82% dos individuos obesos em todo o mundo (YOUNOSSI et al.,
2018). O excesso de tecido adiposo induz a lip6lise, favorecendo o acimulo de 4cidos graxos
livres (AGL) em outros tecidos e, consequentemente, levando ao quadro de resisténcia
insulinica (ATTIE & SCHERER, 2009). Dentre os 6rgios que primeiro sao afetados por essas
alteracdes adipocitdrias, destaca-se o figado que, como tecido lipogénico que €, sintetiza
triglicerideos (TG) tanto a partir do maior influxo de AGL, como através da lipogénese de
novo de lipideos, processo gerado a partir desse acimulo de lipideos, fazendo com que haja
uma diminui¢do da sensibilidade a insulina no tecido hepdtico, que juntamente com a
hiperinsulinemia compensatoria, resulta na resisténcia insulinica periférica. Esse maior
acumulo de gordura hepatica faz com que ele exporte mais TG na forma de lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDL), resultando no desenvolvimento da hipertrigliceridemia e
DHGNA (CHOI e GINSBERG, 2011).

A busca por novas alternativas no tratamento da DHGNA desperta o interesse
pelo estudo de plantas medicinais, pois o reino vegetal representa uma rica fonte de
metabolitos ativos que podem ser utilizados para a formulagdo de novos medicamentos
(RATES, 2001; CHAGAS et al., 2015). Portanto, apesar dos inegdveis avancos observados na

medicina moderna nas ultimas décadas, as espécies vegetais ainda sdo alvo de interesse de
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estudos e pesquisas cientificas, sendo responsdveis por 25% da origem dos medicamentos
utilizados atualmente (ROSA, et al., 2012).

Os onerosos processos de obtencdo dos medicamentos tradicionais sintéticos, os
potenciais efeitos adversos destes - principalmente em politerapias - além dos duradouros e
dispendiosos tratamentos para doencas metabdlicas (YANOVSKI and YANOVSKI, 2014;
CHAGAS et al., 2015) sao fatores que levaram o Ministério da Sadde a contribuir e fomentar
o desenvolvimento cientifico do estudo das plantas medicinais. Uma destas contribui¢des foi
a elaboracdo da Rela¢do Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS),
constituida de algumas espécies vegetais com potencial terapéutico, baseada no uso
tradicional regional, visando novas alternativas para o tratamento de doencas, onde destaca-se
a espécie Syzygium cumini (L.) Skeels (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Syzygium cumini (Myrtaceae) possui ampla distribuicdlo no Brasil e
tradicionalmente tem sido empregado no tratamento de varios distirbios metabdlicos, como
diabetes mellitus tipo 2 (TROJAN-RODRIGUES et al., 2012.), controle da obesidade
(CERCATO et al., 2015) e da hipertensdao (RIBEIRO et al., 2014). Diversas propriedades
farmacoldgicas sdo descritas para a espécie, como atividade antiviral, anti-inflamatdria,
antialérgica,  antiulcerogénica, cardioprotetora,  hepatoprotetora,  antioxidante e
anticancerigena, devido a presenca de metabdlitos secunddrios com potencial terapéutico
(BALIGA et al., 2011; ULLA et al., 2017).

O extrato hidroalcodlico da folha de Syzygium cumini possui elevada atividade
antioxidante, o que confere-lhe uma atuagcdo importante contra as doencas de cunho cronico-
degenerativas, como a sindrome metabdlica (CHAGAS et al., 2018). Além disso, melhora a
sensibilidade a insulina e a funcdo das ilhotas pancredticas, reduz a hipertrigliceridemia e
esteatose hepatica (SANCHES et al., 2016) e possui atividades anti-hiperglicémicas e anti-
inflamatérias (AJIBOYE et al., 2018).

Tomando-se como base os crescentes estudos voltados as fracdoes do extrato de
Syzygium cumini, objetiva-se investigar os efeitos do extrato rico em polifenois e da
miricetina, flavonoide previamente identificado nas folhas desta espécie, no metabolismo
lipidico associado a obesidade e sobre a DHGNA em camundongos com obesidade

induzida por L-glutamato monossddico.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidade: causas e consequéncias

A obesidade é determinada pelo desequilibrio cronico entre a energia gasta e as
calorias ingeridas, levando a um saldo energético positivo. Esse saldo calérico é armazenado
nas células, principalmente nos adipdcitos, na forma de triglicerideos, que se acumulam cada
vez mais, resultando em excesso de tecido adiposo e aumento de peso. Essa epidemia do
século 21, como essa doenga cronica € considerada, vem aumentando vertiginosamente, mas
teve seu alicerce construido na década de 1970, a partir de profundas mudancas no padrdo

alimentar e comportamental da sociedade, sobretudo nos paises ocidentais (POPKIN et al.,
2012).

O panorama da obesidade no Brasil também é alarmante. Segundo o ultimo
inquérito domiciliar de vigilancia de fatores de risco e prote¢do para doencas cronicas, 54,0%
da populacdo adulta de todas as 27 capitais, estd com excesso de peso, ou seja, mais da
metade da populacdo brasileira, sendo esta propor¢cdo maior entre homens (57,3%) do que
entre mulheres (51,2%). J4 em relacdo aos adultos clinicamente obesos, a frequéncia foi de
18,9%, sem diferenca entre os sexos (BRASIL, 2018).

A obesidade € fator de risco para o desenvolvimento da DHGNA, bem como a
hiperglicemia, diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial e hipertrigliceridemia. Dentro
deste quadro, uma propor¢do de pacientes desenvolve a esteato-hepatite nao-alcodlica
(EHNA), uma forma mais acentuada desta doencga, a qual € associada a resisténcia a insulina e
a disfuncdo mitocondrial, a partir do estresse oxidativo (COLLISON, et al., 2010). Dentre
essas transformagdes, destaca-se o consumo exacerbado de alimentos e bebidas de alto teor
caldrico, alimentos processados, aumento da ingestdo de alimentos fora de casa e do uso de
Oleos comestiveis, além da reducdo na pratica de atividades fisicas e aumento do
sedentarismo, sendo esses fatores as principais causas da obesidade na sociedade atual
(POPKIN et al., 2012).

Em animais, a obesidade e resisténcia insulinica podem ser induzidas
experimentalmente através de injecdes de L-glutamato monossédico (MSG), utilizando-se a
administracio subcutanea durante o periodo neonatal. O mecanismo pelo qual o MSG atua é
através de lesdes do nucleo arqueado, o que desencadeia uma disfun¢do na regulacdo da

saciedade e alimentagdo dos animais, dreas estas insuficientemente protegidas por uma
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barreira hematoencefélica imatura, além de provocar desregulacdo na secre¢cdo do hormonio
do crescimento (FRANCA, 2018). Além disso, essa administracdo neonatal de MSG também
afeta o metabolismo de lipidios, resultando em acimulo de gordura na vida adulta e mudancas
na distribui¢do de gordura, bem como pode causar esteatose microvesicular hepdtica,

inflamacao e displasia em camundongos (COLLISON, et al., 2010).

2.2 Desordens metabolicas no contexto da obesidade: a DHGNA

A DHGNA merece destaque no cendrio das doencas metabdlicas, uma vez que € a
principal doenca hepatica cronica no mundo. Esta € desencadeada quando a sintese de lipidios
€ maior do que a capacidade hepdtica de exportacdo e/ou oxidacdo destes (LONARDO et al.,
2016). A confirmacdo da DHGNA € dada a partir da evidéncia de esteatose hepdtica por
imagem ou histologia, além da auséncia de causas secunddrias de actimulo de gordura
hepadtica, como o etilismo, uso cronico de medicacdo esteatogénica ou distirbios genéticos
hereditarios (CHALASANI et al., 2018).

O espectro da histopatologia da DHGNA varia desde a esteatose simples, com
acumulo de gordura nos hepatdcitos, até a esteato-hepatite, que inclui inflamacgao tecidual e
balonizacdo dos hepatdcitos, com risco progressivo de fibrose, que pode levar a cirrose. O
estagio final da evolugdo dessa doenca culmina com o carcinoma hepatocelular, resultando na
perda de atividade da unidade funcional do figado, o hepatdcito (YEH and BRUNT, 2008;
CHALASANTI et al., 2018).

A patogénese da DHGNA no contexto da obesidade acontece a partir do maior
influxo de AGL, advindo de um tecido adiposo hipertréfico e que provoca a resisténcia a
insulina. Em condicdes fisioldgicas, esses lipideos em excesso seriam oxidados no interior da
mitocondria. Todavia, esse excesso de AGL, tipico de individuos obesos, sdo transformados
diretamente em TG. Juntando a isso, a sintese desse ultimo € potencializada pela lipogénese
de novo de lipideos. Essa lipotoxicidade provoca uma diminui¢io da sensibilidade a insulina
no tecido hepdtico, induzindo a resisténcia insulinica no figado. Assim, os novos AGL serdo
esterificados, formando mais TG e resultando na DHGNA. Concomitante a esse processo, 0
excesso de glicose e insulina resultantes da resisténcia a insulina desencadeiam a diabetes

mellitus tipo 2 (FRANCA, 2018).
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2.3 Alternativas terapéuticas: Syzygium cumini

At¢é o momento, ndo h4d nenhum farmaco, aprovado pelos orgios de
regulamentacdo, indicado para o tratamento da DHGNA (RINELLA and SANYAL, 2016).
Entretanto, muitos estudos cientificos sdo desenvolvidos, sobretudo na drea de produtos
naturais, o que torna-os novas alternativas para o tratamento de doencas cronicas. Dentre as
espécies de plantas medicinais com potencial terapéutico, tem-se Syzygium cumini,
pertencente a familia Myrtaceae, uma das maiores da flora brasileira. Esta familia distribui-se
vastamente nas regides tropicais e subtropicais, sendo composta por 121 géneros, com 3800 a
5800 espécies no mundo inteiro (STEFANELLO et al., 2011; WILSON, 2011).

O género Syzygium, um dos maiores da familia Myrtaceae, compreende por volta
de 1100 espécies nativas dos tropicos, particularmente América tropical e Austrdlia
(AYYANAR and SUBASH-BABU, 2012). Por possuir dimensdes continentais, o Brasil é
detentor de uma rica diversidade bioldgica, sendo um dos principais paises que apresenta
grande diversidade desta familia. Encontram-se, aproximadamente, 24 géneros e 986 espécies
de arvores e arbustos em territério nacional, espalhados nos diversos estados da regido norte,
sudeste, sul e nordeste (SOBRAL et al., 2013), sobretudo no estado do Maranhao, onde é
facilmente encontrada, principalmente nas regides litordneas, de clima quente e uUmido
(Figura 1A) (RIBEIRO, 2007).

Estudos cientificos mostram que os extratos das vdrias partes de Syzygium cumini
possuem um amplo espectro de atividades farmacoldgicas: a casca do caule é digestiva,
hipoglicémica, antihelmintica e antibacteriana; as frutas e sementes sdo usadas para tratar
diabetes, faringite, esplenopatias e micoses; ja as folhas possuem uma propriedade
antibacteriana e também sdo amplamente utilizadas para tratar diabetes, constipagdo,
leucorreia, febre, gastropatias e dermopatias (SRIVASTAVA and CHANDRA, 2013). Outras
propriedades e usos tradicionais também ja foram descritos: antidiarreica, antiviral, anti-
inflamatoéria, antialérgica, antiulcerogénica, cardioprotetora, hepatoprotetora, antioxidante e
anticancerigena. (BALIGA et al., 2011).

Do ponto de vista fitoquimico, a espécie € rica em compostos das varias rotas do
metabolismo secunddrio. Suas folhas apresentam altos niveis de flavonoides, especialmente
quercetina, miricetina e seus derivados glicosidicos, além de saponina, taninos hidrossoliveis
e fenois simples, como 4cido eldgico e dcido gilico (MAHMOUD et al., 2001; RUAN et al.,
2008; CHAGAS et al., 2015).
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Na casca do caule sdo encontrados isoquercetina, quercetina e miricetina
(RUGGIERO, 2004; MIGLIATO et al.,, 2006; BALIGA et al.,, 2011). No fruto, sido
encontradas as antocianidinas, como cianidina, delfinidina e petudinina, responsdveis pela sua
coloracdo roxa brilhante, como observado na figura 1B (MIGLIATO et al., 2006; FARIA et
al., 2011; RAMYA et al., 2012; CHAGAS et al., 2015). Em relacdo as sementes, hd maior
quantidade de taninos hidrolisdveis derivados do &cido hexahidroxidifénico — HDDP e
terpenos, como o a-terpineol e o eugenol (AYYANAR and SUBASH-BABU, 2012; RAMYA
et al.,, 2012; CHAGAS et al., 2015), carotenoides, além de Oleos essenciais € materiais
resinosos (MIGLIATO et al., 2006). Por fim, as flores apresentacdo composicdo quimica

similar as sementes (MIGLIATO et al., 2006; BALIGA et al., 2011).

Figura 1 - (A): Imagem de uma espécie de Syzygium cumini do campus Dom Delgado da Universidade Federal
do Maranhdo (UFMA), Sao Luis — MA. (B): Detalhes das folhas e frutos desta espécie. Fonte: proprio autor.

Como observa-se, a espécie possui muitos compostos fendlicos, como flavonoides
e seus derivados glicosilados, além de taninos, metabdlitos presentes em elevadas
concentracdes nas sementes e, sobretudo, nas folhas, o que confere-lhe alta capacidade
antioxidante (RICE-EVANS et al., 1997; RUAN et al., 2008; LOSADA-BARREIRO et al.,
2017). Essa atividade € advinda de compostos especificos que desempenham mecanismos
atuantes no estresse do reticulo endoplasmatico e que sdo de fundamental importancia no
contexto da sindrome metabdlica, além de atuarem no metabolismo da glicose, a nivel do seu
transportador, atuando na sensibilizacdo da insulina e melhorando o quadro de resisténcia e,
consequentemente, da diabetes mellitus tipo 2, como demonstrado na figura 2 (FRANCA et

al., 2018).
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Figura 2 - Alguns compostos polifendlicos majoritarios de Syzygium cumini e seus possiveis mecanismos de
acdo sobre a sindrome metabdlica. A miricetina, por favorecer o aumento da expressdo do GLUT-4 no tecido
adiposo, melhora a sensibilidade insulinica periférica. O 4cido gélico e a quercetina, por inibirem a HMG-CoA
redutase hepdtica, diminuem a sintese de colesterol. Fonte: FRANCA (2018) com modificagdes.

Na literatura, muitos sd@o os estudos em animais que avaliam os efeitos do
tratamento com extratos de Syzygium cumini (predominantemente utilizando o extrato
hidroalcodlico) em roedores que apresentam distirbios metabdlicos: Sanches et al. (2016)
avaliaram o tratamento com extrato hidroalcodlico das folhas de Syzygium cumini em ratos
obesos induzidos por MSG. Posteriormente, Franca (2018) caracterizaram os efeitos do
extrato hidroalcodlico das folhas de Syzygium cumini sobre a esteatose hepdtica de
camundongos obesos MSG. Por ultimo, Chagas et al. (2018) caracterizaram os efeitos do
extrato rico em polifenois em ratos diabéticos induzidos por aloxana.

O Laboratério Experimental de Fisiologia (LEFisio) tém desenvolvido projetos
voltados ao tratamento de roedores que apresentam sindrome metabdlica, utilizando esta
espécie vegetal em busca da elucidacdo dos seus mecanismos de agdo atuantes e
caracterizacdo da composi¢cdo quimica desta. Nos trabalhos de Sanches et al. (2016) e Franca
(2018), o tratamento com extrato hidroalcodlico de Syzygium cumini foi capaz de reduzir
niveis séricos de triglicerideos, colesterol e glicemia. Também foi possivel verificar a reducao
no acumulo de depositos de gorduras (hepatico, mesentérica, retroperitonial e periepididimal)

dos animais obesos.
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A partir dos relevantes dados bioldgicos obtidos anteriormente, manifestou-se o
interesse de avaliar as consequéncias do tratamento com extrato rico em polifenois sobre a
DHGNA, a partir de camundongos obesos MSG, sobretudo o reflexo da miricetina, principal
flavonoide existente no ERP das folhas de Syzygium cumini, em relagdo as desordens
metabolicas, principalmente porque esta ainda € pouco caracterizada na literatura em relagdo a
esse parametro.

Dessa forma, buscando-se o aprofundamento nas investiga¢des sobre o efeito
hipolipemiante de Syzygium cumini € com intuito de elucidar possiveis mecanismos
moleculares de atuagdo dos seus compostos, caracterizou-se neste trabalho os efeitos do ERP
das folhas desta espécie e do seu flavonoide predominante, a miricetina, sobre a DHGNA

de camundongos obesos MSG.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos do extrato rico em polifenois (ERP) e da miricetina da
folha de Syzygium cumini (L.) Skeels sobre a Doenca Hepética Gordurosa Nao-Alcodlica

(DHGNA) de camundongos com obesidade induzida por L-glutamato monossédico.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Verificar as alteracdes morfométricas produzidas pelo tratamento com ERP
e miricetina em camundongos obesos-MSG;

3.2.2 Determinar os pardmetros bioquimicos relacionados a resisténcia a insulina
de camundongos obesos-MSG submetidos ao tratamento com ERP e miricetina;

3.2.3 Verificar os pardmetros histopatoldogicos da DHGNA no figado de
camundongos obesos-MSG tratados com ERP e miricetina;

3.2.4 Investigar o potencial antioxidante do ERP.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material botanico e obtencio do Extrato Rico em Polifenois

A preparacdo do extrato foi realizada segundo a metodologia descrita por Sharma
et al. (2008), com modificacdes. As folhas da espécie vegetal Syzygium cumini (L.) Skeels
foram coletadas no més de setembro (ano de 2017), no Campus Bacanga Dom Delgado, da
Universidade Federal do Maranhao (Sao Luis, MA). A espécie foi identificada, catalogada e a
exsicata encontra-se no Herbario do Maranhdao (MAR), vinculado a universidade, sob o n°
4573. Apos a coleta, as folhas foram selecionadas previamente, livres de contaminantes. Em
seguida, foram submetidas a secagem em estufa com circulag¢do de ar, a 30°C - 40°C, por 3
dias e levadas para pulverizagdo em moinho de facas.

O p6 resultante foi submetido a maceragdes, com hidromddulo 1:6 m/v, com
etanol 70%, sob agitacdo constante por 24 horas em mesa agitadora, durante trés dias
subsequentes. Os filtrados obtidos (executados através de gaze e algodao) foram reunidos e
submetidos a centrifugacdo, com rotagdo de 3500 rpm por 10 minutos, em temperatura
ambiente. O sobrenadante foi concentrado em rotaevaporador, com rotagdo de 240 rpm e
temperatura sem ultrapassar o limite de 40°C. O extrato concentrado foi particionado com
cloroférmio (1:1 v/v), trés vezes consecutivas, seguido da particdo da fase aquosa residual
com acetato de etila (1:1 v/v), também trés vezes consecutivas, obtendo-se o extrato rico em

polifenois (ERP).

4.2 Animais e inducao da obesidade por L-glutamato monossédico

Logo a partir do 2° dia de vida, camundongos machos da espécie Mus musculus
(Swiss) foram induzidos a obesidade com L-glutamato monossédico (MSG), através de
injecdo por via subcutinea, na regido dorso-cervical, na dose de 4,0 g/Kg/dia, em dias
alternados durante 10 dias (5 injegdes). Os filhotes controle receberam uma injecdo de soro
fisiologico 0,9%, também na dose de 4,0 g/Kg/dia. Todos os animais utilizados nos
experimentos foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo
(UFMA) e, desde o seu nascimento, foram mantidos no Biotério Setorial da Pés-Graduacao
em Ciéncias da Saude/CCBS, em gaiolas de polietileno forradas com maravalha (mdximo de

4 animais por gaiola), com temperatura (23 + 2 °C), umidade (60%) e luminosidade (ciclo
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claro/escuro de 12 horas) controladas e acesso livre a dgua filtrada e racdo (Nuvilab®,
Nuvital).

Antes do tratamento, a obesidade foi constatada através do calculo do Indice de
Lee (IL), que resulta do quociente da raiz ctibica do peso corporal (g), pelo comprimento
nasoanal (cm) (BERNARDIS E PATTERSON, 1968). A partir da 7* semana de vida, o peso
corporal (para avaliacdo do progresso ponderal) e o consumo de ragdao foram mensurados 2
vezes por semana, durante todo o seu periodo de vida.

Os protocolos experimentais realizados neste projeto foram aprovados pelo

Comité de Etica no Uso de Animais da UFMA (em anexo).

4.3 Desenho Experimental

Uma vez constatada a obesidade dos camundongos-MSG em relacdo aos
controles, na 13* semana de vida os animais foram randomizados e divididos em 4 grupos
experimentais:

e CTR: camundongos magros que receberam soro fisiolégico 0,9% na dose de
0,1 mL/Kg/dia (n = 8);

e MSG: camundongos obesos que receberam soro fisiolégico 0,9% na dose de
0,1 mL/Kg/dia (n = 8);

e ERP: camundongos obesos submetidos ao tratamento com o extrato rico em
polifenois (ERP) na dose de 0,5 g/Kg/dia (n = 8);

e MCT: camundongos obesos submetidos ao tratamento com miricetina (MCT)
na dose de 0,5 g/Kg/dia (n = 8).

Todos os grupos foram administrados através de gavagem, durante 45 dias. Ao

final, o IL foi remensurado, para avaliar o efeito do tratamento sobre a obesidade.

4.4 Histologia hepatica

Ap6s o sacrificio dos animais, amostras de figado foram pesadas e acondicionadas
em formol 10% tamponado. Em seguida, o material passou pelos processos de desidratagao,
diafanizacdo e inclusdo, para posterior microtomia, sendo feitos 4 laminas com cortes de 5 um
de espessura e 50 um de espacamento entre cada corte, seguido de coloragdo com

hematoxilina/eosina.
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As laminas foram analisadas em microscépio de luz (10x, 20x e 40x) e avaliadas
segundo o critério de escore proposto por Kleiner et al. (2005), para a classificacdo do grau de
esteatose e esteato-hepatite. O mesmo indica que, para animais obesos que apresentam
caracteristicas de esteatose hepdtica, a andlise histoldgica consiste no escore baseado na
somatéria de pontuagdes de: inflamagdo lobular (0-2), esteatose (0-3) e balonizacio

(“ballooning”) hepatocelular (0-2).

4.5 Atividade antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante do ERP foi determinada mediante
adaptacao da metodologia proposta por Sanchez-Moreno et al. (1998). Primeiramente, diluiu-
se o extrato liofilizado em metanol, na concentracdo de 1 mg/mL. Em seguida, preparou-se
uma solucdo estoque de DPPH" (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), sob abrigo da luz, na
concentracdo de 25 pg/mL, preparada no dia do experimento e armazenada em frasco ambar.
A partir desta, fez-se dilui¢Oes seriadas, realizadas em triplicata, nas seguintes concentracoes:
50 pg/mL; 25 pg/mkL; 12,5 pg/mL; 6,25 ng/mL e 3,125 ug/mL.

A leitura foi realizada através de espectrofotometria, em 515 nm, utilizando
metanol como branco, sendo monitorada a cada minuto para verificacdo dos parametros

cinéticos, durante 10 minutos.

4.6 Analise estatistica dos resultados

Todos os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média,
e analisados estatisticamente através do software GraphPad Prism®, versio 6.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego CA, EUA). As andlises estatisticas foram calculadas através do teste
“t” Student ndo pareado one-tailed (quando foram comparados os resultados de dois grupos
experimentais) ou ANOVA com pos teste de Newman Keuls (quando foram comparados mais

de dois grupos experimentais). Os valores de p < 0,05 sdo considerados significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao metabdlica

Durante o acompanhamento do peso dos grupos de animais, observa-se que o
grupo MSG tem menor peso corporal, quando comparado ao grupo CTR (Figura 3A). Isso se
deve a uma peculiaridade desse modelo de obesidade, a qual os animais com a obesidade
induzida sdo mais “curtos” do que seus controles magros (Figura 3B). Essa caracteristica se
deve as lesdes neonatais do nucleo arqueado do hipotdlamo, a partir das administracdes
subcutaneas de MSG, o que desencadeia uma disfuncdo na regulacdo da saciedade dos
animais e na secre¢do do hormodnio do crescimento (FRANCA, 2018). Sanches et al. (2016)
também verificaram que os animais, antes do tratamento com extrato hidroalcodlico,

intitulado HESc, eram mais leves e possuiam menor ganho de peso.
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Figura 3 — Avaliacdo da evolucdo ponderal e comprimento nasoanal de camundongos Mus musculus.
Pardmetros de evolug@o ponderal (A) e comprimento nasoanal (B) dos grupos de animais antes do tratamento
com ERP e MCT. Os dados representam média + erro padrao, analisados pelo teste “t” Student ndo pareado one-
tailed (entre os dois grupos experimentais) e ANOVA com p6s teste de Newman Keuls (entre as trés datas de
idade), com p < 0,05. As letras representam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos vs. (p<0,05)
vs. aCTR; bMSG.
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Outra caracteristica evidente desse modelo animal € o aumento expressivo do seu
tecido adiposo, resultante da baixa atividade simpdtica e hiperatividade vagal (FRANCA,
2018), além do desenvolvimento precoce de gordura no figado (FRANCA et al., 2018), o que
caracteriza-os como obesos, e que € constatado a partir do IL (Figura 4).

O IL € uma férmula que avalia a massa corporal de roedores em relacdo ao seu
comprimento nasoanal, especialmente os obesos que apresentam crescimento atrofiado, o que
corresponde ao indice de massa corporal (IMC) em humanos. Esse aumento do indice,
observado na figura 4, também foi constatado por Sanches et al. (2016) e Franca (2018), que

trabalharam com este modelo animal MSG.
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Figura 4 - Avaliacao do Indice de Lee de camundongos Mus musculus. Indice de Lee do grupo CTR e do
grupo MSG antes do tratamento com ERP e MCT. Os dados representam média + erro padrdo, analisados pelo
teste “t” Student ndo pareado one-tailed (entre os dois grupos experimentais) e ANOVA com pds teste de
Newman Keuls (entre as trés datas de idade), com p < 0,05. As letras representam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos vs. (p<0,05) vs. aCTR; bMSG.

Ap6s o tratamento com o ERP e a MCT, foi constatado que os animais nao
apresentaram diferenga significativa no parametro de peso corporal (Figura SA) entre os
grupos (CTR: 45,2 g; MSG: 35,7 g; ERP: 32,5 g e MCT: 38,8 g) e nem em relagdo ao IL dos
animais MSG tratados (CTR: 313,2; MSG: 376,1; ERP: 362,4 e MCT: 349,5) (Figura 5B).
Todavia, Sanches et al. (2016) observaram que o extrato hidroalcodlico diminuiu o IL, apesar
de ndo haver alteracdes na ingestdo de alimentos entre os grupos. Xia et al. (2016), ao
avaliarem o tratamento dietético feito com MCT por 12 semanas, também observaram que
este flavonoide diminuiu significativamente o peso corporal dos camundongos alimentados

com dieta hiperlipidica.
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Figura 5 - Avaliacio do peso corporal e do Indice de Lee de camundongos Mus musculus apés tratamento.
Avaliagdo dos pardmetros de peso corporal (A) e Indice de Lee (B) dos quatro grupos experimentais submetidos
ao tratamento de 45 dias com ERP e MCT. Os dados representam média + erro padrio, analisados pelo teste
ANOVA com pés teste de Newman Keuls, com p < 0,05. As letras representam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos vs. (p<0,05) vs. aCTR; bMSG.

Franca et al. (2018) constatou que o extrato hidroalcodlico das folhas de S. cumini
aumenta a taxa de lipdlise dos camundongos obesos tanto em condi¢des basais quanto sob
estimulo adrenérgico com isoproterenol, o que contribui para 0 menor acimulo de gordura
nos animais tratados, a partir do aumento da atividade simpatica. Esta atividade se d4 devido a
presenca da miricetina e seus derivados, visto que este metabdlito é responsdvel pela inibi¢ao
da atividade da enzima -catecol-O-metiltransterase (COMT), que € responsdvel dela
degradacdo da norepinefrina, o que permite que este neurotransmissor continue induzindo a
atividade lipolitica (ZHU and JIA, 2014). Chang et al. (2012) também observaram esse efeito
hipolipemiante da MCT em modelo dietético, a partir de ratos com obesidade induzida por
dieta rica em gordura (DRG). Esta, que foi administrada por via oral na dose de 300

mg/Kg/dia por oito semanas, diminuiu o peso e os depdsitos adiposos desses animais.
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Em relacdo ao perfil glicémico, os animais MSG com 90 dias de vida ainda ndo
apresentavam uma hiperglicemia, quando comparados ao grupo CTR (Figura 6A).
Entretanto, o que observa-se € que estes, com 60 dias de vida, j eram obesos, mas ainda nio
tinham desenvolvido sindrome metabdlica. O dano causado ao hipotdlamo, decorrente da
administracdo neonatal de MSG, induz a hiperatividade do nervo vago, levando a uma
hiperinsulinemia e resisténcia a insulina precoce (logo aos 60 dias de vida), que ndo
necessariamente ¢ acompanhada de hiperglicemia (COELHO et al., 2018).

Somente a partir dos 90 até os 135 dias de vida (periodo correspondente ao
tratamento) pode-se observar a hiperglicemia dos animais MSG, tipica da sindrome
metabodlica (Figura 6B). Apds o periodo de tratamento de 45 dias, os animais MSG
apresentaram valores de glicemia maior que os animais CTR (145,1 mg/dL vs. 103,3 mg/dL)
e o tratamento utilizando tanto o ERP quanto a MCT reverteram os valores de glicemia (para

88,4 mg/dL e 87,0 mg/dL, respectivamente), em relacdo aos animais MSG e CTR (Figura
6B).
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Figura 6 - Avaliacdo da glicemia de jejum de camundongos Mus musculus antes e apés tratamento.
Parametros de glicemia de jejum antes (A) e apds o tratamento (B) de 45 dias com ERP e MCT. Os dados
representam média * erro padrdo, analisados pelo teste “t” Student ndo pareado one-tailed e ANOVA com pds
teste de Newman Keuls, respectivamente, com p < 0,05. As letras representam diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos vs. (p<0,05) vs. aCTR; bMSG.
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Este resultado também foi constatado por Chagas et al. (2018), o qual observaram
que o tratamento de 7 dias com ERP de S. cumini diminuiu acentuadamente os niveis
glicémicos e lipidémicos de ratos com diabetes induzida por aloxana, além de apresentarem
reducdo da resisténcia a insulina, principalmente no grupo tratado 7 dias antes e 7 dias apds a
injecdo da aloxana.

Ajiboye et al. (2018) também observaram este perfil, a partir do tratamento de 14
dias com a fragcdo acetato de etila do extrato das folhas de S. cumini, também intitulado ERP,
em ratos com diabetes induzida por aloxana, o que demonstrou que esse extrato reduziu
significativamente a glicemia, hemoglobina glicada, resisténcia a insulina e a atividade da
glicose-6-fosfatase, além de aumentar os niveis de glicogénio, insulina das células [
pancredticas e do transportador de glicose nos animais diabéticos, o que confere-lhe atividade
anti-hiperglicémicas. Xia et al. (2016) também constataram esse efeito hipoglicemiante,
relacionado a MCT, a qual foi capaz de reduzir significativamente os niveis de glicose em
jejum e insulina, bem como a resisténcia a insulina, a partir dos valores d¢ HOMA-IR.

De acordo com Liu et al. (2007), a MCT, um dos flavonoides mais prevalentes na
folha, tem demonstrado melhorar a expressao de RNAm do transportador de glicose (GLUT-
4), importante mediador da insulina, tanto no tecido adiposo quanto no musculo esquelético, o
que confere essa melhora no metabolismo da glicose. Esses dados s@ao complementados a
partir dos resultados de TyG. Esse indice € tido a partir do produto de triglicerideos (TG) e
glicose em jejum, tendo alta sensibilidade para o reconhecimento da resisténcia a insulina,
uma vez que esses dois parametros metabdlicos sdo validados por seus papéis nessa
resisténcia, além de estar bem validado para humanos (DU et al., 2014).

Antes do tratamento, os animais MSG apresentaram resisténcia a insulina a partir
dos 60 dias de vida (Figura 7A). Apds o tratamento, pode-se confirmar que o ERP e a
miricetina diminuiram essa resisténcia (para valores de 4,4 e 4,2, respectivamente), uma vez
que melhoraram a sensibilizacdo deste hormdnio em relagdo aos animais obesos tratados
(MSG: 4,8 vs. CTR: 4,3) (Figura 7B). A melhora deste parametro contribuiu para a reducao
da glicemia dos grupos obesos tratados, dados estes que corroboram com os estudos de
Sanches et al. (2016), que mostraram que o extrato hidroalco6lico melhora a sensibilidade
periférica a insulina e a funcdo das ilhotas pancredticas, e de Franca et al. (2018), que
comprovaram que o extrato hidroalcodlico melhorou a tolerancia a glicose e insulina e os

indices HOMA1-RI e TyG dos animais obesos.
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Outro estudo também evidencia que a MCT foi capaz de reduzir
significativamente os niveis séricos de glicose e insulina, bem como os valores de HOMA-IR,
a partir da administra¢do da suplementa¢ao de uma dieta contendo 0,12% de miricetina por 12
semanas, em camundongos alimentados com dieta rica em gordura e rica em sacarose (CHOI

et al., 2014).
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Figura 7 - Avaliacdo do TyG de camundongos Mus musculus antes e apés tratamento. Pardmetros de TyG
antes (A) e apds o tratamento (B) de 45 dias com ERP e MCT. Os dados representam média + erro padrio,
analisados pelo teste “t” Student ndo pareado one-tailed ¢ ANOVA com pés teste de Newman Keuls,
respectivamente, com p < 0,05. As letras representam diferenca estatisticamente significativa entre os grupos vs.
(p<0,05) vs. aCTR; bMSG.

Quando se analisa o perfil lipidico, a hipertrigliceridemia de jejum associada a
obesidade desse modelo animal € decorrente, principalmente, no que diz respeito ao aumento
e acimulo desses triglicerideos hepdticos, que sdo exportados para a circulagdo como
particulas de lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) (RECCIA et al., 2017). A partir
dos triglicerideos séricos dos camundongos MSG, observa-se que no periodo anterior ao
tratamento, logo com 60 dias de vida, os mesmos ja apresentavam uma hipertrigliceridemia,

quando comparados aos seus controles magros (132,5 mg/dL vs. 76,6 mg/dL) (Figura 8A).
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Ap6s o tratamento de 45 dias com ERP e MCT, evidencia-se uma diminui¢do
significativa dos niveis de triglicerideos desses animais tratados (para os valores de 72,6
mg/dL e 56,8 mg/dL, respectivamente) em relacdo aos animais obesos (97,15 mg/dL), valores

esses similares ou até menores em relagdo aos animais CTR (61,8 mg/dL) (Figura 8B).
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Figura 8 - Avaliacdo dos triglicerideos séricos de camundongos Mus musculus antes e apés tratamento.
Triglicerideos séricos antes (A) e apds o tratamento (B) de 45 dias com ERP e MCT. Os dados representam
média + erro padrio, analisados pelo teste “t” Student ndo pareado one-tailed ou ANOVA com p6és teste de

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

Sanches et al. (2016) ndo observaram alteragcdes nos niveis de glicose no soro de
jejum de ratos magros ou obesos tratados com HESc, embora constataram que os niveis
séricos de triglicérides tenham diminuido fortemente nos ratos obesos tratados com este
extrato. Esse dado também € corroborado por Franga et al. (2018), o qual o tratamento com
HESc foi capaz de reduzir o parametro sérico de trigliceridemia dos animais obesos-MSG.

Além disso, outros trabalhos também demonstram esse efeito hipolipemiante,
tanto do extrato hidroalcodlico bruto das folhas de S. cumini, a partir de ratos diabéticos

induzidos por uma dieta rica em gordura e baixas doses de estreptozotocina (BALDISSERA
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et al., 2016), quanto da MCT, a partir de camundongos obesos induzidos por uma dieta
hiperlipidica (XIA et al., 2016).

Esse efeito hipolipemiante pode ser explicado devido a capacidade que o ERP tem
de inibir fatores de transcricdo e enzimas lipogénicas, além de contribuir para a regulagcdo da
homeostase do reticulo endoplasmatico hepatico (FRANCA et al., 2018). Uma vez que a
obesidade ¢ uma doenca de cunho cronico-degenerativo que envolve vdrios fatores pro-
inflamatérios e estresse oxidativo, o ERP € uma alternativa de tratamento, a medida que
possui muitos compostos polifendlicos e alta atividade antioxidante.

Em relacdo a andlise histolégica, foram avaliados trés parametros: esteatose,
inflamagdo e “ballooning”. Dentre estes, os animais obesos-MSG apresentaram esteatose
associada a inflamacéao, em relacdo aos animais CTR, e auséncia de “ballooning” (Figura 9).
Quando se observa os animais tratados com ERP, estes apresentaram uma reversao total da
inflamacdo e melhora significativa da esteatose, dados que corroboram com os achados de
Franca et al., (2018), o qual obtiveram resultados de total reversdo dos trés pardmetros do
escore, a partir do tratamento feito com extrato hidroalcodlico na dose de 1 g/Kg, o dobro da
dose utilizada para o tratamento dos camundongos deste presente trabalho (0,5 g/Kg).

Ja no que diz respeito aos animais tratados com a MCT, evidencia-se a reversao
total da esteatose e inflamacdo. Em seu estudo, Xia et al. (2016) obtiveram resultados
semelhantes: a miricetina atenuou os vacuolos lipidicos nos hepatdcitos (esteatose) e diminuiu
consideravelmente o acimulo de lipidio hepatico induzido pela dieta hiperlipidica, além de
normalizar os niveis de triglicerideos, colesterol total e dcidos graxos livres e reduzir as
atividades das enzimas hepdticas aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase
(ALT), bem como pelo aumento do gasto energético e utilizacdo dos lipidios como

combustivel.

32



"DSING SALO® 'sA (S0°0>d) 'sA sodnig so anue vANROHIUSIS QJUSWILINISTIL)SS BIUSISJIP Wejuasardar seno] sy "GO‘0 > d WO ‘S[NIY UBWMAN] 3p 91s9) sod
wod YAONY 1593 o[ad sopestjeue ‘ogiped o11d F eipowl weyuasaidal sopep sO "YNOHJ 9p 2109s9 op ogderjeae eied ‘() $91sop OLIQJRWOS 0 9 (D) Suruoofeq
‘(4) ogdewrefyur ‘(g) dsojealsa ap sonduwgred ‘(@) LOW 2 (D) d¥d “(4) DS (V) YLD SrewIue sop edI30[0IsIy aSIPUY “BIIF0[0ISIY IsI[euy - ¢ eInsig

dd3 1D 9SIN ¥1D dd3 1D 9SS ¥1D am._m .ﬁ.vi OME m._.u dy3 1Ol 9SIN N1D
s —_— 00 -0 — — — 00 S— — 00
- A
P 10
q §0 q 50
ve‘— -w vN.o
- 0’}
1) 2 .
) 07 70 5
e
‘52 -t S0 07

[e30] H Buuoojjeg 0 ogdewejyu| q asojeajs3 1

33



O efeito hipolipemiante do ERP e da MCT parece ser o responsdvel pela completa
restauracdo do padrao histolégico hepético dos ratos obesos, equiparando-os aos valores dos
animais magros e sauddveis. Esses efeitos também podem ser correlacionados pela melhora
da sensibilidade a insulina hepdtica, constatada a partir da diminui¢do do indice TyG nos
animais obesos tratados com ERP e miricetina (FRANCA et al, 2018).

Uma vez que esse indice foi proposto como um biomarcador de iniciagdo e
progressio da DHGNA, mesmo em individuos assintométicos (SIMENTAL—MENDfA et al.,

2017), a sua melhora confirma esse efeito do extrato e da miricetina na esteatose hepatica.

5.2 Avaliacao da atividade antioxidante

Um composto antioxidante € aquele que protege o sistema bioldgico contra um
efeito nocivo, provocado por processos ou reagdes que desencadeiam uma oxidacdo excessiva
no organismo (RUFINO et al., 2007). Essa capacidade refere-se a habilidade que certas
moléculas t€ém de capturar ou neutralizar espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e outros
radicais livres, dentre elas os compostos polifendlicos, (GALLEANO et al., 2010).

Assim, observou-se que o ERP foi capaz de eliminar eficientemente os radicais
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH"), apresentando atividade antioxidante de 6,80 + 1,07
pg/mL, conforme mostra a figura 10. Resultados semelhantes foram demonstrados por Ruan
et al. (2008) para o extrato metandlico (ME) e a fracdo acetato de etila (EaF) das folhas de S.
cumini, mas em concentracdes inibitdrias mais elevadas (ICso: 125,39 pg/mL e ICso: 112,79
ug/mL, respectivamente), o que constata que o ERP possui maior atividade antioxidante que
estes ultimos. Chagas et al. (2018), ao avaliarem a capacidade antioxidante da MCT frente os
radicais DPPH’, obteve uma ICso de 9,81 + 0,74 pg/mL. Isso demonstra que o perfil do ERP é
similar a este padrdo, apresentando uma concentra¢do inibitéria menor, o que confere-lhe
eficiéncia e alta capacidade antioxidante.

Além disso, Begum e Banerjee (2018), a partir da andlise da atividade
antioxidante das folhas de 5 espécies da India frente & vérios sistemas de radicais livres,
obtiveram que a espécie S. cumini apresentou atividade antioxidante mais forte em todos os
sistemas de ensaio, além de a MCT, importante flavonoide presente em alta concentracao
nesta espécie, apresentar uma ICso de 18,77 + 5,05 ug/mL, o que confirma esse eficiente
potencial antioxidante. Os valores de 1Csp (concentracdo efetiva para inibi¢cdo de 50% do

radical pré-formado) foram determinados por regressao ndo linear.
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Figura 10 - Capacidade antioxidante do ERP contra os radicais 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH"). As
insercdes representam a concentracdo inibitéria de 50% (ICso) para ERP. Os dados representam média de 6,80 +

1,07 em experimentos executados em triplicata e analisados pelo teste “t” Student ndo pareado one-tailed, com p
<0,0s.

Isso se deve porque os polifenois sdo excelentes doadores de hidrogénio, que sdao
aceitos pelos radicais livres para produzir espécies muito menos reativas e radicais mais
estaveis (LOSADA-BARREIRO et al., 2017). A presenca de compostos polifendlicos nas
vdrias partes da espécie, inclusive nas folhas, e a elevada capacidade antioxidante observada
no EHB e, principalmente, no ERP, os habilita como potencial adjuvante no tratamento de

doencas associadas ao estresse oxidativo, como as doencgas metabdlicas.
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6 CONCLUSAO

Os dados apresentados neste trabalho demonstram que o ERP foi capaz de
melhorar parimetros metabdlicos, como a glicemia, a resisténcia a insulina e a
hipertrigliceridemia dos animais tratados, quando comparados ao controle magro. Além disso,
o ERP atenuou a esteatose e inflamacao no tecido hepético dos animais obesos tratados.

Esses efeitos podem ser atribuidos a presenca da miricetina, flavonoide
predominante neste extrato, que foi capaz de reverter completamente todos os parametros da
DHGNA dos animais obesos-MSG, o que faz com esta seja um dos principais componentes
da espécie que atua no mecanismo de reversdao dos paradmetros metabdlicos e histoldgicos. Os
efeitos bioldgicos observados estdo associados a elevada atividade antioxidante dos
compostos polifendlicos presentes no ERP.

Uma vez que as doengas metabdlicas sdo de cunho cronico-degenerativo que
envolvem vérios fatores pré-inflamatdrios e estresse oxidativo, os efeitos do ERP estdao
associados a capacidade antioxidante do mesmo. Assim, o Syzygium cumini € uma potencial
espécie adjuvante no tratamento de doencgas associadas ao estresse oxidativo, como as

doencas metabdlicas.
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ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-CEUA
CIAEP:01.0341.2014

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Efeitos do extrato rico em polifenois da folha
de Syzygium cumini (L.) Skeels sonre a sintese e exportacio de triacilglicerois
hepatica em camundongos com obesidade induzida por L-glutamato monossddico”
registrada com o n° 23115.0044322/2017-92, sob a responsabilidade de Antonio Marcus

+ de Andrade Paes, que envolve a produco, manutencdo ou utilizagdo de animais

pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa
cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi
considerado APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMA)
da Universidade Federal do Maranh&o em reunifio de 22/05/2017.

FINALIDADE ()Ensino (x) Pesquisa ( )Extensédo

Vigéncia da autorizacéo 19/06/2017 a 19/06/2019

Espécie/linhagem/raca Camundongos Mus musculus

N° de animais 15

Peso/Idade Animais recém-nascidos acompanhados a
partir do 1° dia de vida.

Sexo 5 Machos e 10 Fémeas

Origem Biotério Central da UFMA

()
mm LDrgwn. lisa

Profa. Dra. Luci!ene Amorim Silva
Presidente da Comissdo de Etica no uso de animais-CEUA
UFMA
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