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RESUMO

A obesidade € uma doencga multifatorial que se desenvolve a partir do desequilibrio
no balanco energético (BE). A lesdo no nucleo arqueado do hipotalamo em roedores
promove desequilibrio no BE, bioquimico e hormonal resultando no excesso de ar-
mazenamento de gordura corporal no organismo. O extrato liquido concentrado do
residuo do fruto da jabuticaba — Myrciaria cauliflora (ECJ) tem se tornado promissor
na prevencaol/tratamento de doencas cronicas, como a obesidade, por apresenta
compostos bioativos e propriedades antioxidantes. O propdsito deste trabalho foi de
analisar os efeitos do ECJ (3%) sobre a massa corporal, pressao arterial, parametros
hematoldgicos e bioquimicos em ratos obesos por glutamato monossédico (MSG).
Nos primeiros dias de vida, os ratos receberam injecées subcutaneas na regiéo cer-
vical posterior de MSG (4 mg/g) e ratos controle injecGes de salina isotonica (0,9%).
Apoés o periodo de desmame (21 dias), os animais foram distribuidos em 4 grupos
experimentais, tratados ou n&o por 60 dias com o ECJ (3%) por gavagem, grupo 1:
controle (CT); grupo 2: controle tratado com o extrato (CT+E); grupo 3: glutamato
monossodico (MSG); grupo 4: glutamato monossodico tratado com o extrato
(MSG+E). Em nosso estudo os ratos que receberam inje¢ces do MSG com ou sem o
ECJ (3%) apresentaram: menor ganho de peso corporal e comprimento naso/anal,
maior indice de Lee e peso das gorduras: retroperitoneal, inguinal e epididimal, me-
nor indice cardiaco, menor peso do figado e dos rins e linfocitopenia. Os ratos que
receberam somente o MSG, apresentaram aumento da presséo arterial media
(PAM), aumento dos niveis de triglicerideos (TG) e lipoproteina de muito baixa den-
sidade (VLDL), leucopenia, aumento relativo de mondcitos, eosindfilos e basofilos. O
grupo MSG+E demonstrou valores da PAM, dos TG,VLDL e leucécitos semelhantes
dos animais CT+E e menor nivel da lipoproteina de baixa densidade (LDL). Nao fo-
ram observadas diferencas significativas histolégicas no tecido cardiaco, no coleste-
rol total, lipoproteina de alta densidade, e nos niveis de fator de necrose tumoral al-
fa, interleucina 6, interleucina 4 e interleucina 10, nos animais. A partir disto, conclu-
imos que o MSG foi eficaz em induzir o modelo de obesidade e que o tratamento
com o ECJ (3%) por 60 dias demostrou acao protetiva benéfica mediante a PAM, TG,
VLDL e LDL alterados pela obesidade.

Palavras-chave: Extrato; Jabuticaba; Obesidade; Nucleo Argueado; Metabolismo.
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ABSTRACT

Obesity is a multifactorial disease that develops from an imbalance in the energy
balance (EB). The lesion in the arcuate nucleus of the hypothalamus in rodents
causes an imbalance in EB, biochemical and hormonal resulting in excess body fat
storage in the body. The concentrated liquid extract of the residue of the fruit of the
jabuticaba - Myrciaria cauliflora (ECJ) has become promising in the prevention/
treatment of chronic diseases, such as obesity, due to its bioactive compounds and
antioxidant properties. The purpose of this work was to analyze the effects of ECJ
(3%) on body mass, blood pressure, hematological and biochemical parameters in
obese rats with monosodium glutamate (MSG). In the first days of life, the rats re-
ceived subcutaneous injections in the posterior cervical region of MSG (4 mg/g) and
control rats injected with isotonic saline (0.9%). After the weaning period (21 days),
the animals were distributed in 4 experimental groups, treated or not for 60 days with
the ECJ (3%) by gavage, group 1: control (CT); group 2: control treated with the ex-
tract (CT+E); group 3: monosodium glutamate (MSG); group 4: monosodium gluta-
mate treated with the extract (MSG+E). In our study, rats that received injections of
MSG with or without ECJ (3%) had: lower body weight gain and nasal/anal length,
higher Lee index, and fat weight: retroperitoneal, inguinal and epididymal, lower car-
diac index, lower liver and kidney weight, and lymphocytopenia. The rats that re-
ceived only MSG showed an increase in mean blood pressure (MAP), increased lev-
els of triglycerides (TG), and very-low-density lipoprotein (VLDL), leukopenia, the rel-
ative increase in monocytes, eosinophils and basophils. The MSG+E group demon-
strated values of MAP, TG, VLDL, and leukocytes similar to those of animals CT+E
and a lower level of low-density lipoprotein (LDL). There were no significant histologi-
cal differences in cardiac tissue, total cholesterol, high-density lipoprotein, and in lev-
els of tumor necrosis factor-alpha, interleukin 6, interleukin 4 and interleukin 10, in
animals. From this, we concluded that the MSG was effective in inducing the obesity
model and that the treatment with ECJ (3%) for 60 days demonstrated a beneficial
protective action through PAM, TG, VLDL, and LDL altered by obesity.

Keywords: Extract; Jaboticaba; Obesity; Arcuate Nucleus; Metabolism.



1. INTRODUCAO

A obesidade € uma doenca multifatorial emergente na sociedade, de acordo
com dados da Organizacao Mundial da Saude, a prevaléncia mundial da obesidade
triplicou entre 1975 e 2016, sendo estimado mais de um bilh&do de adultos com so-
brepeso (1). No Brasil, o Ministério da Saude demostrou que a obesidade cresceu
cerca de 67% em dez anos, promovendo cada vez mais a instalacdo de varias do-
encas como hipertensao arterial, diabetes e problemas respiratorios (2).

De acordo com projecdes divulgadas pela Organizacédo para a Cooperacao e
Desenvolvimento Econdmico (OCDE), os gastos com o tratamento das doencas
predispostas pela obesidade poderao reduzir em 5,5% o Produto Interno Bruto brasi-
leiro, entre 2020 e 2050, prejudicando assim o crescimento econémico do Brasil (3).

A obesidade se desenvolve a partir do desequilibrio no balanco energético
(BE) do organismo. Desta forma tem-se varios aspectos envolvidos em sua génese,
desde que o BE resulta da interacdo entre ambiente, genes, fatores emocionais e
sistema nervoso central (SNC) (4—-6). O SNC tem papel fundamental no controle do
equilibrio energético, envolvendo um conjunto de mecanismos, que abrange desde a
parte sensorial como, olfato e paladar até a parte do processamento energéti-
co/metabdlico dos nutrientes (6).

O controle da ingestdo e do gasto energético é mediado pelo SNC, através de
sinais periféricos provindos de 6rgdos como, tecido adiposo, sistema gustatério
(SG), figado, trato gastrointestinal (TGI) e pancreas que indicam como estdo os es-
toques de gordura/energia no organismo (7) (Fig.1). Os sinais metabdlicos como
horménios e nutrientes, chegam ao SNC através da circulacao, atravessam a barrei-
ra hematoencefalica e ligam-se em receptores localizados em popula¢des de neurd-
nios no nucleo arqueado (ARC) no hipotalamo (8,9).

Dentre estes hormonios podemos citar: a grelina produzida por células do es-
tbmago atuando em receptores de neurbnios do ARC, estimulando o apetite gerando
sensacao de fome. A leptina, liberada por adipécitos que atuam no ARC promoven-
do a diminuicdo da ingestdo de alimentos e a insulina liberada por células betas
pancreaticas, que semelhante a leptina proporciona a sensacéo de saciedade (10).

O ARC esté localizado proximo a eminéncia mediana (EM) e é composto por
dois tipos diferentes de populacdes neuronais, denominados de neurdnios de 1° or-

dem, que sdo: os neurdnios que estimulam o apetite através da secrecao do neuro-



peptidio Y (NPY) e da proteina relacionada ao Agouti (AgRP); e a populacdo de neu-
rénios que inibem o apetite através da pré-6pio-melanocortina (POMC) e do horm6é-
nio estimulante alfa-melanécito (a-MSH), ambos com fun¢des antagonicas (8,11).
Destes neurdnios, partem conexdes para outros nucleos do hipotalamo, como, para
aérea lateral (HL) e para o ndcleo paraventricular (PVN) que constituem os neur6-
nios de 2° ordem (9).

A maioria dos sinais metabdlicos periféricos principalmente provindos do TGl
e do SG chegam ao SNC através de aferentes vagais e do tronco encefalico. O cor-
tex e o sistema limbico também fazem parte dos mecanismos de controle, pois pro-
porcionam a associacdo entre memaorias, emoc¢oes, regras sociais e habitos. Assim,
a integracdo de todos estes mecanismos proporcionam respostas comportamentais,

autonébmicas e enddcrinas que resultam no equilibrio do balanco energético (7)
(Fig.1).
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Figura 1. Vias de sinalizacdo envolvidas no balanco energético.



Além de integrar os mecanismos que fazem parte do controle do balanco
energético, o ARC também participa do controle do horménio do crescimento (GH)
(12). Os neurdnios que sintetizam o hormonio liberador do horménio do crescimento
(GHRH) estao distribuidos no nucleo ventromedial e principalmente no ARC sendo
considerado a fonte primaria de GHRH, além disso, por estar localizado proximo a
EM favorece a comunicacéo do sistema porta hipotalamo — hipofisario (13). O GH é
sintetizado por células hipofisarias, regulado por horménios hipotalamicos (GHRH e
somatostatina) e exerce funcdes lipoliticas e anabdlicas no metabolismo energético
(12).

O aumento da ingestao cal6rica e 0 menor gasto energético promovem um
balanco energético positivo no organismo, que contribui no armazenamento crénico
de gordura corporal (4,5). Por muitos anos, as mudancas nos habitos de vida da so-
ciedade, como o consumo de alimentos industrializados e a falta de exercicio fisico,
foram um dos fatores que contribuiram para a prevaléncia da obesidade (14). Po-
rém, como citado anteriormente, sabe-se que varios mecanismos estao envolvidos
no balanco energético, principalmente o ARC do hipotalamo.

Portanto, alteracdes funcionais ou inflamatérias, a nivel do ndcleo arqueado
promovem desequilibrio no balanco energético, bioquimico e hormonal, que auxilia
no excesso de armazenamento de gordura corporal e inflamagéao de baixo grau no
organismo (9). Em roedores, a lesdo do ARC promove alteracdes no metabolismo
energético caracteristicos ao da obesidade, podendo assim serem utilizados em es-
tudos (15,16). Essa lesé@o pode ser feita através do uso de agentes quimicos como o
glutamato monossaodico (MSG) (17).

No organismo, o glutamato faz parte da classe de aminoacidos ndo essenci-
ais metabolizados pelo figado e participa de varias fungfes bioldgicas relacionadas
ao metabolismo celular, sendo um dos principais neurotransmissores do SNC
(18,19). Ja nos alimentos esta presente a partir de sua forma ionizada glutamato
monossodico (glutamato ligado a molécula de sédio), que ao longo dos anos se tor-
nou muito utilizada pela industria alimenticia por proporcionar um sabor saboroso -
“‘umami”- aos alimentos (18).

Assim, ao ser aplicado de forma subcutanea na regiao cervical posterior em
ratos e camundongos recém-nascidos o MSG tem a capacidade de dissociar-se e

desencadear fungbes de neurotransmissor excitatorio. Sendo assim, em altas con-



centracdes o MSG tem a capacidade de danificar as popula¢ces neuronais do ARC,
resultando no desenvolvimento de uma obesidade neurogénica, com alteragdes na
reproducdo, no metabolismo e no crescimento, observados na fase adulta (16,20).
Dentre essas alteracfes constam: o baixo consumo de alimentos, a disfuncédo endo-
crina, o aumento de parametros inflamatoérios, resisténcia a insulina e aumento da
gordura corporal nestes animais (21,22).

Como a obesidade se tornou um problema de saude publica, organizacdes
governamentais tém proposto politicas mundiais de prevencéo e tratamento, incluin-
do estratégias diversas, como reeducacédo alimentar, pesquisas nutricionais e princi-
palmente o estudo com plantas medicinais (fitoterapia) (14,23,24).

Plantas do género Myrciaria pertencente a familia Myrtaceae tém sido cada
vez mais estudadas por demostrarem capacidade de desenvolver atividades biol6gi-
cas no organismo (24). Atividades estas, que estao relacionadas aos diversos meta-
bolitos secundérios presentes em diferentes partes das plantas. Entre as espécies
frutiferas dessa familia podemos destacar a jabuticaba, Myrciaria cauliflora (Fig.2), a

gual possui compostos fendlicos presentes no fruto (25).

Figura 2. Imagem ilustrativa dos frutos da Jabuticaba - Myrciaria cauliflora (Arquivo pessoal).

Os frutos da jabuticaba sdo compostos pela semente, polpa e casca e 0s
principais compostos fenodlicos presente s&o: antocianinas (cianidina-3-O-glicosideo
e delfinidina-3-O-glicosideo), taninos, acido galico, acido elagico, isoquercitrina,
querceritrina, quercitrina, sendo encontrado a maior concentragao destes compostos

presente na casca (25). Os fendis sdo os responsaveis por desencadear as ativida-



des biolégicas anti-inflamatéria, anti-oxidante, anti-obesidade, hipoglicemica, e entre
outras (26).

O uso do extrato da casca de jabuticaba em modelos experimentais alimenta-
dos com dieta rica em gordura demonstrou promover alteracfes benéficas no perfil
glicémico e lipidico como, diminuicdo da glicemia, diminuicdo dos triglicerideos e
aumento nos niveis da lipoproteina de alta densidade (HDL) (27,28). O estudo de
Dragano e colaboradoes (2013) (27), observou melhoras na sensibilidade a insulina
em camundongos alimentados com uma dieta rica em gordura acrescida do po6 da
casca da jabuticaba liofilizada. Através em parte da inibicdo da via NF-kB de sinali-
zagdo de estresse celular, durante a inflamag&o evitando o desenvolvimento da
resistencia a insulina demostrando assim, um dos efeitos anti-inflamatorios do
extrato.

Além do consumo in natura, dos frutos também séo feitos produtos industriali-
zados como, geleias, sucos e produtos fermentados, como vinhos e licores (29). No
processo final de fabricacdo industrial destes produtos, as cascas do fruto da jabuti-
caba sao descartadas como residuos. Uma vez que a casca e as sementes consti-
tuem 50 % do fruto, o aproveitamento destes residuos da jabuticaba se tornam pro-
missores, por desenvolverem subprodutos, com compostos essenciais com acgodes
benéficas, sendo de forma sustentavel e diminuindo o desperdicio alimentar (30).

Desta forma, o subproduto da jabuticaba apresenta ser uma rica fonte de
compostos bioativos, como tocoferdis, fracbes de acidos graxos poli-insaturados e
compostos fendlicos com alta atividade antioxidante (31). As atividades biol6gicas
descritas na literatura sdo desencadeadas por extratos provindos diretamente dos
frutos da jabuticaba, assim nosso estudo, avaliou um extrato liquido concentrado

obtido de residuos agroindustriais de frutos da jabuticaba submetidos a fermentacéo.



2. OBJETIVO

2.10bjetivo Geral:

Analisar os efeitos do extrato liquido dos frutos da Myrciaria cauliflora, em modelo

de obesidade induzida por glutamato monossadico.

2.20bjetivos Especificos:

Avaliar em ratos obesos, o efeito do extrato liquido dos frutos da jabuticaba, so-
bre:
a) Parametros biométricos no:

e acompanhamento do peso corporal e avaliacdo da massa corporea;
¢ indice cardiaco e peso dos 6rgaos.

b) Parametros cardiovasculares na:
e pressdao arterial e frequéncia cardiaca;
¢ histologia do tecido cardiaco.
c) Parametros hematolégicos no:
o peffil eritrocitario;
o perfil leucocitario.
d) Parametros bioquimicos plasmaticos, como no(a):

e perfil lipidico;
e presenca de citocinas;
e perfil renal.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Vegetal e Obtencédo do Extrato

As cascas (residuos) da jabuticaba (Myrciaria cauliflora) foram doadas pela
vinicola Jaboticabal de Hidrolandia, Goias, Brasil (16° 55 '32.35" S;49°21'39.76" W).
As cascas foram secas em estufa a 40°C com circulacdo de ar, o material seco foi
pesado e triturado em moinho de facas e armazenado em recipientes protegidos de
luz e umidade até o processo de percolagcdo. O processo de percolagdo consiste no
pré-intumescimento do material vegetal com a mistura hidroalcodlica; apés esta fase
foi realizada a maceracédo intermediaria do material, seguida por ultimo da percola-
cao (fluxo = 0,2 mL/min) através de solucao hidroalcodlica a 45% (v/v). A concentra-
cdo do extrato foi obtida através de rotaevaporacao do material a 40°C (32). Sendo
armazenado na geladeira (2 a -2°C). O extrato liquido concentrado da jabuticaba
(ECJ) foi fornecido pelo professor Dr. Edemilson Cardoso da Conceicado, da Facul-

dade de Farméacia da Universidade Federal de Goias.

3.2. Determinacédo do Teor de Solidos

O teor de sdlidos do extrato foi obtido através de uma balanga de infraverme-
lho (105°C) com lampada halégena (IV3100 Gehaka). As analises foram realizadas

em triplicata.

3.3. Doseamento de Fendis e Flavonoides Totais

Para a analise dos fenqis totais foi utilizado o método de Hagerman e Butler
(1978) adaptado Waterman e Mole (1987) (fator de diluicdo de 500x) (33,34). A
guantificacdo de flavonoides totais foi realizada por meio do método de Rolim e co-
laboradores (2005)(35).



3.4. Modelo Animal

A pesquisa, os protocolos e os cuidados com os animais, foram seguidos de
acordo com os principios, orientacdes e aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa
com Animais de experimentacdo (CEUA n°® 4204250718 — PUC Goias).

Os ratos Wistar utilizados foram provenientes do biotério setorial da area V, cam-
pus |, da Escola de Ciéncias Médicas, Farmacéuticas e Biomédicas da Pontificia
Universidade Catodlica de Goias (PUC Goias). Todos os animais do experimento fica-
ram em ambiente especifico, com temperatura e iluminagéo (ciclo claro/escuro 12
horas) controladas, recebendo agua e alimento “ad libitum”. Esses animais, foram
colocados em caixas de polipropileno com maravalha, acondicionados em grupos
(méximo 4 animais/caixa) ou individualmente, de acordo com cada periodo experi-
mental.

Ratas em idade reprodutiva (60 a 70 dias de idade) foram colocadas junto a ma-
chos para acasalamento (2:1). Apds este periodo, as ratas foram separadas em cai-
xas para o nascimento dos filhotes. Apds o nascimento foram alocados 8 filhotes por
fémea (adaptacdo da ninhada) para o periodo de lactacdo. Para identificar os filho-
tes machos, utilizados nos protocolos deste projeto, foi realizado identificacdo da
sexagem, baseada na distancia ano-genital dos filhotes, sendo a distancia no macho
bem maior do que na fémea.

Durante os primeiros cinco dias de vida, os filhotes (machos) foram separados
inicialmente em dois grupos: o grupo modelo de obesidade que recebeu injecdes
subcuténeas na regido cervical posterior de glutamato monossodico (4 mg/g) e o
grupo controle que recebeu injecdes de salina isotonica (0,9%). Depois dos 5 dias
de vida, os filhotes ficaram em observacéo durante todo o periodo de lactacdo. Apos
o desmame (21 dias de vida), os dois grupos iniciais, foram separados novamente,
totalizando 4 grupos experimentais, 0s quais receberam ou nao tratamento com ECJ
(3%) por meio de gavagem, pelo periodo de 60 dias, grupo 1: controle (CT); grupo 2:
controle tratados com o extrato da jabuticaba (CT+E); grupo 3: glutamato monosso6-
dico (MSG); e grupo 4: glutamato monossadico tratados com o extrato da jabuticaba
(MSGH+E).



3.5. Tratamento com o Extrato

Para ser administrado aos animais, o ECJ foi diluido em agua filtrada, para
uma solucdo de 3% do ECJ (3 mL extrato para 100 mL agua filtrada), a qual foi ar-
mazenada em recipiente e colocada na geladeira (2°C) durante o periodo experi-
mental.

O ECJ (3%) foi administrado através da via intragastrica (gavagem), que con-
sistiu na introducdo de uma sonda (n° 02 - EMBRAMED) pela boca até o estomago
do animal, previamente imobilizado para o experimento. A sonda estava acoplada a
uma seringa descartavel contendo solucéo de 4gua ou ECJ (3%). Este procedimento
foi realizado por 60 dias e cada animal do grupo CT+E e MSG+E receberam 1 mL
de extrato (3%), e os animais do grupo CT e MSG receberam 1 mL de agua filtrada
por dia. A administracdo do extrato e da dgua foram realizados em horéario padroni-

zado.

3.6. Parametros Biométricos

3.6.1. Acompanhamento do Peso Corporal e Avaliacdo da Massa Corporea

Os ratos foram pesados duas vezes por semana em balanga digital durante
os 60 dias de tratamento. Ao final do experimento a massa corpérea foi avaliada
através do indice de Lee, que consiste na raiz cibica do peso corporal em gramas
(9) dividida pelo comprimento nasal-anal em centimetros (cm) e multiplicando-se o
resultado por 1000 (3Vg/m x 1000). Além disso, apds a eutanésia os animais tam-
bém tiveram suas gorduras (retroperitoneal, inguinal e epididimal) retiradas e pesa-
das em balanca analitica (GEHAKA - AG200).

3.6.2. indice Cardiaco e Peso dos Orgéos

Apoés a coleta das amostras sanguineas, 0s animais tiveram os 6rgaos, cora-
cdo, figado e rins, retirados, limpos e pesados em balanca analitica (GEHAKA -
AG200). O indice cardiaco foi calculado através do peso dos ventriculos (PV) dividi-
do pelo comprimento da tibia (CT) (PV/CT- mg/mm). A correcao dos pesos dos 0r-
gaos, figado e rins foram feitas através do comprimento da tibia (peso do 6rgéo divi-

dido pelo comprimento da tibia), utilizando a unidade de medida de g/cm.
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3.7. Parametros Cardiovasculares
3.7.1 Registro da Presséo Arterial

Passados os 60 dias de tratamento os ratos foram anestesiados com cetami-
na (80 mg/kg — peso corporal) mais xilazina (7 mg/kg de peso corporal) para canu-
lacdo da veia e artéria femoral, utilizando cateteres de tubos de polietileno (PE-10 e
PE-50). Depois da cirurgia 0os animais receberam intramuscularmente analgésico
flunixina (2 mg/kg). No dia seguinte, a canula da artéria foi acoplada a um transdutor
de pressao, vinculado a dois componentes: um amplificador de sinal (ETH-200 CB
SCIENCES INC) e um sistema de analise e aquisicdo de resultados (PowerlLab,
ADInstruments). Sendo assim, foi registrada a frequéncia cardiaca (FC) calculada
como a frequéncia instantanea do sinal de pressao arterial (PA), a pressao arterial
pulsatil (PAP) e pressao arterial média (PAM). Ap6s um periodo basal de registro, foi
entdo injetados intravenosamente fenilefrina (1 ug/mL, 1,5 uyg/mL e 2 pg/mL; 0,1 mL.
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e nitroprussiato de sodio - NPS (10 pg/mL, 15
pg/mL e 20 yg/mL; 0,1 mL. Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil) para testar o baror-
reflexo e cianeto de potassio - KCN (40 pg/mL, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
para testar o quimirreflexo. Todas as inje¢cBes foram realizadas com um intervalo

minimo de 10 minutos, até que a PA e FC retornaram para os valores basais.

3.7.2 Analise Histoldgica

Foi realizada a analise histolégica do tecido cardiaco. As laminas das amos-
tras foram confeccionadas através da técnica de processamento histoldgico em pa-
rafina, a qual consiste nas etapas de fixagcao do material (formol 10%), clivagem, de-
sidratacdo (série alcoolica), inclusdo (em parafina), microtomia dos blocos (corte-
5um- Leica biosystems) e coloracao (hematoxilina e eosina). Para avaliar o colageno
no tecido foi feita coloragdo com o corante Tricrémico de Masson.

A coleta das imagens do tecido cardiaco foi realizada através do software de
aguisicao de imagens para sistemas operacionais Windows "EZ" Leica (LAS EZ) em
associacdo ao microscopio optico (objetiva de 40x e 100x). A analise do diametro
dos cardiomidcitos e da fibrose perivascular foram realizadas através do software de
Bio-Imagem Icy (versdo 2.0.3.0). A analise da fibrose intersticial foi analisada pelo

software Image-Pro Plus (verséo 6.0.0.260).
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3.8. Parametros Hematoldgicos

Vinte quatro horas apdés o registro da presséo arterial os ratos foram anestesia-
dos com tiopental (80mg/por peso corporal) por via intraperitoneal, a caixa toracica
foi aberta e através da puncéo cardiaca foram feitas as coletas de amostra de san-
gue total em tubos de ensaio contendo solugcéo anticoagulante (EDTA).

O hemograma foi realizado a partir de equipamento automatizado (ABX PEN-
TRA 60), para os parametros: contagem de hemacias (Hm), hemoglobina (Hb), he-
matdécrito (Ht), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média
(HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), distribuicdo de
volume eritrocitario (RDW), contagem de leucdcitos (neutrdfilos, linfécitos, mondci-

tos, eosindfilos) e plaquetas.

3.9. Parametros Bioquimicos

As amostras sanguineas para as analises bioquimicas foram coletadas em
tubos de ensaio estéreis com anticoagulante (heparina) os quais em seguida foram
centrifugados (1000g por 10 min.), o plasma foi separado em eppendorfs e as amos-
tras foram congeladas (-20 °C). Os parametros avaliados consistiram nos niveis de
triglicérides (TG), colesterol total (CLT) e da lipoproteina de alta densidade (HDL)
nos animais, as dosagens foram mensuradas através de kits bioquimicos (Labtest
Diagnostica S.A.). A partir destas dosagens foi realizado o calculo das fragbes de
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e da lipoproteina de muita baixa densidade
(VLDL) através da equacao de Friedewald (Labtest Diagndéstica S.A.).

As dosagens de creatinina e ureia plasmaticas foram realizadas através de
kits bioquimicos de meétodo cinético (Laborclin produtos para laboratérios Ltda).
Também foi feito a avaliacdo de citocinas plasmaticas como o fator de necrose tu-
moral alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6), interleucina 4 (IL-4), interleucina 10 (IL-10).
Os marcadores citados foram dosados por meio do método de ensaio imunoenzima-
tico (ELISA) kits (BD OptEIA™ Rat), cujas placas foram analisadas atraves de leitora
de ELISA (BIOLISA READER, BIOCLIN ©) a 455/620 nm.
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3.10. Anédlise Estatistica

As construcdes dos gréaficos foram realizadas através do programa GraphPad
Prism 7.0 de acordo com dados tabulados no Microsoft Excel 2016 ®. Os resultados
obtidos foram representados através da média + erro padrdo da media (EPM), a
comparacgao entre os grupos foram feitas por meio do teste estatistico Analise de
Variancia (ANOVA) One-way, seguido por teste de Tukey. A andlise dos dados da
variacdo do peso corporal foram realizados por Two-way ANOVA, seguido por teste

de Tukey. Sendo considerados para todas as analises valores p<0,05 significativos.

CEUA: CEUA n° 4204250718 — PUC Goias
- . Canulagéao Registro
|n|c|o Tratamento com Final Coleta das
Tratamento EXTRATO Artéria e Veia da PAe FC Amostras
MSG l Femorais
1° Dia 5°Dia  21°Dia 60 dias 81°Dia  82°Dia 83° Dia 84° Dia
Nascimento Desmame
Filhotes apds nascimento Grupos Gavagem
1° a0 5° dia de vida: MSGs - inje¢des MSG (4 mg/g)
T i N CT (agua filtrada)
CTs  -injegGes salina (0,9%) CT+E (extrato 3%)
MSG (agua filtrada)
Periodo de lactacdo MSG+E (extrato 3%)
5° ao 21° dia de vida: animais em observacgéo. ) ) )
81° dia de vida: termino do tratamento
Desmame 82° dia de vida: cirurgia (canulagdo artéria e veia
21° dia de vida: desmame da prole femorais)
21° dia de vida: inicio do tratamento com o extrato (3%)  83° dia de vida: registro da pressao arterial (PA) e
Frequéncia cardiaca (FC)

Periodo de tratamento com o extrato (3%) 84° dia de vida: coleta das amostras (sangue

60 dias troncular e tecidos)

Figura 3. Esquema representativo do delineamento experimental.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagdo do Extrato Liquido Concentrado da Myrciaria cauliflora

A andlise fisico quimica do extrato demostrou teor de volateis de 83,6 + 1,2%,
teor de solidos 16,4 * 1,2%. Teor de fenois totais 4,62% e flavonoides totais 1,17 *
0,02%. Sendo o teor de fendis e flavonoides totais obtidos a partir do teor de solidos
(Tabela 1).

Tabela 1

Composicéo do Extrato Liquido Concentrado da Myrciaria cauliflora

Componentes Média + SD
Teor de Solidos (%) 16,4 +1,2
Teor de Fendis Totais (%) 4,62+0,0

. . +
Teor de Flavonoides Totais (%) 1,17 £ 0,02

Tabela 1 - Compostos do extrato liquido concentrado da jabuticaba. Os valores es-
tdo expressos em média + desvio padréo (SD).
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4.2. Parametros Biométricos

Durante os 60 dias de experimento foi possivel observar que os ratos que rece-
beram injecdes subcutaneas na regido cervical de glutamato monossédico, MSG (A
peso 57 + 1,0g) e MSG+E (A peso 47 + 1,7g) demostraram menor peso corporal
comecando a partir de 16 dias em relagcdo aos grupos controles, CT (A peso 69 *
2,0g) e CT+E (A peso 68 * 3,19g), que receberam salina a 0,9%. (Fig.4).

300+

2 -
@ >0 = CT
8 2001 & CT+E
a
S 1501 -+ MSG
o
§ 100- - MSG+E
<

50

0' T T T T T T T T T T

1 4 8 1216 20 24 28 32 36 40 44 48 52 56 6
Tempo (dias)

Figura 4. Variagdo do Peso Corporal no decorrer de 60 dias.

Os valores estdo expressos em Média £+ EPM, analisados através do Two-way ANOVA, seguido por
teste de Tukey. Diferencas significativas observadas: *p<0,05. Grupo controle, CT (n=16); controle
mais extrato, CT+E (n=15); glutamato monossodico, MSG (n=17); e glutamato monossédico mais o
extrato, MSG+E (n=17).

Ao final dos 60 dias os ratos que receberam injecdes no periodo neonatal de
MSG independente do tratamento com o extrato, demostraram menor peso corporal
final, quando comparado aos seus respectivos grupos controles (MSG 229 +5,4 g
vs. CT 298 + 8,3 g; e MSG+E 229 + 8,1 g vs. CT+E 279 + 4,7 g; Fig.5A). Corrobo-
rando com o resultado demostrado anteriormente referente a variagdo do peso cor-
poral (Fig.4). Os mesmo dois grupos de animais, também demostraram menor cres-

cimento, constatado através do comprimento naso/anal em relacdo aos grupos con-
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troles (MSG 19 £ 0,3 cm vs. CT 21 = 0,4 cm; Fig.5B) e (MSG+E 19 + 0,4 cm vs.
CT+E 21 +0,3 cm; Fig.5B).

Contudo, quanto ao indice de Lee pode se observar que 0s grupos MSG (331
+ 3,9) e MSG+E (327 + 4,2) (Fig.5C), mesmo que tiveram um menor peso corporal,
demostraram aumento da adiposidade corporal comparado aos seus grupos contro-
les, CT (314 £ 4,6) e CT+E (308 + 3,2) (Fig.5C).
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]
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o
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S
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Figura 5. Parametros Biométricos.

(A) Peso corporal. (B) Comprimento naso/anal. (C) indice de Lee. Valores expressos em Média
EPM, analise através do One-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Diferencas significativas ob-
servadas: #p<0.05 vs. grupo CT; +p<0.05 vs. grupo CT+E. Grupo controle, CT; controle mais extrato,
CT+E; glutamato monossddico, MSG; e glutamato monossédico mais extrato, MSG+E.

Com relacdo ao peso relativo das gorduras, os ratos que receberam injecbes

do glutamato monossédico, demostraram aumento da gordura retroperitoneal (MSG
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0,72 = 0,03 g/100pc vs. CT 0,32 + 0,03 g/100pc; e MSG+E 0,64 = 0,05 g/100pc vs.
CT+E 0,26 + 0,02 g/100pc;Fig.6A), aumento da gordura inguinal (MSG 1,10 £ 0,07
g/100pc vs. CT 0,40 £ 0,02 g/100pc; e MSG+E 0,98 + 0,07 g/100pc vs. CT+E 0,37 £
0,03 g/100pc; Fig.6B) e aumento da gordura epididimal (MSG 1,54 £+ 0,11 g/100pc
vs. CT (0,87 = 0,06 g/100pc; e MSG+E 1,28 £+ 0,10 g/100pc vs. CT+E 0,75+ 0,05 g
/100pc; Fig.6C). Corroborando, com o resultado do indice de Lee referente a adipo-

sidade, demostrado anteriormente, sendo considerados desta forma ratos obesos.
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Figura 6. Peso Relativo das Gorduras.

(A) Retroperitoneal. (B) Inguinal. (C) Epididimal. Valores expressos em Média + EPM, andlise através
do One-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Diferencas significativas observadas: #p<0.05 vs.
grupo CT; +p<0.05 vs. grupo CT+E. Grupo controle, CT; controle mais extrato, CT+E; glutamato mo-
nossaodico, MSG; e glutamato monossodico mais extrato, MSG+E.
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Os ratos obesos por glutamato monossadico independente do tratamento com
o0 extrato demostraram um menor indice cardiaco (MSG 32,6 + 1,8 mg/mm vs. CT 40
+ 2,1mg/mm; Fig.7A) e (MSG+E 31,9 + 2,0 mg/mm vs. CT+E 41,1 + 1,6 mg/mm;
Fig.7A). O peso do figado também foi menor nestes animais (MSG 3,7 = 0,3 g/cm
vs. CT 4,9 £ 0,2 g/cm; Fig.7B) e (MSG+E 4,1 + 0,4 g/cm vs. CT+E 5,1 + 0,2 g/cm;
Fig.7B). Além do mesmo resultado ser observado em relagcdo ao peso dos rins, tanto
em relacdo ao grupo MSG 0,7 + 0,04 g/cm vs. grupo CT 1,1 + 0,1g/cm, quanto ao
grupo MSG+E 0,7 + 0,04 g/cm vs. CT+E 1,0 + 0,04 g/cm (Fig.7C), ou seja, 0s ratos

obesos demostraram menor indice cardiaco e menor peso relativos dos 6rgaos.

el
50+ 61
+
9 = 40 # —~ #
I € 4-
-_5 g b O o I
E S 304 T 5
oE& g
Q 6 204 iI (\)
RS = 21
22 10
0' T 0' T
CT CT+E MSG MSG+E CT CT+E MSG MSG+E
(n=10) (n=9) (n=9)  (n=8) (h=10) (n=9) (n=9) (n=8)
1.54
g 1.04
2o Z
@ o
o 0.54
o

CT CT+E MéG MSG + E
(n=10) (n=9) (n=9) (n=8)

Figura 7. indice Cardiaco e Peso Relativo dos Org4os.

(A) indice Cardiaco. (B) Peso Figado. (C) Peso Rins. Os valores estdo expressos em Média + EPM,
analise através do One-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Diferencas significativas observa-
das: #p<0.05 vs. grupo CT; +p<0.05 vs. grupo CT+E. Grupo controle, CT; controle mais extrato,
CT+E; glutamato monossodico, MSG e glutamato monossodico mais extrato, MSG+E.
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4.3. Parametros Cardiovasculares

Com relagédo aos parametros cardiovasculares os ratos MSG demostraram au-
mento da PAM basal relacionado ao grupo CT (CT: 98 = 2 vs. MSG: 112 + 3 mmHg).
Ja os animais obesos tratados com o extrato (MSG+E: 106 £ 3 mmHg), demonstra-
ram valores de PAM proximos ao dos animais controles (CT+E:101 + 3 mmHg)
(Fig.8A). Nao foram observados diferencas significativas quanto a FC basal entre os
grupos, grupo CT (327 + 9 bpm), MSG (369 £ 18 bpm), CT+E (339 £ 9 bpm),
MSG+E (333 + 9 bpm) (Fig.8B).

A]
1501 400-
(=) il -
T - _— 300-
1004
S Q
é L8 200+
= i @)
< L
o 1004
0- T 0-
CT CT+E MSG MSG+E CT CT+E MSG MSG +E
(n=11) (n=9) (n=11) (n=11) (n=10) (n=9) (n=11) (n=11)

Figura 8. Pressao Arterial Media (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC) Basais.

(A) Presséo Arterial Média - PAM. (B) Frequéncia Cardiaca - FC. Valores expressos em Média + EPM
padrdo, analise através do One-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Diferencas significativas
observadas: #p<0.05 vs. grupo CT. Grupo controle, CT; controle mais extrato, CT+E; glutamato mo-
nossaédico, MSG; e glutamato monossédico mais extrato, MSG+E.

N&o foram observadas diferencas significativas no teste do barorreflexo nas
diferentes doses de fenilefrina e nitroprossiato de sddio tanto na PAM quanto na FC.

N&o houve diferencas significativas na sensibilidade do barorreflexo pela infu-
sdo de fenilefrina 1,0 yg/mL na PAM, entre os grupos CT (38 + 3,6 mmHg), CT+E
(40£ 3,6 mmHg), MSG (27 5,6 mmHg) e MSG+E (50 £ 6,0 mmHg) (Fig.9A). E na
FC entre os grupos CT (-43 = 5,9 bpm), CT+E ( -60% 7,3 bpm), MSG (-41% 7,5 bpm)
e MSG+E (-51% 4,4 bpm) (Fig.9B).
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A infusdo de fenilefrina 1,5 ug/mL ndo demostrou diferengas significativas nos
resultados da PAM: CT (43 + 3,7 mmHg), CT+E (48 + 2,3 mmHg), MSG (42 £ 6,3
mmHg) e MSG+E (50 + 5,3 mmHg) (Fig.9C). E na FC entre os grupos CT (-68 + 9,9
bpm), CT+E (-63 £ 6,5 bpm), MSG (-100 + 30,9 bpm) e MSG+E (-65 + 4,0 bpm) en-
tre os grupos (Fig.9D).

Nao houve diferengas significativas na infusdo de fenilefrina 2,0 pg/mL na
PAM: CT (43 £ 4,9 mmHg), CT+E (53 = 2,8 mmHg), MSG (50 = 6,4 mmHg) e
MSG+E (58 + 6,0 mmHg) (Fig.9E). E na FC: CT (-67 £ 5,5 bpm), CT+E (-78 + 10,3
bpm), MSG (-113 £ 16,1 bpm) e MSG+E (-62 = 6,9 bpm), entre os grupos (Fig.9F).
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Figura 9. Barorreflexo, Infusdo de Fenilefrina.

(A) PAM e (B) FC - Infuséo de fenilefrina 1,0 ug/mL. (C) PAM e (D) FC - Infusé@o de fenilefrina 1,5
pg/MI. (E) PAM e (F) FC - Infusdo de fenilefrina 2,0 ug/mL. Valores expressos Média + EPM padréo,
analise através do One-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Grupo controle, CT; controle mais
extrato, CT+E; glutamato monossédico, MSG; e glutamato monossddicomais extrato, MSG+E. Pres-
sao arterial média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC).

O mesmo se repetiu com o nitroprossiato de sédio (NPS), 10ug/mL PAM: CT
(-27 £ 1,6 mmHg), CT+E (-29+ 1,9 mmHg), MSG (-32 + 1,9 mmHg) e MSG+E (-30 +
2,1 mmHg) (Fig.10A). E na FC: CT (115 £ 8,9 bpm), CT+E (100 8,2 bpm), MSG
(93+ 21,2 bpm) e MSG+E (123 + 9,0 bpm) (Fig.10B).

NPS 15pg/mL — PAM: CT (-30+ 2,0 mmHg), CT+E (-36% 1,7 mmHg), MSG (-
39 £+ 1,9 mmHg) e MSG+E (-35 + 3,5 mmHg) (Fig.10C). E na FC: CT (120 + 6,9
bpm), CT+E (118 + 9,8 bpm), MSG (100 + 22,5 bpm) e MSG+E (134 + 8,2 bpm)
(Fig.10D).

NPS 20 ug/mL — PAM: CT (-35 £ 2,0 mmHg), CT+E (-38 + 2,4 mmHg), MSG (-
42 + 1,9 mmHg) e MSG+E (-36 = 3,0 mmHg) (Fig.10E). E na FC: CT (135 £ 7,2
bpm), CT+E (129 + 9,5 bpm), MSG (121 + 23,2 bpm) e MSG+E (152 + 13,3 bpm)
(Fig.10F).
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Figura 10. Barorreflexo, Infuséo de Nitroprossiato de Sédio.
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(A) PAM e (B) FC - Infuséo de nitroprossiato de sédio 10ug/mL. (C) PAM e (D) FC - Infusao de nitro-
prossiato de sédio 15ug/mL. (E) PAM e (F) FC - Infusdo de nitroprossiato de sodio 20ug/MI. Valores
expressos Média + EPM padrao, analise através do One-way ANOVA, seguido por teste de Tukey.
Grupo controle, CT; controle mais extrato, CT+E; glutamato monossdédico, MSG; e glutamato monos-
sadico mais extrato, MSG+E. Presséo arterial média (PAM) e Frequéncia Cardiaca (FC).

Com relacao ao teste do quimiorreflexo, ndo foi observado diferenca significa-
tiva na PAM e na FC pela infusdo de KCN entre os grupos, CT (34 + 3,5 mmHg; -70
+ 23,4 bpm), CT+E (34 £ 4,8 mmHg; -70 £ 9,3 bpm), MSG (41 + 11,2 mmHg; -62 +
8,2 bpm) e MSG+E (41 = 3,1 mmHg; -78 £ 12,4 bpm) (Fig.11AB).
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Figura 11. Quimiorreflexo, Infusdo de Cianeto de Pot4ssio.

(A) Presséo arterial média — PAM. (B) Frequéncia cardiaca — FC. Valores expressos em Média + EPM
padrdo, andlise através do One-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Grupo controle, CT; contro-
le mais extrato, CT+E; glutamato monossédico, MSG; e glutamato monossédico mais extrato,

MSG+E.
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N&o foi observado diferenca significativa no diametro dos cardiomiécitos entre
os grupos CT (7,4 = 0,2 um), CT+E (8,5 + 0,8 pm), MSG (8,3 + 0,4 um) e MSG+E
(8,8 £ 0,8 um) (Fig.12A). Também néo foram observados resultados significativos no
indice de fibrose perivascular entre os grupos, CT (1,19 + 0,5), CT+E (2,4 + 1,1),
MSG (2,0+0,8) e MSG + E (4,6 £ 0,8) (Fig.12B). O parametro de fibrose intersticial
também n&o demostrou resultados significativos entre os grupos, CT (1,19 + 0,5 %),
CT+E (2,4 £ 1,1 %), MSG (2,0 £ 0,8 %), e MSG+E (4,6 £ 0,8 %) (Fig.12C).
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Figura 12. Avaliacdo Histologica do Tecido Cardiaco.

(A) Diametro dos Cardiomidcitos. (B) indice de Fibrose Perivascular. (C) Fibrose Intersticial. Os valo-
res estdo expressos em Média + EPM, andlise através do One-way ANOVA, seguido por teste de
Tukey. Grupo controle, CT; controle mais extrato, CT+E; glutamato monossodico, MSG; e glutamato
monossodico mais extrato, MSG+E.
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4.4. Parametros Hematologicos

Em relacdo aos parametros eritrocitarios (Tabela 2), pode se observar que o
grupo MSG, demostrou diminuicdo da porcentagem do hematocrito (Ht) e do volume
corpuscular médio (VCM) em relacdo aos animais do grupo MSG+E. Nao foram ob-
servadas diferencas significativas em relagéo aos outros parametros.

Tabela 2
Parametros Eritrocitarios e Plaguetarios

Parametros CT CT+E MSG MSG + E
Hemacias (10%/uL) 8,2+0,3 8,1+0,6 75+0,1 8,0+0,1
Hemoglobina (g/dL) 11,1+0,9 125+1,2 10+0,8 11,6 +£0,8
Hemataocrito (%) 421+1,6 39,9+0,9 38,9+0,7* 43,5+0,9
VCM (um3) 51,0+04 53,1+0,7 51,8 + 0,5* 54,1+0,7
HCM (pg) 13,4+0,7 15,4+0,9 13,7+1,1 144+1,0
CHCM (g/dL) 262+1,1 289+ 1,6 26,5+1,8 26,7+19
RDW (%) 125+0,1 13,3+0,2 12,6 £0,2 13,1+0,3
VPM (um3) 6,40+0,1 6,30+0,1 6,40+0,1 6,80+£0,2
Plaquetas (103/pL) 533,7 £ 30,4 473,8 + 47,9 539,6 + 27,1 495,1+31,1

Os valores estao expressos em Média + EPM, andlise através do One-way ANOVA, seguido por teste
de Tukey. Diferencgas significativas observadas: *p<0,05 vs. Grupo MSG+E. Grupo controle, CT (n=
10); controle mais extrato, CT+E (n= 8); glutamato monossddico, MSG (n= 9); e glutamato monosso6-
dico mais extrato, MSG+E (n= 8). Volume Corpuscular Médio (VCM). Hemoglobina Corpuscular Mé-
dia (HCM). Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHCM). Red Cell Distribution Width
(RDW).
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Foi observado através dos parametros leucocitarios (Tabela 3) que o grupo
MSG demonstrou diminuicdo na quantidade de leucécitos e porcentagem de linfoci-
tos, e aumento na porcentagem de mondcitos, eosindéfilos e basoéfilos em relacdo ao
grupo CT. O grupo MSG+E também demostrou uma diminui¢cdo da porcentagem de
linfécitos, mas com a quantidade de leucdcitos semelhantes ao grupo CT+E. O gru-
po MSG (2,0 = 0,5%) mostrou aumento na porcentagem de baséfilos em compara-
céo ao grupo MSG+E (0,7 £ 0,1%) (Tabela 3).

Tabela 3
Parametros Leucocitarios

Parametros CT CT+E MSG MSG + E
Leucdcitos (103/uL) 79+1,0 75+0,7 4,3 +0,7* 57+0,7
Neutrofilos (%) 4,7 +£0,7 3,3+0,3 74+1,.2 6,5+1,5
Linfocitos (%) 90,9+0,7 93,1+0,3 80,7+2,8% 851+2,3"
Mondcitos (%) 3,9+0,6 3,1+0,3 9,7+1,8% 76+1,4
Eosinofilos (%) 0 0,1+0,02 0,2+0,05* 0,1+0,03
Basofilos (%) 0,5+0,2 0,6+0,1 2,0 £0,5% 0,7+0,1&

Os valores estdo expressos em Média + EPM, andlise através do One-way ANOVA, seguido
por teste de Tukey. Diferencas significativas observadas: #p<0.05 vs. grupo CT; +p<0,05 vs.
grupo CT+E; &p<0,05 vs. grupo MSG. Grupo controle, CT (n= 10); controle mais extrato, CT+E
(n= 8); glutamato monossaédico, MSG (n= 9); e glutamato monossédico mais extrato, MSG+E
(n=8).
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4.5. Parametros Bioquimicos

Em relacdo ao perfil lipidico plasmatico, os ratos MSG demostraram um au-
mento dos niveis de TG plasmatico em relacdo ao grupo controle (MSG 111 = 17,7
mg/dL vs. CT 53 + 13,2 mg/dL). Diferentemente, os ratos MSG+E (86 = 11,7 mg/dL)
demostraram niveis semelhantes de TG plasméatico em relagcdo ao grupo CT+E (66 +
9,6 mg/dL)(Fig.13A). Nao foram observadas diferencas significativas quanto aos ni-
veis de colesterol total, entre os grupos, CT (58 + 2,9 mg/dL), CT+E (57 £ 6,2
mg/dL), MSG (72 + 3,8 mg/dL) e MSG+E (65 + 4,8 mg/dL)(Fig.13B).

Também néo foram demostradas diferencas significativas entre os niveis do
HDL colesterol, CT (28 £ 1,0 mg/dL), CT+E (29 £ 0,6 mg/dL), MSG (32 £ 1,7 mg/dL)
e MSG+E (32 = 1,3 mg/dL) (Fig.13C). Contudo foi observado aumento dos niveis
plasmaticos de VLDL nos ratos MSG em relacdo ao grupo controle (MSG 22 + 3,5
mg/dL vs. CT 11 = 2,6 mg/dL). Nao foram observadas outras diferencas significati-
vas, CT+E 13 + 1,9 mg/dL e MSG+E 17 + 2,3 mg/DlI (Fig.13D).

Com relacao ao colesterol LDL, pode—se observar que os ratos CT+E demos-
traram diminuicdo dos niveis de LDL em relagéo ao grupo CT (10 + 1,1 mg/dL vs. 25
+ 0,8 mg/dL) (Fig.13E). Essa diminuicdo também foi demostrada nos ratos MSG+E
em relacdo ao grupo MSG (13 + 2,2 mg/dL vs. 24+ 3,7 mg/dL)(Fig.13E), constatando
gue os grupos de animais (CT+E e MSG+E) que receberam tratamento com ECJ

(3%) demostraram menores niveis de LDL colesterol.
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Figura 13. Perfil Lipidico Plasmatico.

(A) Triglicérides. (B) Colesterol Total.(C)Lipoproteinas de Alta Densidade - HDL. (D) Lipoproteina de
Densidade Muito Baixa - VLDL.(E) Lipoproteina de Baixa Densidade -LDL. Os valores estao expres-
sos em Média + EPM, andlise através do One-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Diferencas
significativas observadas: #p<0.05 vs. grupo CT; &p<0.05 vs. grupo MSG. Grupo controle, CT; contro-
le mais extrato, CT + E; glutamato monossédico, MSG; e glutamato monossodico mais extrato, MSG
+E.

Em relagdo as citocinas plasmaticas avaliadas, ndo foram observadas dife-
rencas significativas nos niveis de TNF-a, entre os grupos, CT (0,018 + 0,008
ng/mL), CT+E (0,050 £ 0,024 ng/mL), MSG (0,049 + 0,035 ng/mL) e MSG+E (0,010
+ 0,0 ng/mL) dos animais tratados por 60 dias (Fig.14A). Também nao foram demos-
tradas diferencas significativas nos niveis plasmaticos de IL-4 entre os grupos, CT
(0,020 £ 0,0 ng/mL), CT+E (0,019 + 0,001 ng/mL), MSG (0,018 £ 0,001 ng/mL) e
MSG+E (0,020 + 0,0 ng/mL) (Fig.14B).

N&o foram observadas diferencas significativas em referéncia aos niveis de
IL-6, entre os grupos, CT (0,119 £ 0,045 ng/mL), CT+E (0,104 + 0,032 ng/mL), MSG
(0,0169 + 0,058 ng/mL) e MSG+E (0,143 £ 0,059 ng/mL) (Fig.14C). Em relacdo aos
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niveis de IL-10 também ndo foram demostradas diferencas significativas entre os
grupos, CT (0,220 + 0,037 ng/mL), CT+E (0,282 + 0,050 ng/mL), MSG (0,193 +
0,033 ng/mL) e MSG+E (0,185 £ 0,036 ng/mL) (Fig.14D).
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Figura 14. Citocinas Plasmaticas.

(A) Fator de Necrose Tumoral - alfa. (B) Interleucina 4. (C) Interleucina 6. (D) Interleucina 10. Os
valores estao expressos em Média + EPM, andlise através do One-way ANOVA, seguido por teste de
Tukey. Grupo controle, CT; controle mais extrato, CT + E; glutamato monossédico, MSG; e glutamato
monossédico mais extrato, MSG + E.

Em relacdo ao perfil renal plasmético pode se constatar que os niveis de crea-
tinina plasmatica entre os grupos, ndo demostraram diferencas significativas, CT
(0,50 + 0,03 mg/dL), CT+E (0,50 + 0,04 mg/dL), MSG (0,67 £+ 0,1 mg/dL) e MSG+E
(0,64 + 0,1 mg/dL) (Fig.15A). Também nao foram observados resultados significati-
VOS Nos niveis de ureia plasmatica entre os grupos, CT (30 = 3,9 mg/dL), CT+E (32 £
1,8 mg/dL), MSG (34 = 5,1 mg/dL) e MSG+E (30 3,9 mg/dL)(Fig.15B). Portanto, ao
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final dos 60 dias ndo foram observadas diferencgas significativas no perfil plasmético

renal dos animais.
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Figura 15. Perfil Renal Plasmatico.

(A) Creatinina plasmética. (B) Ureia Plasmética. Os valores estdo expressos em Média + EPM, anali-
se através do One-way ANOVA, seguido por teste de Tukey. Grupo controle, CT; controle mais extra-
to, CT + E; glutamato monossédico, MSG; e glutamato monossoédico mais extrato, MSG + E.
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5. Discussao

No presente estudo pudemos observar que o extrato liquido da jabuticaba a
3%, mostrou atuar de forma benéfica em ratos obesos por glutamato monossaodico,
prevenindo o aumento da presséo arterial, dos niveis de TG, VLDL e diminuindo os
niveis de LDL plasméticos. Entretanto ndo demostrou efeito no peso corporal, indice
de adiposidade, comprimento naso/anal, peso das gorduras (retroperitoneal, epidi-
dimal e inguinal), indice cardiaco e peso dos 6rgéaos (figado e rins) destes animais.
Além disso, ndo foram observadas mudancas nos testes do barorreflexo e quimiorre-
flexo, nos niveis de HDL e colesterol total, creatinina, ureia e citocinas plasmaticas
(TNF-q, IL-4, IL-6 e IL-10).

O protocolo de producédo do ECJ, deste estudo foi semelhante ao descrito por
Borges, LL. (2014) (32) que demostrou através da Cromatografia Liquida de Alta Efi-
ciéncia (CLAE) e de testes de capacidade antioxidante, a presenca de acido elagico
e atividade antioxidante (ICs0=2,17 mg/mL) do extrato. Em nosso estudo os valores
encontrados de fendis e flavonoides totais foram similares ao demostrado por
Borges, LL. (2014) (32). Desta forma, podemos inferir que além de flavonoides o
ECJ contém &cido elagico e possui atividade antioxidante.

Na literatura 0 modelo de obesidade por glutamato monossédico apresenta
caracteristicas fisicas definidas como, menor peso corporal, excesso de tecido adi-
poso e atraso no crescimento (22,36,37). Em nosso estudo esses parametros foram
semelhantes ao descrito, os ratos obesos demostraram menor peso corporal e dimi-
nuicao do crescimento. Além de apresentarem um maior indice de adiposidade, com
maior peso de gorduras (retroperitoneal, inguinal e epididimal). Demostrando suces-
S0 na inducdo do modelo de obesidade.

A lesédo no ARC influencia no metabolismo do crescimento, promovendo me-
nor desenvolvimento corporal e tamanho reduzido dos érgéos (36). Isso ocorre, pois
€ do ARC que partem o maior conjunto de fibras nervosas, provindas dos neurdnios
gue sintetizam o GHRH, desta forma, o comprometimento desta sintese, influencia
na liberacdo do GH (13). Em nosso trabalho observamos que os ratos obesos por
injecdes de glutamato monossodico demostraram menor indice cardiaco e menor
peso do figado e rins, correlacionando com o menor crescimento e peso corporal,

citados anteriormente.
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Os parametros cardiovasculares ainda sao poucos compreendidos no modelo
de obesidade por MSG. Estudos evidenciam que este modelo tem a capacidade de
desenvolver hipertensdo dependendo da idade em que os animais sdo estudados
(17,36). Em nosso estudo, os ratos MSG demostraram um aumento da pressao arte-
rial em relac@o aos ratos controle. Semelhante ao que observamos referente a pres-
sao arterial, Cunha e colaboradores (2010) (38) observaram que ratos Wistar MSG
obesos com 90 dias de vida demostraram hipertensdo moderada e aumento dos ni-
veis de prostaglandinas.

Um dos mecanismos que promove aumento da PA na obesidade € o aumento
do impulso simpético devido ao comprometimento no controle do barorreflexo. O
estudo de Konrad e colaboradores (2012) (39) demostrou que ratos MSG tiveram
aumento da PAM com reducédo da sensibilidade barorreflexa associada a diminuicédo
do efeito vagal no coracao, sugerindo aumento da pressao arterial pela predominan-
cia da atividade cardiaca simpatica. Em nosso estudo, entretanto ndo observamos
alteracdes na sensibilidade do barorreflexo.

Outro fator que também pode contribuir para 0 aumento da PA na obesidade
através da excitacao simpatica € a alteracdo dos quimiorreceptores. Em nosso estu-
do n&o constatamos alteracdes na sensibilidade do quimiorreflexo de ratos obesos
por glutamato monossédico. O estudo de Marques da Silva e colaboradores (2020)
(40) também nédo demostraram alteracdes no quimiorreflexo em ratos obesos.

Na presenca de uma disfuncdo cardiovascular o coracdo tem a necessidade
de se adequar morfologicamente, sendo assim, avaliamos o tecido cardiaco, e ndo
foram observadas alterac6es no diametro dos cardiomiécitos, no indice de fibrose
perivascular e na fibrose intersticial dos animais. O estudo de Majewski e colabora-
dores (2018) (41) observaram que em artérias toracicas isoladas de ratos MSG com
90 dias de vida tem-se o0 aumento da sensibilidade ao tromboxano Az e da producéo
de prostaglandinas (l2 e E2), que juntos influenciam na regulacdo dos canais de po-
tassio e na disponibilidade do oxido nitrico, aumentando espécies reativas de oxigé-
nio que geram estresse oxidativo causando alteragées microvasculares, sendo um
dos fatores que contribui com o aumento de pressédo em ratos adultos.

O grupo MSG+E mostrou niveis pressoricos semelhantes aos animais CT, o
gue nos faz supor que o extrato esta tendo efeitos benéficos nestes animais, poden-
do ser devido ao potencial antioxidante do extrato. No estudo de Lobo de Andrade e



32

colaboradores (2015) (42) pode-se observar que o extrato administrado de forma
intravenosa (in vivo) mostrou efeito de normalizar os valores da PAM e da FC e no
banho (in vitro) em experimento de vaso isolado, mostrou a capacidade de induzir
relaxamento vascular dependente do endotélio, dando suporte aos nossos resulta-
dos.

A descricdo de parametros hematoldgicos em ratos induzidos a obesidade por
MSG na fase neonatal é desconhecida na literatura. A associacdo entre anemia e
doencgas crénicas, tem sido investigadas por estudos cientificos (43). Devido a pre-
senca da inflamacéo, que seria o principal fator de influéncia da anemia, por induzi-
rem citocinas pré inflamatorias e o peptideo hepcidina que regulariam o metabolismo
do ferro reduzindo a absorc¢éao intestinal e causando retencéo de ferro nas células
reticuloendoteliais (44).

Em nosso estudo ndo observamos presenca de anemia nos animais. Os ratos
MSG demostraram diminuicdo do hematdécrito e do VCM, em relacdo aos ratos que
receberam o extrato MSG+E. Entretanto, somente essas alteragdes ndo sao especi-
ficas para realizar um diagnéstico, uma vez que ndo demonstraram alteracdo da Hb
plasmatica e dos outros parametros hematimétricos.

As alteracbes quantitativas nos parametros leucocitarios plasmaticos sao con-
troversos em estudos envolvendo a obesidade. Devido a atividade moduladora do
sistema imune pelo tecido adiposo e o conteudo total de gordura corporal que difere
nos diferentes graus de obesidade (45). Estudos demostram que a obesidade, por
ser uma condicao inflamatdria tende a promover a elevacédo de marcadores inflama-
térios como proteina C reativa e de leucocitos no sangue periférico (45).

Entretanto em nosso trabalho, os ratos tratados com injecbes de MSG apre-
sentaram linfocitopenia. As altera¢cdes nos linfocitos sé&o diferentes das vistas em
trabalhos relacionados a obesidade, isso pode ocorrer pois 0 modelo de MSG envol-
ve alteracGes hormonais que podem afetar a proliferagédo, diferenciacdo, migracéo
dos linfécitos no organismo (46). O timo € o 6rgao responsavel por promover a matu-
racao das células precursoras dos linfocitos, e esta producédo e maturacédo pode ser
afeta por varios horménios como ocitocina, prolactina e glicocorticoides destacando
principalmente o GH (46). Sendo assim, a linfocitopenia nos ratos MSGs pode ser
associada ao desequilibrio do GH, ja que estes animais presentam deficiéncia no

crescimento do organismo.
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Os ratos MSG apresentaram aumento relativo de mondcitos, eosinofilo e ba-
séfilos diferente do grupo MSG+E, que demostrou porcentagens semelhantes aos
dos ratos CT+E. Isso nos leva a pensar que o extrato preveniu o aumento destes
leucdcitos provavelmente devido sua atividade antioxidante pela presenca do acido
gélico (47).

Além de mudancgas na presséao arterial, este modelo de obesidade pode apre-
sentar alteracdes no perfil lipidico plasmatico (37). Em nosso estudo, os ratos MSG
demostraram aumento dos niveis de VLDL e TG plasmatico sem alteracdo nos ni-
veis de colesterol total em relagdo ao grupo CT. O mesmo resultado foi apresentado
por Lobato e colaboradores (2011) em seu estudo com ratos MSG-obesos com 16
semanas de idade (17). O aumento dos niveis de TG e VLDL-colesterol nos ratos
MSG associam ao indice de adiposidade nestes animais, desde que o aumento des-
tas particulas promovam o aumento da capacidade de armazenamento da gordura.

O uso do extrato da casca de jabuticaba em ratos obesos por dieta rica em
gordura demostrou promover a diminuicdo dos triglicerideos e aumento nos niveis
de HDL-colesterol (27,28). Em nosso trabalho observamos que o extrato (ECJ 3%)
preveniu o aumento de TG e VLDL e diminuiu os niveis plasméaticos de LDL-
colesterol nos ratos MSG+E. A presenca de fendis como flavonoides no extrato pode
desencadear acdes bioldgicas, como por exemplo, no figado promover aumento de
receptores de LDL diminuindo a concentracdo no plasma, além de inibir a sintese ou
acelerar o catabolismo de VLDL colesterol (47).

Apesar disso, os ratos MSG+E ainda apresentaram maior indice de adiposi-
dade, com maior peso de gordura retroperitoneal, inguinal e epididimal. Isso ocorre
pois a lesdo no ARC promove alteragcbes nos mecanismos envolvidos no balancgo
energético, desfazendo o equilibrio entre sinais, neurais, nutricionais e hormonais
(10). Promovendo assim, 0 excesso da deposi¢cao de gordura corporal nos animais.

Aléem de aumentar a deposi¢do de gordura e prejudicar 6rgdos como cérebro
e timo, o modelo de obesidade por MSG também pode promover danos aos rins,
devido ao aumento do estresse oxidativo podendo prejudicar a funcao renal (36). Em
nosso estudo ndo observamos alteracdes na avaliacdo da creatinina e ureia plasma-
tica, onde provavelmente, o periodo de 81 dias neste modelo de obesidade foi insu-
ficiente para promover alteragdes na funcéo renal em relagdo aos marcadores plas-

maticos citados nos ratos MSG. O extrato (3%) também ndo demostrou mudancas
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na fungdo renal nos animais tratados, ndo demostrando assim danos prejudiciais
aos rins.

Em relacdo ao TNF e IL-6, o aumento da secrecdo de citocinas pro-
inflamatorias ocorre primeiramente no tecido adiposo, devido as alteragces morfolo-
gicas nos adipécitos e na composicdo das células do sistema imunolégico. Estes,
estimulam a migracdo e ativacdo de células imunolégicas principalmente macroéfa-
gos e linfocitos T e B aumentando ainda mais a inflamacao (48). Desta forma, cogi-
tamos que a medida que a inflamacéo é estabelecida, as mudancas nédo alterariam
de inicio os niveis das citocinas de forma sistémica, mas que posteriormente, com o
estabelecimento definitivo da obesidade, contribuiria no aumento das citocinas in-
flamatoérias. Também ndo houve diferencas nos niveis de citocina anti-inflamatoria
como a IL-10 e nem em relacao a IL-4. Demostrando que ndo houve alteracoes rela-

cionadas as citocinas nos animais ao final do periodo experimental.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Dentro das condi¢cbes experimentais deste trabalho e com base nos resultados
obtidos, conclui-se que injecdes de MSG foram eficazes em induzir ratos a obesida-
de. E que o tratamento por 60 dias com ECJ (3%) demonstrou agéo protetiva benéfi-
ca na presséo arterial e no perfil lipidico (TG, VLDL e LDL) de ratos obesos.

Estes resultados demostram ser promissores na realizacdo de mais pesquisas,
envolvendo o acompanhamento de um maior tempo de tratamento, e com possiveis

diferentes doses do extrato.
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