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“Nós vivemos no esquecimento de nossas metamorfoses 
O dia é modorrento mas a noite é ativa 
O ar fresco ao meio-dia a noite filtra e o usa 
A noite não deixa poeira sobre nós 
(...) 
 
Estamos nós perto ou longe de nossa consciência 
Ou são nossos limites nossas raízes nosso objetivo 
 
O longo prazer entretanto de nossas metamorfoses  
Esqueletos que se animam em muros empoeirados  
Os encontros dados às formas insensíveis  
À carne ingênua aos cegos videntes  
(...) 
 
Nós somos corpo a corpo nós somos terra a terra 
Nós nascemos em todo canto nós somos sem limites” 
(Paul Éluard, Notre mouvement, em Le dur désir de durer) 



 

 

SUMÁRIO  

 Abreviações  

 Lista de Figuras  

 Resumo  

 Abstract  

1. Introdução ….......………................................................................................... 16 

2. Referencial Teórico…….…................................................................................. 20 

2.1. Inflamação e resistência insulínica como marcos nas repercussões sistêmicas da 

obesidade.................................................................................................................. 

 

20 

2.2 Miricetina: uma estratégia multialvo para uma doença multifatorial?.................. 26 

2.3 A obesidade induzida por L-glutamato monossódico como modelo de Síndrome 

Metabólica.................................................................................................................. 

 

30 

3. Objetivos............................................................................................................... 34 

3.2 Objetivo geral ...................................................................................................... 34 

3.3 Objetivos específicos.................................................................................................... 34 

4. ARTIGO: “Myricetin improves metabolic profile but not cognitive deficit 

associated to hypothalamic obesity in mice ............................................................. 

 

35 

4.1 Introduction............................................................................................................ 37 

4.2 Methods…………………………….…………………………………………… 38 

4.2.1 Animals, obesity induction and myricetin treatment...................................……... 38 

4.2.2 Open Field Test (OFT)........................................................................................... 39 

4.2.3 Elevated Plus Maze (EPM).................................................................................... 39 

4.2.4 Morris Water Maze (MWM).................................................................................. 39 

4.2.5 Histopathology analysis ......................................................................................... 39 

4.2.6 Statistical analysis ................................................................................................ 40 

4.3 Results 40 

4.3.1 Myricetin attenuates metabolic syndrome and reverts NAFLD in MSG mice ..... 40 

4.3.2 Myricetin improves exploratory behavioral but not cognitive outcomes in MSG 

mice........................................................................................................................ 

 

41 

4.4 Discussion……………………………………………………………………….. 41 



 

 

 References……………………………………………………………………….. 45 

 Figures and legends……………………………………………………………… 51 

5. Produção científica durante o mestrado……………………………………… 52 

5.1 Artigos publicados em periódicos durante o mestrado………………………….. 52 

5.2 Participação em programas de internacionalização durante o mestrado………… 52 

 Referências ……………………………………………………………………... 53 

 ANEXO A ……………………………………………………………………… 70 

 ANEXO B ………………………………………………………………………. 71 

 ANEXO C……………………………………………………………………….. 76 

 ANEXO D………………………………………………………………………. 77 

 ANEXO E……………………………………………………………………….. 78 

 ANEXO F……………………………………………………………………….. 79 

 ANEXO G………………………………………………………………………. 80 

  



 

 

Abreviações 

 

DA: doença de Alzheimer 

DM 2: diabetes mellitus tipo 2 

DHGNA: Doença Hepática Gordurosa Não-alcoólica 

DNL: síntese de novo de lipídeos 

GH: hormônio do crescimento 

GLUT2: transportador de glicose 2 

GLUT4: transportador de glicose 4 

GLP1: peptídeo semelhante a glucagon 1 

IGF-1: fator de crescimento insulina-like 1 

IL-6: interleucina 6 

IRS1: substrato do receptor de insulina 1 

JNK: c-Jun quinase 

miRNA: micro RNA 

MSG: L-glutamato monossódico 

MTP: proteína de transferência de triglicerídeos microssômicos 

NF-κB: fator nuclear κ B 

NRF2: fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2  

PDI: proteína dissulfeto isomerase 

POMC: pró-opiomelanocortina 

PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor α 

RE: retículo endoplasmático 

RT-qPCR: reação em cadeia da polimerase, quantitativa, em tempo real. 

RNAm: RNA mensageiro  

ERO: espécies reativas de oxigênio  

SIRT3: sirtuína 3 



 

 

SM: síndrome metabólica 

SREBP1c: fator de transcrição 1c ligante ao elemento regulador de esteroides 

TG: triglicerídeo 

TNF-α: fator de necrose tumoral α 

VLDL: lipoproteínas de muito baixa densidade 

XBP1s: proteína 1 de ligação à caixa X spliced 

 

 

  



 

 

Lista de figuras 

Introdução:  
 
Figura 1. Compostos polifenóis identificados nas folhas de Syzygium cumini e seus 
mecanismos de ação sobre a Síndrome Metabólica. A miricetina é um dos compostos 
identificados nas folhas de S. cumini e aumenta a expressão de GLUT4, promovendo 
melhora da sensibilidade à insulina. Quercetina e rutina são secretagogos de insulina, 
agindo sobre os canais de Ca2+ tipo-L. A rutina também diminui a gliconeogênese. Nesse 
sentido, o ácido gálico, a quercetina e a rutina diminuem a síntese do colesterol por 
inibição da enzima HMG-CoA redutase hepática. Entretanto, a miricetina é o composto 
mais prevalente no extrato bruto das folhas de S. cumini. ...............................................19 
 
Referencial teórico: 
 
Figura 1. Obesidade e desenvolvimento de patologias associadas à Síndrome 
Metabólica. A hipertrofia dos adipócitos no decurso da obesidade promove alteração de 
perfil de macrófagos residentes para macrófagos M1, que recrutam mais macrófagos. Há, 
portanto, maior liberação de citocinas inflamatórias (IL-6 e TNF-α), o que desencadeia 
resistência insulínica e leva à maior produção de leptina, menor liberação de adiponectina 
e maior fluxo de ácidos graxos livres na corrente sanguínea. Esta, por sua vez, favorece a 
entrada destes ácidos graxos em outros tecidos, consequente resistência insulínica 
periférica e advento da diabetes mellitus tipo 2. A resistência insulínica hepática e a 
hiperinsulinemia compensatória induzem maior lipogênese de novo e acúmulo de 
triglicerídeos nos hepatócitos sob a forma de vacúolos: tem-se a doença hepática 
gordurosa não-alcoólica. .................................................................................................22 
 
Figura 2. Cascata de eventos correlacionando desregulação metabólica periférica a 
demência. Hiperglicemia e dislipidemia podem aumentar a permeabilidade da barreira 
hematoencefálica, permitindo maior fluxo de ácidos graxos livres e produtos de 
glicosilação no cérebro. Inflamação crônica de baixo grau no cérebro leva a eventos como 
resistência insulínica cerebral, tornando o cérebro propenso ao déficit cognitivo e à 
doença de Alzheimer. ......................................................................................................25 
 
Figura 3. Os flavonoides enquanto terapia multialvo. O conceito contemporâneo do 
mecanismo de ação de compostos bioativos como os flavonoides contrapõe-se ao 
conceito “tradicional” do mecanismo de ação de outras drogas. Enquanto drogas 
tradicionais são desenvolvidas para agir sobre um só alvo, levando à ausência de doença, 
pelo controle de determinado mecanismo fisiopatológico relacionado a esta, os 
flavonoides interferem sobre diversos processos patológicos, levando a uma maior 
habilidade de adaptação. Este processo terapêutico vai de encontro à fisiopatologia da 
Síndrome Metabólica e da DHGNA, uma vez que vários mecanismos fisiopatológicos 
contribuem para a progressão da doença..........................................................................27 
 
Figura 4. Principais flavonóis encontrados na dieta. A miricetina apresenta maior 
número de grupos hidroxila ligados ao anel aromático B..........................................................28 
 
Figura 5. Progressão da DHGNA e da Síndrome Metabólica em camundongos MSG. 
Os animais com obesidade MSG possuem hiperinsulinemia precoce e desenvolvimento 
de obesidade central a partir das 8 semanas de vida. Essas modificações estão 
relacionadas ao aparecimento de esteatose microvesicular a partir da mesma idade. De 



 

 

fato, depósitos de gordura visceral estão independentemente correlacionados com o 
Escore de Atividade de DHGNA nesses animais. Ademais, a hipertrigliceridemia do 
modelo contribui para o acúmulo de TGs nos hepatócitos. Entre 16 e 24 semanas de vida, 
esses animais apresentam hiperglicemia e resistência insulínica, eventos que determinam 
a progressão da doença: ballooning e infiltrados inflamatórios, bem como esteatose 
macrovesicular podem estar presentes. Com a permanência dos distúrbios metabólicos 
(obesidade central, DM2 e hipertrigliceridemia), a doença progride para maior frequência 
de infiltrados inflamatórios e fibrose. Com 48 semanas, 1 ano de idade, os camundongos 
MSG já apresentam nódulos displásicos, o que pode estar relacionado ao carcinoma 
hepatocelular....................................................................................................................33 
 
Artigo: 

 
Figure 1. Body weight curve and obesity development by Lee Index. A. Body weight 
curve. B. Lee Index each 30 days of life. N = 8-16, mean ± SEM, a p <0.05 MSG vs CTR, 
b p <0.05 MSG vs. MCT, c p <0.05 MCT vs. CTR. Unpaired Student’s t test for MSG 
vs. CTR (ages 30-90 days old). One-way ANOVA with Newman-Keuls’ post-test (120-
day old analysis). ……………………………………………………………………….51 
 
Figure 2. Morphometric parameters. A. Liver relative weight. B. Periepidydimal fat 
pad. C Retroperitoneal fat pad D. Mesenteric fat pad. N = 8, mean ± SEM. a p <0.05 
MSG vs CTR, b p <0.05 MSG vs. MCT. One-way ANOVA with Newman-Keuls’ post-
test. B.W. = body weight……………………………………………………………….52 
 
Figure 3. Impact of myricetin 30-day treatment on MSG dyslipidemia and type 2 
diabetes mellitus. A. Evolutionary curve for glycemia during mice lifetime. B. 
Evolutionary curve for triglyceridemia. C. Prediction of peripheral insulin resistance by 
TyG value. N = 8-16, mean ± SEM, a p <0.05 MSG vs CTR, b p <0.05 MSG vs. MCT, c 
p <0.05 MCT vs. CTR. Unpaired Student’s t test for MSG vs. CTR (ages 30-90 days old). 
One-way ANOVA with Newman-Keuls’ post-test (135-day old analysis)…………….53 
 
Figure 4. Myricetin treatment reverts microvesicular steatosis of MSG obesity. 
Histopathology followed by NAFLD Activity Score. N = 8, mean ± SEM. a p <0.05 MSG 
vs CTR, b p <0.05 MSG vs. MCT, c p <0.05 MCT vs. CTR. One-way ANOVA with 
Newman-Keuls’ post-test. H&E, 400x………………………………………………….54  
 
Figure 5. MSG mice exhibited impaired learning and spatial memory detected by 
Morris Water Maze. A. Latency to reach the platform. B Percentage of time expended 
in target zone. C. Percentage of entries into the target quadrant. N = 8, mean ± SEM. a p 
<0.05 MSG vs CTR, c p <0.05 MCT vs. CTR. One-way ANOVA with Newman-Keuls’ 
post-test…………………………………………………………………………………55 
 
Figure 6. MSG mice presented defective thigmotaxis and less exploratory behavior, 
and myricetin treatment improved this frame. Open field test (A-D). A. Locomotor 
activity by traveled zones. B. Time expended in each zone of open field (thigmotaxis 
evaluation). C. Defecation. D. Rearing. Elevated plus maze (E-H). E. Entries in close 
arms. F. Entries in open arms. G. Number of crosses by center square. H.  Rearing. N = 
6-8, mean ± SEM. a p <0.05 MSG vs CTR, b p <0.05 MSG vs. MCT, c p <0.05 MCT vs. 
CTR. One-way ANOVA with Newman-Keuls’ post-test………………………………56 
 



 

 

RESUMO 

 

Flavonoides podem ser apontados como potenciais terapias preventivas para 

obesidade, síndrome metabólica e suas comorbidades. Miricetina é um flavonoide com 

efeitos hipoglicemiante e anti-obesidade, além de alta atividade scavenger de espécies 

reativas de oxigênio. Roedores com obesidade induzida por L-glutamato monossódico 

(MSG) são um modelo de obesidade que desenvolve hiperinsulinemia precoce e mimetiza 

diabetes mellitus tipo 2, obesidade, dislipidemia, doença hepática gordurosa não-alcoólica 

e déficit cognitivo. Nesse sentido, este estudo objetivou investigar se a miricetina pode 

reverter ou melhorar aspectos comportamentais e metabólicos da obesidade induzida por 

MSG. Camundongos machos neonatos foram tratados com MSG por via subcutânea (4mg 

/ kg) em dias alternados nos primeiros 10 dias de vida. Ao completarem 90 dias de vida, 

um grupo de camundongos MSG foi tratado com miricetina (50mg / kg) e outro com água 

destilada. Os animais controle, previamente com solução salina 0,9% por via subcutânea, 

também foram tratados com água destilada por gavagem. Após 30 dias de tratamento, os 

camudongos foram submetidos a testes comportamentais: campo aberto, labirinto em 

cruz elevado e labirinto aquático de Morris. A miricetina melhorou a hiperglicemia, 

sensibilidade à insulina, trigliceridemia, esteatose hepática e comportamento 

exploratório. Contudo, os animais MSG apresentaram déficit cognitivo que não foi 

impactado pelo tratamento com miricetina. 

  

Palavras-chave: Miricetina, L-glutamato monossódico, Obesidade, Ansiedade, 

Memória, DHGNA 

 

  



 

 

ABSTRACT 

 

Flavonoids could be indicated as potential preventive therapy for obesity, 

metabolic syndrome and even their comorbidities. Myricetin is a flavonoid known for its 

hypoglycemic and anti-obesity effects, as well as its great scavenger capacity. Rodent 

obesity induced by monosodium L-glutamate (MSG) is a model of hypothalamic obesity 

which develops early hyperinsulinemia and mimetizes DM 2, obesity, dyslipidemia, 

NAFLD/NASH and cognitive deficit. Thus, this study aimed to investigate whether 

myricetin can revert or ameliorate metabolic and behavioral features in MSG-induced 

obesity. Newborn mice were treated with MSG subcutaneously (4 mg/kg) on alternate 

days in the first 10 days of life. After reaching 90 days of life, a group of MSG obese 

mice were treated with myricetin (50 mg/kg) or distilled water. Control animals, 

previously treated with neonatal subcutaneous injection of 0.9% saline solution, were 

treated with vehicle also. After 4 weeks of treatment, mice were submitted to behavior 

tests: open field maze, elevated plus maze and Morris water maze. After all tests were 

performed, animals were euthanized for collection of liver, serum and adipose tissue 

depots, for further analysis. Myricetin treatment was able to ameliorate hyperglycemia, 

insulin sensitivity, triglycerides levels, liver steatosis and exploratory behaviors. 

However, MSG exhibited cognitive impairment that was not improved by myricetin 

treatment. 

  

Keywords: Myricetin, Monosodium L-glutamate, Obesity, Anxiety, Memory, NAFLD 
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1. INTRODUÇÃO 

A obesidade e o sobrepeso têm ganhado notoriedade no mundo devido sua 

crescente prevalência, tanto em países desenvolvidos quanto em países em 

desenvolvimento, sendo considerada uma epidemia no século 21 (JAMES, 2009). A 

mudança de padrões alimentares e o estilo de vida preconizado nos centros urbanos são 

apontados como justificativa central para esse fenômeno, uma vez que países emergentes, 

em intensa urbanização, encontram-se na chamada “transição nutricional”, caracterizada 

pelo maior consumo de alimentos processados e carboidratos simples (ZOBEL; 

HANSEN; ROSSING; VON SCHOLTEN, 2016). No Brasil, por exemplo, estima-se que 

mais da metade da população adulta das capitais (53,8%) esteja em sobrepeso ou 

obesidade (BRASIL, 2019).  

Não somente a obesidade, outras doenças ligadas aos hábitos alimentares e ao 

sedentarismo (diabetes mellitus tipo 2 – DM2, dislipidemia, doenças cardiovasculares) 

têm crescente prevalência no Brasil e onerado o Sistema Único de Saúde por suas 

complicações (SILVEIRA; VIEIRA; SOUZA, 2018; SILVEIRA; VIEIRA; JARDIM; 

SOUZA, 2016). Essas desordens endócrino-metabólicas podem estar isoladas ou 

associadas nos indivíduos; quando a segunda acontece, o paciente pode estar em uma 

condição chamada Síndrome Metabólica (SM) (GRUNDY; CLEEMAN; DANIELS; 

DONATO et al., 2005). A SM é definida pela American Heart Association (AHA) desde 

2005 como a presença de 3 dentre os 5 critérios diagnósticos: obesidade central 

(circunferência abdominal > 102 cm para homens e > 88 cm para mulheres), dislipidemia 

(HDL < 40 mg/dL para homens ou < 50 mg/dL para mulheres, triglicerídeos > 150 

mg/dL), hipertensão arterial e resistência insulínica (DM2 ou intolerância à glicose) 

(GRUNDY; CLEEMAN; DANIELS; DONATO et al., 2005). Ademais, o valor limite 

para circunferência abdominal varia de acordo com a etnia em questão: o valor corrigido 

para a etnia brasileira é de 92 cm para homens e 86 cm para mulheres (CARDINAL; 

VIGO; DUNCAN; MATOS et al., 2018).  

Entretanto, outras condições não incluídas nos critérios da AHA têm se mostrado 

importantes para o desfecho do paciente com SM: é o caso da Doença Hepática Gordurosa 

Não-Alcoólica (DHGNA) (YOUNOSSI; KOENIG; ABDELATIF; FAZEL et al., 2016). 

A DHGNA é a repercussão hepática da SM, é independentemente associada à ocorrência 

de eventos cardiovasculares e sua prevalência global está estimada em 24% 

(CHALASANI; YOUNOSSI; LAVINE; CHARLTON et al., 2018; YOUNOSSI; 

KOENIG; ABDELATIF; FAZEL et al., 2016). Na América do Sul, estima-se que 34% 
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da população adulta tenha DHGNA (YOUNOSSI, 2018). Esta condição se inicia pelo 

acúmulo de triglicerídeos nos hepatócitos em forma de vacúolos (esteatose hepática 

simples), seja pela elevada síntese de novo de lipídeos (DNL), seja por downregulation 

de vias relacionadas à exportação/liberação dos triglicérides a partir dos hepatócitos 

(BRUNT; WONG; NOBILI; DAY et al., 2015). Inicialmente benigna do ponto de vista 

histopatológico, a esteatose pode evoluir para inflamação e fibrose do tecido hepático 

(Esteato-hepatite Não-Alcoólica – EHNA) (BRUNT; WONG; NOBILI; DAY et al., 

2015). A partir da EHNA, a DHGNA pode levar à cirrose e, por conseguinte, ao 

carcinoma hepatocelular (BRUNT; WONG; NOBILI; DAY et al., 2015; YOUNOSSI, 

2018). De fato, a DHGNA já é apontada como a segunda causa de transplante hepático 

nos EUA, atrás apenas da Hepatite C (YOUNOSSI, 2018). Por fim, a DHGNA não possui 

terapia farmacológica direcionada à sua patologia, ainda que sejam usadas medicações 

direcionadas às comorbidades metabólicas dessa doença e a mudança de estilo de vida, 

estimulada (KOTHARI; DHAMI-SHAH; SHAH, 2019). 

A SM está ainda implicada a problemas relacionados à perda cognitiva: a doença 

de Alzheimer (DA) tem como um dos principais fatores de risco o diabetes mellitus tipo 

2 (DM 2), visto que esta está presente em cerca de 60% dos pacientes, de forma a já ser 

chamada “diabetes tipo 3” (CHATTERJEE; PETERS; WOODWARD; ARANGO et al., 

2016; DE LA MONTE; WANDS, 2008). A DA é uma doença neurodegenerativa 

progressiva que afeta áreas do córtex e do hipocampo, associada ao acúmulo de placas β-

amiloides no espaço extracelular e ao acúmulo de proteína microtubular tau no neurônio 

(MASTERS; BATEMAN; BLENNOW; ROWE et al., 2015). Já há evidências de estudos 

post-mortem que permitem sustentar a resistência insulínica cerebral como um evento 

precoce na DA (TALBOT; WANG; KAZI; HAN et al., 2012).  

 Nesse contexto, o Laboratório de Fisiologia da Universidade Federal do Maranhão 

tem realizado desde 2011 atividades de pesquisa relacionadas à elucidação de 

mecanismos fisiopatológicos da SM e à busca de novas terapias para as suas 

repercussões/comorbidades. Nesse sentido, dois objetos de estudo detêm especial atenção 

do nosso grupo de pesquisa: modelos roedores de obesidade/hipertrigliceridemia (por 

dieta rica em sacarose e por aplicação neonatal de L-glutamato monossódico) e a 

atividade modulatória das folhas de Syzygium cumini (L.) Skeels sobre a SM.  

 S. cumini é uma espécie originária da Índia, da família Myrtaceae, e introduzida 

no Brasil a partir das rotas de navegação portuguesas, que conectavam a Ásia ao 

continente americano (MIGLIATO; BABY; ZAGUE; VELASCO et al., 2006). A espécie 
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logo encontrou condições favoráveis no clima tropical brasileiro e pode ser encontrada 

nas Regiões Norte, Nordeste e Sudeste do país, sob o nome de “jamelão”, “jambolão” e 

“azeitona-roxa” (MIGLIATO; BABY; ZAGUE; VELASCO et al., 2006). Amplamente 

citada na mitologia ayurvédica como fonte do “elixir da vida” e  ainda como origem da 

cor da pele dos deuses, a espécie é usada na prática popular brasileira para tratamento de 

desordens metabólicas como a DM2, a obesidade e a dislipidemia (EDIRIWEERA; 

RATNASOORIYA, 2009; MIGLIATO; BABY; ZAGUE; VELASCO et al., 2006; 

RAJASEKHARAN; NAIR, 2017). De fato, a espécie é reconhecida pelo Ministério da 

Saúde do Brasil como relevante do ponto de vista etnofarmacológico, sendo inserida na 

Relação Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) (BRASIL, 

2009).  

 Os efeitos hipoglicemiante e hipolipemiante das folhas de S. cumini já são 

descritos na literatura, inclusive por publicações do nosso grupo de pesquisa (Figura 1) 

(CHAGAS; COELHO; GASPAR; DA SILVA et al., 2018; FRANÇA; COÊLHO; 

FREITAS; SOUZA et al., 2019). Vários compostos podem estar associados aos efeitos 

observados, como taninos, ácidos fenólicos, terpenos e flavonoides (CHAGAS; 

FRANÇA; MALIK; PAES, 2015) (Figura 1). Em estudos recentes do nosso grupo de 

pesquisa, observou-se que o extrato hidroalcoólico das folhas de S. cumini reduz a 

trigliceridemia e a esteatose hepática de animais com obesidade induzida por MSG 

(FRANÇA; COÊLHO; FREITAS; SOUZA et al., 2019; SANCHES; FRANCA; 

CHAGAS; GASPAR et al., 2016). Ao separar-se a fração acetato de etila deste extrato 

por partição, e realizar a caracterização fitoquímica desta fração, demonstrou-se que a 

miricetina sob a forma aglicona ou glicosilada é o flavonoide mais abundante, 

representando cerca de 20% da massa total, ao lado da quercetina e dos derivados de ácido 

gálico (CHAGAS; COELHO; GASPAR; DA SILVA et al., 2018). Neste mesmo 

trabalho, o tratamento de animais com diabetes induzida por aloxana evidenciou o efeito 

hipoglicemiante desta fração (CHAGAS; COELHO; GASPAR; DA SILVA et al., 2018). 

O presente trabalho, portanto, dá continuidade aos trabalhos do nosso grupo de pesquisa, 

visto que se propõe a demonstrar a participação da miricetina em efeitos observados nos 

estudos anteriores com o extrato das folhas de S. cumini.  

A miricetina é um flavonoide pouco estudado em comparação aos outros dois 

componentes do extrato: poucos são os estudos demonstrando seu efeito antiesteatótico e 

antiamiloidogênico (DAS; STARK; MUSGRAVE; PUKALA et al., 2016; ONO; 

YOSHIIKE; TAKASHIMA; HASEGAWA et al., 2003; XIA; LE; WANG; QIU et al., 
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2016; XIA; QIU; CHEN; JIANG et al., 2019) . Considerando que os polifenóis 

constituem uma alternativa terapêutica multialvo, é importante investigar quais 

mecanismos de ação podem estar implicados nos efeitos hepáticos, metabólicos e centrais 

da miricetina (PARK; CHONG; KIM, 2016). Assim, nosso estudo pretendeu avaliar os 

efeitos da miricetina sobre o modelo de obesidade induzida por MSG, um modelo de 

obesidade hipotalâmica que engloba os parâmetros metabólicos e cognitivos associados 

à SM – a serem mais detalhados na terceira seção do capítulo 2 (COELHO; FRANÇA; 

NASCIMENTO; DOS SANTOS et al., 2018; JIN; LIN; LI; LIU et al., 2018).   

 
Figura 1. Compostos polifenóis identificados nas folhas de Syzygium cumini e seus mecanismos de 

ação sobre a Síndrome Metabólica. A miricetina é um dos compostos identificados nas folhas de S. cumini 

e aumenta a expressão de GLUT-4, promovendo melhora da sensisbilidade à insulina. Quercetina e rutina 

são secretagogos de insulina, agindo sobre os canais de Ca2+ tipo-L. A rutina também dimunui a 

gliconeogênese. Nesse sentido, o ácido gálico, a quercetina e a rutina diminuem a síntese do colesterol por 

inibição da enzima HMG-CoA redutase hepática.  

Fonte: Chagas et al. (2015), adaptado.  
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2.REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1 Inflamação e resistência insulínica como marcos nas repercussões sistêmicas da 

obesidade 

 O maior consumo de alimentos processados e ricos em frutose e ácidos graxos 

tem levado à maior prevalência de obesidade nos países desenvolvidos e em países em 

desenvolvimento (ZOBEL; HANSEN; ROSSING; VON SCHOLTEN, 2016). De fato, já 

existem metanálises que mostram a relação diretamente proporcional entre o consumo de 

carboidratos simples e a prevalência de obesidade nas últimas décadas (BRAY; POPKIN, 

2014). A obesidade central, nesse sentido, é definida pelo aumento da cintura abdominal, 

parâmetro que varia de acordo com a etnia avaliada (RONN; ANDERSEN; 

LAURITZEN; CHRISTENSEN et al., 2017). O aumento no valor desse parâmetro está 

ligado à hipertrofia do tecido adiposo visceral, o que leva à inflamação desse tecido e 

maior liberação de citocinas pró-inflamatórias na corrente sanguínea (YAZICI; SEZER, 

2017).  

 Cerca de 10% das células do tecido adiposo saudável são macrófagos, que em 

estado fisiológico encontram-se em perfil M2, perfil anti-inflamatório (WEISBERG; 

MCCANN; DESAI; ROSENBAUM et al., 2003). O aumento do acúmulo de lipídeos nas 

células adiposas leva à lipotoxicidade, por aumento da β-oxidação e consequente elevada 

geração de espécies reativas de oxigênio (EROs) (MASLOV; NARYZHNAYA; 

BOSHCHENKO; POPOV et al., 2019). Esta lipotoxicidade leva tanto à disfunção 

mitocondrial dentro do adipócito quanto à ativação de vias pró-inflamatórias, de modo 

que o tecido adiposo libere mais citocinas como interleucina 6 (IL-6) e fator de necrose 

tumoral α (TNF-α) (MASLOV; NARYZHNAYA; BOSHCHENKO; POPOV et al., 

2019). Estas citocinas são responsáveis pela mudança de perfil dos macrófagos do tecido 

adiposo de perfil M2 para perfil M1, perfil pró-inflamatório responsável pelo 

recrutamento de mais macrófagos, pelo advento da resistência insulínica no tecido 

adiposo e por maior liberação de IL-6 e TNF-α na corrente sanguínea, levando ao 

estabelecimento e à sustentação da inflamação de baixo grau (THOMAS; APOVIAN, 

2017).  

 Entretanto, antes de adentrar na inflamação de baixo grau e na resistência 

insulínica, faz-se necessário compreender o tecido adiposo visceral como parte integrante 

do sistema endócrino. De fato, uma das funções do tecido adiposo é o controle da 

saciedade através da produção de leptina, cuja ação no hipotálamo sobre neurônios da 

POMC (pró-ópiomelanocortina) promove efeitos anorexígenos (COWLEY; SMART; 
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RUBINSTEIN; CERDAN et al., 2001). Curiosamente, um dos principais mecanismos 

fisiopatológicos da obesidade e da síndrome metabólica se deve aos primeiros estudos 

com essa molécula: após o insucesso terapêutico de pacientes obesos ao tratamento com 

essa molécula, descobriu-se que estes pacientes apresentavam resistência à leptina e altos 

níveis séricos desse hormônio (PAZ-FILHO; MASTRONARDI; LICINIO, 2015).  

 A concentração de leptina está não apenas relacionada com maior tamanho dos 

adipócitos, como seu aumento é consequência da resistência insulínica dos mesmos 

(PALHINHA; LIECHOCKI; HOTTZ; PEREIRA et al., 2019). A hiperleptinemia está 

intimamente relacionada à progressão da síndrome metabólica a partir da obesidade, 

contribuindo para a DM2 e para a DHGNA (CERNEA; ROIBAN; BOTH; HUTANU, 

2018). Além disso, a resistência à leptina pode estar relacionada à ativação de vias pró-

inflamatórias tanto no tecido hepático quanto em células musculares lisas vasculares, 

contribuindo para a esteato-hepatite e no processo de aterogênese (LIU; CHEN; CHEN; 

LAN, 2018; POLYZOS; KOUNTOURAS; ANASTASILAKIS; GELADARI et al., 

2014).  

 Outro importante fator secretado pelo tecido adiposo é a adiponectina, que 

apresenta função anti-inflamatória sistêmica e, por conta da obesidade, tem concentração 

diminuída (ATTIE; SCHERER, 2009). Este hormônio estimula o catabolismo de TGs no 

fígado e no músculo esquelético, de forma que sua concentração é inversamente 

correlacionada com a resistência insulínica (FURLER; GAN; POYNTEN; CHISHOLM 

et al., 2006). O tecido adiposo visceral hipertrofiado, resistente à insulina, em estado de 

“inflamação de baixo grau” tem maiores taxas de lipólise, com maior liberação de ácidos 

graxos livres e menor produção de adiponectina (NATI; HADDAD; BIRKENFELD; 

KOCH et al., 2016). Por fim, como função anti-inflamatória, seu principal mecanismo é 

inibir a liberação de TNF- pelos macrófagos (LEAMY; EGNATCHIK; YOUNG, 

2013). 

 A inflamação no tecido adiposo está relacionada à resistência insulínica, uma vez 

que as ações parácrinas dos macrófagos M1 levam a este quadro, pela ativação de 

quinases de resíduos de serina dos substratos de receptor de insulina (IRS), da c-Jun N-

terminal kinase, e menor expressão do transportador de glicose 4 (GLUT4) (ROTTER; 

NAGAEV; SMITH, 2003; THOMAS; APOVIAN, 2017). A resistência insulínica neste 

tecido leva então à maior circulação de ácidos graxos livres e menor receptação destes no 

tecido adiposo, favorecendo o acúmulo de gordura ectópica e maior lipotoxicidade 

(YAZICI; SEZER, 2017). Destarte, o maior acúmulo de lipídeos em tecidos como 
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músculo e fígado, a maior circulação de leptina e citocinas pró-inflamatórias, bem como 

a menor liberação de adiponectina contribuem para a progressão de comorbidades 

relacionadas à obesidade e, portanto, à SM, como DM2, dislipidemias e DHGNA (Figura 

1) (ATTIE; SCHERER, 2009).  

 
Figura 1. Obesidade e desenvolvimento de patologias associadas à Síndrome Metabólica. A hipertrofia 

dos adipócitos no decurso da obesidade promove alteração de perfil de macrófagos residentes para 

macrófagos M1, que recrutam mais macrófagos. Há, portanto, maior liberação de citocinas inflamatórias 

(IL-6 e TNF-α), o que desencadeia resistência insulínica e leva à maior produção de leptina, menor liberação 

de adiponectina e maior fluxo de ácidos graxo livres na corrente sanguínea. Esta, por sua vez, favorece a 

entrada destes ácidos graxos em outros tecidos, consequente resistência insulínica periférica e advento da 

diabetes mellitus tipo 2. A resistência insulínica hepática e a hiperinsulinemia compensatória induzem 

maior lipogênese de novo e acúmulo de triglicerídeos nos hepatócitos sob a forma de vacúolos: tem-se a 

doença hepática gordurosa não-alcoólica.  

Fonte: Attie & Scherer (2009), adaptado. 

 

No fígado, há acúmulo de triglicerídeos (TGs) sob a forma de vacúolos, o que 

caracteriza o início da DHGNA: a esteatose hepática (BRUNT; WONG; NOBILI; DAY 

et al., 2015). A partir dessa forma benigna, pode evoluir para inflamação do tecido 

hepático, com infiltrados de neutrófilos e linfócitos, bem como mudança de perfil das 

células de Kupffer para um perfil pró-inflamatório (M1) (NATI; HADDAD; 

BIRKENFELD; KOCH et al., 2016). Os hepatócitos ativam mecanismos pró-apoptóticos 

e perdem a morfologia original, tornando-se mais semelhantes aos adipócitos: a 
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degeneração globosa, ou balonização (BRUNT; WONG; NOBILI; DAY et al., 2015). 

Então, progride-se a uma forma mais avançada da DHGNA: a EHNA. Nessa fase, as 

células estreladas do fígado já são ativadas e principiam a produção de colágeno tipo 1 

(NATI; HADDAD; BIRKENFELD; KOCH et al., 2016; WREE; BRODERICK; 

CANBAY; HOFFMAN et al., 2013). Entretanto, esse acúmulo não se dá apenas devido 

ao afluxo de TGs e ácidos graxos livres, provenientes do tecido adiposo: ocorre aumento 

também da DNL por conta da resistência insulínica hepática.  

A captação de glicose nos hepatócitos não é regulada pela insulina, uma vez que 

seu transportador de glicose, GLUT2, não depende da ativação por esse hormônio 

(THORENS, 2015). No entanto, a insulina é responsável pela regulação de duas 

atividades no fígado: a síntese de novo de lipídeos e a gliconeogênese (KAMAGATE; 

DONG, 2008). O receptor de insulina possui dois substratos que ativam cascatas 

relacionadas a cada uma dessas funções: o IRS1, para ativar a lipogênese, e o IRS2, que 

promove downregulation da gliconeogênese (KAMAGATE; DONG, 2008; RAMETTA; 

MOZZI; DONGIOVANNI; MOTTA et al., 2013). A resistência insulínica seletiva ao 

IRS-2, aliado ao contexto de hiperinsulinemia, leva a uma maior taxa de DNL, levando à 

produção de TG estocado sob a forma de vacúolos de lipídeos, isto é, esteatose 

(RAMETTA; MOZZI; DONGIOVANNI; MOTTA et al., 2013). De fato, a resistência 

insulínica tende a se instalar antes no fígado que em outros tecidos, como músculo 

esquelético, na história natural da DM2 (FRANCH-NADAL; CABALLERIA; MATA-

CASES; MAURICIO et al., 2018). Além disso, a cascata ativada pela IRS-2 promove a 

fosforilação da FOXO1, que assim permanece no citoplasma (RAMETTA; MOZZI; 

DONGIOVANNI; MOTTA et al., 2013). Quando a FOXO1 não é fosforilada, seja em 

condições fisiológicas, seja pela resistência insulínica seletiva do IRS2, ocorre transcrição 

de genes lipogênicos, o que exacerba a DNL (KAMAGATE; DONG, 2008). 

A DNL elevada de fato é um evento que conecta resistência insulínica hepática à 

hipertrigliceridemia (KAMAGATE; DONG, 2008). Esta última, aliada ao maior afluxo 

de ácidos graxos livres provenientes do tecido adiposo, levam ao acúmulo de lipídeos no 

tecido muscular esquelético (ATTIE; SCHERER, 2009). A maior β-oxidação neste tecido 

e consequente maior geração de EROs podem levar à resistência insulínica neste tecido 

(DI MEO; IOSSA; VENDITTI, 2017). Além disso, ambas promovem disfunção 

mitocondrial das células musculares, que também pode estar implicada na menos 

sensibilidade à insulina e desenvolvimento da DM2 (SAMJOO; SAFDAR; HAMADEH; 

GLOVER et al., 2013). De fato, o dano mitocondrial está implicado na maior produção 
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de H2O2, que pode levar à maior ativação de JNK e, portanto, levar à resistência insulínica 

(DI MEO; IOSSA; VENDITTI, 2017). De maneira contrária, o estresse oxidativo que a 

DM2 promove no tecido muscular esquelético também é capaz de levar ao dano 

mitocondrial (BONNARD; DURAND; PEYROL; CHANSEAUME et al., 2008). O 

resultado final é a menor translocação de GLUT4 para membrana, menor captação de 

glicose pelo tecido muscular e, portanto, maiores níveis de glicose séricos (XU; SONG; 

ZHANG; JIAO et al., 2015). 

A hiperglicemia e a hiperinsulinemia compensatória podem levar também ao 

quadro de resistência insulínica cerebral, ainda que a captação de glicose em neurônios 

não dependa da ação da insulina (HAYDEN, 2019; HUSSAIN; JAIN; SAMAIYA, 2019). 

No entanto, a insulina regula processos relacionados ao crescimento neuronal, à 

plasticidade sináptica, ao reparo neuronal, ao dobramento de proteínas e autofagia 

(BEDSE; DI DOMENICO; SERVIDDIO; CASSANO, 2015). Além disso, altos níveis 

de insulina plasmática podem levar ao acúmulo de proteína β amiloide, implicada na 

fisiopatologia clássica da DA, por competição direta com enzimas de degradação 

(NEUMANN; ROJO; NAVARRETE; FARÍAS et al., 2008).  Altas concentrações séricas 

de glicose também têm sido correlacionadas com a hiperfosforilação da proteína tau, 

outro evento fisiopatológico na evolução do DA (HUANG; TIAN; ZHANG; ZHU et al., 

2020).  

O quadro de resistência insulínica pode ainda aumentar a permeabilidade da 

barreira hematoencefálica, o que gera maior fluxo de insulina e glicose ao tecido cerebral, 

desencadeando maior produção de citocinas pró-inflamatórias mediada por astrócitos e 

células microgliais (HUANG; TIAN; ZHANG; ZHU et al., 2020; RAPOPORT, 2001; 

SPIELMAN; BAHNIWAL; LITTLE; WALKER et al., 2015). Contribuindo para esse 

quadro, a dislipidemia pode promover destas células gliais a partir da ativação do receptor 

Toll-like 4, a partir do maior fluxo de ácidos graxos livres para o cérebro (Figura 2) 

(FERREIRA; FERNANDES; VIEIRA; DE FELICE, 2018). Tal qual no fígado e no 

tecido adiposo, as células microgliais mudam de perfil M2 para M1, liberando mais TNF-

α e IL-6 (TANG; LE, 2015). O desfecho da neuroinflamação é o estresse do retículo 

endoplasmático e ativação de vias pró-apoptóticas (FERREIRA; FERNANDES; 

VIEIRA; DE FELICE, 2018).  

Ainda se debate se os mecanismos de resistência insulínica e, principalmente, de 

neuroinflamação poderiam explicar a correlação contundente entre transtornos de humor 

e obesidade/síndrome metabólica (MANSUR; BRIETZKE; MCINTYRE, 2015). De fato, 
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pacientes com transtorno de humor também apresentam concentrações séricas de TNF-α 

e IL-6 elevadas (DOWLATI; HERRMANN; SWARDFAGER; LIU et al., 2010; 

MUNKHOLM; VINBERG; VEDEL KESSING, 2013). Sabe-se ainda que a obesidade e 

os distúrbios de humor compartilham muitos fatores de risco, principalmente aqueles que 

se pronunciam na infância do indivíduo (MANSUR; BRIETZKE; MCINTYRE, 2015). 

No que tange aos modelos animais, ratos com obesidade induzida por dietas ricas em 

gordura exibem padrão de comportamento depressivo em testes (SHARMA; FULTON, 

2013). Ademais, é descrito que tanto paciente obesos quanto pacientes com distúrbios de 

humor apresentam desregulação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal, com altos níveis 

de glicocorticoides sendo reportados para ambos (MANSUR; BRIETZKE; MCINTYRE, 

2015). 

 
Figura 2. Cascata de eventos correlacionando desregulação metabólica periférica a demência. 

Hiperglicemia e dislipidemia podem aumentar a permeabilidade da barreira hematoencefálica, permitindo 

maior fluxo de ácidos graxos livres e produtos de glicosilação no cérebro. Inflamação crônica de baixo grau 

no cérebro leva a eventos como resistência insulínica cerebral, tornando o cérebro propenso ao déficit 

cognitivo e à doença de Alzheimer. 

Fonte: Ferreira et. al (2018), adaptado.  
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2.2 Miricetina: uma estratégia multialvo para uma doença multifatorial?  

Uma vez que sua fisiopatologia envolve muitos sistemas, a SM carece de 

estratégias terapêuticas que cerceiem as múltiplas variáveis para sua progressão. Nesse 

sentido, os polifenóis são importantes candidatos na terapia adjuvante da SM, uma vez 

que possuem múltiplos alvos, promovendo melhor adaptação do sistema biológico frente 

à doença (Figura 3) (VAN DE WIER; KOEK; BAST; HAENEN, 2017). Dentre os 

polifenóis mais estudados, destacam-se os flavonoides, que se caracterizam por um 

esqueleto de 15 carbonos, distribuídos em dois anéis fenólicos e um anel heterocíclico 

(CAO; SOFIC; PRIOR, 1997). Flavonoides são compostos presentes em vários 

componentes dietéticos, como frutas, folhas, sementes e castanhas (ROSS; KASUM, 

2002). Sua classificação baseia-se nas diferenças de um anel C aglicona, nas seguintes 

classes: flavonas, flavononas, flavonóis, isoflavonas, catequinas e antocianinas (ROSS; 

KASUM, 2002). A variedade de grupos que podem se ligar ao anel heterocíclico 

determinam, portanto, uma miríade de propriedades biológicas e de alvos enquanto 

mecanismo de ação (VAN DE WIER; KOEK; BAST; HAENEN, 2017). Estes não se 

limitam às EROs, uma vez que os flavonoides também possuem efeitos metabólicos e 

anti-inflamatórios (VAN DE WIER; KOEK; BAST; HAENEN, 2017). 

Dentre os flavonoides estudados, o grupo dos flavonóis apresenta aqueles com 

maior atividade scavenger de EROs, e, dentre eles, a miricetina é a molécula que 

apresenta maior atividade antioxidante, por seu maior número de grupamentos hidroxila 

no anel aromático B (Figura 4) (CROZIER; BURNS; AZIZ; STEWART et al., 2000; 

XIE; MOU; LIN; XU et al., 2013). Além disso, a miricetina é o composto de maior 

concentração em muitos componentes dietéticos comuns, como cenoura, espinafre e 

couve-flor, além de estar na composição de várias plantas medicinais (SULTANA; 

ANWAR, 2008). Por ser pouco estudada, apenas recentemente a miricetina teve suas 

propriedades fisicoquímicas descritas. A miricetina apresenta-se significativamente 

ionizada em pH fisiológico (7,4), porém apresenta um caráter hidrofóbico. Entretanto, 

soluções tampões de pH ácido (1.0-3.0), a miricetina apresenta alta solubilidade. Por 

apresentar lenta absorção, em ratos foi demonstrado que ela é preferencialmente 

absorvida no duodeno, uma região pouco ácida do intestino delgado (XUE; GUO; QIAN; 

DUAN et al., 2011).  
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Figura 3. Os flavonoides enquanto terapia multialvo. O conceito contemporâneo do mecanismo de ação 

de compostos bioativos como os flavonoides contrapõe-se ao conceito “tradicional” do mecanismo de ação 

de outras drogas. Enquanto drogas tradicionais são desenvolvidas para agir sobre um só alvo, levando à 

ausência de doença, pelo controle de determinado mecanismo fisiopatológico relacionado a esta, os 

flavonoides interferem sobre diversos processos patológicos, levando a uma maior habilidade de adaptação. 

Este processo terapêutico vai de encontro à fisiopatologia da Síndrome Metabólica e da DHGNA, uma vez 

que vários mecanismos fisiopatológicos contribuem para a progressão da doença.  

Fonte: Wier et. al (2017), adaptado.  

Por apresentar baixa absorção, um estudo em ratos demonstrou baixa 

biodisponibilidade da miricetina por via oral: 9,62 e 9,74% em doses de 50 e 100mg/Kg, 

respectivamente (DANG; LIN; XIE; DUAN et al., 2014). A miricetina pode também 

aumentar a biodisponibilidade e as propriedades farmacocinéticas de drogas co-

administradas, visto que ela inibe proteínas do citocromo P450, como CYP3A4 e a 

CYP2C9 (CHOI; LI; CHOI, 2010; LI; LIM; KIM; CHOI, 2011). Já foi demonstrado que 

a miricetina poderia aumentar a biodisponibilidade de losartana por esses mecanismos 

(CHOI; LI; CHOI, 2010).   
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Figura 4. Principais flavonóis encontrados na dieta. A miricetina apresenta maior número de grupos 

hidroxila ligados ao anel aromático B.  

Fonte: Crozier et al (2000), adaptado. 

Apesar de menos estudada que os outros integrantes do grupo dos flavonóis, a 

miricetina possui seu efeito antiobesidade bem descrito. Neste sentido, a miricetina 

adicionada à dieta por 12 semanas promoveu perda ponderal em animais com obesidade 

induzida por dieta rica em gordura (CHOI, H. N.; KANG, M. J.; LEE, S. J.; KIM, J. I., 

2014). Em duas semanas de tratamento por via intraperitoneal, a miricetina é capaz de 

aumentar a expressão de SIRT3 e o metabolismo mitocondrial em tecido adiposo 

(AKINDEHIN; JUNG; KIM; SON et al., 2018). Além disso, por ativar PPARα em tecido 

adiposo branco, ela aumenta as taxas de lipólise e redução da gordura visceral. Ademais, 

pode inibir a captação de metilglicose pelas células adiposas a partir da competição direta 

com os transportadores GLUT4 (STROBEL; ALLARD; PEREZ-ACLE; CALDERON et 

al., 2005). Por sua vez, a miricetina pode suprimir a diferenciação de pré-adipócitos, 

prevenindo a hiperplasia do tecido adiposo (WANG; WANG; YANG; YOU et al., 2015). 

Pode ainda diminuir a liberação de citocinas pró-inflamatórias provenientes destes 

tecidos, uma vez que diminui a ativação do fator de transcrição NF-Κb (LIAO; ZHU; 

FENG; NI et al., 2017). 

Estudos populacionais têm demonstrado a relação inversa entre consumo de 

miricetina e incidência de DM2 (YAO; LI; GU; ZHANG et al., 2019). Nesse sentido, foi 

demonstrado que a miricetina possui efeito agonista sobre o receptor de GLP-1, 

conferindo melhora da função das células, prevenindo episódios hipoglicêmicos e 

regulando a homeostase da glicose (LI; ZHENG; YI; LIU et al., 2017). Já foi demonstrado 

que o composto promove aumento da expressão de GLUT4 no músculo e no tecido 

adiposo (LIU; TZENG; LIOU; LAN, 2007). Além disso, um estudo ex vivo de nosso 

grupo de pesquisa demonstrou que o extrato bruto das folhas de S. cumini, cuja maior 

proporção de flavonoides é em miricetina, foi capaz de melhorar a função de células -
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pancreáticas em ratos com obesidade MSG (SANCHES; FRANCA; CHAGAS; 

GASPAR et al., 2016). Por esses efeitos, a miricetina tem sido proposta como terapia de 

prevenção à cardiomiopatia diabética (WANG; WU; YANG; DONG, 2019). Em 

camundongos com diabetes induzida por estreptozotocina, foi demonstrado que um 

tratamento de 6 meses com miricetina melhorou a hipertrofia e a fibrose cardíacas 

relacionadas à cardiomiopatia diabética (LIAO; ZHU; FENG; NI et al., 2017). 

Por esses efeitos sobre o metabolismo, a miricetina tem sido proposta como 

potencial terapia para a DHGNA (VAN DE WIER; KOEK; BAST; HAENEN, 2017). A 

ação dessa molécula diretamente no tecido hepático também está envolvida, visto que em 

estudo in vitro com células HepG2, este flavonol demonstra capacidade antioxidante e 

antiesteatótica, o que se confirma em estudos in vivo, com redução da esteatose e das 

concentrações hepáticas de TGs e colesterol (CHANG; TZENG; LIOU; CHANG et al., 

2012; CHOI, H.-N.; KANG, M.-J.; LEE, S.-J.; KIM, J.-I., 2014; ZHANG; XIE; JIA; CAI 

et al., 2011). Esse efeito está relacionado à menor expressão de SREBP-1 e 2, bem como 

ativação do miR-146b, diminuindo a expressão de genes lipogênicos e aumentando a -

oxidação (XIA; QIU; CHEN; JIANG et al., 2019). Este efeito pode se dever à ativação 

da PPAR- e redução dos FFA (CHANG; TZENG; LIOU; CHANG et al., 2012). Através 

da ativação de NRF2, aumenta a expressão proteica de enzimas de defesa antioxidante 

(XIA; LE; WANG; QIU et al., 2016). Apenas os estudos supracitados apresentam os 

efeitos in vivo do tratamento com a miricetina, de forma que mais mecanismos de ação 

podem estar subjacentes em seu efeito antiesteatótico desta molécula. 

Por fim, a miricetina pode apresentar efeitos sobre o déficit cognitivo, uma vez 

que possui atividade anti-amiloidogênica descrita in vitro (ONO; YOSHIIKE; 

TAKASHIMA; HASEGAWA et al., 2003). Em camundongos com déficit cognitivo 

induzido por D-galactose, o tratamento via oral com miricetina na dose de 100mg/Kg/dia 

por 8 semanas conseguiu melhorar parâmetros avaliados no labirinto de Morris, como o 

tempo de latência para achar a plataforma e o tempo no quadrante alvo (LEI; CHEN; 

ZHANG; FU et al., 2012). Em camundongos com déficit cognitivo por estresse, o 

tratamento intraperitoneal com 50mg/Kg de miricetina pode melhorar apenas o tempo no 

quadrante alvo (WANG; WANG; MA, 2016). O tratamento intracerebroventricular com 

5mg/Kg de miricetina foi capaz de melhorar a aprendizagem de ratos com Alzheimer 

induzido por estreptozotocina, bem como o número de neurônios em CA3 do hipocampo 

(RAMEZANI; DARBANDI; KHODAGHOLI; HASHEMI, 2016), mostrando que o 
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composto pode atuar ainda como preventor da doença de Alzheimer, ou do déficit 

cognitivo brando, associados à DM2.  

  No que diz respeito a outros efeitos da miricetina sobre o sistema nervoso central, 

apenas um estudo demonstra efeito ansiolítico deste flavonol, sem descrever um 

mecanismo para esta ação (GUPTA; SHARMA; BANSAL; KAUR, 2018). Entretanto, 

sabe-se que a quercetina, de estrutura similar à miricetina, apresenta efeito de inibição da 

monoamino oxidase, o que poderia explicar parte do efeito citado (DHIMAN; MALIK; 

SOBARZO-SANCHEZ; URIARTE et al., 2019).  

 

2.3 A obesidade induzida por L-glutamato monossódico como modelo de Síndrome 

Metabólica 

  O tratamento com MSG nos primeiros 10 dias de vida em roedores 

promove lesões no núcleo arqueado e na eminência mediana do hipotálamo (OLNEY, 

1969). A depender da concentração da solução, pode ocorrer ainda lesão no núcleo 

ventromedial (OLNEY, 1969; SASAKI; SHIMADA; IIZUKA; SUZUKI et al., 2011; 

ZHANG; KUCHAR; MOZES, 1994). A lesão se dá pela necrose de neurônios 

dopaminérgicos da via tuberoinfundibular e, provavelmente, neurônios da POMC que 

emitem projeções para o complexo dorsomotor do vago e núcleo do trato solitário 

(NEMEROFF; GRANT; BISSETTE; ERVIN et al., 1977). Por conta disso, os animais 

MSG apresentam menor secreção de GH/IGF-1, hiperleptinemia e hipotireoidismo 

(DHINDSA; OMRAN; BHUP, 1981; PERELLO; GAILLARD; CHISARI; SPINEDI, 

2003; YAMAMOTO; MATSUO; UESHIMA; INOUE et al., 1993).  

Ademais, esses animais desenvolvem hipertonia vagal, com elevação do tônus 

parassimpático e consequente hiperinsulinemia precoce (BALBO; GRAVENA; 

BONFLEUR; DE FREITAS MATHIAS, 2000). Dessa forma, os animais MSG exibem 

obesidade central, elevada taxa de lipólise do tecido adiposo visceral, hipertrigliceridemia 

e resistência insulínica enquanto adultos jovens (BALBO; GRASSIOLLI; RIBEIRO; 

BONFLEUR et al., 2007). Em uma certa idade, o animal MSG desenvolve DM2, idade 

que varia de espécie e linhagem utilizada (CANTELLI; SOARES; RIBEIRO; BALBO et 

al., 2017; COELHO; FRANÇA; NASCIMENTO; DOS SANTOS et al., 2018; 

NAGATA; SUZUKI; IIZUKA; TABUCHI et al., 2006). Precoce também no animal 

MSG é o desenvolvimento de esteatose hepática microvesicular (COELHO; FRANÇA; 

NASCIMENTO; DOS SANTOS et al., 2018).  
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 Enquanto modelo de esteatose hepática, os roedores com obesidade MSG já foram 

utilizados em diversos estudos pré-clínicos para DHGNA (FRANÇA; COÊLHO; 

FREITAS; SOUZA et al., 2019; FUJIMOTO; TSUNEYAMA; FUJIMOTO; SELMI et 

al., 2012; SASAKI; SHIMADA; IIZUKA; SUZUKI et al., 2011; YAMAZAKI; USUI; 

KANATANI; MATSUYA et al., 2009). A DHGNA no animal MSG reproduz o contexto 

metabólico, os achados histopatológicos e a história natural da doença, sendo um modelo 

útil para o estudo dessa passagem de esteatose simples para EHNA, bem como do advento 

da fibrose e de nódulos displásicos (TSUNEYAMA; NISHIDA; BABA; TAIRA et al., 

2014). Camundongos com obesidade MSG desenvolvem esteatose microvesicular já aos 

60 dias de vida (COELHO; FRANÇA; NASCIMENTO; DOS SANTOS et al., 2018). 

Com seis meses de vida, esses animais apresentam infiltrado inflamatório com 

predominância de macrófagos e neutrófilos, semanas seguintes eles apresentam fibrose e 

infiltrados linfocitários (COELHO; FRANÇA; NASCIMENTO; DOS SANTOS et al., 

2018; FUJIMOTO; TSUNEYAMA; FUJIMOTO; SELMI et al., 2012; NAKANISHI; 

TSUNEYAMA; FUJIMOTO; SALUNGA et al., 2008). Com 54 semanas de idade então, 

esses animais já apresentam tecido hepático com achados histopatológicos de cirrose e 

nódulos displásicos (NAKANISHI; TSUNEYAMA; FUJIMOTO; SALUNGA et al., 

2008). 

 Entretanto, pouco se tem usado o modelo em investigações fisiopatológicas 

acerca da DHGNA. Em ratos Wistar com obesidade MSG, já se demonstrou que o 

acúmulo de TGs no fígado está relacionado à downregulation do eixo XBP1s-PDI-MTP 

e menor exportação de VLDL (FRANÇA; FREITAS; CHAGAS; COÊLHO et al., 2014). 

Em outro estudo, em camundongos MSG de 16 semanas de vida, os hepatócitos 

apresentavam maior expressão de TNF-, chave para a ativação de células de Kupffer 

(YAMAZAKI; USUI; KANATANI; MATSUYA et al., 2009). E de fato, nessa idade 

esses animais apresentam um padrão boderline de DHGNA, em que podem ser 

classificados com esteatose simples ou EHNA (Figura 5). Uma das limitações do modelo 

é o fato de não ser induzido por dieta, uma vez que mesmo o MSG administrado não pode 

ser correlacionado ao MSG consumido em produtos onde é usado como aditivo 

(NAKANISHI; TSUNEYAMA; FUJIMOTO; SALUNGA et al., 2008). Já a outra está 

ligada a uma limitação de muitos outros modelos de DHGNA em roedores: a prevalência 

da esteatose microvesicular sobre a macrovesicular (TSUNEYAMA; NISHIDA; BABA; 

TAIRA et al., 2014). Esteatose microvesicular predominante é um padrão de DHGNA 



32 

 

pediátrica, mas em pacientes adultos, pode estar relacionada à severidade da doença 

(KLEINER; MAKHLOUF, 2016).  

 Além de desenvolverem aspectos da SM, roedores MSG apresentam quando 

adultos altas concentrações de proteína β-amiloide e hiperfosforilação da proteína tau no 

hipocampo, associadas a hiperinsulinemia e hiperglicemia (JIN; LIN; LI; LIU et al., 

2018; MADHAVADAS; KUTTY; SUBRAMANIAN, 2014). Esses animais 

desenvolvem ainda déficit cognitivo e distúrbios na citoarquitetura de células piramidais 

de CA1 do hipocampo (BEAS-ZARATE; PEREZ-VEGA; GONZALEZ-BURGOS, 

2002; OLVERA-CORTES; LOPEZ-VAZQUEZ; BEAS-ZARATE; GONZALEZ-

BURGOS, 2005). No entanto, em estudos farmacológicos no sentido de avaliar o 

potencial do modelo como mimetizador do crosstalk entre DM2 e AD, ou a 

funcionalidade não foi avaliada através de testes de memória, ou  esse ganho não foi 

obtido apesar da reversão dos aspectos histopatológicos (DIEF; KAMHA; BARAKA; 

ELSHORBAGY, 2014; SPOLCOVA; MIKULASKOVA; HOLUBOVA; NAGELOVA 

et al., 2015). Roedores MSG apresentam déficits de neurodesenvolvimento, uma vez que 

desenvolvem reflexos importantes de forma deficiente durante a infância, muito embora 

estes possam ser melhorados com ambiente enriquecido (HORVATH; REGLODI; 

VADASZ; FARKAS et al., 2013). Além da hiperglicemia e da hipersinsulinemia, o 

modelo MSG apresenta outros distúrbios endócrino-metabólicos associados com o 

desenvolvimento de déficit cognitivo: a deficiência em GH, a hipercortisolemia e a 

dislipidemia (COELHO; FRANÇA; NASCIMENTO; DOS SANTOS et al., 2018; 

NEMEROFF; GRANT; BISSETTE; ERVIN et al., 1977).  

 Uma vez que desenvolve hipercortisolemia, hipotireoidismo e menor receptação 

de serotonina em seu córtex, o animal MSG é descrito como um animal que exibe baixa 

atividade locomotora espontânea e comportamentos de ansiedade (KISS; HAUSER; 

TAMAS; LUBICS et al., 2007; NEMEROFF; GRANT; BISSETTE; ERVIN et al., 1977; 

QUINES; ROSA; DA ROCHA; GAI et al., 2014). Além disso, ratos com obesidade MSG 

apresentaram comportamento depressivo quando submetidos a teste de nado forçado 

(QUINES; ROSA; DA ROCHA; GAI et al., 2014). Entretanto, os estudos divergem 

quanto ao fato de roedores MSG apresentar comportamentos ansiosos ou “ansiolítico”, 

uma vez que este animal demonstra menor comportamento exploratório e menor 

tigmotaxia (comportamento típico dos roedores de estarem mais próximos a lugares 

fechados ou paredes pelo estímulo do toque) (HLINAK; GANDALOVICOVA; KREJCI, 

2005; KUZNETSOVA; AMSTISLAVSKAYA; BULYGINA; IL'NITSKAYA et al., 
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2007). Nesse sentido, um estudo avaliou que a anfetamina normaliza a atividade 

locomotora espontânea de camundongos fêmeas com indução de MSG (DAWSON; 

LORDEN, 1981). Contudo, estudos com avaliação de monoaminas restringem-se ao 

baixo teor dopaminérgico que este modelo exibe no hipotálamo(DAWSON; LORDEN, 

1981; JOHNSTON; TESONE; NEGRO-VILAR, 1984).  

 

 
Figura 5. Progressão da DHGNA e da Síndrome Metabólica em camundongos MSG. Os animais com 

obesidade MSG possuem hiperinsulinemia precoce e desenvolvimento de obesidade central a partir das 8 

semanas de vida. Essas modificações estão relacionadas ao aparecimento de estetaose microvesicular a 

partir da mesma idade. De fato, depósitos de gordura visceral estão independentemente correlacionados 

com o Escore de Atividade de DHGNA nesses animais. Ademais, a hipertrigliceridemia do modelo 

contribui para o acúmulo de TGs nos hepatócitos. Entre 16 e 24 semanas de vida, esses animais apresentam 

hiperglicemia e Resistência Insulínica, evento que determinam a progressão da doença: ballooning e 

infiltrados inflamatórios, bem como esteatose macrovesicular podem estar presentes. Com a permanência 

dos distúrbios metabólicos (obesidade central, DM2 e hipertrigliceridemia), a doença progride para maior 

frequência de infiltrados inflamatórios e fibrose. Com 48 semanas, 1 ano de idade, os camundongos MSG 

já apresentam nódulos displásicos, o que pode estar relacionado ao carcinoma hepatocelular. 

(Imagem do autor) 

Fonte para lâminas em HE: Coelho et al. (2018); Nakanishi et al. (2008) 

Fonte para a imagem em Tricromo de Masson: Nakanishi et al. (2008) 
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3. OJETIVOS  

 

3.1 Objetivo geral  

- Avaliar os efeitos modulatórios do tratamento com miricetina sobre os parâmetros 

metabólicos e comportamentais de animais com obesidade induzida por MSG. 

 

3.2 Objetivos específicos  

- Analisar o efeito do tratamento com miricetina sobre glicemia, dislipidemia e esteatose 

hepática de camundongos com obesidade MSG. 

- Avaliar o impacto do tratamento com miricetina sobre o desempenho de camundongos 

com obesidade MSG em testes de memória e ansiedade. 
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Abstract 

Flavonoids could be indicated as potential preventive therapy for obesity, 

metabolic syndrome and even their comorbidities. Myricetin is a flavonoid known for its 

hypoglycemic and anti-obesity effects, as well as its great scavenger capacity. Rodent 

obesity induced by monosodium L-glutamate (MSG) is a model of hypothalamic obesity 

which develops early hyperinsulinemia and mimetizes DM 2, obesity, dyslipidemia, 

NAFLD/NASH and cognitive deficit. Thus, this study aimed to investigate whether 

myricetin can revert or ameliorate metabolic and behavioral features in MSG-induced 

obesity. Newborn mice were treated with MSG subcutaneously (4mg / kg) on alternate 

days in the first 10 days of life. After reaching 90 days of life, a group of MSG obese 

mice were treated with myricetin (50mg / kg) or distilled water. Control animals, 

previously treated with neonatal subcutaneous injection of 0.9% saline solution, were 

treated with vehicle also. After 39 days of treatment, mice were submitted to behavior 

tests: open field maze, elevated plus maze and Morris water maze. After all tests were 

performed, animals were euthanized for collection of liver, serum and adipose tissue 

depots, for further analysis. Myricetin treatment was able to ameliorate hyperglycemia, 

insulin sensitivity, triglycerides levels, liver steatosis and exploratory behaviors. 

However, MSG exhibited cognitive impairment that was not improved by myricetin 

treatment.  

Keywords: Myricetin, Monosodium L-glutamate, Obesity, Anxiety, Memory, NAFLD 
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4.1 Introduction 

  

Obesity and type 2 diabetes mellitus (T2DM) have emerged as epidemic diseases 

worldwide (Jaacks et al., 2019; Zhou et al., 2016). Usually, obesity may lead to T2DM, 

and these two entities comprise diagnostic criteria for metabolic syndrome (MetS), 

alongside hypertension and dyslipidemia (Alberti et al., 2009). MetS may unleash or be 

aside of comorbidities not comprised in its current definition, such as non-alcoholic fatty 

liver disease (NAFLD), mild cognitive deficit and Alzheimer’s disease (AD) (Chatterjee 

et al., 2016; Younossi et al., 2019). In addition, obesity is related to mood disorders, since 

overweight can lead to neuroinflammation and anxiety/depressive symptoms (Mansur, 

Brietzke, & McIntyre, 2015). Consequently, MetS patients are usually subjected to 

polypharmacy regimens, which bring higher side effects and elevated costs to public 

health system (Boudreau et al., 2009). 

 For their multitarget properties, flavonoids have been proposed as therapeutic 

adjuvants in MetS (Van De Wier, Koek, Bast, & Haenen, 2017). Unique flavonoids have 

been identified as secondary metabolites present in different parts of edible plants, 

occurring in either glycoside or aglycone forms (Ahmed & Eun, 2018). These compounds 

can scavenger reactive oxygen species and enhance endogenous antioxidant defenses, 

attenuating lipoperoxidation-derived cell damage (Cao, Sofic, & Prior, 1997; Pallauf, 

Duckstein, Hasler, Klotz, & Rimbach, 2017). They represent a large family of low-

molecular weight polyphenols and are classified into six subclasses: flavonols, flavones, 

isoflavones, flavanones, anthocyanidins, and flavanols (Ross & Kasum, 2002). Among 

them, flavonols display the strongest scavenger activity, and are reported to have 

biological beneficial effects, such as anti-inflammatory, anti-obesity and hypoglycemiant 

(Van De Wier et al., 2017). Quercetin and kaempferol are flavonols consistently studied 

as co-adjuvants for MetS-comorbidities therapy (Russo, Picconi, Malandrucco, & 

Frontoni, 2019). However, other compounds like myricetin – the most concentrated 

flavonol in common dietary products, such as spinach, cauliflower, carrot, apple and 

strawberry (Sultana & Anwar, 2008) – have deserved less attention (Russo et al., 2019). 

Monosodium L-glutamate (MSG) induced obesity has been used for MetS 

preclinical studies, from plant extracts to new synthetic molecules (França et al., 2019; 

Sasaki et al., 2011; Yamazaki et al., 2009). MSG subcutaneous injection in newborn 

rodents causes hypothalamic damages on arcuate nucleus, median eminence and 

ventromedial nucleus (Olney, 1969). For consequence, these animals develop early 
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hyperinsulinemia, hyperglycemia, dyslipidemia and central obesity, i.e., MetS (Balbo, 

Gravena, Bonfleur, & de Freitas Mathias, 2000; Coelho et al., 2018). Besides, MSG 

rodents were described to exhibit steatosis/steatohepatitis and cognitive deficit, with 

histopathological similarities to human NAFLD and AD manifestations (Coelho et al., 

2018; Jin et al., 2018; Nakanishi et al., 2008). Despite MSG is largely used as food 

additive, its oral administration at human average doses does not promote such lesions 

(Tordoff, Aleman, & Murphy, 2012).  

Thus, considering that the MSG obesity model allies both metabolic and cognitive 

disturbances associated to MetS, we took advantage of this model to seek the hypothesis 

that 30-day treatment with myricetin improves metabolic, behavioral and cognitive 

outcomes in hypothalamic obese mice.  

 

4.2 Methods  

 

4.2.1 Animals, obesity induction and myricetin treatment 

 Male Swiss mice pups (n= 24) were treated with 4g/Kg/day of MSG or 0.9% 

saline solution, subcutaneous via, in alternate days, during the first ten days of life (Olney, 

1969). They were housed at 25ºC, 12h light/dark cycle, food and water ad libitum. After 

weaning, at 21 days of life, food was weighted twice a week for assessment of relative 

diet consumption, each week.  Each 30 days of life, blood samples were collected by tail 

to assess fasting glucose, by glucometer (Accu Chek Active Glucometer, Roche, 

Basielea, Swiss) and fasting triglycerides, by kit according manufacturer instructions 

(Labtest, MG, Brazil). TyG Index (Simental-Mendía, Rodríguez-Morán, & Guerrero-

Romero, 2008) and Lee Index (Bernardis & Patterson, 1968) were also calculated as 

previously reported.  When the animals reached 90 days of life, MSG obese animals were 

divided into two groups: MCT, treated for 30 days with myricetin (Hunan Nutramax Inc., 

vine tea extract 98% myricetin) suspended in distilled water at dosage of 50 mg/Kg by 

gavage, and MSG, which received the same volume of distilled water by gavage. At 120 

days of life, animals performed behavioral tests until 135 days of life. After that, they 

were euthanized for collection of fat pads (retroabdominal, periepidydimal and 

mesenteric), liver and blood samples. 
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4.2.2 Open Field Test (OFT)  

 A chamber 30 cm (length) x 30 cm (width) x 30 cm (height), bottom of wood and 

sides of glass was used. The bottom was virtually divided into 9 squares 10 cm x 10 cm. 

Rodents were placed onto the central square and shot for 5 minutes. For each animal, 

fecal boli and rearings were counted at the end of session. After that, time in inner zone 

and outer zone were calculated on the videos.  

 

4.2.3 Elevated Plus Maze (EPM) 

 The apparatus used for this test has the shape of a +, with two open arms (30 cm 

x 5 cm) and two closed arms (30 cm x 5 cm, and walls of 15 cm height), and a central 

square of 5 cm x 5 cm. The whole apparatus is elevated to a height of 50 cm above the 

floor. Rodents were placed onto the central square and shot for 5 minutes. After that, 

videos were double-blinded analyzed and some parameters were calculated: crosses by 

central square, entries in open arms, entries in close arms and number of rearings.  

 

4.2.4 Morris Water Maze (MWM)  

 This test was performed in a tank (90 cm of diameter, water 20ºC), divided in 4 

quadrants, each one with a geometric form (different colors too), and one among them 

with an acrylic platform placed 2cm above the water. Animals were trained for 5 

consecutive days to reach the platform from each geometric form. After finding the 

platform or 1 minute, animals were placed for 30 seconds. At sixth day, the platform was 

removed, animals were placed on central point in tank and animals were shot for 2 

minutes. After that, time in the matched quadrant and the number of entries in it were 

calculated. Latency time to reach the platform was measured from training session videos. 

 

4.2.5 Histopathology analysis 

 Liver samples were sectioned and fixed in paraformaldehyde 10% solution, 

embedded in paraffin, and cut in a micrometer in slices of 5µm. Tissues sectioned were 

then stained with hematoxylin-eosin for further analysis. During analysis, NAFLD 

activity score was applied, according (Kleiner et al., 2005).  
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4.2.6 Statistical analysis 

 Student’s t-test was performed using the software GraphPad Prism 6 (GraphPad, 

San Diego, CA, USA), using one-way ANOVA with Newmann-Keuls post-test for 

multiple comparison or unpaired Student t-test. Data were expressed in mean ± SEM. 

 

4.3 Results  

 

4.3.1 Myricetin attenuates metabolic syndrome and reverts NAFLD in MSG mice  

 MSG obese mice were lighter than control animals throughout the observational 

period (Figure 1A). However, since the 30th day of life, MSG mice were obese (361.3 ± 

3.9 g1/3.cm-1), i.e., they got a greater Lee Index value in comparison to CTR (333.2 ± 

4.5 g1/3.cm-1). Upon the treatment, MCT mice had a Lee Index value (349.5 ± 6.8, 

g1/3.cm-1) significantly lower than MSG mice (376.1 ± 9.1, g1/3.cm-1), but still higher 

than CTR (313.2 ± 3.2, g1/3.cm-1), what demonstrates that myricetin treatment reduced 

body mass (Figure 1B), albeit has not impacted body weight (Figure 1A). Myricetin also 

reduced the relative weight of periepididymal fat pad (CTR: 0.25 ± 0.03; MSG: 0.52 ± 

0.03; MCT: 0.39 ± 0.03 g/10 g B.W.; Figure 2B), but not the other ones (Figure 2C and 

D).  Liver weight did not differ among groups (Figure 2A).  

 Myricetin treatment improved hyperglycemia and hypertriglyceridemia in MSG 

obese mice (Figure 3). MSG mice had lower serum triglycerides (CTR: 88.2 ± 9.4 mg/dL; 

MSG: 66.1 ± 3.9 mg/dL) and glucose levels (CTR: 126.7 ± 3.2 mg/dL; MSG: 108.5 ± 4.8 

mg/dL) at 30 days old (Figure 3A and B), evolving to hypertriglyceridemia at 60 days old 

(CTR: 99.6 ± 9.2 mg/dL; MSG: 135.8 ± 11.8 mg/dL). However, MSG obese mice became 

hyperglycemic only at 135 days old (CTR: 99.8 ± 4.1 mg/dL; MSG: 145.1 ± 14.6 mg/dL). 

On the other hand, myricetin avoided hyperglycemia development in MCT (100.3 ± 10.4 

mg/dL). Besides, 45-day myricetin treatment reverted hypertriglyceridemia (CTR: 70.1 

± 6.0 mg/dL; MSG: 91.6 ± 9.7 mg/dL; MCT: 61.1 ± 9.1 mg/dL). Furthermore, myricetin 

restored peripheral insulin sensitivity, as depicted from the decreased TyG value (CTR: 

8.1 ± 0.1; MSG: 8.9 ± 0.2 mg/dL; MCT: 7.9 ± 0.3 mg/dL). Finally, MSG mice displayed 

microvesicular steatosis, which was completely reverted by myricetin treatment (Figure 

4).  
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4.3.2 Myricetin improves exploratory behavioral but not cognitive outcomes in MSG mice 

MSG mice had marked learning and memory deficit when compared to control 

animals, as verified in MWM (Figure 5). As showed in figure 5A, latency to reach the 

platform was significantly longer for MSG mice in comparison to CTR from the second 

to fifth day of training (second day: 45.0 ± 4.4 vs. 8.9 ± 1.7s; fifth day: 30.3 ± 5.0 vs. 11.3 

± 3.3s). In addition, MSG mice had fewer entries in target quadrant on their last day of 

test (CTR: 39.9 ± 2.9; MSG: 22.5 ± 3.8 % of entries, Figure 5B). Alike, the time spent in 

the target quadrant followed the same trend (Figure 5B). Myricetin treatment did not 

change these parameters, since MCT mice performance in MWM was similar to MSG 

group (Figure 5). 

In OFT, MSG mice exhibited less thigmotaxis than CTR ones, since they 

remained more time into the inner zone (CTR: 59.2 ± 4.9; MSG: 91.7 ± 12.5 s; Figure 

6B). Myricetin treatment reverted this behavior because of MCT mice thigmotaxis was 

even higher than CTR (CTR: 239.9 ± 4.7; MSG: 208.3 ± 12.5; MCT: 270.1 ± 7.4 s; Figure 

6B). Still, MSG mice evacuated more fecal boli than CTR, a behavior attenuated in MCT 

animals (CTR: 0.4 ± 0.4; MSG: 2.8 ± 0.9; MCT: 1.7 ± 0.6; Figure 6C). However, no 

statistical difference was found in other parameters like traveled squares and rearing 

(Figure 6A and D). On the other hand, in EPM, rearing count was significantly lower in 

MSG group, as compared to CTR and MCT (CTR: 16.7 ± 1.7; MSG: 10.4 ± 0.6; MCT: 

16.4 ± 1.7; Figure 6H), although no difference had been found in motor activity 

parameters (Figure 6E-G). 

 

4.4 Discussion  

 

 Myricetin is an abundant flavonol in many foods and medicinal plants (Sultana & 

Anwar, 2008). Characterized by the presence of three -OH groups at 3’,4’ and 5’ positions 

on aromatic ring B, myricetin presents greater oxidant scavenger capacity in comparison 

to its counterparts quercetin and kaempferol (Park, Chong, & Kim, 2016). Myricetin is 

quite hydrophobic and its absorption from gastrointestinal tract is limited since its 

bioavailability was calculated in 9.62% upon an acute oral dosis of 50 mg/Kg dose in rats 

(Dang et al., 2014). Therefore, in this study we demonstrated that 30-day sub-chronic oral 

treatment with myricetin improved MetS-associated metabolic parameters, such as 

peripheral insulin resistance, central obesity and hepatic steatosis, as well as increased 
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exploratory behavior in MSG obese mice. However, myricetin was not able to ameliorate 

the cognitive deficit characteristically presented by this MetS animal model. 

 MSG neonatally treated rodents are described as a hypothalamic 

normo/hypophagic model of obesity (Nikoletseas, 1977; Tanaka, Shimada, Nakao, & 

Kusunoki, 1978). Besides, as they have described deficiency in growth hormone 

secretion, these animals have lighter body weight despite higher fat mass when compared 

to controls (Nemeroff et al., 1977). In this sense, myricetin treatment decreased fat 

accumulation herein depicted by the lower Lee Index and periepidydimal fat pad found 

in MCT mice. It has been demonstrated that myricetin enhances mitochondrial 

metabolism and SIRT3 activation in white adipose tissue (Akindehin et al., 2018). In 

addition, oral administration of myricetin at a higher dose of 100 mg/Kg/day for 16 weeks 

to high fat diet-fed mice has been shown to diminish all the assessed fat pads (Xia et al., 

2019), an effect seemly ascribed to higher lypolisis subsequent to inhibition of catechol-

O-methyltransferase (Zhu & Jia, 2014). Finally, myricetin ameliorates peripheral insulin 

sensitivity in both white adipose tissue and skeletal muscle by enhancement of GLUT4 

protein expression (Liu, Tzeng, Liou, & Lan, 2007).  

In this study, peripheral insulin resistance was predicted through calculation of 

TyG index, whose values demonstrated that myricetin 30-day treatment was able to 

restore insulin sensitivity in MSG mice. This index has been validated as a reliable tool 

for insulin sensitivity assessment by comparison to euglycemic clamp and HOMA-IR in 

both humans and rodents (Guerrero-Romero et al., 2010; Nunes-Souza et al., 2016). 

Additionally, MCT group also restored serum levels of glucose and triglycerides, as well 

as hepatic steatosis. MSG obese rodents characteristically present hypertriglyceridemia 

consequent to microvesicular steatosis and upregulation of VLDL secretory machinery 

(França et al., 2014). In previous studies, our group demonstrated that an extract from 

Syzygium cumini leaves, which is rich in myricetin derivatives, improved pancreatic β-

cells function, peripheral insulin resistance, hypertriglyceridemia and hepatic steatosis in 

MSG obese rats (França et al., 2019; Sanches et al., 2016). Nevertheless, a new S. cumini 

leaf extract, containing 20% of its polyphenol-content as myricetin, was shown to prevent 

hyperglycemia in alloxan-induced diabetic rats (Chagas et al., 2018).  

Thus far, we demonstrated that myricetin treatment improved several MetS 

features found in MSG mice, in a very similar way to that demonstrated for HFD obese 

mice (Choi, Kang, Lee, & Kim, 2014). However, distinctly from dietary obesity models, 

MSG obesity is rather based on parasympathetic hypertonia and insulin over-secretion 
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(Balbo et al., 2000). This fact allows us to speculate that myricetin also interferes on 

neural mechanisms involved in MetS comorbidities pathophysiology. Therefore, we next 

assessed myricetin effects on behavioral and cognitive limitations typically found in MSG 

rodents.  

Cognitive deficit found in MSG rodents has been associated to hyperglycemia and 

tau protein hyperphosphorylation at adulthood (Jin et al., 2018). However, myricetin 

treatment did not amend MCT mice performance in MWM, despite the abovementioned 

metabolic improvement. It allows us to suggest that hyperglycemia can be a contributor 

for neurodegeneration in MSG obesity, but its prevention may not be enough to avoid this 

outcome. Indeed, pioglitazone treatment decreased β-amyloid aggregates and brain FasL 

mRNA expression, without an effective impact on spatial learning of MSG rats (Dief, 

Kamha, Baraka, & Elshorbagy, 2014). Furthermore, MSG treated pups have been 

described to present delayed neurological reflex (Fisher, Turner, Pineault, Kleim, & Saari, 

1991), and cytoarchitectural alterations in pyramidal neurons from hippocampal CA1 at 

60 days old (Beas-Zarate, Perez-Vega, & Gonzalez-Burgos, 2002), which seemly makes 

MSG mice cognitive deficit irresponsible to therapeutic approaches based on metabolic 

improvement. 

Once MSG mice have high serum levels of corticosterone, hypothyroidism and 

greater serotonin uptake, this model presents lower spontaneous motor activity and 

anxiety-like behaviors (Kiss et al., 2007; Nemeroff et al., 1977; Quines et al., 2014). 

Nonetheless, anxiety-like behaviors in MSG rodents are contradictory, because some 

studies show them to present less thigmotaxis, i.e., “anxiolytic” behavior (Hlinak, 

Gandalovicova, & Krejci, 2005; Kiss et al., 2007; Kuznetsova et al., 2007). Our study 

reaches similar findings, since MSG mice exhibited less thigmotaxis in spite of increased 

defecation, which is a useful indicator of emotional anxiety-like behavior otherwise 

(Miller, Schultz, Gulati, Su, & Pletcher, 2010). Besides, MSG mice had fewer rearing 

number than CTR ones in EPM, without differences in open and close arms entries. 

Rearing is a behavior related to exploratory activity, but it is conflicting in literature 

whether this behavior is anxious or anxiolytic (Fernandez Espejo, 1997).  

Myricetin treatment rescued both thigmotaxis and rearing behaviors in our MSG 

mice. For the best of our knowledge, this is the first report for the influence of myricetin 

in exploratory behavior. Thigmotaxis and rearing behaviors are related to brain dopamine 

concentrations, as well as D1 and D2 activities (Blanchard et al., 1998; Simon, Dupuis, 

& Costentin, 1994). MSG obese rats were shown to have lower concentrations of 
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dopamine in the hypothalamus (Johnston, Tesone, & Negro-Vilar, 1984), while 

amphetamine administration increased locomotor activity in MSG obese female mice 

(Dawson & Lorden, 1981). The flavonoid sylmarin enhanced dopamine and serotonine 

concentrations in cerebral cortex of depressive mice, improving exploratory behavior in 

OFT (Thakare et al., 2018). Quercetin, in addition, has been proposed as an inhibitor of 

monoamine oxidases (Dhiman, Malik, Sobarzo-Sanchez, Uriarte, & Khatkar, 2019), 

supporting its excitatory property on central nervous system. Thus, considering the 

aforementioned structural similarities between quercetin and myricetin, our data allow us 

to suggest that myricetin could share this effect on monoamines metabolism, which would 

be responsible for the herein assessed behaviors. 

In conclusion, our study consistently showed that 45-day myricetin treatment 

improved several metabolic outcomes associated to MetS in MSG obese mice. However, 

no improvement was observed for the cognitive deficit typically displayed by this model. 

In spite of all the literature resources supporting cognitive decline as a mid-to-long term 

consequence of metabolic disturbances (Chatterjee et al., 2016; de la Monte & Wands, 

2008), the inefficacy of myricetin on this outcome deserves further investigations. Future 

studies must assess whether the neurotoxicity caused by neonatal exposure to MSG 

injures other neuronal pathways than the currently known hypothalamic nuclei, which 

would make its cognitive deficit irreversible. Otherwise, the only study evaluating central 

effects of myricetin was performed in lean mice (Gupta, Sharma, Bansal, & Kaur, 2018), 

which urges for additional studies using distinct animal models of MetS associated 

behavioral and cognitive impairments. Last but least, our study consistently supports the 

complementary and alternative usage of myricetin as an affordable and healthy 

therapeutic tool for the treatment of MetS and most of its comorbidities. 
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Figures and legends  

 

  
Figure 1. Body weight curve and obesity development by Lee Index. A. Body weight curve. B. Lee 

Index each 30 days of life. N = 8-16, mean ± SEM, a p <0.05 MSG vs CTR, b p <0.05 MSG vs. MCT, c p 

<0.05 MCT vs. CTR. Unpaired Student’s t test for MSG vs. CTR (ages 30-90 days old). One-way ANOVA 

with Newman-Keuls’ post-test (135-day old analysis).  
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Figure 2. Morphometric parameters. A. Liver relative weight. B. Periepidydimal fat pad. C. 

Retroperitoneal fat pad D. Mesenteric fat pad. N = 8, mean ± SEM. a p <0.05 MSG vs CTR, b p <0.05 

MSG vs. MCT. One-way ANOVA with Newman-Keuls’ post-test. B.W. = body weight. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 

 

 
Figure 3. Impact of myricetin 30-day treatment on MSG dyslipidemia and type 2 diabetes mellitus. 

A. Evolutionary curve for glycemia during mice lifetime. B. Evolutionary curve for triglyceridemia. C. 

Prediction of peripheral insulin resistance by TyG value. N = 8-16, mean ± SEM, a p <0.05 MSG vs CTR, 

b p <0.05 MSG vs. MCT, c p <0.05 MCT vs. CTR. Unpaired Student’s t test for MSG vs. CTR (ages 30-

90 days old). One-way ANOVA with Newman-Keuls’ post-test (120-day old analysis). 
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Figure 4. Myricetin treatment reverts microvesicular steatosis of MSG obesity. Histopathology 

followed by NAFLD Activity Score. N = 8, mean ± SEM. a p <0.05 MSG vs CTR, b p <0.05 MSG vs. 

MCT, c p <0.05 MCT vs. CTR. One-way ANOVA with Newman-Keuls’ post-test. H&E, 400x. 
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Figure 5. MSG mice exhibited impaired learning and spatial memory detected by Morris Water 

Maze. A. Latency to reach the platform. B Percentage of time expended in target zone. C. Percentage of 

entries into the target quadrant. N = 8, mean ± SEM. a p <0.05 MSG vs CTR, c p <0.05 MCT vs. CTR. 

One-way ANOVA with Newman-Keuls’ post-test. 
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5. PRODUÇÃO CIENTÍFICA DURANTE O MESTRADO 

5.2 Artigos publicados em periódicos durante o mestrado  

 

• França LM, Coêlho CFF, Freitas LNC., Souza ILS, Chagas VT, Debbas, V., 

Lima TM, Souza HP, Laurindo FRM, Paes AMA. (2019). Syzygium cumini Leaf 

Extract Reverts Hypertriglyceridemia via Downregulation of the Hepatic XBP-

1s/PDI/MTP Axis in Monosodium L-Glutamate-Induced Obese Rats. Oxidative 

Medicine and Cellular Longevity, vol.2019. DOI:10.1155/2019/9417498 Fator de 

impacto: 4.936 (ANEXO C) 

• Sousa RML, Ribeiro NLX., Pinto, BAS., Sanches, JR, da Silva, MU, Coêlho 

CFF, França LM, Neto JAF, Paes, AMA (2018). Long-term high-protein diet 

intake reverts weight gain and attenuates metabolic dysfunction on high-sucrose-

fed adult rats. Nutrition & metabolism,15(1), 53. DOI: 10.1186/s12986-018-

0290-y Fator de impacto: 2.518 (ANEXO D) 

• Flister KFT, Pinto BAS, França LM, Coêlho CFF, dos Santos, PC, Vale CC, 

Kajihara D, Debbas V, Laurindo FRM, Paes, AMA (2018). Long-term exposure 

to high-sucrose diet down-regulates hepatic endoplasmic reticulum-stress 

adaptive pathways and potentiates de novo lipogenesis in weaned male mice.The 

Journal of nutritional biochemistry, 62, 155-166. DOI: 

10.1016/j.jnutbio.2018.09.007 Fator de impacto: 4.518 (ANEXO E) 

• Coêlho CFF, França LM, Nascimento, JR, Dos Santos, AM, Azevedo-Santos 

APS, Nascimento FRF, Paes AMA. (2018). Early onset and progression of non-

alcoholic fatty liver disease in young monosodium L-glutamate-induced obese 

mice. Journal of developmental origins of health and disease, 1-8. DOI: 

10.1017/S2040174418000284 Fator de impacto: 2.215 (ANEXO F) 

 

5.2 Participação em programas de internacionalização durante o mestrado 

 Durante o período do mestrado, o aluno foi selecionado para participar do curso 

Impact of processing food in human health, realizado nas universidades UniLaSalle, em 

Beauvais e Université de Lille 2, em Lille, na França, no mês de julho em 2019 (ANEXO 

G).  O aluno foi aprovado a partir de edital do Campus France (Edital Escolas de Verão 

França Excelência 2019), e contou com ajuda de custo pela Embaixada da França no 

Brasil. Durante o curso, o aluno teve a oportunidade de estudar sobre o impacto do 

processamento de alimentos no desenvolvimento de doenças na infância e na fase senil.  
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