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(DM2). O grande acumulo de tecido adiposo branco (TAB) caracteristico da obesidade
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aumento dos niveis séricos de insulina que junto com os AGL estimulam a sintese de novo e
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estar reduzindo o acumulo de TG hepatico e consequente exportacdo desse lipideo para a
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estar relacionado com o aumento das expressoes da endothelial nitric oxide synthase (eNOS) e
da vasodilator-stimulated phosphoprotein (VASP).......cccccoiiiiiiiieeeeeeeeeee 91



RESUMO

A obesidade € considerada a epidemia do século 21. A sua manifestagdo hepdtica, a doenca
hepética gordurosa nao-alcodlica (DHGNA), esta presente em mais de 80 % dos obesos. Por
isso, a DHGNA ¢é um problema de satide publica, visto que € fator de risco direto para doencas
cardiovasculares, principalmente, pela sua estreita relacio com as dislipidemias. A espécie
vegetal Syzygium cumini, cujo nome popular é jambolado, ¢ amplamente utilizada na medicina
tradicional para desordens associadas a obesidade como diabetes mellitus e dislipidemias. Em
artigo anterior do nosso grupo, o extrato rico em polifendis das folhas de S. cumini (EHSc)
reduziu a esteatose hepdtica e a hipertrigliceridemia de ratos obesos induzidos pelo L-glutamato
monossddico (MSG). Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar possiveis mecanismos de
acdo do EHSc sobre o metabolismo lipidico hepdtico de animais obesos-MSG. No primeiro
estudo desta tese, quando ratos Wistar obesos-MSG foram tratados (via oral) com EHSc (0,5
ou 1,0 g/kg/dia) ou veiculo (0,1 ml/100g/dia) por 8 semanas houve diminui¢do do acumulo de
tecido adiposo branco (TAB) sem alterar o consumo de rac¢ao. O tratamento também reduziu os
niveis sanguineos da glicose em jejum, colesterol total, triacilglicerdis (TAG) e 4dcidos graxos
livres, assim como o indice TyG. O EHSc restaurou a esteatose hepdtica dos ratos obesos e
reduziu pela metade o contetido de TAG das very-low-density lipoproteins (VLDL). No figado,
foi observado diminui¢des das expressoes proteicas da splicing of X-box binding protein 1
(XBP-15), protein disulfide isomerase (PDI) e microsomal triglyceride-transfer protein (MTP),
as quais fazem parte da via de secrecdo de TAG. Esse efeito foi corroborado pela inibicao aguda
do actimulo de TAG séricos promovido pelo EHSc ap6s a injecao (0,3 g/kg, i.p.) do Triton
WR1339 em outros ratos Wistar. Em outro trabalho, o tratamento por 4 semanas de
camundongos Swiss obesos-MSG com a menor dose (0,5 g/kg/dia) também ndo alterou o
padrdo alimentar e reduziu o TAB, com melhora da atividade lipolitica desse tecido. De forma
semelhante nos ratos, o EHSc melhorou a glicemia, o perfil lipidico sérico e a DHGNA. Além
disso, o tratamento melhorou a sensibilidade insulinica pelas reduc¢des dos indices HOMAT1-IR,
TyG e insulina sérica, e aumento do KITT. Nas andlises moleculares hepaticas, o EHSc diminui
a expressdo génica de fatores de transcricdo (sterol response element-binding protein Ic e
peroxisome proliferator-activated receptor y) e enzimas lipog€nicas (fatty acid synthase e
diacylglycerol acyltransferase 2), assim como de marcadores da exportacio de TAG
(apolipoprotein B e MTP). Além disso, houve a downregulation génica de um brago do estresse
do reticulo endoplasmético (RE) nos animais tratados, com redu¢des da PKR-like endoplasmic
reticulum kinase (PERK) e nuclear factor erythroid 2-related factor. Primeiramente, esses
dados ratificam a eficacia do EHSc na reversao da DHGNA e hipertrigliceridemia de roedores
obesos-MSG. E como dado inédito, este trabalho sugere que esses efeitos devam ser em parte
pela melhora da sensibilidade insulinica nesses animais, mas também pela downregulation de
vias do estresse do RE, como a XBP-1s e PERK, que sdo importante indutores da secrecdo e
sintese de TAG no figado, respectivamente. Portanto, esta tese destaca a importancia do estresse
do RE como alvo terapéutico de alteracdes do metabolismo lipidico hepético, além de contribuir
para a validacdo da eficacia das folhas da espécie S. cumini sobre essas desordens associadas a
obesidade.

Palavras-chave: Syzygium cumini; doenca hepdtica gordurosa ndo-alcodlica; obesidade;
estresse do reticulo endoplasmatico; hipertrigliceridemia.



ABSTRACT

Obesity is considered the epidemic of the 21° century, and its hepatic manifestation, non-
alcoholic fatty live disease (NAFLD), is present in more than 80 % of obese people. Therefore,
NAFLD is a public health problem, since that is direct risk factor for cardiovascular diseases,
mainly because of its close relationship with dyslipidemias. The plant species Syzygium cumini,
whose popular name is jambolan, is widely used in traditional medicine for disorders associated
with obesity such as diabetes mellitus and dyslipidemias. In previous paper from our group, the
polyphenol-rich hydroethanolic extract of S. cumini (HESc) leaves reduced NAFLD and
hypertriglyceridemia of monosodium L-glutamate (MSG)-induced obesity rats. Thus, the aim
of this work was to investigate possible mechanisms of action of the HESc on the hepatic lipid
metabolism of MSG-obese rats. In the first study of this doctoral dissertation, when male MSG-
obese Wistar rats were orally treated with HESc (0.5 or 1.0 g/kg/day) or vehicle (0.1 ml/100
g/day) for 8 weeks there was decreasing white adipose tissue (WAT) accumulation without
altering food intake. The treatment also reduced blood levels of fasting glucose, total
cholesterol, triacylglycerols (TAG) and free fatty acids, as well as the TyG index. The HESc
restored the hepatic steatosis of obese rats and halved the TAG content of very low-density
lipoproteins (VLDL). In liver was seen protein expression reduction of splicing of X-box
binding protein 1 (XBP-1s), protein disulfide isomerase (PDI) and microsomal triglyceride-
transfer protein (MTP), which are part of the TAG secretion pathway. This effect was
corroborated by the acute inhibition of serum TAG accumulation promoted by HESc after
injection (0.3 g/kg, i.p.) of Triton WR1339 in other male Wistar rats. In another study, treatment
for 4 weeks with the lowest dose (0.5 g/kg/day) in MSG-obese Swiss mice did not alter the
dietary pattern and reduced BAT, in addition to improving the lipolytic activity of this tissue.
Similarly in rats, HESc improved glycemia, serum lipid profile, and NAFLD. Moreover,
treatment improved insulin sensitivity by decreases of HOMA1-IR and TyG indices, and serum
insulin, and increases KITT. In the molecular analysis of the liver, HESc declined the gene
expression of lipogenic transcription factors (sterol response element-binding protein 1c and
peroxisome proliferator-activated receptor y), and enzymes (fatty acid synthase and
diacylglycerol acyltransferase 2), as well as markers for TAG exportation (apolipoprotein B
and MTP). In addition, there was gene downregulation of an endoplasmic reticulum (ER) stress
arm in treated animals, with reductions of PKR-like endoplasmic reticulum kinase (PERK) and
nuclear factor erythroid 2-related factor. First of all, these data confirm the efficacy of HESc in
the reversion of NAFLD and hypertriglyceridemia from MSG-obese rodents. And as a novelty
in literature, this work suggest that theses effects should be partly due to improved insulin
sensitivity in these animals, but also by the downregulation of ER stress pathways, such as
XBP-1s and PERK, which are important inducers of secretion and synthesis of TAG in the
liver, respectively. Therefore, this dissertation highlights the importance of ER stress as a
therapeutic target for changes in hepatic lipid metabolism, in addition to contributing to the
validation of the efficacy of S. cumini on these obesity-associated disorders.

Keywords: Syzygium cumini; non-alcoholic fatty liver disease; obesity; endoplasmic
reticulum stress; hypertriglyceridemia.
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1 Introducao

A obesidade e o sobrepeso sao desordens cronicas enddcrina-metabdlica com estimativa
de prevaléncia de 39 % na populagdo com 18 anos ou mais (WHO, 2017), sendo considerada
por muitos como “a” epidemia do século 21 (DI CESARE et al., 2016). No Brasil, mais da
metade (53,8 %) da populacdo adulta das capitais estd com excesso de peso e quase 19 % desta
¢ obesa (BRASIL, 2017). Esse cendrio é preocupante, uma vez que representa fator de risco de
outras doengas cronico-degenerativas como doenga hepdtica gordurosa ndo-alcodlica
(DHGNA), diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e dislipidemias, que associadas ou mesmo sozinhas
aumentam em vérias vezes as chances do surgimento de doencgas cardiovasculares, como o
acidente vascular cerebral e o infarto agudo do miocdardio, as quais sdo as principais causas de
morbimortalidade no mundo (NAGHAVT et al., 2015).

O excesso de tecido adiposo e a consequente hipertrofia adipocitaria € determinante para
o aparecimento das comorbidades associadas a obesidade, uma vez que o grande acimulo de
triglicerideos (TG) no adipdcito induz apoptose € maior migracao macrofédgica para esse tecido
que em contato com os acidos graxos livres (AGL) presentes no meio mudam de um fendtipo
anti para pro-inflamatério (LAFONTAN, 2014). Com isso, hd aumento de citocinas
inflamatdrias que associado ao estresse oxidativo também presente induz resisténcia insulinica,
o que resulta em disfun¢do do adipdcito, o qual passa a liberar em excesso os AGL e leptina e
diminuir a produgdo de adiponectina (ATTIE e SCHERER, 2009). Esse maior influxo de AGL
nos tecidos e seu acimulo na forma de TG caracteriza o quadro de lipotoxicidade, que junto
com as alteracdes plasmadticas das outras adipocinas induz resisténcia insulinica em vdrios
tecidos (SHULMAN, 2014).

Dentre os 6rgdos que primeiro sentem as alteragdes adipocitdrias destaca-se o figado,
que como tecido lipogénico que €, sintetiza TG tanto de forma direta pelo maior influxo de
AGL como indiretamente através da sintese de novo de lipideos, que se da principalmente pela
hiperinsulinemia, a qual € resultante da resisténcia insulinica periférica. Esse maior acimulo de
gordura hepatica faz com que ele exporte mais TG na forma de very low density lipoprotein
(VLDL), resultando no desenvolvimento tanto da DHGNA como da hipertrigliceridemia
(CHOI e GINSBERG, 2011). Apesar desses mecanismos fisiopatolégicos do metabolismo
hepatico estarem bem elucidados, hd um pouco mais de uma década tem se discutido bastante

o papel do reticulo endoplasmatico (RE) nessas patologias, uma vez que alguns estudos



11

demonstraram em roedores (OZCAN et al., 2004) e humanos (GREGOR et al., 2009) que o
excesso de gordura no figado perturba a homeostase do RE.

O RE ¢ uma organela responsdvel pela sintese e controle de qualidade de proteinas,
armazenamento de Ca’* e sintese de fosfolipideos para as membranas celulares (VAN MEER
et al., 2008). Entretanto, quando ocorre uma sobrecarga da capacidade de controle do
enovelamento das proteinas sintetizadas, hd o acimulo de proteinas mal enoveladas no limen
do RE, que resulta em ativacdo da unfolded protein response (UPR), também denominado
estresse do RE. A UPR ¢é iniciada quando h4 a ativagao de trés proteinas transmembrana do RE:
PERK (eukaryotic translation initiation factor 2-a-kinase 3 ou PKR-like endoplasmic reticulum
kinase); IRE1 (inositol-requiring 1) e ATF6 (activating transcription factor 6). A atividade
desses sensores resulta na inducao de varias vias moleculares que tem como objetivo inicial o
controle da homeostase do RE. Nao obstante, com a cronificacdo do estresse do RE no figado
ha o estimulo de vias inflamatdrias, apoptéticas e lipogénicas (RON e WALTER, 2007).
Condicao que atualmente € considerada uns dos mecanismos responsdvel pela manutengdo e
progressao da DHGNA e dislipidemias em individuos obesos (BAICEANU et al., 2016), sendo,
assim, passivel de alvo terapéutico para o controle dessas desordens do metabolismo lipidico
hepatico (MALHI e KAUFMAN, 2011).

Syzygium cumini (L.) Skeels (Myrtaceae) é uma arvore cultivada em vérios paises e com
ampla distribui¢do no territdrio brasileiro, onde € conhecida principalmente como jambolao e
jamelao (LIM, 2012). Na pratica popular, € utilizada pra tratamentos de vdrios tipos de
desordens, onde podemos destacar aquelas relacionadas a disturbios metabdlicos como a
obesidade (DICKEL et al., 2007; CERCATO et al., 2015), hiperlipidemia (BRABOZA DA
SILVA et al., 2012) e principalmente o diabetes mellitus do tipo 2 (TROJAN-RODRIGUES et
al., 2012), sendo assim, reconhecida pelo Ministério da Saude do Brasil como uma espécie
vegetal relevante no contexto etnofarmacoldgico do pais, uma vez que faz parte da Relagdo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) (BRASIL, 2009).

Nosso grupo tem destacado o potencial de varias partes de S. cumini no combate a
doengas cardiometabdlicas (CHAGAS et al., 2015). Com as folhas ja foram observados efeitos
hipoglicemiante (SOARES et al., 2000), antioxidante (ESHWARAPPA et al., 2014) e, em
estudo recente, nds verificamos que o extrato hidroalcodlico rico em polifendis das folhas
melhora o quadro metabdlico de ratos obesos induzidos pelo L-glutamato monossodio (MSG),

com uma diminui¢do tanto do actimulo de TG hepatico como da hipertrigliceridemia nesse
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modelo de obesidade (SANCHES et al.,, 2016). Virias classes de compostos que podem
justificar os efeitos descritos acima ja foram identificados das folhas, como taninos, dcidos
fendlicos, terpenos e flavonoides (CHAGAS et al., 2015). Entretanto, pouco se sabe sobre as
vias moleculares pelos quais esses compostos estejam agindo, ou mesmo se esses efeitos sejam
decorrentes do fitocomplexo, como pode acontecer quando da utilizagdo de espécies vegetais
(EFFERTH e KOCH, 2011; HERRANZ-LOPEZ et al., 2012).

Como foi visto, a espécie S. cumini € utilizada amplamente pela populacdo para o
tratamento de distirbios metabdlicos e recentemente constatamos que o extrato hidroalcodlico
das folhas reduzem a esteatose hepdtica e hipertrigliceridemia em roedores obesos induzidos
por MSG (SANCHES et al., 2016). Patologias estas que estao relacionadas a ativacdo da UPR
hepatica nesses animais (FRANCA et al., 2014). Portanto, € necessdrio investigar os efeitos do
tratamento com esse extrato das folhas de S. cumini sobre os mecanismos moleculares hepaticos
do estresse do RE envolvidos no controle de vias lipogénicas e de exportacao de triglicerideos
nesses animais obesos-MSG, na tentativa de contribuir para validagcdo da eficicia dessa espécie

vegetal no combate de desordens do metabolismo lipidico associado a obesidade.

2 Referencial teodrico

2.1 Obesidade: causas e consequéncias

A obesidade é determinada pelo desequilibrio cronico entre as energias gasta e ingerida,
levando a um saldo energético positivo, que € convertido em actimulo de triglicerideos nas
células, principalmente nos adipdcitos, resultando em excesso de tecido adiposo e aumento de
peso (BRAY, 2006). De forma rdpida e pratica, essa patologia pode ser diagnosticada através
de indices antropométricos, como indice de massa corporal (IMC), circunferéncia da cintura
(CC), relagdo cintura-quadril (RCQ) e razdo cintura-altura (RCA). Apesar do IMC ter sido
utilizado por muitos anos, 0 mesmo deve entrar em desuso pois esses indices que avaliam a
obesidade abdominal apresentam uma maior associacdo com fatores de risco
cardiometabolicos, destacando-se o RCA, que € considerado a melhor ferramenta para a

avaliacdo das consequéncias dessa patologia, principalmente, por poder ser utilizado para todas

as faixas etdrias, etnias e ambos os sexos, além de apresentar um Unico valor de corte (RCA >
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0,5) para indicar risco de satde associada a obesidade (ASHWELL e HSIEH, 2005; ASHWELL
etal., 2012).

O desenvolvimento e o grau da obesidade dependem de uma complexa interacdo entre
fatores genéticos e ambientais. Em geral, uma obesidade grave em idades jovens ¢é
principalmente determinada por regulacdes génicas que podem afetar o balango energético, por
exemplo, os polimorfismos no gene associado a obesidade e a massa adiposa (F70)
(FAWCETT e BARROSO, 2010), além de mecanismos epigenéticos como metilagdo de DNA
e/ou acetilagc@o de histonas que podem acontecer ainda no periodo gestacional, através de sub
ou supernutricdo da mae, programando o individuo, que ainda vai nascer, a se tornar predisposto
ao acumulo de gordura durante toda vida (DESAI et al., 2015). Por outro lado, a obesidade mais
tardia tem uma menor influéncia genética e um forte componente ambiental, como a elevada
ingesta alimentar e baixa atividade fisica (BAQAI e WILDING, 2015).

Nos paises do ocidente, profundas mudancas do padrdo alimentar t€m ocorrido nos
ultimos 30 a 40 anos, destacando-se o grande consumo de alimentos e bebidas de alto teor
caldrico, sendo uma das principais causas da obesidade na sociedade atual (POPKIN et al.,
2012). Dentre os alimentos obesogénicos, aqueles ricos em gorduras e/ou agucares simples (ex:
sacarose, glicose e frutose) exerce um protagonismo nesse contexto, visto que tém baixo poder
de saciedade, conduzindo ao fendmeno da compulsividade alimentar passiva (HOLLIS, 2016).
Além disso, estudo recente em ratos afirma que essa maior ingesta alimentar pode ser
decorrente de uma maior producio de acetato pelo microbioma intestinal induzido por essas
dietas, uma vez que esse acetato estimula indiretamente a secrecdo de grelina (hormonio
orexigeno) do estdmago pela ativacdo do sistema nervoso autdnomo parassimpatico, o que
também contribui diretamente para o maior acimulo de gordura através do aumento da secrecao
de insulina (PERRY et al., 2016).

Outro componente do estilo de vida moderno determinante para o desenvolvimento da
obesidade € o sedentarismo, pois favorece um menor gasto energético, principalmente através
de redugdes da integridade e massa muscular (STENHOLM et al., 2008). O musculo
esquelético € considerado um 6rgao secretdrio, produzindo vdérias substincias denominadas
miocinas, que exercem um importante papel no metabolismo energético. Dentre essas miocinas,
deve-se destacar o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e a interleucina 6 (IL-6), as
quais estimulam a B-oxidagdo lipidica via proteina quinase ativada por AMP (AMPK), além da

irisina, que estimula o browning do tecido adiposo branco, ou seja, induz termogénese nesse



14

tecido, principalmente, através do aumento da expressdo da proteina desacopladora 1 (UCP1)
(PEDERSEN e FEBBRAIO, 2012).

Com esses fatores ambientais bastante presentes na sociedade, a prevaléncia da
obesidade tem aumentado progressivamente ao longo dos dltimos 30 anos. Em escala global,
mais de 1,5 bilhdo de adultos estdo com sobrepeso, dos quais 500 milhdes sdo obesos
(ORGANIZATION, 2011). No Brasil, o ultimo inquérito domiciliar realizado demonstrou que
mais da metade (53,8 %) da populagdo adulta das capitais estd com excesso de peso e quase 19
% dessa esta clinicamente obesa (BRASIL, 2017). Esse quadro se torna mais preocupante uma
vez que a obesidade é fator de risco para doengas cronico-degenerativas como doenga hepatica
gordurosa nao-alcodlica (DHGNA), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hiperlipidemia, doencas
cardiovasculares e alguns tipos de cancer (colorretal, prostata € mama), além de problemas
sociais e psicologicos como baixo autoestima e depressdo, elevando os gastos publicos e
diminuindo a qualidade e o tempo de vida do individuo acometido (DANAEI et al., 2009). Com
isso, a obesidade é considerada um dos maiores problemas de saide publica tanto em paises
industrializados como nos emergentes, sendo alvo constante de estratégias profildticas por parte
da Organizacdo Mundial da Saude (WELLS, 2012).

Essa estreita relacdo da obesidade com outras desordens cronico-degenerativas se deve
a uma participacdo direta do tecido adiposo branco (TAB). O TAB é um tecido heterogéneo
composto de adipdcitos e vdrias células microvasculares e imunes na sua fracdo vascular
estromal, liberando uma grande variedade de substancias bioativas denominadas adipocinas
como os acidos graxos livres (AGL), leptina, adiponectina e citocinas inflamatorias, exercendo,
assim, importantes fun¢des pardcrinas e enddcrinas no controle da homeostase energética e
inflamatéria (ATTIE e SCHERER, 2009). A produc¢ao dessas adipocinas € constante no TAB,
entretanto as suas concentragdes no organismo vao depender do actimulo de triglicerideos (TG)
nos adipdcitos, ou seja, do tamanho destes. Em individuos com peso normal os adipdcitos sao
menores, com uma baixa liberacdo dos AGL e leptina, e maior de adiponectina, além disso, ha
a presenga de macréfagos M2 deixando o meio mais anti-inflamatério (LAFONTAN, 2014).
Com o aumento do TAB, durante o desenvolvimento da obesidade, ocorre o maior
armazenamento de TG, resultando na hipertrofia adipocitaria, condi¢do que diminui a produgdo
de adiponectina e aumenta de leptina e AGL, além de uma maior infiltracdio macrofagica e
mudanca do perfil M2 para M1 o que torna o ambiente inflamatdrio através da maior sintese e

liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-o, IL-6, IL-1B, TGF-f ¢ MCP-1, o que
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caracteriza a obesidade como doenca inflamatéria subclinica cronica (Figura 1) (LAFONTAN,
2014).

Com a evolucdo da hipertrofia dos adipdcitos hd reducdo do fluxo sanguineo no TAB
resultando em uma hipdxia local e, consequente, disfuncao adipocitdria, exacerbando o quadro
inflamatorio através de uma grande presenca de macréfagos M1 e maior produgdo de citocinas
inflamatoérias (ex: TNF-a e IL-6), que através de acdes autdcrinas e pardcrinas induzem
resisténcia insulinica (RI) nesse tecido tanto pela ativacao de quinases de residuos de serina dos
substratos do receptor de insulina (IRS) e da c-Jun N-terminal kinase (JNK), como pela
diminuicdo das expressdes do transportador de glicose (GLUT-4) e dos préprios IRS nos
adipécitos (ROTTER et al., 2003). A RI no TAB amplifica a disfuncdo nesse tecido, tanto pela
maior atividade do hormoénio lipase sensivel, como pela menor expressdo de transportadores
dos AGL, resultando na maior liberagdo e menor recirculacdo dos AGL no TAB. Essa maior
concentracdo dos AGL na corrente sanguinea favorece o quadro da lipotoxicidade, visto que o
acimulo dos AGL nos outros tecidos € maior do que sua capacidade de oxida-los (IMRIE et
al., 2010). O maior acumulo de gordura ectopica (fora do TAB), associado a diminui¢ao de
adiponectina e elevacdes das citocinas inflamatorias e leptina induzem a uma RI periférica,
contribuindo para o aparecimentos das comorbidades relacionadas a obesidade, como DM2,
DHGNA e hiperlipidemias, caracterizando o quadro de sindrome metabdlica (ATTIE e

SCHERER, 2009) (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos responsaveis pelas patologias associadas a obesidade. A hipertrofia adipocitaria
decorrente da obesidade gera hipé6xia local favorecendo o recrutamento de macréfagos e sua ativagdo para um
fen6tipo M1. Esses macréfagos produzem citocinas inflamatérias (IL-6 e TNF-a) que prejudicam a sinalizagdo
insulinica. Nos adipdcitos, a resisténcia insulinica (RI) causa disfun¢do dessas células caracterizado pelo aumento
da producdo de leptina, diminui¢des da produgéo de adiponectina e da recirculagio dos 4cidos graxos livres (AGL).
A maior concentragdo dos AGL na circulagio favorece sua entrada em outros tecidos caracterizando o fendmeno
da lipotoxicidade. No musculo, o influxo de AGL causa RI pela maior producio de intermedidrios da sintese de
triglicerideos (TG) como os diacilglicerois (DAG), que junto com a RI no tecido adiposo favorece ao surgimento
da diabetes mellitus tipo 2. No figado, os AGL induzem sintese direta de triglicerideos e DAG que também diminui
a sensibilidade insulinica nesse orgdo. Essa resisténcia insulinica hepdtica junto com hiperinsulinemia
compensatdria induzem a lipogé€nese de novo de triglicerideos resultando na doenca hepdtica gordurosa nao-
alcodlica. O figado, na tentativa de reduzir o excesso de TG, estimula a exportacdo desse lipidio na forma de da
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), resultando nas hierlipidemias.

Fonte: Attie & Scherer (2009) com modificagdes.

2.2 Desordens do metabolismo lipidico hepatico no contexto da obesidade

A doenga hepética gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) € a acumulagdo patoldgica de
gordura no figado na auséncia da ingestdo de dlcool (DIETRICH e HELLERBRAND, 2014).
Descrita inicialmente somente a 36 anos atrds (ADLER e SCHAFFNER, 1979), atualmente € a
principal causa de doencga hepatica em paises desenvolvidos, com estimativa de prevaléncia de
20 — 30 % na populacdo em geral (MOORE, 2010). A ocorréncia de DHGNA esta fortemente

associado a obesidade, RI e dislipidemias. De um perspectiva nutricional e de satide publica, as
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duas maiores preocupacgdes sdo a elevada incidéncia da DHGNA em criancas e as fortes
evidéncias que essa desordem € um fator de risco independente para as doencgas
cardiovasculares (MOORE, 2010).

A DHGNA pode progredir de um simples acimulo de gordura (esteatose)
macrovesicular nos hepatdcitos para uma esteato-hepatite ndo-alcodlica (EHNA) (presenca de
infiltrado inflamatdrio e possivelmente fibrose), que pode passar para uma completa fibrose ou
cirrose e, em ultimo grau, para um carcinoma hepatocelular (COHEN et al., 2011). A
patogénese da DHGNA no contexto da obesidade acontece pelo maior influxo de AGL
proveniente de um tecido adiposo hipertréfico e RI (Figura 1) (ATTIE e SCHERER, 2009). A
entrada dos 4cidos graxos (AG) no hepatdcito ocorre com a participacdo de proteinas
transportadoras de dcidos graxos como a proteina 1 ligada ao 4cido graxo (FABP-1) e a acido
graxo translocase (CD36/FAT), cuja translocagdo para a membrana € estimulada pela acdo da
insulina (SU e ABUMRAD, 2009).

Em condigdes fisioldgicas, os AG sdo oxidados no interior da mitocondria provendo a
célula de trifosfato de adenosina (ATP) e acetil-CoA para o ciclo dos acidos tricarboxilicos.
Entretanto, com o excesso de AG, como geralmente acontece no individuo obeso, esses entram
na via de sintese direta de TG, onde a glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT) adiciona dois
AG na molécula de glicerol formando os diacilglicerois (DAG), que sao utilizados pela
diacilglicerol aciltransferase (DGAT) para a adi¢do de mais uma cadeia de AG formando os
TG (BECHMANN et al., 2012). Além disso, a sintese de TG € potencializada pela lipogénese
de novo, onde o excesso de insulina e glicose resultante da RI aumenta a expressio de fatores
de transcricao lipogé€nicos como as proteinas ligadas aos elementos reguladores de glicose
(ChREBP) e esterol 1c (SREBPIc), as quais induzem a expressdo das enzimas acetil-CoA
carboxilase (ACC), acido graxo sintase (FAS) e estearoil-CoA desaturase 1 (SCD1) que
participam da sintese de AG a partir de acetil-CoA. Esse novos AG serdo esterificados pelas
enzimas GPAT e DGAT formando mais TG, resultando na DHGNA (POSTIC e GIRARD,
2008).

O excesso de intermedidrios da sintese de TG, como os DAG, induzem RI no figado
(Figura 1), uma vez que ativam a transloca¢do da proteina quinase Ce (PKCg) do citosol para
membrana, inibindo a propaga¢do da sinalizacao insulinica, por diminuirem a autofosforilagao
do receptor de insulina nos residuos de tirosina (SHULMAN, 2014). Essa RI, paradoxalmente,

estimula ainda mais a lipogénese de novo, visto que que a RI hepética € seletiva a via de controle
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da gliconeogénese (LAPLANTE e SABATINI, 2010) (Figura 2). Esse processo é regulado,
principalmente, pelo forkhead box O1 (FOXO1), cuja fosforilagdo estd diminuida pela RI,
resultando em sua maior permanéncia no nicleo, o que estimula a producdo de glicose hepdtica,
através da maior expressio de enzimas da gliconeogénese como phosphoenolpyruvate
carboxykinase (PEPCK) e glucose-6-phosphatase (G6Pase). Por outro lado, nesse contexto, a

insulina, induz uma maior atividade da SREBP-1c¢ via mammalian target of rapamycin complex

1 (mTORC1), o que resulta em mais sintese de TG (Figura 2) (TASKINEN e BOREN, 2015).

Insulina
Sy
@ A
ApoB ’ Disfungao |
Fox01 NN MIORCH
* \ 4 I Tecido adiposo ’
SREBP-1c *
v
e MTTP% ih TG ( | Acidos graxos livres |
‘ TG TG
O
=> ApoCllil——>>, © 8
, . VLDL
Figado al ) €
R E

Figura 2. Consequéncias da resisténcia insulinica hepatica seletiva. Na resisténcia insulinica associada a
obesidade, ha falha da insulina em suprimir a disfun¢éo do tecido adiposo e a atividade da FOXO1 no figado. Com
isso, hd o maior influxo de 4cidos graxos e aumento das expressdes da MTTP e ApoCIIl nos hepatdcitos,
resultando em maior secre¢do de VLDL. Entretanto, ela estimula ainda mais a atividade da mTORC1, aumentando
a lipogénses de novo via SREBP-1c, e diminuindo a degradag¢do da ApoB pela inibicdo da sortilina. Tudo isso
resulta em maior sintese de triglicerideos (TG) e aumento da hipertrigliceridemia.

Fonte: Taskinen & Borén (2015) com modificagdes.

Na tentativa de diminuir a progressio da DHGNA, o figado promove a exportacdo do
excesso de TG através da formagdao de VLDL (Figura 1), que depende de uma atuagdo em
conjunto das apolipoproteinas B (ApoB), CIII (ApoCIll) e da microsomal triglyceride transfer
protein (MTTP), ocasionando aumento dos TG plasmaticos (CHOI e GINSBERG, 2011). Nao
obstante, essa hipertrigliceridemia também serd potencializada e mantida pelo quadro de RI
hepética em que FOXO1 mantida no nicleo aumenta a expressdo da MTTP e APOCIIL, e a
maior atividade da mTORCI provoca supressao da sortilina, que € uma proteina do maquinario

lisossomal que aumenta a degradacdo da ApoB (STRONG et al., 2012) (Figura 2). Com isso,
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o aumento das expressdes da MTTP e ApoClIII e a menor degradacao da ApoB é determinante

para a manutenc¢do da hipertrigliceridemia associada 8 DHGNA.

2.3 O estresse do reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (RE) € a organela responsdvel pela sintese e controle de
qualidade de protefnas, além de controlar o estoque de Ca**, a detoxificacio xenobidtica e
biossintese de lipideos (VAN MEER et al., 2008). Proteinas bem enoveladas e maduras que
passam pelo padrdo de qualidade do RE sdo exportadas para o complexo de Golgi para posterior
utilizacdo pela célula, enquanto as mal enoveladas sdo alvo do sistema de degradacdo proteica
associado ao RE (ERAD), que € a translocacao dessas proteinas para o citosol para a degradagdo
através da via ubiquitina/proteasoma. Quando ocorre um desbalanco entre a capacidade de
enovelamento/maturacdo proteica e a degradacdo das proteinas mal enoveladas hd actimulo
destas no interior do RE, resultando na ativacdo do estresse do RE, também chamado de
unfolded protein response (UPR) (RON e WALTER, 2007).

O principal papel da UPR é restaurar a homeostase celular, diminuindo o acimulo de
proteinas mal enoveladas através da inibicao da traduc@o e aumento da expressdo de enzimas
envolvidas no ERAD assim como aumento da capacidade de enovelamento dessa organela,
principalmente via indu¢@o da expressao de chaperonas como as glucose-regulated proteins 78
(GRP78) e 94 (GRPY94) e a protein disulfide isomerase (PDI), que atuam N-glicosilando e
enovelando polipeptideos nascentes em estruturas secunddrias e tercidrias, as quais sdo
estabilizadas por pontes de dissulfeto (CNOP et al., 2012). A UPR € mediada primeiramente
por trés proteinas transmembrana do RE: a PERK (eukaryotic translation initiation factor 2-a-
kinase 3 ou PKR-like endoplasmic reticulum kinase); IRE1 (inositol-requiring 1) e ATF6
(activating transcription factor 6). Sob condicdes basais, esses trés sensores estdo ligados a
mais abundante chaperona do RE, a GRP78 (também chamada de binding immunoglobulin
protein; BiP), mantendo-os em estado inativo. Quando ocorre o estresse do RE, a GRP78 ¢
sequestrada pelas proteinas mal enoveladas do limen, se desligando desses sensores, ativando,
assim, a UPR (Figura 3) (WANG e KAUFMAN, 2016).

ApOs a liberacdo da GRP78, a PERK se homodimeriza resultando em autofosforilagio
que fosforiliza o elF2a (eukaryotic translation initiation fator 2a)) em serina 51. Essa ativacao

do elF2a inibi a formagao do ribossomo 80S, ou seja, reduz o mecanismo traducional, o que



20

diminui a entrada de novas proteinas para o RE (DONNELLY et al., 2013). Paradoxalmente a
essa inibicdo da sintese proteica, a ativacdo de elF2a aumenta a expressio do fator de
transcricdo ATF4 (cyclic AMP-dependet transcription of factor 4) (HARDING et al., 2000). A
traducao de ATF4 é fortemente induzida sob condi¢des de estresse do RE e pode conduzir a
resposta mal adaptativa, pois aumenta a expressao de importante marcador pro-apoptético da
UPR, o DNA damage-inducible transcript 3 protein, também conhecido como C/EBP
homologous protein (CHOP) (HARDING et al., 2000). O ATF4 também induz a expressao do
growth arrest and DNA damage-inducible protein 34 (GADD34) que é capaz de desfosforilar
o elF2a e reativar a traducdo, feedback negativo essencial para a sobrevivéncia celular
(HARDING et al., 2009). PERK também fosforila o nuclear factor erythroid 2-related factor
2 (NRF2), conduzindo ao seu desligamento do complexo com kelch-like ECH-associated
protein 1 (KEAP1) e consequente migracdo para nucleo, estimulando a tradu¢do de enzimas
antioxidantes, numa clara resposta de defesa celular (CULLINAN e DIEHL, 2004) (Figura 3).

O segundo braco da UPR envolve IREl, proteina com atividades kinase e
endoribonuclease (TIRASOPHON et al., 2000). Em resposta ao estresse do RE, a atividade
RNase da IRE1 promove um singular splicing do RNAm da X-box-binding protein 1 (XBP1),
que ird gerar um potente fator de transcricdo o XBP1 spliced (XBP1s) (YOSHIDA et al., 2001),
o qual aumenta a expressdo de componentes do ERAD, chaperonas e a biossintese de
fosfolipideos (CNOP et al., 2012). Este efeito produz expansdo da membrana do RE, uma marca
estrutural da ativacdo da UPR (SRIBURI et al., 2004). Independente da sua agdo sobre a XBP1,
IRE1 também pode diminuir a tradug@o, por aumentar a degradagdo de RNAm localizado nas
proximidades do RE, por um mecanismo chamado regulated IREI-dependent decay (RIDD)
(MAUREL et al., 2014). Com o aumento da formacdo da XBP1s e ativacdao de RIDD, a IRE1
contribui para reduc¢do do estresse do RE. Entretanto, se esse estresse nao for aliviado, a maior
da atividade da RIDD pode conduzir a morte celular através da reducao de microRNAs que
normalmente reprimem alvos pré-apoptoticos como thioredoxin-interacting protein (TXNIP) e
caspase 2 (LERNER et al., 2012; UPTON et al., 2012). Além disso, por estar associado ao TNF
receptor-associated factor 2 (TRAF2), o IRE1 pode ativar apoptosis signal-regulating kinase
1 (ASK1) e JNK, favorecendo a apoptose (URANO et al., 2000; NISHITOH et al., 2002)
(Figura 3).
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Figura 3. Ativacao do estresse do reticulo endoplasmatico (RE) ou da unfolded protein response (UPR). O
acimulo de proteinas mal enoveladas no limen do RE leva a dissociacio da GRP78 de trés sensores
transmembrana: PERK, IRE1 e ATF6. A PERK homodimeriza e fosforila elF2a para inibir a tradug@o proteica.
PERK também estimula fatores de transcricdo como NRF-2 e ATF4, os quais induzem resposta antioxidante e
pré-apoptética via CHOP, respectivamente. O ATF4 também induz a expressdo do GADD34 que defosforilar o
elF2a e reativar a traduc@o. A ativagdo da IRE1 resulta em splicing da XBP1, formando a XBP1s que induz a
transcricdo de chaperonas (ex: GRP78 e GRP94) e estimula a degradagdo proteica via degradacdo associada ao
RE (ERAD). A IRE1 também diminui a tradugio através da sua atividade RNAase (RIDD), embora a cronicidade
desse mecanismo possa induzir apoptose, que também € estimulado pela maior fosforilagdo da JNK. O ATF6 é
ativado e clivado e conduz ao aumento de chaperonas, todavia sua ativacio cronica também pode induzir apoptose
via CHOP (BROWN e NAIDOO, 2007).

Fonte: Brown e Nidoo (2007) com modificagdes.

O ATF6 € o terceiro sensor da UPR, que também esta inativo pela ligacao da GRP78.
Com a dissociagdo desta chaperona, ATF6 € translocado para o Golgi e é ativado por
mecanismo de protedlise intramembrana regulado pelas proteases ligadas a membrana site-1
(S1P) e 2 (S2P) (YE et al., 2000). Uma vez clivado, o dominio ativo do ATF6 € translocado
para o nucleo, onde ele induz a expressao de genes que codificam chaperonas do RE e outros
marcadores da UPR como a prépria GRP78, além da GRP94, CHOP e XBP1, demonstrando o
crosstalk que existe entes as vias envolvidas na UPR (HETZ et al., 2015) (Figura 3). Assim, a
coordenada ativagdo desses trés bracos da UPR objetiva aliviar ou reverter o estresse do RE.
Entretanto, se este estresse nao for resolvido, esses sensores podem ativar vias de morte celular
como o aumento da CHOP pela PERK e ATF6, além da maior expressdo da caspase 2 e

atividade da JNK pela IREI.
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2.4 O papel do estresse do RE sobre o metabolismo lipidico hepatico

Hepatdcitos sintetizam a maioria das proteinas séricas do sangue, como albumina,
trasnferrina, lipoproteinas, proteinas do sistema complemento e fatores de coagulagdo. Além
disso, essas células sdo expostas a nutrientes e poluentes que chegam pela veia porta. Com isso,
o figado apresenta um transitério ou mesmo fisioldgico estresse do RE (BAICEANU et al.,
2016). Por exemplo, em ratos realimentados seguidos de jejum, a UPR é rapidamente e
transitoriamente ativada, embora a causa dessa indu¢do da UPR ndo tenha sido elucidada
(BODEN et al., 2011).

N3ao obstante, no contexto da DHGNA, o estresse do RE se torna cronico em resposta
ao acumulo de gordura no figado. Com isso, a ativagdo da UPR hepatica ja foi demonstrada em
camundongos e ratos com figado gorduroso induzidas por obesidade genética (ob/ob), por
dietas ricas em 4cidos graxos saturados ou sacarose (OZCAN et al., 2004; WANG et al., 2006)
e pela obesidade por L-glutamato monossddico (MSG) (FRANCA et al., 2014). O estresse do
RE também tem sido observado no figado de pacientes com esteatose e esteato-hepatite (PURI
et al., 2008; GREGOR et al., 2009). A perda de peso apds cirurgia de baypass gastrico diminuiu
tanto o acimulo de lipideos como os niveis dos marcadores da UPR no figado de pacientes
obesos (GREGOR et al., 2009).

O acumulo de lipideos no hepatdcito induz estresse do RE por trés mecanismos
principais. O primeiro € por mudangas na composi¢do das membranas do RE e consequente
perturbaciio da homeostase do Ca?*. Isso acontece porque a sobrecarga de lipideos interfere na
constituicdo da  membrana  dessa  organela  pelo aumento  da  razdo
fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina, que sdo os fosfolipideos de maior abundancia (HY SLOP
et al., 1981). A elevagdo dessa razdo, além de aumentar o empacotamento de lipideos na forma
de lipid droplets e VLDL (KIM et al., 2010), altera a fluidez da membrana e, consequentemente,
a atividade das bombas de Ca’*-ATPase, diminuindo o Ca’* no RE. Esse mecanismo é
considerado uma das maiores causas de estresse do RE induzidas por lipideos, uma vez que a
maioria das chaperonas sdo dependentes desse cdtion para exercer suas acoes de enovelamento
proteico (FU et al., 2011; ARRUDA e HOTAMISLIGIL, 2015). O segundo mecanismo € pelo
grande aumento da sintese de proteinas necessdrias para a formacao dos lipid droplets e VLDL,

como perilipina-2 e a apolipoproteina B100, gerando estruturas desenoveladas que induzem a
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UPR (SHELNESS et al., 1999; LEE, J.-S. et al., 2012). O terceiro € por uma ativacgao direta dos
lipideos, visto que dcidos graxos saturados como o palmitato podem induzir ativagdo da PERK
e IRE1 com delecdes dos dominios luminais de deteccdo de proteinas mal enoveladas
(PROMLEK et al., 2011; VOLMER et al., 2013).

Além de ser induzido pelo acimulo de lipideos no hepatdcito, o estresse do RE tem sido
apresentado como mecanismo mantenedor e de progressao da DHGNA. Dentre 0os mecanismos
envolvidos nesse processo destaca-se a inducdo da lipogénese de novo. Fisiologicamente a
sintese de novo de lipideos € ativada principalmente pela ingestio de carboidratos, que servem
tanto como substrato como estimulo para a liberacdo de insulina, que é o maior indutor da
expressdao de genes lipogénicos. (FERRE e FOUFELLE, 2010; WANG et al., 2015). Esses
efeitos transcricionais da insulina sdo mediados pelo SREBPIlc, cuja atividade, ao nivel pos-
traducional, é determinada pela sua clivagem proteolitica (FERRE e FOUFELLE, 2010).
Diferente da maioria dos fatores de transcricio, SREBPIc reside na membrana do RE em um
complexo com uma proteina de retencdo chamada insulin-induced gene 1 protein (INSIG1),
que ap0s a acao da insulina, se dissocia da SREBP1c. Esta € entdo transportada para o complexo
de Golgi onde € clivada para se tornar ativa (HEGARTY et al., 2005). A SREBP1c madura é
entdo translocada para o niicleo para exercer sua atividade transcricional, aumentando a
expressao das enzimas responsaveis pela sintese de dcidos graxos como a ACC, FAS e SCD1
(XU et al., 2013).

Como explicado anteriormente, a atividade da SREBPIc continua aumentada mesmo
com a diminuicdo da sensibilidade insulinica hepatica (Figura 2). Uma outra explica¢do para
esse paradoxo de aumento da lipogé€nese de novo mesmo com uma resisténcia insulinica
hepitica € o estresse cronico do RE. Primeiramente, isso pode ocorrer porque o estresse do RE
induz diretamente a clivagem da SREPBIlc, ou seja, de uma maneira independente da acdo da
insulina (CNOP et al., 2012). Também foi constatado que esse estresse no figado de
camundongos obesos € inibido pela superexpressio da GRP78, reduzindo a clivagem da
SREBPIc e a expressdao de enzimas lipogé€nicas, o que melhorou a esteatose e a resisténcia
insulinica hepatica (KAMMOUN et al., 2009). O mecanismo pelo qual isso acontece ainda nao
estd completamente elucidado, mas pode envolver a degradacdo da INSIG1 pela ERAD (LEE
e YE, 2004).

A UPR também pode induzir sintese de novo de forma indireta, via ativa¢do da IREI e

PERK. Sobre a IREI, estudos mostram que a XBP1s eleva a expressao de enzimas lipogénicas
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tanto por uma ac¢do direta na regido promotora dos genes dessas enzimas (LEE et al., 2008),
como por estimular o aumento da expressdao da SREBP1c (NING et al., 2011). Por outro lado,
um estudo mais recente demonstra que a superexpressao da XBP1s no figado de camundongos
ob/ob e alimentados com dietas ricas em gordura ou frutose reduz a expressdo de genes
lipogénicos, além de induzir maior oxidagdo lipidica através da ativagdo de autofagossomos no
interior dos lipid droplets (macrolipophagy) (HERREMA et al., 2016). Assim, o que hé de
consensual sobre a agdo da XBP1s no metabolismo lipidico hepético é que ela induz aumento
da exportagdo de triglicerideos (hipertrigliceridemia) (HERREMA et al., 2016), através da
maior formacdo de VLDL pelos aumentos da expressdo e atividade da PDI e MTTP,
respectivamente (WANG et al., 2012).

Sobre a atuagdo da PERK, um estudo demonstra que a delecdo dessa proteina estd
associada a reducdo da lipog€nese de novo em glindulas mamadrias e adipdcitos de
camundongos (BOBROVNIKOVA-MARJON et al.,, 2008). Outros sdo consistentes em
demonstrar que a defosforilacdo da elF2a pela superexpressao da GADD34 (OYADOMARI et
al., 2008) ou a delecao do gene ATF4 (XIAO et al., 2013) protegem o figado de camundongos
contra a esteatose induzida por dieta rica em gordura ou frutose, respectivamente. Além disso,
a ativacdo da via PERK-ATF4 aumenta a expressdao do receptor de VLDL em hepatdcitos, o
que resulta em maior entrada de lipoproteinas para o figado, contribuindo, assim, para a
manutencdo da DHGNA (JO et al., 2013).

Portanto, embora a ativacdo da UPR seja, em um primeiro momento, importante para
diminuir o estresse do RE induzido pelo aumento dos lipideos hepéticos, a nao resolucao desse
maior acimulo de gordura pode exacerbar o estresse do RE de uma maneira a induzir mais
sintese de lipideos, podendo tornar a ativacdo da UPR, no contexto da esteatose hepdtica, um
ciclo vicioso, agravando o quadro da DHGNA pelo estimulo de vias inflamatdrias e apoptoticas

(Figura 4).
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Figura 4. Estresse do reticulo endoplasmatico (RE) e a doenca hepatica gordurosa niao-alcodlica (DHGNA):
um ciclo vicioso. O acimulo de lipideos no hepatécito decorrente da obesidade ou de dietas lipogénicas promove
modifica¢des na composicao da membrana do RE aumentando a razdo fosfatidilcolina (FC):fosfatidiletanolamina
(FE), o que induz estresse do RE por alteracdes na homeostase do Ca®*. A ativagio da unfolded protein response
(UPR) tenta amenizar o actimulo de gordura, mas se a sobrecarga lipidica nao for diminuida, o estresse do RE
torna o processo um ciclo vicioso por estimular lipogénese de novo. Isso contribui para manutencao e progressao
da DHGNA, que pode evoluir para a esteato-hepatite ndo-alcodlica (EHNA), caso esse ciclo ndo seja interrompido.
Fonte: Baiceanu et al. (2016) com modificacdes.

2.5 Tratamento farmacolégico da DHGNA

O manejo da DHGNA, assim como das outras patologias associadas a obesidade, deve
ser focado em mudancas no estilo de vida, principalmente através do consumo de alimentos
com baixos teores de carboidratos simples (sacarose, glicose e frutose) e gordura animal,
associado ao aumento da atividade fisica (CHALASANI et al., 2012). Isso contribui para a
manuten¢do de uma sauddvel distribuicdo da gordura corporal (circunferéncia da cintura < 94
cm em homens e <80 cm em mulheres), cujo actimulo, principalmente na regido abdominal é
fator de risco direto ndo s6 para a esteatose hepatica, mas para as outras desordens cronico-

degenerativas (HAN e LEAN, 2015), como visto no primeiro topico deste trabalho.
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Embora as mudancas no estilo de vida, como destacado anteriormente, permanecam
como primeira linha de tratamento para a DHGNA, a dificuldade de adesdo a longo prazo dos
pacientes para essas mudancas permanecem um desafio que pode ser amenizado pela
participacdo de uma equipe multiprofissional (MONTESI et al., 2016). Além disso, uma
abordagem farmacoldgica muitas vezes poderia auxiliar de forma significativa a terapéutica
dessa doencga, como ocorre no DM?2 e hipertensdo (SOLEYMANI et al., 2016). Entretanto, até
0 momento, ndo hd nenhum farmaco, aprovado pelos 6rgdos de regulamentacio (ex: Food and
Drug Admnistration — FDA, EUA), indicado para o tratamento da DHGNA. No entanto,
estudos clinicos tém avangado na tentativa de validar firmacos que possam ter indicacao
especifica para DHGNA (RINELLA e SANYAL, 2016), sendo os principais abordados abaixo.

A vitamina E apresenta-se como um dos compostos que mais se destacam para o
tratamento dessa patologia hepdtica, visto que ja foi avaliada em dois ensaios clinicos de fase
IIb, sendo um em adultos (SANYAL et al.,, 2010) e o outro em criancas e adolescentes
(LAVINE et al., 2011). Nesses ensaios, o tratamento com 800 Ul por dia de vitamina E por 96
semanas melhorou a histologia hepatica de pacientes com DHGNA sem diabetes, em relacao
ao placebo, embora em nenhum dos dois houve melhora da fibrose dos individuos (SANYAL
et al., 2010; LAVINE et al., 2011). A toxicidade promovido pelo uso a longo prazo dessa
vitamina permanece inconclusivo, uma vez que alguns estudos mostram esse uso associado a
mortalidade (MILLER et al., 2005) e cancer de prostata (LIPPMAN et al., 2009) e outros nao
(YE et al., 2013; CURTIS et al., 2014). Além disso, uma meta-andlise concluiu que essa
vitamina parece possuir acao protetora sobre infartos tromboticos, fato que pode aumentar o
ricos de infartos hemorragicos (SCHURKS et al., 2010). Com isso, os riscos e beneficios da
utilizacdo da vitamina E para o tratamento da EHNA deve ser bem avaliado pelo prescritor e
os pacientes devem ser informados que seu uso € off-label (RINELLA e SANYAL, 2016).

Outro farmaco que apresenta varios ensaios clinico realizado em individuos com
DHGNA ¢ o sensibilizador de insulina pioglitazona, cujo o consumo diério de 30 mg melhorou
as caracteristicas histologicas da EHNA em vérios ensaios clinicos (MAHADY et al., 2011).
Contudo, o uso dessa tiazolidinediona € limitado pelos seus varios efeitos adversos como
osteopenia, aumento do risco de fraturas, retencdo de liquidos, insuficiéncia cardiaca
congestiva, cancer de bexiga e ganho de peso, o qual continua apds o tratamento

(NEUSCHWANDER-TETRI et al., 2003; SANYAL et al., 2010).
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Substancias como a pentoxifilina e os dcidos graxos poli-insaturados 6mega-3 (AGPIn-
3) também devem ser destacados. A primeira apresenta potencial para tratamento da DHGNA,
visto que, em dois estudos pilotos ja realizados, a administracdo de 1200 mg diariamente por
12 meses reduziu a esteatose hepdtica dos pacientes sem efeitos adversos significantes em
relacdo ao placebo (VAN WAGNER et al., 2011; ZEIN et al., 2011). Contudo, ensaios mais
longos e com maior nimero de individuos sdo necessarios para melhor entendimento do seu
potencial contra a DHGNA. De forma diferente, apesar de trabalhos terem demonstrado os
efeitos hipotrigliceridemiante (RAMBJOR et al., 1996; GRIMSGAARD et al., 1997) e de
reducdo da EHNA (PARKER et al., 2012) em humanos tratados com AGPIn-3, em trés ensaios
mais recentes, com 12 meses de duracdo e vérias doses utilizadas, esses dcidos graxos ndo foram
capazes de melhorar a esteatose hepatica dos pacientes (SANYAL et al., 2014; ARGO et al.,
2015; DASARATHY et al., 2015), fazendo com que sua efetividade sobre essa patologia seja
questionada.

Ha algum tempo os &cidos biliares tem se mostrado ndo apenas reguladores da
homeostase lipidica intestinal, mas também capazes de controlar vias lipidicas através de
receptores especificos em outros tecidos, como o hepatico (THOMAS et al., 2008). Por
exemplo, a ativacdo do receptor nuclear de 4cidos biliares farnesoide X (FXR) reduz a
trigliceridemia de camundongos dislipidémicos induzidos por dieta ocidental através da
diminui¢do da lipogénese hepatica (EVANS et al., 2009). Assim, tem se estudado cada vez mais
o uso desses 4cidos para desordens do metabolismo lipidico (LI e CHIANG, 2014). Um
exemplo € o 4cido obeticllico, um semissintético, que em um ensaio piloto a administracdo de
25 ou 50 mg por 6 meses aumentou a sensibilidade insulinica e reduziu marcadores
inflamatérios e de fibrose hepatica em pacientes com EHNA e DM2 (MUDALIAR et al., 2013).
Ademais, em um unico ensaio considerado de fase II, com mais de 140 individuos por grupo,
o tratamento com 25 mg/dia com esse acido biliar durante 18 meses melhorou a EHNA
analisado apds bidpsia do figado, embora tenha havido elevacdo do colesterol-LDL apds o
tratamento (NEUSCHWANDER-TETRI et al., 2015).

Por fim, h4 a liraglutida, andlogo do glucagon-like peptide-1 (GLP-1), que € licenciada
para o tratamento do DM2 associado ao sobrepeso desde 2009 (ARMSTRONG et al., 2016).
Estudos em murinos com EHNA tem demonstrado que tanto essa (MELLS et al., 2012) como
outros andlogos da GLP-1 (LEE, J. et al., 2012; TREVASKIS et al., 2012) melhoram o perfil

lipidico hepético desses animais. Além disso, outros trabalhos reportaram que esses andlogos
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podem agir, in vitro, diretamente em hepatdcitos humanos, reduzindo a esteatose pela
diminui¢do da lipogénese de novo e aumento da oxidacao de 4dcidos graxos (DING et al., 2006;
GUPTA et al., 2010; BEN-SHLOMO et al., 2011). Entretanto, avaliacdes sobre os efeitos
desses compostos sobre figado gorduroso se restringiam a estudos de casos (TUSHUIZEN et
al., 2006; ELLRICHMANN et al., 2009) at¢ ARMSTRONG et al. (2016) realizarem um ensaio
de fase 2, onde o tratamento com injecdes subcutineas de liraglutida (1,8 mg/dia) por 48
semanas reverteu a EHNA de pacientes com sobrepeso em relagdao ao placebo. Contudo, além
desse farmaco ter apresentado efeitos adversos intestinais, ndo fica claro quanto o grau de
reducdo de peso apresentado pelo grupo tratado pode ter contribuido para a melhora do perfil

hepatico dos individuos (ARMSTRONG et al., 2016).

2.6 Syzygium cumini (L.) Skeels e suas potencialidades para o tratamento de desordens

metabolicas

Como visto anteriormente, a busca por agentes farmacolégico que possam ser utilizados
especificamente para tratamento da DHGNA tem avangado, principalmente pelos importantes
efeitos deletérios dessa patologia tanto ao nivel hepético como sist€émico (LONARDO et al.,
2018). Contudo, o risco-beneficio do uso off-lable deve ser bem avaliado pelos prescritores,
visto que os relatos de efeitos adversos também foram frequentes quando da utilizacdo dos
farmacos relatados acima. Além disso, por se tratar de uma desordem multifatorial (BYRNE e
TARGHER, 2015), ha caréncia de estudo mais prolongados, com maior nimero de individuos
e com comorbidades como obesidade e/ou DM?2 presentes. Neste contexto, as plantas
medicinais podem se destacar como uma potencial ferramenta terap€utica que pode atuar em
vdrios alvos a0 mesmo tempo, visto que possuem uma grande variedade de compostos bioativos
com caracteristica quimicas e farmacoldgicas diferentes (MUKHERIJEE et al., 2015).

A familia Myrtaceae compreende em torno de 121 géneros com 3800-5800 espécies de
arbustos e darvores distribuidas principalmente em dreas tropicais e subtropicais
(STEFANELLO et al., 2011). Dentre as vérias espécies dessa familia daremos destaque para
Szyzigium cumini (L.) Skeels (sinonimia: Syzygium jambolanum D.C., Eugenia jambolana
Lam.). Este vegetal € uma 4rvore de grande porte com frutos violetas escuros quando maduros
(Figuras 5A e B), nativa da Indomalasia, mas amplamente cultivada em varios paises da Africa,

Asia e América do Sul (SRIVASTAVA e CHANDRA, 2013). E popularmente conhecida como
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black plum ou jambolan na lingua inglesa, jan ou jamun na India, guayabo pesgua em paises
de lingua espanhola e jamboldo ou jamelao no Brasil (LIM, 2012).

A virias partes de S. cumini sdo amplamente usadas na medicina tradicional para
tratamento de uma grande variedade de desordens. As folhas sdo utilizadas para constipacao,
leucorreia, gastropatias e dermopatias (BHANDARY et al., 1995); as cascas como adstringente,
antihelmintico e carminativo (KUNWAR et al., 2009); os frutos usados no tratamento de
faringites e doencas esplénicas; enquanto as sementes como adstringente e diurético (BALIGA
et al., 2011). Entretanto, o mais propalado uso de S. cumini, sendo comum a todas as partes da
planta € como antidiabético, com estudos que reportam o relato desse uso tradicional na
medicina ocidental hd mais de 100 anos (HELMSTADTER, 2008). Além disso, estudos mais
recentes tém demonstrado a sua utilizagcdo para o tratamento da hiperlipidemia (BRABOZA
DA SILVA et al., 2012) e perda de peso (DICKEL et al., 2007; CERCATO et al., 2015). Por
isso e pela sua grande presenca e uso em nosso pais, S. cumini foi reconhecido pelo Ministério

da Saidde do Brasil como uma espécie relevante no nosso contexto etnofarmacoldgico através

da sua presenca na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS)
(BRASIL, 2009).

Figura 5. Szyzigium cumini (L.) Skeels. A. Imagem de um espécime no campus Dom Delgado da Universidade
Federal do Maranhao (UFMA), Sao Luis, MA. B. Detalhes da folhas e frutos da espécie.
Fonte: prépria.

As potencialidades do S. cumini sobre desordens do metabolismo foram destacadas

recentemente pelo nosso grupo (CHAGAS et al., 2015). Sobre seus efeitos em disturbios da
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homeostase glicEmica, o tratamento com o extrato das sementes rico em flavonoides reduziu a
glicemia e melhorou a tolerdncia a glicose em ratos com diabetes induzidos com
estreptozotocina (STZ) (SHARMA, BALOMAJUMDER, et al., 2008; SHARMA,
VISWANATH, et al., 2008). Esses efeitos podem ser atribuidos tanto ao aumento da atividade
da glicose-6-fosfatase e hexoquinase no figado dos animais STZ, o que aumenta a biossintese
de glicogénio, como por um efeito insulinotrépico nas células-f desses animais, favorecendo a
maior captacdo da glicose periférica (SHARMA, BALOMAJUMDER, et al., 2008). Extratos
das folhas também apresentaram efeitos anti-hiperglicemiantes in vivo (SOARES et al., 2000;
SCHOENFELDER et al., 2010). Entretanto, poucos estudos tentam demonstrar 0s mecanismos
pelos quais as folhas podem promover essas acdes, destacando-se uma avalia¢do in vitro em
que a incubagdo de células musculares L6 com o extrato metandlico das folhas por 24 h
aumentou a captacdo da glicose associado a elevacdo das expressdes do GLUT-4 e
phosphatidylinositol 3-kinase (P13 kinase) (ANANDHARAJAN et al., 2006). Além dessa acdo
inuslin-simile, dado recente do nosso grupo constatou uma acdo insulinagoga do extrato
hidroalcodlico das folhas de S. cumini tanto em ilhotas isoladas de ratos resistentes a insulina
tratados por 30 dias (500 mg/kg/dia), como em células-f humanas INS-1E incubadas por 1 h
com esses extrato (100 pg/mL) (SANCHES et al., 2016).

Nas desordens do metabolismo lipidico, a maioria dos trabalhos se restringem em
avaliar o efeito do S. cumini em ratos diabéticos por STZ, que também apresentam
dislipidemias. Nesses animais, o tratamento com os extratos rico em flavonoides das sementes
(300 mg/kg/ dia, 15 dias) (SHARMA, VISWANATH, et al., 2008), hidroalcodlico da améndoa
da semente (100 mg/kg/dia, 30 dias) (RAVI et al., 2005) e aquoso da polpa dos frutos nas doses
de 100 e 200 mg/kg (REKHA et al., 2008) reduziu as concentragdes séricas de colesterol total
(CT), colesterol-HDL e triglicerideos (TG). A administragdo de uma unica dose (125 mg/kg)
do extrato etandlico das folhas reduziu o CT e TG plasmaticos de ratos diabéticos induzidos
por aloxana (SCHOENFELDER et al., 2010). Além disso, um estudo recente constatou que a
suplementagao com o p6 das sementes (10g/dia) melhorou significativamente a dislipidemia de
pacientes com DM2 a partir do 60° dia de administracdo (SIDANA et al., 2016).

Como essas agdes do S. cumini sobre as dislipidemias muitas vezes sdo consideradas
efeitos secunddrios a sua a¢ao hipoglicemiante, ha poucos estudos que tentam elucidar por quais
mecanismos hipolipemiantes essa espécie esteja agindo. Uma das suposi¢cdes pode ser pelo

possivel aumento da atividade dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma y
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(PPAR-y) e a (PPAR-a) observado em adip6citos 3T3-L1 apds a incubagdo com o extrato rico
em flavonoides das sementes por 24 h (SHARMA, VISWANATH, et al., 2008). Como exposto
anteriormente, o figado é um 6rgdo chave no controle do metabolismo lipidico, entretanto o
unico estudo que avaliou a acdo dessa espécie sobre a lipogénese hepatica foi o nosso, em que
o tratamento com extrato hidroalcodlico rico em polifendis (500 mg/kg) por 30 dias diminuiu
a esteatose hepatica de ratos obesos induzidos pelo L-glutamato monossddico (MSG), sendo,
também, o primeiro estudo que avalia o efeito dessa planta em um modelo de obesidade
(SANCHES et al., 2016).

Como destacado por a CHAGAS et al. (2015), ha numerosos compostos identificados
no S. cumini que podem ser responsdveis por essas acdes sobre as desordens metabdlicas
propaladas acima. Os primeiros que podemos enfatizar sao os flavonoides como a rutina (0,5-
8 mM), que aumenta a secre¢do de insulina em ilhotas de ratos STZ (ESMAEILI et al., 2009);
além de estimular a atividade da hexoquinase e inibir da frutose-1,6-bifosfatase no figado e
musculo de ratos diabéticos STZ, diminuindo a produgdo de glicose por esses tecidos (Figura
6) (PRINCE e KAMALAKKANNAN, 2006). A quercetina também melhora a homeostase
glicémica tanto por uma atividade secretagoga de insulina através da ativacdo dos canais de
célcio tipo-L em células-p pancredtica (Figura 6) (BARDY et al., 2013), como por aumentar a
concentracdo plasmatica de adiponectina em ratos alimentados com dieta rica em gordura, fato
que estd diretamente relacionado a uma maior sensibilidade insulinica periférica observada

nesses animais (WEIN et al., 2010).
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Figura 6. Compostos polifenéis identificados no Syzygium cumini e seus possiveis mecanismos de acdo sobre
a sindrome metabélica. A quercetina e rutina podem diminuir a hiperglicemia pelo estimulo da secre¢do de
insulina através do bloqueio de canais de Ca®* tipo L nas células-p pancreaticas. Além disso, a rutina contribui
através da inibicdo da produgéo hepatica de glicose por aumentar a atividade da hexoquinase e diminui da frutose-
1,6-bifosfatase no figado. A miricetina melhora a sensibilidade insulinica periférica por aumentar a expressio de
GLUT-4 no tecido adiposo branco. Acido gélico, quercetina e rutina diminuem a sintese de colesterol por inibirem
a HMG-CoA redutase hepdtica. Além desses efeitos, a atividade antioxidante caracteristica desses compostos e do
S. cumini pode ser determinante para melhora das alteracdes glicémicas e lipidicas observada na sindrome
metabdlica.

Fonte: Chagas et al. (2015) com modificacdes.

A miricetina, que € um dos mais prevalentes polifenois das folhas de S. cumini
(CHAGAS et al., 2015) pode reduzir a hiperglicemia por aumentar a expressao do GLUT-4
tanto no musculo esquelético como no tecido adiposo branco (Fig. 6) (LIU et al., 2007). Além
disso, ela estimula oxidacdo lipidica hepatica através do aumento da expressdo do receptor
ativado por proliferadores de peroxissoma o (PPAR-a) no figado (CHANG et al., 2012). Outros
polifendis presentes em varias partes dessa espécie como o dcido galico (PUNITHAVATHI et
al., 2011), 4cido elagico (KANNAN e QUINE, 2013) e quercetina (BOK et al., 2002) podem
inibir a 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) redutase hepdtica, enzima limitante da
sintese de colesterol (BIORKHEM et al., 2013) (Figura 6).
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O estresse oxidativo € fator etiolégico e mantenedor de varias patologias, dentro das
desordens metabdlicas, a hiperglicemia e hiperlipidemia decorrente da alimentacdo induzem
desbalango redox, tanto pelo maior vazamento de elétrons mitocondriais decorrente do excesso
de nutrientes como pela ativacao das NADPH oxidase, complexo enziméticos produtor de anion
superdxido (O2-) (SPAHIS et al., 2016). Essa maior producdo de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio diminuem a B-oxidagao lipidica e induzem vias de resisténcia insulinica em todos
os tecidos através da maior ativagdo de quinases de serina/treonina como a JNK e IKKf
(HENRIKSEN et al., 2011). Essas espécies reativas podem, ao mesmo tempo que diminuem a
sensibilidade insulinica, ativar a UPR por alterarem a atividade de chaperonas como a PDI,
podendo, dessa forma, estimular vias lipogénicas, inflamatérias e apoptéticas através do
estresse do RE (ASHRAF e SHEIKH, 2015).

Como visto anteriormente, a espécie S. cumini apresenta uma grande quantidade de
compostos polifendlicos, fazendo com que ela tenha uma elevada capacidade antioxidante. Essa
propriedade ja foi comprovada em varios estudos in vitro através de uma atividade scavenger
de espécies radicalares como o DPPH- e ABTS-*observado com os extratos metandlico
(ESHWARAPPA et al., 2014) e hidroalcodlico (SANCHES et al., 2016) das folhas, e etandlico
das frutas e sementes (AQIL et al., 2012). Avalia¢gdes in vivo também demonstram que o
tratamento com o extrato aquoso das sementes reduziu a peroxidacdo lipidica e aumentou a
atividade de enzimas antioxidantes como glutationa S-transferase, superéxido dismutase e
catalase em camundongos com estresse oxidativo induzido por uretano 7,12-dimetil
benzatraceno (ARUN et al., 2011). O extrato metandlico dos frutos reduziu a formacgdo de
malondialdeido hepéatico e aumentou os niveis de glutationa reduzida em ratos injetados com
ciclofosfamida (TRIPATHI et al., 2013). Com isso, essa acdo de controle do desbalanco redox,
pode ser, em parte, a responsavel pelos efeitos do S. cumini sobre as desordens metabdlicas
(Figura 6).

Entretanto, sdo escassos os estudos que avaliem a ac@o dessa espécie em modelos
experimentais de desordens do metabolismo lipidico como a DHGNA e dislipidemias associado
a obesidade, existindo apenas um trabalho publicado recentemente pelo nosso grupo em que
observamos uma reducdo da lipotoxicidade hepatica e sist€mica de animais obesos MSG
tratados com o extrato hidroalcodlico rico em polifendis das folhas de S. cumini (SANCHES et

al., 2016). Além disso, ndo existe na literatura avalia¢des do efeito dessa planta no controle ou
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modulacdo do estresse do reticulo endoplasmético, que, como vimos, ¢ um importante

mecanismo associado ao surgimento e manutengdo dessas patologias.

3 Objetivos

3.1 Geral

Avaliar os mecanismos de a¢do responsaveis pelos efeitos hipolipemiante e de reversao
da doencga hepdtica gordurosa ndo-alcodlica do extrato hidroalcodlico das folhas de Syzygium

cumini (EHSc) em roedores obesos-MSG.

3.2 Especificos

Verificar se o tratamento com o EHSc promove alteracdes morfométricas em roedores
obesos-MSG;

Avaliar a atividade lipolitica do tecido adiposo branco desses roedores obesos tratados
com EHSc;

Investigar o efeito do tratamento com EHSc sobre a morfologia e conteudo lipidico do
figado desses roedores obesos;

Avaliar o efeito de uma unica administragdo do EHSc sobre a hipertrigliceridemia
aguda;

Determinar os perfis lipidico, lipoprotéicos, gliceémicos e de resisténcia insulinica dos
animais obesos tratados com o EHSc;

Verificar o efeito do tratamento com esse extrato sobre a expressdo de fatores de
transcricdo, enzimas e proteinas reguladoras de vias de sintese e exportagdo de lipideos
hepaticos;

Avaliar a expressao hepdtica de marcadores do estresse do reticulo endoplasmatico dos

animais obesos-MSG tratados com EHSc.

4 Resultados

4.1 Artigos publicados durante o doutorado
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Abstract

Background/Aims: Syzygium cumini has been traditionally used for the treatment of metabolic
syndrome associated disorders. In a previous report, we described the anti-hypertriglyceridemic
effect of a polyphenol-rich extract of S. cumini leaf (HESc) in monosodium L-glutamate (MSG)
obese rats. Thus, the present work sought to investigate the molecular mechanism underlying
that effect. Methods: MSG obese Wistar rats were orally treated with HESc (0.5 or 1.0
g/kg/day) or saline solution (0.1 ml/100 g/day) for 8 weeks. Moreover, acute effects of HESc
on Triton WR1339-induced hypertriglyceridemic Wistar rats were also assessed. Results:
HESc decelerated weight gain without altering food intake of obese rats. HESc also decreased
fasting serum levels of glucose, total cholesterol, triglyceride and free fatty acids, as well as
insulin resistance index TyG. Fast protein liquid chromatogaphy analysis showed that HESc
halved triglyceride content into very low-density lipoprotein particles, as well as restored liver
steatosis on obese rats. Hepatic protein expression of the endoplasmic reticulum chaperone
GRP 94 was decreased. HESc downregulated triglyceride secretion pathway by reducing the
splicing of X-box binding protein 1 (XBP-1s), as well as expression of protein disulfide
isomerase (PDI) and microsomal triglyceride-transfer protein (MTP). This action was further
corroborated by the acute inhibitory effect of HESc on triglyceride accumulation on Triton
WR1339-treated rats. Conclusion: Our data support the downregulation of XBP-1s/PDI/MTP
axis as a feasible mechanism for the anti-hypertriglyceridemic effect promoted by the

polyphenolic phytocomplex within S. cumini leaf.

Keywords: Syzygium cumini, Endoplasmic reticulum stress, hypertriglyceridemia, liver,

jambolan, microsomal triglyceride-transfer protein.
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4.2.1 Introduction

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is considered the main hepatic manifestation
of metabolic syndrome (MetS) [1]. Under MetS, white adipose tissue hypertrophy causes local
insulin resistance that, in turn, increases adipocyte lipolytic activity and decreases free fatty
acids (FFA) recycling, raising serum FFA levels. Increased FFA uptake by hepatocytes leads
to ectopic fat accumulation and lipotoxicity due to the limited liver capacity to oxidize and/or
export FFA excess [2]. Hyperinsulinemia additionally imposes de novo lipogenesis oversizing
hepatic fat accumulation, an outcome partially compensated by increased triglycerides (TG)
secretion via very low-density lipoprotein (VLDL) particles, but that ultimately leads to
hypertriglyceridemia [3]. Hypertriglyceridemia is an independent risk factor for cardiovascular
diseases, which are the leading cause of morbimortality worldwide [4].

Despite the abovementioned processes, molecular mechanisms involved in MetS-
related NAFLD and hypertriglyceridemia remains unclear. Recently, endoplasmic reticulum
(ER) stress has been shown to play an important role mainly related to the unfolded protein
response (UPR) that occurs when ER capacity to properly fold nascent proteins becomes
overloaded and causes malformed proteins accumulate within the lumen [5]. The latter elicits
inositol-requiring enzyme la (IRE-1a) phosphorylation and subsequent splicing of X-box
binding protein 1 (XBP-1) mRNA to render the spliced XBP-1 (XBP-1s), a transcription factor
importantly involved in the reestablishment of ER homeostasis during UPR [6]. Several studies
conducted by us and others have consistently demonstrated the importance of the IRE1a/XBP-
1s pathway in the control of hepatic lipid metabolism, through both lipogenesis induction [7, 8]
and stimulation of TG secretion via activation of microsomal triglyceride-transfer protein
(MTP) and protein disulfide isomerase (PDI) expression in hepatocytes [9, 10]. Hence, this
XBP-1s/PDI/MTP axis has emerged as a potential therapeutic target for the treatment of lipid
metabolism disorders, specially hypertriglyceridemia [11].

Syzygium cumini (L.) Skeels (syn: S. jambolanum D.C., Eugenia jambolana Lam.) is an
Indian native tree from Myrtaceae family widely cultivated throughout the world and popularly
known as jamboldo, jambolan, java plum or black plum [12]. S. cumini is traditionally used to
treat a variety of illnesses, most of them already validated by pharmacological studies, including
those related to MetS such as inflammation [13], type Il diabetes mellitus [ 14], weight loss [15],
hyperlipidemia [16] and oxidative stress [17]. Recently, we showed that the polyphenol-rich

hydroethanolic extract of S. cumini leaf (HESc) improved the metabolic profile of monosodium
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L-glutamate (MSG)-induced obese rats, specially by reverting TG accumulation in both liver
and serum. These effects were related to the improvement of peripheral insulin sensitivity and
insulin secretion modulation, pharmacological properties ascribed to the polyphenolic
phytocomplex within HESc, which is mainly composed by myricetin derivatives, as well as
other flavonoids and tannins [18].

The ethnopharmacological relevance of S. cumini has been recognized by the Brazilian
Ministry of Health, which included it in the National Index of Medicinal Plants of Interest to
the Unified Health System, acronymically RENISUS [19]. Accordingly, we have recently
highlighted the therapeutic potential of several parts of S. cumini for the treatment of
cardiometabolic disorders [20]. Thus, taking into account our previous reports that
hypertriglyceridemia in MSG-obese rats is associated to activation of the XBP-1s/PDI/MTP
axis [9] and that HESc reverted their characteristic NAFLD and hypertriglyceridemia [18], in
the present study we sought to investigate the molecular mechanisms underlying the anti-

hypertriglyceridemic activity of HESc in MSG-obese rats.

4.2.2 Materials and Methods

4.2.2.1 Plant material and polyphenol-rich hydroethanolic extract preparation

S. cumini leaves were collected from specimens located in the Dom Delgado Campus
(2°33711.77°S 44°18722.7""W) of the Federal University of Maranhao (Universidade Federal do
Maranhiao — UFMA; S3o Luis, Maranhdo, Brazil). An exsiccated sample of the plant species
was 1dentified by Prof. Dr. Eduardo Bezerra Almeida Jr., botanist at the Herbarium of Maranhao
(MAR), and stored under the register number 4574. After collection, HESc was obtained as
previously described [18]. Upon lyophilization, HESc powder was freshly resuspended in 0.9%
NaCl at proper concentrations for administration to the animals. Polyphenolic composition of
HESc has been previously characterized [18] and the main compounds identified by HPLC-
MS/MS are shown in Figure 1.
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Figure 1. Main phenolic compounds identified in polyphenol-rich extract of Syzygium cumini
leaves (HESc). (A) Tetragalloylglucose, (B) hexahydroxydiphenoyl-glucose, (C) quercetin, (D)
myricetin deoxyhexoside and (E) acylated myricetin deoxyhexoside.

4.2.2.2 MSG-obesity induction and experimental design

Newborn male Wistar rats were subcutaneously injected with the MSG solution (4
g/kg/day, Sigma-Aldrich, USA, Cat# G1626) or equimolar saline solution (0.1 mL/kg/day)
accordingly to our previous report [9]. From birth, all animals were kept under controlled
conditions of temperature (23 + 2°C) and light (12 h light/12 h dark) with filtered water and
regular chow (Nuvilab CR-1, Brasil) provided ad libitum. At 8 weeks of age, obesity
development was assessed by calculating the Lee index (LI) [body weight (g)!”*/naso-anal
length (cm) x 1000] [21]. MSG obese rats and their appropriated lean controls were randomized
and divided into 4 groups, as follows: Lean: lean rats receiving 0.1 mL/kg/day saline solution

(n="7); Obese: MSG-obese rats receiving 0.1 mL/kg/day saline solution (n = 7); Obese+HESc
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0.5: MSG-obese rats receiving 0.5 g/kg/day HESc (n = 7); Obese+HESc 1.0: MSG-obese rats
receiving 1.0 g/kg/day HESc (n = 7).

Body weight and food intake were measured twice a week throughout 8 weeks of
treatment. At the end, the LI was again calculated to evaluate the effects of the treatment on
body mass. Next, upon overnight fasting, animals were anesthetized for blood collection via
abdominal aorta puncture, followed by euthanasia by exsanguination. The liver and both
retroperitoneal and periepididymal fat pads were collected and weighed for morphometric
evaluation and other analyses. All protocols were approved by the Ethics Committee on Animal
Use (CEUA) of the Federal University of Maranh@o under ruling number 23115.01983/2013-
41 (ANEXO E).

4.2.2.3 Serum biochemical analysis and assessment of insulin resistance

Glucose, total cholesterol (TC), TG, FFA, aspartate aminotransferase (AST) and alanine
aminotransferase (ALT) levels were assessed in serum samples using spectrophotometric
commercial kits according to manufacturers’ instructions (Labtest, MG, Brazil and Wako, VA,
USA). Insulin resistance was inferred by calculating the TyG index (TyG = Ln [fasting TG
(mg/dL) x fasting GL (mg/dL)/2]) [22].

4.2.2.4 Liver histological analysis

Liver slides stained with hematoxylin-eosin (HE) were assessed for determination of the
NAFLD activity score (NAS), where 2 independent researchers performed a double-blind

analysis of the degrees of steatosis, hepatocellular ballooning and lobular inflammation [23].

4.2.2.5 Liver lipid profile

The hepatic lipid profile was assessed as previously described [24]. Briefly, a
chloroform:methanol (2:1) solution was used to extract total fat from 500 mg liver samples,
which were resuspended in a Triton-X100:Methanol (2:1) solution for measurement of TG and

TC levels as described in section 2.3.
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4.2.2.6 Chromatographic analysis of serum lipoproteins

Serum lipoproteins were separated by fast protein liquid chromatography (FPLC) in a
Superose 6 HR 10/30 column (Amersham Biosciences, Sweden) under constant Tris buffer
flow at a rate of 0.5 ml/min (pH 7.0; 10 mmol Tris, 150 mmol NaCl, 1 M EDTA and 0.03 %
NaN3). A total of 60 fractions were collected in a chronological order representing the density
of each lipoprotein particle. Specifically, fractions 1 — 15 were labeled as VLDL, 16 — 30 were
labeled as low-density lipoprotein (LDL), 31 — 45 were labeled as high-density lipoprotein
(HDL), and 45 — 60 were labeled as other serum proteins. TC and TG contents in each fraction
were measured as described in section 2.3. Total protein content was determined from

absorbance at 280 nm [25].

4.2.2.7 Evaluation of protein expression by western blotting

Liver samples were homogenized by sonication with lysis buffer containing protease
inhibitors (1 pg/ml aprotinin, 1 pg/ml leupeptin and 10 mM PMSF). For each sample, 30 pg of
total protein was diluted with sample buffer and eluted into a SDS-PAGE gel for protein
separation, which were transferred to nitrocellulose membranes. For detection of the proteins
of interest, membranes were incubated with primary antibodies: anti-KDEL (Enzo Life
Sciences, USA, Cat# ADI-SPA-827), anti-XBP1 (Enzo Life Sciences, USA, Cat#ADI-905-
739), anti-PDI (Enzo Life Sciences, USA, Cat# ADI-SPA-891) and anti-MTP (Sigma-Aldrich,
USA, Cat# AV43618), followed by incubation with peroxidase-conjugated secondary

antibodies for chemiluminescent detection (peroxidase-H>O»-luminol).

4.2.2.8 Induction of acute hypertriglyceridemia with Triton WR1339

3 months-old male non-obese Wistar rats were randomized and received a single oral
dose of 0.9% NaCl (0.1 ml/100 g) or either 0.5 g/kg or 1.0 g/kg HESc. After 1-hour, rats treated
with HESc were injected with 0.3 g/kg Triton WR1339 (Sigma-Aldrich, USA, Cat# T8761)
intraperitoneally, and the groups referred as +HESc 0.5 g/kg and +HESc 1.0 g/kg (n = 7 per
group). Saline-treated rats were injected with either equal Triton WR1339 dose (Triton

WR1339 group, n =7) or 0.9% NaCl (0.1 ml/100 g; Basal group, n = 7). Blood samples were
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collected from tail vein before (0 h) as well as 24, 48 and 72 h after administration of Triton

WR1339 for the determination of TG levels [26].

4.2.2.9 Statistical analysis

Results are expressed as the mean + standard error of the mean (SEM). The normality
of data was ensured by Shapiro-Wilk test. The groups were compared by one-way analysis of
variance (ANOVA) followed by Newman-Keuls as post-test with Prism 7.0 (GraphPad, USA).

Statistically significant differences were set at 5% with p < 0.05.

4.2.3 Results

4.2.3.1 HESc reduces adipose tissue accumulation in obese rats

Lean group had higher mean body weight than obese groups throughout the 8-weeks
treatment period (Figure 2A), as peculiarly shown for this animal model. However, MSG-obese
rats presented a LI value c.a. 11% higher than lean group (Figure 2C), accompanied by a 4-fold
increase of retroperitoneal and periepididymal fat pads (Figures 2D and 2E, respectively),
denoting their obese condition. HESc treatment (0.5 and 1.0 g/kg/day) reduced the weight gain
of obese rats by 15% regardless of the administered dose (Figure 2A), though no effect had
been detected on food intake (Figure 2B). Besides, LI was reduced by 7% and 10% in the
obese+HESc 0.5 and obese+HESc 1.0 groups, respectively (Figure 2C). Weight loss was
followed by strong decrease of white adipose tissue accumulation, since retroperitoneal and
periepididymal fat pads were respectively reduced by nearly 47% and 40% despite the dose.
(Figures 2D and 2E).
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Figure 2. Administration of polyphenol-rich extract of Syzygium cumini leaves (HESc) reduces
fat accumulation in obese rats. (A) Evolution of body weight. (B) Daily food intake. (C) Lee
index before and after 8-weeks treatment. (D) Retroperitoneal fat. (E) Periepididymal fat. Lean:
control group. Obese: obese group. Obese+HESc 0.5: obese animals treated with 0.5 g/kg of
HESc. Obese+HESc 1.0: obese animals treated with 1.0 g/kg of HESc. Results are expressed
as mean + SEM (n = 7 per group). Letters indicate differences (p < 0.05; ANOVA; Newman-
Keuls) as compared to *Lean; bObese and ‘Obese+HESc 0.5.

4.2.3.2 HESc improves serum glycolipid profile in obese rats

At the end of treatment, obese rats presented serum fasting glucose levels 2-fold higher
than lean ones, which was dose-dependently reduced by 27% and 43% in the obese+HESc 0.5
and obese+HESc 1.0 groups, respectively (Figure 3A). TC and TG levels of HESc-treated
groups were completely restored despite the dose (Figures 3B and 3C). HESc also reduced the
circulating FFA levels in a dose-dependent manner by 23% and 49% in the obese groups treated
with doses of 0.5 and 1.0 g/kg, respectively (Figure 3D). TyG index was used as a surrogate
method for insulin sensitivity assessment. Data in Figure 3E indicates higher insulin resistance

in obese group, which was abolished in HESc-treated obese animals.
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Figure 3. Administration of polyphenol-rich extract of Syzygium cumini leaves (HESc)
improves glucose homeostasis and serum lipid profile in obese rats. (A) Fasting glucose.(B)
Total cholesterol. (C) Triglycerides. (D) Free fatty acids. (E) TyG index. Lean: control group.
Obese: obese group. Obese+HESc 0.5: obese animals treated with 0.5 g/kg of HESc.
Obese+HESc 1.0: obese animals treated with 1.0 g/kg of HESc. Results are expressed as mean
+ SEM (n = 7 per group). Letters indicate differences (p < 0.05; ANOVA; Newman-Keuls)
with respect to *Lean; ®Obese and “Obese+HESc 0.5.

4.2.3.3 HESc reverts NAFLD and improves liver function in obese rats

As shown in Figure 4, NAS score for obese animals supported the presence of hepatic
steatosis, cell ballooning and suggested low-grade inflammation, putting these animals in an
intermediate way toward non-alcoholic steatohepatitis (NASH). However, the administration
of HESc reverted these features in both groups. Noteworthy, obese+HESc 1.0 animals did not
score in any assessed parameters. Histological analysis was corroborated by data from liver
lipid profile. Even though no difference had been seen in the livers’ relative weights (Figure
5A), total fat content was increased by nearly 50% in the obese group, as compared to lean.
Again, HESc reduced such accumulation by 13% in obese+HESc 0.5 and 27% in obese+HESc
1.0 (Figure 5B). Alike, TG levels were strongly increased by 76% in obese animals as compared
to lean controls, but backward reduced by 44% and 57% in the obese+HESc 0.5 and
obese+HESc 1.0 groups, respectively (Figure 5D). No difference was observed in liver

cholesterol content among groups (Figure 5C). To evaluate at which extent this fat
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accumulation impaired liver function, the activities of AST and ALT were assessed. As Figure
SE shows, there was a 60% increase in AST activity in obese rats compared to lean controls,
whereas HESc reduced its activity by nearly 35% at both doses. On the other hand, there was

no change in ALT activity among groups (Figure 5F).

NAFLD Obese+HESc Obese+HESc

score Lean Obeps 0.5 1.0
Inflammation 0+0 0.25+0.25 0.14+0.14 0+0
Steatosis 0+0 1.25+0.252 0.14 £0.14° 0=x0P
Ballooning 0+0 1.25+0.252 0.14 £0.14° 0+0°
Total 0+0 2.75+0.75° 0.42+0.42b 0=0°

Figure 4. Administration of polyphenol-rich extract of Syzygium cumini leaves (HESc) reverses
non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) in obese rats. Analysis of liver histology with
hematoxylin and eosin [23]. Lean: control group. Obese: obese group. Obese+HESc 0.5: obese
animals treated with 0.5 g/kg of HESc. Obese+HESc 1.0: obese animals treated with 1.0 g/kg
of HESc. Results are expressed as the mean £ SEM (n = 7 per group). Letters indicate
differences (p < 0.05; ANOVA; Newman-Keuls) with respect to “Lean and "Obese.
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Figure 5. Administration of polyphenol-rich extract of Syzygium cumini leaves (HESc)
improves lipid profile and liver function of obese rats. (A) Liver weight. (B) Total liver fat. (C)
Hepatic cholesterol. (D) Hepatic triglycerides. (E) Serum aspartate aminotransferase (AST). (F)
Serum alanine aminotransferase (ALT). Lean: control group. Obese: obese group. Obese+HESc
0.5: obese animals treated with 0.5 g/kg of HESc. Obese+HESc 1.0: obese animals treated with
1.0 g/kg of HESc. Results are expressed as the mean + SEM (n =7 per group). Letters indicate
differences (p < 0.05; ANOVA; Newman-Keuls) with respect to *“L.ean and ®Obese.

4.2.3.4 HESc reduces TG content in VLDL particles from obese rats

FPLC analysis of serum samples showed that non-lipoprotein particle-bound protein
content (fractions 45 — 60) of obese animals was 48% higher than in lean animals, which was
fully restored in the animals treated with HESc (Figure 6A). In fractions corresponding to HDL
particles (fractions 30 — 45), protein content was 30% lower in obese animals as compared with
lean animals, whereas treatment with HESc at 0.5 and 1.0 g/kg increased these levels in 30%
and 72%, respectively, in comparison with the former (Figure 6A). Likewise, cholesterol
content in HDL fractions from obese group exhibited 36% higher levels than lean group. HESc
treatment did not change cholesterol content in HDL particles, but restored it in VLDL particles
(fractions 1 — 15; Figure 6B). Noteworthy, VLDL particles from obese rats contained 3-fold
more TG levels than those lean controls. HESc dropped down these levels by nearly 50% in
both treated groups (Figure 6C).
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Figure 6. Administration of polyphenol-rich extracts of Syzygium cumini leaves (HESc)
reduces triglyceride content in VLDL particles of obese rats. (A) Protein content of high-
(HDL), low-(LDL) and very low-density lipoprotein (VLDL). (B) Cholesterol content of
lipoproteins. (C) Triglyceride content of lipoproteins. Lean: control group. Obese: obese group.
Obese+HESc 0.5: obese animals treated with 0.5 g/kg of HESc. Obese+HESc 1.0: obese
animals treated with 1.0 g/kg of HESc. Results are expressed as the mean absorbance of fast
protein liquid chromatography (FPLC) (n = 7 per group).

4.2.3.5 HESc reduces ER stress in the liver of obese rats

Measurement of protein levels of KDEL chaperones, which are involved in hepatic
UPR, exhibited a 3-fold increase for GRP94 in obese rats as compared to lean. HESc treatment
reduced this protein expression by 27% and 33% at doses of 0.5 and 1.0 g/kg, respectively. On
the other hand, GRP78 expression was increased by 83% in obese group, but only marginally
reduced in HESc treated animals, since difference did not reach statistically significant values.

Likewise, there was no difference in calreticulin expression among groups (Figure 7).
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Figure 7. Administration of polyphenol-rich extracts of Syzygium cumini leaves (HESc)
attenuates endoplasmic reticulum stress in the livers of obese rats. Protein expression was
determined by western blotting. (A) Glucose response protein 94 (GRP94). (B) Glucose
response protein 78 (GRP78). (C) Calreticulin. Lean: control group. Obese: obese group.
Obese+HESc 0.5: obese animals treated with 0.5 g/kg of HESc. Obese+HESc 1.0: obese
animals treated with 1.0 g/kg of HESc. Lean: control group. Densitometry results are expressed
as the mean + SEM (n =4 per group). Letters indicate differences (p < 0.05; ANOVA; Newman-
Keuls) with respect to “Lean and "Obese.

4.2.3.6 HESc inhibits the XBP-1s/PDI/MTP axis

Assessment of XBP-1 protein expression for both spliced (XBP-1s) and unspliced
(XBP-1u) forms revealed a 2.5-fold higher splicing rates in obese rats than in lean controls.
This increase was reduced to values very much alike to lean group upon treatment with both
doses of HESc (Figure 8A). PDI expression was increased by 52% in non-treated obese animals,
but brought back to intermediate levels in obese+HESc 1.0 group, with a reduction of 21%
(Figure 8B). Similarly, MTP expression was 2-fold higher in obese group and reduced to lean-

like levels in animals from obese+HESc 1.0 group (Figure 8C). In order to further verify the
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effect of HESc on MTP function, this enzyme’s activity was assessed in non-obese rats acutely
injected with Triton WRI1339, which is a well-known model of MTP-mediated
hypertriglyceridemia [26]. Oral administration of HESc, at the same abovementioned doses, 1-
hour prior induction reduced serum TG accumulation within 24 h, as well as hastened its
clearance in the following 48 h (Figure 9), which is in line with a lower rate of VLDL particles

assembly and secretion from the liver.
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Figure 8. The administration of polyphenol-rich extracts of Syzygium cumini leaves (HESc)
inhibits the XBP-1s/PDI/MTP pathway in the livers of obese rats. Protein expression was
determined by western blotting. (A) X-box binding protein 1 (XBP-1). (B) Protein disulfide
isomerase (PDI). (C) Microsomal triglyceride-transfer protein (MTP). Lean: control group.
Obese 0: obese group. Obese+HESc 0.5: obese animals treated with 0.5 g/kg of HESc.
Obese+HESc 1.0: obese animals treated with 1.0 g/kg of HESc. Densitometry results are
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expressed as the mean = SEM (n =4 per group). Letters indicate differences (p < 0.05; ANOVA;
Newman-Keuls) with respect to *Lean and "Obese.
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Figure 9. The administration of polyphenol-rich extracts of Syzygium cumini leaves (HESc)
reduces the export of liver triglycerides in rats with Triton WR 1339-induced acute
hypertriglyceridemia. Acute hypertriglyceridemia was induced by an intraperitoneal injection
of Triton WR 1339 (0.3 g/kg) 1 hour after a single dose of HESc was administered, and the rats
were monitored for 72 h. Basal: control group. Triton WR 1339: hypertriglyceridemic group.
+HESc 0.5: hypertriglyceridemic group treated with 0.5 g/kg of HESc. +HESc 1.0:
hypertriglyceridemic group treated with 1.0 g/kg of HESc. Results are expressed as the mean +
SEM (n = 7 per group). Letters indicate differences (p < 0.05; ANOVA; Newman-Keuls) with
respect to “Lean and *Obese.

4.2.4 Discussion

This study strengthens S. cumini pharmacological potentialities since it corroborates our
previous report that HESc restores serum TG levels in hypertriglyceridemic MSG-obese rats
[18]. Data herein presented expand these findings by showing that oral administration of HESc
to MSG-obese rats for 8 weeks retains weight gain, improves fatty liver disease and reverts
hypertriglyceridemia, besides other metabolic outcomes typically found in this MetS rodent

model. Specifically, this study shows that HESc dually inhibited hepatic MTP expression and
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activity by downregulation of XBP-1s/PDI/MTP axis, decreasing incorporation of TG into
VLDL particles and consequently lowering circulating TG levels.

Neonatal administration of MSG damages hypothalamic nuclei, e.g. arcuate nucleus,
leading to impaired growth hormone secretion, therefore adult animals are shorter but fatter
than age-mated controls [27]. Furthermore, these animals also exhibit autonomic unbalance
characterized by enhanced vagus nerve tonus, which imposes increased insulin secretion and
consequent development of peripheral insulin resistance and elevation of fat stores [28]. In this
study, treatment with HESc reduced body weight gain in obese rats, but did not affect their food
intake. Although an extract from S. cumini leaf had been shown to decrease food intake on non-
obese rats [29], the lower weight gain displayed by our treated obese rats is most likely related
to the lipolytic action of HESc, as we had previously described [18]. HESc is particularly rich
in tetragalloylglucose (Figure 1A), gallotannin whose lipolytic effects have been ascribed to the
modulation of proliferative peroxisome-activated receptor gamma (PPARY) [30], a mechanism
shared by the compound vitalbosine A isolated from S. cumini seed [31].

Besides anti-obesity effects, HESc also improved serum lipid profile of obese rats.
Particularly, it reverted the remarkable hypertriglyceridemia peculiarly displayed by MSG-
obese rats [9], an effect further extensive to serum total cholesterol and FFA levels. In
accordance with that, TG content into VLDL particles from HESc-treated obese rats was halved
in comparison to non-treated obese animals. HESc also reduced the excessive ectopic liver fat
in obese rats, an effect centered on TG but not cholesterol content. This lipid-lowering effect
of HESc seems to be responsible for the complete restoration of the hepatic histopathological
pattern of obese rats, whose NAS score was brought back to values very similar to lean healthy
animals. These effects might be related to improved hepatic insulin sensitivity promoted by
HESc, which is further supported by the reduced TyG index value found in treated obese
animals. Importantly, TyG index has been proposed as a biomarker of NAFLD initiation and
progression even in asymptomatic subjects [32].

Studies carried out with S. cumini seed extract in HepG2 cells [33] and livers from
streptozotocin-induced diabetic rats [34] have attributed its hypolipidemic effect to increased
PPARy activity and expression. Myricetin (Figure 1D,E), the most prevalent flavonoid in HESc
[18], has been shown to improve insulin sensitivity [35] and promote hepatic lipid oxidation by
increasing PPARa expression in the liver [36]. Despite the extensive knowledge on S. cumini

effects on PPARy/a pathways, we hypothesized that the polyphenols gathered up into HESc
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phytocomplex would interfere with a different pathway, since our previous report showed that
MSG-obese rats presented upregulation of XBP-1s/PDI/MTP axis as a plausive mechanism for
its hypertriglyceridemia [9].

In the past decade, hepatic ER stress has been proposed as a main contributing factor
for NAFLD onset and progression, as well as MetS-associated dyslipidemias [5, 37]. Initial
UPR is characterized by elevated gene/protein expression of the KDEL chaperones, namely
glucose-regulated protein 94 (GRP94), GRP78 and calreticulin, to mitigate protein misfolding
and reestablish ER homeostasis within a negative feedback loop [37]. Our obese rats showed
an expressive increase of hepatic GRP94 and GRP78 expression, denoting active UPR, which
was partially attenuated in HESc-treated obese rats. Many actions of HESc, such as improved
insulin sensitivity and lower FFA circulating levels, might be involved in this effect since it has
been shown that increased serum FFA levels might induce hepatic ER stress [38].

Studies have demonstrated that IRE10/XBP-1s pathway is the most conserved arm of
UPR [39], which is importantly involved in the control of glucose homeostasis and lipid
metabolism [7, 8]. Regardless of a recent discussion about its lipogenic [8] or anti-lipogenic
role [40] in the liver, it is well established that XBP-1s acts as a hypertriglyceridemic factor
[40, 41]. XBP-1s activates the expression of MTP and its active subunit PDI, which favors the
incorporation of TG into nascent VLDL particles [10]. In a previous report, we showed that
XBP-1/PDI/MTP axis is overexpressed in MSG-obese rats, leading to elevated TG content into
VLDL particles and hypertriglyceridemia [9]. Here, HESc downregulated this pathway, since
obese-treated animals presented lower splicing of XBP1s along with lesser expression of both
PDI and MTP in comparison to obese non-treated rats. Inhibitory effects of HESc on XBP-
1/PDI/MTP axis were further supported by its acute action on Triton WR1339-induced
hypertriglyceridemic rats, which not only reduced total TG accumulation in 24 h, but also
hastened its clearance. To the best of our knowledge, this is the first study to describe a feasible
anti-hypertriglyceridemic mechanism for S. cumini.

Several studies have demonstrated the effects of polyphenol-rich extracts or
polyphenols per se on ER stress pathways. Pre-incubation of polyphenol-rich extract of Vitis
rotundifolia has been shown to inhibit thapsigargin-induced ER stress in human retinal
endothelial cells [42]. Administration of polyphenol-rich extracts from pomegranate and green
tea, for 20 weeks, to high-fat diet obese mice attenuated UPR activation in the skeletal muscle

by reducing gene expression of GRP78 and XBP1 splicing [43], an action also described for
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kaempferol in ischemic cardiomiocytes [44] and for apigenin in neuronal cells with ER stress
induced by thapsigargin or brefeldin A [45]. Notwithstanding, since oxidative stress is enrolled
as UPR inducer [46], polyphenols contained in HESc would also attenuate ER stress by
reestablishing cellular redox balance in the liver of our treated MSG-obese rats, an obesity
model whose oxidative stress has already been characterized [47, 48]. However, future studies
must specifically address this issue, as well as, assess the effects of isolated compounds in order
to identify the suitable responsible for the present mechanism.

In conclusion, data herein presented reinforce the prominent cardiometabolic properties
of S. cumini leaf. The recovery of normal serum TG levels on HESc-treated obese rats discloses
a new pharmacological usage for this species, via inhibition of hepatic assembly and secretion
of VLDL particles. Hepatic MTP inhibitors have been considered important agents to treat
familial dyslipidemia, as that seen in abetalipoproteinemia, but whose clinical utility has been
restricted by their potential to induce hepatic steatosis [49, 50]. Noteworthy, besides its anti-
hypertriglyceridemic property, HESc also restored the hepatic histopathological pattern of
obese rats. This secondary, but not less important, property is probably associated to the
aforementioned anti-lipogenic effect of S. cumini via PPARy/a pathways, which must be
addressed in future studies. Finally, this joint action further emphasizes the pharmacological
potentialities of polyphenolic compounds contained into HESc as a multi-target phytocomplex

against MetS-derived metabolic disturbances.
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4.3 CAPITULO II - Extrato rico em polifendis das folhas de Syzygium cumini melhora o
metabolismo lipidico hepatico de camundongos obesos MSG: Ac¢iao conjunta sobre a
resisténcia insulinica e o estresse do reticulo endoplasmatico

Polyphenol-rich extract of Syzygium cumini leaf improves hepatic lipid metabolism in MSG-

obese mice: Joint action on insulin resistance and endoplasmic reticulum stress
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Resumo

A doenga hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) estd presente em mais de 80% dos
pacientes obesos e € preditor direto de doengas cardiovasculares. A resisténcia insulinica e o
estresse do reticulo endoplasmédtico (RE) no figado sdo responsdveis pela manutengdo da
DHGNA, fazendo com que a lipogénese de novo hepatica se torne um ciclo vicioso. Resultados
recentes do nosso grupo demonstraram que o extrato hidroalcodlico rico em polifenois das
folhas de S. cumini (EHSc) reverte a DHGNA de ratos com obesidade induzida por L-glutamato
monossddico (MSG). Assim, este trabalho teve como objetivo investigar o efeito do EHSc
sobre vias do metabolismo lipidico e do estresse do RE no figado de camundongos obesos-
MSG. Camundongos obesos-MSG foram tratados por 4 semanas com o EHSc (0,5 g/kg; v.o.;
Obeso+EHSc), enquanto outros obesos-MSG (Obeso) e controles magros (Magro) receberam
salina (0,1 ml/10g). Peso corporal, consumo e eficiéncia alimentares e indice de Lee (IL) foram
avaliados durante o tratamento. Ao fim do tratamento, testes de tolerancia a glicose (TOTG) e
insulina (TTI) foram realizados. Sangue, tecidos adiposos brancos (TAB) e figado foram
coletados durante a eutandsia dos animais. Os niveis séricos de glicose (GL), triacilglicerdis
(TAG), colesterol total (CT), acidos graxos livres (AGL) e insulina foram determinados e
usados para o calculo dos indices HOMA e TyG. O TAB foi pesado e sua atividade lipolitica
avaliada. Amostras de figado foram utilizadas para determinacdes do contetdo lipidico e
expressdo génica de marcadores associados a sintese (SREBP-1c, PPARs, FAS, SCDI e
DGAT?2) e exportagdo de TAG (ApoB, PDI e MTTP), bem como ao estresse do RE (GR78,
ATF6, IREla, PERK, NRF2 e CHOP). EHSc reduziu o peso corporal (12 %), IL (6 %) e TAB
(20 %) quando comparado aos camundongos obesos nao tratados. Os niveis de GL, TAG,
insulina e AGL foram diminuidos em 38, 37, 29 e 30 %, respectivamente. EHSc melhorou a
sensibilidade insulinica pela redu¢do de ambos os indices HOMA-IR (66 %) e TyG (9 %), ao
mesmo tempo que aumentou o KITT (87 %). O EHSc aumentou a atividade lipolitica do TAB
tanto na condic¢ao basal (76%) quanto estimulada por isoproterenol (46 %). A gordura total e
os TAG hepaticos estavam reduzidos em 29 e 22%, respectivamente. EHSc diminuiu a
expressdo de PPAR-y (35 %), SREBP-1c (52 %), PPAR-a (56 %), FAS (63 %), DGAT2 (50
%), ApoB (50 %), MTTP (45 %), PERK (66 %) e NRF2 (50 %), quando comparado ao grupo
Obeso. Pelo outro lado, as expressdes génicas da ATF6, IREla, PDI e CHOP nao foram
alteradas. Portanto, nossos dados sugerem que a EHSc diminui a DHGNA em camundongos
obesos-MSG pela melhora da sensibilidade insulinica e diminuicdo da expressdo génica de
marcadores da lipogénese, fato que pode estar relacionado a downregulation da via da PERK,
importante indutor lipogénico do estresse do RE hepatico.

Palavras-chave: Syzygium cumini, doenca hepdtica gordurosa ndo-alcodlica, lipogénese e
estresse do reticulo endoplasmaético.
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4.3.1 Introducao

A doenga hepatica gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) € a principal doenca hepética
cronica no mundo (Lonardo, Sookoian, Pirola, & Targher, 2016) e ocorre quando a capacidade
hepatica de exportagdo e/ou oxidacdo dos lipideos é menor do que sua sintese (Yoon & Cha,
2014). A DHGNA ¢ fator de risco independente para doencgas cardiovasculares e sua
prevaléncia em individuos obesos € superior a 80% (Younossi et al., 2016). Essa estreita relacdao
se da pela participagdo direta do tecido adiposo branco (TAB) hipertrofiado presente na
obesidade, favorecendo a sintese direta de lipideos nos hepatdcitos através da maior liberagao,
pelos adipdcitos disfuncionais, de dcidos graxos livres (AGL) na circulacdo (Reccia et al.,
2017). Além disso, a hiperinsulinemia e/ou resisténcia insulinica (RI) hepatica presente nesses
individuos contribui para lipogé€nese de novo através da ativacao do sterol regulatory element—
binding protein—Ic (SREBP-1c), um dos principais fatores de transcricdo de enzimas
envolvidas na sintese de triacilglicerdis (TAG) no figado. Com isso, havera potencializacdo do
processo de desenvolvimento e manutencdo da DHGNA, e, consequentemente, da
hipertrigliceridemia resultante (Leavens & Birnbaum, 2011).

Embora tenham ocorrido avancos nas descri¢cdes desses mecanismos indutores da
DHGNA, os processos responsaveis pela amplificacdo e manuten¢do dessa doenca ainda se
encontram pouco elucidados. Nesse contexto, tem-se destacado o papel do estresse do reticulo
endoplasmatico (RE) hepético (Zhang, Xu, Yu, Chen, & Li, 2014). O estresse do RE, também
conhecido como unfolded protein response (UPR), ocorre quando hd uma sobrecarga da
capacidade de enovelamento proteico no RE, gerando um excesso de proteinas malformadas,
que ativam as seguintes proteinas transmembrana do RE: PERK (PKR-like endoplasmic
reticulum kinase), IREla (inositol-requiring enzyme 1) e ATF6 (activating transcription factor
6). Uma vez ativos, esses sensores induzem vias moleculares que tém como objetivo inicial o
controle da homeostase do RE (Ron & Walter, 2007). Nao obstante, com a cronificacio desse
estresse no figado ha o estimulo de vias inflamatdrias, apoptéticas e lipogénicas (Gentile, Frye,
& Pagliassotti, 2011). Com isso, o estresse do RE € considerado um dos principais mecanismos
responsavel pela manutencdo e progressao da DHGNA em individuos obesos (Baiceanu,
Mesdom, Lagouge, & Foufelle, 2016) e, consequentemente, tem se tornado alvo terapéutico
para o tratamento dessa desordem do metabolismo lipidico hepatico (F. L. Wu et al., 2016).

Syzygium cumini (L.) Skeels (sinonimia: Syzygium jambolanum D.C., Eugenia

jambolana Lam.) € uma 4rvore origindria da Asia tropical e cultivada em varios paises sendo
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conhecida popularmente como jamboldo, jambolan, java plum ou black plum (Ayyanar &
Subash-Babu, 2012). Essa espécie se destaca pelo amplo uso na préitica popular para o
tratamento de uma variedade de enfermidades, dentre as quais podemos destacar aquelas
relacionadas a obesidade como perda de peso (Cercato, White, Nampo, Santos, & Camargo,
2015; Dickel, Rates, & Ritter, 2007), dislipidemia (Braboza Da Silva, Del Fino, Esquibel,
Santos, & de Almeida, 2012), inflamacdo (Kunwar, Uprety, Burlakoti, Chowdhary, &
Bussmann, 2009) e diabetes mellitus do tipo II (DM2) (Trojan-Rodrigues, Alves, Soares, &
Ritter, 2012), sendo reconhecida pelo Ministério da Satide do Brasil como uma espécie
relevante no contexto etnofarmacolégico do pais, uma vez que € uma das 71 plantas da Relacao
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Satide (RENISUS) (BRASIL,
2009).

Nosso grupo tem destacado as potencialidades terapéuticas de varias partes de S. cumini
no combate de distirbios cardiometabdlicos (Chagas, Franca, Malik, & Paes, 2015). Ao
analisarmos os efeitos do extrato hidroalcodlico rico em polifenois das folhas de S. cumini
(EHSc) observamos que o mesmo melhora o perfil metabdlico de ratos com obesidade induzida
pelo L-glutamato monossodio (MSG) com reversdo da esteatose hepdtica nesses animais obesos
(Sanches et al., 2016). Todavia, pouco se sabe sobre 0s mecanismos moleculares pelos quais o
EHSc atua. Portanto, dadas as consistentes evidéncias de que o estresse do RE é responsédvel
pela manutencdo e progressio da DHGNA (Baiceanu et al., 2016) e que o EHSc reduz a
DHGNA de animais obesos-MSG (Sanches et al., 2016), o objetivo desse estudo foi investigar
os mecanismos moleculares de acdo do EHSc sobre vias do metabolismo lipidico e do estresse

do RE no figado esteatético de camundongos obesos-MSG.

4.3.2 Material e Métodos

4.3.2.1 Material botdnico e obtengdo do extrato hidroalcodlico rico em polifendis

Folhas de Syzygium cumini foram coletadas no Campus Dom Delgado da Universidade
Federal do Maranhao (UFMA) (2°33711.7°°S 44°18722.7°°0), na cidade de Sao Luis, estado do
Maranhdo, Brasil. A espécie vegetal foi identificada pelo botanico Prof. Dr. Eduardo B.
Almeida Jr e uma exsicata se encontra no Herbdrio do Maranhdo (MAR) (n° 4574). Apds a
coleta, a folhas foram secas (38°C) e pulverizadas. O p6 obtido foi macerado (temperatura

ambiente) em solucdo hidroalcodlica (etanol 70%), na proporcao de 1:6 (p/v), durante 3 dias
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com agitacdo constante e renovacdo do solvente a cada 24 h. O material filtrado, centrifugado
(3500 rpm, 10 min) e concentrado (45°C) obtendo-se o extrato hidroalcéolico de S. cumini
(Sanches et al., 2016).

Esse extrato foi entdo liofilizado para se apresentar em pd, do qual obteve-se, através do
método azul de Prissia (Pueyo & Calvo, 2009), um conteddo de polifendis total de 22,9 + 1,12
equivalentes de dcido gdlico/100 g de extrato, sendo denominado extrato hidroalcodlico rico
em polifenéis (EHSc) de acordo com dados anteriores (Sanches et al., 2016). O restante do p6
do EHSc foi ressuspenso em ¢H>O no momento do uso para realizacdo do tratamento dos

animais como descrito abaixo.

4.3.2.2 Inducdo da obesidade pelo L-glutamato monossodico (MSG) e tratamento com EHSc

Filhotes machos de Mus musculus (Swiss) foram injetados por via subcutanea, na regio
dorso-cervical, com solucdo de L-glutamato monossdédico (MSG) (Sigma-Aldrich, Brasil) na
dose de 4,0 g/kg/dia durante 5 dias alternados a partir do 2° dia de vida, para inducdo da
obesidade. Os camundongos controle receberam uma injecdo de solucdo salina equiosmolar
(0,1ml/10g de peso) (Olney, 1969). Desde o nascimento todos 0s animais foram mantidos em
condig¢des controladas de temperatura (23 + 2 °C) e luminosidade (12h claro/ 12h escuro), com
agua filtrada e ragdo (Nuvilab CR-1, Brasil) ad libitum. A partir da 7* semana de vida o peso
corporal e o consumo de racdo foram avaliados 2 vezes por semana. Antes do tratamento a
obesidade foi avaliada pelo cdlculo do indice de Lee [IL = peso corporal (g)"*/comprimento
naso-anal (cm) x 1000] (Bernardis & Patterson, 1968).

Uma vez constatado a obesidade dos camundongos MSG em relag@o aos seus controles
magros na 13* semana de vida, os animais foram randomizados e dividido em 3 grupos que
foram administrados (gavagem) com EHSc ou ¢H>O por 4 semanas, como segue:

Magro: camundongos magros receberam ¢H>O 0,1ml/kg/dia (n=7);

Obeso: camundongos MSG receberam ¢H»O 0,1ml/kg/dia (n=7);

Obeso+EHSc: camundongos MSG receberam EHSc 0,5 g/kg/dia (n=7);

O peso corporal e o consumo de ragdo foram mensurados 2 vezes por semana desde a
7* semana de vida até o fim do tratamento. Ao final, o IL foi realizado novamente para avaliar
o efeito do tratamento sobre a obesidade. Nesse mesmo dia, os animais foram deixados em

jejum noturno (8-10 h) para que fossem anestesiados (10 mg/kg xilazina + 75 mg/kg cetamina,
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via intraperitoneal) para a coleta de sangue por puncdo cardiaca e eutandsia por decaptagdao. O
figado e os tecidos adiposos brancos retroperitoneal e periepididimal foram coletados e pesados
para avaliacio morfométrica (g tecido/ 10g peso corporal) e outras andlises. Todos os
protocolos envolvendo animais foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais

(CEUA) da UFMA sob o registro n® 23115.002972/2017-01 (ANEXO F).

4.3.2.3 Atividade lipolitica ex vivo do TAB

Cerca de 100 mg de tecido adiposo retroperitoneal dos camundongos de todos os grupos
foram cortados em pequenos fragmentos e incubados em tampao de Krebs (NaCl 120 mM;
NaHCO315 mM; KCI 4,83 mM; MgS041,2 mM; KH2PO4 1.21 mM; CaClz 2.4 mM, BSA 1 %,
glicose 0,1 %, aerado por 30 min e pH ajustado para 7,4) por 1 h (37 °C) na presenca ou auséncia
de 20 uM de isoproterenol (Sigma-Aldrich, EUA). Ao final da incubacio, o sobrenadante de
cada amostra foi separado em novos tubos e colocado no gelo para cessar a reagdo. Em seguida,
a concentracdo de glicerol liberada em cada sobrenadante foi determinada por ensaio
enzimatico colorimétrico (505 nm) utilizando kit de triglicerideos (TAG) (Labtest, Brasil)

(Vaughan, 1962).

4.3.2.4 Andlises da homeostase glico-insulinica e do perfil bioquimico sérico

A tolerancia a glicose e a insulina foram avaliadas pelos testes oral de tolerincia a
glicose (TOTGQG) e de tolerancia a insulina (TTI) (Suez et al., 2014). Para TOTG, 04 dias antes
do fim do tratamento, a glicemia em jejum (8-10 h) foi mensurada por glicosimetro (Accucheck
Active®, Roche Diagnostic, Alemanha) através do sangue da ponta da cauda nos tempos 0
(basal) e 15, 30, 60 e 120 minutos apds administracdo de bolus de glicose (2 g/kg). O TTI foi
realizado pela manha (7:00 h), 02 dias antes do fim do experimento, com o0s animais
alimentados, nos quais a glicemia foi mensurada como no TOTG nos tempos O (basal) e 10, 20,
30 e 40 minutos ap6és a administragdo intrapreritoneal de 1,0 Ul/kg de insulina (Humulin®
70/30, Lilly, Brasil) pré-aquecida a 37°C. A taxa de desaparecimento da glicose (Ktt1) foi

derivado do TTI e calculado como 0,693/ti2, onde ti» é a metade do tempo para atingir o

maximo de decaimento da glicemia.
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Ao final do tratamento, o sangue coletado passou pelos processos de coagulacio (20
min) e centrifugagdo (3500 rpm, 10 min) para obten¢do do soro. Este foi utilizado para
determinar as concentragdes de glicose, colesterol total (CT), TAG, AGL e insulina através de
métodos espectrofotométricos (Labtest, Brasil) ou por enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) (Sigma-Aldrich, EUA) de acordo com as recomendacgdes dos fabricantes dos kits
comerciais.

A RI foi inferida pelos célculos do indices TyG (TyG = Ln[triglicerideos em jejum
(mg/dL) x glicose em jejum (mg/dL)/2]) (Simental-Mendia, Rodriguez-Moran, & Guerrero-
Romero, 2008) e homeostasis model assessment 1 da RI (HOMA1-RI), onde HOMA1-RI =
[insulina em jejum (uU/ml)/glicose em jejum (mM)/22,5] (Matthews et al., 1985).

4.3.2.5 Perfil lipidico hepdtico

Cerca de 500 mg de tecido hepético de cada animal foi homogeneizado em 5 ml de
solugdo de cloroférmio/metanol (2:1) e mantidos overnight a 4 °C para extracdo lipidica. No
resultante do filtrado dessa extracao foi adicionado NaCl 0,9% (1: 5 filtrado), agitado e deixado
em repouso por 2 h. Em seguida, a solucdo foi centrifugada (1000 rpm, 5 min) para separacdo
da fase aquosa da cloroférmica. Uma aliquota de 1 mL da fase cloroférmica foi coletada e seca
a 40 °C sob fluxo de ar. A gordura seca foi pesada e ressuspendida em 1 ml de Triton-
X100/Metanol (2:1) para analises espctrofotométricas dos niveis de TAG e CT de acordo com
a instru¢do dos fabricantes de kits comerciais (Labtest, Brasil), e os resultados expressos em

mg/g de tecido (Freedman, Lee, Park, & Jameson, 2005).

4.3.2.6 Expressdo génica por Real-Time PCR (qPCR)

Cerca de 100 mg das amostras de figado previamente conservadas (-20 °C) com
RNALater® (Ambion, EUA) foram pulverizados em baixa temperatura com nitrogénio liquido
e acondicionado em microtubos. Em seguida, foi realizada a extragdo do RNA total adicionando
1 ml de TRIzol® (Invitrogen, EUA) e homogeneizando com vértex para dissolugio do tecido.
Em cada amostra houve adi¢do de 200 pl de cloroférmio, com posterior homogeneizagdo e
incubagdo por 3 minutos a temperatura ambiente para posterior centrifugacao (12.000 g, 15
min, 4 °C). Ao sobrenadante foi adicionado 500 pl de isopropanol, com incuba¢dao por 10

minutos em temperatura ambiente. Essa mistura foi centrifugada (12.000 g, 10 min, 4 °C) e o
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sobrenadante desprezado. O pellet formado foi dissolvido com 1 ml de etanol 70 % (diluido em
agua DEPC, dietilpirocarbonato) e realizada nova centrifugacio (7.500 g, 5 min, 4°C). O élcool
residual foi retirado e o novo pellet ressuspendido em até 50 pl de 4gua DEPC. A pureza e a
concentracdo do RNA total extraido foram determinadas por espectrofotometria através da
razdo A260/A280 (NanoDrop™ 2000, Thermo Scientific, EUA), seguido de eletroforese com
gel de agarose (0,8%).

Amostras de RNA (3 pg) foram convertidas em cDNA no termociclador Mastercylcer®
(Eppendorf, EUA) utilizando a SuperScript™ II Reverse Transcriptase (Invitrogen, Alemanha).
Os primers (Tabela 1) foram desenhados com o software Primer Express software Primer
Express™ (Applied Biosystems, EUA) e manufaturados pela Invitrogen Brasil. A amplificacao
e deteccio dos RNAm foram realizadas utilizando o Platinum™ SYBR™ Green qPCR
SuperMix-UDG no StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA). Neste
sistema, as reagdes foram incubadas a 50 °C por 2 min para passarem pela fase de espera (95
°C, 15 s), denaturacao (40 ciclos de 95 °C de 15 s) e anelamento e extensao (60 °C, 1 min). Para
a curva de melting, as reagdes aconteceram a 95 (15 s), 60 (60 min) e 95 °C (15 s),
sucessivamente. A expressdo gé€nica de cada amostra foi normalizada pelos niveis de

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) e os resultados obtidos pelo método do
2—AACt.



Tabela 1. Sequéncia dos primers.

68

Gene* Forward primer Reverse primer Amplicon GenBank
SREBP-1c 5°-GGCTGTTGTCTACCATAAGC-3’ 5’-ATGTCCTCCTGTGTACTTGC-3’ 61 NM_011480.4
PPAR-y 5-TTTTCAAGGGTGCCAGTTTC-3’ 5’-CGCAGGTTTTTGAGGAACTC-3’ 67 NM_001127330.2
PPAR-o 5’-ATGCCAGTACTGCCGTTTTC-3’ 5’-GGCCTTGACCTTGTTCATGT-3’ 40 NM_001113418.1
FAS 5" TGGAAAGATAACTGGGTGAC-3’ 5-AGAACCCAGAATGGATACCT-3’ 60 NM_007988.3
SCD-1 5-AAAACTGGACATGTCTGACC-3’ 5-TACCTCCTCTGGAACATCAC-3’ 57 NM_009127.4
DGAT-2 5-ACGCAGTCACCCTGAAGAACC-3 5-GGAACCCTCCTCAAAGATCACC-3’ 85 NM_026384.3
ApoB 5’-CTCAGTTCCCTCCTTGACCTCC-3 5’-CCCGTGATTCAACCTGGACC-3’ 67 NM_009693.2
MTTP 5’-CACTCAGGCAATTCGAGACA-3’ 5’-TCTGGCTGAGGTGGGAATAC-3’ 114 NM_001163457.2
PDI A1 5’- AGCTGCCGCAAAACTGAA -3’ 5’- TGGCATCCACCTTTGCTAGT -3’ 59 NM_011032.2
GRP78 5’-ACACTTGGTATTGAAACTGTGG-3’ 5-GATCTGAGACTTCTTGGTGG-3’ 71 NM_001163434.1
ATF6 5’-CTCTCAGGTTGAACCATGAA-3’ 5-GTCCTTTCCACTTCATGTCT-3’ 58 NM_001081304.1
IREla 5’-AAGGTATGTTTGACAACCGA-3’ 5’-AAGCTAAAACACTCAGGGAG-3’ 61 NM_023913.2
PERK 5-CGAGAATGATGGGAAAAAGC-3’ 5-GGCTAGATGAAACCAAGGAA-3’ 65 NM_010121.2
CHOP 5-TCACACGCACATCCCAAA-3’ 5-GGCCATAGAACTCTGACTGGAA-3’ 56 NM_001290183.1
NRF2 5’-CGTGAGTCCTGGTCATCAAA-3’ 5’-AGCCTCTAAGCGGCTTGAAT-3’ 64 NM_010902.3
GAPDH 5-ACACTTGGTATTGAAACTGTGG-3’ 5-GATCTGAGACTTCTTGGTGG-3’ 60 NM_001289726.1

*Abreviacdes: SREBP-1c: Sterol response element-binding protein-1c; PPAR-y:

peroxisome proliferator-

activated receptor-y; PPAR-o: peroxisome proliferator-activated receptor-o; FAS: fatty acid synthase; SCD-1:
stearoyl-CoA desaturase-1; DGAT-2: diacylglycerol acetyltransferase-2; ApoB: apolipoprotein B; MTTP:
microsomal triglyceride transfer protein; PDI Al: protein disulfide isomerase Al; GRP78: glucose-regulated
protein 78; ATF6: activating transcription factor 6; IREla: inositol-requiring enzyme I1o; PERK: PKR-like
endoplasmic reticulum kinase; CHOP: C/EBP homologous protein, GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase.

4.3.2.7 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo das médias (EPM). Apds a
confirmacdo da normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, os grupos experimentais
foram comparados pela Analise de Variancia (ANOVA) one-way com o Newman-Keuls como
pos-teste. As diferencas estatisticas foram estabelecidas para um nivel de confianca de 95 %

(p<0,05) e analisadas pelo software Prism 7.0 (GraphPad, USA).
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4.3.3 Resultados

4.3.3.1 EHSc reduz o actimulo e melhora a atividade do TAB de camundongo obesos

Durante o acompanhamento ponderal (Fig. 1A), observa-se, desde a 7* semana de vida,
que 0s animais magros apresentam um maior peso em relagao aos obesos (p<0,01). Todavia, o
EHSc reduziu (13 %, p<0,05) o peso corporal dos animais obesos a partir da 2* semana de
tratamento, quando comparado com os obesos nao tratados. Essa diminui¢do foi intensificada
no grupo Obeso+EHSc na 3* (16 %, p<0,05) e 4* (17 %, p<0,05) semanas (Fig. 1A). No final,
o EHSc reduziu o IL dos camundongos obesos em 6 % (p<0,01) (Fig. 1B). Como era de se
esperar da obesidade induzida pelo MSG, houve aumento expressivo (p<0,0001) do TAB
retroperitoneal (Fig. 1C) e periepididimal (Fig. 1D) nos grupos obesos. Entretanto,
corroborando os dados do peso corporal e IL, o tratamento com EHSc diminuiu o acimulo
desses depdsitos adiposos em 14 % (p<0,05) e 16 % (p<0,05), respectivamente.

Para verificar se os efeitos do EHSc sobre a morfometria dos camundongos obesos
constatado acima poderiam ter relacio com o aumento da saciedade, o consumo alimentar foi
avaliado e ndo se observou diferencas entres os grupos durante todo o acompanhamento (dados
nao mostrados). No entanto, quando se testou a atividade lipolitica ex vivo do TAB
periepididimal, constata-se uma marcante redu¢do da lipolise no grupo Obeso tanto na condi¢ao
basal (52 %, p<0,01) como na estimulada por isoproterenol (62 %, p<0,0001), em relacido ao
grupo Magro (Fig. 1E). Porém, quando se compara o efeito do EHSc sobre essa atividade
lipolitica do TAB nos camundongos obesos, constata-se aumento nas condi¢des basal (76 %,
p<0,05) e estimulada (46 %, p<0,05) do grupo Obeso+EHSc em relacdo ao Obeso (Fig. 1D). A
dosagem dos AGL séricos constatou um aumento de 103 % (p<0,05) no grupo Obeso sobre o

Magro, e uma reduc¢do de 30 % nos animais tratados (Fig. 1F).
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Fig. 1. Tratamento com o extrato hidroalcoélico rico em polifenois das folhas de Syzygium cumini (EHSc)
reduz o acimulo do tecido adiposo branco (TAB) de camundongos obesos-MSG. A. Evolucdo ponderal. B.
Indice de Lee antes e ap6s o tratamento. C. TAB retroperitoneal. D. TAB periepididimal. E. Atividade lipolitica
do TAB periepididimal na condi¢io basal (-) e estimulada por isoproterenol (Iso) (+). F. Acidos graxos livres
séricos. Magro: grupo controle. Obeso: grupo obeso. Obeso+EHSc: obesos tratados por 4 semanas com 0,5 g/kg
de EHSc. Resultados expressos como média + EPM (n= 7 por grupo). Letras indicam diferenca contra *Magro e
PObeso em A, B, C, D, e F. Em F as letras representam diferencas contra “basal (-), PMagro (-), *Magro (+), "Obeso
(-) e *Obeso (+). ANOVA; Newman-Keuls (p<0,05).

4.3.3.2 EHSc melhora a homeostase glico-insulinica de camundongos obesos

O tratamento com EHSc por 4 semanas melhorou a tolerancia a glicose dos animais
obesos com reducdes da glicemia no TOTG de 21 % (p<0,01) e 44 % (p<0,01) nos tempos 30
e 60 min, respectivamente, em relacdo ao grupo Obeso (Fig. 2A). Uma melhora da sensibilidade
a insulina também foi constatada apds o tratamento, visto que o grupo Obeso+EHSc apresentou
aumento de 90 % (p<0,05) do Ktr1 quando comparado ao grupo Obeso (Fig. 2B). Esses dados
sdo corroborados pelas diminui¢des dos indices de RI promovidas pelo tratamento com EHSc,
com redugdes de 66 % (p<0,01) no HOMAI-RI (Fig. 2C) e 9 % (p<0,01) no TyG (Fig 2D). A
melhora desses parametros decorrente do tratamento com EHSc deve ter contribuido para a
reducdo de 29 % (p<0,05) dos niveis de glicemia no grupo Obeso+EHSc, quando comparado
ao Obeso (Fig. 2E). Além disso, houve diminui¢do de 47 % (p<0,05) dos niveis séricos de
insulina no grupo Obeso+EHSc, em relacdo a expressiva hiperinsulinemia do grupo Obeso (Fig.

2F).
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Fig. 2. Tratamento com o extrato hidroalcoélico rico em polifenois das folhas de Syzygium cumini (EHSc)
melhora a homeostase glico-insulinica de camundongos obesos-MSG. A. Teste oral de tolerincia a glicose
(TOTG). B. Taxa de desaparecimento da glicose obtida pelo teste de tolerancia 2 insulina (Kirr). C. Indice de
resisténcia insulinica Homeostasis Model Assessment 1 (HOMAI1-RI). D. Indice TyG. E. Insulina sérica. F.
Glicose sérica em jejum. Magro: grupo controle. Obeso: grupo obeso. Obeso+EHSc: obesos tratados por 4
semanas com 0,5 g/kg de EHSc. Resultados expressos como média + EPM (n= 7 por grupo). Letras indicam
diferenca contra *Magro e PObeso. ANOVA; Newman-Keuls (p<0,05).

4.3.3.3 EHSc melhora os perfis lipidicos hepdticos e séricos

O conteudo lipidico total no figado dos animais obesos tratados com EHSc estava
reduzido em 29 % (p<0,05) em relagc@o ao Obeso (Fig. 3A). Essa redugdo da gordura total ndo
foi acompanhada por alteracdes dos niveis de colesterol hepético entre os trés grupos (Fig. 3B).
Entretanto, o acdimulo dos TAG hepéticos no grupo Obeso+EHSc foi 24 % (p<0,05) menor do
que no grupo Obeso (Fig. 3C). Esses efeitos do EHSc no figado dos animais obesos vao ao
encontro com o observado no soro, uma vez que s6 houve redugdo (39 %, p<0,01) dos TAG

séricos no grupo Obeso+EHSc em relagdo ao Obeso (Fig. 3D).
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Fig. 3. Tratamento com o extrato hidroalcoélico rico em polifenois das folhas de Syzygium cumini (EHSc)
melhora os perfis lipidicos hepatico e sérico de camundongos obesos-MSG. A. Gordura total hepatca B.
Colesterol hepatico. C. Triacilglicerdis hepéticos. D. Triacilglicerdis séricos. E. Colesterol sérico. Magro: grupo
controle. Obeso: grupo obeso. Obeso+EHSc: obesos tratados por 4 semanas com 0,5 g/kg de EHSc. Resultados
expressos como média = EPM (n= 7 por grupo). Letras indicam diferenca contra “Magro e PObeso. ANOVA;
Newman-Keuls (p<0,05).

4.3.3.4 Efeito do EHSc sobre marcadores da homeostase dos TAG no figado

A obesidade MSG induziu elevacdes das expressdes geénicas de trés fatores de
transcricdo envolvidos com a homeostase dos TAG hepatico, com aumentos expressivos do
PPAR-y (p<0,01; Fig. 4A), PPAR-a (p<0,01; Fig. 4B), SREBP-1c (p<0,05; Fig. 4C), e quando
comparado ao grupo Magro. Entretanto, o tratamento por 4 semanas com EHSc reduziu a
expressdo desses marcadores no figado dos animais obesos em 60 (p<0,05) (Fig. 4A), 56
(p<0,05) (Fig. 4B) e 45 % (p<0,05) (Fig. 4C), respectivamente. Quando avaliado as enzimas
envolvidas na sintese dos TAG, houve elevacdes expressivas da FAS (p<0,05; Fig. 4D), SCD1
(p<0,01; Fig. 4E) e DGAT?2 (p<0,05; Fig. 4F) no grupo Obeso sobre o Magro. O tratamento
com EHSc foi capaz de restabelecer a expressdo normal da FAS (Fig. 4D) e DGAT?2 (Fig. 4E),
com redugdes, em relacio ao grupo Obesos, de 73 % (p<0,05) e 49 % (p<0,05),

respectivamente.
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Fig. 4. Tratamento com o extrato hidroalcoélico rico em polifenois das folhas de Syzygium cumini (EHSc)
diminui a expressio génica (QPCR) de marcadores do metabolismo de triacilgliceréis no figado de
camundongos obesos-MSG. A. Peroxisome proliferator-activated receptor-o. (PPAR-a). B. Peroxisome
proliferator-activated receptor-y (PPAR-y). C. Sterol response element-binding protein-1c (SREBP-1c¢). D. Fatty
acid synthase (FAS). E. Stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD1). F. Diacylglycerol acetyltransferase-2 (DGAT?2).
Magro: grupo controle. Obeso: grupo obeso. Obeso+EHSc: obesos tratados por 4 semanas com 0,5 g/kg de EHSc.
Resultados expressos como a média + EPM da razdo da expressdo do gene de interesse pelo glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase (GAPDH) (n= 6 por grupo). Letras indicam diferenca contra “Magro e PObeso.
ANOVA; Newman-Keuls (p<0,05).

4.3.3.5 Efeito do EHSc sobre marcadores da exportagdo hepdtica dos TAG

A expressdo génica de proteinas envolvidas na formacdo e exportagdo hepatica de
particula rica em TAG very low-density lipoprotein (VLDL) foram avaliadas na Fig. 5. Quando
comparado aos animais magros, os figados dos animais obesos apresentaram elevagdes das
expressoes de 186 % (p<0,05) da ApoB (Fig. 5A) e 118 % (p<0,05) da MTTP (Fig.5C). O
tratamento com EHSc conseguiu normalizar os niveis génicos desses marcadores, com
reducgdes de 50 % (p<0,05) da ApoB (Fig. 5A) e 46 % (p<0,05) da MTTP (Fig. 5C) sobre o
grupo Obeso. Nao foram verificadas alteragdes na expressao génica da PDI entre os trés grupos

avaliados (Fig. 5B).
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Fig. 5. Tratamento com o extrato hidroalcoélico rico em polifenois das folhas de Syzygium cumini (EHSc)
reduz a expressao génica (QPCR) de marcadores da exportacao de triacilgliceréis no figado de camundongos
obesos-MSG. A. Apolipoprotein B (ApoB). B. Microsomal triglyceride transfer protein (MTTP). C. Protein
disulfide isomerase (PDI). Magro: grupo controle. Obeso: grupo obeso. Obeso+EHSc: obesos tratados por 4
semanas com 0,5 g/kg de EHSc. Resultados expressos como a média + EPM da razdo da expressdao do gene de
interesse pelo glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (n= 6 por grupo). Letras indicam diferenga
contra “Magro e BObeso. ANOVA; Newman-Keuls (p<0,05).

4.3.3.6 Efeito do EHSc sobre vias do estresse do RE hepdtico

Avaliando o efeito do tratamento por 4 semanas com EHSc sobre marcadores chaves do
estresse do RE hepatico, verifica-se, primeiramente, reducdes das expressdes génicas da GRP78
de 49 % (p<0,01) e 53 % (p<0,01) nos grupos Obeso e Obeso+EHSc, respectivamente, quando
comparado com o grupo Magro (Fig. 6A). Na andlise dos niveis RNAm dos trés sensores do
estresse do RE, ndo houve diferencas entres os grupos para o ATF6 (Fig. 6B) e IREla (Fig.
6C). Entretanto, ha uma proeminente elevacdo (144 %, p<0,01) da expressao da PERK nos
animais obesos sem tratamento, quando comparado ao grupo Magro (Fig. 6D). Fato que foi
revertido pelo EHSc, uma vez que a expressdao da PERK no grupo Obeso+EHSc foi diminuida
em 77 % (p<0,05) em relagdo ao grupo Obeso (Fig. 6D). Os niveis de RNAm de NRF2 foram
maiores no grupo Obeso (p<0,01) sobre o Magro, e o EHSc diminuiu a expressao desse fator

de transcri¢do em 50 % (p<0,05) nos animais tratados em relacdo ao grupo Obeso (Fig. 6E).



Nao foram observadas diferencas na expressdao génica da CHOP entre os grupos experimentais

(Fig. 6F).
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Fig. 6. Tratamento com extrato hidroalcodlico rico em polifenois das folhas de Syzygium cumini (EHSc)
sobre a expressio génica (QPCR) de marcadores do estresse do reticulo endoplasmatico hepatico de
camundongos obesos-MSG. A. Glucose-regulated protein 78 (GRP9S8). B. Activating transcription factor 6
(ATF®6). C. Inositol-requiring enzyme 1o (IREl1a). D. PKR-like endoplasmic reticulum kinase (PERK). E. C/EBP
homologous protein (CHOP). F. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2). Magro: grupo controle.
Obeso: grupo obeso. Obeso+EHSc: obesos tratados por 4 semanas com 0,5 g/lkg de EHSc. Resultados expressos
como a média + EPM da razdo da expressdo do gene de interesse pelo glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH) (n= 6 por grupo). Letras indicam diferenca contra “Magro e PObeso. ANOV A; Newman-Keuls (p<0,05).

4.3.4 Discussao

Em estudo de Sanches et al. (2016) demonstramos que o EHSc diminui o acimulo de
triglicerideos hepaticos e a hipertrigliceridemia tipica em ratos obesos induzidos pelo MSG. No
presente trabalho, a administracdo oral do mesmo extrato, por 4 semanas, em camundongos
obesos-MSG confirmou esses achados anteriores sobre o metabolismo lipidico hepatico. Além
disso, investigando por quais mecanismos esse extrato poderia estar atuando, observou-se que
tais efeitos devem estar relacionados a uma inibicdo de fatores de transcricio (SREBP-1c e
PPAR-y) e enzimas (FAS e DGAT2) lipogénicas. Esses efeitos podem ser explicados tanto pela
melhora da sensibilidade periférica a acdo da insulina promovida pelo EHSc, como pela sua
capacidade de regulacdo da homeostase do RE hepdtica, principalmente, através da
downregulation da PERK, que é um dos principais indutores lipogé€nicos relacionado ao

estresse do RE.
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Como constatado na Fig. 1A, os camundongos obesos-MSG apresentaram, durante toda
a avaliacdo, um menor peso corporal em relagdo aos magros. Essa peculiaridade desse modelo
de obesidade ocorre porque esses animais sao mais curtos (dados nao mostrados) do que seus
controles. Caracteristica determinada pela presenca de uma disfuncdo da secrec¢do pulsatil do
horménio do crescimento (HG), que € decorrente da diminui¢cdo da produ¢dao do hormdnio
liberador de HG pelo nicleo arqueado, que foi lesionado ainda no periodo neonatal pelas
administracdes parenterais de MSG (Millard, Martin, Audet, Sagar, & Martin, 1982). Todavia,
outra evidente caracteristica desses animais € o aumento expressivo da adiposidade (Fig. 1B,
C, e D), que € resultante da hiperatividade vagal e hipoatividade simpdtica presente nesse
modelo de obesidade, os quais contribuem para a maior secrecdo de insulina € menor
catabolismo no TAB (Andreazzi et al., 2011; Scomparin et al., 2009).

Neste trabalho, a administragdo do EHSc por 4 semanas em camundongos obesos-MSG
diminuiu o peso corporal (Fig. 1A) e IL (Fig. 1B) desses animais. Efeitos explicados pelos
menores acimulos dos TAB retroperitoneal (Fig. 1C) e periepididimal (Fig. 1D) observado ao
fim do tratamento. Esses dados ratificam a eficdcia desse extrato na melhora desse tipo de
obesidade, uma vez que j4 foram observadas acdes semelhantes com o mesmo EHSc e mesma
dose em ratos obesos-MSG (Sanches et al., 2016). Além disso, esses resultados podem dar
subsidios para justicar o uso dessa espécie para a perda de peso em determinadas populacdes
(Cercato et al., 2015; Dickel et al., 2007), embora essas a¢des demonstradas pelo extrato devam
ser avaliadas em outros modelos de obesidade como os dietéticos.

Como o EHSc promoveu reducio da adiposidade sem interferir na ingesta energética
(dados nao mostrados), realizou-se a avali¢do da atividade lipolitica do TAB (Fig. 1E). A menor
atividade lipolitica observada nos camundongos obesos-MSG ¢é caracteristica desse modelo de
obesidade (Dolnikoff, Martin-Hidalgo, Machado, Lima, & Herrera, 2001) e favorece o grande
acumulo de TAB nesses animais (Fig. 1C e D). Entretanto, reproduzindo nossos dados
anteriores com ratos obesos-MSG (Sanches et al., 2016), o EHSc aumentou a taxa de lipdlise
dos camundongos obesos tanto em condi¢des basais, quanto sob estimulo adrenérgico com
isoproterenol (Fig. 1E). Esses efeitos devem contribuir para o menor acimulo de gordura
observado nesses animais tratados (Fig. 1C e D), provavelmente, através do aumento do
metabolismo energético basal pelo aumento da atividade simpética (Thorp & Schlaich, 2015).

Esse estimulo do simpatico pode ser devido a presenca da miricetina e seus derivados,

metabolitos mais presentes no EHSc (Sanches et al., 2016), uma vez que esses compostos
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inibem a atividade da catecol-O-metiltransferase (COMT), enzima responsével pela degradacao
da norepinefrina, o que prolongard a atividade adrenérgica dessa catecolamina e,
consequentemente, induzindo maior atividade lipolitica (Zhu & Jia, 2014). A miricetina tem
apresentado importantes efeitos antiobesidade, visto que sua administrag¢do (300 mg/kg/dia, via
oral) por 8 semanas diminuiu o peso e os depdsitos adiposos de ratos obesos induzidos por dieta
rica em gordura (DRG) (Chang, Tzeng, Liou, Chang, & Liu, 2012). Efeito que pode ser
decorrente da capacidade desse polifenol de estimular a lipélise em adipdcitos, principalmente
através da downregulation da perilipina A e ativacdo da via da MAPK nessas células (Wang,
Wang, Yang, You, & Zhang, 2015). Além disso, o EHSc contém galotaninos, tais como
pentagaloil-glicose (Sanches et al., 2016), cuja administragdo por 21 dias (10, 25 e 50
mg/kg/dia) diminuiu o ganho de peso de camundongos com obesidade induzida por DRG
(Mohan, Viswanatha, Savinay, Rajendra, & Halemani, 2013).

A hipertrofia do TAB tanto no modelo em estudo (Gaspar et al., 2016) como na
obesidade humana (Cinti et al., 2005) € determinado pelo mau funcionamento e disfun¢do desse
tecido que comeca a liberar varios compostos bioativos, dentre os quais destaca-se os AGL
(Lafontan, 2014). Quando esses lipideos séricos foram avaliados, constatou-se elevagdes nos
animais obesos (Fig. 1F), como observado em outros modelos de obesidade (Pinto et al., 2016)
e humanos obesos (Boden, 2011) . Embora o tratamento com as sementes de S. cumini tenham
promovido redugdes dos niveis dos AGL em coelhos (Kedar & Chakrabarti, 1983) e ratos (Ravi,
Rajasekaran, & Subramanian, 2005) diabéticos induzidos estreptozotocina (STZ), este trabalho
nao observou diferenca estatistica com o extrato das folhas em camundongos obesos MSG (Fig.
1F). Diferente do que observamos em ratos obesos-MSG com a mesma dose, mas apds 8
semanas de tratamento (dados em publicacdo), demonstrando um provével efeito tempo-
dependente do EHSc sobre esse lipidio sérico.

Além de um TAB disfuncional, o aumento dos AGL séricos também € indicativo de
uma alteragdo da sensibilidade a insulina nesse tecido, visto que esse hormonio controla a
liberacdo e captacdo desses lipideos pelo TAB (Templeman, Skovso, Page, Lim, & Johnson,
2017). O tratamento com o EHSc foi capaz de melhorar as tolerancias a glicose (Fig. 2A) e
insulina (Fig. 2B), e os indices HOMA1-RI (Fig. 2C) e TyG (Fig. 2D) dos animais obesos. Essa
melhora da sensibilidade insulinica pelo EHSc foi acompanhada de uma reducao da glicemia
em jejum (Fig. 2E), o que deve ter diminuido sobrecarga pancredtica fazendo com que haja uma

menor producdo de insulina pelas células-f e, consequentemente, reduzindo a insulinemia,
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como observado na Fig. 2F. O efeito antidiabético de S. cumini é bem propalado na literatura e
mais concentrado aos efeitos dos frutos e sementes em modelos de diabetes isolado (Ayyanar
& Subash-Babu, 2012), por isso a importancia deste estudo com as folhas em modelos de RI
associada a obesidade. O efeito hipoglicemiante do extrato etandlico bruto das folhas foi
observado em ratos diabéticos induzidos por aloxana (Schoenfelder et al., 2010) e STZ
(Baldissera et al., 2016). As elevadas concentragdes de miricetina neste € em outros extratos da
folhas (Baldissera et al., 2016) podem contribuir para essas acdes sobre o metabolismo
glicidico, visto que esse composto reduziu a glicemia e aumentou a sensibilidade insulinica em
animais obesos induzidos por dieta rica em sacarose e gordura (H. N. Choi, Kang, Lee, & Kim,
2014), além de ter melhorado o TOTG e ITT de camundongos obesos db/db (Hu et al., 2017).

Essas alteragdes glico-lipidicas observadas anteriormente afetam diretamente o
metabolismo hepdético, uma vez que que tanto o aumento dos AGL (Fig. 1F) como as hiper-
glicemia (Fig. 2E) e insulinemia (Fig. 2F) dos animais obesos favorecem a sintese direta e de
novo de lipidios no figado (Reccia et al., 2017). Avaliando a o perfil lipidico hepatico dos
grupos experimentais, constatou-se que tanto o acimulo de gordura total (Fig. 3A) como dos
TAG (Fig. 3C) hepaticos foram reduzidos apds o tratamento com EHSc, embora ndo tenha
havido alteracdes no colesterol (Fig. 3B) como demonstrado em outros estudos com animais
obesos-MSG (Bonfleur et al., 2015; Franca et al., 2014). A diminui¢do da concentracdo de TAG
no figado tem sido observada com o tratamento com extratos de sementes de S. cumini tanto
em animais com esteatose hepatica induzida por alcool (Hossain et al., 2011) como em
diabéticos induzidos por STZ (Ravi et al., 2005), sendo o unico estudo que observou redugdes
de acimulo de TAG hepatico utilizando as folhas de S. cumini foi 0 nosso em ratos obesos
(Sanches et al., 2016). Mais uma vez, a miricetina e seus derivados podem ter um papel
importante nesse contexto, melhorando tanto a sensibilidade insulinica (H. N. Choi et al., 2014)
como a oxidacdo lipidica no figado (Chang et al., 2012). Mais recentemente esse polifenol
demonstrou capacidade de reducdo da esteatose hepdtica em camundongos obesos db/db
através da ativacdo e maior liberacao de adiponectina pelo tecido adiposo marrom (Hu et al.,
2017), parametros que ndo foram avaliados neste trabalho, representando limitacdes do mesmo.

A hipertrigliceridemia de jejum associada a obesidade é decorrente, principalmente, do
maior acimulo de TAG hepéticos e a consequente exportacdo dos mesmos nas particulas de
VLDL (Reccia et al., 2017). Corroborando com outros estudos (Franca et al., 2014; Fujimoto

et al., 2012), os camundongos obesos-MSG utilizados neste trabalho estavam
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hipertrigliceridémicos, e o tratamento com o EHSc foi capaz de reduzir esse parametro sérico
(Fig. 3D). Essa capacidade de reducdo dos TAG séricos ji foi observado com extratos das
sementes tanto em ratos diabéticos STZ apds 14 dias de tratamento com o extrato etandlico
(200 mg/kg/dia) (Sharafeldin & Rizvi, 2015), como em humanos com DM2 apds 60 dias de
suplementacdo com o p6 (10 g/dia) (Sidana et al., 2016). Além disso, o extrato alcodlico das
folhas também apresentou efeitos hipolipemiantes tanto em ratos diabéticos induzidos por DRG
e STZ (Baldissera et al., 2016), como em obesos-MSG (Sanches et al., 2016).

Para investigar mais afundo por quais mecanismos moleculares o EHSc poderia estar
atuando no figado, nos propusemos avaliar os principais marcadores moleculares de sintese e
exportagdo de TAG hepatico. Para isso, inicialmente foi determinado a expressdo génica de
fatores de transcri¢cdo envolvidos com o metabolismo lipidico como o PPAR-a, PPAR-y e
SREBP-Ic (Fig. 4). Os PPARs sdo importantes sensores da homeostase lipidica, sendo o PPAR-
o o mais abundante no figado com importante fun¢do de induzir a B-oxidagao lipidica, e o
PPAR-y um estimulador da expressdo de genes lipogénicos e de formacdo dos lipid droplets
(Gross, Pawlak, Lefebvre, & Staels, 2017). O SREBP-Ic € considerado o principal fator de
transcri¢cdo lipogénico hepatico, com papel chave na expressao das enzimas de sintese de novo
de TAG (Ferre & Foufelle, 2010).

Como observado em estudos com humanos (Pettinelli & Videla, 2011) e em roedores
(Abd El-Haleim, Bahgat, & Saleh, 2016; Jia, Wu, Kim, Kim, & Lee, 2016) com DHGNA, o
figado dos camundongos obesos-MSG apresentaram aumento das expressoes do PPAR-y (Fig.
4A), (Fig. 4B) e SREBP-1c (Fig. 4C). O aumento da expressdo de PPAR-a representa uma
resposta inicial e adaptativa do hepatdcito contra o maior acimulo de gordura, uma vez que
esse fator aumenta em primeiro momento e diminui com a progressao da DHGNA (Francque
et al., 2015). De toda forma, o tratamento com EHSc foi capaz de reduzir a expressdao genica
desses trés fatores de transcricdo, demonstrando a capacidade do EHSc em diminuir vias
upstream de sintese de TAG, fato ainda ndo observado com as folhas dessa espécie vegetal.

Esses efeitos podem ser, em parte, pela acdo da miricetina, visto que sua administracao
oral (300 mg/kg/dia) por 8 semanas reduziu a expressao proteica da SREPB-1c no figado de
ratos obesos induzidos por DRG (Chang et al., 2012). Além disso, a suplementacao (0,12 %)
desse composto na dieta por 12 semanas reduziu as expressdes génicas e proteicas do PPAR-y
em camundongos com DHGNA induzida por DRG (Xia et al., 2016). Também & importante

destacar que a acdo conjunta dos compostos fendlicos, bastante presente no EHSc (secao
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4.3.2.1), pode contribuir diretamente para diminui¢do da esteatose hepdtica tanto por redugdo
da expressdo do fator transcricio como o SREBP-Ic, como pela melhora da sinalizacdo
insulinica no hepatdcito (Salomone, Godos, & Zelber-Sagi, 2016).

Com isso, foi-se avaliar o efeito do extrato sobre as vias de sintese de novo (FAS e
SCD1) e final (DGAT?2) de TAG hepético (Postic & Girard, 2008). Corroborando os dados dos
fatores de transcri¢do acima, os figados dos animais do grupo Obeso+EHSc apresentavam
diminui¢des das expressdes génica das enzimas de sintese de dcidos graxos (FAS) (Fig. 4D) e
de producdo final de TAG (DGAT2) (Fig. 4F). Especificamente sobre a FAS, a
epigalocatequina galato, também presente no EHSc (Sanches et al., 2016), suplementada (1,0
%) na dieta por 4 dias, diminuiu a expressao génica dessa enzima em camundongos alimentados
com DRG (Friedrich, Petzke, Raederstorff, Wolfram, & Klaus, 2012). A downregulation dessas
vias pode explicar o menor acimulo de TAG nos animais tratados com EHSc (Fig. 3C) neste
estudo e no anterior com ratos obesos (Sanches et al., 2016). Além disso, o extrato também foi
capaz de reduzir a expressdo gé€nica de proteinas envolvidas na montagem e exportacdo de
VLDL (Sundaram & Yao, 2010) como a ApoB (Fig. 5A) e MTTP (Fig. 5C), o que justifica a
diminui¢do da trigliceridemia observada nos camundongos obesos tratados (Fig. 3D). Em um
estudo recente do nosso grupo (dados em publicacdo), sustentamos a hipétese de que o a menor
expressao da MTP pode ser devida a uma acdo do EHSc sobre o estresse do RE no figado.

Na dltima década, o estresse do RE hepético tem sido proposto como um dos principais
responsaveis pelo surgimento e manutencdo da DHGNA e dislipidemias associadas a sindrome
metabdlica (Cnop, Foufelle, & Velloso, 2012). O gatilho inicial desse estresse ocorre pelo
desligamento da chaperona GRP78 das proteinas sensoras do RE (PERK, IREla ¢ ATF6) e
consequente ativacdo da UPR (Cnop et al., 2012). A expressao génica da GRP78 se apresentou
diminuida nos animais obesos € o tratamento ndo foi capaz de reverter essa alteracdo (Fig. 6A).
A reducdo do RNAm da GRP78 favorece inducao da UPR uma vez que resulta em uma menor
traducdo da mesma, fato também observado em figados humanos com DHGNA (Lake et al.,
2014) e de gansos alimentados com dieta rica em sacarose (Geng et al., 2016). Em relacdo aos
sensores da UPR hepatica, este é primeiro estudo que avalia esses marcadores da UPR em
animais obesos-MSG, onde ndo se observaram alteragdes nas expressoes da ATF6 (Fig. 6B) e
IRE1la (Fig. 6C), embora a inducdo do estresse do RE tenha sido demonstrada pelo aumento da
PERK, que foi reduzido a niveis semelhantes no grupo Magro apds o tratamento com o EHSc

(Fig. 6D).
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A PERK ¢ um importante regulador da lipogénese associada ao estresse do RE (Salvado,
Palomer, Barroso, & Vazquez-Carrera, 2015). Bobrovnikova-Marjon et al. (2008)
demonstraram que a delecado da PERK reduz a expressao de enzimas relacionadas a sintese de
novo como a FAS em fibroblastos de camundongos. Em hepatdcitos, a ativacdo da PERK
contribui para o acimulo de lipideos via SREBP-1c (Lauressergues et al., 2012). Além disso, a
inibicdo de intermedidrios dessa via como a desfosforilagdo da elf2a (Oyadomari, Harding,
Zhang, Oyadomari, & Ron, 2008) e a delecdao do Atf4 (Li et al., 2011; Xiao et al., 2013) no
figado de camundongos os protege contra a DHGNA induzido por dieta, uma vez que diminui
as expressoes de fatores de transcri¢io (PPAR-y, PPAR-a e SREBP-1c) e enzimas lipogénicas
(FAS e acetyl-CoA-carboxylase). Para avaliar se essa maior expressdo da PERK estd
relacionada com ativagdo de vias adaptativas ou apoptéticas nos animais obesos, quantificou-
se 0 RNAm da NRF2 (Fig. 6E) e CHOP (Fig. 7F), onde se observou a indu¢io da via adaptativa
(Cnop et al., 2012) uma vez que apenas o NRF2 estava aumentado no figado do grupo Obeso,
sendo que o extrato foi capaz de reduzir a sobrecarga dessa via, com a diminui¢do da expressao
desse fator de transcricdo a niveis semelhantes ao grupo Magro (Fig. 6E).

Dentre as classes de compostos bastante presente no EHSc, que podem atenuar essa
ativacdo da UPR, destacam-se os polifendis. A preincubagdo do extrato rico em polifenois da
uva Vitis ratundifolia inibiu a via da PERK em células endoteliais de retina humana estimuladas
com tapsigargina (Ha et al., 2014). A ingestdo, por 20 semanas, de extratos ricos em polifenois
de Punica granatum e Camellia sinensis diminuiram a ativagao da UPR no musculo esquelético
de camundongos obesos por dieta rica em gordura (Rodriguez et al., 2015). Outro composto
também presente no EHSc e que reduz o estresse do RE em células endotelias humanas € o
flavonoide epigalocatequina galato (J. Wu et al., 2014). Além deste, outros flavonoides ja
promoveram redugdes da ativacdo da via PERK em condicdes de estresse, como o campferol
em cé€lulas cardiacas expostas a isquemia (Kim et al., 2008) e a apigenina em células neuronais
induzidas por tapsigargina e brefeldina A (A. Y. Choi et al., 2010).

O excesso de lipideos no hepatédcito induz maior producdo de espécies reativas de
oxigenio (ROS) via sobrecarga da -oxidacao lipidica mitocondrial. Isso estimula a ativag¢do da
UPR, o que induz mais produgdo de ROS tornando o ciclo vicioso (Bozaykut, Sahin,
Karademir, & Ozer, 2016). E sabido que o extrato de S. cumini apresenta uma elevada
capacidade antioxidante (Sanches et al., 2016). Com isso, seus efeitos sobre o estresse do RE

no figado dos camundongos obesos (Fig. 6D) podem também ser explicados pelo
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reestabelecimento do desbalango redox, ja caracterizado nesse modelo de obesidade (Park et
al., 2010; Seiva, Chuffa, Braga, Amorim, & Fernandes, 2012). Sendo assim, ndo obstantes os
efeitos aqui descritos, sao necessarios estudos que avaliem a melhora do estado redox hepatico
dos roedores obesos tratados com o EHSc.

Em conjunto, nossos dados demonstram que o tratamento de camundongos obesos-
MSG com o extrato hidroalcodlico rico em polifendis das folhas de S. cumini reduz o acimulo
dos TAG hepéticos associado a diminuicdes das expressoes de fatores de transcri¢ao e enzimas
lipogénicas. Esse efeito pode ser explicado, em parte, pela melhora da sensibilidade insulinica
resultante de um menor acimulo de tecido adiposo, mas também por atenuar o estresse do RE
hepatico através da downregulation da via da PERK, um importante indutor da sintese de TAG.
Com isso, demonstra-se possiveis mecanismos de acdo para o efeito de reversdo da esteatose
hepatica promovido pelas folhas dessa espécie vegetal tdo utilizada no contexto
etnofarmacolégico mundial, além de apontar a via da PERK como possivel alvo terapéutico

para distirbios do metabolismo lipidico hepdtico associados a sindrome metabdlica.
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5 Consideracoes finais

O foco principal desta tese foi avaliar os efeitos bioldgicos e moleculares do tratamento
com o EHSc sobre o metabolismo lipidico hepdtico de animais obesos-MSG, uma vez que a
DHGNA ¢ uma das principais consequéncias do acimulo de tecido adiposo branco (TAB) e
contribui de forma decisiva para o desenvolvimento das doengas responsdveis pela
morbimortalidade associada a obesidade, como o diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo e
aterosclerose.

Com os dados obtidos no primeiro capitulo, verificamos que o tratamento de ratos
obesos-MSG com o EHSc por 8 semanas nas doses 0,5 e 1,0 g/kg foi capaz de reduzir o acimulo
de gordura e reverter a DHGNA, que foi acompanhado de em efeito anti-hipertrigliceridémico
tanto pelo menor conteddo de triacilglicerois (TAG) como pela menor exportagcdo das very-low
density lipoprotein (VLDL). Efeito que pode ser explicado pela downregulation, promovida
pelo EHSc, da via XBP-1s/PDI/MTP, a qual é responsavel pela montagem e exportacdo dos
TAG hepaticos. Como esses resultados do EHSc sobre vias do metabolismo lipidico e estresse
do reticulo endoplasmético (RE) hepatico, realizou-se o segundo estudo desta tese, no qual
essas vias foram avaliadas de forma mais ampla apds o tratamento com a menor dose do EHSc
em camundongos obesos-MSG.

Nesse segundo capitulo, os animais obesos tratados com EHSc apresentaram associado
a reducdo do acimulo do TAB, uma melhor atividade do mesmo e aumento da sensibilidade
insulinica periférica. Assim como anteriormente, o tratamento reduziu o acimulo de TAG
hepatico, que agora € explicado pelas reducdes das expressdes génicas no figado de fatores de
transcri¢do lipogénicos (PPAR-y e SREBP-1c) e, consequentemente, enzimas envolvidas na
sintese de novo (FAS) e direta (DGAT2) de TAG. Efeitos que podem ter como origem a
downregulation hepatica da PERK observada apds o tratamento, uma vez que € um dos
principais sensores do estresse do RE envolvido com a lipogénese.

Além desses efeitos do EHSc sobre animais obesos, surgiu a oportunidade de realizar
um estdgio de doutorado sanduiche nos Estados Unidos da América para avaliar o efeito desse
extrato em um modelo de ratos ndo-obesos espontaneamente DM?2, o Goto-Kakizaki (GK), para
verificar as acoes do EHSc sobre a DHGNA sem a interferéncia da obesidade. Este estudo teve
a supervisao da profa. Dra. Maria Alicia Carrillo-Sepulveda e foi realizado no campus de Old

Westbury (NY) do College of Osteopathic Medicine do New York Institute of Technology
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(NYITCOM). O estagio foi apoiado através de bolsa de estudo do Programa de Doutorado
Sanduiche no Exterior (PDSE) da Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES).

Nesse estudo, destacamos que o tratamento (0,5 g/kg/dia, via oral) dos animais GK por
8 semanas reduziu nao s6 o acimulo de gordura no figado, mas também a inflamacgado hepética
desses animais. Essa melhora da esteato-hepatite pdde ser explicada pela redugdo das
expressoes proteicas da MyD88 e NF«B no figado dos GK tratados com o EHSc. Além disso,
esse tratamento melhorou a disfun¢do vascular presente nesses animais diabéticos com
diminui¢do da pressdo arterial, maior relaxamento das aortas isoladas e reducdo da espessura
da intima-média dessa artéria. Efeitos que foram corroborados pelas elevacdes das expressoes
proteicas da endothelial nitric oxide synthase (eNOS) e da vasodilator-stimulated
phosphoprotein (VASP) nesse vaso ap0s o tratamento. Esses e outros dados estdo em processo
de organizagdo e escrita para posterior publicacdo sob a supervisdo da Dra. Sepulveda.

Portanto, com os dados obtidos nesta tese (Figura 1), primeiramente, fica evidente a
efetividade do tratamento com o EHSc na reducao e melhora da atividade do TAB de animais
obesos-MSG, devendo-se avaliar no futuro essa acdo de forma mais pormenorizada. No
entanto, o foco principal desse trabalho foi sobre o efeito do EHSc sobre o metabolismo lipidico
hepatico daqueles animais. Com essa abordagem, foi constatado que o tratamento, por no
minimo 4 semanas, com esse extrato € capaz de reverter a hipertrigliceridemia e a DHGNA
presente nesse modelo de obesidade através de inibi¢des de vias de exportacdo e sintese de
TAG no figado, respectivamente. Efeitos que podem ser decorrentes de uma downregulation
do estresse do RE promovida pelo EHSc nesse 6rgdo. Ademias, dados preliminares em ratos
diabéticos ratificam esses efeitos hepaticos promovidos pelo extrato, além de demonstrar uma
acdo protetora sobre a disfun¢do vascular desses animais. Desse modo, este trabalho se destaca
por confirmar os efeitos do EHSc sobre desordens do metabolismo lipidico hepatico e,
principalmente, elucidar por quais mecanismos ele possa estar atuando, contribuindo, assim,
para a maior validacdo da eficidcia dessa espécie vegetal tdo utilizada no mundo para o

tratamento de distirbios do metabolismo energético.
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Figura 1. Efeitos e mecanismos de acdo do tratamento com o extrato rico em polifenois das folhas de
Syzygium cumini (EHSc) em modelos animais de obesidade e diabetes tipo 2 (DM2). O grande actimulo de
tecido adiposo branco (TAB) caracteristico da obesidade induzida pelo MSG fovorece a disfugao adipocitaria que
resulta tanto numa resisténcia insulinica (RI) como na menor recirculagdo dos 4cidos graxos livres (AGL). A RI
induz aumento dos niveis séricos de insulina que junto com os AGL estimulam a sintese de novo e direta de
triacilgliceréis (TAG) no figado, repectivamente. O maior influxo de AGL assim como a maior concentracdo de
TAG hepatico induz RI local e estresse do reticulo endoplasmadtico (RE), favorecendo ainda mais sintese de novo
de TAG, tornando o ciclo vicioso. O EHSc pode estar reduzindo o acimulo de TG hepdtico e consequente
exportacdo desse lipideo para a circulagcdo tanto pela diminuicdo da insulinemia resultante da melhora da
sensibilidade insulinica provocada pelo menor acimulo de TAG, como pela downregulation da PERK que é um
dos principais sensores do estresse RE relacionados com a sintese de TAG via indugdo dos fatores de transcrigio
lipogénicos SREBP-1c e PPAR-y. O EHSc também apresentou efeito inibitério sobre a via de formagdo e
exportacdo de VLDL nesses animais obesos, como a XBP-1s/PDI/MTP, o que pode favorecer ainda mais seu
efeito anti-hipertrigliceridémico. Ademais, em ratos com DM2, além de melhorar o metabolismo lipidico hepatico,
o EHSc foi capaz de diminuir a pressdo arterial e estimular o relaxamento da aorta nesses animais. Efeito que pode
estar relacionado com o aumento das expressdes da endothelial nitric oxide synthase (eNOS) e da vasodilator-
stimulated phosphoprotein (VASP).
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Syzygium cumini (Myrtaceae) is a worldwide medicinal plant traditionally used in
herbal medicines due to its vaunted properties against cardiometabolic disorders,
which include: antihyperglycemic, hypolipemiant, antinflammatory, cardioprotective,
and antioxidant activities. These properties have been attributed to the presence of
bioactive compounds such as phenols, flavonoids, and tannins in different parts of the
plant, albeit the knowledge on their mechanisms of action is scarce. This mini-review
highlights the cardiometabolic properties of S. cumini by correlating its already identified
phytochemicals with their described mechanisms of action. Data herein compiled show
that some compounds target multiple metabolic pathways; thereby, becoming potential
pharmmacological tools. Moreover, the lack of clinical trials on S. cumini usage makes it
a fruitful field of interest for both scientific community and pharmaceutical industry.

Keywords: black plum, jamun, myrtaceas, phenolic compounds, metabolic syndrome, ethnopharmacology,
medicinal plants, complementary and alternative medicine

INTRODUCTION

Cardiometabolic syndrome is associated with multiple risk factors including insulin resistance,
dyslipidemia, hypertension, and obesity (Alberti et al, 2009). According to World Health
Organization, every vear about 2.8 million people die worldwide due to overweight or obesity
(Lim et al,, 2012). Prevalence of diabetes appears with projections to affect about 439 million
adults by 2030, whereas cardiovascular diseases account for 30% of deaths annually, including
both developed and developing countries (Shaw et al,, 2010). Because of their chronic degenerative
nature, cardiometabolic-related disorders have long-lasting treatments, costly for both the patient
and the health services, in addition to potentially harmful side effects cansed by polytherapeutic
regimens (Yanowvski and Yanovski, 2014). In this context, herbal medicines have become the major
source of bioactive molecules and emerged as potential therapeutic tools to fulfill a multiple-target
strategy, especially because of their inherented large-scale structural diversity as compared with
synthetic compounds (Prabhakar and Doble, 2008; Vasudeva et al, 2012).

Myrtaceae family comprises about 121 genera with 3800-5800 species of shrubs and trees
distributed mainly in tropical and subtropical areas of the world (Stefanello et al, 2011). The
genus Syzygium, a leading member of this family, embrace 1100 species with deserving attention
to Syzygium cumini (L.) Skeels (syn.: Eugenia jambolana, Syzygium jambolanum), which has been
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Polyphenol-Rich Extract of Syzygium
cumini Leaf Dually Improves
Peripheral Insulin Sensitivity and
Pancreatic Islet Function in
Monosodium L-Glutamate-Induced
Obese Rats
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Syzygium cumini (L) Skeels (Myrtaceas) has been traditionally used to treat a number
of ilnesses. Ethnopharmacological studies have particularty addressed antidiabetic and
metabolic-related effects of extracts prepared from its different parts, especially seed,
and pulp-fruit, however. there is a lack of studies on phytochemical profile and biological
properties of its leaf. As there is considerable interest in bioactive compounds to
treat metabolic syndrome and its clustered risk factors, we sought to characterize
the metabolic effects of hydroethanolic extract of S. cumini leaf (HESc) on lean and
monosodium L-glutamate (MSG)-induced obese rats. HPLC-MS/MS characterization
of the HESc polyphendlic profile, at 254 nm, identified 15 compounds pertaining to
hydrolysable tannin and flavanol subclasses. At 60 days of age, both groups were
randomly assigned to receive HESc (500 mg/kg) or vehicle for 30 days. At the end
of treatment, obese+HESc exhibited significantly lower body weight gain, body mass
index, and white adipose tissue mass, compared to obese rats receiving vehicle.
Obese rats treated with HESc showed a twofold increase in lipolytic activity in the
periepididymal fat pad, as well as, brought triglyceride levels in serum, liver and skeletal
muscle back to levels close those found in lean animals. Furthemmore, HESc also
improved hyperinsulinemia and insulin resistance in obese+HESC rats, which resulted in
partial reversal of glucose intolerance, as compared to obese rats. HESc had no effect
in lean rats. Assessment of ex vivo glucose-stimulated insulin secretion showed HESc
potentiated pancreatic function in islets isolated from both lean and obese rats treated
with HESc. In addition, HESc (101000 pg/mL) increased glucose stimulated insulin
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Abstract

Obesity and metabolic syndrome are the common causes of reproductive and fertility
disorders in women. In particular, polycystic ovary syndrome, which is clinically
characterized by hyperandrogenism, oligofanovulation, and polycystic ovarian
morpholegy, has been increasingly associated with metabolic disorders. However, given
the broad interplay between metabolic and reproductive functions, this remains a field
of intense research. In this study, we investigated the effect of monesodium -glutamate
(M5G)-induced obesity on reproductive biology of female rats. Newborn female rats
were subcutaneously inpected with M5G (4 gfkg/day) or equiosmelar saline (CTR) each

2 days up to postnatal day (pnd) 10. On pnd 60, estrous cycle was evaluated using
waginal smears twice a day for 15 days, which showed M3G rats to be oligocyclic.
Thereafter, animals were killed on estrous phase for blood and tissue collection.

MSG rats had increased body mass, accumulation of retroperitoneal and visceral fat
pads, and visceral adipocyte hypertrophy compared with CTR rats. MSG rats were also
dyslipidemic and hyperinsulinemic but were normoglycemic and normoandrogenic.
Owarian morphology analysis showed that MSG rats had a two-fold decrease in oocyte
count but a six-fold increase on ovaran follicular cysts, along with a higher number

of total primordial and atretic follicles. Moreover, M5G rats had a four-fold increase

in anti-Mdllerian hormone immunohistochemical staining on antral follicdles. Taken
together, data presented here characterize MSG obesity as a unique model to study the
metabolic pathways underlying reproductive disorders in the absence of overactivated
hypothalamic—pituitary—gonadal axis.

¥ ¥ ¥ ¥
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Obesity and metabolic syndrome (MetS) hawve (O'MNeill & O'Driscoll 2015). The latest consensus defines

escalating prevalence worldwide and have reached an
epidemic proportion, affecting the world population
regardless of ethnicity or Human Development Index

MetS as the presence of three of the five metabolic
dysfunctions: obesityfcentral obesity, insulin resistance,

dyslipidemia mainly as hypertrighyceridemia, hypertension,
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Abstract Early-life environmental insults have been shown
to promote long-term development of chronic non-
communicable diseases, including metabolic disturbances
and mental illnesses. As such, premature consumption of
high-sugar foods has been associated to early onset of detri-
mental outcomes, whereas underlying mechanisms are still
poorly understood. In the present study, we sought to investi-
gate whether early and sustained exposure to high-sucrose diet
promotes metabolic disturbances that ultimately might antici=
pate neurological injuries. At postnatal day 21, weaned male
rats started to be fed a standard chow (10 % sucrose, CTR)ora
high-sucrose diet (25 % sucrose, HSD) for 9 weeks prior to
euthanasia at postnatal day 90. HSD did not alter weight gain
and feed efficiency between groups, but increased visceral,
non-visceral and brown adipese tissue accumulation. HSD
rats demonstrated elevated blood glucose levels in both fasting
and fed states, which were associated to impaired glucose
tolerance. Peripheral insulin sensitivity did not change, where-
as hepatic insulin resistance was supported by increased serum
triglycenide levels, as well as higher TyG index values.
Assessment of hippocampal gene expression showed endo-
plasmic reticulum (ER) stress pathways were activated in
HSD rats, as compared to CTR. HSD rats had overexpression
of unfolded protein response sensors, PERK and ATF6; ER
chaperone, PDIA2 and apoptosis-related genes, CHOP and
Caspase 3; but decreased expression of chaperone GRP78.
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Finally, HSD rats demonstrated impaired neuromuscular func-
tion and anxious behavior, but preserved cognitive parame-
ters. In conclusion, our data indicate that early exposure to
HSD promote metabolic disturbances, which disrupt hippo=
campus homeostasis and might precociously affect its neuro-
behavioral functions.

Keywords High-sucrose diet - Metabolic syndrome -
Hippocampus - Unfolded protein response - Neurological
impairment - Developmental origins of health and disease

Introduction

Metabolic syndrome (MetS) is conceptually defined as the co-
occurrence of at least three out of the following metabolic
disturbances: centralfvisceral obesity, hypertriglyceridemia,
hyperglycemia, insulin resistance, hyperinsulinemia and hy-
pertension (Alberti et al. 2009). While precise mechanisms
underlying the development of its clustered comorbidities
are not completely understood, MetS has rapidly reached ep-
idemic proportions worldwide in a straight relationship with
the access to sugar-rich foods and beverages, as well as less
physical activity (Bray et al. 2004). Additionally, accumulat-
ing data have suggested that metabolic (re)programming pro-
cesses subsequent to early-life insults, ie. during pregnancy,
infancy or childhood, may lead to long-term development of
chronic non-communicable diseases, such as MetS, cancer,
mental illness, among others (Chan et al. 2015; Gluckman
et al. 2007; Inadera 2013). This hypothesis for the develop-
mental origins of health and disease (DOHaD) was first pro-
posed in the 1990°s by Dr. David Barker, and attracted increas-
ing attention of scientists, medical doctors, epidemiologists
and policymakers around the world (Cooper 2013).
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ANEXO E
o \ UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAD
' fé COMISSAD DE ETICA NO USD DE ANIMAIS
PARECER CONSUBSTANCIADO INICIAL N? do parecer: 16
PROJETO DE PESQUISA Registro da CEUA: 16/13
N® do Protocolo: 23115.01983/2013-41
Data de entrada no CEUA: 20/12/2013
Parecer: APROVADO
| = ldentificacdo

Titulo do projeto:
Avaliagdo pré-clinica de espécies vegetais utilizadas no tratamento de patologias associadas &

sindrome metabdlica

Identificacio da equipe executora:

Flister, Caio Fernando F Coelho

Antonio Marcus de Andrade Paes, Lucas Martins Franga, Vinicyus Teles Chagas, Karla Frida Torres

Instituigao onde sera realizado: UFMA

Area tematica: N3o se Multicéntrico: Nio Data de recebimento:
aplica
20/01/2014
Cooperagdo estrangeira: Data de devolucdo:
25/04/2014
Il - Objetivo:

Investigar mecanismos moleculares envolvidos nas atividades biologicas de plantas
medicinais da flora maranhense que sejam popularmente utilizadas para o tratamento de
patologias associadas 4 sindrome metabolica.

Il = Sumario do projeto:

0 atual projeto trata-se de projeto de pesguisa coordenado pelo Prof Dr. Antonio
Marcus de Andrade Paes (UFMA). O projeto sera realizado no Laboratdrio Ensing e Pesquisa
em Fisiologia (LeFisio) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e terd a colaboracao
de diversos pesquisadores. O objetivo maior do projeto € realizar a avaliacdo pré-clinica de
espécies vegetais utilizadas no tratamento de patologias associadas a sindrome metabalica. O
projeto & subdivido em trés subprojetos intitulados “Investigaciio do mecanismo da acdo
hipolipemiante das folhas de Syrygium cumini (L) Skeels em animais dislipidémicos®,
“Investigac3o do mecanismo da ac3o hipoglicemiante das folhas de Averhoa corambolo L. em
animais hiperglicémicos™ e “Purificac3o, isolamento e identificacio biomonitorada de
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ANEXO F

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

CERTIFICAD)

Certificamos que a proposta intitulada “Avalia¢io do efeito do extrato hidroalcodlico
das folhas de Syzyvginm cumini sobre a esteatose hepitica ndo-aleoolica de
camundongos obesos: Papel do estresse do reticulo endoplasmatico™ registrada com
o n* 23115.002972/2017-01, sob a responsabilidade de Lucas Martins Franga, que
envolve a produgio, manutengio ou utilizacho de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho
Nacional de Controle de Expenmentacio Animal (CONCEA), e foi considerado
APROVADO pela Comissiio de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da
Universidade Federal do Maranhdio.

FINALIDADE { JEnsino (x) Pesquisa { JExtensio
Vigéncia da autorizaciio 02/06/2017 4 02/06/2019
Espécie/linhagemiraca Camundongo/Swiss/
N* de animais 10 animais
Pesofldade 60 dias
Sexo Machos e Fémeas
Origem Biotério Central UFMA

..
nusling Qe Sodliso,
Profa. Dra. Lucilene Amorim Silva

Presidente da Comissiio de Etica no uso de animais-CEUA
UFMA




