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RESUMO 
 
A obesidade é considerada a epidemia do século 21. A sua manifestação hepática, a doença 
hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA), está presente em mais de 80 % dos obesos. Por 
isso, a DHGNA é um problema de saúde pública, visto que é fator de risco direto para doenças 
cardiovasculares, principalmente, pela sua estreita relação com as dislipidemias. A espécie 
vegetal Syzygium cumini, cujo nome popular é jambolão, é amplamente utilizada na medicina 
tradicional para desordens associadas à obesidade como diabetes mellitus e dislipidemias. Em 
artigo anterior do nosso grupo, o extrato rico em polifenóis das folhas de S. cumini (EHSc) 
reduziu a esteatose hepática e a hipertrigliceridemia de ratos obesos induzidos pelo L-glutamato 
monossódico (MSG). Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar possíveis mecanismos de 
ação do EHSc sobre o metabolismo lipídico hepático 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 veículo (0,1 ml/100g/dia) por 8 semanas houve diminuição do acúmulo de 
tecido adiposo branco (TAB) sem alterar o consumo de ração. O tratamento também reduziu os 
níveis sanguíneos da glicose em jejum, colesterol total, triacilgliceróis (TAG) e ácidos graxos 
livres, assim como o índice TyG. O EHSc restaurou a esteatose hepática dos ratos obesos e 
reduziu pela metade o conteúdo de TAG das very-low-density lipoproteins (VLDL). No fígado, 
foi observado diminuições das expressões proteicas da splicing of X-box binding protein 1 
(XBP-1s), protein disulfide isomerase (PDI) e microsomal triglyceride-transfer protein (MTP), 
as quais fazem parte da via de secreção de TAG. Esse efeito foi corroborado pela inibição aguda 
do acúmulo de TAG séricos promovido pelo EHSc após a injeção (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 não alterou o 
padrão alimentar e reduziu o TAB, com melhora da atividade lipolítica desse tecido. De forma 
semelhante nos ratos, o EHSc melhorou a glicemia, o perfil lipídico sérico e a DHGNA. Além 
disso, o tratamento melhorou a sensibilidade insulínica pelas reduções dos índices HOMA1-IR, 
TyG e insulina sérica, e aumento do kITT. Nas análises moleculares hepáticas, o EHSc diminui 
a expressão gênica de fatores de transcrição (sterol response element-binding protein 1c e 

peroxisome proliferator-activated receptor γ) e enzimas lipogênicas (fatty acid synthase e 
diacylglycerol acyltransferase 2), assim como de marcadores da exportação de TAG 
(apolipoprotein B e MTP). Além disso, houve a downregulation gênica de um braço do estresse 
do retículo endoplasmático (RE) nos animais tratados, com reduções da PKR-like endoplasmic 

reticulum kinase (PERK) e nuclear factor erythroid 2-related factor. Primeiramente, esses 
dados ratificam a eficácia do EHSc na reversão 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 insulínica nesses animais, mas também pela downregulation de 
vias do estresse do RE, como a XBP-1s e PERK, que são importante indutores da secreção e 
síntese de TAG no fígado, respectivamente. Portanto, esta tese destaca a importância do estresse 
do RE como alvo terapêutico de alterações do metabolismo lipídico hepático, além de contribuir 
para a validação da eficácia das folhas da espécie S. cumini sobre essas desordens associadas à 
obesidade. 
 
Palavras-chave: Syzygium cumini; doença hepática gordurosa não-alcoólica; obesidade; 
estresse do retículo endoplasmático; hipertrigliceridemia. 
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ABSTRACT 
 
Obesity is considered the epidemic of the 21st 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 Ȗ), 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 Introdução 
 

A obesidade e o sobrepeso são desordens crônicas endócrina-metabólica com estimativa 

de prevalência de 39 % na população 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 população adulta das capitais está com excesso de peso e quase 19 % desta 

é obesa (BRASIL, 2017). Esse cenário é preocupante, uma vez que representa fator de risco de 

outras doenças crônico-degenerativas como doença hepática gordurosa não-alcoólica 

(DHGNA), diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e dislipidemias, que associadas ou mesmo sozinhas 

aumentam em várias vezes as chances do surgimento de doenças cardiovasculares, como o 

acidente vascular cerebral e o infarto agudo do miocárdio, as quais são as principais causas de 

morbimortalidade no mundo (NAGHAVI et al., 2015). 

O excesso de tecido adiposo e a consequente hipertrofia adipocitária é determinante para 

o aparecimento das comorbidades associadas a obesidade, uma vez que o grande acúmulo de 

triglicerídeos (TG) no adipócito induz apoptose e maior migração macrofágica para esse tecido 

que em contato com os ácidos graxos livres (AGL) presentes no meio mudam de um fenótipo 

anti para pró-inflamatório (LAFONTAN, 2014). Com isso, há aumento de citocinas 

inflamatórias que associado ao estresse oxidativo também presente induz resistência insulínica, 

o que resulta em disfunção do adipócito, o qual passa a liberar em excesso os AGL e leptina e 

diminuir a produção de adiponectina (ATTIE e SCHERER, 2009). Esse maior influxo de AGL 

nos tecidos e seu acúmulo na forma de TG caracteriza o quadro de lipotoxicidade, que junto 

com as alterações plasmáticas das outras adipocinas induz resistência insulínica em vários 

tecidos (SHULMAN, 2014). 

Dentre os órgãos que primeiro sentem as alterações adipocitárias destaca-se o fígado, 

que como tecido lipogênico que é, sintetiza TG tanto de forma direta pelo maior influxo de 

AGL como indiretamente através da síntese de novo de lipídeos, que se dá principalmente pela 

hiperinsulinemia, a qual é resultante da resistência insulínica periférica. Esse maior acúmulo de 

gordura hepática 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 fisiopatológicos do metabolismo 

hepático estarem bem elucidados, há um pouco mais de uma década tem se discutido bastante 

o papel do retículo endoplasmático (RE) nessas patologias, uma vez que alguns estudos 
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demonstraram em roedores (ÖZCAN et al., 2004) e humanos (GREGOR et al., 2009) que o 

excesso de gordura no fígado perturba a homeostase do RE. 

O RE é uma organela responsável pela síntese e controle de qualidade de proteínas, 

armazenamento de Ca2+ e síntese de fosfolipídeos para as membranas celulares (VAN MEER 

et al., 2008). Entretanto, quando ocorre uma sobrecarga da capacidade de controle do 

enovelamento das proteínas sintetizadas, há o acúmulo de proteínas mal enoveladas no lúmen 

do RE, que resulta em ativação da unfolded protein response (UPR), também denominado 

estresse do RE. A UPR é iniciada quando há a ativação de três proteínas transmembrana do RE: 

PERK (eukaryotic translation initiation factor 2-α-kinase 3 ou PKR-like endoplasmic reticulum 

kinase); IRE1 (inositol-requiring 1) e ATF6 (activating transcription factor 6). A atividade 

desses sensores resulta na indução de várias vias moleculares que tem como objetivo inicial o 

controle da homeostase do RE. Não obstante, com a cronificação do estresse do RE no fígado 

há o estímulo de vias inflamatórias, apoptóticas e lipogênicas (RON e WALTER, 2007). 

Condição que atualmente é considerada uns dos mecanismos responsável pela manutenção e 

progressão da DHGNA e dislipidemias em indivíduos obesos (BAICEANU et al., 2016), sendo, 

assim, passível de alvo terapêutico para o controle dessas desordens do metabolismo lipídico 

hepático (MALHI e KAUFMAN, 2011). 

Syzygium cumini (L.) Skeels (Myrtaceae) é uma árvore cultivada em vários países e com 

ampla distribuição no território brasileiro, onde é conhecida principalmente como jambolão e 

jamelão (LIM, 2012). Na prática popular, é utilizada pra tratamentos de vários tipos de 

desordens, onde podemos destacar àquelas relacionadas a distúrbios metabólicos 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 Saúde do Brasil como uma espécie 

vegetal relevante no contexto etnofarmacológico do país, uma vez que faz parte da Relação 

Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) (BRASIL, 2009). 

Nosso grupo tem destacado o potencial de várias partes de S. cumini no combate a 

doenças cardiometabólicas (CHAGAS et al., 2015). Com as folhas já foram observados efeitos 

hipoglicemiante (SOARES et al., 2000), antioxidante (ESHWARAPPA et al., 2014) e, em 

estudo recente, nós verificamos que o extrato hidroalcoólico rico em polifenóis das folhas 

melhora o quadro metabólico de ratos obesos induzidos pelo L-glutamato monossodio (MSG), 

com uma diminuição tanto do acúmulo de TG hepático como da hipertrigliceridemia nesse 
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modelo de obesidade (SANCHES et al., 2016). Várias classes de compostos que podem 

justificar os efeitos descritos acima já foram identificados das folhas, como taninos, ácidos 

fenólicos, 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 utilização de espécies vegetais 

(EFFERTH e KOCH, 2011; HERRANZ-LÓPEZ et al., 2012).  

Como foi visto, a espécie S. cumini é utilizada amplamente pela população para o 

tratamento de distúrbios metabólicos e recentemente constatamos que o extrato hidroalcoólico 

das folhas reduzem a esteatose hepática e hipertrigliceridemia em roedores obesos induzidos 

por MSG (SANCHES et al., 2016). Patologias estas que estão relacionadas à ativação da UPR 

hepática nesses animais (FRANÇA et al., 2014). Portanto, é necessário investigar os efeitos do 

tratamento com esse extrato das folhas de S. cumini sobre os mecanismos moleculares hepáticos 

do estresse do RE envolvidos no controle de vias lipogênicas e de exportação de triglicerídeos 

nesses animais obesos-MSG, na tentativa de contribuir para validação da eficácia dessa espécie 

vegetal no combate de desordens do metabolismo lipídico associado à obesidade. 

 

2 Referencial teórico 

 

2.1 Obesidade: causas e consequências 

 

A obesidade é determinada pelo desequilíbrio crônico entre as energias gasta e ingerida, 

levando a um saldo energético positivo, que é convertido em acúmulo de triglicerídeos nas 

células, principalmente nos adipócitos, resultando em excesso de tecido adiposo e aumento de 

peso (BRAY, 2006). De forma rápida e prática, essa patologia pode ser diagnósticada através 

de índices antropométricos, como índice de massa corporal (IMC), circunferência da cintura 

(CC), relação cintura-quadril (RCQ) e razão cintura-altura (RCA). Apesar do IMC ter sido 

utilizado por muitos anos, o mesmo deve entrar em desuso pois esses índices que avaliam a 

obesidade abdominal apresentam uma maior associação com fatores de risco 

cardiometabólicos, destacando-se o RCA, que é considerado a melhor ferramenta para a 

avaliação das consequências dessa patologia, principalmente, por poder ser utilizado para todas 

as faixas etárias, etnias e ambos os sexos, além de apresentar um único valor de corte (RCA ≥ 
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0,5) para indicar risco de saúde associada à obesidade (ASHWELL e HSIEH, 2005; ASHWELL 

et al., 2012).  

O desenvolvimento e o grau da obesidade dependem de uma complexa interação entre 

fatores genéticos e ambientais. Em geral, uma obesidade grave em idades jovens é 

principalmente determinada por regulações gênicas que podem afetar o balanço energético, por 

exemplo, os polimorfismos no gene associado à obesidade e a massa adiposa (FTO) 

(FAWCETT e BARROSO, 2010), além de mecanismos epigenéticos como metilação de DNA 

e/ou acetilação de histonas que podem acontecer ainda no período gestacional, através de sub 

ou supernutrição da mãe, programando o indivíduo, que ainda vai nascer, a se tornar predisposto 

ao acúmulo de gordura durante toda vida (DESAI et al., 2015). Por outro lado, a obesidade mais 

tardia tem uma menor influência genética e um forte componente ambiental, como a elevada 

ingesta alimentar e baixa atividade física (BAQAI e WILDING, 2015). 

Nos países do ocidente, profundas mudanças do padrão alimentar têm ocorrido nos 

últimos 30 a 40 anos, destacando-se o grande consumo de alimentos e bebidas de alto teor 

calórico, sendo uma das principais causas da obesidade na sociedade atual (POPKIN et al., 

2012). Dentre os alimentos obesogênicos, aqueles ricos em gorduras e/ou açucares simples (ex: 

sacarose, glicose e frutose) exerce um protagonismo nesse contexto, visto que têm baixo poder 

de saciedade, conduzindo ao fenômeno da compulsividade alimentar passiva (HOLLIS, 2016). 

Além disso, estudo recente em ratos afirma que essa maior ingesta alimentar pode ser 

decorrente de uma maior produção de acetato pelo microbioma intestinal induzido por essas 

dietas, uma vez que esse acetato estimula indiretamente a secreção de grelina (hormônio 

orexígeno) do estômago pela ativação do sistema nervoso autônomo parassimpático, o que 

também contribui diretamente para o maior acúmulo de gordura através do aumento da secreção 

de insulina (PERRY et al., 2016).  

Outro componente do estilo de vida moderno determinante para o desenvolvimento da 

obesidade é o sedentarismo, pois favorece um menor gasto energético, principalmente através 

de reduções da integridade e massa muscular (STENHOLM et al., 2008). O músculo 

esquelético é considerado um órgão secretório, produzindo várias substâncias denominadas 

miocinas, que exercem um importante papel no metabolismo energético. Dentre essas miocinas, 

deve-se destacar o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e a interleucina 6 (IL-6), as 

quais estimulam a ȕ-oxidação lipídica via proteína quinase ativada por AMP (AMPK), além da 

irisina, que estimula o browning do tecido adiposo branco, ou seja, induz termogênese nesse 
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tecido, principalmente, através do aumento da expressão da proteína desacopladora 1 (UCP1) 

(PEDERSEN e FEBBRAIO, 2012). 

Com esses fatores ambientais bastante presentes na sociedade, a prevalência da 

obesidade tem aumentado progressivamente ao longo dos últimos 30 anos. Em escala global, 

mais de 1,5 bilhão de adultos estão com sobrepeso, dos quais 500 milhões são obesos 

(ORGANIZATION, 2011). No Brasil, o último inquérito domiciliar realizado demonstrou que 

mais da metade (53,8 %) da população adulta das capitais está com excesso de peso e quase 19 

% dessa está clinicamente obesa (BRASIL, 2017). Esse quadro se torna mais preocupante uma 

vez que a obesidade é fator de risco para doenças crônico-degenerativas como doença hepática 

gordurosa não-alcoólica (DHGNA), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hiperlipidemia, doenças 

cardiovasculares e alguns tipos de câncer (colorretal, próstata e mama), além de problemas 

sociais e psicológicos como baixo autoestima e depressão, elevando os gastos públicos e 

diminuindo a qualidade e o tempo de vida do indivíduo acometido (DANAEI et al., 2009). Com 

isso, a obesidade é considerada um dos maiores problemas de saúde pública tanto em países 

industrializados como nos emergentes, sendo alvo constante de estratégias profiláticas por parte 

da Organização Mundial da Saúde (WELLS, 2012). 

Essa estreita relação da obesidade com outras desordens crônico-degenerativas se deve 

a uma participação direta do tecido adiposo branco (TAB). O TAB é um tecido heterogêneo 

composto de adipócitos e várias células microvasculares e imunes na sua fração vascular 

estromal, liberando uma grande variedade de substâncias bioativas denominadas adipocinas 

como os ácidos graxos livres (AGL), leptina, adiponectina e citocinas inflamatórias, exercendo, 

assim, importantes funções parácrinas e endócrinas no controle da homeostase energética e 

inflamatória (ATTIE e SCHERER, 2009). A produção dessas adipocinas é constante no TAB, 

entretanto as suas concentrações no organismo vão depender do acúmulo de triglicerídeos (TG) 

nos adipócitos, ou seja, do tamanho destes. Em indivíduos com peso normal os adipócitos são 

menores, com uma baixa liberação dos AGL e leptina, e maior de adiponectina, além disso, há 

a presença de macrófagos M2 deixando o meio mais anti-inflamatório (LAFONTAN, 2014). 

Com o aumento do TAB, durante o desenvolvimento da obesidade, ocorre o maior 

armazenamento de TG, resultando na hipertrofia adipocitária, condição que diminui a produção 

de adiponectina e aumenta de leptina e AGL, além de uma maior infiltração macrofágica e 

mudança do perfil M2 para M1 o que torna o ambiente inflamatório através da maior síntese e 

liberação de citocinas pro-inflamatórias como TNF-α, IL-6, IL-1ȕ, TGF-ȕ e MCP-1, o que 
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caracteriza a obesidade como doença inflamatória subclínica crônica (Figura 1) (LAFONTAN, 

2014). 

Com a evolução da hipertrofia dos adipócitos há redução do fluxo sanguíneo no TAB 

resultando em uma hipóxia local e, consequente, disfunção adipocitária, exacerbando o quadro 

inflamatório através de uma grande presença de macrófagos M1 e maior produção de citocinas 

inflamatórias (ex: TNF-α e IL-6), que através de ações autócrinas e parácrinas induzem 

resistência insulínica (RI) nesse tecido tanto pela ativação de quinases de resíduos de serina dos 

substratos do receptor de insulina (IRS) e da c-Jun N-terminal kinase (JNK), como pela 

diminuição das expressões do transportador de glicose (GLUT-4) e dos próprios IRS nos 

adipócitos (ROTTER et al., 2003). A RI no TAB amplifica a disfunção nesse tecido, tanto pela 

maior atividade do hormônio lipase sensível, como pela menor expressão de transportadores 

dos AGL, resultando na maior liberação e menor recirculação dos AGL no TAB. Essa maior 

concentração dos AGL na corrente sanguínea favorece o quadro da lipotoxicidade, visto que o 

acúmulo dos AGL nos outros tecidos é maior do que sua capacidade de oxidá-los (IMRIE et 

al., 2010). O maior acúmulo de gordura ectópica (fora do TAB), associado à diminuição de 

adiponectina e elevações das citocinas inflamatórias 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 síndrome metabólica (ATTIE e 

SCHERER, 2009) (Figura 1). 
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Figura 1. Mecanismos responsáveis pelas patologias associadas à obesidade. A hipertrofia adipocitaria 
decorrente da obesidade gera hipóxia local favorecendo o recrutamento de macrófagos e sua ativação para um 
fenótipo M1. Esses macrófagos produzem citocinas inflamatórias (IL-6 e TNF-α) que prejudicam a sinalização 
insulínica. Nos adipócitos, a resistência insulínica (RI) causa disfunção dessas células caracterizado pelo aumento 
da produção de leptina, diminuições da produção de adiponectina e da recirculação dos ácidos graxos livres (AGL). 
A maior concentração dos AGL na circulação favorece sua entrada em outros tecidos caracterizando o fenômeno 
da lipotoxicidade. No músculo, o influxo de AGL causa RI pela maior produção de intermediários da síntese de 
triglicerídeos (TG) como os diacilglicerois (DAG), que junto com a RI no tecido adiposo favorece ao surgimento 
da diabetes mellitus tipo 2. No fígado, os AGL induzem síntese direta de triglicerídeos e DAG que também diminui 
a sensibilidade insulínica nesse orgão. Essa resistência insulínica hepática junto com hiperinsulinemia 
compensatória induzem a lipogênese de novo de triglicerídeos resultando na doença hepática gordurosa não-
alcoólica. O fígado, na tentativa de reduzir o excesso de TG, estimula a exportação desse lipídio na forma de da 
lipoproteína de muito baixa densidade (VLDL), resultando nas hierlipidemias.  
Fonte: Attie & Scherer (2009) com modificações.  
 

2.2 Desordens do metabolismo lipídico hepático no contexto da obesidade 

 

A doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA) é a acumulação patológica de 

gordura no fígado na ausência da ingestão de álcool (DIETRICH e HELLERBRAND, 2014). 

Descrita inicialmente somente a 36 anos atrás (ADLER e SCHAFFNER, 1979), atualmente é a 

principal causa de doença hepática em países desenvolvidos, com estimativa de prevalência de 

20 – 30 % na população em geral (MOORE, 2010). A ocorrência de DHGNA está fortemente 

associado à obesidade, RI e dislipidemias. De um perspectiva nutricional e de saúde pública, as 
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duas maiores preocupações são a elevada incidência da DHGNA em crianças e as fortes 

evidências que essa desordem é um fator de risco independente para as doenças 

cardiovasculares (MOORE, 2010). 

A DHGNA pode progredir de um simples acúmulo de gordura (esteatose) 

macrovesicular nos hepatócitos para uma esteato-hepatite não-alcoólica (EHNA) (presença de 

infiltrado inflamatório e possivelmente fibrose), que pode passar para uma completa fibrose ou 

cirrose e, em último grau, para um carcinoma hepatocelular (COHEN et al., 2011). A 

patogênese da DHGNA no contexto da obesidade acontece pelo maior influxo de AGL 

proveniente de um tecido adiposo hipertrófico e RI (Figura 1) (ATTIE e SCHERER, 2009). A 

entrada dos ácidos graxos (AG) no hepatócito ocorre com a participação de proteínas 

transportadoras de ácidos graxos como a proteína 1 ligada ao ácido graxo (FABP-1) e a ácido 

graxo translocase (CD36/FAT), cuja translocação para a membrana é estimulada pela ação da 

insulina (SU e ABUMRAD, 2009).  

Em condições fisiológicas, os AG são oxidados no interior da mitocôndria provendo a 

célula de trifosfato de adenosina (ATP) e acetil-CoA para o ciclo dos ácidos tricarboxílicos. 

Entretanto, com o excesso de AG, como geralmente acontece no indivíduo obeso, esses entram 

na via de síntese direta de TG, onde a glicerol-3-fosfato aciltransferase (GPAT) adiciona dois 

AG na molécula de glicerol formando os diacilglicerois (DAG), que são utilizados pela 

diacilglicerol aciltransferase (DGAT) para a adição de mais uma cadeia de AG formando os 

TG (BECHMANN et al., 2012). Além disso, a síntese de TG é potencializada pela lipogênese 

de novo, onde o excesso de insulina e glicose resultante da RI aumenta a expressão de fatores 

de transcrição lipogênicos como as proteínas ligadas aos elementos reguladores de glicose 

(ChREBP) e esterol 1c (SREBP1c), as quais induzem a expressão das enzimas acetil-CoA 

carboxilase (ACC), ácido graxo sintase (FAS) e estearoil-CoA desaturase 1 (SCD1) que 

participam da síntese de AG a partir de acetil-CoA. Esse novos AG serão esterificados pelas 

enzimas GPAT e DGAT formando mais TG, resultando na DHGNA (POSTIC e GIRARD, 

2008).  

O excesso de intermediários da síntese de TG, como os DAG, induzem RI no fígado 

(Figura 1), uma vez que ativam a translocação da proteína quinase Cİ (PKCİ) do citosol para 

membrana, inibindo a propagação da sinalização insulínica, por diminuírem a autofosforilação 

do receptor de insulina nos resíduos de tirosina (SHULMAN, 2014). Essa RI, paradoxalmente, 

estimula ainda mais a lipogênese de novo, visto que que a RI hepática é seletiva a via de controle 
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da gliconeogênese (LAPLANTE e SABATINI, 2010) (Figura 2). Esse processo é regulado, 

principalmente, pelo forkhead box O1 (FOXO1), cuja fosforilação está diminuída pela RI, 

resultando em sua maior permanência no núcleo, o que estimula a produção de glicose hepática, 

através da maior expressão de enzimas da gliconeogênese 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 síntese de TG (Figura 2) (TASKINEN e BORÉN, 2015).  

 

Figura 2. Consequências da resistência insulínica hepática seletiva. Na resistência insulínica associada à 
obesidade, há falha da insulina em suprimir a disfunção do tecido adiposo e a atividade da FOXO1 no fígado. Com 
isso, há o maior influxo de ácidos graxos e aumento das expressões da MTTP e ApoCIII nos hepatócitos, 
resultando em maior secreção de VLDL. Entretanto, ela estimula ainda mais a atividade da mTORC1, aumentando 
a lipogênses de novo via SREBP-1c, e diminuindo a degradação da ApoB pela inibição da sortilina. Tudo isso 
resulta em maior síntese de triglicerídeos (TG) e aumento da hipertrigliceridemia. 
Fonte: Taskinen & Borén (2015) com modificações. 

 

Na tentativa de diminuir a progressão da DHGNA, o fígado promove a exportação do 

excesso de TG através da formação de VLDL (Figura 1), que depende de uma atuação em 

conjunto das apolipoproteínas B (ApoB), CIII (ApoCIII) e da microsomal triglyceride transfer 

protein (MTTP), ocasionando aumento dos TG plasmáticos (CHOI e GINSBERG, 2011). Não 

obstante, essa hipertrigliceridemia também será potencializada e mantida pelo quadro de RI 

hepática em que FOXO1 mantida no núcleo aumenta a expressão da MTTP e APOCIII, e a 

maior atividade da mTORC1 provoca supressão da sortilina, que é uma proteína do maquinário 

lisossomal que aumenta a degradação da ApoB (STRONG et al., 2012) (Figura 2). Com isso, 
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o aumento das expressões da MTTP e ApoCIII e a menor degradação da ApoB é determinante 

para a manutenção da hipertrigliceridemia associada à DHGNA.  

 

2.3 O estresse do retículo endoplasmático  

 

O retículo endoplasmático (RE) é a organela responsável pela síntese e controle de 

qualidade de proteínas, além de controlar o estoque de Ca2+, a detoxificação xenobiótica e 

biossíntese de lipídeos (VAN MEER et al., 2008). Proteínas bem enoveladas e maduras que 

passam pelo padrão de qualidade do RE são exportadas para o complexo de Golgi para posterior 

utilização pela célula, enquanto as mal enoveladas são alvo do sistema de degradação proteica 

associado ao RE (ERAD), que é a translocação dessas proteínas para o citosol para a degradação 

através da via ubiquitina/proteasoma. Quando ocorre um desbalanço entre a capacidade de 

enovelamento/maturação proteica e a degradação das proteínas mal enoveladas há acúmulo 

destas no interior do RE, resultando na ativação 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 acúmulo de 

proteínas mal enoveladas através da inibição da tradução e aumento da expressão de enzimas 

envolvidas no ERAD assim como aumento da capacidade de enovelamento dessa organela, 

principalmente via indução da expressão de chaperonas como as glucose-regulated proteins 78 

(GRP78) e 94 (GRP94) e a protein disulfide isomerase (PDI), que atuam N-glicosilando e 

enovelando polipeptídeos nascentes em estruturas secundárias e terciárias, as quais são 

estabilizadas por pontes de dissulfeto (CNOP et al., 2012). A UPR é mediada primeiramente 

por três proteínas transmembrana do RE: a PERK (eukaryotic translation initiation factor 2-α-

kinase 3 ou PKR-like endoplasmic reticulum kinase); IRE1 (inositol-requiring 1) e ATF6 

(activating transcription factor 6). Sob condições basais, esses três sensores estão ligados à 

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 é 

sequestrada pelas proteínas mal enoveladas do lúmen, se desligando desses sensores, ativando, 

assim, a UPR (Figura 3) (WANG e KAUFMAN, 2016). 

Após a liberação da GRP78, a PERK se homodimeriza resultando em autofosforilação 

que fosforiliza o elF2α (eukaryotic translation initiation fator 2α) em serina 51. Essa ativação 

do elF2α inibi a formação do ribossomo 80S, ou seja, reduz o mecanismo traducional, o que 
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diminui a entrada de novas proteínas para o RE (DONNELLY et al., 2013). Paradoxalmente a 

essa inibição da síntese proteica, a ativação de elF2α aumenta a expressão do fator de 

transcrição ATF4 (cyclic AMP-dependet transcription of factor 4) (HARDING et al., 2000). A 

tradução de ATF4 é fortemente induzida sob condições de estresse do RE e pode conduzir a 

resposta mal adaptativa, pois aumenta a expressão de importante marcador pró-apoptótico 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 expressão do 

growth arrest and DNA damage-inducible protein 34 (GADD34) que é capaz de desfosforilar 

o elF2α e reativar a tradução, feedback negativo essencial para a sobrevivência 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 migração para núcleo, estimulando a tradução de enzimas 

antioxidantes, numa clara resposta de defesa celular (CULLINAN e DIEHL, 2004) (Figura 3). 

O segundo braço da UPR envolve IRE1, proteína 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 irá gerar um potente fator de transcrição o XBP1 spliced (XBP1s) (YOSHIDA et al., 2001), 

o qual aumenta a expressão de componentes do ERAD, chaperonas e a biossíntese de 

fosfolipídeos (CNOP et al., 2012). Este efeito produz expansão da membrana do RE, uma marca 

estrutural da ativação da UPR (SRIBURI et al., 2004). Independente da sua ação sobre a XBP1, 

IRE1 também pode diminuir a tradução, por aumentar a degradação de RNAm localizado nas 

proximidades do RE, por um mecanismo chamado regulated IRE1-dependent decay (RIDD) 

(MAUREL et al., 2014). Com o aumento da formação da XBP1s e ativação de RIDD, a IRE1 

contribui para redução do estresse do RE. Entretanto, se esse estresse não for aliviado, a maior 

da atividade da RIDD pode conduzir a morte celular através da redução de microRNAs que 

normalmente reprimem alvos pró-apoptóticos 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. Ativação do estresse do retículo endoplasmático (RE) ou da unfolded protein response (UPR). O 
acúmulo de proteínas mal enoveladas no lúmen do RE leva a dissociação da GRP78 de três sensores 
transmembrana: PERK, IRE1 e ATF6. A PERK homodimeriza e fosforila elF2α para inibir a tradução proteica. 
PERK também estimula fatores de transcrição como NRF-2 e ATF4, os quais induzem resposta antioxidante e 
pró-apoptótica via CHOP, respectivamente. O ATF4 também induz a expressão do GADD34 que defosforilar o 
elF2α e reativar a tradução. A ativação da IRE1 resulta em splicing da XBP1, formando a XBP1s que induz a 
transcrição de chaperonas (ex: GRP78 e GRP94) e estimula a degradação proteica via degradação associada ao 
RE (ERAD). A IRE1 também diminui a tradução através da sua atividade RNAase (RIDD), embora a cronicidade 
desse mecanismo possa induzir apoptose, que também é estimulado pela maior fosforilação da JNK. O ATF6 é 
ativado e clivado e conduz ao aumento de chaperonas, todavia sua ativação crônica também pode induzir apoptose 
via CHOP (BROWN e NAIDOO, 2007).  
Fonte: Brown e Nidoo (2007) com modificações. 

 

O ATF6 é o terceiro sensor da UPR, que também está inativo pela ligação da GRP78. 

Com a dissociação desta chaperona, ATF6 é translocado para o Golgi e é ativado por 

mecanismo de proteólise intramembrana regulado pelas proteases ligadas à membrana site-1 

(S1P) e 2 (S2P) (YE et al., 2000). Uma vez clivado, o domínio ativo do ATF6 é translocado 

para o núcleo, onde ele induz a expressão de genes que codificam chaperonas do RE e outros 

marcadores da UPR como a própria 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 ativação desses três braços da UPR objetiva aliviar ou reverter o estresse do RE. 

Entretanto, se este estresse não for resolvido, esses sensores podem ativar vias de morte celular 

como o aumento da CHOP pela PERK e ATF6, além da maior expressão da caspase 2 e 

atividade da JNK pela IRE1.  



22 

 

 

2.4 O papel do estresse do RE sobre o metabolismo lipídico hepático 

 

Hepatócitos sintetizam a maioria das proteínas séricas do sangue, como albumina, 

trasnferrina, lipoproteínas, proteínas do sistema complemento e fatores de coagulação. Além 

disso, essas células são expostas a nutrientes e poluentes que chegam pela veia porta. Com isso, 

o fígado apresenta um transitório ou mesmo fisiológico 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 indução da UPR não tenha sido elucidada 

(BODEN et al., 2011). 

Não obstante, no contexto da DHGNA, o estresse do RE se torna crônico em resposta 

ao acúmulo de gordura no fígado. Com isso, a ativação da UPR hepática já foi demonstrada em 

camundongos e ratos com fígado gorduroso induzidas por obesidade genética (ob/ob), por 

dietas ricas em ácidos graxos saturados ou sacarose (ÖZCAN et al., 2004; WANG et al., 2006) 

e pela obesidade por L-glutamato monossódico (MSG) (FRANÇA et al., 2014). O estresse do 

RE também tem sido observado no fígado de pacientes com esteatose e esteato-hepatite (PURI 

et al., 2008; GREGOR et al., 2009). A perda de peso após cirurgia de baypass gástrico diminuiu 

tanto o acúmulo de lipídeos como os níveis dos marcadores da UPR no fígado de pacientes 

obesos (GREGOR et al., 2009). 

O acúmulo de lipídeos no hepatócito induz estresse do RE por três mecanismos 

principais. O primeiro é por mudanças na composição das membranas do RE e consequente 

perturbação da homeostase do Ca2+. Isso acontece porque a sobrecarga de lipídeos interfere na 

constituição da membrana dessa organela pelo aumento da razão 

fosfatidilcolina/fosfatidiletanolamina, que são os fosfolipídeos de maior abundância (HYSLOP 

et al., 1981). A elevação dessa razão, além de aumentar o empacotamento de lipídeos na forma 

de lipid droplets e VLDL (KIM et al., 2010), altera a fluidez da membrana e, consequentemente, 

a atividade das bombas de Ca2+-ATPase, diminuindo o Ca2+ no RE. Esse mecanismo é 

considerado uma das maiores causas de estresse do RE induzidas por lipídeos, uma vez que a 

maioria das chaperonas são dependentes desse cátion para exercer suas ações de enovelamento 

proteico (FU et al., 2011; ARRUDA e HOTAMISLIGIL, 2015). O segundo mecanismo é pelo 

grande aumento da síntese de proteínas necessárias para a formação dos lipid droplets e VLDL, 

como perilipina-2 e a apolipoproteína B100, gerando estruturas desenoveladas que induzem a 
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UPR (SHELNESS et al., 1999; LEE, J.-S. et al., 2012). O terceiro é por uma ativação direta dos 

lipídeos, visto que ácidos graxos saturados como o palmitato podem induzir ativação da PERK 

e IRE1 com deleções dos domínios luminais de detecção de proteínas mal enoveladas 

(PROMLEK et al., 2011; VOLMER et al., 2013). 

Além de ser induzido pelo acúmulo de lipídeos no hepatócito, o estresse do RE tem sido 

apresentado como mecanismo mantenedor e de progressão da DHGNA. Dentre os mecanismos 

envolvidos nesse processo destaca-se a indução da lipogênese de novo. Fisiologicamente a 

síntese de novo de lipídeos é ativada principalmente pela ingestão de carboidratos, que servem 

tanto como substrato como estímulo para a liberação de insulina, que é o maior indutor da 

expressão de genes lipogênicos. (FERRE e FOUFELLE, 2010; WANG et al., 2015). Esses 

efeitos transcricionais da insulina são mediados pelo SREBP1c, cuja atividade, ao nível pós-

traducional, é determinada pela sua clivagem proteolítica (FERRE e FOUFELLE, 2010). 

Diferente da maioria dos fatores de transcrição, SREBP1c reside na membrana do RE em um 

complexo com uma proteína de retenção chamada insulin-induced gene 1 protein (INSIG1), 

que após a ação da insulina, se dissocia da SREBP1c. Esta é então transportada para o complexo 

de Golgi onde é clivada para se tornar ativa (HEGARTY et al., 2005). A SREBP1c madura é 

então translocada para o núcleo para exercer sua atividade transcricional, aumentando a 

expressão das enzimas responsáveis pela síntese de ácidos graxos como a ACC, FAS e SCD1 

(XU et al., 2013). 

Como explicado anteriormente, a atividade da SREBP1c continua aumentada mesmo 

com a diminuição da sensibilidade insulínica hepática (Figura 2). Uma outra explicação para 

esse paradoxo de aumento da lipogênese de novo mesmo com uma resistência insulínica 

hepática é o estresse crônico do RE. Primeiramente, isso pode ocorrer porque o estresse do RE 

induz diretamente a clivagem da SREPB1c, ou seja, de uma maneira independente da ação da 

insulina (CNOP et al., 2012). Também foi constatado que esse estresse no fígado de 

camundongos obesos é inibido pela superexpressão da GRP78, reduzindo a clivagem da 

SREBP1c e a expressão de enzimas lipogênicas, o que melhorou a esteatose e a resistência 

insulínica hepática (KAMMOUN et al., 2009). O mecanismo pelo qual isso acontece ainda não 

está completamente elucidado, mas pode envolver a degradação da INSIG1 pela ERAD (LEE 

e YE, 2004).  

A UPR também pode induzir síntese de novo de forma indireta, via ativação da IRE1 e 

PERK. Sobre a IRE1, estudos mostram que a XBP1s eleva a expressão de enzimas lipogênicas 
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tanto por uma ação direta na região promotora dos genes dessas enzimas (LEE et al., 2008), 

como por estimular o aumento da expressão da SREBP1c (NING et al., 2011). Por outro lado, 

um estudo mais recente demonstra que a superexpressão da XBP1s no fígado de camundongos 

ob/ob e alimentados com dietas ricas em gordura ou frutose reduz a expressão de genes 

lipogênicos, além de induzir maior oxidação lipídica através da ativação de autofagossomos no 

interior dos lipid droplets (macrolipophagy) (HERREMA et al., 2016). Assim, o que há de 

consensual sobre a ação da XBP1s no metabolismo lipídico hepático é que ela induz aumento 

da exportação de triglicerídeos (hipertrigliceridemia) (HERREMA et al., 2016), através da 

maior formação de VLDL pelos aumentos da expressão e atividade da PDI e MTTP, 

respectivamente (WANG et al., 2012).  

Sobre a atuação da PERK, um estudo demonstra que a deleção dessa proteína está 

associada a redução da lipogênese de novo em glândulas mamárias e adipócitos de 

camundongos (BOBROVNIKOVA-MARJON et al., 2008). Outros são consistentes em 

demonstrar que a defosforilação da elF2α pela superexpressão da GADD34 (OYADOMARI et 

al., 2008) ou a deleção do gene ATF4 (XIAO et al., 2013) protegem o fígado de camundongos 

contra a esteatose induzida por dieta rica em gordura ou frutose, respectivamente. Além disso, 

a ativação da via PERK-ATF4 aumenta a expressão do receptor de VLDL em hepatócitos, o 

que resulta em maior entrada de lipoproteínas para o fígado, contribuindo, assim, para a 

manutenção da DHGNA (JO et al., 2013).  

Portanto, embora a ativação da UPR seja, em um primeiro momento, importante para 

diminuir o estresse do RE induzido pelo aumento dos lipídeos hepáticos, a não resolução desse 

maior acúmulo de gordura pode exacerbar o estresse do RE de uma maneira a induzir mais 

síntese de lipídeos, podendo tornar a ativação da UPR, no contexto da esteatose hepática, um 

ciclo vicioso, agravando o quadro da DHGNA pelo estímulo de vias inflamatórias e apoptóticas 

(Figura 4). 
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Figura 4. Estresse do retículo endoplasmático (RE) e a doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA): 
um ciclo vicioso. O acúmulo de lipídeos no hepatócito decorrente da obesidade ou de dietas lipogênicas promove 
modificações na composição da membrana do RE aumentando a razão fosfatidilcolina (FC):fosfatidiletanolamina 
(FE), o que induz estresse do RE por alterações na homeostase do Ca2+. A ativação da unfolded protein response 
(UPR) tenta amenizar o acúmulo de gordura, mas se a sobrecarga lipídica não for diminuída, o estresse do RE 
torna o processo um ciclo vicioso por estimular lipogênese de novo. Isso contribui para manutenção e progressão 
da DHGNA, que pode evoluir para a esteato-hepatite não-alcoólica (EHNA), caso esse ciclo não seja interrompido. 
Fonte: Baiceanu et al. (2016) com modificações. 

2.5 Tratamento farmacológico da DHGNA  

 

O manejo da DHGNA, assim como das outras patologias associadas à obesidade, deve 

ser focado em mudanças 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 física (CHALASANI et al., 2012). Isso contribui para a 

manutenção de uma saudável distribuição da gordura corporal (circunferência da cintura < 94 

cm em homens e <80 cm em mulheres), cujo acúmulo, principalmente na região abdominal é 

fator de risco direto não só para a esteatose hepática, mas para as outras desordens crônico-

degenerativas (HAN e LEAN, 2015), como visto no primeiro tópico deste trabalho. 



26 

 

Embora as mudanças no estilo de vida, como destacado anteriormente, permaneçam 

como primeira linha de tratamento para a DHGNA, a dificuldade de adesão a longo prazo dos 

pacientes para essas mudanças permanecem um desafio que pode ser amenizado pela 

participação de uma equipe multiprofissional (MONTESI et al., 2016). Além disso, uma 

abordagem farmacológica muitas vezes poderia auxiliar de forma significativa a terapêutica 

dessa doença, como ocorre no DM2 e hipertensão (SOLEYMANI et al., 2016). Entretanto, até 

o momento, não há nenhum fármaco, aprovado pelos órgãos de regulamentação (ex: Food and 

Drug Admnistration – FDA, EUA), indicado para o tratamento da DHGNA. No entanto, 

estudos clínicos têm avançado na tentativa de validar fármacos que possam ter indicação 

específica 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 hepática, visto que já foi avaliada em dois ensaios clínicos de fase 

IIb, sendo um em adultos (SANYAL et al., 2010) e o outro em crianças e adolescentes 

(LAVINE et al., 2011). Nesses ensaios, o tratamento com 800 UI por dia de vitamina E por 96 

semanas melhorou a histologia hepática de pacientes com DHGNA sem diabetes, em relação 

ao placebo, embora em nenhum dos dois houve melhora da fibrose dos indivíduos (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 câncer de próstata (LIPPMAN et al., 2009) e outros não 

(YE et al., 2013; CURTIS et al., 2014). Além disso, uma meta-análise concluiu que essa 

vitamina parece possuir ação protetora sobre infartos trombóticos, fato que pode aumentar o 

ricos de infartos hemorrágicos (SCHURKS et al., 2010). Com isso, os riscos e benefícios da 

utilização da vitamina E para o tratamento da EHNA deve ser bem avaliado pelo prescritor e 

os pacientes devem ser informados que seu uso é off-label (RINELLA e SANYAL, 2016). 

Outro fármaco que apresenta vários ensaios clínico realizado em indivíduos com 

DHGNA é o sensibilizador de insulina pioglitazona, cujo o consumo diário de 30 mg melhorou 

as características histológicas da EHNA em vários ensaios clínicos (MAHADY et al., 2011). 

Contudo, o uso dessa tiazolidinediona é limitado pelos seus vários efeitos adversos como 

osteopenia, aumento do risco de fraturas, retenção de líquidos, insuficiência cardíaca 

congestiva, câncer de bexiga e ganho de peso, o qual continua após o tratamento 

(NEUSCHWANDER-TETRI et al., 2003; SANYAL et al., 2010).  
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Substâncias como a pentoxifilina e os ácidos graxos poli-insaturados ômega-3 (AGPIn-

3) também devem ser destacados. A primeira apresenta potencial para tratamento da DHGNA, 

visto que, em dois estudos pilotos já realizados, a administração de 1200 mg diariamente por 

12 meses reduziu a esteatose hepática dos pacientes sem efeitos adversos significantes em 

relação ao placebo (VAN WAGNER et al., 2011; ZEIN et al., 2011). Contudo, ensaios mais 

longos e com maior número de indivíduos são necessários 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 

redução da EHNA (PARKER et al., 2012) em humanos tratados com AGPIn-3, em três ensaios 

mais recentes, com 12 meses de duração e várias doses utilizadas, esses ácidos graxos não foram 

capazes de melhorar a esteatose hepática dos pacientes (SANYAL et al., 2014; ARGO et al., 

2015; DASARATHY et al., 2015), fazendo com que sua efetividade sobre essa patologia seja 

questionada. 

Há algum tempo os ácidos biliares tem se mostrado não apenas reguladores da 

homeostase lipídica intestinal, mas também capazes de controlar vias lipídicas através de 

receptores específicos em outros tecidos, como o hepático (THOMAS et al., 2008). Por 

exemplo, a ativação do receptor nuclear de ácidos biliares farnesoide X (FXR) reduz a 

trigliceridemia de camundongos dislipidêmicos induzidos por dieta ocidental através da 

diminuição da lipogênese hepática (EVANS et al., 2009). Assim, tem se estudado cada vez mais 

o uso desses ácidos para desordens do metabolismo lipídico (LI e CHIANG, 2014). Um 

exemplo é o ácido obeticólico, um semissintético, que em um ensaio piloto a administração de 

25 ou 50 mg por 6 meses aumentou a sensibilidade insulínica e reduziu marcadores 

inflamatórios e de fibrose hepática em pacientes com EHNA e DM2 (MUDALIAR et al., 2013). 

Ademais, em um único ensaio considerado de fase II, com mais de 140 indivíduos por grupo, 

o tratamento com 25 mg/dia com esse ácido biliar durante 18 meses melhorou a EHNA 

analisado após biópsia do fígado, embora tenha havido elevação do colesterol-LDL após o 

tratamento (NEUSCHWANDER-TETRI et al., 2015).  

Por fim, há a liraglutida, análogo do glucagon-like peptide-1 (GLP-1), que é 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 análogos da GLP-1 (LEE, J. et al., 2012; TREVASKIS et al., 2012) melhoram o perfil 

lipídico hepático desses animais. Além disso, outros trabalhos reportaram que esses análogos 
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podem agir, in vitro, diretamente em hepatócitos humanos, reduzindo a esteatose pela 

diminuição da lipogênese de novo e aumento da oxidação de ácidos graxos (DING et al., 2006; 

GUPTA et al., 2010; BEN-SHLOMO et al., 2011). Entretanto, avaliações sobre os efeitos 

desses compostos sobre fígado gorduroso se restringiam a estudos de casos (TUSHUIZEN et 

al., 2006; ELLRICHMANN et al., 2009) até ARMSTRONG et al. (2016) realizarem um ensaio 

de fase 2, onde o tratamento com injeções subcutâneas de liraglutida (1,8 mg/dia) por 48 

semanas reverteu a EHNA de pacientes com sobrepeso em relação ao placebo. Contudo, além 

desse fármaco ter apresentado efeitos adversos intestinais, não fica claro quanto o grau de 

redução de peso apresentado pelo grupo tratado pode ter contribuído para a melhora do perfil 

hepático dos indivíduos (ARMSTRONG et al., 2016). 

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

metabólicas 

 

Como visto anteriormente, a busca por agentes farmacológico que possam ser utilizados 

especificamente para tratamento da DHGNA tem avançado, principalmente pelos importantes 

efeitos deletérios dessa patologia tanto ao nível hepático como sistêmico (LONARDO et al., 

2018). Contudo, o risco-benefício do uso off-lable deve ser bem avaliado pelos prescritores, 

visto que os relatos de efeitos adversos também foram frequentes quando da utilização dos 

fármacos relatados acima. Além disso, por se tratar de uma desordem multifatorial (BYRNE e 

TARGHER, 2015), há carência de estudo mais prolongados, com maior número de indivíduos 

e com comorbidades como obesidade e/ou DM2 presentes. Neste contexto, as plantas 

medicinais podem se destacar como uma potencial ferramenta terapêutica que pode atuar em 

vários alvos ao mesmo tempo, visto que possuem uma grande variedade de compostos bioativos 

com característica químicas e farmacológicas diferentes (MUKHERJEE et al., 2015). 

A família Myrtaceae compreende em torno de 121 gêneros com 3800-5800 espécies de 

arbustos e árvores distribuídas principalmente em áreas tropicais e subtropicais 

(STEFANELLO et al., 2011). Dentre as várias espécies dessa família daremos destaque para 

Szyzigium cumini (L.) Skeels (sinonímia: Syzygium jambolanum D.C., Eugenia jambolana 

Lam.). Este vegetal é uma árvore de grande porte com frutos violetas escuros quando maduros 

(Figuras 5A e B), nativa da Indomalasia, mas amplamente cultivada em vários países da África, 

Ásia e América do Sul (SRIVASTAVA e CHANDRA, 2013). É popularmente conhecida como 
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black plum ou jambolan na língua inglesa, jan ou jamun na Índia, guayabo pesgua em países 

de língua espanhola e jambolão ou jamelão no Brasil (LIM, 2012). 

A várias partes de S. cumini são amplamente usadas na medicina tradicional para 

tratamento de uma grande variedade de desordens. As folhas são utilizadas para constipação, 

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 doenças esplênicas; 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 é como antidiabético, com estudos que reportam o relato desse uso tradicional na 

medicina ocidental há mais de 100 anos (HELMSTÄDTER, 2008). Além disso, estudos mais 

recentes têm demonstrado a sua utilização 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 presença e uso em nosso país, S. cumini foi reconhecido pelo Ministério 

da Saúde do Brasil como uma espécie relevante no nosso contexto etnofarmacológico através 

da sua presença na Relação 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 Maranhão (UFMA), São Luís, MA. B. Detalhes da folhas e frutos da espécie. 
Fonte: própria. 

 

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

recentemente pelo nosso grupo (CHAGAS et al., 2015). Sobre seus efeitos em distúrbios da 

A 

B 



30 

 

homeostase glicêmica, o tratamento com o extrato das sementes rico em flavonoides reduziu a 

glicemia e melhorou a tolerância à glicose em ratos com diabetes induzidos com 

estreptozotocina (STZ) (SHARMA, BALOMAJUMDER, et al., 2008; SHARMA, 

VISWANATH, et al., 2008). Esses efeitos podem ser atribuídos tanto ao aumento da atividade 

da glicose-6-fosfatase e hexoquinase no fígado dos animais STZ, o que aumenta a biossíntese 

de glicogênio, como por um efeito insulinotrópico nas células-ȕ desses animais, favorecendo a 

maior captação 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 os mecanismos 

pelos quais as folhas podem promover essas ações, destacando-se uma avaliação in vitro em 

que a incubação de células musculares L6 com o extrato metanólico das folhas por 24 h 

aumentou a captação da glicose associado à elevação das expressões do GLUT-4 e 

phosphatidylinositol 3-kinase (PI3 kinase) (ANANDHARAJAN et al., 2006). Além dessa ação 

inuslin-simile, dado recente do nosso grupo constatou uma ação insulinagoga do extrato 

hidroalcoólico das folhas de S. cumini tanto em ilhotas isoladas de ratos resistentes à insulina 

tratados por 30 dias (500 mg/kg/dia), como em células-ȕ humanas INS-1E incubadas por 1 h 

com esses extrato (100 μg/mL) (SANCHES et al., 2016). 

Nas desordens do metabolismo lipídico, 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), hidroalcoólico da amêndoa 

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 concentrações séricas de colesterol total 

(CT), colesterol-HDL e triglicerídeos (TG). A administração de uma única dose (125 mg/kg) 

do extrato etanólico das folhas reduziu o CT e TG plasmáticos de ratos diabéticos induzidos 

por aloxana (SCHOENFELDER et al., 2010). Além disso, um estudo recente constatou que a 

suplementação com o pó das sementes (10g/dia) melhorou significativamente a dislipidemia de 

pacientes com DM2 a partir do 60º dia de administração (SIDANA et al., 2016).  

Como essas ações do S. cumini sobre as dislipidemias muitas vezes são consideradas 

efeitos secundários a sua ação hipoglicemiante, há poucos estudos que tentam elucidar por quais 

mecanismos hipolipemiantes essa espécie esteja agindo. Uma das suposições pode ser pelo 

possível aumento da atividade dos receptores ativados por proliferadores de peroxissoma γ 
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(PPAR-Ȗ) e α (PPAR-α) observado em adipócitos 3T3-L1 após a incubação com o extrato rico 

em flavonoides das sementes por 24 h (SHARMA, VISWANATH, et al., 2008). Como exposto 

anteriormente, o fígado é um órgão chave no controle do metabolismo lipídico, entretanto o 

único estudo que avaliou a ação dessa espécie sobre a lipogênese hepática foi o nosso, em que 

o tratamento com extrato hidroalcoólico rico em polifenóis (500 mg/kg) por 30 dias diminuiu 

a esteatose hepática de ratos obesos induzidos pelo L-glutamato monossódico (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), há numerosos compostos identificados 

no S. cumini que podem ser responsáveis por essas ações sobre as desordens metabólicas 

propaladas acima. Os primeiros que podemos enfatizar são os flavonoides como a rutina (0,5-

8 mM), que aumenta a secreção 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 fígado e 

músculo de ratos diabéticos STZ, diminuindo a produção de glicose por esses tecidos (Figura 

6) (PRINCE e KAMALAKKANNAN, 2006). A quercetina também melhora a homeostase 

glicêmica tanto por uma atividade secretagoga de insulina através da ativação dos canais de 

cálcio tipo-L em células-ȕ pancreática (Figura 6) (BARDY et al., 2013), como por aumentar a 

concentração plasmática de adiponectina em ratos alimentados com dieta rica em gordura, fato 

que está diretamente relacionado a uma maior sensibilidade insulínica periférica observada 

nesses animais (WEIN et al., 2010).  
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Figura 6. Compostos polifenóis identificados no Syzygium cumini e seus possíveis mecanismos de ação sobre 
a síndrome metabólica. A quercetina e rutina podem diminuir a hiperglicemia pelo estímulo da secreção de 
insulina através do bloqueio de canais de Ca2+ tipo L nas células-ȕ pancreáticas. Além disso, a rutina contribui 
através da inibição da produção hepática de glicose por aumentar a atividade da hexoquinase e diminui da frutose-
1,6-bifosfatase no fígado. A miricetina melhora a sensibilidade insulínica periférica por aumentar a expressão de 
GLUT-4 no tecido adiposo branco. Ácido gálico, quercetina e rutina diminuem a síntese de colesterol por inibirem 
a HMG-CoA redutase hepática. Além desses efeitos, a atividade antioxidante característica desses compostos e do 
S. cumini pode ser determinante para melhora das alterações glicêmicas e lipídicas observada na síndrome 
metabólica.  
Fonte: Chagas et al. (2015) com modificações. 

 

A miricetina, que é um dos mais prevalentes polifenóis das folhas de S. cumini 

(CHAGAS et al., 2015) pode reduzir a hiperglicemia por aumentar a expressão do GLUT-4 

tanto no músculo esquelético como no tecido adiposo branco (Fig. 6) (LIU et al., 2007). Além 

disso, ela estimula oxidação lipídica hepática através do aumento da expressão do receptor 

ativado por proliferadores de peroxissoma α (PPAR-α) no fígado (CHANG et al., 2012). Outros 

polifenóis presentes em várias partes dessa espécie como o ácido gálico (PUNITHAVATHI et 

al., 2011), ácido elágico (KANNAN e QUINE, 2013) e quercetina (BOK et al., 2002) podem 

inibir a 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA (HMG-CoA) redutase hepática, enzima limitante da 

síntese de colesterol (BJÖRKHEM et al., 2013) (Figura 6). 
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O estresse oxidativo é fator etiológico e mantenedor de várias patologias, dentro das 

desordens metabólicas, a hiperglicemia e hiperlipidemia decorrente da alimentação induzem 

desbalanço redox, tanto pelo maior vazamento de elétrons mitocondriais decorrente do excesso 

de nutrientes como pela ativação das NADPH oxidase, complexo enzimáticos produtor de ânion 

superóxido (O2.-) (SPAHIS et al., 2016). Essa maior produção de espécies reativas de oxigênio 

e nitrogênio diminuem a ȕ-oxidação lipídica e induzem vias de resistência insulínica em todos 

os tecidos através da maior ativação de quinases de serina/treonina como a JNK e IKKȕ 

(HENRIKSEN et al., 2011). Essas espécies reativas podem, ao mesmo tempo que diminuem a 

sensibilidade insulínica, ativar a UPR por alterarem a atividade de chaperonas como a PDI, 

podendo, dessa forma, estimular vias lipogênicas, inflamatórias e apoptóticas através do 

estresse do RE (ASHRAF e SHEIKH, 2015).  

Como visto anteriormente, a espécie S. cumini apresenta uma grande quantidade de 

compostos polifenólicos, fazendo com que ela tenha uma elevada capacidade antioxidante. Essa 

propriedade já foi comprovada em vários estudos in vitro através de uma atividade scavenger 

de espécies radicalares como o DPPH. e ABTS.+.observado com os extratos metanólico 

(ESHWARAPPA et al., 2014) e hidroalcoólico (SANCHES et al., 2016) das folhas, e etanólico 

das frutas e sementes (AQIL et al., 2012). Avaliações in vivo também demonstram que o 

tratamento com o extrato aquoso das sementes reduziu a peroxidação lipídica e aumentou a 

atividade de enzimas antioxidantes como glutationa S-transferase, superóxido dismutase e 

catalase em camundongos com estresse oxidativo induzido por uretano 7,12-dimetil 

benzatraceno (ARUN et al., 2011). O extrato metanólico dos frutos reduziu a formação de 

malondialdeído hepático e aumentou os níveis de glutationa reduzida em ratos injetados com 

ciclofosfamida (TRIPATHI et al., 2013). Com isso, essa ação de controle do desbalanço redox, 

pode ser, em parte, a responsável pelos efeitos do S. cumini sobre as desordens metabólicas 

(Figura 6).  

Entretanto, são escassos os estudos que avaliem a ação dessa espécie em modelos 

experimentais de desordens do metabolismo lipídico como a DHGNA e dislipidemias associado 

à obesidade, existindo apenas um trabalho publicado recentemente pelo nosso grupo em que 

observamos uma redução da lipotoxicidade hepática e sistêmica de animais obesos MSG 

tratados com o extrato hidroalcoólico rico em polifenóis das folhas de S. cumini (SANCHES et 

al., 2016). Além disso, não existe na literatura avaliações do efeito dessa planta no controle ou 
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modulação do estresse do retículo endoplasmático, que, como vimos, é um importante 

mecanismo associado ao surgimento e manutenção dessas patologias. 

 

3 Objetivos 
 

3.1 Geral 

 

Avaliar os mecanismos de ação responsáveis pelos efeitos hipolipemiante e de reversão 

da doença hepática gordurosa não-alcoólica do extrato hidroalcoólico das folhas de Syzygium 

cumini (EHSc) em roedores obesos-MSG. 

 

3.2 Específicos 

 

Verificar se o tratamento com o EHSc promove alterações morfométricas em roedores 

obesos-MSG; 

Avaliar a atividade lipolítica do tecido adiposo branco desses roedores obesos tratados 

com EHSc; 

Investigar o efeito do tratamento com EHSc sobre a morfologia e conteúdo lipídico do 

fígado desses roedores obesos; 

Avaliar o efeito de uma única administração do EHSc sobre a hipertrigliceridemia 

aguda; 

Determinar os perfis lipídico, lipoprotéicos, glicêmicos e de resistência insulínica dos 

animais obesos tratados com o EHSc; 

Verificar o efeito do tratamento com esse extrato sobre a expressão de fatores de 

transcrição, enzimas e proteínas reguladoras de vias de síntese e exportação de lipídeos 

hepáticos; 

Avaliar a expressão hepática de marcadores do estresse do retículo endoplasmático 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 1α (IRE-1α) 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 IRE1α/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 jambolão, 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 II 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 

(2º33´11.7´´S 44º18´22.7´´W) of the Federal University of Maranhão (Universidade Federal do 

Maranhão – UFMA; São Luís, Maranhão, Brazil). An exsiccated sample of the plant species 

was identified by Prof. Dr. Eduardo Bezerra Almeida Jr., botanist at the Herbarium of Maranhão 

(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 ± 2ºC) 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)1/3/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 Maranhão 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 g/ml aprotinin, 1 g/ml leupeptin and 10 mM PMSF). For each sample, 30 g 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-H2O2-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 aLean; bObese and cObese+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 aLean; bObese and cObese+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 

5E 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). 

 

 

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 aLean and bObese. 
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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 aLean and bObese. 

 

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 aLean and bObese. 

 

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 WR1339, 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. 

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 aLean and bObese. 
 

 

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 aLean and bObese. 
 

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 (PPARγ) [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 

PPARγ 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 PPARα expression in the liver [36]. Despite the extensive knowledge on S. cumini 

effects on PPARγ/α 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 IRE1α/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 PPARγ/α 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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Resumo 

 
A doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA) está presente em mais de 80% dos 
pacientes obesos e é preditor direto de doenças cardiovasculares. A resistência insulínica e o 
estresse do retículo endoplasmático (RE) no fígado são responsáveis pela manutenção da 
DHGNA, fazendo com que a lipogênese de novo hepática se torne um ciclo vicioso. Resultados 
recentes do nosso grupo demonstraram que o extrato hidroalcoólico rico em polifenois das 
folhas de S. cumini (EHSc) reverte a DHGNA de ratos com obesidade induzida por L-glutamato 
monossódico (MSG). Assim, este trabalho teve como objetivo investigar o efeito do EHSc 
sobre vias do metabolismo lipídico e do estresse do RE no fígado 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 eficiência alimentares e índice de Lee (IL) foram 
avaliados durante o tratamento. Ao fim do tratamento, testes de tolerância a glicose (TOTG) e 
insulina (TTI) foram realizados. Sangue, tecidos adiposos brancos (TAB) e fígado foram 
coletados durante a eutanásia dos animais. Os níveis séricos de glicose (GL), triacilgliceróis 
(TAG), colesterol total (CT), ácidos graxos livres (AGL) e insulina foram determinados e 
usados para o cálculo dos índices HOMA e TyG. O TAB foi pesado e sua atividade lipolítica 
avaliada. Amostras de fígado foram utilizadas para determinações do conteúdo lipídico e 
expressão gênica de marcadores associados à síntese (SREBP-1c, PPARs, FAS, SCD1 e 
DGAT2) e exportação de TAG (ApoB, PDI e MTTP), bem como ao estresse do RE (GR78, 
ATF6, IRE1α, PERK, NRF2 e CHOP). EHSc reduziu o peso corporal (12 %), IL (6 %) e TAB 
(20 %) quando comparado aos camundongos obesos não tratados. Os níveis de GL, TAG, 
insulina e AGL foram diminuídos em 38, 37, 29 e 30 %, respectivamente. EHSc melhorou a 
sensibilidade insulínica pela redução de ambos os índices HOMA-IR (66 %) e TyG (9 %), ao 
mesmo tempo que aumentou o kITT (87 %). O EHSc aumentou a atividade lipolítica do TAB 
tanto na condição basal (76%) quanto estimulada por isoproterenol (46 %). A gordura total e 
os TAG hepáticos estavam reduzidos em 29 e 22%, respectivamente. EHSc diminuiu a 
expressão de PPAR-Ȗ (35 %), SREBP-1c (52 %), PPAR-α (56 %), FAS (63 %), DGAT2 (50 
%), ApoB (50 %), MTTP (45 %), PERK (66 %) e NRF2 (50 %), quando comparado ao grupo 
Obeso. Pelo outro lado, as expressões gênicas da ATF6, IRE1α, PDI e CHOP não foram 
alteradas. Portanto, nossos dados sugerem que a EHSc diminui a DHGNA em camundongos 
obesos-MSG pela melhora da sensibilidade insulínica e diminuição da expressão gênica de 
marcadores da lipogênese, fato que pode estar relacionado à downregulation da via da PERK, 
importante indutor lipogênico do estresse do RE hepático. 
 
Palavras-chave: Syzygium cumini, doença hepática gordurosa não-alcoólica, lipogênese e 
estresse do retículo endoplasmático. 
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4.3.1 Introdução  
 

A doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA) é a principal doença hepática 

crônica no mundo (Lonardo, Sookoian, Pirola, & Targher, 2016) e ocorre quando a capacidade 

hepática de exportação e/ou oxidação dos lipídeos é menor do que sua síntese (Yoon & Cha, 

2014). A DHGNA é fator de risco independente para doenças cardiovasculares e sua 

prevalência em indivíduos obesos é superior a 80% (Younossi et al., 2016). Essa estreita relação 

se dá pela participação direta do tecido adiposo branco (TAB) hipertrofiado presente na 

obesidade, favorecendo a síntese direta de lipídeos nos hepatócitos através da maior liberação, 

pelos adipócitos disfuncionais, de ácidos graxos livres (AGL) na circulação (Reccia et al., 

2017). Além disso, a hiperinsulinemia e/ou resistência insulínica (RI) hepática presente nesses 

indivíduos contribui para lipogênese de novo através da ativação do sterol regulatory element–

binding protein–1c (SREBP-1c), um dos principais fatores de transcrição de enzimas 

envolvidas na síntese de triacilgliceróis (TAG) no fígado. Com isso, haverá potencialização do 

processo de desenvolvimento e manutenção da DHGNA, e, consequentemente, da 

hipertrigliceridemia resultante (Leavens & Birnbaum, 2011). 

Embora tenham ocorrido avanços nas descrições desses mecanismos indutores da 

DHGNA, os processos responsáveis pela amplificação e manutenção dessa doença ainda se 

encontram pouco elucidados. Nesse contexto, tem-se destacado o papel do estresse do retículo 

endoplasmático (RE) hepático (Zhang, Xu, Yu, Chen, & Li, 2014). O estresse do RE, também 

conhecido como unfolded protein response (UPR), ocorre quando há uma sobrecarga da 

capacidade de enovelamento proteico no RE, gerando um excesso de proteínas malformadas, 

que ativam as seguintes proteínas transmembrana do RE: PERK (PKR-like endoplasmic 

reticulum kinase), IRE1α (inositol-requiring enzyme 1) e ATF6 (activating transcription factor 

6). Uma vez ativos, esses sensores induzem vias moleculares que têm como objetivo inicial o 

controle da homeostase do RE (Ron & Walter, 2007). Não obstante, com a cronificação desse 

estresse no fígado há o estímulo de vias inflamatórias, apoptóticas e lipogênicas (Gentile, Frye, 

& Pagliassotti, 2011). Com isso, o estresse do RE é considerado um dos principais mecanismos 

responsável pela manutenção e progressão da DHGNA em indivíduos obesos (Baiceanu, 

Mesdom, Lagouge, & Foufelle, 2016) e, consequentemente, tem se tornado alvo terapêutico 

para o tratamento dessa desordem do metabolismo lipídico hepático (F. L. Wu et al., 2016). 

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

jambolana Lam.) é uma árvore originária da Ásia tropical e cultivada em vários países sendo 
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conhecida popularmente como jambolão, jambolan, java plum ou black plum (Ayyanar & 

Subash-Babu, 2012). Essa espécie se destaca pelo amplo uso na prática popular para o 

tratamento de uma variedade de enfermidades, dentre as quais podemos destacar aquelas 

relacionadas à 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), inflamação (Kunwar, Uprety, Burlakoti, Chowdhary, & 

Bussmann, 2009) e diabetes mellitus do tipo II (DM2) (Trojan-Rodrigues, Alves, Soares, & 

Ritter, 2012), sendo reconhecida pelo Ministério da Saúde do Brasil como uma espécie 

relevante no contexto etnofarmacológico do país, uma vez que é uma das 71 plantas da Relação 

Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Único de Saúde (RENISUS) (BRASIL, 

2009).  

Nosso grupo tem destacado as potencialidades terapêuticas de várias partes de S. cumini 

no combate de distúrbios cardiometabólicos (Chagas, Franca, Malik, & Paes, 2015). Ao 

analisarmos os efeitos do extrato hidroalcoólico rico em polifenois das folhas de S. cumini 

(EHSc) observamos que o mesmo melhora o perfil metabólico de ratos com obesidade induzida 

pelo L-glutamato monossodio (MSG) com reversão da esteatose hepática nesses animais obesos 

(Sanches et al., 2016). Todavia, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares pelos quais o 

EHSc atua. Portanto, dadas as consistentes evidências de que o estresse do RE é responsável 

pela manutenção e progressão 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 ação do EHSc sobre vias do metabolismo lipídico e do estresse 

do RE no fígado esteatótico de camundongos obesos-MSG.  

 

4.3.2 Material e Métodos  
 

4.3.2.1 Material botânico e obtenção do extrato hidroalcoólico rico em polifenóis  

 

Folhas de Syzygium cumini foram coletadas no Campus Dom Delgado da Universidade 

Federal do Maranhão (UFMA) (2º33´11.7´´S 44º18´22.7´´O), na cidade de São Luís, estado do 

Maranhão, Brasil. A espécie vegetal foi identificada pelo botânico Prof. Dr. Eduardo B. 

Almeida Jr e uma exsicata se encontra no Herbário do Maranhão (MAR) (no 4574). Após a 

coleta, a folhas foram secas (38°C) e pulverizadas. O pó obtido foi macerado (temperatura 

ambiente) em solução hidroalcoólica (etanol 70%), na proporção de 1:6 (p/v), durante 3 dias 
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com agitação constante e renovação do solvente a cada 24 h. O material filtrado, centrifugado 

(3500 rpm, 10 min) e concentrado (45ºC) obtendo-se o extrato hidroalcóolico de S. cumini 

(Sanches et al., 2016).  

Esse extrato foi então liofilizado para se apresentar em pó, do qual obteve-se, através do 

método azul de Prússia (Pueyo & Calvo, 2009), um conteúdo de polifenóis total de 22,9 ± 1,12 

equivalentes de ácido gálico/100 g de extrato, sendo denominado extrato hidroalcoólico rico 

em polifenóis (EHSc) de acordo com dados anteriores (Sanches et al., 2016). O restante do pó 

do EHSc foi ressuspenso em dH2O no momento do uso para realização do tratamento dos 

animais como descrito abaixo.  

 

4.3.2.2 Indução da obesidade pelo L-glutamato monossódico (MSG) e tratamento com EHSc 

 

Filhotes machos de Mus musculus (Swiss) foram injetados por via subcutânea, na região 

dorso-cervical, com solução de L-glutamato monossódico (MSG) (Sigma-Aldrich, Brasil) na 

dose de 4,0 g/kg/dia durante 5 dias alternados a partir do 2º dia de vida, para indução da 

obesidade. Os camundongos controle receberam uma injeção de solução salina equiosmolar 

(0,1ml/10g de peso) (Olney, 1969). Desde o nascimento todos os animais foram mantidos em 

condições controladas de temperatura (23 ± 2 ºC) e luminosidade (12h claro/ 12h escuro), com 

água filtrada e ração (Nuvilab CR-1, Brasil) ad libitum. A partir da 7ª semana de vida o peso 

corporal e o consumo de ração foram avaliados 2 vezes por semana. Antes do tratamento a 

obesidade foi avaliada pelo cálculo do índice de Lee [IL = peso corporal (g)1/3/comprimento 

naso-anal (cm) x 1000] (Bernardis & Patterson, 1968).  

Uma vez constatado a obesidade dos camundongos MSG em relação aos seus controles 

magros na 13ª semana de vida, os animais foram randomizados e dividido em 3 grupos que 

foram administrados (gavagem) com EHSc ou dH2O por 4 semanas, como segue: 

Magro: camundongos magros receberam dH2O 0,1ml/kg/dia (n=7); 

Obeso: camundongos MSG receberam dH2O 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 ração foram mensurados 2 vezes por semana desde a 

7ª 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 punção cardíaca e eutanásia por decaptação. O 

fígado e os tecidos adiposos brancos retroperitoneal e periepididimal foram coletados e pesados 

para avaliação morfométrica (g tecido/ 10g peso corporal) e outras análises. Todos os 

protocolos envolvendo animais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da UFMA sob o registro no 23115.002972/2017-01 (ANEXO F). 

 

4.3.2.3 Atividade lipolítica 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 tampão de Krebs (NaCl 120 mM; 

NaHCO315 mM; KCl 4,83 mM; MgSO41,2 mM; KH2PO4 1.21 mM; CaCl2 2.4 mM, BSA 1 %, 

glicose 0,1 %, aerado por 30 min e pH ajustado para 7,4) por 1 h (37 oC) na presença ou ausência 

de 20 µM de isoproterenol (Sigma-Aldrich, EUA). Ao final da incubação, o sobrenadante de 

cada amostra foi separado em novos tubos e colocado no gelo para cessar a reação. Em seguida, 

a concentração de glicerol liberada em cada sobrenadante foi determinada por ensaio 

enzimático colorimétrico (505 nm) utilizando kit de triglicerídeos (TAG) (Labtest, Brasil) 

(Vaughan, 1962). 

 

4.3.2.4 Análises da homeostase glico-insulínica e do perfil bioquímico sérico 

 

A tolerância à glicose e a insulina foram avaliadas pelos testes oral de tolerância a 

glicose (TOTG) e de tolerância à 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 glicosímetro (Accucheck 

Active®, Roche Diagnostic, Alemanha) através do sangue da ponta da cauda nos tempos 0 

(basal) e 15, 30, 60 e 120 minutos após administração de bolus de glicose (2 g/kg). O TTI foi 

realizado pela manhã (7:00 h), 02 dias antes do fim do experimento, com os animais 

alimentados, nos quais a glicemia foi mensurada como no TOTG nos tempos 0 (basal) e 10, 20, 

30 e 40 minutos após a administração intrapreritoneal de 1,0 UI/kg de insulina (Humulin® 

70/30, Lilly, Brasil) pré-aquecida à 37oC. A taxa de desaparecimento da glicose (KTTI) foi 

derivado do TTI e calculado como 0,693/t1/2, onde t1/2 é a metade do tempo para atingir o 

máximo de decaimento da glicemia. 
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Ao final do tratamento, o sangue coletado passou pelos processos de coagulação (20 

min) e centrifugação (3500 rpm, 10 min) para obtenção do soro. Este foi utilizado para 

determinar as concentrações 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 recomendações dos fabricantes dos kits 

comerciais.  

A RI foi inferida pelos cálculos do índices TyG (TyG = Ln[triglicerídeos 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 (µU/ml)/glicose em jejum (mM)/22,5] (Matthews et al., 1985). 

 

4.3.2.5 Perfil lipídico hepático 

 

Cerca de 500 mg de tecido hepático de cada animal foi homogeneizado em 5 ml de 

solução de clorofórmio/metanol (2:1) e mantidos overnight a 4 oC para extração lipídica. No 

resultante do filtrado dessa extração foi adicionado NaCl 0,9% (1: 5 filtrado), agitado e deixado 

em repouso por 2 h. Em seguida, a solução foi centrifugada (1000 rpm, 5 min) para separação 

da fase aquosa da clorofórmica. Uma alíquota de 1 mL da fase clorofórmica foi coletada e seca 

à 40 oC sob fluxo de ar. A gordura seca foi pesada e ressuspendida em 1 ml de Triton-

X100/Metanol (2:1) para análises espctrofotométricas dos níveis de TAG e CT de acordo com 

a instrução 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 Expressão gênica por Real-Time PCR (qPCR) 

 

Cerca de 100 mg das amostras de fígado previamente conservadas (-20 ºC) com 

RNALater® (Ambion, EUA) foram pulverizados em baixa temperatura com nitrogênio líquido 

e acondicionado em microtubos. Em seguida, foi realizada a extração do RNA total adicionando 

1 ml de TRIzol® (Invitrogen, EUA) e homogeneizando com vórtex para dissolução do tecido. 

Em cada amostra houve adição de 200 μl de clorofórmio, com posterior homogeneização e 

incubação por 3 minutos a temperatura ambiente para posterior centrifugação (12.000 g, 15 

min, 4 ºC). Ao sobrenadante foi adicionado 500 μl de isopropanol, com incubação por 10 

minutos em temperatura ambiente. Essa mistura foi centrifugada (12.000 g, 10 min, 4 ºC) e o 



67 

 

sobrenadante desprezado. O pellet formado foi dissolvido com 1 ml de etanol 70 % (diluído em 

água DEPC, dietilpirocarbonato) e realizada nova centrifugação (7.500 g, 5 min, 4ºC). O álcool 

residual foi retirado e o novo pellet ressuspendido em até 50 μl de água DEPC. A pureza e a 

concentração do RNA total extraído foram determinadas por espectrofotometria através da 

razão A260/A280 (NanoDrop™ 2000, Thermo Scientific, EUA), seguido de eletroforese com 

gel de agarose (0,8%).  

Amostras de RNA (3 μg) 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 amplificação 

e detecção dos RNAm foram realizadas utilizando o Platinum™ SYBR™ Green qPCR 

SuperMix-UDG no StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, EUA). Neste 

sistema, as reações foram incubadas a 50 oC por 2 min para passarem pela fase de espera (95 
oC, 15 s), denaturação (40 ciclos de 95 oC de 15 s) e anelamento e extensão (60 oC, 1 min). Para 

a curva de melting, as reações aconteceram a 95 (15 s), 60 (60 min) e 95 oC (15 s), 

sucessivamente. A expressão gênica de cada amostra foi normalizada pelos níveis de 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) e os resultados obtidos pelo método do 

2-ΔΔCt.  
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Tabela 1. Sequência dos primers. 

*Abreviações: SREBP-1c: Sterol response element-binding protein-1c; PPAR-Ȗ: peroxisome proliferator-

activated receptor-γ; PPAR-α: peroxisome proliferator-activated receptor-α; FAS: fatty acid synthase; SCD-1: 

stearoyl-CoA desaturase-1; DGAT-2: diacylglycerol acetyltransferase-2; ApoB: apolipoprotein B; MTTP: 

microsomal triglyceride transfer protein; PDI A1: protein disulfide isomerase A1; GRP78: glucose-regulated 

protein 78; ATF6: activating transcription factor 6; IRE1α: inositol-requiring enzyme 1α; PERK: PKR-like 

endoplasmic reticulum kinase; CHOP: C/EBP homologous protein; GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase. 

 

4.3.2.7 Análise estatística 

 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão das médias (EPM). Após a 

confirmação da normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, os grupos experimentais 

foram comparados pela Análise de Variância (ANOVA) one-way com o Newman-Keuls como 

pós-teste. As diferenças estatísticas foram estabelecidas para um nível de confiança de 95 % 

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

 

Gene* Forward primer Reverse primer Amplicon  GenBank 

SREBP-1c 5’-GGCTGTTGTCTACCATAAGC-3’ 5’-ATGTCCTCCTGTGTACTTGC-3’ 61 NM_011480.4 

PPAR-γ 5’-TTTTCAAGGGTGCCAGTTTC-3’ 5’-CGCAGGTTTTTGAGGAACTC-3’ 67 NM_001127330.2 

PPAR-α 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 

IRE1α 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 



69 

 

4.3.3 Resultados 
 

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

 

Durante o acompanhamento ponderal (Fig. 1A), observa-se, desde a 7ª semana de vida, 

que os animais magros apresentam um maior peso em relação aos obesos (p<0,01). Todavia, o 

EHSc reduziu (13 %, p<0,05) o peso corporal dos animais obesos a partir da 2ª semana de 

tratamento, quando comparado com os obesos não tratados. Essa diminuição foi intensificada 

no grupo Obeso+EHSc na 3ª (16 %, p<0,05) e 4ª (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 acúmulo 

desses depósitos 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 relação com o aumento da saciedade, o consumo alimentar foi 

avaliado e não se observou diferenças entres os grupos durante todo o acompanhamento (dados 

não mostrados). No entanto, quando se testou a atividade lipolítica ex vivo do TAB 

periepididimal, constata-se uma marcante redução da lipólise no grupo Obeso tanto na condição 

basal (52 %, p<0,01) como na estimulada por isoproterenol (62 %, p<0,0001), em relação ao 

grupo Magro (Fig. 1E). Porém, quando se compara o efeito do EHSc sobre essa atividade 

lipolítica do TAB nos camundongos obesos, constata-se aumento nas condições basal (76 %, 

p<0,05) e estimulada (46 %, p<0,05) do grupo Obeso+EHSc em relação 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 redução de 30 % nos animais tratados (Fig. 1F).  
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Fig. 1. Tratamento com o extrato hidroalcoólico rico em polifenois das folhas de Syzygium cumini (EHSc) 
reduz o acúmulo do tecido adiposo branco (TAB) de camundongos obesos-MSG. A. Evolução ponderal. B. 
Índice de Lee antes e após o tratamento. C. TAB retroperitoneal. D. TAB periepididimal. E. Atividade lipolítica 
do TAB periepididimal na condição basal (-) e estimulada por isoproterenol (Iso) (+). F. Ácidos 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 diferença contra αMagro e 
ȕObeso em A, B, C, D, e F. Em F as letras representam diferenças contra αbasal (-), ȕMagro (-), įMagro (+), ȖObeso 
(-) e İObeso (+). ANOVA; Newman-Keuls (p<0,05). 
 

4.3.3.2 EHSc melhora a homeostase glico-insulínica de camundongos obesos 

 

O tratamento com EHSc por 4 semanas melhorou a tolerância à glicose dos animais 

obesos com reduções da glicemia no TOTG de 21 % (p<0,01) e 44 % (p<0,01) nos tempos 30 

e 60 min, respectivamente, em relação ao grupo Obeso (Fig. 2A). Uma melhora da sensibilidade 

à insulina também foi constatada após o tratamento, visto que o grupo Obeso+EHSc apresentou 

aumento de 90 % (p<0,05) do KTTI quando comparado ao grupo Obeso (Fig. 2B). Esses dados 

são corroborados pelas diminuições dos índices de RI promovidas pelo tratamento com EHSc, 

com reduções de 66 % (p<0,01) no HOMA1-RI (Fig. 2C) e 9 % (p<0,01) no TyG (Fig 2D). A 

melhora desses parâmetros decorrente do tratamento com EHSc deve ter contribuído para a 

redução de 29 % (p<0,05) dos níveis de glicemia no grupo Obeso+EHSc, quando comparado 

ao Obeso (Fig. 2E). Além disso, houve diminuição de 47 % (p<0,05) dos níveis séricos de 

insulina no grupo Obeso+EHSc, em relação a expressiva hiperinsulinemia do grupo Obeso (Fig. 

2F).  
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Fig. 2. Tratamento com o extrato hidroalcoólico rico em polifenois das folhas de Syzygium cumini (EHSc) 
melhora a homeostase glico-insulínica de camundongos obesos-MSG. A. Teste oral de tolerância à glicose 
(TOTG). B. Taxa de desaparecimento da glicose obtida pelo teste de tolerância à insulina (KITT). C. Índice de 
resistência insulínica Homeostasis Model Assessment 1 (HOMA1-RI). D. Índice 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 
diferença contra αMagro e ȕObeso. ANOVA; Newman-Keuls (p<0,05). 
 

4.3.3.3 EHSc melhora os perfis lipídicos hepáticos e séricos 

 

O conteúdo lipídico total no fígado dos animais obesos tratados com EHSc estava 

reduzido em 29 % (p<0,05) em relação ao Obeso (Fig. 3A). Essa redução da gordura total não 

foi acompanhada por alterações dos níveis de colesterol hepático entre os três grupos (Fig. 3B). 

Entretanto, o acúmulo dos TAG hepáticos no grupo Obeso+EHSc foi 24 % (p<0,05) menor do 

que no grupo Obeso (Fig. 3C). Esses efeitos do EHSc no fígado dos animais obesos vão ao 

encontro com o observado no soro, uma vez que só houve redução (39 %, p<0,01) dos TAG 

séricos no grupo Obeso+EHSc em relação ao Obeso (Fig. 3D). 
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Fig. 3. Tratamento com o extrato hidroalcoólico rico em polifenois das folhas de Syzygium cumini (EHSc) 
melhora os perfis lipídicos hepático e sérico de camundongos obesos-MSG. A. Gordura total hepátca B. 
Colesterol hepático. C. Triacilgliceróis hepáticos. D. Triacilgliceróis 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 diferença contra αMagro e ȕObeso. ANOVA; 
Newman-Keuls (p<0,05). 

 

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

 

A obesidade MSG induziu elevações das expressões gênicas de três fatores de 

transcrição envolvidos com a homeostase dos TAG hepático, com aumentos expressivos do 

PPAR-Ȗ (p<0,01; Fig. 4A), PPAR-α (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 

expressão desses marcadores no fígado 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 síntese dos TAG, houve elevações expressivas da FAS (p<0,05; Fig. 4D), SCD1 

(p<0,01; Fig. 4E) e DGAT2 (p<0,05; Fig. 4F) no grupo Obeso sobre o Magro. O tratamento 

com EHSc foi capaz de restabelecer a expressão normal da FAS (Fig. 4D) e DGAT2 (Fig. 4E), 

com reduções, em relação ao grupo Obesos, de 73 % (p<0,05) e 49 % (p<0,05), 

respectivamente. 
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Fig. 4. Tratamento com o extrato hidroalcoólico rico em polifenois das folhas de Syzygium cumini (EHSc) 
diminui a expressão gênica (qPCR) de marcadores do metabolismo de triacilgliceróis no fígado de 
camundongos obesos-MSG. A. Peroxisome proliferator-activated receptor-α (PPAR-α). B. Peroxisome 

proliferator-activated receptor-γ (PPAR-Ȗ). C. Sterol response element-binding protein-1c (SREBP-1c). D. Fatty 

acid synthase (FAS). E. Stearoyl-CoA desaturase-1 (SCD1). F. Diacylglycerol acetyltransferase-2 (DGAT2). 
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 razão da expressão do gene de interesse pelo glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (GAPDH) (n= 6 por grupo). Letras indicam diferença contra αMagro e ȕObeso. 
ANOVA; Newman-Keuls (p<0,05).  
 

4.3.3.5 Efeito do EHSc sobre marcadores da exportação hepática dos TAG  

 

A expressão gênica de proteínas envolvidas na formação e exportação hepática de 

partícula rica em TAG very low-density lipoprotein (VLDL) foram avaliadas na Fig. 5. Quando 

comparado aos animais magros, os fígados dos animais obesos apresentaram elevações das 

expressões 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 níveis gênicos desses marcadores, com 

reduções de 50 % (p<0,05) da ApoB (Fig. 5A) e 46 % (p<0,05) da MTTP (Fig. 5C) sobre o 

grupo Obeso. Não foram verificadas alterações na expressão gênica da PDI entre os três grupos 

avaliados (Fig. 5B).  
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Fig. 5. Tratamento com o extrato hidroalcoólico rico em polifenois das folhas de Syzygium cumini (EHSc) 
reduz a expressão gênica (qPCR) de marcadores da exportação de triacilgliceróis no fígado 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 razão da expressão do gene de 
interesse pelo glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) (n= 6 por grupo). Letras indicam diferença 
contra αMagro e ȕObeso. ANOVA; Newman-Keuls (p<0,05). 
 

4.3.3.6 Efeito do EHSc sobre vias do estresse do RE hepático 

 

Avaliando o efeito do tratamento por 4 semanas com EHSc sobre marcadores chaves do 

estresse do RE hepático, verifica-se, primeiramente, reduções das expressões gênicas 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 análise dos níveis RNAm dos três sensores do 

estresse do RE, não houve diferenças entres os grupos para o ATF6 (Fig. 6B) e IRE1α (Fig. 

6C). Entretanto, há uma proeminente elevação (144 %, p<0,01) da expressão da PERK nos 

animais obesos sem tratamento, quando comparado ao grupo Magro (Fig. 6D). Fato que foi 

revertido pelo EHSc, uma vez que a expressão da PERK no grupo Obeso+EHSc foi diminuída 

em 77 % (p<0,05) em relação ao grupo Obeso (Fig. 6D). Os níveis de RNAm de NRF2 foram 

maiores no grupo Obeso (p<0,01) sobre o Magro, e o EHSc diminuiu a expressão desse fator 

de transcrição em 50 % (p<0,05) nos animais tratados em relação ao grupo Obeso (Fig. 6E). 
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Não foram observadas diferenças na expressão gênica da CHOP entre os grupos experimentais 

(Fig. 6F). 

 

Fig. 6. Tratamento com extrato hidroalcoólico rico em polifenois das folhas de Syzygium cumini (EHSc) 
sobre a expressão gênica (qPCR) de marcadores do estresse do retículo endoplasmático hepático de 
camundongos obesos-MSG. A. Glucose-regulated protein 78 (GRP98). B. Activating transcription factor 6 
(ATF6). C. Inositol-requiring enzyme 1α (IRE1α). 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/kg de EHSc. Resultados expressos 
como a média ± EPM da razão da expressão do gene de interesse pelo glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH) (n= 6 por grupo). Letras indicam diferença contra αMagro e ȕObeso. ANOVA; Newman-Keuls (p<0,05). 

 

4.3.4 Discussão 
 

Em estudo de Sanches et al. (2016) demonstramos que o EHSc diminui o acúmulo de 

triglicerídeos hepáticos e a hipertrigliceridemia típica em ratos obesos induzidos pelo MSG. No 

presente trabalho, a administração oral do mesmo extrato, por 4 semanas, em camundongos 

obesos-MSG confirmou esses achados anteriores sobre o metabolismo lipídico hepático. Além 

disso, investigando por quais mecanismos esse extrato poderia estar atuando, observou-se que 

tais efeitos devem estar relacionados a uma inibição de fatores de transcrição (SREBP-1c e 

PPAR-Ȗ) e enzimas (FAS e DGAT2) lipogênicas. Esses efeitos podem ser explicados tanto pela 

melhora da sensibilidade periférica à ação da insulina promovida pelo EHSc, como pela sua 

capacidade de regulação da homeostase do RE hepática, principalmente, através da 

downregulation da PERK, que é um dos principais indutores lipogênicos relacionado ao 

estresse do RE. 
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Como constatado na Fig. 1A, os camundongos obesos-MSG apresentaram, durante toda 

a avaliação, um menor peso corporal em relação aos magros. Essa peculiaridade desse modelo 

de obesidade ocorre porque esses animais são mais curtos (dados não mostrados) do que seus 

controles. Característica determinada pela presença de uma disfunção da secreção pulsátil do 

hormônio do crescimento (HG), que é decorrente da diminuição da produção do hormônio 

liberador de HG pelo núcleo arqueado, que foi lesionado ainda no período neonatal pelas 

administrações parenterais de MSG (Millard, Martin, Audet, Sagar, & Martin, 1982). Todavia, 

outra evidente característica desses animais é o aumento expressivo da adiposidade (Fig. 1B, 

C, e D), que é resultante da hiperatividade vagal e hipoatividade simpática presente nesse 

modelo de obesidade, os quais contribuem para a maior secreção de insulina e menor 

catabolismo no TAB (Andreazzi et al., 2011; Scomparin et al., 2009). 

Neste trabalho, a administração 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 acúmulos dos TAB retroperitoneal (Fig. 1C) e periepididimal (Fig. 1D) observado ao 

fim do tratamento. Esses dados ratificam a eficácia desse extrato na melhora desse tipo de 

obesidade, uma vez que já foram observadas ações semelhantes com o mesmo EHSc e mesma 

dose em ratos obesos-MSG (Sanches et al., 2016). Além disso, esses resultados podem dar 

subsídios para justiçar o uso dessa espécie para a perda de peso em determinadas populações 

(Cercato et al., 2015; Dickel et al., 2007), embora essas ações demonstradas pelo extrato devam 

ser avaliadas em outros modelos de obesidade como os dietéticos. 

Como o EHSc promoveu redução da adiposidade sem interferir na ingesta energética 

(dados não mostrados), realizou-se a avalição da atividade lipolítica do TAB (Fig. 1E). A menor 

atividade lipolítica observada nos camundongos obesos-MSG é característica desse modelo de 

obesidade (Dolnikoff, Martin-Hidalgo, Machado, Lima, & Herrera, 2001) e favorece o grande 

acúmulo 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 lipólise 

dos camundongos obesos tanto em condições basais, quanto sob estímulo adrenérgico com 

isoproterenol (Fig. 1E). Esses efeitos devem contribuir para o menor acúmulo de gordura 

observado nesses animais tratados (Fig. 1C e D), provavelmente, através do aumento do 

metabolismo energético basal pelo aumento da atividade simpática (Thorp & Schlaich, 2015).  

Esse estímulo do simpático pode ser devido à presença da miricetina e seus derivados, 

metabólitos 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 responsável pela degradação 

da norepinefrina, o que prolongará a atividade adrenérgica dessa catecolamina e, 

consequentemente, induzindo maior atividade lipolítica (Zhu & Jia, 2014). A miricetina tem 

apresentado importantes efeitos antiobesidade, visto que sua administração (300 mg/kg/dia, via 

oral) por 8 semanas diminuiu o peso e os depósitos 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 lipólise em adipócitos, principalmente 

através da downregulation da perilipina A e ativação 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 administração 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) é determinado pelo mau funcionamento e disfunção desse 

tecido que começa a liberar vários compostos bioativos, dentre os quais destaca-se os AGL 

(Lafontan, 2014). Quando esses lipídeos séricos foram avaliados, constatou-se elevações 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 reduções dos níveis dos AGL em coelhos (Kedar & Chakrabarti, 1983) e ratos (Ravi, 

Rajasekaran, & Subramanian, 2005) diabéticos induzidos estreptozotocina (STZ), este trabalho 

não observou diferença estatística com o extrato das folhas em camundongos obesos MSG (Fig. 

1F). Diferente do que observamos em ratos obesos-MSG com a mesma dose, mas após 8 

semanas de tratamento (dados em publicação), demonstrando um provável efeito tempo-

dependente do EHSc sobre esse lipídio sérico. 

Além de um TAB disfuncional, o aumento dos AGL séricos também é indicativo de 

uma alteração da sensibilidade à insulina nesse tecido, visto que esse hormônio controla a 

liberação e captação desses lipídeos pelo TAB (Templeman, Skovso, Page, Lim, & Johnson, 

2017). O tratamento com o EHSc foi capaz de melhorar as tolerâncias à glicose (Fig. 2A) e 

insulina (Fig. 2B), e os índices HOMA1-RI (Fig. 2C) e TyG (Fig. 2D) dos animais obesos. Essa 

melhora da sensibilidade insulínica pelo EHSc foi acompanhada de uma redução da glicemia 

em jejum (Fig. 2E), o que deve ter diminuído sobrecarga pancreática fazendo com que haja uma 

menor produção de insulina pelas células-ȕ 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 importância deste estudo com as folhas em modelos de RI 

associada à obesidade. O efeito hipoglicemiante do extrato etanólico bruto das folhas foi 

observado em ratos diabéticos induzidos por aloxana (Schoenfelder et al., 2010) e STZ 

(Baldissera et al., 2016). As elevadas concentrações de miricetina neste e em outros extratos da 

folhas (Baldissera et al., 2016) podem contribuir para essas ações sobre o metabolismo 

glicídico, visto que esse composto reduziu a glicemia e aumentou a sensibilidade insulínica 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 alterações glico-lipídicas observadas anteriormente afetam diretamente o 

metabolismo hepático, 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 síntese direta e de 

novo de lipídios no fígado (Reccia et al., 2017). Avaliando a o perfil lipídico hepático dos 

grupos experimentais, constatou-se que tanto o acúmulo de gordura total (Fig. 3A) como dos 

TAG (Fig. 3C) hepáticos foram reduzidos após o tratamento com EHSc, embora não tenha 

havido alterações no colesterol (Fig. 3B) como demonstrado em outros estudos com animais 

obesos-MSG (Bonfleur et al., 2015; Franca et al., 2014). A diminuição da concentração de TAG 

no fígado tem sido observada com o tratamento com extratos de sementes de S. cumini tanto 

em animais com esteatose hepática induzida por álcool (Hossain et al., 2011) como em 

diabéticos induzidos por STZ (Ravi et al., 2005), sendo o único estudo que observou reduções 

de acúmulo de TAG hepático utilizando as folhas de S. cumini foi o 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 insulínica (H. N. Choi et al., 2014) 

como a oxidação lipídica no fígado (Chang et al., 2012). Mais recentemente esse polifenol 

demonstrou capacidade de redução da esteatose hepática em camundongos obesos db/db 

através da ativação e maior liberação de adiponectina pelo tecido adiposo marrom (Hu et al., 

2017), parâmetros que não foram avaliados neste trabalho, representando limitações do mesmo.  

A hipertrigliceridemia de jejum associada à obesidade é decorrente, principalmente, do 

maior acúmulo de TAG hepáticos e a consequente exportação dos mesmos nas partículas 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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hipertrigliceridêmicos, e o tratamento com o EHSc foi capaz de reduzir esse parâmetro sérico 

(Fig. 3D). Essa capacidade de redução dos TAG séricos já foi observado com extratos das 

sementes tanto em ratos diabéticos STZ após 14 dias de tratamento com o extrato etanólico 

(200 mg/kg/dia) (Sharafeldin & Rizvi, 2015), como em humanos com DM2 após 60 dias de 

suplementação com o pó (10 g/dia) (Sidana et al., 2016). Além disso, o extrato alcoólico 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 fígado, nos propusemos avaliar os principais marcadores moleculares de síntese e 

exportação de TAG hepático. Para isso, inicialmente foi determinado a expressão gênica de 

fatores de transcrição envolvidos com o metabolismo lipídico como o PPAR-α, PPAR-Ȗ e 

SREBP-1c (Fig. 4). Os PPARs são importantes sensores da homeostase lipídica, sendo o PPAR-

α o mais abundante no fígado com importante função de induzir a ȕ-oxidação lipídica, e o 

PPAR-Ȗ um estimulador da expressão de genes lipogênicos e de formação dos lipid droplets 

(Gross, Pawlak, Lefebvre, & Staels, 2017). O SREBP-1c é considerado o principal fator de 

transcrição lipogênico hepático, com papel chave na expressão das enzimas de síntese 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 

fígado dos camundongos obesos-MSG apresentaram aumento das expressões do PPAR-Ȗ (Fig. 

4A), (Fig. 4B) e SREBP-1c (Fig. 4C). O aumento da expressão de PPAR-α representa uma 

resposta inicial e adaptativa do hepatócito contra o maior acúmulo de gordura, uma vez que 

esse fator aumenta em primeiro momento e diminui com a progressão da DHGNA (Francque 

et al., 2015). De toda forma, o tratamento com EHSc foi capaz de reduzir a expressão genica 

desses três fatores de transcrição, demonstrando a capacidade do EHSc em diminuir vias 

upstream de síntese de TAG, fato ainda não observado com as folhas dessa espécie vegetal.  

Esses efeitos podem ser, em parte, pela ação da miricetina, visto que sua administração 

oral (300 mg/kg/dia) por 8 semanas reduziu a expressão proteica da SREPB-1c no fígado de 

ratos obesos induzidos por DRG (Chang et al., 2012). Além disso, a suplementação (0,12 %) 

desse composto na dieta por 12 semanas reduziu as expressões gênicas e proteicas do PPAR-Ȗ 

em camundongos com DHGNA induzida por DRG (Xia et al., 2016). Também é importante 

destacar que a ação conjunta dos compostos fenólicos, bastante presente no EHSc (seção 
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4.3.2.1), pode contribuir diretamente para diminuição da esteatose hepática tanto por redução 

da expressão do fator transcrição como o SREBP-1c, como pela melhora da sinalização 

insulínica no hepatócito (Salomone, Godos, & Zelber-Sagi, 2016). 

Com isso, foi-se avaliar o efeito do extrato sobre as vias de síntese de novo (FAS e 

SCD1) e final (DGAT2) de TAG hepático (Postic & Girard, 2008). Corroborando os dados dos 

fatores de transcrição acima, os fígados dos animais do grupo Obeso+EHSc apresentavam 

diminuições das expressões gênica das enzimas de síntese de ácidos graxos (FAS) (Fig. 4D) e 

de produção 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 expressão gênica dessa enzima em camundongos alimentados 

com DRG (Friedrich, Petzke, Raederstorff, Wolfram, & Klaus, 2012). A downregulation dessas 

vias pode explicar o menor acúmulo 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 expressão gênica de proteínas envolvidas na montagem e exportação de 

VLDL (Sundaram & Yao, 2010) como a ApoB (Fig. 5A) e MTTP (Fig. 5C), o que justifica a 

diminuição da trigliceridemia observada nos camundongos obesos tratados (Fig. 3D). Em um 

estudo recente do nosso grupo (dados em publicação), sustentamos a hipótese de que o a menor 

expressão da MTP pode ser devida a uma ação do EHSc sobre o estresse do RE no fígado. 

Na última década, o estresse do RE hepático tem sido proposto como um dos principais 

responsáveis pelo surgimento e manutenção da DHGNA e dislipidemias associadas à síndrome 

metabólica (Cnop, Foufelle, & Velloso, 2012). O gatilho inicial desse estresse ocorre pelo 

desligamento da chaperona GRP78 das proteínas sensoras do RE (PERK, IRE1α e ATF6) e 

consequente ativação da UPR (Cnop et al., 2012). A expressão gênica da GRP78 se apresentou 

diminuída nos animais obesos e o tratamento não foi capaz de reverter essa alteração (Fig. 6A). 

A redução do RNAm da GRP78 favorece indução da UPR uma vez que resulta em uma menor 

tradução da mesma, fato também observado em fígados humanos com DHGNA (Lake et al., 

2014) e de gansos alimentados com dieta rica em sacarose (Geng et al., 2016). Em relação aos 

sensores da UPR hepática, este é primeiro estudo que avalia esses marcadores da UPR em 

animais obesos-MSG, onde não se observaram alterações nas expressões da ATF6 (Fig. 6B) e 

IRE1α (Fig. 6C), embora a indução do estresse do RE tenha sido demonstrada pelo aumento da 

PERK, que foi reduzido a níveis semelhantes no grupo Magro após o tratamento com o EHSc 

(Fig. 6D).  
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A PERK é um importante regulador da lipogênese associada ao estresse do RE (Salvado, 

Palomer, Barroso, & Vazquez-Carrera, 2015). Bobrovnikova-Marjon et al. (2008) 

demonstraram que a deleção da PERK reduz a expressão de enzimas relacionadas à síntese de 

novo como a FAS em fibroblastos de camundongos. Em hepatócitos, a ativação da PERK 

contribui para o acúmulo de lipídeos via SREBP-1c (Lauressergues et al., 2012). Além disso, a 

inibição de intermediários dessa via como a desfosforilação da eIf2α (Oyadomari, Harding, 

Zhang, Oyadomari, & Ron, 2008) e a deleção do Atf4 (Li et al., 2011; Xiao et al., 2013) no 

fígado de camundongos os protege contra a DHGNA induzido por dieta, uma vez que diminui 

as expressões de fatores de transcrição (PPAR-Ȗ, PPAR-α e SREBP-1c) e enzimas lipogênicas 

(FAS e acetyl-CoA-carboxylase). Para avaliar se essa maior expressão da PERK está 

relacionada com ativação de vias adaptativas ou apoptóticas nos animais obesos, quantificou-

se o RNAm da NRF2 (Fig. 6E) e CHOP (Fig. 7F), onde se observou a indução da via adaptativa 

(Cnop et al., 2012) uma vez que apenas o NRF2 estava aumentado no fígado do grupo Obeso, 

sendo que o extrato foi capaz de reduzir a sobrecarga dessa via, com a diminuição da expressão 

desse fator de transcrição a níveis semelhantes ao grupo Magro (Fig. 6E).  

Dentre as classes de compostos bastante presente no EHSc, que podem atenuar essa 

ativação da UPR, destacam-se os polifenóis. A preincubação 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 ingestão, por 20 semanas, de extratos ricos em polifenois 

de Punica granatum e Camellia sinensis diminuíram a ativação da UPR no músculo 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 é o 

flavonoide epigalocatequina galato (J. Wu et al., 2014). Além deste, outros flavonoides já 

promoveram reduções da ativação da via PERK em condições de estresse, como o campferol 

em células cardíacas 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 lipídeos no hepatócito induz maior produção de espécies reativas de 

oxigênio (ROS) via sobrecarga da ȕ-oxidação lipídica mitocondrial. Isso estimula a ativação da 

UPR, o que induz mais produção de ROS tornando o ciclo vicioso (Bozaykut, Sahin, 

Karademir, & Ozer, 2016). É 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 fígado dos camundongos obesos (Fig. 6D) podem também ser explicados pelo 
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reestabelecimento do desbalanço redox, já caracterizado nesse modelo de obesidade (Park et 

al., 2010; Seiva, Chuffa, Braga, Amorim, & Fernandes, 2012). Sendo assim, não obstantes os 

efeitos aqui descritos, são necessários estudos que avaliem a melhora do estado redox hepático 

dos roedores obesos tratados com o EHSc.  

Em conjunto, nossos dados demonstram que o tratamento de camundongos obesos-

MSG com o extrato hidroalcoólico rico em polifenóis das folhas de S. cumini reduz o acúmulo 

dos TAG hepáticos associado a diminuições das expressões de fatores de transcrição e enzimas 

lipogênicas. Esse efeito pode ser explicado, em parte, pela melhora da sensibilidade insulínica 

resultante de um menor acúmulo de tecido adiposo, mas também por atenuar o estresse do RE 

hepático através da downregulation da via da PERK, um importante indutor da síntese de TAG. 

Com isso, demonstra-se possíveis mecanismos de ação para o efeito de reversão da esteatose 

hepática promovido pelas folhas dessa espécie vegetal tão utilizada no contexto 

etnofarmacológico mundial, além de apontar a via da PERK como possível alvo terapêutico 

para distúrbios do metabolismo lipídico hepático associados à síndrome metabólica. 
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5 Considerações finais  
 

O foco principal desta tese foi avaliar os efeitos biológicos e moleculares do tratamento 

com o EHSc sobre o metabolismo lipídico hepático de animais obesos-MSG, uma vez que a 

DHGNA é uma das principais consequências do acúmulo de tecido adiposo branco (TAB) e 

contribui de forma decisiva para o desenvolvimento das doenças responsáveis pela 

morbimortalidade associada a obesidade, como o diabetes mellitus tipo 2, hipertensão e 

aterosclerose. 

Com os dados obtidos no primeiro capítulo, 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 acúmulo 

de gordura e reverter a DHGNA, que foi acompanhado de em efeito anti-hipertrigliceridêmico 

tanto pelo menor conteúdo de triacilglicerois (TAG) como pela menor exportação 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 responsável pela montagem e exportação dos 

TAG hepáticos. Como esses resultados do EHSc sobre vias do metabolismo lipídico e estresse 

do retículo endoplasmático (RE) hepático, realizou-se o segundo estudo desta tese, no qual 

essas vias foram avaliadas de forma mais ampla após o tratamento com a menor dose do EHSc 

em camundongos obesos-MSG. 

Nesse segundo capítulo, os animais obesos tratados com EHSc apresentaram associado 

a redução do acúmulo do TAB, uma melhor atividade do mesmo e aumento da sensibilidade 

insulínica periférica. Assim como anteriormente, o tratamento reduziu o acúmulo de TAG 

hepático, que agora é explicado pelas reduções das expressões gênicas no fígado de fatores de 

transcrição lipogênicos (PPAR-γ e SREBP-1c) e, consequentemente, enzimas envolvidas na 

síntese de novo (FAS) e direta (DGAT2) de TAG. Efeitos que podem ter como origem a 

downregulation hepática da PERK observada após o tratamento, uma vez que é um dos 

principais sensores do estresse do RE envolvido com a lipogênese.  

Além desses efeitos do EHSc sobre animais obesos, surgiu a oportunidade de realizar 

um estágio de doutorado sanduíche nos Estados Unidos da América para avaliar o efeito desse 

extrato em um modelo de ratos não-obesos espontaneamente DM2, o Goto-Kakizaki (GK), para 

verificar as ações do EHSc sobre a DHGNA sem a interferência da obesidade. Este estudo teve 

a supervisão 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 



90 

 

(NYITCOM). O estágio foi apoiado através de bolsa de estudo do Programa de Doutorado 

Sanduíche no Exterior (PDSE) da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível 

Superior (CAPES).  

Nesse estudo, destacamos que o tratamento (0,5 g/kg/dia, via oral) dos animais GK por 

8 semanas reduziu não só o acúmulo de gordura no fígado, mas também a inflamação hepática 

desses animais. Essa melhora da esteato-hepatite pôde ser explicada pela redução das 

expressões proteicas da MyD88 e NFκB no fígado dos GK tratados com o EHSc. Além disso, 

esse tratamento melhorou a disfunção vascular presente nesses animais diabéticos com 

diminuição da pressão arterial, maior relaxamento das aortas isoladas e redução da espessura 

da íntima-média dessa artéria. Efeitos que foram corroborados pelas elevações das expressões 

proteicas da endothelial nitric oxide synthase (eNOS) e da vasodilator-stimulated 

phosphoprotein (VASP) nesse vaso após o tratamento. Esses e outros dados estão em processo 

de organização e escrita para posterior publicação sob a supervisão da Dra. Sepulveda. 

Portanto, com os dados obtidos nesta tese (Figura 1), primeiramente, fica evidente a 

efetividade do tratamento com o EHSc na redução e melhora da atividade do TAB de animais 

obesos-MSG, devendo-se avaliar no futuro essa ação de forma mais pormenorizada. No 

entanto, o foco principal desse trabalho foi sobre o efeito do EHSc sobre o metabolismo lipídico 

hepático daqueles animais. Com essa abordagem, foi constatado que o tratamento, por no 

mínimo 4 semanas, com esse extrato é capaz de reverter a hipertrigliceridemia e a DHGNA 

presente nesse modelo de obesidade através de inibições de vias de exportação e síntese de 

TAG no fígado, respectivamente. Efeitos que podem ser decorrentes de uma downregulation 

do estresse do RE promovida pelo EHSc nesse órgão. Ademias, dados preliminares em ratos 

diabéticos ratificam esses efeitos hepáticos promovidos pelo extrato, além de demonstrar uma 

ação protetora sobre a disfunção vascular desses animais. Desse modo, este trabalho se destaca 

por confirmar os efeitos do EHSc sobre desordens do metabolismo lipídico hepático e, 

principalmente, elucidar por quais mecanismos ele possa estar atuando, contribuindo, assim, 

para a maior validação da eficácia dessa espécie vegetal tão utilizada no mundo para o 

tratamento de distúrbios do metabolismo energético. 
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Figura 1. Efeitos e mecanismos de ação 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 acúmulo de 
tecido adiposo branco (TAB) característico da obesidade induzida pelo MSG fovorece a disfuçao adipocitária que 
resulta tanto numa resistência insulínica (RI) como na menor recirculação dos ácidos graxos livres (AGL). A RI 
induz aumento dos níveis séricos de insulina que junto com os AGL estimulam a síntese de novo e direta de 
triacilgliceróis (TAG) no fígado, repectivamente. O maior influxo de AGL assim como a maior concentração de 
TAG hepático induz RI local e estresse do retículo endoplasmático (RE), favorecendo ainda mais sintese de novo 
de TAG, tornando o ciclo vicioso. O EHSc pode estar reduzindo o acúmulo de TG hepático e consequente 
exportação desse lipídeo para a circulação tanto pela diminuição da insulinemia resultante da melhora da 
sensibilidade insulínica provocada pelo menor acúmulo de TAG, como pela downregulation da PERK que é um 
dos principais sensores do estresse RE relacionados com a síntese de TAG via indução dos fatores de transcrição 
lipogênicos SREBP-1c e PPAR-γ. O EHSc também apresentou efeito inibitório sobre a via de formação e 
exportação de VLDL nesses animais obesos, como a XBP-1s/PDI/MTP, o que pode favorecer ainda mais seu 
efeito anti-hipertrigliceridêmico. Ademais, em ratos com DM2, além de melhorar o metabolismo lipídico hepático, 
o EHSc foi capaz de diminuir a pressão arterial e estimular o relaxamento da aorta nesses animais. Efeito que pode 
estar relacionado com o aumento das expressões da endothelial nitric oxide synthase (eNOS) e da vasodilator-

stimulated phosphoprotein (VASP). 
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