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Clarice Lispector (1920 - 1977)



RESUMO

Introducdo: O fruto Campomanesia adamantium (guavira) pertence ao bioma Cerrado e
apresenta alto valor nutritivo, com compostos fenolicos e grande atividade antioxidante, sendo
que o fruto é uma 6tima opgdo natural no controle de comorbidades metabdlicas relacionadas
a processos inflamatoérios. Apesar de seu potencial, ndo existem estudos que tenham avaliado
essa acdo com a casca da guavira. Objetivo: Avaliar o efeito da suplementacdo do extrato
hidroetandlico da casca de C. adamantium (ExCa), sobre o perfil metabdlico e inflamatério
em camundongos Swiss. Metodologia: As cascas de guavira foram utilizadas para o preparo
do extrato hidroetanolico (30:70 v/v) que foi caracterizado quanto a atividade antioxidante in
vitro pelo método DPPH e utilizado para suplementacdo no experimento animal. Para o
experimento, todos os animais receberam dieta com concentracdo de 65% de amido e maior
concentracdo de lipideos em relagdo a dieta padrdo. Os 24 animais foram distribuidos em trés
grupos: Controle (4gua); ExCa 250mg/Kg; e ExCa 500mg/Kg. O experimento teve duracdo
de 16 semanas e a suplementacdo do extrato foi realizada por gavagem nas ultimas 4 semanas.
Foram avaliados o ganho de peso corporal e a ingestdo alimentar dos animais, e ap0s
eutandsia realizou-se coleta de sangue para as seguintes analises: insulina, Proteina C Reativa
(PCR), glicose, ureia, creatinina, triglicerideos e as citocinas inflamatérias IL-6, 1L-10, 1L-12,
TNF, IFN-y e MCP-1. Além disso, coletou-se o figado e rins para andlise histoldgica.
Resultados: Dentre os resultados foi possivel identificar que o ExCa apresentou potencial
antioxidante, com ICso de 980 pg/mL e elevado teor de compostos fendlicos e taninos.
Apenas 0 extrato da casca de guavira na dosagem de 500 mg/kg reduziu o ganho de peso
corporal, niveis de glicemia, triglicerideos, colesterol total e a esteatose hepatica induzida pela
racdo controle. Entretanto, essa mesma dosagem induziu processo inflamatério no rim e
figado dos animais. O ExCa ndo alterou a produgdo das citocinas inflamatdrias. Concluséo:
O extrato hidroetandlico da casca de guavira tem potencial para ser utilizado futuramente
como estratégia nutricional para o tratamento de doengas crénicas como a sindrome

metabdlica.

Palavras-chave: Campomanesia adamantium. Obesidade. Inflamagé&o.



ABSTRACT

Introduction: The fruit Campomanesia adamantium (guavira) belongs to the Cerrado biome
and presents high nutritional value, with phenolic compounds and high antioxidant activity,
being that the fruit is a great natural option in the control of metabolic comorbidities related to
inflammatory processes and oxidative stress. Despite its potential, there are no studies that
have evaluated this action with the peel of guavira. Objective: To evaluate the effect of C.
adamantium peel extract (ExCa) supplementation on metabolic and inflammatory profile in
Swiss mice. Methodology: The guavira peel was used for the preparation of the
hydroethanolic extract (30:70), which was characterized for the antioxidant activity in vitro by
the DPPH method and used for supplementation in the animal experiment. For the
experiment, all animals received a diet with a concentration of 65% starch and and higher
concentration of lipids compared to the standard diet. The 24 animals were divided into three
groups: Control (water); ExCa 250mg/kg; and ExCa 500mg/kg. The experiment lasted 16
weeks and supplementation of the extract was performed by gavage in the last 4 weeks. Data
were collected on body weight and dietary intake of animals, and after euthanasia blood
samples were collected for the following analyzes: insulin, C-reactive protein (CRP), glucose,
urea, creatinine, triglycerides and the inflammatory cytokines IL-6, IL-10, IL-12, TNF, IFN-y
e MCP-1. In addition, the liver and kidneys were collected for histological analysis. Results:
Among the results, it was possible to identify that ExCa presented antioxidant potential, with
ICs0 of 980 pg/mL and high content of phenolic compounds and tannins. Only the extract of
the guavira peel at the dose of 500 mg/kg reduced the body weight, blood glucose,
triglycerides, total cholesterol and hepatic steatosis induced by the control diet. However, this
same dosage induced an inflammatory process in the kidney and liver of the animals. The O
ExCa did not alter the production of the inflammatory cytokines. Conclusion: The guavira
peel extract has the potential to be used in the future as a nutritional strategy for the treatment

of chronic diseases such as the metabolic syndrome.

Keywords: Campomanesia adamantium. Antioxidant action. Inflammation.
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1 INTRODUCAO

O consumo excessivo de acidos graxos saturados, carboidratos e menor ingestdo de
fibras, em conjunto com um estilo de vida sedentario sdo fatores que promovem a obesidade
(KOLB; MANDRUP-POULSEN, 2010) e alteracdes metabolicas associadas, como
dislipidemia, hipertensdo arterial, disglicemias (resisténcia a insulina — RI e glicacdo) e
obesidade central (KAUR, 2014). Além disso, a obesidade ¢ um dos principais fatores de
risco para desenvolvimento do diabetes tipo 2 (DM2) e doengas cardiovasculares (DC)
(ASTRUP et al., 2008; JAMES, 2008).

Associado a estes, esta 0 aumento da liberacdo de radicais livres, que precisam ser
eliminados pela acdo de compostos conhecidos como antioxidantes. Quando ha um
desequilibrio entre os radicais livres e sua eliminacdo pelos antioxidantes, ocorre o estresse
oxidativo que leva a danos para importantes biomoléculas e células, podendo impactar todo o
organismo (DURACKOVA, 2010).

O estresse oxidativo esta diretamente ligado a inflamacdo, que esta presente como
uma inflamacdao crénica subclinica. O processo inflamatorio na obesidade é caracterizado por
elevadas concentracfes dos niveis de acidos graxos séricos, repercutindo na maior infiltracao
de macrofagos no tecido adiposo branco (TAB) e menor sensibilidade a insulina (FRESNO;
ALVAREZ; CUESTA, 2011). E, especialmente com dietas ricas em carboidratos refinados,
sdo observados danos teciduais, especialmente no tecido adiposo, cardiaco e hepatico, com
maior expressdo de citocinas pré-inflamatérias, além do aumento de gordura visceral
(HIDEBRAND et al., 2017).

Com o intuito de prevenir ou tratar esse processo inflamatorio, ha crescente busca por
tratamentos a base de plantas medicinais e medicamentos fitoterapicos. Neste contexto, da
biodiversidade da flora brasileira, tem-se destacado o uso de plantas frutiferas nativas da
regido do Cerrado, com potencial na sustentabilidade econémico-social, para a populacéo
local, como a Campomanesia adamantium (guavira), do bioma do Cerrado. Esta planta tem
frutos nutritivos, popularmente conhecido como gabiroba, gabiroba-do-mato, que crescem em
pequenos arbustos apresentando caracteristicas peculiares, com cores brilhantes que podem
variar do verde para o amarelo, com um forte aroma citrico e gosto azedo (ALMEIDA et al.,
2011).

Os frutos séo explorados de diversas maneiras, como com a venda do produto in
natura, e da manufatura de produtos derivados, como geleia, sucos e sorvetes (VALLILO et
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al., 2006). Da mesma forma, partes comumente descartadas na producdo agricola e no
consumo do fruto, como cascas, folhas e sementes possuem potencial nutracéutico, sendo
fontes de compostos naturais como carotenoides, fendis, vitaminas e fitosterois, com efeitos
benéficos a saude (DURANTE et al., 2017; LENUCCI et al., 2015), sendo um nicho de
exploragdo econdmica.

A utilizacdo dos frutos tém sido associado com a reducdo do risco de obesidade e das
doencas associadas a este estado (CZEMPLIK et al., 2017; DONADO-PESTANA,
BELCHIOR; GENOVESE, 2015; DONADO-PESTANA et al., 2018b); portanto, a criacdo de
tratamentos decorrentes do consumo de componentes bioativos alimentares tem emergido
como uma opg¢éo no tratamento destas patologias (LEE et al., 2017).

Na maioria das vezes, as sementes e casca dos frutos sdo descartados, sendo
considerados residuos. Entretanto, as propriedades farmacoldgicas que sdo observados nos
frutos podem também estar presente nesses residuos, sendo utilizado na industria
farmacéutica (MENDONCA et al., 2006). Um dos exemplos de fruto do Cerrado que, parte de
seus residuos sdo utilizados, é a jaboticaba. A casca desse fruto é utilizada para o preparo de
geleias (DESSIMONI-PINTO et al.,, 2011) e estudos indicaram que ela tem potencial
antioxidante, antimutagénico e antiobesogénico (LEITE-LEGATTI et al., 2012; BATISTA et
al., 2018).

Considerando que a dieta ocidental do seculo XXI consiste no consumo excerbado de
carboidratos, principalmente o amido, além de alimentos gordurosos (VORSTER; NELL,
2001) e que o Cerrado tem uma grande diversidade de plantas com potencial para a prevencao
e tratamento da obesidade e comorbidades metabdlicas (DONADO-PESTANA; BELCHIOR,;
GENOVESE, 2015), este estudo teve por objetivo avaliar o efeito da suplementacdo do
extrato hidroetanolico da casca de C. adamantium sobre o perfil metabdlico e inflamatério em
modelo de inflamag&o crénica subclinica induzido por uma dieta com maior teor de lipideos e

rica em amido.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Dietas ricas em carboidratos e gordura

De acordo com a Organizacdao Mundial da Satde, em 2016 quase 2 bilhdes de adultos
foram considerados com sobrepeso e destes, 650 milhdes estdo obesos (WHO, 2020) (Figura
1). As causas da obesidade podem ser variadas, incluindo fatores genéticos (MARQUES-
LOPES et al., 2004), entretanto a principal causa ainda € o consumo excessivo de calorias
associado ao baixo gasto dessa energia consumida (WHO, 2020). O maior consumo de
calorias é devido a maior oferta de alimentos ricos em lipidios e carboidratos (BUCKLEY,
2018), caracteristica presente em dietas tipicamente ocidentais que incluem o alto consumo de
gorduras saturadas, elevada ingestdo de alimentos com alta densidade energética pela

presenca de carboidratos refinados, como o xarope de milho rico em frutose (JURDAK;
LICHTENSTEIN; KANAREK, 2008; MYERS; ALLEN, 2012).

No data 0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% >80%
] i i I

Figura 1. Porcentagem de individuos com sobrepeso ou obeso no mundo em 2016. Fonte: WHO (2016).

Afim de correlacionar o observado na populacdo e o tipo de dieta utilizada, estudos
cientificos utilizam modelos animais para induzir a obesidade e comorbidades associadas
utilizando dietas com carboidratos refinados, como a frutose e sacarose (MARTIN et al.,
2011). Em estudo experimental com dietas ricas em carboidratos, especialmente amido, os

animais apresentaram aumento na fadiga e baixa energia, juntamente ao aparecimento de
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disturbios metabdlicos, como aumento da adiposidade visceral e dos triglicerideos e reducao
dos niveis de HDL-C (FENG et al., 2015).

Ainda, a compilacdo de estudos experimentais envolvendo roedores em um artigo de
revisao, mostrou que a intervencdo com diferentes dietas ricas em lipidios ou carboidratos
resultou em efeitos deletérios ao metabolismo. Os principais resultados encontrados nos
estudos experimentais apresentam danos teciduais, especialmente tecido adiposo, cardiaco e
hepéatico, com maior expressdo de citocinas pré-inflamatorias, além do aumento de gordura
visceral, e maiores respostas glicémicas, especialmente com dietas ricas em carboidratos
refinados (HIDEBRAND et al., 2017).

O consumo de dietas ricas em carboidratos refinados ou em gorduras podem levar a
comorbidades, como resisténcia insulinica e intolerancia a glicose. Outros problemas também
sdo relacionados a dietas hiperlipidicas, que costumam apresentar pelo menos 35% do valor
caldrico total de lipidios, especialmente na forma de triacilglicerdis (TAG). Estes TAG ap0s
passarem pela hidrélise, terdo seus acidos graxos utilizados de acordo com a demanda
metabolica pelos musculos, ou serdo reesterificados e armazenados no tecido adiposo
(LACERDA; BOCK; FUNCHAL, 2015).

Além do armazenamento no tecido adiposo, os acidos graxos oriundos de uma dieta
hiperlipidica podem ser depositados no figado, coracdo, sistema nervoso, pancreas e
endotélio, dentre outros, prejudicando a funcionalidade desses O6rgdos, podendo gerar
lipotoxicidade e lipoapoptose em decorréncia do acimulo de metabdlitos toxicos, como
diacilglicerois e ceramidas no meio intracelular (LACERDA; BOCK; FUNCHAL, 2015).

Nos Ultimos anos um dos grandes enfoques tem sido o debate sobre ingestdo de
carboidratos e sua qualidade, especialmente nas DC e DM2 (SIRI-TARINO et al., 2010;
VON-RUESTEN et al.,, 2013). A ingestdo de dietas hiperglicidicas também promove
mudancas hormonais, especialmente com alimentos de alto indice glicémico (IG) como
elevacdo da glicemia e hiperinsulinemia pds-prandiais, os quais facilitam o répido
armazenamento de substratos energéticos no tecido adiposo, e ainda repercutem no estimulo
da fome e hiperfagia (BRAND-MILLER et al., 2002).

A réapida absorcdo de glicose apds o consumo de dietas com alto IG estimula vérias
alteracdes hormonais e metabdlicas que podem promover o consumo excessivo de alimentos,
contribuindo com o progresso da obesidade (POLACOW:; JUNIOR; H, 2007), sendo que isso
ja havia sido comprovado no século XX por Ludwig et al. (1999), em que os autores

observaram que adolescentes obesos do sexo masculino que faziam refeices com alto IG
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ingeriam cerca de 50% mais alimentos de forma voluntéria do que 0s que consumiam dietas
com baixo 1G (LUDWIG et al., 1999).

Em contrapartida, beneficios sdo observados com a maior ingestdo de carboidratos de
baixo 1G, como ricos em grdos ou fibras, que além de sua menor resposta glicémica,
promoveria melhor densidade nutricional, visto que os alimentos fontes de fibras também
apresentam bom contetido de micronutrientes e compostos bioativos (SANCHEZ-TAINTA et
al., 2016).

Visando o controle dos danos promovidos pela obesidade recomenda-se uma
alimentacdo saudavel e equilibrada, com o0 aumento do consumo de graos, cereais sem agucar,
fibra e vegetais (YUMUK et al., 2015). Sendo interessante, portanto, o estimulo ao consumo
de frutas e outros vegetais especialmente pela rica composicdo de antioxidantes, pois dietas
ricas em frutas e vegetais sdo relacionadas a minimizacdo do estresse oxidativo, regulando a
producdo das espécies reativas de oxigénio (EROSs), por meio da alteracdo no balanco entre
atividades celulares oxidativas e defesas antioxidantes (RAHAL et al., 2014).

2.2 Estresse oxidativo e inflamacao

Em sistemas bioldgicos, radicais livres como EROs séo parte do metabolismo celular
normal, participando de processos vitais em plantas e animais, como sinalizagéo celular, em
resposta a condicdes ambientais (QUIJANO et al.,, 2016), podendo ser potencialmente
prejudiciais a diversas biomoléculas quando em desequilibrio (GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 2010; VASKO et al., 2013).

A maior parte das EROs e formada nas células no processo de cadeia respiratoria
mitocondrial (POYTON; BALL; CASTELLO, 2009). Durante reacGes metabdlicas
enddgenas, células aerdbicas produzem ERO como oxigénio singleto, peréxido de hidrogénio,
superdxido, radical hidroxila, entre outras (OZCAN; OGUN, 2015; REUTER et al., 2010).
Em condicGes anaerdbias ou hipoxicas, a cadeia respiratoria mitocondrial também produz
oxido nitrico (ON), levando a produgdo de reativas de nitrogénio (ERN) (POYTON; BALL,;
CASTELLO, 2009); que por sua vez, pode desencadear a formacdo de outras espécies
reativas - tais quais aldeidos, malonaldeidos e 4-hidroxinonenal — ao provocar peroxidacéo
lipidica (DODSON; DARLEY-USMAR; ZHANG, 2013).

O estresse oxidativo é definido com o desequilibrio entre os radicais livres e sua

reducdo pelos antioxidantes. Este desequilibrio leva a danos para importantes biomoléculas e
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células, podendo impactar todo o organismo (DURACKOVA, 2010). O excesso de radicais
livres é considerado um estimulo inflamatério, induzindo a sintese e liberacdo de citocinas
inflamatdrias (HUSSAIN et al., 2016).

O processo inflamatorio € um mecanismo de defesa, tendo varias fontes que incluem
infeccbes virais e microbianas (ZHANG; TSAO, 2016), exposicdo a alérgenos, radiacéo,
produtos quimicamente toxicos, doengas autoimunes e cronicas, obesidade, consumo de
alcool, uso de tabaco e dieta de alta caloria (AGGARWAL; VIJAYALEKSHMI; SUNG,
2009; SCHETTER; HEEGAARD; HARRIS, 2009) ocorrendo naturalmente em processos
fisiologicos. Entretanto, ha dois estagios de inflamac&o: aguda e cronica.

A inflamac&o aguda é o estagio inicial da inflamacao (imunidade inata), que é mediada
através da ativacao do sistema imune. Este tipo de inflamacdo persiste apenas por um curto
periodo de tempo e geralmente é benéfica. Quando a inflamacdo dura mais tempo, se instala a
inflamac&o crénica (LIN; KARIN, 2007). O estresse oxidativo esta correlacionado com uma
inflamacéo crénica persistente e com o surgimento de diversas doencas, incluindo doencas
degenerativas e obesidade (DANDONA et al., 2005; SERHAN; CHIANG; DALLI, 2015).

O processo inflamatorio persistente na obesidade € denominado inflamagéo crénica
subclinica e durante esse evento os leucdécitos sdo recrutados para o tecido adiposo, o que leva
a um consumo elevado de oxigénio, gerando acimulo ERO no local da inflamacéo
(COUSSENS; WERB, 2002; SOMANI; HUSAIN; SCHLORFF, 2017). Esse processo leva a
um ciclo vicioso, que pode ocasionar o dano de tecidos saudaveis adjacentes, e em um longo
periodo de tempo, pode desencadear carcinogénese (FEDERICO et al., 2007,
NOURSHARGH; ALON, 2014), conforme exemplificado na figura 2.
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Figura 2. Inflamacéo cronica subclinica e suas implicacdes em individuos obesos. Adaptada de Speretta et al.
(2014).

Por outro lado, as células inflamatdrias também produzem mediadores sollveis, tais
quais metabolitos do acido araquidbnico, citocinas e quimiocinas, que por sua vez, atuam
recrutando maior nimero de celulas inflamatorias para o local, produzindo mais espécies
reativas. Esses mediadores-chave podem ativar cascatas de transducdo de sinal, bem como
induzir mudancas nos fatores de transcrigdo, como fator nuclear kappa B (NF-«xB), transdutor
de sinal e ativador de transcricdo 3 (STAT3), fator indutivel por hipdxia-1 o (HIF-1). o),
proteina ativadora-1 (AP-1), fator nuclear de células T ativadas e fator nuclear relacionado ao
fator 2 do eritroide-2 (Nrf2), que medeiam respostas de estresse celular imediatas. Inducéo de

ciclo-oxigenase (COX) 2 e oxido nitrico sintase indutivel (iNOS), expressdo aberrante de
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citocinas inflamatorias (fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1 (IL-1), IL-6 e
quimiocinas (IL-8, CXC receptor de quimiocina 4 (CXCR4)), bem como alteracGes na
expressao de microRNAs especificos também foram relatados para desempenhar um papel na
inflamacéo induzida por estresse oxidativo (PERWEZ-HUSSAIN; HARRIS, 2007).

2.3 Inflamacdo cronica subclinica e producéo de citocinas

O alto consumo de carboidratos por individuos obesos pode promover um aumento da
lipogénese, propiciando o armazenamento dos triglicerideos que irdo influenciar no processo
inflamatorio (MASI et al., 2017). Esse processo inflamatorio é caracterizado por elevadas
concentracdes dos niveis de &cidos graxos séricos, repercutindo na maior infiltracdo de
macrofagos no TAB e menor sensibilidade a insulina (FRESNO; ALVAREZ; CUESTA,
2011). Além dos elevados niveis de acidos graxos livres (AGL), ocorre o estimulo de
proteinas quinases, como quinase c-Jun N-terminal (JNK), proteina C-quinase (PKC) e
inibidor do NF«B, responsaveis por prejudicar a sensibilidade a insulina pelo aumento da
fosforilacdo inibitéria (ASGHAR; SHEIKH, 2017; PETERSEN; SHULMAN, 2006).

Os AGL no plasma sdo transportados pelo figado na forma de lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL), diminuindo os niveis de lipoproteina de alta densidade
(HDL), reduzindo o transporte reverso do colesterol e aumentando os niveis de lipoproteina
de baixa densidade (LDL)-oxidada e MCP-1 (proteina quimiotatica de mondcitos-1). Nas
condicdes de RI, o efeito contra regulatério da insulina ndo ocorre, e a lipolise no tecido
adiposo aumenta os niveis circulantes de acidos graxos ndo esterificados (AGNE). Estes
AGNE em conjunto as adipocinas pro-inflamatorias levam a danos no figado pelo aumento da
gliconeogénese, que previne o efeito inibitério da insulina e estimula lipogénese, podendo
acarretar na esteatose ndo alcéolica, e ainda aumentar a producdo e liberacdo de VLDL,
podendo favorecer o processo de aterogénese (SILVA-FIGUEIREDO et al., 2018).

Além de atuar no recrutamento de macréfagos e insensibilidade a insulina, a obesidade
altera a pressdo arterial e desencadeia dislipidemia, estando diretamente relacionada com
outras comorbidades como diabetes, doencas cardiovasculares, insuficiéncia renal e hepética.
Ainda, os macrdfagos liberam citocinas pro-inflamatorias que atuam na manutencdo do

processo inflamatdrio crénico de baixa intensidade (Figura 3).
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Figura 3. Correlagdo entre a sindrome metabdlica e comorbidades. HA — hipertenséo arterial, DHGNA - doenca
hepética gordurosa ndo alcdolica. Adaptado de Srikanthan et al. (2016).

Os macrofagos podem ser classificados em M1 e M2, tendo acbes pro e anti-
inflamatorias respectivamente (MOGHADDAM et al., 2018). No processo inflamatorio
crébnico de baixa intensidade ha predominio de macrofagos do tipo M1 (ARON-
WISNEWSKY et al., 2009), que secretam citocinas pré-inflamatorias como IL-1 e IL-6, e sdo
polarizados na presenca de citocinas como a TNF-a e interferon-gama (IFN-y) (FENG et al.,
2015; FLEMING et al., 2015; MOGHADDAM et al., 2018). Essa acdo dos macrofagos M1
na obesidade foi confirmada pela analise do tecido adiposo de modelos animais e de pessoas
obesas, que indicaram elevados niveis de citocinas pro-inflamatérias (SHAW et al., 2014),
tendo uma correlagcdo positiva entre 0 aumento do tecido adiposo e da producdo dessas
citocinas (ROSA et al., 2016).

Ainda, as proteinas envolvidas no processo inflamatorio cronico de baixa intensidade
podem ser secretadas pelo TAB (ASGHAR; SHEIKH, 2017), que é considerado um 6rgdo
enddcrino, envolvido ndo somente no fornecimento e armazenamento energético, mas
também e especialmente, nos processos metabolicos e fisiologicos do organismo (FONSECA-
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ALANIZ et al., 2006). Dentre as adipocinas, destacam-se as citocinas, proteinas da via
complemento alternativa (adipsina), fatores de crescimento (fator transformador de
crescimento 3 — TGF-B), adipocinas da regulacao da pressao sanguinea (angiotensinogénio),
homeostase vascular (inibidor do ativador de plasminogénio 1 — PAI-1), homeostase
glicémica (adiponectina) e angiogénese (fator de crescimento endotelial vascular — VEGF),
leptina e resistina (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; FRUHBECK et al., 2001).

As citocinas sdo proteinas que atuam em praticamente todas as etapas da inflamacéo.
Elas podem modular o processo inflamatério e sdo consideradas como pré ou anti-
inflamatérias (HOLDSWORTH; GAN, 2015). As citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1p,
TNF e IFN-y, iniciam a defesa contra um agente estranho (HOLDSWORTH; GAN, 2015),
sendo que a producdo e liberacdo das citocinas como a TNF, IFN-y, IL-6 e MCP-1 induz o
influxo de macrofagos para o tecido adiposo, potencializando e contribuindo com a
manutencdo processo inflamatério cronico de baixa intensidade no local (HAGITA et al.,
2011).

Ja as citocinas anti-inflamatorias, como a IL-10 atuam na resolucdo do processo
inflamatério (HOLDSWORTH; GAN, 2015). Além disso, uma mesma citocina também pode
ter acBes opostas pr6 e anti-inflamatérias, como a IL-4, 1L-13 (VERRI et al., 2006) e IL-6
(HUNTER; JONES, 2015).

A IL-6 atua como pré-inflamatéria no inicio da inflamagdo ao induzir a migracao de
neutrofilos, enquanto que a producdo constante € importante para a resolucdo da inflamacéo
(SCHELLER et al., 2011; HUNTER; JONES, 2015), tendo uma atividade anti-inflamatéria
ao inibir a expressao de IL-1p, TNF-a (KAPLANSKI et al., 2003) e IFN-y (JIN; HAN; YU,
2013). Essa citocina € uma das principais envolvidas na inflamagéo cronica subclinica
(MCCRACKEN; MONAGHAN; SREENIVASAN, 2018), estando diretamente
correlacionada com a obesidade, diabetes tipo 2, resisténcia a insulina e outras comorbidades.
Sendo que o aumento do tecido adiposo favorece a producdo de IL-6 (FRIED; BUNKIN;
GREENBERG, 1998; PEREIRA; ALVAREZ-LEITE, 2014; BAO; LIU; WEI, 2015).

A IL-12 é outra citocina pré-inflamatéria produzida por macrofagos e células
dendriticas (VERRI et al., 2006). A producédo dessa citocina é estimulada principalmente por
micro-organismos (WATFORD et al., 2004). Dentre as suas ac¢Oes estd a inducdo de dor
(VERRI et al., 2005), além disso a IL-12 atua em conjunto com a IL-18 para induzir o
aumento da expressdo de IFN-y (HOSHINO et al., 1999). Ainda, a I1L-12 esté elevada em

diabéticos tipo 2 (ALl et al., 2017) e em pacientes obesos e em animais alimentados com dieta
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hipercalorica foi observado que h4 o aumento dos niveis séricos de IL-12 que esté diretamente
correlacionado com a gordura abdominal, glicose elevada e producdo de TNF (STRISSEL et
al., 2010; SUAREZ-ALVAREZ et al., 2013).

A TNF esta elevada em um processo inflamatério, estando presente no tecido adiposo
de pessoas obesas (ESSER et al., 2014). Essa citocina tem ac¢bes como 0 aumento da
producdo de outras citocinas pré-inflamatérias como a IL-1p e IL-6, além de induzir o influxo
de mondcitos por meio do aumento de expressdo de MCP-1 e induzir do aumento da
resisténcia a insulina (BALISTRERI; CARUSO; CANDORE, 2010; STONE; PRUSSIN;
METCALFE, 2010).

A MCP-1 é uma proteina quimioatratora de mondcitos que pode ser liberada pelos
macrofagos e pelos adipécitos. Além de ter a funcdo quimioatratora, também atua na
resisténcia a insulina e esteatose hepatica durante o processo inflamatério crénico subclinico
(KANDA et al., 2006).

Diferentes citocinas também podem ter acGes semelhantes, a fim de potencializar uma
resposta, como € o caso da IFN-y que também aumenta a expressdo de MCP-1 (RAUCH,;
MULLER; DECKER, 2003) além de inibir a producéo de I1L-10 (HU et al., 2006).

Com efeitos opostos as citocinas anteriormente descritas, a IL-10 é um mediador anti-
inflamatorio que é secretado por macrofagos do tipo M2, a fim de encerrar 0 processo
inflamatorio e impedir possiveis efeitos deletérios (HOLDSWORTH; GAN, 2015;
MOGHADDAM et al., 2018). Alem disso, essa citocina reduz a expressdo de citocinas pro-
inflamatorias como a IL-1, IL-6 e TNF-a, e reduz a expressdéo de MCP-1 (MOSSER;
ZHANG, 2008).

2.4 Antioxidantes

Antioxidante pode ser definido como uma substancia capaz de reduzir a gravidade do
estresse oxidativo ao formar um radical menos reativo ou pela mitigacdo dos danos causados
pela reacdo em cadeia em substratos (proteinas, lipideos, carboidratos ou &cido
desoxirribonucleico-DNA) por radicais livres (FINAUD; LAC; FILAIRE, 2006); sendo
responsaveis pela inibicdo e reducdo de lesbes causadas pelos radicais livres nas células
(ABRAHAO et al., 2012).

Até entdo, nenhum antioxidante de forma isolada consegue oxidar todos os radicais
livres e impedir sua acdo deletéria, sendo que para tanto deveriam apresentar propriedades
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como: ser um composto biolégico naturalmente presente em tecidos animais; ser ativo na
protecdo de moléculas de proteinas e lipidios; ter boa disponibilidade ap6s administracéo oral
ou parenteral; possuir meia-vida longa; ser ativo no espaco intracelular e extracelular e ser
capaz de cruzar a membrana celular intacto (BECHARA; TREVISAN, 2009), embora possam
trabalhar de forma sinérgica, otimizando seus beneficios.

Entre os antioxidantes enddgenos e aqueles obtidos a partir da dieta, de acordo com
Halliwell (2011), os enddgenos apresentam maior capacidade antioxidante e as células e
tecidos se beneficiam muito mais dos antioxidantes como a glutationa (GSH) ou da
superoxido dismutase (SOD), enquanto os antioxidantes dietéticos teriam uma funcdo bem
menor. Entretanto, apesar do elevado potencial dos antioxidantes enddgenos, é necessario
obter esses compostos a partir da dieta ou do uso de medicamentos, sendo que estes podem

ser produzidos de forma sintética ou por meio do uso de plantas medicinais.

2.5 Plantas medicinais

Plantas medicinais sdo amplamente utilizadas na medicina popular e tradicional ha
milhares de anos. Estas plantas sdo usadas no tratamento de diversas enfermidades na forma
de p6s, gomas, chas e associacdes (SHARMA; KUMAR, 2011).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), entre 65 e 80% da populacdo
dos paises em desenvolvimento recorre ao uso de plantas medicinais como medicamentos
(CAMERON et al., 2011), sendo essa utilizacdo incentivada pela OMS desde a década de 70
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1979).

O uso de plantas medicinais tem servido como base para medicamentos alopaticos,
sendo que grande parte das drogas de importancia utilizadas foram derivadas da
etnomedicina, desta forma justificando a relevancia da pesquisa dos compostos em plantas
(RIBEIRO et al., 2018). O potencial uso das plantas medicinais advém da diversidade de
metabolitos secundarios que as mesmas podem apresentar (MICHELIN et al., 2005).

A guantidade e tipo de metabdlito secundario varia de acordo com a espécie vegetal e
0 ambiente ao seu redor, sendo encontrados com frequéncia os compostos fendlicos, taninos e
flavonoides (RAVEN; EVERT; CURTIS, 2007). Os estudos com esses metabdlitos indicam
que eles tém potencial farmacologico, podendo atuar como antioxidante, antitumoral,
antimicrobiano, anti-obesogénico e antidiabético (EL-KASHAK et al., 2017; SMERIGLIO et
al., 2017).
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Assim, diversos estudos tem focado na busca e avaliagdo de plantas medicinais, visto
que o Brasil é o pais com maior diversidade vegetal do mundo, com grande potencial para
exploracdo dessas plantas para a producao de fitoterapicos (NETO; MORAIS, 2003). Ainda,
cabe destacar que o Cerrado € uma regido rica em recursos naturais ainda nao estudados,
sendo uma fonte para a descoberta de novas plantas com atividades farmacoldgicas
(CORREIA et al., 2016).

2.6 Plantas medicinais da familia Myrtaceae

O Cerrado tem elevada biodiversidade de espécies vegetais e representa uma ampla
extensdo do Brasil, estando presente em 9 Estados (FRANCOSO et al., 2015). Dentre as
espeécies vegetais do Cerrado estdo as Angiospermas, que sdo as espécies que apresentam as
sementes protegidas pelos frutos. Em 2015, Zappi et al. (2015) indicaram que existem mais de
12 mil espécies de angiospermas no Cerrado, confirmando a existéncia de uma grande riqueza
de frutos no Cerrado.

Uma das familias botanicas representadas por essas espécies vegetais € a Myrtaceae.
Estudos com as espécies dessa familia apontam que elas apresentam potencial para a
tratamento de diversas enfermidades, devido a suas atividades antioxidantes, anti-inflamatéria
e anticarcinogénica (BORGES; CONCEICAQ; SILVEIRA, 2014).

A caracterizacdo da atividade antioxidante de frutos das espécies da familia Myrtaceae
gue sdo utilizadas na medicina tradicional, apontou que dentre as espécies Psidium
cattleyanum, Eugenia pyriformis e Campomanesia xanthocarpa, a C. xanthocarpa apresentou
maior atividade antioxidante, com elevada quantidade de Vitamina C e compostos fendlicos
(PEREIRA et al., 2012).

Outra espécie, a Campomanesia cambessedeana, além de ter potencial antioxidante,
também atuou como anti-mutagénica e anti-genotoxica e 0s autores atribuiram essas
atividades pela presencga de compostos fenolicos como a catequina (MALTA et al., 2012).

Donado-Pestana et al. (2018b), em um artigo de revisdo com as espécies da familia
Myrtaceae confirmaram que os frutos dessa familia tém potencial contra a obesidade e podem
contribuir com o tratamento ou reducdo dos riscos de DCNTs. Como exemplo, tem-se 0s
frutos de Eugenia dysenterica com elevada quantidade de compostos fendlicos que atuam na
reducdo da obesidade, esteatose e inflamagdo hepética, dislipidemia e estresse oxidativo
(DONADO-PESTANA; BELCHIOR; GENOVESE, 2015; DONADO-PESTANA et al.,
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2018a). Resultados semelhantes foram obtidos com as espécies Campomanseia phaea que
reduziu a hiperglicemia, dislipidemia e quantidade de citocinas pré-inflamatérias como IL-6 e
TNF, que normalmente estdo elevadas em obesos devido a inflamacdo crénica subclinica
(DONADO-PESTANA et al., 2015), e a Myrciaria dubia que reduziu o ganho de peso,
dislipidemia e esteatose (NASCIMENTO et al., 2013) .

Os frutos sdo compostos por sementes, casca e polpa, e diversos frutos apenas a polpa
¢ consumida, sendo descartados as sementes e casca. O que é descartado dos frutos €
considerado um residuo, mas que pode ter uma utilizacdo na industria farmacéutica e/ou de
producédo de ragdes (MENDONCGCA et al., 2006). Desta forma, a literatura apresenta ensaios
com os residuos de frutos, com o objetivo de verificar possiveis atividades promissoras no
tratamento de enfermidades.

Um fruto bastante conhecido no Cerrado é a jaboticaba (Myrciaria jaboticaba), e a
casca, que normalmente é descartada ou utilizada para a producédo de geleias (DESSIMONI-
PINTO et al., 2011) tem potencial antioxidante com valor de ICso no teste de DPPH de
45.38+0.50 pg/mL, além de ndo se mutagénico em células da medula Ossea e ter atividade
antiproliferativa frente a células tumorais (LEITE-LEGATTI et al., 2012).

As cascas de M. jaboticaba também tem potencial anti-obesogénico, visto que de
acordo com Batista et al. (2018) animais alimentados com dieta rica em gordura e que
receberam suplementacdo com as cascas dessa espécie apresentaram reducdo do peso com
prevencdo do crescimento e acimulo de gordura no tecido adiposo e diminuicdo da esteatose,
além de diminuir a quantidade de citocinas pro-inflamatérias como 1L-6 e TNF.

Apesar do potencial dos frutos e residuos da familia Myrtaceae, o potencial
antioxidante e quantidade de compostos fendlicos sdo variados entre os diferentes géneros,
como foi indiciado por Gongalves, Lajolo e Genovese (2010) que analisaram quatro diferentes
géneros dessa familia e observaram que os resultados foram discrepantes. Portanto, é
necessario a realizacdo de mais estudos com os frutos do Cerrado dessa familia, a fim de
conhecer e, possivelmente identificar, os que apresentam maior capacidade antioxidante e

melhor atividade para o tratamento de doencas metabdlicas.

2.7 Campomanesia adamantium (guavira)

Dentre as espécies medicinais encontradas no Cerrado tem-se a Campomanesia

adamantium, popularmente chamada de guavira ou também conhecida como gabiroba, fruto
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pertencente & familia Myrtaceae, de formato redondo, de coloragdo que varia do verde escuro
ao verde claro e amarelo e de aroma citrico. A planta da guavira possui formato arbustivo,
atingindo até 2 m de altura, muito ramificada e com ramos delgados; possuindo folhas ovais
ou elipticas com cerca de 4 cm de comprimento e 2 cm de largura (Figura 4) (DURIGAN,
2004).

Figuré . Fruto d 6;mpmanesia adamantium (Fonte: Arquivo pessoal).

A planta floresce entre os meses de setembro e novembro, com flores brancas,
solitérias, axilares ou terminais. Os frutos ocorrem de novembro a dezembro (LORENZI,
1992).

Popularmente as frutas e folhas de guavira sdo consumidas na forma de licor, sucos,
doces e in natura. Na medicina tradicional, as folhas sdo utilizadas como depurativo,
antidiarreico, antirreumatico e na reducdo de colesterol, enquanto as raizes sdo utilizadas no
tratamento de diabetes (BIAVATTI et al., 2004; COUTINHO et al., 2008).

A investigacdo fitoquimica de partes da guavira identificaram a presenca de
flavononas e chalconas no extrato de acetato de etila (EAE) dos frutos, compostos fendlicos
como flavonoides nos extratos etanélico, metanélico, EAE e hexanico das folhas de guavira
(COUTINHO et al.,, 2008, 2010). A analise dos 6leos essenciais da fruta da guavira
demonstrou a presenca de 30 compostos (VALLILO et al., 2006), enquanto no éleo das folhas
foram detectados 95 compostos (COUTINHO et al., 2009). Foi identificado no EAE a
presenca de compostos como miricetina e quercetina (FERREIRA et al., 2013), demonstrando

potencial anti-inflamatério e antioxidante.
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O conteudo de acido ascorbico, fenois totais e atividade antioxidante in vitro pelos
métodos 2,2-difenil-picrilhidrazil (DPPH), Capacidade Absorbante de Radical Oxigénio
(ORAC) e de Poder Antioxidante de Reducéo de Ferro (FRAP) foram avaliados por Alves et
al., (2017). A guavira apresentou maior atividade antioxidante em todos os métodos, além de
maior concentracdo de fenois totais e vitamina C, quando comparada com outras frutas do
Cerrado como a cagaita e o caju do Cerrado.

A atividade antioxidante e o efeito hipolipemiante do extrato aquoso (EA) das raizes
de guavira foram testados em ratos hiperlipidémicos alimentados com ra¢do com alto teor de
frutose. Na avaliacdo antioxidante realizado pelo teste de DPPH, o valor de ICso foi
semelhante ao controle butilhidroxitolueno (BHT) e protegeu os eritrécitos da liperoxidacéo
induzida pelo 2,2’ azobis (2-metilpropionamida) (ABTS), reduzindo a geracdo de
malonaldeido. A suplementacdo dos ratos hiperlipidémicos com o extrato aquoso das raizes
de guavira (200 mg/kg) reduziu o colesterol total e o triglicerideo sérico a niveis similares aos
ratos normolipidémicos e aos ratos hiperlipidémicos tratados com sinvastatina (30 mg/kg) e
ciprofibrato (2 mg/kg). Os niveis de malonaldeido no soro também foram reduzidos nos
animais tratados com o EA (ESPINDOLA et al., 2016).

Lescano et al., (2018) avaliaram a atividade antiplaquetéria e a inibicdo de COX
induzidas pelo extrato metanélico (EM) das cascas de guavira no sangue humano, concluindo
que o EM exerce acdo antiplaquetaria pela inibicdo de COX-1, reduzindo a agregacao
plaquetaria, elevando os niveis de nucleotideos ciclicos, reduzindo o célcio intracelular e sua
mobilizacdo total e os niveis de tromboxano 2.

Os efeitos anti-inflamatdrios e antinociceptivos do EA e do EAE das folhas de guavira
foram analisados por Ferreira et al. (2013). A administracdo de EA e EAE via gavagem nas
concentragdes de 125 mg/kg e 250 mg/kg em camundongos demonstrou ser efetiva na
reducdo do edema de pata induzido por carragenina. O EAE (125 e 250 mg/kg) e o EA (125
mg/kg) tambem reduziram o tempo de lambida, na segunda fase no método de formalina in
vivo. EAE (250 mg/kg) e EA (125 mg/kg) reduziram o nimero de contor¢Bes nestes animais,
demonstrando efeito antinociceptivo.

Da mesma forma, os éleos essenciais das cascas (OEC) e sementes (OES) dos frutos
de guavira (100 mg/kg e 300 mg/kg) foram utilizados no tratamento do edema de pata
induzido por carragenina em camundongos e de pleurisia, enquanto a acdo antinociceptiva
destes 6leos foi avaliada utilizando 0 modelo de formalina in vivo. Foi observada uma redugéo

significante na migragdo leucocitéria na pleura na dose de 300 mg/kg de ambos OEC e OES,
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com inibicdo méaxima de 89% no uso de OEC e 80% no uso de OES. O edema de pata foi
minimizado com todas as concentracdes de ambos 0s 6leos, com inibicdo méaxima de 72% e
74% na concentracdo de 100 mg/kg para OEC e OES, respectivamente. No teste de formalina,
a inibicdo da dor inflamatoria ocorreu de forma maxima na dose de 100 mg/kg tanto para
OEC (72%), quanto para OES (80%) (VISCARDI et al., 2017).

Souza et al., (2017) avaliaram o efeito da administragdo do extrato hidroetandlico
(EHE) das cascas do fruto de guavira no tratamento de pleurisia e do modelo de lesdo do
nervo poupado (LNP), que envolve lesdo neuronal periférica, acarretando em dor crénica ao
estimulo mecénico e ao frio, associada com declinio cognitivo, depressdo e comorbidade
emocional (ALVARADO et al., 2013). A administracdo do EHE (100 mg/kg e 300 mg/kg)
inibiu significantemente a migracdo leucocitaria na pleura; no modelo LNP, o EHE
administrado por 3-15 dias reduziu a hiperalgesia e elevou o tempo de imobilidade no teste de
nado forgado. Da mesma forma, no 15° dia, o tratamento com o EHE das cascas de guavira
preveniu o aumento da sensibilidade ao estimulo pelo frio induzido pelo LNP.

Desta forma, a guavira apresenta potencial antioxidante e anti-inflamatdrio, sendo
importante avaliar os compostos presentes em outras partes desse fruto, como as cascas, além
de seus efeitos metabolicos inicialmente em animais de experimentacdo, visando encontrar
alternativas naturais para prevencdo e tratamento das principais comorbidades metabdlicas

relacionadas as DCNTSs, além de agregar valor aos frutos do Cerrado.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito da suplementacdo do extrato hidroetandlico da casca de

Campomanesia adamantium (guavira) sobre o perfil metabdlico e inflamatorio em
camundongos Swiss

3.2. Objetivos Especificos

e Verificar medidas antropométricas, ganho de peso e consumo alimentar nos
animais dos diferentes grupos experimentais;

e Realizar estudo de pardmetros biogquimicos (colesterol total, triglicerideos,
insulina, glicose, ureia, creatinina e PCR) dos animais experimentais;

e Realizar estudo histoldgico do figado e dos rins dos animais experimentais;

e Realizar estudo das citocinas inflamatorias (IL-6, IL-10, IL-12, TNF, IFN-y e
MCP-1) dos animais experimentais.
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostra

Foram utilizados 24 animais camundongos (Mus musculus) linhagem Swiss machos,
com 60 dias de idade, procedentes do Biotério Central do Instituto de Biociéncias (InBio), da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS). O estudo experimental foi realizado no
Biotério Central da UFMS em condicdes controladas de luz (fotoperiodo de 12/12 horas de
claro/escuro), temperatura (22+2°C) e umidade (55+10%), para analise do efeito da
suplementacdo de extrato hidroetandlico de Campomanesia adamantium (guavira) sobre o
perfil metabdlico e inflamatdrio.

Apos a aclimatacéo de 14 dias com dieta padrdo Nuvital®, os animais foram pesados
e, randomicamente, distribuidos em trés grupos experimentais: Controle (n=8), Extrato
hidroetandlico da casca de C. adamantium (ExCa) 250 (n=8) e ExCa 500 (n=8). Os animais
foram acondicionados em caixas de polietileno contendo 2 ou 3 animais por caixa, evitando
dessa forma a superlotacdo e acesso de todos 0s animais a agua e racao.

Por um periodo de 16 semanas foi ofertada a dieta experimental e dgua ad libitum
para todos os grupos. A suplementacdo dos animais foi realizada 12 semanas apés o inicio da
dieta experimental e nos grupos ExCa 250 e ExCa 500 foi realizada a suplementagdo com
extrato hidroetandlico da casca de C. adamantium por gavagem, sendo a dosagem corrigida
semanalmente de acordo com a variacdo do peso dos animais, conforme descrito no item
4.2.1. Assim, a suplementacdo foi realizada nas Gltimas 4 semanas do experimento. O grupo
controle também recebeu gavagem apenas de dgua durante 0 mesmo periodo. O delineamento
experimental esta ilustrado na Figura 5.

O estudo atendeu as normas estabelecidas no Guide for the care and use of
laboratory animals do National Research Council (NRC, 1996) e os Principios éticos na
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA, 1991) e
foi submetido ao Comité de Etica da UFMS, e aprovado sob o nimero 848/2017.
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Figura 5. Delineamento experimental.

4.2 Procedimentos
4.2.1 Extrato

Os frutos da guavira foram fornecidos pela Agéncia de Desenvolvimento Agréario e
Extensdo Rural/AGRAER, Campo Grande, MS. Apds recebimento dos frutos na Unidade de
Tecnologia de Alimentos (UTASP-UFMS) os frutos foram separados, sendo descartados 0s
improprios para consumo. O restante foi higienizado em agua corrente, despolpado
manualmente e as cascas foram colocadas para secar em estufa de circulacao de ar (40° C) até
peso constante. As cascas secas foram pulverizadas em moinho industrial, tamisadas (40
mesh), obtendo rendimento de 25% e armazenadas em frasco fechado em congelador (-18°C)
até a confeccdo do extrato.

Para a realizacdo do extrato hidroetandlico (30:70 v/v) das cascas pulverizadas de
guavira foi realizada percolagdo por 72 h, utilizando gotejamento de 20 gotas/minuto. O
extrato obtido foi rotaevaporado e entéo, liofilizado. O material liofilizado foi armazenado no
freezer -18°C até o0 momento do ensaio bioldgico.

Para os ensaios in vivo, a partir do material liofilizado, foram realizadas diluicbes em
agua destilada para obtencédo das doses de 250 e 500 mg/kg, sendo calculadas as doses com

base na diluicdo e estudos prévios do grupo de pesquisa.
4.2.2 Dieta Experimental
As dietas foram elaboradas de acordo com o protocolo experimental do American

Institute of Nutrition (Tabela 1) pela empresa RHOSTER® e o detalhamento da composicéo
da dieta denominada RH19521B se encontra nos Anexos A e B. As ragdes foram
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armazenadas em temperatura de 8°C, evitando oxidacdo lipidica e alteragdes na composicao
da dieta (REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993).

Tabela 1. Composicdo em macronutrientes da dieta padrdo Nuvital® AIN-93M e da dieta
experimental da American Institute of Nutrition RH19521B.

Composicéo (g/100 g) Dieta padréo Dieta experimental
Proteina 14,00 22,00
Lipidio 4,00 5,00
Carboidrato 72,07 65,00
Amido milho 46,57 55,00
Sacarose 10,00 -
Maltodextrina 15,50 10,00
Celulose 5,00 5,00
Mix mineral 3,50 3,50
Mix vitaminico 1,00 1,00
L- Cistina 0,18 0,18
Bitartarato de colina 0,25 0,25
Tertbutilhidroquinona 0,0008 0,0008
Total 100,00 101,94

4.2.3. Avaliacdo do ganho de peso e consumo de dieta

A avaliacdo do peso corporal dos animais foi verificada no inicio do experimento e
semanalmente durante todo o experimento, em balanga semi-analitica.

A avaliagdo do consumo alimentar dos animais foi realizada por gramas de racao/dia.
Foi mensurada a quantidade restante de alimento em cada gaiola, podendo-se avaliar o

consumo pela diferenca de peso da racdo oferecida na semana anterior, por animal.

4.2.4 Eutanasia

A eutanasia foi realizada por overdose de anestesia em camara de inducdo com
anestésico volatil, com isoflurano (3-5%), seguido pela coleta de sangue por puncéo da veia
cava posterior para posterior analise sérica. Apos confirmacdo da eutanasia, os tecidos (figado
e rins) foram coletados e acondicionados em solucdo de formalina 10% para posterior anélise

histoldgica.
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4.2.5 Analises

A partir do sangue foi obtido o soro e mensurado o colesterol total, triglicerideos,
insulina, glicose, ureia, creatinina e PCR, por meio de Kits comerciais (LabTest®) e
quantificados em espectrofotdmetro (BioTek® - powewave XS). Ja as citocinas inflamatorias
foram quantificadas por meio de citometria de fluxo.

4.2.5.1 Determinacdo de Colesterol Total

Método colorimétrico-enzimatico: os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pelo
colesterol esterase (CHE-Lipase de origem fungica) formando colesterol livre, que apds
oxidacdo pelo colesterol oxidase forma peroxido de hidrogénio. Desta forma, reagindo com
substrato em presenca da peroxidase (POD), origina-se um cromoforo de coloracdo cereja. A
absorbancia méxima é de 505 nm, diretamente proporcional a concentragdo de colesterol da
amostra (FLEG, 1973).

4.2.5.2 Determinacéo de Triglicerideos e Glicose

Método colorimétrico-enzimatico: os triglicerideos sdo desdobrados em glicerol e
acidos graxos mediante acdo da enzima lipase. O glicerol produzido é determinado de forma
totalmente enzimatica por meio de uma sequéncia de reacGes que inclui a fosforilacdo a
glicerol-1-fosfato em presenca da enzima glicerol-quinase (GK) e oxidacdo por acdo da
enzima glicerolfosfato oxidase (GPO), com producdo de agua oxigenada (perdxido de
hidrogénio). J& a glicose é oxidada enzimaticamente sob acdo da glicose oxidase (GOD),
formando &cido glucénico e &gua oxigenada. A &gua oxigenada formada reage sob agdo
catalizadora da POD que reage como doador de hidrogénio com 4-aminofenazona (4-AF) e
fenol. Dessa reacdo oxidativa forma como produto antipirilqguinonimina de coloragéo cereja.

Ambos apresentam absorbancia maxima em 505 nm, cuja intensidade de cor é
diretamente proporcional a concentracdo da substancia (CAREY; FELBRUEGGE;
WESTGARD, 1974; HAGEN; HAGEN, 1962).
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4.2.5.3 Determinacdo de ureia

Método colorimétrico-enzimatico: a ureia é hidrolisada pela urease a ions amonio e
CO. Os 2 ions amodnio reagem em pH alcalino com salicilato e hipoclorito de sédio, sob a
acdo catalisadora do nitroprussiato de sodio para formar azul de indofenol. A intensidade da

cor formada € proporcional a quantidade de ureia na amostra.

4.2.5.4 Determinacdo de creatinina

Método colorimétrico: a creatinina e outros componentes da amostra reagem com a
solucdo de picrato em meio alcalino formando um complexo de cor vermelha que é medido
fotometricamente. A adicdo de um acidificante abaixa o pH para 5,0, promovendo a
decomposi¢do do picrato de creatinina, permanecendo inalterada a cor derivada dos
cromogénios, que também é medida fotometricamente. A diferenga entre as duas leituras

fornece o valor da creatinina (ndo corrigida).

4.2.5.5 Determinacéo de citocinas inflamatorias e proteina C-reativa

As citocinas pro e anti-inflamatérias, I1L-6, 1L-10, 1L-12, TNF, IFN-y e MCP-1 foram
quantificadas por citometria de fluxo, utilizando o kit CBA (Cytometric Bead Assay) da marca
BD (Lote 8171794) no citémetro de fluxo FACSCanto II.

A proteina C-reativa foi quantificada pelo método Enzyme Linked Immuno Sorbent
Assay (ELISA) (ERHARDT et al., 2004).

4.2.5.6 Avaliacdo histopatoldgica

As amostras de figado e rim retiradas foram identificadas e fixadas em formalina
tamponada 10%. Apos uma semana o material foi processado em concentragdes crescentes de
alcool, diafanizados em xilol e incluido em parafina histoldégica. Das amostras dos 6rgaos
foram confeccionadas secgdes transversais de 5 um de espessura com o auxilio de micrétomo
rotativo (Microm HM320). As sec¢des obtidas foram coradas pela técnica de Hematoxilina-
Eosina (HE) (LUNA, 1968; BEHMER; TOLOSA; FREITAS-NETO, 1976) e Tricromio de
Masson (TM) (GOLDNER, 1938).
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As laminas de figado e rim coradas com HE foram analisadas quanto a morfologia
tecidual. Nas laminas de figado também foram realizadas analises da presenca de esteatose e
focos inflamatorios, para tanto foram capturados 10 campos aleatérios. De acordo com a
metodologia de Kleiner et al. (2005), na esteatose foi determinada a porcentagem de esteatose
em cada campo com a aplicacdo de escores, sendo < 5% (0), 5-33% (1), >33%-66% (2) e
>66% (3), de forma semelhante, foram aplicados escores de acordo com a contagem dos focos
inflamatdrios e quando ndo foi observado foco inflamatério foi determinado como score 0, de
1 a 2 focos (score 1), 3 a 4 focos (score 2) e mais que 4 focos (score 3).

Para verificar a presenca de fibrose, as [aminas de figado foram coradas com TM e a
analisadas quanto a presenca de fibras colagenas, que sdo coradas em azul.

4.3 Atividade antioxidante
4.3.1 Método DPPH

Para andlise de atividade antioxidante foi utilizado o método de sequestro do radical
livre estavel DPPH. Foram feitas modificacbes em relacdo ao método original de Brand-
Williams et al. (1995), sendo preparado 150 puM de solucdo de DPPH em metanol 80 %, em
vez de 100 %. A utilizacdo de metanol 80 % tem a vantagem de reacdo a uma velocidade mais
répida para alguns compostos, como o0 BHA e o BHT e menores perdas por evaporacdo. Em
vez de realizar as leituras por espectrofotometria, 0 método foi realizado em microplacas.
Foram adicionados 22 pL de amostra e 200 uL de solu¢do de DPPH a um poco da placa de
microtitulacdo de 96 pocos EIA de fundo chato (ICN Biomedicals Inc.). Os extratos foram
preparados em triplicata para cada concentracdo utilizada (0-500 uM), e foram utilizadas pelo
sete concentragdes diferentes. A placa foi deixada no escuro em temperatura ambiente (22°C)
e lida apds 30, 180 e 360 minutos em um leitor de placa MRX utilizando filtro de 520 nm.

Um gréafico de Absorbancia (A) 520 nm versus concentracdo de amostra na solucdo
final foi feito para cada intervalo de tempo. Usando os resultados do intervalo de tempo com a
inclinacdo mais alta, a inclinacdo inicial da curva foi calculada por regressao linear (r2>
0,800). A atividade antirradical foi definida pelo valor inicial do slope em unidades de A 520
nm/puM de amostra ou uM de DPPH/UM de amostra. As unidades foram convertidas de A 520
nm para UM de DPPH, desenvolvendo uma curva padrdo para DPPH usando o leitor de
placas. A concentracdo de DPPH foi inicialmente determinada a partir da equagéo da curva de
calibracdo dada por Brand-Williams et al. (1995), onde A 515 nm medido
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espectrofotometricamente foi igual a 12509 concentracdo em M - 0,00258. Embora Brand-
Williams et al. (1995) tenha solubilizado o DPPH em metanol, a mesma equagéo foi usada
porque a absorbancia do DPPH em 80% de metanol era a mesma. A atividade antirradical foi
considerada equivalente a metade negativa do poder antirradical (ARP), conforme definido
por Brand-Williams et al. (1995). O ARP foi igual ao reciproco da quantidade de composto
necessaria para diminuir a concentracédo inicial de DPPH em 50% em unidades de moles de

DPPH por mole de composto.

4.3.2 Determinagéo de fenois totais e taninos totais
4.3.2.1 Fenois totais

Para a determinacdo de fenois totais foram preparadas as seguintes solucdes (Tabela
2): solucédo etandlica de acido galico a 0,5g/L; solucdo aquosa de Folin-Ciocalteau a 10%;
solucdo aquosa de carbonato de sédio 7,5%. Foram realizadas as seguintes diluices a partir
da solucdo-mde de &cido galico (0,5 g/L) para os tubos de ensaio com as seguintes
concentragdes: 0,025; 0,075; 0,09; 0,105 ¢g/L. Foram adicionados aos tubos 2,5 mL de
reagente de Folin-Ciocalteau 10% e 2,0 mL de solucdo de carbonato de sédio 7,5%. A
amostra foi diluida até que o valor de absorbancia obtido fosse maior que o menor valor de
absorbancia apresentado pelo menor ponto da curva de calibragdo. Os tubos foram agitados e
levados ao banho-maria a 50°C por 5 minutos; resfriados e a leitura das amostras foram
realizadas em espectrofotbmetro a 760 nm. Como branco foi utilizado etanol, 2,5 mL de
reagente de Folin-Ciocalteau 10% e 2,0 mL de solucdo de carbonato de sodio 7,5%. Cada

ponto foi realizado em triplicata.

Tabela 2. Calibracdo de acido galico para estabelecimento de reta do teor fenolico.

Concentracdo  Ac. gélico Metanol Acido Folin Denis Carbonato de
mg/mL 0,5¢g/L (mL) (mL) galico (mL) sodio (mL)

0,025 0,15 2,85 0,5 2,5 2

0,075 0,45 2,55 0,5 2,5 2

0,09 0,54 2,46 0,5 2,5 2

0,105 0,63 2,37 0,5 2,5 2

A curva de calibracdo de acido gélico € feita para se estabelecer uma equacéo da reta
a partir da qual foi calculado o teor fenolico das amostras. E os resultados foram expressos em

equivalentes de acido galico (mgGAE/q).
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4.3.2.2 Taninos totais

Foi preparada solucdo aquosa de Folin-Denis da seguinte forma (Tabela 3): 100 g de
tungstato de sodio hidratado, 20 g de acido fosfomolibdico e 50 mL de acido fosforico em
750 mL de agua. Este contetdo foi refluxado por 2 h. Foi preparada solucdo aquosa de
carbonato de sodio saturada — pesados 35 g de NaCOs anidro e dissolvido em 100 mL de &gua
a 70-80 °C, resfriado por uma noite e semeado a sol. Ap0s cristalizagdo, a solucdo foi filtrada
através de la de vidro. A amostra foi diluida até que o valor de absorbancia obtido fosse maior
que o menor valor de absorbancia apresentado pelo menor ponto da curva de calibracdo. Para
a leitura foram utilizados 0,5 mL do tubo de diluicdo com agua, adicionado 8 mL de agua
destilada, 0,5 mL de reagente de Folin-Denis e 1,0 mL de solucdo de carbonato de sédio
saturada. Os tubos foram agitados e apds 30 minutos foi realizada a leitura de cada tubo em
espectrofotdbmetro a 760 nm. Cada ponto de concentragéo foi realizado em triplicata. Como
branco foi utilizado &gua, solucdo de Folin-Denis e NaCOs (8,5+0,5+1 mL respectivamente).

Tabela 3. Calibracdo da curva padrdo para taninos totais através de solucdo padrao contendo
10 mg de &cido tanico com um baldo de 100 mL com &gua destilada (0,1 mg/mL).

Concentracdo  Ac. tanico (mL) Agua (mL) Folin Denis Carbonato de sédio
mg/mL (mL) saturado (mL)
0,02 0,2 8,3 0,5 1
0,04 0,4 8,1 0,5 1
0,06 0,6 7,9 0,5 1
0,08 0,8 7,7 0,5 1
0,1 1 75 0,5 1

Concentracdo do &cido tanico na amostra correspondente a leitura da curva-padrao x V
mL tubo x 100/ massa em g tubo = mg de acido tanico/100 g de massa seca. E os resultados

foram expressos em equivalentes de acido tanico (mgTAE/g).
4.4 ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram tratados utilizando software Sigma Stat e GraphPad Prism 5 e

expressos como médias + erro padrdo da média (EPM) e submetidos a ANOVA de uma via,

seguida de teste de Bonferroni, considerando-se significancia estatistica p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ensaios in vivo

Os valores de peso inicial, peso final, ganho de peso e ingestdo alimentar por grupo
estdo disponiveis na Tabela 4 e Figura 6. N&o houve diferenga no peso inicial dos animais,
indicando que todos 0s grupos estavam iguais no inicio do experimento, e ap0s 0s
tratamentos, foi observado que os animais do grupo ExCa 500 mg/kg apresentavam
numericamente menor peso final em relacdo ao grupo aos demais grupos, entretanto, essa
diferencga ndo foi estatisticamente significativa, o que pode ter sido devido a diferenca de peso
entre os animais do mesmo grupo (Tabela 4).

Tabela 4. Andlise dos dados de peso inicial e final dos animais apds 16 semanas de
tratamento com dieta experimental e 4 semanas de suplementacdo com extrato hidroetanélico
de casca de Campomanesia adamantium (250 mg e 500 mg/kg de peso).

Dados Controle (n=8) ExCa 250 (n=8) ExCa 500 (n=8)
Peso inicial (g) 36,87+3,16 36,87+2,87 36,25+1,87
Peso final (g) 46,00+3,75 48,62+5,28 42,87+3,37
Ingestdo alimentar (g) 4,40+0,67 4,60+0,52 4,3+0,36

ExCa - extrato de C. adamantium. Os resultados foram expressos como média + EPM (n=8). ANOVA seguida

pelo teste de Bonferroni, p > 0,05.
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Figura 6. Ganho de peso dos animais ap6s 16 semanas de tratamento com dieta experimental e 4 semanas de
suplementacdo com extrato hidroetanolico de casca de Campomanesia adamantium (Exca; 250 mg e 500 mg/kg
de peso). Os resultados foram expressos como média £ DP (n=8). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni,
considerando p < 0,05. ** p < 0,01 em relacéo ao grupo ExCa 250 mg/kg.
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Ao avaliar o ganho de peso dos animais, ou seja, a diferenga entre o peso final e
inicial, foi observado que o menor ganho de peso ocorreu no grupo ExCa 500 (6.62+1.97 g),
em relacdo ao grupo grupo ExCa 500 (11.75+2.94 g), porém nado foram diferentes do controle
(9.12+1.87 g). Néo houve diferenca entre 0s grupos quanto a ingestdo alimentar.

Popularmente, outras espécies de Campomanesia, como a Campomanesia
xanthocarpa sdo utilizadas com o propoésito de perda de peso (KLAFKE et al., 2012). Os
resultados em relacdo ao uso de espécies de Campomanesia para perda de peso sao
contraditérios. Catelan et al. (2018) ndo encontraram diferenca significativa de peso em
grupos tratados com doses de 250 mg/kg, 500 mg/kg e 1000 mg/kg de infusdo de folhas de
Campomanesia guazumifolia, em teste de toxicidade subaguda. Da mesma forma, Boas et al.
(2018) ao realizar teste de toxicidade aguda e subaguda do extrato etanolico de
Campomanesia pubescens verificaram resultados similares de ganho de peso entre 0s grupos
tratados com 125 mg/kg, 250 mg/kg, 500 mg/kg, 1000 mg/kg e 2000 mg/kg, indicando que 0
extrato ndo apresentou toxicidade.

No entanto, semelhante ao observado no presente estudo, a suplementacdo do extrato
aquoso ad libitum de C. xanthocarpa foi eficiente na reducdo do ganho de peso em ratos

tratados com dieta hipercalérica durante 4 semanas (BIAVATTI et al., 2004).

Tabela 5. Andlise dos parametros bioquimicos de glicemia, triglicerideos e colesterol total
séricos dos animais ap0s 16 semanas de tratamento com dieta experimental e 4 semanas de
suplementacdo com extrato hidroetanolico de casca de Campomanesia adamantium (250 mg e
500 mg/kg de peso).

Parametros (mg.dL™) Controle (n=8) ExCa 250 (n=8) ExCa 500 (n=8)
Glicemia 465,6+25,11 480,8+36,55 363,8+75,10*
Triglicerideos 176,8+17,85 183,6+23,98 157,00+66,70
Colesterol total 174,2+26,56 192,0+13,62 119,0+36,93*

ExCa - extrato de C. adamantium. Os resultados foram expressos como média + EPM (n=8). ANOVA seguida
pelo teste de Bonferroni, considerando * como diferenca estatistica na mesma linha (p < 0,05) em relacdo ao
grupo controle e ** (p < 0,01) em relagdo a ExCa250.

Em relacdo aos pardmetros bioquimicos avaliados (Tabela 5), os niveis de
triglicerideos ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). Os niveis de
glicemia sérica apresentaram-se inferiores (p<0,05) nos animais do grupo ExCa 500, indo de
encontro ao observado para 0 menor ganho de peso (Figura 6) ao longo do experimento no
mesmo grupo. Sugere-se, portanto, que o extrato da casca de C. adamantium seja uma

alternativa no controle de peso corporal e glicemia, pardmetros importantes no tratamento de
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diabetes mellitus. Na medicina popular, a espécie C. xanthocarpa € conhecida por sua acao
anti-obesogénica, com melhorias na glicemia de ratos (BIAVATTI et al., 2004), mostrando o
potencial desse género para novos estudos envolvendo desordens metabdlicas.

Ainda neste contexto, ap0s o tratamento, o grupo ExCa 500 também apresentou acao
hipocolesterolémica em relacdo aos demais grupos, inferindo-se a acé@o inibidora de 3-
Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA redutase (HMGR) ja observada in vitro com C. xanthocarpa
(KLAFKE et al., 2010), ao competir com a 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A pela ligacéo
no sitio catalitico da HMGR e, assim, reduzir a sintese de colesterol. Além disso, a presenca
de compostos bioativos, como os acidos elagico e galico na C. adamantium, parecem exercer
importante papel antioxidante, devido ao estimulo da atividade enzimatica da SOD, catalase
(CAT) e glutationa peroxidase (GPx), contribuindo para a acao hipocolesterémica, atenuando

0 processo de estresse oxidativo envolvido (CARDOZO et al., 2018).

Tabela 6. Concentragdo sérica de ureia, creatinina, acido urico, proteina C-Reativa (PCR) e
insulina dos animais apds 16 semanas de tratamento com dieta experimental e 4 semanas de
suplementacdo com extrato hidroetanolico de casca de Campomanesia adamantium (250 mg e
500 mg/kg de peso).

Parametros Controle (n=8) ExCa 250 (n=8) ExCa 500 (n=8)
Ureia (mg/dL) 57,70+8,20 65,90+20,51 46,78+7,86
Creatinina (mg/dL) 0,28+0,03 0,30+0,12 0,20£0,10
Acido Urico (mg/dL)  7,90+2,11 7,60+1,77 7,26+1,43
PCR (mg/dL) 0,24+0,12 0,21+0,07 0,21+0,08
Insulina (mU/L) 0,20+0,00 0,20+0,00 0,20+0,00

ExCa - extrato de C. adamantium. Os resultados foram expressos como média + EPM (n=8). ANOVA seguida
pelo teste de Bonferroni, p > 0,05.

Os resultados de ureia e creatinina aumentaram na seguinte ordem de grupos (Tabela
6): ExCa 500, Controle e ExCa 250. Considerando os valores de referéncia em camundongos
de ureia sérica (45 - 53 mg/dL) (DINIZ et al., 2006) e creatinina sérica (0,2 — 0,5 mg/dL)
(ARAUJO-DANTAS et al., 2006) é possivel constatar que o Gnico grupo que se encontra
dentro das referéncias esperadas para ureia € o0 ExCa 500, com declinio do clearance de ureia
sérica, sem afetar as concentracdes de creatinina.

Em relacdo aos valores de acido urico, as menores concentragdes foram encontradas
no grupo ExCa 500, seguido do grupo ExCa 250 e Controle. A hiperuricemia pode ser

causada pela producdo excessiva de &cido Urico, excrecdo renal deficitaria ou pela
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combinacdo dos dois (SU et al., 2014); sendo caracterizada pelos altos niveis de &cido Urico
no sangue, o que pode causar deposicao de cristais de urato nas articulacoes e rins (WU et al.,
2014).

A doenca renal, assim como outras complicacdes da inflamacdo, como a doenca
coronariana podem ser associadas com diversas anormalidades metabdlicas decorrentes da
obesidade, tais quais inflamac&o, resisténcia insulinica e comprometimento do metabolismo
lipidico e de glicose (PARK et al., 2018). Diversos estudos demonstraram que a
suplementacdo com produtos e extratos a base de fitoquimicos apresentaram efeitos protetores
na funcdo renal (FAHMY et al., 2016; FERIANI et al., 2017; ZARGAR et al., 2016).

A concentracdo de PCR foi de 0,24 mg/dL no grupo Controle e de 0,21 mg/dL nos
grupos ExCa 250 e ExCa 500. A PCR é uma proteina de fase aguda, utilizada como
importante preditor de eventos cardiovasculares (RIDKER et al., 2002). Foi demonstrado que
a PCR pode ser produzida nos adipdcitos diante da estimulacdo de citocinas pro inflamatorias
e que pode ser modulada pela intervencao de farmacos (CALABRO et al., 2005). A reducao
da PCR foi demonstrada em pessoas que utilizam alguns produtos naturais como arroz
vermelho fermentado, berberina, curcumina e uso de dmega-3 (CICERO; COLLETTI, 2017).

A insulina sérica em todos os grupos foi de 0,2 mU/L. Embora a resisténcia a insulina
esteja relacionada a inflamacdo (SHOELSON; LEE; GOLDFINE, 2006), ndo houve diferenca
(p>0,05) entre os grupos estudados.

O estresse oxidativo induz processo inflamatério (HUSSAIN et al., 2016), ocorrendo
em situacBes como a obesidade. De acordo com Chalasani et al. (2012) disfuncdes
metabdlicas estdo relacionadas com doencas hepéticas gordurosas ndo alcodlicas (DHGNA),
que tem como caracteristica a presenca de inflamacdo, esteatose e fibrose. E a inflamacgéo
também pode estar presente em outros 6rgdos como os rins (DECLEVES; SHARMA, 2015).

O processo inflamatdrio observado nesses casos é condizente com a presenca
marcante de linfocitos e poucos neutrofilos, sendo essas células encontradas em aglomerados,
que podem ser contados como focos inflamatorios (KIRSCH et al., 2003). Os linfocitos e
macrofagos também estdo presentes em elevadas quantidades no tecido adiposo de obesos
(CINKAJZLOVA; MRAZ; HALUZIK, 2017), sendo os linfécitos do subtipo helper 1 (Thl)
responsaveis por polarizar os macrofagos em M1, que liberam citocinas pro-inflamatdrias
(FLEMING et al., 2015; MOGHADDAM et al., 2018).

Os focos inflamatdrios nos rins dos animais de cada grupo estdo ilustrados nas Figuras

6 e 7. Todos os grupos apresentaram focos inflamatorios, especialmente aqueles tratados com
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extrato hidroetanolico de guavira, diferindo estatisticamente do controle (p<0,001). Apesar de
terem sido observados focos inflamatorios, que indicam a presenca de linfocitos, para
confirmar o tipo de célula leucocitaria presente, seria necessario a realizagdo de ensaios de
imuno-histoquimica utilizando marcadores celulares especificos.

Além das células inflamatdrias, foi observado hiperemia (hemécias congestas) no
grupo controle e deposi¢do proteinacea nos animais do grupo ExCa, o que indica, que apesar
da deposicdo proteinacea e do processo inflamatdrio, o extrato da casca de guavira reduziu a
hiperemia. Essa condicdo consiste no aumento de volume de sangue em um local especifico e,
juntamente com outros fatores, estd correlacionado com a presenca de danos teciduais
(MOGHADAM et al., 2015), indicando um efeito protetor do extrato.

Em contrapartida, a deposicdo proteinacea ocorre devido a falhas na degradacao de
proteinas que nao estdo em sua conformacdo tridimensional correta, levando ao acimulo
dessas proteinas que formam agregados insolUveis denominados amiloides. Os agregados
amiloides podem causar danos em células e tecidos (KUMAR; HAQUE; PRABLU, 2016).
Esses agregados estdo presentes em doencas renais cronicas (SCHOTT; METRE; DIVERS,
2006) e também na inflamacédo cronica (MAREEDU; MIGRINO, 2016), o que poderia estar
correlacionado com os focos inflamatorios observados no rim dos animais (Figura 7 e 8).
Entretanto seriam necessarios mais ensaios a fim de verificar se de fato existe uma
amiloidose, qual o papel do ExCa da casca de guavira nesse processo e qual metabolito
secundario presente no extrato hidroetanolico poderia estar desencadeando a deposicdo

proteinacea e inflamacéo.
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Figura 7. Andlise histologica dos focos inflamatérios no rim dos animais. A) Controle; B) ExCa 250 e C) ExC
500. Processo inflamatorio mononuclear (seta preta), hemécias congestas (*), deposi¢do proteindcea (#). 200x.
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Figura 8. Anélise histologica dos focos inflamatorios no rim dos animais. ExCa - extrato de C. adamantium. Os
resultados foram expressos como média + EPM (n=8). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni, considerando
p <0,05. **p < 0,001, em comparac¢do ao grupo controle.
Os estudos de Souza et al. (2017) ndo observaram toxicidade, aguda e subaguda, em

ensaios de suplementacdo de extrato de cascas do fruto da guavira em ratos, entretanto,
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conforme observado nas figuras 6 e 7, os animais tratados com a ExCa 250 e 500
apresentaram processo inflamatorio no rim, estatisticamente superior ao grupo controle. Em
contrapartida, outra espécie do mesmo género, a Campomanesia velutina, induziu inflamacéo
e hemorragia nos rins de ratos com extratos superiores a 300 mg/kg (ARAUJO et al., 2017).
Assim, esses dados indicam que o tipo de dieta ofertada aos animais pode ter interferido na
atividade do extrato, induzindo a inflamac&o em animais com uma predisposi¢édo metabdlica.

Conforme explanado, as DHGNA s@o uma consequéncia da obesidade e do estilo de
vida alimentar atual, rico em gordura e acucar. Dentre os sinais da DHGNA estdo a
inflamacdo, esteatose e fibrose (ANN; EO; LIM, 2015). Desta forma, foram realizadas
analises no figado dos animais a fim de verificar se 0 ExCa da casca de guavira poderia ter
um efeito hepatoprotetor, ao reduzir esses danos.

Em relacdo aos achados de células leucocitarias, o grupo que apresentou maior
quantidade de focos inflamatdrios no figado foi o ExCa 500, seguido pelo grupo Controle e
finalmente o grupo ExCa 250 (Figura 9).
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Figura 9. Analise histoldgica dos focos inflamatorios no figado dos animais. ExCa - extrato de C. adamantium.
Os resultados foram expressos como média £ EPM (n=8). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni,
considerando p < 0,05. ***p < 0,001, em comparagdo ao grupo controle, ¥ p < 0,001, em comparagdo ao grupo
ExCa 250 mg/Kg.

Todas as dietas propostas induziram a algum grau de inflamacdo hepatica, de acordo
com a Figura 10, porém, o grupo ExCa 500 apresentou maior potencial inflamatorio, com
diferenca (p<0,05) em relagédo aos demais grupos. Os grupos ExCa 250 e Controle néo
diferiram entre si. Além do processo inflamatorio, também foi observado hiperemia no grupo
controle, indicando novamente um efeito hepatoprotetor, sendo semelhante ao observado nos
rins. Ainda, foi observada deposi¢do proteindcea em todos 0s grupos, que pode estar

relacionada ao processo inflamatdrio.
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Figura 10. Analise histolégica dos focos inflamatérios no figado dos animais: A) Controle; B) ExCa 250 e C)
ExCa 500. Processo inflamatorio mononuclear (seta preta), hemacias congestas (*), deposicdo proteinacea (#),
esteatose (circulo). 200x. Hematoxilina-Eosina.

O uso de suplementos dietéticos e herbais (SDH) tem sido utilizado como alternativa
de emagrecimento, entretanto foi o causador de 20% das intoxicacdes hepéticas pelo uso de
medicamentos entre os anos de 2013 — 2014. O uso de substancias conhecidas e consideradas
seguras e benéficas a salde, como o cha verde, quando consumidas em quantidades elevadas,
pode levar & intoxicacdo. Desde 2006, mais de 50 casos de intoxicacdo hepética decorreram
devido ao uso agudo de cha verde (NAVARRO et al., 2017).

O figado é um ¢érgdo multifuncional com papel central na desintoxicacdo e na
homeostase metabdlica, tendo seu estado redox celular suscetivel a desequilibrios quando
sobrecarregado, podendo levar a uma variedade de doencas hepéticas (SHIN; YANG; KiI,
2013). Assim, sdo necessarios mais estudos a fim de verificar se o processo inflamatério e
deposicdo proteinacea no figado dos animais pode ser em decorréncia de algum composto
toxico presente no extrato que poderia desencadear uma hepatotoxicidade, ou se as alteracdes
observadas s&o decorrentes de um processo de desintoxicacdo devido ao periodo prolongado
de administracdo do extrato (BIAVATTI et al., 2004).
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Em diversos estudos existe uma associagdo direta entre a esteatose e 0 processo
inflamatorio presente no figado (KLEINER et al., 2005), sendo que a esteatose pode induzir a
producdo de citocinas pré-inflamatorias (ESSER et al., 2014). Embora tenham sido
observados focos inflamatdrios no figado, o extrato de guavira mostrou-se interessante quanto
a esteatose hepatica, apresentando o menor grau no grupo ExCa 500 (Figuras 11 e 12), com
diferenca estatistica em relagdo aos grupos ExCa 250 e Controle.
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Figura 11. Andlise histoldgica do grau de esteatose no figado dos animais. ExCa - extrato de C. adamantium. Os
resultados foram expressos como média = EPM (n=7). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni, considerando
p < 0,05. ***p < 0,001, em compara¢do ao grupo controle, ## p < 0,001, em comparagéo ao grupo ExCa 250
mg/Kg.

53



Figur 2. Anélis stolgica do rau e esteatose o fo dos animais A) Controle, B) ExCa 250 e C) ExCa
500. Deposi¢do aumentada de triglicerideos nas células parenquimatosas do figado (setas). 200x. HE.

A reducdo da esteatose ja foi observada com outras espécies de plantas medicinais,
como os frutos de Phyllanthus emblica, que reduziram o acimulo de gordura no figado de
animais que receberam dieta rica em lipideos (HUANG et al., 2017).

Além da esteatose e inflamagdo, o estresse oxidativo pode desencadear danos no
figado como a fibrose, assim, alguns compostos dietéticos sdo capazes de modular a satde do
figado, aumentando o status antioxidante, como é o caso dos compostos fenolicos,
especialmente os flavonoides, presentes na guavira (SOUZA et al.,, 2017). O destaque
fitoquimico se d& pela presenca de quercetina e mirricetrina, que também sdo encontrados nas
folhas de C. adamantium, relacionadas a prevencdo de muitas doencas degenerativas, como
doencas hepaticas (FERNANDEZ-PANCHON et al., 2008; FERREIRA et al., 2013; IGNAT,;
VOLF; POPA, 2011).

Na analise das laminas coradas com TM, foram visualizados pontos de fibrose em
todos 0s grupos experimentais e o tratamento com a maior dose do extrato da casca de C.
adamantium (500 mg/Kg) reduziu a fibrose no figado dos animais (Figuras 13 e 14).
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A fibrose € caracterizada pela presenca excessiva de colageno, para a formacdo de
novas fibras (XIE et al., 2017). A sua formag&o ocorre devido a um dano crénico do figado,

estando correlacionada com a insuficiéncia hepatica (KAMAL et al., 2017).
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Figura 13. Analise histologica dos pontos de fibrose no figado dos animais. ExCa - extrato de C. adamantium.
Os resultados foram expressos como média = EPM (n=7). ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni,
considerando p < 0,05.*p < 0,05, em comparacao ao grupo controle.
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Figura 14. Analise histolégica dos pontos de fibrose no figado dos animais. A) Controle, B) ExCa 250 e C)
ExCa 500. Pontos de fibrose (seta preta). 200x. Tricrdbmio de Masson.
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Conforme observado, a maior dose do extrato reduziu a fibrose apresentada pelos
animais do grupo controle, indicando um possivel efeito hepatoprotetor. Um estudo in vitro
observou acdo hepatoprotetora com a utilizacdo de extratos hidroalcodlicos da polpa e
semente de frutos de guabiroba apos toxicidade induzida por tetracloreto de carbono em
células HepG2, linhagem de hepatoma humano, representando importante acdo de
desintoxicacdo dos hepatdcitos pela presenca de flavonoides nos extratos de C. adamantium.
Outro possivel mecanismo seria a expressao de enzimas citoprotetoras atraves do Nrf2, que é
aumentado com o consumo de compostos fendlicos, protegendo as células de danos
oxidativos (DE-OLIVEIRA-FERNANDES et al., 2014).

Estudos ainda indicam que as atividades das plantas medicinais sdo variadas de
acordo com a espécie e 0s metabdlitos presentes. Como exemplo, as folhas de Vitis coignetiae
também reduziram a fibrose apresentada por animais com danos hepéticos, entretanto, ao
contrério do observado com o ExCa 500, o extrato das folhas de V. coignetiae nao
minimizaram a esteatose (TAKAYAMA et al., 2009).

Corroborando como os ensaios com 0 ExCa 500, o extrato das folhas de Morus alba
atuou na reducdo da esteatose e fibrose em animais que receberam dieta rica em gordura
(ANN; EO; LIM, 2015). De acordo com os autores, a grande quantidade de compostos
fendlicos presentes no extrato pode ter contribuido com a atividade hepatoprotetora, além de
ter apresentado um potencial antioxidante (ANN; EO; LIM, 2015).

O mesmo foi descrito por Zarzour et al. (2017) com o extrato de Phyllanthus Niruri
que apresentou atividade redutora da esteatose, fibrose, além de atuar como anti-inflamatéria,
0 que ndo foi observado com o extrato da casca de guavira do nosso estudo. Também foram
realizados ensaios de atividade antioxidante pelo método DPPH, que indicaram que a P.
niruri tem potencial redugdo do estresse oxidativo, estando relacionado com a reducdo dos
danos hepaticos.

O aumento da producdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias pode ser
considerado um marcador da inflamacdo crénica subclinica. A quantificacdo de citocinas
permite verificar como esta a inflamacg&o, contribuindo para a elaboracdo de uma terapéutica
adequada dos pacientes, podendo inclusive reduzir o progresso de algumas comorbidades
associadas a obesidade (VOLP et al., 2008; ROSA et al., 2016).

A avaliacdo de modelos animais de obesidade e de inflamagdo cronica subclinica
indica que ha aumento da expressao de citocinas pro-inflamatdrias e influxo de macréfagos no
tecido adiposo e também nos rins (STEMMER et al., 2012; MORI et al., 2014; MARTIN et
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al., 2015). Ainda, de acordo com Kanda et al. (2006), ha o aumento da expressdao de MCP-1
durante o processo de esteatose hepética decorrente de DHGNA. Desta forma, por meio do
ensaio de citometria de fluxo, foram gquantificadas no soro dos animais as citocinas que estdo
envolvidas no processo inflamatorio.

Apesar dos estudos relatarem o aumento da producdo de citocinas pro-inflamatérias e
reducdo de citocinas anti-inflamatorias em modelos animais de obesidade, em nosso estudo
ndo observamos alteracdes na quantificacdo das citocinas IL-12, IL-10, IL-6, TNF, IFN-y,
MCP-1 (Figura 15).
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Figura 15: Dosagem de citocinas inflamatorias por meio da citometria de fluxo. A) IL-6, B) IL-10, C) IL-12, D)
TNF, E) IFN-y, F) MCP-1. ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni, considerando p < 0,05

Na quantificacdo da citocina IL-6, foi detectado no controle 126,3 + 82,7 pg/mL,
enquanto que nos grupos tratados com o ExCa foi quantificado 3,0 + 1,4 pg/mL (ExCa 250
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mg/Kg) e 0,7 £ 0,1 pg/mL (ExCa 500 mg/Kg), apesar dos menores valores observados com 0s
grupos tratados com o ExCa, essa diferenga ndo foi significativas. Resultados semelhantes
foram observados com as demais citocinas.

A 1L-10 foi quantificada em 667,6 + 442,9 pg/mL no grupo controle, 17,9 + 13,4
pg/mL no grupo ExCa 250 mg/Kg e néo foi detectada no grupo ExCa 500 mg/Kg. A 1L-12,
no grupo controle, foi quantificada em 1267,0 + 841,4 pg/mL, e 31,1 £ 18,3 pg/mL e 32,1
31,81 pg/mL nos grupos ExCa 250 e 500 mg/Kg, respectivamente. Na quantificacdo de TFN
observamos 12,9 + 3,7 pg/mL no grupo controle, 7,2 + 0,6 pg/mL no grupo ExCa 250 mg/Kg
e 5,9 £ 0,9 pg/mL no grupo ExCa 500 mg/Kg.

A anélise de citometria de fluxo da apontou a presenca de 63,6 + 40,9 pg/mL de IFN-y
no grupo controle, 0,3 + 0,2 pg/mL no grupo ExCa 250 mg/Kg e 2,5 £ 1,5 pg/mL no grupo
ExCa 500 mg/Kg. Ja a quantificacdo de MCP-1 no grupo controle foi de 111,4 + 62,4 pg/mL
e nos grupos ExCa 250 e 500 mg/Kg foi de 216 £ 7,5 pg/mL e 9,9 £ 3,1 pg/mL,
respectivamente.

Estudos com outros frutos do Cerrado, como a manga (Mangifera indica), observaram
gue animais alimentados com dieta rica em lipideos apresentaram aumento da quantidade de
TNF e o suco de manga reduziu essa citocina. Enquanto que ndo houve diferenca entre os
grupos na producdo da citocina anti-inflamatéria IL-10 (NATAL et al., 2016).

Ao contrério dos nossos ensaios com o extrato etandlico da casca do fruto de C.
adamantium, Ferreira et al. (2013) observaram que o extrato de acetato de etila das folhas
dessa mesma espécie reduziu a producdo de TNF e aumentou a citocina IL-10 em animais
com processo inflamatério induzido por carragenina. O extrato aquoso das folhas de outra
espéecie do mesmo género, a C. xanthocarpa, reduziu os niveis séricos de IL-1, IL-6, TNF e
IFN-y, além de aumentar os niveis de IL-10 em animais hipocolesterolémicos (KLAFKE et
al., 2015).

Essa diferenca de atividade, que foram observadas nas folhas de espécies do género
Campomanesia, mas que nao foram observadas em nosso estudo, pode ser devido ao tipo e
quantidade de metabdlitos presentes. Visto que as partes da planta que apresentaram atividade

anti-inflamatoria foram as folhas, além do tipo de extrato que foi diferente.
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5.2 Atividade antioxidante e quantificacdo de fendis e taninos

Os resultados da atividade antioxidante estdo representados na Figura 16. A atividade
antioxidante in vitro aumentou de acordo com a concentracdo de extrato utilizada, com maior
capacidade de inibicdo do radical livre estavel DPPH* acompanhando o crescimento da

concentracdo do extrato hidroetanolico das cascas de guavira utilizadas.

Atividade antioxidante - método DPPH
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Figura 16. Capacidade de inibicdo do radical estavel DPPH em relagdo a concentragdo do extrato de cascas de

guavira utilizados.

A atividade antioxidante, acompanhou a quantidade de fenois de acordo com a
concentracdo do extrato utilizada. Este resultado era esperado, uma vez que 0S COmpostos
fendlicos sdo os principais responsaveis pela atividade antioxidante em frutas e vegetais
(JACOBO-VELAZQUEZ; CISNEROS-ZEVALLOS, 2009).

O valor de ICso, quantidade de extrato hidroetanolico das cascas de guavira suficiente
para inibir 50% da oxidacdo do DPPH foi de 980 pg/mL. Quanto menor o valor de ICsy,
maior a capacidade inibitéria do antioxidante (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012),
portanto, valores maiores indicam uma menor capacidade antioxidante. Assim, o extrato
hidroetandlico das cascas de guavira apresentou um menor potencial antioxidante quando
comparado com outros extratos da mesma espécie como 0 extrato aquoso das raizes que
apresentou uma ICso de 37,3 pg/mL (ESPINDOLA et al., 2016) e o extrato metandlico das
cascas (ICso 163,70 pg/mL) (LESCANO et al., 2018).
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O extrato preparado para verificagdo de fendis apresentou 26,49 mgGAE/g. Estes
resultados sdo muito superiores aos encontrados por Lescano et al. (2018) no extrato
metanolico de cascas de guavira, com 1,35 mgGAE/g e por Naves et al. (2016) de 12,22
mgGAE/g nos frutos de C. adamantium.

O conteudo de fenois pode ser classificado como baixo, para valores < 1 mgGAE/1g,
intermediéarios, para valores 1-5 mgGAE/g e elevados, para valores superiores a 5 mgGAE/g
em matéria fresca. Em matéria seca, o conteddo de fenois é classificado como baixo, para
valores < 10 mgGAE/qg; intermediarios, para valores entre 10-50 mgGAE/g e elevados, para
valores superiores a 50 mgGAE/g (RUFINO et al., 2010).

Na quantificacdo de taninos, o extrato apresentou concentracdo muito superior a outros
frutos do Cerrado, como o jamboldo. A fruta do jambolao apresentou 0,39 mgTAE/g e o
extrato funcional de jamboldo apresentou 0,002 mgTAE/g (FARIA; MARQUES;
MERCADANTE, 2011) o extrato hidroetandlico das cascas de guavira apresentou 3,70
mgTAE/g. Costa et al. (2015) identificaram que a fracdo tanica de Cymbopogon citratus foi
responsavel por grande parte da acdo antioxidante do fruto. Zhong et al. (2014) corroboram
este resultado, onde os taninos condensados apresentaram contribuicdo importante no
potencial antioxidante de S. bicolor.

De acordo com os valores obtidos de ensaio de atividade antioxidante, o
extrato hidroetandlico das cascas de guavira apresentou baixa atividade antioxidante quando
comparado com outros extratos da mesma espécie. Em contrapartida, esse extrato possui
elevada concentracdo de fenois e taninos, que podem exercer atividades como anti-
inflamatério (AMIOT; RIVA; VINET, 2016). Sugere-se entdo, que as atividades observadas
com o ExCa sdo em decorréncia dos metabolitos antioxidantes presentes no extrato da casca

de guavira, como 0s taninos e compostos fendlicos.
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6 CONCLUSAO

A suplementacdo com o extrato das cascas de Campomanesia adamantium (guavira)
em camundongos reduziu o ganho de peso corporal, os niveis de glicemia, colesterol total e a
esteatose hepatica, especialmente na dosagem de 500 mg/kg de peso, que pode estar
correlacionado com o potencial antioxidante observado. Assim, sugere-se a aplicacdo da
guavira em estudos futuros envolvendo desordens metabolicas como diabetes ou doencas
coronarianas, a fim de verificar seu potencial efeito em modelos animais com doencas pré-

existentes..
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Campomanesia adamantivm (“guavira™) fruits exhibit pronounced antioxidant activity and are
popularly used in the control of metabolic comorbidities, but no studies have evaluated this
antioxidantproperty in the fiuit peel. We evaluatedthe effect of the hydroethanolic extract ofC.
adamantium peel (ExCa) on the metabolic and inflammatory profilesof mice. Antioxidant activity
was evaluatedin vifro.The animals, fed a diet containing 65% starch, were grouped (n=8 each
group) as follows: ExCa 250 (extract supplementation. 250mg/kg). ExCa500 (500mg/kg). and
control (water supplementation). The experiment lasted 16 weeks.Supplementation was given by
gavagefor the final four weeks. Body weight and dietary intake were measured. Blood was
evaluated forinsulin, C-reactive protein, glucose. urea, creatinine, triglycerides, and mflammatory
cytokines. Liver and kidneys were histologically examined. ExCaexhibited antioxidant potential,
with high levels of phenolic compounds and tannins. Only supplementation with ExCaat 500
mg/kg reduced body weight. levels of glucose. triglycerides, total cholesterol, and hepatic
steatosis. but thisregimen promotedkidney and liver inflammation. Inflammatory cytokines were
not affected by extract. Supplementation withExCa showed potential utility as a nutritional
strategy for the treatment of metabolic syndromecomorbidities.
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INTRODUCTION

representing sources of carotenoids, phenols, and phytosterols.
compounds with health-promoting effects (Durante ef al.
2017). Supplementation with essential oils from guavira seeds
and peel has anfti-inflanmmatory and analgesic effects on
rodentsreceiving normal diet (Viscardi et al., 2017) and
alsoreduces inflammation and platelet aggregation in vifro
(Lescano et al., 2018).The seeds and peel may exhibit the

Metabolic syndrome (MS) is a conditionwhich has been
directly associated with chronic low-grade inflammation
(Kaur. 2014) and consequently the adipose tissue, muscles and
liver can become dysfunctional.exhibiting leukocyte
infiltration.fibrosis.dysregulation of glucose and lipid

metabolism(Hotamisligil, 2006: Minihane et al.. 2015). Fruit
trees native to the Cerrado biome have been increasingly
mvestigated for the preventionand treatmentof MS and chronic
low-gradeinflammation (Almeida ef al.. 2011). One of the
promising fiuits, is Campomanesia adamantium (“guavira™)
that is typically consumed fresh and as preserves, juices, and in
ice-creams (Vallilo ef al.. 2006) and have been associated with
reduced risk of obesity and associated processes (Donado-
Pestanaer al.. 2018). including inflammation (Souza er al..
2017). Although typically discarded. plant parts such as peel.
leaves, and seeds are not devoid of nutraceutical potential,

same pharmacological properties as those observed in the
fruits (Mendonga er al., 2006). To investigate the potential
health benefits of C. adamantiumiiuit peel, we evaluated the
effect of a hydroethanolic extract of this plant part on the
metabolic and inflammatory profiles ofSwiss mice.

MATERIALSAND METHODS

Extract: Guavira fiuits provided by the Agrarian
Development and Rural Extension Agency (AGRAER) at
Campo Grande, Mato Grosso do Sul state. Healthy fruits
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weresanitized in water and manually pulped. The peelswere
dried in an air circulating oven (40 °C). powdered and sieved
(40 mesh). vielding 25%. Percolation was performed for 72 h
(20 drops/min) to obtain the hydroethanolic extract (30:70.
v:v). The extract thus produced was rotary-evaporated, fieeze-
dried. and stored in at —18 °C. For thein vivo assays, the
freeze-dried exfract was diluted in water fo yield doses of 250
and 500 mg/kg (Souza et al., 2017).

Antioxidant activity and quantification of total phenols and
tannins: Antioxidant activity was evaluated by applying the
DPPH (a stable free radical) sequestration method (Brand-
Williams er al.. 1995) to extract concentrations ranging from 0
to 500 uM. Aliquots of 22 pL/well were transferred to 96-well
plates containing 200 uL of DPPH (80% methanol solution)
per well. The plates were covered, left in the dark at room
temperature (22 °C) and read at 520 nm atter30. 180, and 360
min. Assays were performed in triplicate. ICs, values.denoting
the amount of exfract required to decrease the initial DPPH
concentration by 50%, were measured. Total phenol content
was quantified using the Folin—Ciocalteu method,
considering gallic acid as a standard.Tannins were quantified
colorimetrically using Folin—Denis reagent. considering tannic
acid as a standard.Readings were performed on a
spectrophotometer at 760 nm. Ethanol was used as the blank
and each point was determined in triplicate.Results were
expressed as gallic acid equivalents (mgGAE/g) for total
phenols and tannic acid equivalents (mgTAFE/g) for tannins.

Sample: The experiment was performed on twenty-four60-
day-old male mice (Mus musculus) under controlled laboratory
conditions, in accordance with standards set out in the National
Research Council's Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals. The study protocol was approved by the UFMS
Ethics Committee on Animal Use (permit 848/2017).After 14-
day acclimatization ona Nuvital standard diet, the animals
were weighed and randomly assigned to three groups: ExCa
250 (diet supplemented with hydroethanolic extract of C.
adamantiumfiuit peel at 250 mg/kg). ExCa 500 (extract
supplementation at 500 mg/kg). and control (water
supplementation). Except for supplementation, the same diets
and water ad libitum were provided to all groups for 16 weeks.
Supplementation (extract or water) was performed by gavage
during the last four weeks of the experiment.

Experimental diet, weight gain and dietary intake
measurements: The diet was prepared by Rhoster according
to an experimental protocol of the American Institute of
Nutrition (Table 1) and stored at 8 °C. The diet was selected to
induce increased visceral fat. increased glycemic response, and
damage to adipose and liver tissues (Hidebrand er al.. 2017).
Body weight of animals was measured at baseline and weekly
throughout the experiment on a semi-analytical balance.
Dietary intake was measured as grams of food per day.

Euthanasia andanalysis: Euthanasia. consisting of anesthesia
with isoflurane overdose (3-5%)in an induction chamber, was
followed by blood collection by posterior vena cava puncture.
Blood serum was separated and total cholesterol. triglycerides,
insulin, glucose, and urea were measured using a colorimetric-
enzymatic method with commercial kits (LabTest) following
the fabricant instructions. Creatinine and C-reactive protein
were quantified using a colorimetric assay (Erhardt et al..
2004). Inflammatory cytokines IL-6, IL-10. IL-12. TNF. IFN-
v, and MCP-1 were quantified using a cytometricbead assaykit

(BD Biosciences, lot 8171794) on a FACSCanto II flow
cytometer.

Histopathological evaluation: Liver and kidney samples were
processed and embedded in histological paraffin, and 5 pum—
thick cross sections were obtained in rotary microtome
(Microm, HM320). Sections were stained with hematoxylin-
eosin (HE) and Masson’s trichrome (TM).HE-stained liver and
kidney slides were analyzed for tissue morphology. Liver
slides were also examined (10 random fields) for the presence
of steatosis and inflammatory foci. Steatosis and
inflammatoryscoreswere determined based onKleiner er al..
2005. To detect fibrosis. liver slides were TM-stained and
observed for the presence of collagen fibers.

Statistical analysis: Data were analyzed using Sigma Stat
(Systat) and GraphPad Prism 5(GraphPad. USA) software.
expressed as means + standard error of the mean (SEM). and
subjected to one-way ANOVA. followed by the Bonferroni
test. with p< 0.05 indicating significant differences.

RESULTS AND DISCUSSION

Antioxidant activity and quantification of total phenols and
tannins: /n virre antioxidant activity yielded an ICsq value of
980 pg/mL. revealing an antioxidant potential lower than that
of other extracts from different parts of the same plant
species—e.g..an aqueous root extract with ICs;= 37.3 ng/mL
(Espindola et al. 2016) and a methanolic extract fromfiuit peel
with ICs5e= 163.70 ng/mL (Lescano ef al.. 2018).Total phenol
content was 26.49 mgGAE/g being considered an intermediate
quantity (Rufino et al.. 2010) and higher than those reported
for methanolic extracts from fruit peel. of 1.35 mgGAE/g
(Lescano er al., 2018) and pulp.of 12.22 mgGAE/g (Alves et
al., 2017). Tannin content was 3.70 mgTAE/g, higher than for
fiuits  naturalized to the Cerradobiome, such as
Svzvgiumcumini (0.39 mgTAE/g) (Faria et al., 2011). Since
phenolic compounds account for most of the antioxidant
properties of plants (Jacobo-Velazquez and Cisneros-Zevallos,
2009). it can be inferred that the antioxidant activity is due to
the phenols and tannins present in this plant part.

Table 1. Macronutrient composition of experimental diet.

Experimental diet 2/100 g
Protein 22
Lipid 3
Carbohydrate 65.00
Corn starch 35.00
Maltodextrin 10.00
Cellulose 5.00
Mineral mix 3.50
Vitamin mix 1.00
L-cystine 0.18
Choline bitartrate 0.25
Tert-butylhydroquinone 0.008
Total 101.94

In vive assays: Table 2 shows body weight and food intake
values, and the ExCa 500 group reduced the body weight
Similar with our results. the leaves of other species in the
genus, such as C. xanthocarpa. are popularly used for weight
loss (Klatke er al.. 2012) and reduced control weight gain in
rats fed a high-calorie diet (Biavatti et al., 2004). But studies
on the use of Campomanesiaspecies forlosing weight have
vielded contradictory results, given that Catelan ef al. (2018)
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Table 2. Body weight gain, food intake, and biochemical measurements in mice fed an experimental diet for 16 weeks supplemented with a
hydroethanolic extract of Camp ia adan fruit peel during the final four weeks

Parameters Control (n=28) ExCa 250 (n=28) ExCa 500 (n=28)

Weight and food
Starting weight (g) 36.87=3.16 36.87=2.87 36.25+1.87
Final weight (g) 46.00=3.75 48.62=5.28 42.87+3.37
Weight gain (g) 9.12+1.87 11.752.94 6.62=1.97%*
Food intake (g) 4.40=0.67 4.60=0.52 4.3=0.36

Biochemical parameters
Blood glucose (mg/dL) 465.6=25.11 480.8+36.55 363.8+75.10%
Triglycerides (mg/dL) 176.8=17.85 183.6%23.98 157.00£66.70
Total cholesterol (mg/dL) 174.2£26.56 192.0=13.62 119.0£36.93*
Urea (mg/dL) 57.70=8.20 65.90=20.51 46.78=7.86
Creatinine (mg/dL) 0.28=0.03 0.30=0.12 0.20=0.10
Uric acid (mg/dL) 7.90=2.11 7.60=1.77 7.26=1.43
CRP (mg/dL) 0.24=0.12 0.21=0.07 0.21=0.08
Insulin (mU/L) 0.20=0.00 0.20=0.00 0.20=0.00

ZxCa 250 and ExCa 500: supplementation with extract at 250 and at 500 mg/kg. respectively. Results expressed as means = SEM (n = 8). ANOVA followed by
3onferroni test. * indicates significant differences (p< 0.05) relative to control in the same row: ** indicates significant difference (p< 0.01) relative to ExCa 250.

Table 3. Inflammatory cytokines in mice. Quantification by flow cytometry

Group Cytokine (pg/mL)

IL-6 IL-10 IL-12 TEN IFN-y MCP-1
Control 126.3=82.68 667.6=442.90 1267.0=841.40 12.9+3.71 63.6=40.88  111.4=62.38
ExCa 250 3.0=1.39 17.9=13.41 31.1=18.34 7.2£0.56 0.3+0.16 21.6=7.45
ExCa 500 0.7=0.12 0.0=0.00 32.1+31.81 5.9+0.90 2.5+1.54 9.9+3.06

Campomanesia adamantium peel extract supplementation at 250 mg/kg (ExCa 250) and at 500 mg/kg (ExCa 500). ANOVA followed by Bonferroni test. with p<

).05 indicating significant differences.
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Figure 1. Inflammatory foci in mouse kidneys: control (A) and Campomanesia adamantium peel extract supplementation at 250 mg/kg
(ExCa 250; B) and at 500 mg/kg (ExCa 500; C). Mononuclear inflammatory processes (arrows); hyperemia (*); proteinaceous deposition
(#). Hematoxylin-eosin; 200x. Quantification of inflammatory foci (D). Results expressed as means + SEM (n# = 8); ANOVA followed by
Bonferroni test, with p< 0.05 indicating significant differences. ** indicates p< 0.01 relative to control

and Boas et al. (2018). using leaf extract of C.
guazumifoliaand C. pubescens. respectively. did not found
significant weight differencesbetween non-treated and treated
mice. Serum glucose and total cholesterol levels were
significantly lower (p< 0.05) in the ExCa 500 group. No
differences among the groups were observed for the other
variables evaluated (Table 2). Therefore. our results suggest
the utility of ExCaas an alternative approach forglycemic

control. crucial in the treatment of diabetes mellitus. another
specie. C. xanthocarpaalso demonstrated improvement in
glycemia in rats (Biavatti ef a/.. 2004). OnlyExCa 500 group
exhibited reduced serum urea. showing levelssimilar with the
referencerange of 45-53 mg/dL (Diniz et al., 2006). The
hyperuricemia observed in another groups can result
fromkidney disease that may be associated with several
metabolic abnormalities linked with obesity. such as
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Figure 2. Inflammatory foci and steatosis in mouse livers: control (A) and Campomanesia adamantium peel extract supplementation at 250
mg/kg (ExCa 250; B) and at 500 mg/kg (ExCa 500; C). Mononuclear inflammatory processes (arrows): hyperemia (*); proteinaceous
deposition (#), steatosis (circles). Hematoxylin-eosin; 200x. Quantification of inflammatory foci (D) and steatosis degree (E). Results
expressed as means + SEM (n = 8). ANOVA followed by Bonferroni test, with p< 0.05 indicating significant differences. *** indicates p<
0.001 relative to control; ### indicates p< 0.001 relative to ExCa 250
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Figure 3. Fibrosis in mouse liver: control (A) and Camp

peel extract supplementation at 250 mg/kg (ExCa 250; B)

and at 500 mg/kg (ExCa 500; C). Points of fibrosis (arrows). Masson’s trichrome; 200x. Quantification of fibrosis (D). Results expressed as
means + SEM (# = 8). ANOVA followed by Bonferroni test with p< 0.05 indicating significant differences.
* indicates p< 0.05 relative to control

inflammation (Park er al.. 2018). Another metabolic
dysfunctionis the non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD),
characterized by the presence of inflammation. steatosis. and
fibrosis (Chalasani et a/.. 2012). Inflammation can also affect
other organs. including the kidneys (Declevesand Sharma,
2015). The inflammatory process was observed in our study in
all groupsand had a marked presence of lymphocyte clusters.

The inflammation in kidney was more evident in the ExCa-
supplemented groups. differingfrom control (p< 0.01) (Figure
1). In addition to inflammatory cells, hyperemia was detected
in the control. whileproteinaceous deposition was found in
both ExCa groups. Proteinaceous deposition can cause cell and
tissue damage and are correlated with inflammatory process
(Mareedu and Migrino, 2016).
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Despite the occwrence of proteinaceous deposition and
inflammation, Ex Casupplementation reduced hyperemia that
is correlated with tissue damage (Moghadam et al.. 2015).
Similar with our results, C. velutinawas found to induce
inflammation and hemorrhage in rats given doses greater than
300 mg/kg (Araujo et al., 2017). However, Souza et al. (2017)
observed no toxic effects on. or inflammation in. the kidneys
of rats receiving normal diet and supplemented with guavira
fiuitpeel extract. These finding indicate thatdiet or animal type
may have interfered with exfract activity, inducing
inflammation in mice with metabolic syndrome predisposition.
Liver inflammatory foci were more numerous in the ExCa 500
group. ExCa 250 animals and control did not differ for foci
(Figure 2D). Hyperemia was observed only in control and
proteinaceous deposition occurred in  all groups.The
steatosiswas higher in control group and ExCa reduced hepatic
steatosis levels, particularly the ExCa 500 group (Figure 2E).In
addition to steatosis and inflammation, excess collagen
(fibrosis) is also a characteristic feature of NAFLD (Xie et al.,
2017).

In the present study. fibrotic spots were visualized on TM-
stained slides from all groups. but supplementation with
ExCaat 500 mg/kg reduced fibrosis occurrence (Figure 3).
Steatosis- and fibrosis-reducing activitieshave been reported
for Phyllanthusniruri  extract (Zarzour er al. 2017).
corroborating our results for ExCaat 500 mg/kg, although the
anti-inflammatory effect found in the cited study was not
observed in our assays. In a DPPH assay. P. niruri also
exhibited anfioxidant properties, reducing liver damage.
Animal models of obesity and chronic low-grade inflammation
have shownincreased expression of pro-inflammatory
cytokines and macrophage influx (Stemmer et a/., 2012: Mori
et al. 2014: Martin er al. 2015). Although increased
production of pro-inflammatory cytokines and decreased levels
of anti-inflammatory cytokines have been observed elsewhere,
no changes in IL-12, IL-10. IL-6, TNF, IFN-y. or MCP-1
levels were detected in the present investigation (Table 3). So,
these results indicated that the peels of guavira do not has
activity in reduce mediators involved in inflammatory process
induced by the experimental diet.

Conclusions

The hydroethanolic exftract of C. adamantium fiuit peel
exhibited  antioxidant potential. Used as  dietary
supplementation in mice. the extract reduced body weight,
blood glucose, total cholesterol levels and liver steatosis. most
markedly at 500 mg/kg—findings thatwarrant further
investigation in animals with diabetes or coronary artery
disease. However the peel extract does not showed anti-
inflammatory activity.
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ANEXO A - Ficha técnica da dieta RH19521B da empresa RHOSTER®

RHOSTER

Dieta Alto Amido RH19521B
Perfil CalGrico % % kcal
Proteina 20,31 22,21
Carboidrato 589,23 67,31
Gordura 5,30 13,04
Dieta 3,7kcallg . e

*Dieta Purificada Alto Amido para experimentagdo com roedores de |aboratdrio.
*Produzida em Pellet - Pacotes de 1kg

*Quantidade minima 3kg

*Prazo de Entrega: 15 dias dteis

Ingredientes

Caseina Lactea, Amido Dextrinizado, Celulose, Amido de Milho, Sacarose,
Oleo de Soja, L-Cistina, Mix Mineral RH8504**, Mix Vitaminico RH8503***,
Bitartarato de Colina, TBHQ Sigma-Aldrich.

Mais Informagoes

“*Mix Mineral AIN-93M

“**Mix Vitaminico AIN-93

****Resultados calculados a partir da analise de um determinado lote fabricado.

RHOSTER INDUSTRIA E COMERCIO LTDA.

Av.Ministro Antonino Vieira do Amaral, 1556 - Cx.P 46 - Jd.Salete - Aragoiaba da Semra/SP - CEP: 18190-000
Fones: (15) 3281-3037 / (15) 3281-4748 - CNPJ 00.984.204/0001-04 - Inscr.Estadual 178.070.220.114
Acesse o site para cadastro @ orgamento: www.rhoster.com.br
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ANEXO B - Composicado centesimal da dieta RH19521B da empresa RHOSTER®

©nutron LABTRON.

A Carqil Compary
Cliente: RHOSTER INDUSTRIA E COMERCIO LTDA - EPP Solicitante: SRA. ERICA
Endereco: AV MINISTRO ANTONINO 1.556 JD SALETE Coordenador: RESPONSAVEL - RHOSTER
CEP: 18190-000 ARACOIABA DA SERRA SP Fax: 15 32814748 Repres/Distrib:
Data de Coleta:
Laudo: 3776/18 Data de Recebimento na Empresa: 012212018
Data de Entrada no Laboratério: 01/23/2018

Amostra:  DITA DIETA Data de Saida do Laboratério:  01/31/2018
Fornecedor: PROPRIO Data de Encerramento da Amostra: 0173172018

. Resultado Padrio Resultado
Andlises 100% Matéria Original Min Méx 100% Matéria Seca
UMIDADE (%) 10,72*
PROTEINA BRUTA (%) 20,31+
EXTRATO ETEREO(%) 5,30%
CINZAS (%) 2,49%
FIBRA BRUTA(%) 1,95%
CALCIO (%) 0,42%
FOSFORO (%) 0,31%

* Anilises com repetigio Comentarios

Obs do Cliente: Lote: 5493/18. Data de producdo: 01/16/2018. ALTO AMIDO * RH19521B * VALIDADE: 16/04/2018
Obs do Lab:

Os resultados destas analises tém significado restrito e se aplicam tio somente 4s amostras recebidas no laboratario.

ITAPIRA | 31 de janeiro de 2018

e [ medhods

MONICA MACHADO

CRQ: 04480673

CARGILL ALIMENTOS LTDA.

83



ANEXO C - CEUA

Servigo Publico Federal
Ministério da Educagéo
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICARDD

Certificamos que a proposta intitulada “Suplementagdo de
Campomanesia adamantium (Guavira) sobre o perfil metabélico inflamatério e
antioxidante em ratos Wistar”, registrada com o n° 848/2017, sob a
responsabilidade de Andreia Conceigdo Milan Brochado Antoniolli Silva - que
envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata,
para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n®
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS/CEUA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO

SUL/UFMS, na 52 reunido ordinaria do dia 19/06/2017.

FINALIDADE () Ensino ( x) Pesquisa Cientifica
| Vigéncia da autorizagéo 02/2017 a 02/2018
Espécie/Linhagem/Raca Rattus norvegicus | Wistar
N° de animais 64
Peso/ldade 220 - 250g / 60dias
Sexo Macho
Origem Biotério Central/CCBS/UFMS

Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 20 de junho de 2017.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA
http://www.propp.ufms.br/ceua
ceua.2000@gmail.com
fone (67) 3345-7925
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