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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos da ingestdo de erva-mate (EM) sobre
o musculo gastrocnémio de ratos Wistar obesos. Os animais foram divididos nos
grupos: CN: alimentacao com racao padrao e agua ad libitum dos 25 aos 125 dias
de idade; CN-EM: alimentacdo com ragao padrao (25 aos 125 dias) e extrato aquoso
de EM ad libitum dos 75 aos 125 dias; DRCS: alimentacdo com dieta rica em
carboidratos simples (DRCS) (25 aos 125 dias) e agua ad libitum; DRCS-EM:
alimentacao com DRCS (25 aos 125 dias) e EM ad libitum dos 75 aos 125 dias;
DRCS-OR: alimentacao com DRCS (25 aos 125 dias) e Orlistat (10 mg/kg) dos 75
aos 125 dias; DRCS-RC: alimentacdo com DRCS (25 aos 125 dias) e racao padrao
com restricao caldrica (RC) de 20% dos 75 aos 125 dias. Apds 125 dias, os animais
foram eutanasiados por sobrecarga anestésica. Cortes histolégicos transversais do
musculo gastrocnémio foram corados em HE para avaliar a morfologia e morfometria
das fibras. Alterac6es histolégicas no musculo gastrocnémio foram observadas
apenas nos grupos DRCS, DRCS-EM e DRCS-OR. Nos grupos DRCS+EM,
DRCS+0OR e DRCS+RC, o diametro das fibras foi menor em comparag¢do ao grupo
DRCS. A EM e o OR atenuaram o aumento do didmetro das fibras, mas nao as
alteracbes morfoldgicas, no musculo gastrocnémio, promovidas pela obesidade. Ja a
RC reverteu tanto as alteragbes morfolégicas e quanto morfométricas promovidas
pela obesidade.

INTRODUCAO

A obesidade € considerada a desordem nutricional mais grave da atualidade e
sua incidéncia vem aumentando anualmente. Muitas pesquisas tém sido realizadas
para a identificacdo de compostos naturais que promovam prevencao e tratamento
para essa condicdo. Entre eles, esta a erva-mate (EM) (/llex paraguariensis), que
apresenta propriedades antioxidante, anti-inflamatéria, digestiva, diurética,
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hipocolesterolémica, hepatoprotetora, quimiopreventiva, com reconhecido potencial
para reducao do peso e do percentual de gordura (Mesquita et al., 2021).

A obesidade apresenta impacto negativo sobre os musculos esqueléticos,
promovendo inflamagéao, discreta necrose das fibras, além de atrofia, redugédo na
capacidade regenerativa e na forga muscular (Wu; Ballantyne, 2017).

Considerando os potenciais efeitos benéficos da EM sobre a obesidade, o
objetivo desse trabalho foi investigar os efeitos desse composto natural sobre as
possiveis alteracbes musculares decorrentes da obesidade em ratos Wistar
alimentados com dieta hipercalérica rica em carboidratos simples (DRCS). Os
resultados obtidos foram comparados aos observados em animais que receberam
Orlistat ou que foram submetidos a RC, medidas bem estabelecidas contra os
efeitos da obesidade.

MATERIAIS E METODOS

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacao Animal da Universidade Estadual de Maringa (CEUA-UEM), sob
parecer n° 1316051022. Foram utilizados 60 ratos Wistar machos, com 21 dias de
idade, que foram mantidos em condigcbes padrées de biotério. Os animais foram
divididos nos grupos (n=10 por grupo): CN: alimentagdo com racao padrao dos 25
aos 125 dias de idade e agua ad libitum; CN-EM: alimentacdo com racao padrao dos
25 aos 125 dias e extrato aquoso de EM ad libitum dos 75 aos 125 dias; DRCS:
alimentacdo com DRCS dos 25 aos 125 dias e &agua ad libitum; DRCS-EM:
alimentacao com DRCS dos 25 aos 125 dias e extrato aquoso de EM ad libitum dos
75 aos 125 dias; DRCS-OR: alimentacdo com DRCS dos 25 aos 125 dias e Orlistat
(10 mg/kg por gavagem) dos 75 aos 125 dias; DRCS-RC: alimentacdo com DRCS
dos 25 aos 125 dias e racao padrao com restricao cal6rica de 20% dos 75 aos 125
dias. O extrato aquoso de EM foi preparado por meio da infusdo de 70 g das folhas
verdes em 1 L de agua a 80°C. Apds filtracdo da mistura, o extrato foi administrado
diariamente aos grupos CN-EM e DRCS-EM entre 17 e 18 horas. Apds 100 dias de
experimento, os animais foram eutanasiados por sobrecarga anestésica. Os
musculos gastrocnémio foram dissecados e fragmentos foram congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer a —80 °C. Cortes histolégicos
transversais das amostras (10 pm de espessura) foram obtidos em criostato e
submetidos a coloracdo Hematoxilina-Eosina (HE) para avaliagdo da morfologia e
morfometria das fibras musculares. Os cortes histol6gicos foram analisados em
microscopia Optica e a andlise morfométrica foi realizada pela determinagdo do
menor didmetro de 200 fibras musculares por animal por grupo experimental. A
analise estatistica dos dados foi realizada no programa GraphPad Prisma v.8. A
distribuicao normal dos dados foi confirmada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA one-way), seguida pelo p6s-teste
de Tukey para comparagéo de meédias. O valor de p menor que 0,05 foi considerado
estatisticamente significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os dados biométricos referentes ao ganho de peso, porcentagem de gordura
visceral e indice de massa corporal (IMC) mostraram que a DRCS foi efetiva para
inducao da obesidade nos animais dos grupos DRCS, DRCS-EM, DRCS-OR e
DRCS-RA quando comparados ao controle (CN) ou controle erva-mate (CN-EM)
(dados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa).

Nos cortes histol6gicos de amostras do musculo gastrocnémio dos animais controles
(grupos CN e CN-EM) observou-se morfologia preservada das fibras musculares que
se mostraram poligonais, aciddéfilas, multinucleadas, com nucleos periféricos, nao
sendo observados sinais de inflamacao. Observou-se o perimisio, constituido por
tecido conjuntivo denso ndo-modelado, envolvendo feixes de fibras musculares, e o
endomisio ao redor de fibras musculares individuais.

Nos animais obesos dos grupos DRCS, DRCS-EM e DRCS-OR foram observados
focos de inflamacdo no musculo gastrocnémio, caracterizados por perimisio e
endomisio aparentemente aumentados, sugerindo edema. Adicionalmente, foi
observada uma maior celularidade no endomisio. Fibras necréticas ocasionais foram
evidenciadas proximas as fibras musculares de morfologia normal. Corroborando
com nossos achados, ja é bem estabelecido que o tecido muscular estriado
esquelético desenvolve inflamagcdo de baixo grau na obesidade. Este tipo de
inflamacao depende do aumento da infiltragdo de células do sistema imune e do
fendtipo pré-inflamatério do tecido adiposo localizado nos musculos esqueléticos
(Wu; Ballantyne, 2017).

No grupo DRCS-RC, a morfologia do musculo gastrocnémio foi semelhante a dos
animais controles (CN e CN-EM). No nosso estudo, a restricao calérica de 20% nos
animais obesos pode ter atenuado a resposta inflamatéria no musculo gastrocnémio.
Corroborando com o0s nossos achados, Hernandez-Saavedra et al. (2021)
demonstraram que a restricao cal6rica de 25%, apds um periodo de trés meses com
dieta rica em gordura, foi capaz de reduzir a inflamacao do musculo esquelético em
ratos machos pela repressdo da expressdao da miocina pro-inflamatéria Fator de
Necrose Tumoral (TNF).

Ja o diametro das fibras musculares no grupo CN+EM foi maior em comparag¢do ao
controle (CN). Nossos resultados sugerem que as funcdes anti-inflamatéria e
antioxidante da EM (Mesquita et al., 2021) contribuiram para um melhor turnover
proteico no musculo gastrocnémio, promovendo a manutencdo da massa muscular
no grupo CN-EM em comparacdo aos animais controles que nao receberam esse
composto (CN).

Nos animais obesos do grupo DRCS, o didametro das fibras musculares foi maior em
relagdo ao do grupo controle (CN). O aumento no didmetro das fibras € um processo
relevante para quadros patoldgicos, ou seja, € um mecanismo de defesa para a
musculatura que contém alguma disfuncao (Schiaffino et al.,, 2021). Além disso, 0
impacto da obesidade na massa e fungdo muscular ainda € contraditério, uma vez
que os resultados sao divergentes.

Nos grupos DRCS+EM e DRCS+OR, o diametro das fibras do musculo
gastrocnémio foi menor em comparacdo ao observado no grupo DRCS. Esses
dados sugerem que o consumo de EM e de OR parece ter atenuado o aumento do
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didmetro das fibras observado no grupo DRCS. No entanto, a EM e o OR néo
reverteram as alteragcbes morfolégicas (focos de inflamacdo e de necrose) do
musculo gastrocnémio que foram promovidas pela obesidade induzida por DRCS.
Por outro lado, a RC parece ter atenuado as alteracbes morfométricas e
morfolégicas promovidas pela obesidade, uma vez que o didmetro das fibras
musculares nesse grupo (DRCS+RC) foi menor em comparagéo ao grupo DRCS e a
morfologia muscular foi semelhante a dos animais controles.

CONCLUSOES

A EM e o OR reverteram o aumento no diametro das fibras, mas nao as alteracdes
histolégicas no musculo gastrocnémio causados pela obesidade (grupo DRCS). Ja a
RC de 20% foi eficiente em reverter tanto as alteragcbes morfoldégicas como o
aumento no diametro das fibras musculares observados no grupo DRCS.
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