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RESUMO

NATAL, Dorina Isabel Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, dezembro
de 2014. Efeito do néctar de manga Ub4a na modulacio do estresse oxidativo e
da inflamacio em ratos obesos. Orientadora: Hércia Stampini Duarte Martino.
Coorientadores: Sonia Machado Rocha Ribeiro, Laércio dos Anjos Benjamin e
José Humberto de Queirdz.

A elevada prevaléncia da obesidade nas ultimas décadas tem sido
considerada um grave problema de saude publica. Essa patologia é caracterizada
por um quadro de inflamagdo sistémica e estresse oxidativo, que pode ser
prevenido e melhorado com uma dieta rica em compostos bioativos com atividade
antioxidante, como os compostos fendlicos. A manga Uba é uma fruta tropical
encontrada na Zona da Mata Mineira que se destaca nesse contexto por conter
elevado contetido de antioxidantes na polpa e na casca, mas que até o momento
ndo foram utilizados em pesquisas in vivo para combater a obesidade. O objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito de néctares de manga Uba com e sem adicdo de
antioxidantes da casca na modulagdo do estresse oxidativo e da inflamagdo em
ratos obesos. A manga Uba foi coletada no municipio de Uba, Minas Gerais, em
fevereiro de 2013. Foram desenvolvidas duas formulagdes de néctar, sendo um
controle com 50% de polpa + 50% de agua filtrada, e outro com substituicdo da
agua pelo extrato da casca de manga. Foram realizadas andlises fisico quimicas
para caracterizagdo dessas bebidas em diferentes condi¢des de armazenamento.
Utilizou-se 32 ratos machos da linhagem Wistar, mantidos em grupos de quatro,
em caixas de polietileno, por 60 dias, consumindo ra¢do comercial e agua
destilada ad libitum. Na fase I, os animais foram alocados em gaiolas individuais,
de aco inoxidavel e divididos conforme o peso corporal: o controle negativo foi
mantido com dieta AIN-93M e os outros trés grupos experimentais receberam
dieta hiperlipidica (HFD), durante 49 dias. Apos esse periodo, foram avaliados o
indice de massa corporal (IMC), a glicemia de jejum e os trigliceridios séricos,
por meio de puncdo da veia caudal. Conforme a diferenga encontrada nesses
valores e para manter a homogeneidade dentro do mesmo grupo experimental, os
trés grupos que receberam HFD foram realocados. Por mais 56 dias, fase II,
manteve-se o grupo controle positivo (HFD) e iniciou-se dois grupos testes, um

recebendo HFD e néctar de manga (MHFD) e outro com HFD e néctar adicionado
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de extrato da casca de manga (HMHFD). A ingestdo dos néctares foi controlada
diariamente em, aproximadamente, 35mL e semanalmente monitorou-se o peso e
o consumo alimentar. O teste de tolerancia oral a glicose (TTOG) foi realizado
utilizando solug@o de glicose na concentragdo de 200mg/kg, seguindo o mesmo
protocolo descrito anteriormente. A glicemia foi mensurada nos tempos 0, 30, 60,
90 e 120 minutos. Ao final do experimento, os ratos ficaram em jejum por 12
horas, foram anestesiados e submetidos a eutanasia por pun¢do cardiaca. Foram
realizadas as medidas biométricas anteriormente citadas e calculados os indices de
adiposidade e hepatossomatico. Os valores bioquimicos séricos foram
determinados no soro dos animais por meio de kits especificos para cada analise.
Foram também quantificadas citocinas pr6é e antiinflamatéria (TNF-a, IL-10)
assim como a capacidade antioxidante total do plasma. Finalmente foram
analisadas a histomorfometria e histopatologia do tecido adiposo epididimal e do
figado. A polpa e os néctares apresentaram valores médios de acidez titulavel, pH
e solidos soluveis correspondentes as exigéncias da legislagdo brasileira. A
composi¢do quimica centesimal, a concentragdo de fenolicos totais e a atividade
antioxidante foram superiores para o néctar enriquecido e as diferentes condi¢des
de armazenamento ndo alteraram as concentragdes dos antioxidantes. Os grupos
que receberam os néctares de manga apresentaram ganho de peso corporeo, peso
do tecido adiposo visceral, indice hepatossomdtico e adiposidade corpdrea
semelhantes ao AIN-93M. Além disso, o perimetro abdominal e o IMC
confirmaram a indu¢do da obesidade nos grupos HFD, reduzindo apds a
intervengdo com o néctar enriquecido. Houve aumento da citocina pro-
inflamatéria TNF-a no grupo HFD e os néctares foram capazes de reverter o
quadro inflamatdrio para os niveis fisiolégicos normais (p<0,05). A capacidade
antioxidante total do plasma dos animais que ingeriram o néctar controle foi
menor em relagdo aos demais (p<0,05) e o grupo HMHFD apresentou valor
semelhante (p>0,05) ao HFD. A histologia dos tecidos hepatico e adiposo
confirmou a inducdo da obesidade no controle positivo e o efeito antioxidante dos
néctares de manga ao reduzir a gordura e a inflamagdo hepaticas, assim como a
hipertrofia dos adipdcitos (p<0,05). Portanto, os néctares desenvolvidos
corresponderam as exigéncias da legislagdo e apresentaram elevado conteudo de
fenodlicos totais e atividade antioxidante, que aumentou com a adicdo de casca. A
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dieta hiperlipidica foi eficaz em induzir obesidade nos animais e os néctares de
manga reduziram fatores de riscos metabolicos relacionados com a inflamacao e

com o estresse oxidativo.

Palavras-chave: manga, inflamacao, estresse oxidativo



ABSTRACT

NATAL, Dorina Isabel Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
december, 2014. Efect of mango Uba juice in modulation of oxidative stress
and inflammation in obese rats. Adviser: Hércia Stampini Duarte Martino. Co-
advisers: Sonia Machado Rocha Ribeiro, Laércio dos Anjos Benjamin and José
Humberto de Queirdz.

The high prevalence of obesity in recent decades has been considered a
serious public health problem. This pathology is characterized by a systemic
inflammation and oxidative stress above which can be prevented and improved
with a diet rich in bioactive compounds with antioxidant activity, such as phenols.
The Uba mango is a tropical fruit found in the Zona da Mata Mineira that stands
out in this context because it contains high content of antioxidants in flesh and
skin, but so far have not been used in in vivo research to combat obesity. The aim
of this study was to evaluate the mango nectar effect Uba with and without added
peel antioxidants in the modulation of oxidative stress and inflammation in obese
rats. The Uba sleeve was collected in the city of Uba, Minas Gerais, in February
2013. They were developed two nectar formulations, and a control with 50% pulp
and 50% of filtered water, and one with replacement of water by peel extract.
Physico-chemical characterization of these tests for drinks in different storage
conditions were carried out. We used 32 male Wistar rats were kept in groups of
four in plastic boxes for 60 days, consuming commercial feed and distilled water
ad libitum. In Phase I, animals were placed in individual cages and divided
stainless steel as body weight: negative control was maintained with AIN-93M
diet and the other three groups received high fat diet (HFD) for 49 days. After this
period, we evaluated the body mass index (BMI), fasting plasma glucose and
serum triglycerides, through puncture of the tail vein. As the difference found in
these values and to maintain homogeneity within the same experimental group,
the three groups that received HFD were relocated. For over 56 days, phase I,
remained the positive control group (HFD) and started two tests groups, one
receiving HFD and mango nectar (MHFD) and another with HFD and nectar
added mango bark extract (HMHFD). The intake was monitored daily nectars in
approximately 35ml monitored weekly and the weight and food consumption. The

oral glucose tolerance test (OGTT) was performed using glucose solution at a

X1



concentration of 200 mg/ kg, using the same protocol described above. Blood
glucose was measured at 0, 30, 60, 90 and 120 minutes. At the end of the
experiment, rats were fasted for 12 hours were anesthetized and euthanized by
cardiac puncture. Biometric measures above and calculated indexes of adiposity
and liver somatic were performed. Serum biochemical values were determined in
the serum of animals by specific kits for each analyte. Were also quantified and
pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL-10) as well as total plasma antioxidant
capacity. Finally we analyzed the histomorphometry and histopathology of
epididymal adipose tissue and liver. The pulp and nectars showed average values
of titratable acidity, pH and soluble solids corresponding to the requirements of
Brazilian law. The proximate chemical composition, the concentration of total
phenolics and antioxidant activity were higher for the enriched nectar and
different storage conditions did not affect the concentrations of antioxidants. The
groups that received the mango nectar showed body weight gain, weight visceral
adipose tissue, liver somatic index and body fat similar to AIN-93M. In addition,
BMI and waist circumference confirmed the induction of obesity in HFD groups
after intervention reducing enriched with nectar. There was an increase of TNF-a
proinflammatory cytokine in the HFD group and nectars were able to reverse the
inflammation to normal physiological levels (p<0.05). The total antioxidant
capacity of plasma from rats consuming nectar control was lower compared to the
others (p<0.05) and the HMHFD group showed similar value (p>0.05) to HFD.
The histology of the liver and adipose tissues confirmed the induction of obesity
and the positive control of antioxidant effect mango nectar to reduce fat and liver
inflammation and hypertrophy of the adipocytes (p<0.05). Therefore the
developed nectars corresponded to the requirements of legislation and showed a
high content of phenolic compounds and antioxidant activity, which increased
with the addition of bark. The fat diet was effective in inducing obesity in animals
and mango nectars reduced metabolic risk factors related to inflammation and

oxidative stress.

Keywords: mango, inflammation, oxidative stress
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas a obesidade tem sido considerada um grave problema de
saide publica devido a sua elevada prevaléncia que reduz consideravelmente a
qualidade de vida dos individuos. A alimentac¢do inadequada e o sedentarismo sdo as
principais causas do aumento do tecido adiposo, que leva a ocorréncia das doencas
cronicas ndo transmissiveis (WONG et al., 2012; PADILLA et al., 2013; WHO,
2014).

O tecido adiposo ¢ formado por um conjunto de células metabolicamente
ativas, que secretam citocinas e hormonios conhecidos como adipocinas. Na
obesidade, as adipocinas pro-inflamatoérias, como o TNF-a, IL-1p, resistina e o fator
quimiostatico de mondcitos (MCP-1), estdo aumentadas em detrimento das anti-
inflamatodrias, como adiponectina e IL-10 (MORAES et al., 2012; ZHANG et al.,
2012; NAIR et al, 2014). Além disso, a expressdo aumentada de fatores de
transcricdo, como PPAR e NFkB, e a intensa infiltragdo de macrofagos caracterizam
um quadro de inflamagdo cronica (SEYMOUR et al., 2009; NAIR et al., 2014). Essa
condi¢do metabolica predispde também a clevada formacdo de radicais livres,
reducdo das enzimas antioxidantes e ao dano celular, promovendo resisténcia
insulinica, esteatose hepatica, doencas cardiovasculares, diabetes, entre outras
(MORAES et al., 2012; SAMPEY et al., 2012; WONG et al., 2012).

Contudo, as alteracdes provocadas pela obesidade ocorrem primeiramente a
nivel molecular, ndo sendo identificadas por medidas macroscopicas. A expressdo de
RNA, a histomorfometria e a histopatologia sio analises fundamentais para
investigar os comprometimentos celulares e confirmar possiveis lesdes (SAMPEY et
al,,2011; MORAES et al., 2012; ANDRADE et al., 2013).

Os compostos bioativos com atividade antioxidante, principalmente
compostos fenolicos, sdo alvos constantes de pesquisas relacionadas a prevengao dos
danos oxidativos e da inflamag@o, uma vez que sdo substincias que apresentam um
enorme potencial para prevenir as doengas cronicas ndo transmissiveis (SUZUKI et
al., 2011; JING et al, 2012; MAURAY et al, 2012). Essas substancias estdo
presentes em frutas e hortalicas, alimentos basicos de uma alimentagdo saudavel e
que ainda apresentam o potencial de reduzir riscos metabolicos.

A manga ¢ uma fruta tropical que se destaca nesse contexto por conter

elevado conteudo de compostos antioxidantes, mas que até o momento ndo foram
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utilizados em pesquisas in vivo no controle da obesidade (RIBEIRO et al., 2007;
AJILA; PRASADA RAO, 2008; RIBEIRO, 2008; SANTHIRASEGARAM;
RAZALI; SOMASUNDRAM, 2013; WATTANATHORN et al., 2014). Na casca da
manga sdo encontradas quantidades de antioxidantes bastante superiores a polpa e,
nesse sentido, a utilizagdo da casca da manga implica em maior potencial
antioxidante para controlar doencas. A variedade de manga Ub4, tipicamente
encontrada na Zona da Mata Mineira, contém valores desses compostos pelo menos
12x maiores tanto na polpa quanto na casca (RIBEIRO et al., 2008). Considerando
que ndo hd manipulacdo de agrotdxicos no plantio da manga Uba4, a utilizagdo da
casca de manga Uba garante também maior seguranga alimentar em relagdo aos
contaminantes quimicos encontrados nas outras variedades.

A produgdo e consumo de néctares ou sucos de frutas estd aumentando no
mercado internacional (FAOSTAT, 2014). Sabendo que os néctares sdo sempre
menos concentrados que os sucos e para atender as exigéncias e expectativas dos
consumidores, que buscam consisténcia leve e refrescancia nessas bebidas, a maioria
dos produtos encontrados no mercado sdo néctares (BRASIL, 2003).

Para ampliar as possibilidades de reducdo dos riscos de varias doencas
cronicas, melhorar a satide de individuos e, consequentemente, os indicadores de
saude publica, torna-se importante avaliar o efeito biologico de néctares de manga
Ub4 em animais obesos. Contudo, para se comprovar o potencial nutricional e
funcional desses produtos ¢ necessario avaliar seu efeito em modular riscos
metabolicos presentes nas doengas cronicas ndo transmissiveis.

A hipotese dessa pesquisa baseia-se no fato de que os néctares de manga Uba
controle e enriquecido com antioxidantes da casca de manga terdo efeito positivo no

controle da inflamagao e do estresse oxidativo em ratos Wistar obesos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de néctares de manga Ub4a, com e sem adi¢cdo de antioxidantes da

casca na modulacdo do estresse oxidativo e da inflamagdo em ratos obesos.

2.2 Objetivos especificos

v Determinar a acidez titulavel, o pH, o teor de sélidos soluveis (°Brix) € a
composi¢do quimica centesimal da polpa e dos néctares;

v’ Avaliar a concentragdo de fenolicos totais € a capacidade antioxidante dos
néctares em diferentes condi¢cdes de armazenamento;

v' Investigar o efeito da ingestdo dos néctares na modulagio do estresse
oxidativo e da resposta inflamatoria;

v" Analisar a histomorfometria e a histopatologia dos tecidos adiposo epididimal

e hepatico dos animais experimentais.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Obesidade: inflamacao e estresse oxidativo

A alimentagdo inadequada, com excesso de gordura saturada e acgucares
simples, assim como o sedentarismo sdo as principais causas do excesso de peso ¢ da
obesidade. Nesses casos observa-se um desequilibrio entre a ingestdo e o gasto de
energia, cujo excesso ¢ armazenado no organismo na forma de trigliceridios. A
crescente prevaléncia mundial de obesidade nas ultimas décadas ocorre devido a
transicdo demografica associada a mudanga do estilo de vida da populagdo levaram
(WHO, 2014).

As principais células armazenadoras de lipidios sdo os adipdcitos, que
tornam-se maiores em numero (hiperplasia) e tamanho (hipertrofia), caracterizando o
aumento do tecido adiposo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; LU et al., 2014).
Essa adiposidade, principalmente a abdominal, provoca uma série de alteracdes
incluindo dislipidemia, doengas cardiovasculares, diabetes tipo II, esteatose hepatica,
entre outras, que caracterizam a sindrome metabolica. Além disso, o acimulo de
gordura também pode ocorrer em outros tecidos, como o figado e o coracdo,
prejudicando a fun¢do normal desses 6rgdos (ANDRADE et al., 2013; NAIR et al.,
2014). Acredita-se que tais alteragdes sdo desencadeadas por mecanismos
envolvendo o estresse oxidativo e a inflamagdo, os quais devem ser usados como
alvo das agdes terapéuticas no combate a patogénese da doenca (ZHANG et al.,
2014). Essa enfermidade vem sendo considerada uma das principais causas de
mortalidade de adultos e de criangas em todo o mundo, totalizando mais de 4 milhdes
de mortes a cada ano, segundo dados da Organizado Mundial da Saude (WHO,
2014). Além disso, a obesidade também ¢ responsavel por 44% da ocorréncia de
diabetes, 23% de doencas isquémicas do coragdo e entre 7% e 41% de determinados
tipos de cancer (WHO, 2014).

Os distarbios metabodlicos identificados nestas condi¢des clinicas tem sido
considerados importantes achados para o desenvolvimento de novas opgdes de
tratamento destas doengas, principalmente no sentido de modular a resposta

inflamatoria e o estresse oxidativo.



A inflamacdo ¢ uma condigdo caracteristica da resposta imunoldgica em que
ocorre um acumulo das células de defesa, inimeras reagdes, produgdo de citocinas ¢
imonuglobulinas, com o objetivo de recuperar a homeostase do organismo (ABBAS;
LICHTMAN; PILLAI 2008). Sendo assim, a inflamagdo ocorre quando o organismo
estda em desequilibrio, seja pela invasdo de um patogeno ou pela ocorréncia de
doengas cronicas. Observa-se na obesidade um quadro de inflamacgdo cronica e
generalizada, com intensa infiltragdo de macrofagos, expressdo e ativacdo de
citocinas pro-inflamatorias, como fator de necrose tumoral-a (TNF-a), que levam a
resisténcia insulinica e doengas cardiovasculares (SEYMOUR et al., 2009; YANG
etal.,2011; SAMPEY et al.,2012).

O estresse oxidativo ¢é caracterizado pelo acumulo de radicais livres de
oxigénio ou nitrogénio, moléculas muito reativas que provocam um desequilibrio nas
reacdes redox do organismo. Nessa situagdo, as enzimas antioxidantes, como
superoxido dismutase, catalase, e glutationa peroxidase, ndo sdo capazes de
neutralizar as reagdes de oxidag@o, o que desencadeia envelhecimento precoce e
desordens nas fungdes celulares. A alimentagdo inadequada ¢ ferramenta importante
no aumento da formagao de radicais livres, com consequente aumento da oxidagado
tecidual e das comorbidade associadas a obesidade (KUMAR et al., 2014; NAIR et
al.,2014).

Assim, a busca por estratégias efetivas para o manejo da obesidade torna-se o
foco de muitas pesquisas, em que a utilizacdo de fontes de antioxidantes naturais e a
adocdo de uma alimentagdo saudavel sdo as melhores opgdes para reduzir esse
problema de saude, cuja incidéncia ¢ maior a cada ano (SEYMOUR et al., 2009;

YANG et al., 2011; NAIR et al., 2014).

3.2 Compostos bioativos antioxidantes

A busca por alimentos que fornecam além de nutrientes e energia,
propriedades funcionais ¢ marcante na atualidade. Os antioxidantes dietéticos sdo as
substancias mais indicadas para prevenir as doengas cronicas ndo transmissiveis.
Além disso, a utilizacdo de alimentos mais acessiveis a populagdo ¢ a melhor forma
de garantir os beneficios a satide relacionados ao seu consumo.

Antioxidantes sdo substincias que apresentam a capacidade de inibir a

oxidagdo exagerada do organismo, que ¢ denominada de estresse oxidativo. Os
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critérios estruturais para a atividade de eliminacdo de radicais livres é definida pela
estrutura quimica, em que o elétron desemparelhado ¢ ligado a molécula do
antioxidante (JING et al., 2012).

Os antioxidantes mais abundantes em vegetais, com destaque para as frutas,
sdo os acidos fenolicos e os flavondides, que englobam antocianinas e taninos, ¢
grandes diferencas existem na concentracdo desses compostos entre as diversas
partes da planta, com menores teores na polpa dos frutos e maiores em folhas, cascas
e revestimentos de tronco e caules (BERARDINI et al., 2005; RIBEIRO et al., 2007;
AJILA; PRASADA RAO, 2008; RIBEIRO et al, 2008; JING et al, 2012;
SANTHIRASEGARAM; RAZALI; SOMASUNDRAM, 2013).

Os compostos fendlicos constituem um dos maiores grupos de fitoquimicos
que exibem varias propriedades fisiologicas tais como antioxidante e anti-
inflamatodria e, em razdo disso, a sua ingestdo esta associada a reducdo de riscos de
doengas. E comum a presenca de um anel de benzeno nas moléculas desses
compostos, sendo que algumas dessas substancias apresentam caracteristicas
especificas, como a pigmentagdo dos alimentos fontes de antocianinas ou o sabor
adstringente daqueles que contém tanino (MAURAY et al., 2012; SOARES et al.,
2012).

As pesquisas para identificacdo e selecdo de fontes de antioxidantes naturais
conduzidas indicam que a ingestdo de alimentos ou extratos naturais compostos de
antioxidantes reduzem a expressdo de hormonios e marcadores proinflamatorios,
como leptina, TNF-0, e aumentam a concentragdo dos antiinflamatérios e
antioxidantes, como adiponectina e interleucina-10 (IL-10) (MORAES et al., 2012;
ZHANG et al., 2012; NAIR et al., 2014). Essas substiancias também sdo capazes de
reduzir a oxidagcdo do plasma uma vez que aumentam a concentracdo das enzimas
antioxidantes naturalmente presentes no organismo animal (MORAES et al., 2012).

JU et al. (2011) estudaram o efeito do extrato de batata doce rico em
antocianinas em adipocitos e verificaram reducao do tamanho dessas células, assim
como dos niveis circulantes de leptina. O efeito do extrato de arroz negro rico em
antocianinas na redu¢@o do peso corporal, na melhora do perfil de lipidios € num
marcador mitocondrial do metabolismo energético (CPT-1) de ratos obesos foi
comprovado por YANG et al. (2011).

Todavia, a atividade antioxidante dos compostos esta diretamente relacionada

a dose administrada e altas concentragdes podem levar a efeitos inflamatorios e
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oxidantes indesejaveis. Esse efeito ¢ mais comum em extratos purificados, mas
dependendo da interacdo entre o composto, a matriz alimentar ¢ o tempo de

exposicao, pode ocorrer auto-oxidacao dos antioxidantes (VIHAKAS et al., 2014).

3.3 Tecidos adiposos e hepatico

Todo organismo vivo é constituido por minusculas unidades energeticamente
ativas chamadas células. As células sdo compostas por uma complexa maquinaria
quimica, que coordena diversas vias metabolicas a nivel molecular. Algumas
espécies sdo constituidas por uma unica célula, como bactérias, fungos e leveduras,
porém a maioria dos seres vivos ¢ pluricelular, como as plantas e os animais, dando
origem aos tecidos, 6rgdos e sistemas.

O tecido adiposo é formado pelos adipdcitos, células que apresentam em seu
citoplasma uma ou mais goticulas de gordura na forma de triglicerideos,
caracterizando-se como a principal reserva de energia do corpo. O tecido adiposo
unilocular ¢ caracterizado pela presenca de uma unica goticula de gordura em suas
células e pode ser denominado de branco ou amarelo, dependendo da alimentag@o.
Esse tecido é o mais abundante nos organismos adultos e dentre suas fungdes
destacam-se isolamento térmico, protecdo de oOrgdos, amortecimento de impacto e
preenchimento de espagos. Embora por muitos anos tenha sido enfatizado o
contrario, os adipocitos sdao células metabolicamente ativas, cruciais no
desenvolvimento ou atenuagdo da obesidade, da inflamagdo e do estresse oxidativo.
Produz diversas citocinas e hormoénios, denominados adipocinas, relacionados
também com o controle da ingestdo alimentar, como o fator de necrose tumoral a
(TNF-0), as interleucinas 6, 10 (IL-6, IL-10), resistina, leptina e adiponectina
(MORAES et al., 2012; ZHANG et al., 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).
Embora na obesidade seja possivel verificar hiperplasia e hipertrofia dos adipocitos,
a reducdo desse tecido implica apenas em menor volume celular, nunca reduzindo o
numero de células ja formadas.

Um tipo de tecido adiposo menos comum ¢ aquele formado por muitas
goticulas de gordura no citoplasma das células, sendo denominado de multilocular. A
principal fun¢éo desse tecido ¢ a producdo de calor devido a intensa concentragdo de
mitocondrias, que determina a coloracdo marrom ou parda caracteristica. Esta

presente principalmente nos recém-nascidos e mnos animais que hibernam,
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identificando-se no adulto apenas pequena quantidade no externo, escapula e crista
iliaca (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

O figado ¢ um dos maiores e principais 6rgdos do corpo, que recebe grande
parte do material absorvido no intestino e onde a maioria das reagdes metabdlicas
ocorrem, como gliconeogénese, desaminagdo e oxidagdo. E um orgio bastante
vascularizado, formado pelas células hepaticas ou hepatocitos, sinusoides, canais
biliares e alguns macrofagos, denominados células de Kupffer, que fagocitam
hemacias mortas e outros corpos estranhos. Sua principal reserva energética ¢ o
glicogénio, entretanto verifica-se algumas células em formato de estrela que
armazenam pequena quantidade de lipidio e as vitaminas lipossoluveis,
principalmente a vitamina A. Num individuo obeso, os hepatocitos tornam-se
hipertroficos, sendo possivel visualizar o acuimulo de gordura no citoplasma dessas
células. O figado sintetiza as proprias proteinas e por isso apresenta a exclusiva
capacidade de se regenerar, observando-se entdo a hiperplasia celular. Outra
importante fun¢do desse orgdo ¢ a eliminagdo de toxinas pela bile, que também
emulsifica as gorduras, auxiliando a atividade da lipase (ANDRADE et al., 2013;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Sendo assim, estudar o funcionamento do figado
¢ de fundamental importancia para entender a patogénese das doengas cronicas nao
transmissiveis.

As analises microscopicas das células sdo fundamentais para definir as
alteragdes que desencadeiam anormalidade das fungdes dos organismos. Existem
dois tipos de microscopia, e sua utilizagdo esta diretamente relacionada ao objetivo
do trabalho. A microscopia de luz ¢ a mais utilizada nos trabalhos e permite a analise
detalhada dos tecidos, das alteragdes morfométricas e morfopatologicas das células e
dos componentes teciduais (ANDRADE et al., 2013; LU et al., 2014). A microscopia
eletronica ¢ uma metodologia mais especifica, sensivel e detalhada, utilizada para o
estudo de compartimentos ou organelas celulares (PADILLA et al., 2013). Além
disso, a coloragdo dos tecidos previamente a microscopia constitui-se etapa crucial
para identificagdo de tipos celulares ou substincias determinadas, infiltrados nos
tecidos (TINKOV et al., 2012; LI et al., 2014; MORI et al., 2014). Dessa forma, o
uso da microscopia ¢ fundamental para identificar, investigar lesdes e diagnosticar
doengas.

Alteracdes dos tamanhos e formas das células podem ocorrer em

consequéncia de doencgas. Células e nucleos distorcidos, com alteracdo das organelas
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¢ do DNA sdo comuns na presenca de toxinas (TINKOV et al., 2012; SHIN et al.,
2014). Na obesidade ocorre hipertrofia devido a maior concentracdo de lipidios nas
células de todo o organismo, destacando-se aumento de adipdcitos e hepatocitos
(ANDRADE et al., 2013; HARAZAKI et al., 2014).

Adicionalmente, a compreensdo do funcionamento molecular das células ¢
fundamental para entender mais detalhadamente todas essas alteragdes. Apesar disso,
a codificagdo da sequéncia de DNA nido ¢ capaz de descrever um organismo. Isso
acontece devido a expressao maior, menor ou ao silenciamento de determinado gene,
que se comporta de maneira diferente em cada tipo celular. O DNA ¢ expresso ou
transcrito em moléculas de RNA e, dessa forma, a quantificagdo de RNA caracteriza
uma célula, seus metabolitos e as possiveis patologias a ela relacionadas (ALBERTS
et al.,2010).

Muitas vezes as modificagdes esperadas em um determinado tratamento nao
sdo confirmadas pelas analises biométricas ou bioquimicas, em fun¢do das condi¢des
metabolicas inerentes aos animais testados e do tempo de experimentagdo
(MORAES et al, 2012; NAIR et al, 2014). As primeiras desordens em um
organismo ocorrem a nivel molecular e os sintomas ndo sdo descritos pela
observagdo macroscopica (YANG et al., 2011; TEKELESELASSIE et al., 2013).
Entdo, para confirmar as alteragdes promovidas pelas dietas, bebidas e demais
substancias administradas aos animais laboratoriais, € necessario proceder as analises

histolégica e de biologia molecular.

3.4 Caracterizacio da manga e dos néctares

O mercado de frutas tropicais evoluiu consideravelmente nos ultimos anos e,
em 2014, as projecdes da FAO indicam que a demanda vai crescer ainda mais,
chegando a 82 milhdes de toneladas. Este aumento se deve principalmente a
qualidade do produto, ao valor nutritivo e aos efeitos benéficos que as frutas trazem a
saude.

A manga (Mangifera indica L. Anacardiaceae) ¢ uma fruta tropical originaria
do sudeste asiatico, mais especificamente na ndia ha, pelo menos, 4000 anos. Essa
regido se mantém como maior produtora e segunda maior exportadora mundial da

fruta (FAOSTAT, 2014). No Brasil a manga foi introduzida na Bahia, espalhando-se



para todo o territorio nacional, colocando o Pais entre os dez maiores produtores e
como terceiro maior exportador mundial de manga. As previsdes da ONU para 2014
apontam o Brasil como o segundo maior produtor mundial da fruta, com 40% da
colheita total (FAO, 2013).

As mangueiras sdo adaptadas as regides com estagdes seca e chuvosa bem
definidas, pois a seca impede a ocorréncia de pragas no periodo anterior a
frutificagdo e a chuva estimula o desenvolvimento dos frutos e impede sua queda.
Em regides secas a irrigagdo do solo ¢ uma alternativa viavel para o cultivo de
manga, permitindo a producdo durante todo o ano. Solos arenosos, argilosos e
morros sdo propicios ao cultivo de mangueiras, porém devem ser evitadas regides
sujeitas a encharcamento assim como as pedregosas (EMBRAPA, 2014). Existem
muitas variedades de manga do ponto de vista da botanica, mas o comércio distingue
apenas duas categorias: as mangas vermelhas e as mangas amarelas. As mangas
vermelhas sdo as chamadas variedades “americanas”, como Haden, Tommy Atkins,
Palmer, entre outras. A producdo destas mangas estd concentrada na América
Central, América do Sul e no Caribe, sendo que 95% do comércio internacional de
mangas frescas do mundo ocidental ¢ baseado nessas variedades. As demais sdo as
mangas amarelas quando maduras, cujas mais famosas sdo as familias da Afonso e
da Totapuri, que dominam todo o mercado asiatico (FERRAZ, 2005).

A maioria dessas variedades sdo frutos médios ou grandes, pesando de 300g a
900g, que apresentam polpa doce e suculenta. Devido a susceptibilidade ao ataque de
pragas e ocorréncia de varias doengas, o controle da produtividade normal da fruta ¢
mantida pela utilizacdo de agrotéxicos, os quais garantem a qualidade sensorial
exigida pelo comércio mas limitam a qualidade nutricional fornecida pela fruta
(EMBRAPA, 2014). A polpa de manga apresenta elevado conteudo de antioxidantes,
incluindo vitaminas, como o acido ascorbico e os carotenoides, € os compostos
bioativos (RIBEIRO et al, 2007, SANTHIRASEGARAM; RAZALI
SOMASUNDRAM, 2013; ARAUJO et al., 2014). A casca da manga contém
diferentes compostos fenolicos, tais como flavonodides, xantonas, galotaninos,
derivados de benzofenona e antocianinas, em concentragdes bastante superiores as
encontradas na polpa (BERARDINI et al., 2005; AJILA; PRASADA RAO, 2008;
RIBEIRO et al., 2008). Sendo assim, a casca de manga se destaca com elevado
potencial para enriquecer produtos alimenticios, porém em fun¢do do maior controle

higiénico-sanitario exigido e das possiveis caracteristicas sensoriais desagradaveis,
10



existem poucas pesquisas utilizando esse componente e demonstrando seus efeitos
(SILVA, 2010).

Em geral, a manga ¢ consumida madura, em fatias, polpa ou puré, embora na
Asia seja comum o consumo da fruta verde, como componente de temperos e molhos
(FERRAZ, 2005). Destaca-se também no mercado mundial a elevada producdo e
consumo de néctares ou sucos a partir das inumeras variedades de manga
(FAOSTAT, 2014). A legislacdo brasileira denomina como néctar, bebidas a base de
fruta com concentragdes de polpa inferiores aos sucos, mas com manutengdo da
qualidade nutricional e sensorial. Segundo essa norma, bebidas a base de manga com
40% a 60% de polpa sdo denominadas néctares, e percentuais superiores
caracterizam os sucos de manga (BRASIL, 2003). Para atender as exigéncias e
expectativas dos consumidores, que buscam consisténcia leve e refrescancia em
bebidas a base de frutas, a maioria dos produtos encontrados no mercado sdo
néctares.

Uma variedade de manga pequena, pesando em média 150g, com polpa e
casca amarelas, cuja produg@o ocorre principalmente na Zona da Mata Mineira sem a
utilizagdo de defensivos agricolas ¢ a denominada manga Ubd. Essa variedade
contem cerca de 12x mais antioxidantes em relacdo as demais, tanto na polpa quanto
na casca, que sdo ainda mais real¢ados considerando que existe maior seguranga
alimentar relacionada a contaminagdo quimica. Além disso, as caracteristicas
sensoriais inigualdveis e a disponibilidade regional tornam essa variedade um
alimento potencial para ampliar o espectro de consumo da fruta (RIBEIRO et al.,
2008).

O néctar de manga Ub4 enriquecido com antioxidantes da propria casca ja foi
desenvolvido anteriormente nos laboratdrios do Departamento de Nutricdo e Saude
da Universidade Federal de Vigosa. Esse produto contém, aproximadamente, duas
vezes mais compostos bioativos em comparagdo com o suco de manga convencional
e, mostrou ser uma formulagdo viavel, com qualidade nutricional, sensorial e
potencial funcional (SILVA, 2010). Entretanto, ainda nio foi utilizado em estudos
com animais experimentais ou humanos. Ressalta-se ainda que a utilizacdo da casca
apresenta também caracteristica de sustentabilidade, uma vez que aproveita residuos

da agroindustria para enriquecer um produto ja consumido pela populacio.
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4 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Analise Sensorial e
Desenvolvimento de Novos Produtos e de Nutricdo Experimental do Departamento
de Nutrigdo e Saude, nos Laboratorios de Metabolismo e Fermentagdes do
Departamento de Bioquimica e no Laboratéorio de Morfologia de Peixes do
Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vigosa,
MG.

4.1 Aquisicao da matéria-prima

A manga Uba foi coletada no municipio de Uba, Minas Gerais, em fevereiro
de 2013. Os frutos foram selecionados quanto ao grau de maturagdo, com base nos
atributos de cor e textura caracteristicos (OLIVEIRA er al., 2012), em que
consideraram-se maduros os frutos com casca lisa, brilhante, verde-amarelada e
polpa intacta e firme. Apos a selecdo a manga foi pré-lavada em dgua corrente com o
auxilio de esponja para retirada de sujidades, como terra e folhas, além da agdo
mecanica para remocao de microorganismos aderidos. Em seguida foi submetida ao
choque térmico de trés minutos em agua fervente e resfriamento em agua a 28°C
para eliminacdo de possiveis microorganismos termossensiveis. Os frutos foram
entdo sanitizados com cloro a 200ppm, segundo a portaria CVS-8/2008 (BRASIL,
2008), descascados manualmente e despolpados em despolpadeira industrial de aco
inoxidavel. As cascas foram armazenadas a -22°C em sacos de polietileno para
posterior preparo do extrato. Para inativacdo das enzimas polifenoloxidases e
preservacdo das antocianinas e demais compostos fenolicos, a polpa foi tratada a
90°C/15min, resfriados em banho de gelo e armazenados em recipientes de
polietileno a -22°C (MERCALI et al., 2013; SANTHIRASEGARAM; RAZALI;
SOMASUNDRAM, 2013).

4.2 Preparo dos néctares

A fim de decidir pela formulagdo mais adequada foram realizados testes
preliminares com néctar e suco considerando a consisténcia espessa da manga, as

caracteristicas fisicas do experimento, o elevado valor nutricional dessa fruta, os
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critérios preconizados pela legislagdo brasileira ¢ a qualidade sensorial exigida e pelo
mercado consumidor.

Como a adi¢do total da casca resultaria em excesso de fibra, alteracdo das
caracteristicas sensoriais do néctar e limitaria a viabilidade e a reprodutibilidade do
experimento, optou-se pelo uso do extrato da casca. O extrato aquoso ¢ composto por
todos os compostos antioxidantes alvo e ndo interfere de forma negativa na execugdo
do trabalho proposto (AJILA; PRASADA RAO, 2008; VAMANU; NITA, 2013).

Foram desenvolvidas duas formulagdes de néctar com 50% de polpa de
manga, sendo uma adicionada de extrato da casca de manga. Para preparar o extrato,
a casca de manga foi descongelada a 5°C de acordo com a RDC 216/04, e colocada
para ferver em agua filtrada na concentragdo de 20% durante cinco minutos. A polpa
foi também descongelada a 5°C e utilizada para o preparo dos néctares apds a
verificacdo dos parametros preconizados por BRASIL (2003) para qualidade de
polpa de manga, como acidez tituldvel, pH e solidos soluveis (°Brix).

O néctar controle foi preparado com 50% de polpa adicionada a 50% de adgua
filtrada. O néctar enriquecido com o extrato da casca de manga foi preparado com
50% de polpa e 50% do extrato pronto, obtendo um produto final com 10% de casca
extraida. Para padronizar o conteudo de particulas insoliveis na solu¢do, ambos os

néctares foram filtrados em malha de aco de 6 mm de espessura.

4.3 Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram realizadas em trés repetigdes de cada

amostra.

4.3.1 Acidez titulavel (Titulometria)

Para determinar a acidez da polpa de manga Uba e, posteriormente, dos
néctares, foram pesados 5 g de cada amostra e adicionados 25 mL de agua destilada
num Erlenmeyer de 125 mL. Essa mistura foi titulada com NaOH 0,1 N até
coloracdo résea permanente por 30 segundos, utilizado-se 5 gotas do indicador de pH
fenolftaleina (SANTHIRASEGARAM; RAZALI;, SOMASUNDRAM, 2013). O
percentual de acidez das amostras foi calculado com a seguinte formula:

Acidez =[V x N x100]/P
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Onde,
V = volume da solu¢do de hidréxido de sdédio gasto na titulagdo;

P = g ou mL da amostra usada na titulacdo
4.3.2 pH

O pH foi determinado pelo método potenciométrico, utilizado pHmetro
Tecnal®, modelo Tec-3MP, e as solu¢des padrao de pH 4,0, 7,0 e 10,0. O eletrodo
era imerso nas amostras e o valor de pH indicado no visor.
4.3.3 Solidos soluveis

Foi determinada a concentracdo de solidos solaveis pelo método
refratométrico, usando-se refratdmetro de bancada Instrutherm®, modelo RTD-45
(SANTHIRASEGARAM; RAZALIL; SOMASUNDRAM, 2013).
4.3.4 Agua

A determinagdo do conteudo de 4agua foi realizada em liofilizador
(TERRONI®, modelo LC 1500), em que ocorre sublimagio da 4gua das amostras
com auxilio de vacuo.

4.3.5 Lipidios

Os lipidios foram determinados por meio do refluxo de éter etilico nas

amostras pelo método Soxhlet, segundo a AOAC (2012).

4.3.6 Cinzas

A determinacdo do conteido de cinzas das amostras foi realizada por

calcinagdo em forno mufla a 600°C, seguindo o método da AOAC (2012).
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4.3.7 Proteinas

A determinagdo de proteinas foi realizada segundo o método semi-micro
Kjeldahl para a quantificacdo de nitrogénio total, de acordo com a metodologia
descrita pela AOAC (2012). O percentual de proteinas foi calculado multiplicando-se

o teor de nitrogénio encontrado pelo fator de converséo 6,25.

4.3.8 Fibra alimentar insoluvel e soluvel

As amostras foram hidrolisadas pelas enzimas a-amilase termoresistente,
protease e amiloglicosidase, que digerem polissacarideos, polipeptideos, oligo e
dissacarideos. Em seguida, as amostras foram filtradas por gravimetria e os residuos
soluvel e insoluvel resultantes foram secos em estufa a 105°C. Esses residuos foram
submetidos as andlises de cinzas e proteinas para descontar os resultados no calculo
final e ndo superestimar o percentual de fibra alimentar encontrado (AOAC, 2012).

A fibra alimentar total foi calculada pela soma das fragdes soluveis e insoluveis.

4.3.9 Carboidratos digeriveis

O conteido de carboidratos digeriveis das amostras de néctar foram
calculados pela diferenga entre 100% da amostra e a soma dos contetidos de agua,

proteinas, lipidios, cinzas e fibra alimentar total.

4.3.10 Conteudo de fendlicos totais e da atividade antioxidante

A ingestdo dos néctares pelos animais foi controlada diariamente e
administrada nos bebedouros. Para garantir a estabilidade dos fendlicos totais e
antioxidante dessas bebidas, as analises foram realizadas apds 24 horas na
temperatura da sala de experimentacdo (22°C + 3°C). Além disso, com o intuito de
verificar se os néctares ficariam estaveis sob refrigeracdo ou se seria necessario
prepard-los a cada dia, as andlises também foram feitas apds 72 horas sob
refrigeragao.

Para obtencdo dos extratos, 2 mL de cada néctar foi diluido em 20 mL de

metanol 60%, colocados em um Erlenmeyer para agitagcdo horizontal a 100 rpm por
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20 minutos e filtrados em bomba a vacuo com auxilio de funil de vidro e papel de
filtro (porosidade 3 pum).

A concentragdo de fenodlicos totais foi determinada de acordo com a
metodologia descrita por Singleton, Orthofer, Lamuela-Raventos (1999), utilizando-
se o reagente de Folin-Ciocalteu. Uma aliquota de 0,1 mL dos extratos foi colocada
em tubos de ensaio protegidos com papel aluminio, com acréscimo sequencial de 1
mL do reagente de Folin-Ciocalteu 0,25 N e agitacdo manual por dez segundos. Apos
tr€s minutos foi adicionado a mistura 1 mL de carbonato de sodio (7,5%), sempre
agitando manualmente. Por fim, apos sete minutos foram acrescentados 5 mL de
agua destilada e a mistura foi novamente agitada, permanecendo em repouso durante
30 minutos, em temperatura ambiente. Para o preparo do controle, agua destilada foi
utilizada em substitui¢do aos extratos. A leitura da absorvancia em 726 nm foi feita
em leitor de ELISA (Thermo Scientific®, modelo Multiskan GO). Os resultados
foram expressos em gramas de equivalentes de acido galico (gEAG), utilizando-se a
equacdo de regressdo a partir de uma curva padrio de acido galico com
concentra¢des variando de 0 a 250ppm.

Para determinar a atividade antioxidante dos extratos hidroalcoolicos dos
néctares para eliminar os radicais livres DPPH® (1,1- difenil-2-picrilhidrazil) foi
utilizado o método descrito por BLOIS (1958). Em tubos de ensaio protegidos com
papel aluminio foram colocados 0,1 mL de extrato e 1,5 mL da solugdo metanolica
de DPPH 0,1 uM. Para o preparo do controle, foram utilizados 0,1 mL de agua
destilada em substitui¢do aos extratos. As amostras foram agitadas manualmente por
dez segundos e permaneceram em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente.
Apbs esse tempo, realizou-se as leituras em leitor de ELISA (Thermo Scientific”,

modelo Multiskan GO) com absorvancia de 517 nm.
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4.4 Ensaio biolégico

4.4.1 Animais e dietas

Foram utilizados 32 ratos machos recém-desmamados com 21 dias de idade
(Rattus novergicus, variedade albinus, classe Rodentia), linhagem Wistar, com peso
médio de 69 g, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas ¢
de Saude da UFV. Até o 60° dia de idade, fase adulta, os animais foram mantidos em
grupos de quatro, em caixas de polietileno, consumindo ragdo comercial (Presence/In
Vivo” Nutrigio Animal) e 4gua destilada ad libitum. A temperatura da sala de
experimentagdo foi controlada em 22°C £ 3°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas.

No 61° dia os animais foram alocados em gaiolas individuais, de ago
inoxidavel e divididos em quatro grupos (n=8) de forma aleatoria, de modo que ndo
houvesse diferenca maior que 3,0 g entre as médias dos pesos dos grupos, atendendo
a recomendagdo da AOAC (2012). O grupo controle negativo foi mantido com dieta
AIN-93M (REEVES; NIELSEN; FAHEY JR., 1993), e os outros trés grupos
experimentais receberam dieta hiperlipidica (HFD), segundo a formula¢do da
RESEARCH DIETS® (2006), para indugdo de obesidade, durante 7 semanas
(SAMPEY et al.,2011) (Tabela 1). Ao final desta fase I, com o intuito de verificar a
inducdo da obesidade, os ratos foram colocados em jejum por 12 horas para
realizagdo dos testes de glicemia e trigliceridios por meio de pungdo da veia caudal
utilizando o Accutrend® GCT e, posteriormente, das medidas biométricas.

Para iniciar a fase I e manter a homogeneidade dentro do mesmo grupo
experimental, os trés grupos que receberam HFD foram realocados, de forma que
apresentassem as medidas biométricas semelhantes. Por mais 8 semanas, fase II,
foram mantidos o grupo controle negativo (AIN-93M), o controle positivo (HFD) e
iniciaram dois grupos testes, um recebendo HFD e néctar de manga (MHFD) ¢ o
outro com HFD e néctar adicionado de 50% de extrato da casca de manga (HMHFD)
(BARBALHO et al., 2012; YUNG et al., 2013). A ingestdo dos néctares foi baseada
em testes prévios e controlada diariamente de acordo com a menor ingestdo
verificada de 35 mL/ dia, que resultou num consumo de fendlicos totais de 9,95
gEAG para o grupo MHFD e 16,48 gEAG para o grupo HMHFD: se o animal

ingerisse a quantidade determinada de néctar antes de completar 24 horas, recebia
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agua destilada para manter sua hidratagdo. O peso e o consumo alimentar foram
monitorados semanalmente.

Ao final do experimento, os ratos ficaram em jejum por 12 horas, foram
anestesiados (com a utilizagdo de Isoflurano 100%, Isoforine, Cristalia®, em aparelho
de anestesia inalatoria conforme resolucdo 714, de 20 de julho de 2002) e submetidos
a eutandsia por puncdo cardiaca. O sangue foi coletado em tubos com ou sem
anticoagulante (heparina) para obten¢do do plasma ou do soro, apds centrifugagao
sob refrigeragdo (4°C) durante dez minutos a 3000 rpm. O figado e os tecidos
adiposos abdominal e epididimal dos animais foram retirados e pesados para
posteriores calculos das medidas biométricas. Amostras dos tecidos foram fixadas
em formaldeido tamponado 10% e o restante, imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer a temperatura de -80°C até o inicio

das analises.

Tabela 1: Composicdo das dietas experimentais (g-lOOg'l).

Ingredientes AIN 93M Calorias HFD Calorias
(kcal) (kcal)
Caseina 14 56 19,5 78
Maltodextrina 15,5 62 10 40
Amido de Milho 46,57 186,28 5,32 21,28
Sacarose 10 40 34,1 136,4
Oleo de Soja (mL) 4 36 1 9
Banha - 20 180
Celulose - 5 -
Mix Mineral 3,5 - 3,5 -
Mix Vitaminico 1 - 1 -
Bitartarato de Colina 0,25 - 0,25 -
L-cistina 0,18 - 0,18 -
Colesterol 0 - 0,15 -
BHT 0,0008 - 0,004 -
Total 100 380,3 100 464,7
DC (kcal-g") 3,8 - 4,7 -

BHT: butylated hydroxytoluene; DC: densidade calérica.
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4.4.2 Aspectos éticos

O experimento foi conduzido de acordo com os Principios Eticos para
Experimentagdo Animal, processo n° 34/ 2013, aprovado pela Comissio de Etica

para Uso de Animais (CEUA/ UFV) da UFV, Vigosa, MG, em 26/04/2013 (ANEXO
1).

4.5 Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)

O teste de tolerancia oral a glicose foi realizado na 7* semana da fase II do
experimento, uma semana antes da eutanasia. Apés 12 h de jejum, uma solucdo de
glicose na concentragdo de 200 mg/kg de peso corporeo foi administrada por
gavagem aos ratos. Para medir a glicemia, realizou-se punc@o da veia caudal com
subsequente leitura no aparelho Accutrend® GCT nos tempos 0, 30, 60, 90 ¢ 120
minutos (WONG et al., 2012; ZHANG et al., 2012; NAIR et al., 2014).

4.6 Medidas biométricas e de consumo alimentar

Foram obtidas medidas biométricas como marcadores de obesidade dos
ratos. O perimetro abdominal foi mensurado no ponto cranial aos membros pélvicos
do animal e o indice de massa corporal (IMC) foi obtido pela relagdo entre o peso e o
quadrado do mesmo comprimento. Considerou-se obesos os animais cujos valores de
perimetro abdominal foram superiores a 17 e de IMC maiores que 0,68 (NOVELLI
et al., 2007; REYNES et al., 2014)

Para o calculo do percentual de adiposidade foram somados os pesos dos
tecidos adiposos abdominal e epididimal, divididos pelo peso corporal total e
multiplicado por 100. O indice hepatossomatico foi calculado pela relagdo entre o
peso do figado e o peso corporal, também multiplicado por 100.

O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi calculado pela relagio entre
o ganho de peso e a quantidade total de dieta consumida. Para calcular o coeficiente
de eficiéncia energética (CEE) foram relacionados o peso corpéreo dos animais com

o total de calorias consumidas.
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4.7 Analises bioquimicas séricas

Foram realizadas analises dos marcadores de lipidemia (colesterol total,
HDL-colesterol e trigliceridios), glicemia, fun¢do hepdtica (alanina e
aspartatoaminotransferase) e fungdo renal (4acido Urico e creatinina) no soro dos

animais utilizando-se kits (Bioclin™) disponiveis comercialmente.

4.8 Quantificacio de citocinas

A quantificacdo da citocina antiinflamatoria, interleucina 10 (IL-10), e pro-
inflamatoéria, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), no plasma dos animais foi
realizada por meio do Kit Cytometric Beads Array (CBA) da marca BD® (CA, USA).
Seis populagdes de beads com distintas intensidades de fluorescéncia foram
conjugadas com um anticorpo de captura especifico para cada citocina, que foram
misturadas para formar o CBA. As populacdes de beads foram visualizadas de
acordo com as suas respectivas intensidades de fluorescéncia: daquela menos
brilhante para a mais brilhante. No CBA, as beads de captura das citocinas foram
misturadas com o anticorpo de deteccdo conjugado com o fluorocromo PE, e depois
incubadas com as amostras para formar o ensaio "em sanduiche". Os tubos de ensaio
utilizados na andlise foram preparados com 50 pL de amostra, 50 pL da mistura de
beads e 50 pL do reagente de detecgdo. O mesmo procedimento foi realizado para a
obtenc¢do da curva-padrdo. Os tubos foram homogeneizados ¢ incubados por duas
horas, em temperatura ambiente, no escuro e lidas no canal FL3 do citometro de
fluxo FACScalibur (BD®). Os resultados foram obtidos com auxilio do software
CellQuest (BD®).

4.9 Capacidade antioxidante total

Foi avaliada a capacidade antioxidante total do plasma (CAT) por meio de
método de imunoensaio enzimético, utilizando um kit especifico (Sigma®). Este
representa um método indireto fundamentado na capacidade alterada dos sistemas
bioldgicos em modular a concentragdo de espécies reativas. O teste compara a
atividade antioxidante da amostra de interesse (plasma) com uma amostra de

referéncia, cuja atividade antioxidante foi previamente determinada. Dessa forma, se
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avalia a capacidade antioxidante total do sangue, determinando, inespecificamente, a
atividade de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase, catalase ¢
glutationa peroxidase e ainda compostos com atividade antioxidante como o acido
urico, vitaminas e proteinas. O ensaio baseia-se na capacidade dos antioxidantes
presentes na amostra em inibir a oxidacdo do radical ABTS (2,2’-azino-bis) (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) a ABTS  pela metamioglobina. A quantidade de
ABTS’ produzida pode ser monitorada por meio da leitura da absorvancia a 750 ou
405 nm. Nessas condi¢des, 0os antioxidantes presentes provocam uma supressao na
absorvancia em 750 nm ou 405 nm de forma proporcional a sua concentragdo na
amostra. A capacidade dos antioxidantes presentes na amostra para evitar a oxidagao
de ABTS ¢ comparado com o Trolox, analogo hidrossoluvel da vitamina E, e foi

quantificada como milimolar de equivalentes de Trolox.

4.10 Analises histomorfométricas e histopatologicas

4.10.1 Tecido adiposo epididimal

O tecido adiposo fixado em formol tamponado 10% foi incluido em
parafina. Os fragmentos foram imersos em solug¢do etandlica 90% por 30 minutos,
colocados duas vezes em etanol 100% por 30 minutos e por fim imersos em duas
solugdes de xilol, durante 15 minutos cada. Os tecidos foram entdo imersos em
parafina fundida a 60°C por 1 hora e 30 minutos em estufa, sendo finalmente
emblocados com parafina fundida (LU et al., 2014).

Foram obtidos cortes histologicos semi-seriados com 5 pm de espessura em
microtomo manual utilizando-se navalha de ago inoxidavel e, posteriormente, foram
submetidos a coloragdo pela técnica Hematoxilina/Eosina. As laminas foram
montadas com Entellan (Merck®) ¢ analisadas em microscopio de luz (Nikon Phase
Contrast 0,90 Dry, Japdo). As imagens foram obtidas em camera digital ful-DIGI-
PRO 5.0M com auxilio do software Micrometrics SE Premium (Accu-Scope®)
(MORI et al., 2014).

As imagens das sec¢des histologicas foram capturadas com objetiva de 20X,
sendo medidos o didmetro, o perimetro e a area dos adipécitos com auxilio do

aplicativo ImagePro-Plus” versdo 4.5, usando o valor médio de mil adipécitos por

grupo.
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4.10.2 Figado

Os fragmentos de figado fixados em formol tamponado 10% foram lavados
em etanol 70% por quatro vezes, transferidos para solu¢do de etanol 95% por quatro
horas, imersos em solugdo de alcool 95% e resina glicolmetacrilato (Leica,
Historesin®) na propor¢io de 1:1 por 24 horas, resina pura durante 24 horas e
posterior inclusdo em resina pura contendo endurecedor (Leica, Historesin®).

Foram obtidos cortes histologicos semi-seriados com 3 pm de espessura em
microtomo automatico (Leica®) utilizando-se navalha de vidro, que foram
submetidos a coloragdo pela técnica Hematoxilina/Eosina. As laminas foram
montadas com Entellan (Merck®™) e analisadas em microscopio de luz (Nikon Phase
Contrast 0,90 Dry, Japdo). As imagens foram obtidas em camera digital ful-DIGI-
PRO 5.0M com auxilio do software Micrometrics SE Premium (Accu-Scope™).

As imagens das secgdes histologicas foram capturadas com objetiva de 40X
e os diametros dos hepatocitos e dos respectivos nucleos foram medidos com auxilio
do aplicativo ImagePro-Plus® versio 4.5. Para visualizagio e quantificacio das
provaveis areas de esteatose e de inflamag@o hepatica, foi realizada contagem manual

de pontos sobre o tecido, utilizando-se dez campos por animal.

4.11 Analises estatisticas

As andlises foram conduzidas segundo o delineamento inteiramente
casualizado. Para as andlises quimicas, os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e quando esta ndo foi conclusiva, realizou-se o teste de médias
de Tukey, a 5% de probabilidade. Os dados dos tratamentos com animais foram
submetidos 8 ANOVA, teste post hoc Duncan com nivel de significancia de 5%. Em
seguida foi realizado o teste Dunnet para verificar a diferenca dos grupos testes em
relacdo ao controle negativo. Todas as andlises estatisticas foram realizadas pelo
programa SPSS Statistics, versao 20.0, 2011. Os graficos foram confeccionados com

auxilio do programa estatistico Sigma Plot, versao 11.0, 2008.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica

A polpa e os néctares apresentaram valores médios de acidez titulavel, pH ¢
solidos soluveis correspondentes as exigéncias da legislagdo (acidez minima de 0,2;
pH 3,3-4,5; s6lidos soltiveis minimo de 10) (Tabela 2). Sendo assim, os produtos

utilizados neste trabalho atenderam aos padrdes de qualidade exigidos.

Tabela 2: Acidez titulavel, pH e solidos soliveis da polpa e dos néctares de manga.

Produto Acidez (%) pH Soélidos soluveis
(°Brix)
Polpa 0,47°+ 0,01 4,3 £ 0,06 18+ 0,10
Neéctar controle (NC) 0,24°+ 0,01 4,4* + 0,06 11°£ 0,15
Néctar com extrato (NE) 0,27°+ 0,01 4,3+ 0,00 12°+ 0,21

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

A manga Uba apresentou elevada concentracdo de fendlicos totais e atividade
antioxidante, o que indica o seu potencial protetor as doengas cronicas nao
transmissiveis (Figura 1). O acréscimo do extrato da casca de manga ao néctar
aumentou (p<0,05) a atividade antioxidante ¢ o conteido de fendlicos totais em
32,4% ou mais. As concentragdes de fenolicos totais encontradas foram pelo menos
18x superiores a outras variedades de manga analisadas por RIBEIRO et al. (2007) e
21x maior que os achados de SANTHIRASEGARAM; RAZALI
SOMAZUNDRAM (2013).

Os néctares expostos a temperatura da sala de experimentacdo e sob
refrigeracdo ndo reduziram sua capacidade antioxidante (p>0,05) (Figura 1). A
estabilidade do néctar na sala de experimentacdo foi importante, pois os néctares
foram oferecidos uma vez por dia aos animais e ficavam expostos a temperatura

ambiente (22°C £ 3°C) por até 24 horas.
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Figura 1: Concentracdo de fenolicos totais (A) e atividade antioxidante (B) dos
néctares de manga logo apés o preparo (Ty), armazenados 24h em temperatura

ambiente (T;) e 72h sob refrigeracdo (T5).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A polpa da manga Uba estudada apresentou 2x menos agua e
proporcionalmente maior concentragdo de todos os demais nutrientes avaliados em
relagdo aos valores encontrados no trabalho de MARQUES et al. (2010) e na tabela
de composi¢cdo de alimentos do United States Department of Agriculture (USDA,
2014) para outras variedades da fruta. Os resultados encontrados foram semelhantes
aos achados de SILVA (2010) para manga Uba. A adi¢cdo do extrato da casca de
manga ao néctar aumentou (p<0,05) os contetidos de lipidios, fibra alimentar solivel,
carboidratos digeriveis e calorias (Tabela 3). Embora o contetdo de fibra alimentar
total do néctar adicionado de extrato de casca de manga tenha apresentado apenas
uma tendéncia de aumento (p=0,094), foi 13,8% mais concentrado em relagdo ao
néctar controle, indicando que algumas fragdes de fibra da casca foram também
extraidas. Além disso, o valor caldrico da por¢do usualmente consumida foi, no
maximo, 90kcal/ 200mL (BRASIL, 2003). Ao contrario dos produtos desenvolvidos,
os néctares encontrados no mercado ndo apresentam fibra alimentar e o conteudo de
carboidratos, principalmente agucares, ¢ bastante elevado, o que contribui para o

aumento das calorias na porgao.
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Tabela 3: Composicdo quimica centesimal da polpa e dos néctares de manga

(g100g").

Compostos Polpa Néctar controle Néctar com extrato
Agua 38,7°+ 0,23 88,7%"+ 0,23 87,9°+ 0,33
Lipidios 0,50° + 0,04 0,09°+ 0,01 0,12°" + 0,01
Cinzas 1,16+ 0,05 0,21°+ 0,01 0,24°+ 0,01
Proteinas 1,50°+ 0,15 0,27° + 0,02 0,28+ 0,02
FAI 1,88+ 0,17 0,34°+ 0,04 0,39°+ 0,08
FAS 1,64+ 0,03 0,30°+ 0,00 0,35 + 0,01
FAT 3,52° + 0,05 0,64°+ 0,04 0,74°+ 0,09
CHO digeriveis 54,6 + 0,50 10,0°+ 0,26 10,7°" £ 0,30
Kcal 229%+ 1,33 42,1°+ 0,95 45,0 + 1,09

Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndio diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
Médias dos néctares seguidas por asterisco na mesma linha diferem entre si por ANOVA a 5% de probabilidade.

FAL: fibra alimentar insoltvel; FAS: fibra alimentar soluvel; FAT: Fibra alimentar total; CHO: carboidratos.

5.2 Efeito dos néctares sobre as medidas biométricas e de consumo alimentar

O peso corporal dos ratos alimentados com a dieta hiperlipidica (HFD) antes
do tratamento foi maior (p<0,05) em relacdo a dieta controle negativo (AIN-93M),
confirmando a indu¢do da obesidade (Tabela S1). Os néctares controle e enriquecido
apresentaram efeito positivo no controle do ganho de peso dos animais. Ressalta-se
que o néctar controle foi mais efetivo, pois apresentou ganho de peso semelhante
(p>0,05) a0 AIN-93M e inferior (p<0,05) ao HFD (Tabela 4).

O grupo que recebeu a dieta AIN-93M apresentou maior consumo alimentar
(p<0,05) e menor ganho de peso (p<0,05) em relagio ao HFD antes ¢ apos a
intervengdo com os néctares. Além disso, o grupo HFD apresentou também maior
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) (p<0,05), confirmando sua densidade
caldrica superior e eficacia em promover o ganho de peso dos animais (Tabelas 4 ¢
S1). Apds os tratamentos com os néctares nos grupos HFD a ingestdo caldrica por
grama de peso corporeo (CEE) foi semelhante (p>0,05) ao AIN-93M (Tabela 4).
Portanto, a ingestdo calorica dos néctares foi adequada e ndo influenciou os
resultados.

As medidas de perimetro abdominal e IMC indicaram a obesidade dos grupos

HFD, de acordo com os pontos de cortes estabelecidos por NOVELLI et al. (2007) e
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REYNES et al. (2014) (Tabela S1). Apés a intervengdo com os néctares nio houve
diferenga estatistica nessas medidas, entretanto os fitoquimicos encontrados nessas
bebidas podem ser capazes de reduzir tanto o IMC quanto o perimetro abdominal, de
acordo com o tempo de experimento e doses administradas (WANG et al., 2010;
YANG et al., 2012)(Tabela 4).

O peso do figado, do tecido adiposo visceral assim como dos indices que
relacionam o peso desses 6rgdos com o peso dos animais foi maior (p<0,05) para os
animais alimentados com a dieta HFD (Tabela S1). O mesmo foi observado por LI et
al. (2014) e ZHANG et al. (2012), em que o peso do figado e o indice de adiposidade
de ratos alimentados com dieta hiperlipidica foi maior em relagdo ao controle,
indicando a obesidade dos animais. Apos as intervengdes com os néctares a gordura
visceral, o indice hepatossomatico ¢ a adiposidade corporea foram semelhantes

(p>0,05) a0 AIN-93M (Tabela 4).

Tabela 4: Média e desvio padrdo do consumo alimentar e medidas biométricas dos

animais experimentais apos os tratamentos com os néctares, durante 8 semanas.

Medidas Grupos

AIN-93M HFD MHFD HMHFD
Peso (g) 430° + 16,7 501" + 38 472" + 41 489" + 54
Ganho de peso (g) 60°+ 18,1 97" £ 16 65° + 25 83+ 32
Consumo alimentar (g) ~ 153* = 11 123"+ 7,5 1125+ 7,8 111+ 11
CEA (g) 0,06°+ 0,02 0,11 +0,02 0,08°+0,03 0,11+ 0,04
CEE (kcal g) 9,5 £0,64 8,0 +0,69 9,2+ 0,82 9,0* +0,71
PA (cm) 18°+ 0,89 20" + 0,95 20"+ 1,3 19°+ 1,3
IMC (g cm™) 0,62°+£0,09 0,70°£0,04  0,64°+0,07  0,65°=0,11
Peso do Figado (g) 13+ 1,0 19+ 3.2 16 +2,3 17 £2,7
IHS 2,9°£028  3,77+042 3,4*+0,38 3,5°+ 0,55
Gordura visceral (g) 18"+ 6,0 46" £ 15 32%+ 12 41" + 14
Adiposidade (%) 43+ 1,4 9,0 +23 6,9°+2.6 8,2 +2,5

Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Médias seguidas por asterisco na mesma linha diferem do controle negativo (AIN-93M) pelo teste de Dunnet a
5% de probabilidade.

AIN-93M: grupo controle negativo; HFD: grupo controle positivo, MHFD: grupo teste com néctar controle;
HMHFD: grupo teste com néctar enriquecido com extrato da casca de manga; CEA: coeficiente de eficiéncia
alimentar; CEE: coeficiente de eficiéncia energética; PA: perimetro abdominal; IMC: indice de massa corporea;

IHS: indice hepatossomatico.
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5.3 Variaveis bioquimicas séricas

Ap6s a indugdo da obesidade, ndo houve diferenca estatistica da glicemia de
jejum e dos trigliceridios séricos no grupo alimentado com a dieta hiperlipidica
(HFD) em relagdo ao grupo que ingeriu a dieta controle negativo (AIN-93M).
Entretanto, os valores médios encontrados indicam a alteragdo bioldgica prevista
nesses grupos: AIN-93M com 110mg dL™' de glicose ¢ 137mg dL™' de triglicerideos e
HFD com 120mg dL™' e 150mg dL™, respectivamente.

O teste de tolerancia oral a glicose ndo demonstrou alteragdo (p>0,05) entre
0s grupos experimentais. Entretanto, observou-se tendéncia no grupo HFD, de maior
glicemia no tempo 60 minutos (p=0,188), o que indica uma possivel resisténcia
insulinica, que ndo foi verificada nos grupos que ingeriram os néctares. Assim como
neste trabalho, ZHANG et al. (2012) também observaram maior tendéncia na
concentracdo de glicose sérica nos ratos com dieta hiperlipidica e confirmaram a

resisténcia a insulina pelo teste de sensibilidade a esse hormonio.

200 -
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—o— HFD
_:_] 180 - —»— MHFD
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2 160 -
=
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S
D 120 |
100

‘O 30 66 9‘0 120
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Figura 2: Valores de glicemia nos diferentes tempos do teste de tolerancia oral a

glicose (TTOG) apds o tratamento com os néctares, por 8 semanas.
As médias ndo diferiram entre si pelos testes de Duncan e Dunnet a 5% de probabilidade.
AIN-93M: grupo controle negativo; HFD: grupo controle positivo, MHFD: grupo teste com néctar controle;

HMHFD: grupo teste com néctar enriquecido com extrato da casca de manga.

A glicemia de jejum avaliada ao final do experimento ndo determinou
diferenga estatistica entre os grupos e ficou dentro da faixa padrdo para ratos Wistar

(Tabela 5). Os niveis de acido urico do grupo que recebeu o néctar controle (MHFD)
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ndo diferiam (p>0,05) do AIN-93M, demonstrando a eficacia do alimento teste em
melhorar a fungdo renal. Os compostos fendlicos sdo substincias que tem a
capacidade de melhorar o perfil de lipidios, reduzindo o colesterol total, os
trigliceridios e elevando a concentragio de HDL (LEIHERER; MUNDLEIN;
DREXEL, 2013; YUNG et al., 2013; KUMAR et al, 2014). A fragdo HDL
colesterol foi maior (p<0,05) no grupo com néctar enriquecido (HMHFD). Além
disso a relacdo colesterol total/ HDL foi semelhante (p>0,05) entre os animais teste e
o AIN-93M, indicando o potencial efeito da manga em retornar aos niveis

fisiologicos normais.

Tabela 5: Valores bioquimicos séricos dos animais experimentais apds o tratamento

com os néctares de manga, durante 8 semanas (mg-dL™").

Variaveis AIN-93M HFD MHFD HMHFD  Padrio*
Glicemia dejejum  114°+16  123*+18  112°+15 118 +21 79-144
Colesterol total 68"+ 8,4 71+ 12 63"+ 3,9 66" + 4,1 55-79
HDL colesterol 23%+13 2°+46 244123 26+ 1,9 16-54"
CT/HDL 2,8°+0,19 3,3*+0,39 2,77+038 2,6°+0,23 -
Trigliceridios 64°£9.8 74"+ 22 73+ 18  205°+36  42-160
Creatinina 0,58+ 0,10 0,61°+0,08 0,65°+0,05 0,65°+0,04 0,44-0,64
Acido trico 1,5+ 0,40 2,5°+023 22%+0,93 2,5+0,59  0,9-2,0
ALT (U-L™ 48°+74 2257 +79  50°+23 53°+ 17 36-58
AST (U-LY) 150°+47  158'+52  163°+20  152°+24  81-180
Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Meédias seguidas por asterisco na mesma linha diferem do controle negativo (AIN-93M) pelo teste de Dunnet a
5% de probabilidade.

*MELO et al. (2012)

*SPINELLI et al. (2014)

AIN-93M: grupo controle negativo; HFD: grupo controle positivo; MHFD: grupo teste com néctar controle;
HMHFD: grupo teste com néctar enriquecido com extrato da casca de manga; CT: colesterol total; HDL: high

density lipoprotein; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato aminotransferase.

As aminotransferases AST e ALT estdo envolvidas de forma importante na
gliconeogénese promovendo a transferéncia dos grupos amino da alanina e aspartato
para o alfacetoglutarato, que se transforma em glutamato e piruvato. Alteragcdes nos
niveis dessas enzimas geralmente estdo relacionadas com lesdes hepaticas, 6rgao

responsavel pela maior parte das reacdes metabdlicas do organismo. Entretanto, a
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aspartato aminotransferase (AST) ¢ um marcador menos sensivel de lesdo em relagao
a alanina aminotransferase (ALT), pois apresenta uma vida-média de apenas 12h, e,
consequentemente, normalizacdo mais rapida dos niveis séricos. Além disso, a
atividade hepatica mais intensa da ALT e a localizagdo estritamente citosolica,
principalmente em ratos, evidenciam a maior concentracdo dessa enzima para o dano
hepatico moderado (RAMAIAH, 2007). No presente estudo foi observado aumento
nas concentracdes de ALT no grupo HFD, indicando lesdo hepéatica causada pela

dieta hiperlipidica, que posteriormente foi normalizada pelos dois néctares (p<0,05).

5.4 Citocinas pro e antiinflamatdrias

As citocinas pro e antiinflamatorias sdo fatores de risco importantes
observados na obesidade (JU et al., 2011; MORAES et al., 2012). Neste sentido, ¢é
importante realizar essas andlises para identificar o estagio inicial da doenca e evitar
sua progressao.

A manga, principalmente da variedade Ub4, ¢ uma fruta que contém
quantidade expressiva de compostos antioxidantes tanto na polpa quanto na casca
(BERARDINI et al., 2005; RIBEIRO et al., 2008; ARAUJO et al., 2014) Esses
compostos estdo relacionados com a redug¢do do marcadores inflamatdrios presentes
na obesidade, como TNF-q, IL-6, MCP-1, e elevacdo da expressio de moléculas
antiinflamatorias, como IL-10 e adiponectina (SEYMOUR et al, 2009;
LUVIZOTTO et al., 2015).

As concentragdes da interleucina IL-10 foram semelhantes entre os grupos
(p>0,05), porém houve tendéncia (p=0,159) de maior valor para o grupo alimentado
com o néctar controle (MHFD). Observou-se também que os niveis de TNF-a foram
maiores (p<0,05) no controle positivo (HFD) em relagdo aos outros grupos,
indicando que a manga reverteu o efeito inflamatorio causado pela dieta hiperlipidica

nos dois grupos testes.
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Figura 3: Efeito do néctar controle de manga e néctar enriquecido com extrato da
casca de manga na expressdo de citocinas, anti-inflamantoria, (IL-10) (A) e, pro-
inflamatoria, Fator de Necrose Tumoral (TNF-alfa) (B), no plasma dos animais

experimentais.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.
Médias seguidas por asterisco diferem do controle negativo (AIN-93M) pelo teste de Dunnet a 5% de

probabilidade.
AIN-93M: grupo controle negativo; HFD: grupo controle positivo, MHFD: grupo teste com néctar controle;

HMHFD: grupo teste com néctar enriquecido com extrato da casca de manga.
5.5 Ingestao de néctares e atividade antioxidante in vivo

De acordo com a concentracdo de fenolicos totais ¢ a atividade antioxidante
avaliados nas bebidas, calculou-se a ingestdo desses compostos pelos animais. Os
animais que receberam o néctar de manga controle (MHFD) apresentaram menor
ingestdo (p<0,05) de fenolicos totais e antioxidantes assim como maior capacidade
antioxidante total do plasma (CAT) em relagio aos demais grupos experimentais
(Figura 4). Porém a CAT do plasma dos animais que ingeriram o néctar enriquecido
com extrato da casca de manga foi semelhante (p>0,05) aos controles.

Segundo RIBEIRO et al. (2008), a casca de manga cont¢ém muitos
flavonodides e xantonas, como mangiferina, quercetina e kemferol, valores de 32 a
404x superiores aos encontrados para a polpa. Assim, pode ter ocorrido uma
superdosagem de antioxidantes aos animais do grupo que recebeu o néctar
enriquecido com o extrato da casca de manga, suficiente para inverter o efeito

antioxidante e promover a oxidagdo (VIHAKAS et al., 2014).
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Figura 4: A) Contribuicdo dos néctares de manga no consumo de fenolicos totais e
na capacidade antioxidante. B) Efeito do néctar de manga controle e néctar
enriquecido com extrato da casca de manga na capacidade antioxidante total do

plasma (CAT).

Médias da analise de fendlicos totais e antioxidantes seguidas por asterisco diferem entre si por ANOVA a 5% de
probabilidade.

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Médias da analise de CAT seguidas por asterisco diferem do controle negativo (AIN-93M) pelo teste de Dunnet a
5% de probabilidade.

AIN-93M: grupo controle negativo; HFD: grupo controle positivo, MHFD: grupo teste com néctar controle;

HMHFD: grupo teste com néctar enriquecido com extrato da casca de manga.

5.6 Histomorfometria e histopatologia

A determinacdo das medidas celulares sdo procedimentos fundamentais para
identificacdo de atrofia, hipertrofia e outras alteragdes celulares, com consequente
associacdo de patologias (SAMPEY et al., 2011; ANDRADE et al., 2013). Por
muitos anos tem sido apontado que a dieta hiperlipidica purificada ¢ adequada para
induzir obesidade em animais experimentais, refletindo a obesidade humana que
ocorre devido a alimentacgdo rica em gordura saturada e agtcares simples (YANG et
al.,2011; TEKELESELASSIE et al., 2013; TINKOV et al., 2015).

Nas quatro fotomicrografias seguintes ¢ possivel observar a hipertrofia das
células adiposas no grupo alimentado com a dieta hiperlipidica (HFD) em
comparagdo ao controle negativo (AIN-93M) e redugdo desse tamanho apds a

intervengdo com os néctares de manga (Figura 5).
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Figura 5: Fotomicrografias dos tecidos adiposos epididimais dos diferentes grupos

experimentais.

A: adipocito; N: niicleo do adipécito; M: membrana do adipdcito. Coloragdo HE. Barra de 100pm
A - AIN-93M: grupo controle negativo; B - HFD: grupo controle positivo; C - MHFD: grupo teste com néctar

controle; D - HMHFD: grupo teste com néctar enriquecido com extrato da casca de manga.

Os maiores valores de diametro, perimetro ¢ da area dos adipdcitos foram
encontrados no grupo HFD (p<0,05), confirmando a obesidade induzida pela dicta
hiperlipidica observada anteriormente (Tabela 6).

As medidas dos adipdcitos foram menores (p<0,05) apos o tratamento com o0s
néctares de manga, confirmando a efetividade protetora desses alimentos contra a
obesidade (Tabela 6). Assim como outras pesquisas, foi demonstrada nesse estudo a
capacidade dos compostos antioxidantes em controlar a obesidade e reduzir a
hipertrofia das principais células armazenadoras de lipidios (YANG et al., 2008; JU
etal.,2011; SHEN et al., 2012).
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Tabela 6: Medidas das células do tecido adiposo epididimal dos animais dos

diferentes grupos experimentais (um).

Grupos Diametro Perimetro Area
AIN-93M 67,2°+ 17 275°+ 40 44394 + 1370
HFD 83,5+ 19 331" £ 55 6133%" + 2249
MHFD 68,0° + 23 314 + 51 5296 + 1679
HMHFD 67,3°+ 23 315% £ 55 5042¢" £ 1716

Médias seguidas pela mesma letra na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de

probabilidade.

Médias seguidas por asterisco na mesma coluna diferem do controle negativo (AIN-93M) pelo teste de Dunnet a
5% de probabilidade.

AIN-93M: grupo controle negativo; HFD: grupo controle positivo, MHFD: grupo teste com néctar controle;

HMHFD: grupo teste com néctar enriquecido com extrato da casca de manga.

A seguir visualiza-se a presenga de gordura no citoplasma dos hepatocitos dos
grupos alimentados com a dieta hiperlipidica (Figura 6). Essa caracteristica evidencia
¢ esteatose hepatica provocada apods a indug@o da obesidade nos animais, sendo
condizente com os resultados encontrados por LI ef al. (2014).

Observa-se também que o tratamento com os néctares foi eficaz em reduzir a
concentracdo de gordura no citoplasma das células hepaticas e a agdo antioxidante

dos fitoquimicos presentes nessas bebidas foi eficaz em reparar esse quadro (Figura
6).
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Figura 6: Fotomicrografias dos figados dos diferentes grupos experimentais.

H: hepatécito; N: ntcleo do hepatécito; C: citoplasma do hepatocito; G: goticula de gordura; I: infiltrado
inflamatorio; VS: vaso sanguineo. Coloragdo HE. Barra de 50 pm.

A - AIN-93M: grupo controle negativo; B - HFD: grupo controle positivo; C - MHFD: grupo teste com néctar

controle; D - HMHFD: grupo teste com néctar enriquecido com extrato da casca de manga.

O grupo alimentado com a dieta HFD apresentou didmetro dos hepatdcitos
maior (p<0,05) em relagdo ao AIN-93M e semelhante ao grupo que ingeriu o néctar
controle, indicando hipertrofia celular resultante da ingestao da dieta hiperlipidica. Ja
no grupo que ingeriu o néctar enriquecido (HMHFD), o diametro dessas células foi
inferior (p<0,05) ao AIN-93M, demonstrando que o enriquecimento com o extrato de
casca de manga foi eficaz em reverter o estado obesogénico, reduzindo o volume
celular (Figura 7).

As medidas do didmetro do nucleo dos hepatocitos, confirmaram a hipertrofia
(p<0,05) causada pela dieta hiperlipidica no grupo HFD, ¢ a efetividade de ambos os

néctares em retornar ao padrao fisiologico (p<0,05) (Figura 7).
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Figura 7: Didmetro do citoplasma e do nucleo dos hepatdcitos dos animais dos

diferentes grupos experimentais (um).

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Médias seguidas por asterisco na mesma coluna diferem do controle negativo (AIN-93M) pelo teste de Dunnet a
5% de probabilidade.

AIN-93M: grupo controle negativo; HFD: grupo controle positivo, MHFD: grupo teste com néctar controle;

HMHFD: grupo teste com néctar enriquecido com extrato da casca de manga.

Assim como LI et al. (2014), foi encontrado aumento da adiposidade e da
inflamacdo nas células hepaticas (p<0,05), apontando novamente a eficacia da dieta
hiperlipidica na inducdo da obesidade (Tabela 7).

O néctar controle foi capaz de reduzir essa alteragdes no figado dos animais,
aumentando o percentual de células, reduzindo a gordura e o infiltrado inflamatdrio
(p<0,05) (Tabela 7). O néctar enriquecido também reduziu a gordura e a inflamagao
(p<0,05), porém apresentou percentual de hepatocitos semelhante (p>0,05) ao grupo
HFD. Sendo assim, a atividade antioxidante dos compostos bioativos dos néctares
foi eficiente no controle das alteracdes hepaticas provocadas pela dieta hiperlipidica

utilizada.
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Tabela 7: Niveis percentuais dos componentes estruturais do figado dos animais dos

diferentes grupos experimentais.

Estruturas AIN-93M HFD MHFD HMHFD
Citoplasma 10,8+ 1,3 8,7°+ 2,1 12,2°+2,7  84°+18
Nucleo LI®+£0,32 0,90°+026 1,3*+£0,20 1,0°+0,16
Gordura 1,5+ 0,51 33,6"+93  14,00+7,3 13,0°+9,0
Vasos sanguineos 17,5°+39 12,05 +4,1 142+22 204°+26
Infiltrado inflamatério 2,1°+ 0,63 3,1 +0,54  1,9°+0,58 1,7°+0,58
Tecido conjuntivo 67,0 + 4,8 41,7+ 6,4 564 +43 555" +56

Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Médias seguidas por asterisco na mesma linha diferem do controle negativo (AIN-93M) pelo teste de Dunnet a
5% de probabilidade.

AIN-93M: grupo controle negativo; HFD: grupo controle positivo, MHFD: grupo teste com néctar controle;

HMHFD: grupo teste com néctar enriquecido com extrato da casca de manga.
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6 CONCLUSOES

A polpa e os néctares controle e enriquecido com o extrato da casca de manga
apresentaram as caracteristicas de acidez titulavel, pH e solidos soluveis adequadas
ao estabelecido pela legislagdo brasileira. A composicdo quimica centesimal, a
concentracdo de fendlicos totais e a atividade antioxidante foram superiores para o
néctar enriquecido.

A ingestdo dos néctares de manga controle e enriquecido com extrato da
casca apresentou efeito anti-inflamatorio e anti-obesogénico, pois reduziu a citocina
pro-inflamatoria TNF-a, a hipertrofia dos adipdcitos, a esteatose e a inflamagao

hepética e, consequentemente, as medidas biométricas dos animais.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O efeito antioxidante foi observado pela acdo do néctar controle, enquanto o
néctar enriquecido apresentou efeito um pro-oxidante inesperado. Sugere-se que
novos testes sejam conduzidos em outros tecidos ou com a utilizagdo de menor
quantidade de casca no extrato, para manter a atividade antioxidante bioldgica

elevada.
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9 ANEXO 1

CERTIFICADO

A Cundssdio de Llics no Uso de Animais - CLUAULY certilica Jue
o procasso i 32013, dntimlado “Potescicd der ol casca g do réclar oe
manga Uba na modidaedo de estresse oxfdaiive e oo inflamardo em roios
com sindrome meiabolice™, coordenado pela professora Hercia Stampini
[hparte Marting, do Departamento de Mutrigio e Saide, esta de acords com
o Codigo de Fica Profissional do Médico Veterinario, com os Principios
[‘ticos na Fxperimentacfio Animal, adotades pela Sociedads Brasileira de
Cigncia em Animais de Laboratdrio (SBOAL)L & com a legislagio vigente,
tende sido aprovade por csta Comissie em 240652013, vom validade de 12
THESES.

CERTIFICATE

The Fthic Committee in Animal Tse/TIFV cerlily thul the process
number 342013, numed “Podentiald of leafl bark amd mange neciar Uba in
the modwlation of oxidative stresy and mflammation v rets with metabolic
syrdroms™ 15 Inapreenvent with the Medical Velerinary Professional Pthics
Caode, with the Ithical Principles for Animal Hesearch establishad by the
Hrazilian Seciety of Scienceinl ahoratory Animals (SBCALY and with
acial Brazilian legislation, This Institutional Commission on June 24, 2003
approved this process. ‘This certificate expire in 12 months.

' Pl =
Prof.

N

]

Claudio César Fonsces
Coordenador
Comissiio de Elica no Uso de Animais - CEUAS UFY
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10 MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela S1: Medidas biométricas e de consumo alimentar dos animais experimentais

anterior ao tratamento com os néctares, apds a inducdo de obesidade, durante 7

semanas.
Medidas Grupos
AIN-93M HFD

Peso (g) 370+ 21,6 406" + 30
Ganho de peso (g) 68 £12,1 101"+ 33
Consumo alimentar (g) 143"+ 8,3 120+ 9,4
CEA (g) 0,07 + 0,01 0,12" + 0,04
CEE (kcal g") 10,3" + 0,57 9,5+ 0,40
PA (cm) 17+ 0,82 18+ 1,1
IMC (g cm™) 0,66 + 0,09 0,68 + 0,04

Médias seguidas por asterisco na mesma linha diferem entre si por ANOVA a 5% de probabilidade.

AIN-93M: grupo controle negativo; HFD: grupo controle positivo; CEA: coeficiente de eficiéncia alimentar;

CEE: coeficiente de eficiéncia energética; PA: perimetro abdominal; IMC: indice de massa corpérea.
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