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RESUMO

ARBEX, Priscila Marques, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2015.
Potencial da farinha extrusada de sorgo (Sorghum bicolor |.) para modular a
adiposidade, o estresse oxidativo e a inflamag&o em ratos obesos alimentados com
dieta hiperlipidica. Orientadora: Hércia Stampini Duarte Martino. Coorientadores:
Laércio dos Anjos Benjamin, Maria Eliza de Castro Moreira e Valéria Aparecida Vieira
Queiroz.

Os compostos isolados do sorgo (Sorghum bicolor L.) tem demonstrado atividade

antioxidante e anti-inflamatoria. Sdo escassos o0s estudos utilizando o sorgo integral na
protecdo ao estresse oxidativo e a inflamagdo em animais obesos consumindo dieta
hiperlipidica. O objetivo do estudo foi investigar o potencial da farinha extrusada de
sorgo (FES) na modulacdo do estresse oxidativo, da inflamacdo e da adiposidade em
ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica. Foram utilizados 32 ratos machos da
linhagem Wistar, a partir da fase adulta receberam dieta hiperlipidica (HFD) para
inducdo da obesidade (24 animais) e oito animais receberam dieta AIN93-M por sete
semanas. A seguir, 0s animais alimentados com HFD foram distribuidos em trés grupos:
HFD (dieta hiperlipidica), HFDS50 (dieta hiperlipidica com substituicdo de 50% da
celulose e 100% do amido de milho por farinha extrusada de sorgo) e HFDS100 (dieta
hiperlipidica com substituicdo de 100% da celulose e 100% do amido de milho por
farinha extrusada de sorgo) e manteve-se o grupo controle negativo (AIN-93M) por oito
semanas. Com sete semanas foi realizado o teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)
apos os animais receberem solugdo de glicose e a glicemia foi medida nos tempos 30,
60, 90 e 120 minutos. No final do experimento, foram obtidas medidas biométricas e
calculados os indices de adiposidade e hepatossomatico. O perfil de lipidios e
aminotransferases: alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase (ALT/AST)
foram determinados no soro. As citocinas pré e anti-inflamatorias (TNFa e IL-10),
assim como capacidade antioxidante total (CAT) foram analisados no plasma. Foi
realizada a expressao génica de acido graxo sintase (FAS), de lipoproteina lipase (LPL)
e receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomas (PPAR-y) no tecido adiposo
epididimal e a a histomorfometria do tecido adiposo epididimal e do figado. O consumo
energético foi semelhante entre os grupos experimentais, em fungdo da menor densidade

calérica da dieta AIN-93M. O grupo HFDS100 reduziu (p<0,05) o peso do tecido

viii



adiposo epididimal em relacdo ao HFD e o percentual de adiposidade, tecido adiposo
total e indice hepatossomaético tornaram-se semelhantes ao controle negativo apos o
tratamento com FES (HFDS50 e HFDS100), sem diferir do HFD (p>0,05). A
concentracdo plasmatica de colesterol total, creatinina, triacilglicerideos e AST
plasmaticos foram semelhantes (p>0,05) entre 0s grupos experimentais. Os grupos
HFDS50 e HFDS100 reduziram (p<0,05) a glicemia de jejum em relacdo ao HFD. No
TTOG o grupo HFDS100, foi mais eficiente em reduzir a glicemia aos 60 minutos.
Houve uma tendéncia na reducdo do HDL-c no grupo HFD (p=0,09), no entanto o
grupo HFDS100 reverteu este efeito aumentando (p<0,05) a concentracdo de HDL-c.
Os grupos HFDS50 e HFDS100 reduziram (p<0,05) as concentragdes de &cido Urico e
ALT em relagdo ao grupo HFD. A CAT aumentou (p<0,05) nos grupos HFDS50 e
HFDS100 em relacdo ao HFD. Os grupos HFDS50 e HFDS100 apresentaram menor
concentracdo de TNF-o e maior concentragdo de IL-10 quando comparadas com o
grupo HFD (p<0,05). A expressdo génica de PPAR-y nédo alterou (p>0,05) nos grupos
tratados com sorgo HFDS50 e HFDS100 em relagdo ao HFD. Os grupos HFDS50 e
HFDS100 reduziram a expressdo génica de FAS e o grupo HFDS100 aumentou a
expressao génica de LPL em relacdo ao grupo HFD. No tecido adiposo epididimal o
grupo HFDS100 reduziu o didametro do adipdcito e aumentou o percentual do seu
citoplasma em relacdo ao HFD. No figado, os grupos HFDS50 e HFDS100 aumentaram
(p<0,05) o percentual de vasos sanguineos e reduziram (p<0,05) o percentual de
gorduras em relacdo ao grupo HFD. Pode-se concluir-se que, a ingestdo de FES em
substituicdo total e parcial da fonte de fibra e total de amido de milho por ratos obesos
alimentados com dieta hiperlipidica reduziu a resposta inflamatdria, reestabeleceu a
capacidade antioxidante total do plasma, reduziu a glicemia de jejum e a adiposidade

dos tecidos hepatico e adiposo epididimal.



ABSTRACT

ARBEX, Priscila Marques, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2015.
Potential extruded flour of sorghum (Sorghum bicolor I.) to modulate oxidative
stress, inflammation and adiposity in obese mice fed a high fat diet. Adviser: Hércia
Stampini Duarte Martino Co-Advisers: Laércio dos Anjos Benjamin, Maria Eliza de
Castro Moreira and Valéria Aparecida Vieira Queiroz.

The isolated compounds sorghum (Sorghum bicolor L.) has demonstrated antioxidant

activity and anti-inflammatory. There are few studies using whole sorghum protection
to oxidative stress and inflammation in obese animals fed high fat diet. The aim of the
study was to investigate the potential of sorghum flour extruded (FES) in the
modulation of oxidative stress, inflammation and adiposity in obese mice fed high fat
diet. 32 Wistar rats were used, from adulthood received high fat diet (HFD) for
induction of obesity (24 animals) and 8 animal AIN93M diet for 49 days. Next, the
animals fed HFD were divided into three groups: HFD (high fat diet), HFDS50 (fat diet
with replacement of 50% of pulp and 100% corn starch by extruded flour from
sorghum) and HFDS100 (fat diet with substitution of 100% and 100% of cellulose corn
starch by extruded sorghum meal), and remained negative control group (AIN-93M) for
8 weeks. At 7 weeks was carried out oral glucose tolerance test (OGTT) after the
animals receiving glucose solution and blood glucose was measured at 30, 60, 90 and
120 minutes. Biometric measurements and calculated indexes of adiposity and
hepatosomatic were obtained. The profile of lipids and aminotransferases: alanine
aminotransferase and aspartate aminotransferase (ALT / AST) were determined in
serum. Proinflammatory cytokines and anti-inflammatory (IL-10 and TNF), as well as
total antioxidant capacity (TAC) were analyzed in plasma. Fatty acid synthase (FAS)
gene expression, lipoprotein lipase (LPL) and gamma receptor peroxisome proliferator-
activated (PPAR-y) in epididymal adipose tissue was performed. They were performed
histology and histomorphometry epididymal adipose tissue and liver. The energy
consumption was similar among groups, due to the lower caloric density of the AIN-
93M diet. The HFDS100 group decreased (p <0.05) the weight of the epididymal

adipose tissue compared to HFD and percentage body fat, full fat hepatosomatic index



and became similar to the negative control after treatment with FES (HFDS50 and
HFDS100) without differ from HFD (p> 0.05). Plasma concentrations of total
cholesterol, creatinine, triglycerides and plasma AST were similar (p> 0.05) between
the experimental groups. The HFDS50 and HFDS100 groups reduced (p <0.05) fasting
plasma glucose compared to HFD. In the OGTT HFDS100 group, it was more effective
in reducing blood glucose after 60 minutes. There was a trend in the reduction of HDL-
C in the HFD group (p = 0.09), however HFDS100 group reversed this effect by
increasing the concentration of HDL-c. The HFDS50 and HFDS100 reduced groups (p
<0.05) uric acid concentrations and ALT compared to the HFD group. CAT increased
(p <0.05) in the groups HFDS50 and HFDS100 compared to HFD. The groups HFDS50
HFDS100 and had lower concentration of TNF-a and increased IL-10 concentration
compared to the HFD group (p <0.05). Gene expression of PPAR-y did not change (p>
0.05) in the groups treated with sorghum HFDS50 and HFDS100 compared to HFD.
Groups HFDS50 and HFDS100 reduced gene expression of FAS and the HFDS100
group increased the gene expression of LPL compared to the HFD group. In the
epididymal adipose tissue HFDS100 group reduced diameter and increased the
percentage of adipocyte d their cytoplasm compared to HFD. In the liver, and HFDS50
HFDS100 groups increased (p <0.05) the percentage of blood vessels and reduced (p
<0.05) the percentage of fat in relation to the HFD group. One can conclude that, FES
intake in total substitution and partial fiber source and total obese rats cornstarch fed
with high-fat diet reduced the inflammatory response reestablished total plasma
antioxidant capacity, reduced blood glucose fasting and adiposity of the liver and
epididymal fat tissues.
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1. INTRODUCAO

Historicamente a obesidade era considerada problema apenas em paises
desenvolvidos. No entanto, o sobrepeso e a obesidade estdo em crescimento em paises
em desenvolvimento e subdesenvolvidos. Em 2008 mais de meio bilh&o de adultos no
mundo estavam obesos (WHO, 2014b) e a projecdo é que este nimero aumente para
1,12 bilhdes em 2030 (WHO, 2014a)

A obesidade é caracterizada pelo excesso de massa adiposa, que se acumula em
consequéncia do desequilibrio entre a ingestdo e o gasto energético, além da
contribuicdo de fatores ambientais e genéticos (ROSS e DESAI, 2013). As doencas
crénicas ndo transmissiveis desencadeadas pela obesidade ocorrem em funcdo do
estresse oxidativo e da inflamagdo (DEVALARAJA et al., 2011). A instalacdo do
estresse oxidativo ocorre por meio de um desequilibrio entre os fatores pré-oxidantes e
antioxidantes, em favor dos primeiros. O sistema de defesa antioxidante tem o objetivo
de manter o processo oxidativo dentro dos limites fisiologicos e passiveis de
regulagdo, impedindo que os danos oxidativos se amplifiquem, culminando em danos
sistémicos irrepardveis. Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem,
sobretudo, nas mitocondrias, membranas celulares e no citoplasma (BARBOSA et al.,
2010). A inflamacdo é cada vez mais conhecida como um processo chave de doencas
metabolicas subjacentes em individuos obesos. Nesses individuos ha acimulo de
macréfagos M1, que caracteriza o estado pro-inflamatério, que liga a obesidade a
inflamacdo sistémica cronica (SHOELSON e GOLDFINE, 2009).

Os niveis aumentados de TNF-a na obesidade induzem a producdo de
adipocinas aterogénicas, como PAI-1 (inibidor do ativador de plasminogénio 1) e IL-6
(interleucina 6), e a inibicdo de adipocinas anti-inflamatérias, como a adiponectina
(AHN et al., 2007) e a IL-10 (interleucina 10) (STRACZKOWSKI et al., 2005). O
estado pro-inflamatdrio exacerbado leva a resisténcia a insulina, com consequente
desenvolvimento de diabetes tipo 2, bem como doencas cardiovasculares (AHIMA,
2011; CHUNG et al., 2011).

O aumento da massa adiposa ocorrido na obesidade é determinado pelo
aumento do tamanho do adipécito (hipertrofia) e do seu numero (hiperplasia). As
modifica¢fes no tamanho (didmetro e volume) de adipdcitos maduros ocorrem via

processos de lipogénese e lipolise. Ja as modificagdes no numero de adipécitos



dependem da diferenciacdo dos pré-adipocitos em adipocitos, processo denominado
adipogénese (QUEIROZ et al., 2012). O receptor gama ativado por proliferadores de
peroxissomas (PPARY) ¢ um dos reguladores centrais da adipogénese, além de ativar a
transcricdo de genes envolvidos na sinalizacdo da insulina, na absorcdo de glicose, na
absorcéo e no estoque de acidos graxos (BROWN et al., 2003). Assim, 0 PPAR-y
coordena a expressdo de genes adipogénicos especificos como o FAS (&cido graxo
sintase) e a LPL (lipoproteina lipase). O FAS é responsavel pela sintese e acimulo de
triacilglicerideos durante a diferenciacdo dos adipdcitos. A LPL é o regulador mais
importante para a deposicdo dos triacilglicerideos, que os hidrolisa as lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL) e quilomicrons, liberando os acidos graxos que sdo
captados pelo adipdcito (AHN et al., 2007).

Pesquisas indicam que a utilizacdo de fontes de antioxidantes naturais e a
adocdo de uma alimentacdo saudavel sdo as melhores opg¢des para reduzir a incidéncia
de obesidade e suas comorbidades (BARBALHO et al., 201la; 2011b;
DEVALARAJA et al., 2011). Nesse contexto, o sorgo (Sorghum bicolor L.) vem se

destacando com potencial para prevencdo e modulacdo de doencas crbnicas nao
transmissiveis em funcdo do seu contetdo em fibra alimentar, lipidios, compostos
fendlicos, taninos condensados e flavondides, como as antocianidinas, flavonas e
flavononas (MORAES et al., 2012; CARDOSO et al., 2015). O conteudo destes
compostos pode variar em funcdo do processamento do sorgo, como a extrusao, a
secagem em forno, estufa e microondas (DICKO et al., 2006; AFIFY et al., 2012;
JOOD KHETARPAUL eGOYAL, 2012; CARDOSO et al., 2015).

Os compostos isolados do sorgo tém sido investigados em estudos in vitro
(células) (AWIKA et al., 2009; DEVI et al., 2011) e in vivo (animais) (MORAES et
al.,, 2012; MURIU et al., 2002; CHUNG et al., 2011), demonstrando atividade
antioxidante e anti-inflamatdria. Sdo poucos os estudos que investigaram o efeito do
sorgo integral na prote¢do ao estresse oxidativo e a inflamacdo em animais recebendo
dieta hiperlipidica (MORAES et al., 2012). Até o momento, ndo foram publicados
estudos relacionando animais obesos com a ingestdo de FES. Assim, a hip6tese do
trabalho baseia-se na premissa de que a farinha extrusada de sorgo ao ser acrescida em
uma dieta hiperlipidica em ratos Wistar obesos exercera acdo modulatoria sobre a
defesa antioxidante, a inflamag&o subclinica e a lipogénese.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar potencial da farinha extrusada de sorgo (Sorghum bicolor L.) para

modular a adiposidade, o estresse oxidativo e a inflamacdo em ratos obesos

alimentados com dieta hiperlipidica.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar o efeito da FES na modulacdo dos marcadores
biométricos, bioquimicos e do estresse oxidativo;

o Investigar o efeito da FES sobre a concentracdo de citocinas pro
e anti-inflamatdérias no plasma e a expressdo de genes
envolvidos no metabolismo de lipidios no tecido adiposo
epididimal,

o Avaliar o efeito da FES sobre a histomorfometria e a histologia

do tecido adiposo epididimal e hepatico.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Obesidade, biologia do tecido adiposo, inflamacéao e estresse oxidativo

Atualmente, observa-se um aumento mundial progressivo na prevaléncia da
obesidade e de suas complicacBes (SAMPEY et al., 2012). As alteracbes metabolicas
identificadas nesta condicdo clinica tém sido consideradas um importante achado para
o desenvolvimento de novas opcdes de tratamento destas doencas, principalmente no
sentido de modular a resposta inflamatdria e o estresse oxidativo.

Estratégias primarias para tratamento da obesidade sdo a reducdo da ingestdo
energética, 0 aumento da atividade fisica e a alteracdo do estilo de vida a longo prazo.
Sabe-se que mecanismos inflamatorios e de estresse oxidativo podem interferir na
evolucdo de uma resposta positiva ao tratamento da obesidade, além de aumentar o
risco metabdlico, favorecendo a instalagdo de outras comorbidades. Assim, a busca de
estratégias efetivas para o controle da obesidade continua sendo o foco de muitas
pesquisas e o interesse dos profissionais de salde e da populacdo em geral
(SPERETTA et al., 2014)

O tecido adiposo (TA) € um tipo especial de tecido conjuntivo que é composto
por diferentes tipos celulares, como adipdcitos (especializadas no armazenamento de
lipidios na forma de triacilglicerideos em seu citoplasma), células endoteliais,
macrofagos, células do estroma vascular, fibroblastos, pré-adipdcitos (células
indiferenciadas), entre outras.

O TA é classificado em dois subtipos: o tecido adiposo branco (TAB) ou tecido
adiposo unilocular, predominante em individuos adultos e serve como deposito para o
excesso de energia; e o tecido adiposo marrom (TAM) ou tecido adiposo multilocular,
que apresenta como funcdo a geracdo de calor por meio do desacoplamento
mitocondrial da oxidagdo lipidica. O TAM ¢é encontrado exclusivamente em
mamiferos recém-nascidos, fetos e adultos hibernantes ou ndo. O adipdcito do TAM
atinge diametro aproximado de 60um e é frequentemente menor que o adipdcito do
TAB que apresenta didmetro médio de 90-100um (AU-YONG et al., 2009).

O adipdcito maduro presente no TAB apresenta a capacidade de armazenar 0s

TG (triacilglicerideos) em uma grande e Unica gota lipidica, que ocupa,

4



aproximadamente, 90% do citoplasma, e restringe o nucleo a uma fina camada do
citoplasma na periferia celular. Estas células possuem todas as enzimas e proteinas que
sd80 necessérias tanto para produzir os &cidos graxos (lipogénese) quanto para
armazenar o TG em periodos de alta oferta energética e, ou mobiliza-los para a lipdlise
qguando ha uma deficiéncia de caloria (AU-YONG et al., 2009).

A lipogénese é regulada pelos sistemas neural e hormonal e, especificamente o
sistema nervoso autbnomo (SNA), controla diretamente o tecido adiposo branco por
meio de suas inervacdes simpatica e parassimpatica. Enquanto o componente
simpatico do SNA encontra-se relacionado com as funcdes catabdlicas, como por
exemplo, a lipdlise que é mediada pelos R-adrenoreceptores, o componente
parassimpético esta envolvido com a execucdo das fungbes anabdlicas, tais como a
captacdo de acidos graxos e glicose estimuladas pela insulina. Aproximadamente 60-
85% do peso do TAB € constituido por lipidios, dentre os quais os triacilglicerideos
constituem a maior fragdo (90-99%) (PENICAUD et al., 2000; ROMIJN e FLIERS,
2005).

A obesidade é caracterizada pelo excesso de massa adiposa, que se acumula em
consequéncia do desequilibrio entre a ingestdo e o0 gasto energético, aléem da
contribuicdo de fatores ambientais e genéticos (ROSS e DESAI, 2014). O aumento da
massa adiposa na obesidade ocorre devido a hipertrofia e/ou hiperplasia dos
adipdcitos. A hiperplasia resulta na proliferacdo e subsequente diferenciacdo de pré-
adipdcitos, enquanto a hipertrofia € consequéncia do aumento no contetdo de lipidios
estocados e causa reducdo do fluxo sanguineo, que resulta em hipdxia tecidual, morte
celular e alteracdo na populacdo de células imunes. No tecido adiposo normal, ha
predominancia de macréfagos M2, caracterizados pela producdo de citocinas anti-
inflamatdrias. No entanto, com a expansao dos adipdcitos ocorre maior infiltracdo de
macréfagos no tecido, com predominancia de macréfagos ativados M1, e uma
alteracdo no padrao de secre¢do de adipocinas, para um perfil pro-inflamatorio.

No entanto, a hipertrofia dos adip6citos ndo é um processo ilimitado,
eventualmente a célula atinge um tamanho méaximo pois a sua capacidade de
armazenamento de TG € alcancada, e consequentemente, tais adipdcitos tornam-se
lipoliticos. Este processo, resulta em aumento da concentragédo de acidos graxos livres
na corrente sanguinea, 0s quais podem alterar a funcdo de outros tecidos em um
processo conhecido como lipotoxicidade (DEFRONZO, 2004)



O acumulo de tecido adiposo visceral ¢ o principal fator de risco para o
desenvolvimento de componentes da sindrome metabdlica como dislipidemia com
perfil aterogénico (hipertrigliceridemia e redugdo de HDL-c), intolerancia a glicose,
resisténcia a insulina, hipertensdo e doencas cardiovasculares. Obesos frequentemente
exibem estados pro-trombotico e pré-inflamatorio exacerbados, o0 que contribui muito
para a piora nos quadros de resisténcia a insulina e desenvolvimento de diabetes tipo
2, bem como para doencas cardiovasculares (AHIMA, 2011; CHUNG et al., 2011).

O desenvolvimento destas co-morbidades associadas a obesidade se deve ao
fato de que o TAB € um importante 6rgdo enddcrino e alteracbes em hormonios
derivados de adipocitos estdo associadas a doencas. Entre as principais substancias
secretadas por adipdcitos (adipocinas), encontram-se a leptina e a adiponectina, as
quais exercem os mais variados efeitos bioldgicos (AHIMA e LAZAR, 2008).

O TNFo (fator de necrose tumoral o) esta cronicamente elevado no tecido
adiposo de obesos. Os niveis aumentados de TNF-a estdo implicados na indugdo da
adipocinas aterogénicas, como PAI-1 e IL-6, e na inibicho de adipocinas
antiaterogénicas, como a adiponectina (AHN et al., 2007). Entretanto, a IL-10
(interleucina 10) é uma citocina com potente propriedade anti-inflamatoria, que esta
positivamente associada a sensibilidade a insulina e com outras varidveis intimamente
ligadas, como o jejum, e a insulina poés-carga glicémica, o HDL-c e os
triacilglicerideos (STRACZKOWSKI et al., 2005). A IL-10 tem propriedades anti-
inflamatdrias multifacetadas, incluindo a inibicdo da atividade de macréfagos e células
T, além de apresentar um efeito protetor contra aterogénese. Foi demonstrado
claramente na literatura que a adiponectina (adipocina anti-inflamatéria), induz a
expressao de IL-10 em macrofagos humanos. Aparentemente, parte dos efeitos anti-
aterogénicos da adiponectina sdao mediados pela IL-10 (ARSLAN et al., 2010).

Recentemente, Arslan e colaboradores (2010) demonstraram que a IL-10 pode
exercer importante acdo anti-inflamatoria no sistema nervoso central. Os achados
destes autores sugerem que a infusdo de IL-10 diretamente no hipotalamo inibe a acdo
inflamatdria do IKKB/NF-kB nessa regido do cérebro de ratos obesos, aumentando a
sensibilidade a acdo da leptina e da insulina nos neurénios dessa regido, culminando
em diminuigdo da ingestdo calorica e melhora no controle do balango energético.

A inflamacdo pode ser definida como o conjunto de alteracdes bioquimicas,
fisiolégicas e imunoldgicas em resposta a estimulos agressivos ao organismo. Na
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resposta de fase aguda, que ocorre logo ap6s a agressdo, ha aumento do fluxo
sanguineo e da permeabilidade vascular, com recrutamento de leucécitos no foco da
lesdo e liberagdo de mediadores inflamatdrios. A transicdo para a fase cronica é
caracterizada pelo desenvolvimento da resposta humoral especifica e da resposta
imune celular. Embora possa suceder a inflamacdo aguda, a inflamacéo cronica, com
frequéncia, comeca de maneira insidiosa, como resposta de baixo grau, latente e,
muitas vezes, assintomatica (KHOVIDHUNKIT et al., 2004; KUMAR et al., 2004). A
obesidade é uma das doencas em que ocorre inflamacdo generalizada, devido ao
desequilibrio das vias de sinalizacdo celular, a resisténcia insulinica, a expressdo e
ativacdo de moléculas indesejaveis, entre outros (SEYMOUR et al., 2009; YANG et
al., 2011; SAMPEY et al., 2012).

Tanto na resposta de fase aguda quanto na de fase cronica, mediadores
inflamatdrios agem de maneira local ou sistémica, ativando outras células envolvidas
com o processo inflamatério (células endoteliais, fibroblastos e celulas do sistema
fagocitico mononuclear), ampliando, assim, a resposta inicial ao agente lesivo. Pode
ser verificada alteracbes no metabolismo de lipidios, como: aumento dos niveis de
triacilglicerideos e da secrecdo de VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade) e
supressao da oxidacdo de acidos graxos (SEYMOUR et al., 2009; YANG et al., 2011;
SAMPEY et al., 2012).

Embora ndo existam critérios diagnésticos especificos, sabe-se que o estado de
inflamacéo crénica subclinica provoca lesdo tissular incipiente por meio da ativacédo a
longo prazo do sistema imune inato, podendo causar posterior manifestacdo de
doencas crénicas ndo transmissiveis, como as cardiovasculares, o diabetes mellitus, a
obesidade, o cancer, entre outras. O mecanismo pelo qual estes mediadores pro-
inflamatdrios levam a manifestacdo dessas doencas parece envolver a atenuacdo da
atividade insulinica, mobilizacdo de gorduras, disfuncdo endotelial e estresse oxidativo
(LAHOZA et al., 2007).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo aumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio e da reducdo das enzimas antioxidantes como a superoxido
dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (GSH). O acumulo de radicais
livres de oxigénio ou nitrogénio, estimulam reacGes prejudiciais e causam graves
danos as celulas. Esses danos desencadeiam uma série de alteracdes metabolicas que
levam a dislipidemia, resisténcia insulinica e doengas cardiovasculares, reduzindo a

7



qualidade de vida dos individuos (FURUKAWA et al.,, 2004). A alimentacdo
inadequada é ferramenta importante no aumento da formac&o de radicais livres. Sendo
assim, alimentos ricos em compostos bioativos com capacidade antioxidante que
atuam, impedindo, interceptando e reparando lesbes causadas por radicais livres, pode
ser a solucdo mais simples e recomendada para reduzir ou minimizar os riscos de
doencas cronicas nao transmissiveis (CERQUEIRA, MEDEIROS e AUGUSTO,
2007).

3.2 Biologia do tecido hepatico

O figado é constituido principalmente de células hepaticas. Em cortes
histologicamente preparados, pode-se observar unidades estruturais chamadas I6bulos
hepéticos. Os hepatdcitos estdo dispostos ao redor dos lébulos hepéticos, formando
placas celulares que possuem capilares chamados de sinuséides. As células endoteliais
desses capilares estdo separadas dos hepatocitos apenas por uma lamina basal.
Portanto, o sangue passa pelos capilares, e 0s seus metabolitos atravessam
rapidamente as células endoteliais, chegando aos hepatdcitos. Esta troca metabodlica
rapida € importante ndo somente para a absorcdo de nutrientes provenientes da dieta,
mas também para a secrecdo de metabdlitos sintetizados nos hepatdcitos
(TAKAMURA et al., 2012).

Os capilares sinusdides possuem macrofagos encontrados na sua luz,
denominadas células de Kupfer. Essas células atuam metabolizando hemacias velhas,
digerindo a hemoglobinas, secretando imunosubstancias e destruindo possiveis
bactérias que tenham penetrado pelo sistema porta (HOI et al., 2009).

A esteatose hepatica é uma alteracdo morfofisioldgica dos hepatdcitos que
ocorre em consequéncia de desordens metabdlicas. O hepatécito normalmente
sintetiza lipideos e os exporta para o tecido adiposo. Em condi¢Ges normais de boa
alimentacdo e metabolismo, ndo ha acumulo de triacilglicerideos no hepatocito
(PAREKH e ANANIA, 2007; HOI et al., 2009). Embora de origem multifatorial, a
resisténcia insulinica é considerada o principal fator na etiopatogénese da doenga
hepética gordurosa, pois desencadeia uma série de eventos que culminam no acumulo
de triacilglicerideos nos hepatécitos. O aumento da disponibilidade de acidos graxos

ocorre devido a um maior influxo e captagdo hepatica de &cidos graxos livres



provenientes da lipolise e liberacdo pelo tecido adiposo, juntamente com 0 aumento
das vias de sintese de novos &cidos graxos no figado. Tais alteracbes podem ser
associadas a diminui¢do na producdo e, ou secrecdo de lipoproteinas de densidade
muito baixa (VLDL) e, em conjunto, contribuem para o desenvolvimento da esteatose
(PAREKH e ANANIA, 2007).

3.3 0 sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor L.) é o quinto cereal mais importante no mundo em

termos de producgdo, se coloca atrds somente do trigo, arroz, milho e cevada
(FAOSTAT, 2011).. Em paises da Africa, Asia e América Central, ele é utilizado na
alimentacdo humana e pode suprir até 70% das calorias ingeridas por 300 milhdes de
individuos de baixa renda (SOUZA et al., 2005; TAYLOR SCHOBER, e BEAN,
2006; AFIFY et al., 2011). Em paises ocidentais como o Brasil e Estados Unidos, o
sorgo é desenvolvido e cultivado essencialmente para alimentacdo animal (FAOSTAT,
2011). No entanto, o sorgo na alimentacdo humana dos Estados Unidos e de outros
paises do ocidente, incluindo o Brasil, vem aumentando devido a demanda por
produtos sem glaten, pelas vantagens agrondmicas (baixo custo de producéo,
resisténcia a seca e alta produtividade) e por resultados de pesquisas demonstrando 0s
beneficios do sorgo na alimentacdo humana (KHAN et al., 2015; BARROS et al.,
2015). Os carboidratos correspondem ao principal macronutriente do sorgo,
constituindo aproximadamente, 74,6% do cereal (USDA, 2015). O carboidrato deste
cereal esta presente, principalmente, na forma de amido, que corresponde ao
polissacarideo de reserva das plantas. Os lipidios correspondem a cerca de 3% do
cereal (USDA, 2015). A maioria dos cultivares apresenta maior conteldo de &cidos
graxos poliinsaturados do que monoinsaturados. As concentragdes dos principais
acidos graxos variaram de 31,1 a 48,9% para o &cido oléico; 0,4 a 0,6% de
palmitoléico; 27,6 a 50,7% de linoléico; 1,7 a 3,9% de linolénico; 1,0 a 2,6% de
estedrico e 11,7 a 20,2% de palmitico (USDA, 2015).

O sorgo contém proteinas ndo fornecedoras de gluten, que correspondem a
aproximadamente 11,3% (USDA, 2015). Entretanto, as proteinas do sorgo sao
deficientes em arginina, lisina, glicina, tirosina e metionina. Este desequilibrio de

aminoacidos pode ocasionar efeitos negativos no aproveitamento da proteina. O grao



de sorgo também pode ser considerado uma boa fonte de vitaminas do complexo B,
como por exemplo, tiamina, riboflavina e piridoxina, e das vitaminas lipossollveis A,
D, E e K. O cereal é fonte de minerais como fésforo, potassio e zinco (DICKO et al.,
2006).

O sorgo e considerado excelente fonte de compostos fendlicos, como as 3-
deoxiantocianidinas, e os taninos, além de fibras alimentares. Estes compostos tém
desempenhado efeito modulador nas DCNT (CARDOSO et al., 2015). Embora a
concentracdo de compostos fenolicos do sorgo seja determinada por fatores genéticos,
métodos de processamento da matéria-prima podem alterar essas concentracoes.
Estudos sdo controversos sobre o efeito do tratamento térmico na concentracdo de
fendlicos nas matérias-primas. Hamama e Nawar (1991) relataram a destruicdo de
fenolicos antioxidantes em altas temperaturas. Contrariamente, 0 aumento da
concentracdo destes compostos foi relatado com a exposicdo da matéria-prima ao
tratamento térmico (DEWANTO, WU e LIU, 2002).

O perfil de compostos fenolicos em sorgo é determinado de acordo com 0s
fatores genéticos que regulam a cor e a espessura do seu pericarpo, presenca de testa
pigmentada, e da cor secundaria da planta (AWIKA et al., 2005;DYKES et al., 2009;
TALEON et al., 2012). O efeito do processamento térmico sobre 0s compostos
fendlicos pode variar de acordo com o genotipo, principalmente devido a diferencas
nos perfis de flavondides. Flavonas e flavanonas de sorgo parecem ser mais sensiveis
ao cozimento e extrusdo por calor seco em forno convencional em relacdo as 3-
deoxiantocianidinas e as proantocianidinas. Mesmo que a degradacgdo térmica possa ter
influenciado na degradacdo dos compostos fendlicos, parte das alteracbes no contetdo
fenolico pode ser atribuido a reducdo extratibilidade ap6s o processamento
(CARDOQOSO et al., 2015). De acordo com Cardoso et al. (2015) dependendo do perfil
fendlico de sorgo, as técnicas de processamento podem ser empregadas para

minimizar as perdas de compostos bioativos.

3.4 Impactos do sorgo na salde humana

O sorgo possui compostos bioativos que podem contribuir para a salde
humana. Os resultados de estudos in vitro e em animais demonstram que extratos e

fragbes de sorgo rico em compostos bioativos (antocianidinas, taninos e compostos
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fenolicos) modulam varidveis relacionadas a obesidade (MURIU et al., 2002),
dislipidemias e doencas cardiovasculares (CHUNG et al., 2011), diabetes (CHUNG, et
al., 2011), cancer de mama, de célon e de es6fago (AWIKA et al., 2009). No entanto,
apesar do elevado potencial desse cereal, existem poucos estudos avaliando os efeitos
do consumo de sorgo integral na satide humana (AWIKA et al., 2009).

Os principais fendlicos encontrados normalmente em cultivares de sorgo
compreendem os derivados do acido hidrobenzoéico e do &cido hidrocindmico, e 0s
flavonoides, as antocianinas e os taninos (AWIKA e ROONEY, 2004a). Além de
auxiliarem as plantas na defesa contra pestes e fitopatdgenos estes compostos também
apresentam elevada atividade antioxidante in vitro e podem contribuir
significantemente com beneficios a salde associado ao consumo do grdo integral
(KAMATH, CHANDRASHEKAR e RAJINI, 2004).

As antocianidinas sdo flavondides solGveis em agua e possuem significativa
capacidade antioxidante, anti-inflamatdria e anti-carcinogénica (AWIKA e ROONEY
2004a). As antocianidinas do sorgo sdo as raras 3-deoxiantocianidinas (3-DXAS) e
correspondem até 79% dos flavondides de cultivares especificas de sorgo (DYKES e
ROONEY, 2006; TALEON et al.,, 2012). A luteolinidina e apigeninidina sdo as
principais 3-deoxiantocianidinas do sorgo (AWIKA et al., 2004b).

O potencial das antocianidinas do sorgo no controle das doencas cronicas nao
transmissiveis vem sendo investigado. Essas antocianidinas sdo mais citoxicas as
células cancerigenas quando comparadas com as de frutas e hortalicas (AWIKA et al.,
2009). As 3-deoxiantocianidinas aumentam a atividade de enzimas de fase I, elevando
a atividade da NADH quinona oxiredutase (NQO), as quais sdo facilitadoras da
eliminacdo de carcindgenos enddgenos (AWIKA et al., 2009; YANG et al., 2009;
SHIH et al., 2006).

As antocianidinas também contribuem de forma significativa para a atividade
antioxidante apresentada pelos cultivares de sorgo. Um estudo com cultivares de
pericarpo negro de sorgo evidenciaram uma elevada concentracdo de antocianidinas,
sendo que cerca de 50% destes compostos correspondiam a luteolinidinas e
apigeninidinas. Observou-se, também, que os farelos deste cultivares apresentaram
alta atividade antioxidante, que variaram de 52 a 400 umol TE/g comparada a outros
cereais, podendo oferecer beneficios a sadde humana quando incorporados aos
alimentos (AWIKA, ROONEY e WANISKA, 2004a).
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O sorgo apresenta a maior concentracdo de taninos condensados entre 0s
cereais, chamados proantocianidinas (SERNA-SALDIVAR e ROONEY, 1995). Os
taninos do sorgo variam de acordo com o tipo, a concentracdo e a distribuicdo de
monodmeros, oligdbmeros e polimeros. Os gendétipos de sorgo sdo classificados como
tipo I (ndo possuem testa pigmentada e ndo possuem taninos), tipo Il (possuem testa
pigmentada e os taninos sdo extraidos em baixa concentracdo usando metanol
acidificado; tém maior prevaléncia de catequinas e oligdmeros) e tipo Il (possuem
testa pigmentada e os taninos sdo extraidos em alta concentracdo usando metanol ou
acetona/agua sem a necessidade de acidificacdo; tém maior prevaléncia de polimeros)
(PRICE et al., 1979).

A maioria dos cultivares de sorgo tipo Il possuem taninos condensados de alto
peso molecular (polimeros) com grau de polimerizacdo maior que 10 (AWIKA et al.,
2003). Possuem a maior capacidade antioxidante in vitro e in vivo comparado com
compostos fendlicos simples (HAGERMAN et al., 1998; TIAN et al., 2012). Essa
elevada capacidade antioxidante dos taninos do sorgo é a principal responsavel pelas
suas propriedades anticarcinogénicas e antiinflamatérias (HUANG et al., 2010). Os
taninos presentes em extratos fendlicos de sorgo inibiram de forma significativa
células de cancer de esofago e de colon (AWIKA et al., 2009). Além das propriedades
antioxidantes, os taninos condensados de alto peso molecular interagem com mais
facilidade com proteinas e amido, reduzindo a digestibilidade destes nutrientes
(HAGERMAN et al., 1992; DAVIS e HOSENEY, 1979).

Além das caracteristicas sensoriais desagradaveis, os taninos podem, ainda, se
ligar as moléculas protéicas e aos carboidratos, quelar minerais, dificultando a acéo
das enzimas e, por fim, reduzir a taxa de digestdo (DYKES e ROONEY, 2006). Como
resultado, o tanino presente no sorgo reduz o valor nutricional e caldrico dos
alimentos, diminui o consumo de ragcdo por animais e leva a uma baixa eficiéncia
alimentar (JAMBUNATHAN e MERTZ, 1973; AL-MAMARY et al., 2001; RESTLE
etal., 2004).

A biodisponibilidade dos taninos do sorgo pode ser melhorada de forma
significativa por meio do processamento dos alimentos. O tratamento térmico pode
despolimerizar os taninos condensados e produzir mondmeros (catequinas) e
oligdbmeros, sem alterar sua concentracdo total, aumentando sua biodisponibilidade.
Assim, grdos, farinha e farelo de sorgo contendo taninos podem ser usados como
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ingredientes na producdo de alimentos funcionais sem glaten, com menos calorias e
maior capacidade antioxidante (AWIKA et al., 2003).

Alguns estudos demonstraram gque, em comparagdo com 0 sorgo, outros cereais
como aveia, arroz e trigo possuem menores concentracdes de compostos fenolicos e
baixa atividade antioxidante (FARRAR et al., 2008). Estudos in vitro tém sido
conduzidos com a finalidade de relatarem a atividade antioxidante do sorgo
(KAMATH CHANDRASHEKAR, RAJINI, 2004; AWIKA et al., 2005; AWIKA et
al., 2009). DLAMINI, TAYLOR e ROONEY (2007) demonstraram correlacédo entre a
atividade antioxidante de cultivares de sorgo com a presenca de fendlicos totais e
também de taninos, ou seja, cultivares que possuiam taninos apresentaram maior
atividade antioxidante. Esta atividade dos taninos deve-se a proximidade de muitos
anéis aromaticos e grupos hidroxila que impedem que este fendlico haja como pro-
oxidante (HAGERMAN et al., 1998; AWIKA e ROONEY, 2004).

Entretanto, uma preocupacdo €é que o0s taninos ndo sejam eficazes
biologicamente em funcdo do tamanho de sua molécula e da tendéncia a se ligarem as
moléculas dos alimentos formando compostos insoluveis (AWIKA e ROONEY,
2004). Contudo, Riedl e Hagerman (2001), demonstraram que mesmo complexados
com proteinas, os taninos ainda mantinham pelo menos 50% de sua capacidade

antioxidante.

4. MATERIAL E METODOS

As etapas previstas neste estudo foram realizadas nos seguintes
Laboratorios/Instituicdes: desenvolvimento e cultivo dos gen6tipos de sorgo: Embrapa
Milho e Sorgo; processamento do sorgo: Laboratério de Analise Sensorial e
Processamento de Novos Produtos (DNS/UFV) e Laboratorio de Cereais (Embrapa
Agroindustria de Alimentos); caracterizacdo quimica do sorgo: Laboratério de Andlise
de Vitaminas (DNS/UFV); quantificacdo de citocinas: Laboratorio de Nucleo de
Microscopia e Microandlise (CCB/UFV); expressdo g@énica: Laboratério de
parasitologia e epidemiologia molecular (DBB/UFV); preparo das dietas testes e
desenvolvimento do ensaio biologico: Laboratorio de Nutricho Experimental
(DNS/UFV).
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4.1 Mateéria-prima

Com base em resultados anteriores do projeto “Sorgo para a alimentagao
humana: caracterizacdo de gendtipos quanto a compostos de interesse para a nutri¢do e
saide humana e desenvolvimento de produtos sem gluten” entre 0s 100 genotipos de
sorgo foi selecionado o genotipo SC319 de pericarpo marrom com pro-antocianinas e
com maiores teores de deoxiantocianidinas (CARDOSO et al., 2015).

O gendtipo SC319 foi cultivado no campo experimental da Embrapa Milho e
Sorgo, localizada em Nova Porteirinha, MG, de acordo com as recomendacfes para
essa cultura nessa regido. Apoés a colheita, os graos foram trilhados e armazenados em
camara fria (5 £ 2°C) na sede da Embrapa Milho e Sorgo (Sete Lagoas, MG). Os gréos
foram encaminhados para o Laboratério de Cereais (EMBRAPA Agroindustria de
Alimentos, Rio de Janeiro, RJ) para serem extrusados (item 4.2). Os gréos extrusados
foram transportados via terrestre, em temperatura ambiente, para o Departamento de
Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vigosa (DNS/UFV).

4.2 Processamento dos graos de sorgo

Os graos do gendtipo SC319 foram submetidos a extrusdo em extrusora
industrial modelo de dupla-rosca (Evolum HT 25, Clextral, Firminy, Franca). Os gréos
de sorgo foram previamente transformados em farinha (850um). A farinha foi
extrusada a uma velocidade constante de 600 rpm e zonas de temperatura de: 30, 30,
60, 90, 100, 100, 120, 120, 150 e 150 °C, para alimentacdo da saida (VARGAS-
SOLORZANO et al., 2014). O diametro da rosca (D) foi de 25 mm e comprimento
total configurado em parafuso (L) de 1000 mm, promovendo uma relacdo L/D global
de 40. A fieira tinha quatro aberturas circulares de 3,8 milimetros de didametro cada e 9
mm de comprimento. A farinha de sorgo seca foi colocada na zona de alimentagdo em
alimentador gravimétrico modelo GRMD15 (Schenck Process, Darmstadt, Alemanha),
e monitorada por Schenck Process (Schenck Process, Darmstadt, Alemanha). A agua
destilada foi injetada entre a primeira e a segunda zona de alimentagdo por meio de um
porto a 5,25 mm de didmetro interno a partir do inicio do tambor usando um modelo
de bomba de medic¢do do émbolo JX 8/1 (AILIPU Bomba Co. Ltd., China) ajustado
para compensar diferencas de umidade nas amostras e fornecer um contetdo de

umidade final de 12%. As amostras foram coletadas ao longo de 15 a 20 min.
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Subsequentemente, o extrusado foi submetido a moagem para o preparo da
farinha extrusada de sorgo no Laboratério de Desenvolvimento de Novos Produtos
(DNS/UFV), num moinho micro-analitico de rotor (850 um) (Marconi, MA 090,

Brasil) e armazenados em sacos de polietileno, a temperaturade -18 £ 1 ° C.

4.3 Animais e dados bioldgicos

4.3.1 Dietas experimentais

Para célculo das dietas contendo FES utilizou-se os dados de compostos
bioativos, carboidratos, proteinas e lipidios analisados por Cardoso et al (2015) que
analisou a mesma matéria prima (Tabela 1). Substituiu-se a celulose da dieta na
proporcéo de 50% (HFDS50) e 100% (HFDS100) por fibra de FES. O amido de milho
das duas dietas contendo sorgo foi substituido por carboidrato da FES em sua
totalidade. Oito animais foram mantidos com dieta AIN- 93M (REEVES et al., 1993)
e 24 animais receberam dieta hiperlipidica, antes da intervencdo, segundo a
formulacio da Research Diets® (2006), para inducdo de obesidade, durante 49 dias
(SAMPEY et al., 2011) (Tabela 2). Apds as sete semanas da fase I, os animais
alimentados com HFD foram distribuidos conforme peso corpéreo, em trés grupos:
HFD (dieta hiperlipidica), HFDS50 (dieta hiperlipidica com substituicdo da celulose e
do amido de milho por farinha extrusada de sorgo em 50%) e HFDS100 (dieta
hiperlipidica com substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha extrusada
de sorgo em 100%) e manteve-se o grupo controle negativo (AIN-93M), iniciando a
fase Il (oito semanas). As ingestdes das dietas experimentais foram monitoradas

diariamente, e o0 peso corporal, semanalmente.

4.3.2 Ensaio bioldgico

Foram utilizados 32 ratos machos recém-desmamados com 21 dias de idade
(Rattus novergicus, variedade albinus, classe Rodentia), linhagem Wistar, com peso
médio de 69g, provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude/UFV. Até o 60° dia de idade, fase adulta, os animais foram mantidos em caixas

de polietileno consumindo racdo comercial (Presence/In Vivo® Nutricdo Animal) e
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agua destilada ad libitum. A temperatura da sala de experimentacdo foi controlada em
22°+ 3°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas. O projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica para Uso de Animais (CEUA/ UFV) da Universidade Federal de Vigosa,
Vicosa, MG, processo n°28/2010, sendo o experimento conduzido de acordo com 0s
principios éticos na experimentacdo animal (Anexo 1). O delineamento experimental
pode ser observado na figura 1.

No 61° dia de nascidos, os animais foram alocados em gaiolas individuais, de
aco inoxidavel e divididos em quatro grupos (n=8) de forma sistematica, de modo que
ndo houvesse diferenca maior que 3,0 g entre as médias dos pesos dos grupos,
atendendo a recomendacdo da AOAC (2012). O grupo controle negativo foi mantido
com dieta AIN-93M e o0s outros trés grupos experimentais receberam dieta
hiperlipidica (HFD) para inducdo de obesidade, durante 49 dias (SAMPEY et al.,
2011). Ao final desta fase, os ratos ficaram em jejum por 12 horas para realizacdo dos
testes de glicemia e triacilglicerideos pela coleta de sangue por meio de punc¢éo da veia
caudal utilizando o Accutrend® GCT e, posteriormente, as medidas biométricas para

identificar a incidéncia de riscos metabdlicos e verificar a inducao da obesidade.

4.3.3 Dados biométricos

O indice de Lee foi calculado no final do experimento, a partir da relacio entre
a raiz ctbica do peso e comprimento nasoanal dos animais (*\Peso (g) / LAN (cm).
Foram considerados obesos os animais com indice de Lee acima de 0,3. Para o célculo
do indice de adiposidade, o somatério dos pesos dos tecidos adiposos abdominal e
epididmal foi dividido pela massa corporea e multiplicado por 100. O indice
hepatossomatico foi calculado pela relacdo entre o peso do figado e a massa corporea,
e também multiplicado por 100. O coeficiente de eficiéncia energética (CEE) foi
calculado dividindo-se o0 ganho de peso corporal pela ingestdo de energia (em kcal)
multiplicando o resultado por 1000. O Coeficiente de eficiéncia alimentar foi
calculado pela relagdo entre o ganho de peso e o consumo total de dieta em gramas
(Tabela 2).
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Tabela 2: Dados hiométricos e de consumo alimentar de ratos alimentados com dieta
hiperlipidica e dieta padréo na fase de indugdo da obesidade (49 dias).

Variaveis

AIN-93M

HFD

Massa corpdrea (g)
Ganho de peso (g)

indice de Lee

Consumo alimentar
(g/dia)

Consumo energético
(Kcal/dia)

CEE

CEA

365,80+20,68"

65,00+13,51°
0,30%0,012
20,70+ 0,95
74,27+3,06°
18,90+1,19°

0,07+0,01°

404,43+35,49%

100,00%15,272
0,310,012
16,14+1,17°
76,865,122
28,56+4,61°

0,11+0,03%

Dados expressos em médiaxtDP. Médias seguidas pela mesma letra ha mesma linha nédo
diferem entre si pela ANOVA a 5% de probabilidade. AIN-93M: Grupo controle negativo;

HFD: Grupo controle positivo;
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Tabela 1: Composigio das dietas experimentais (g-100g™).

Ingredientes AIN-93MA HFDB  HFDS50¢ HFDS100°
Caseina 14 19,5 19,0 18,5
Maltodextrina 15,5 10 1 0
Amido de milho 46,5 5,2 0 0
Sacarose 10 34,1 34,1 20,8
Oleo de soja 4 1 0,67 0,34
Banha 0 20 20 20
Celulose 5 5 2,5 0
Mix vitaminico 3,5 3,5 2,5 3,5
Mix mineral 1 1 1 1
Bitartarato de colina 0,2 0,2 0,2 0,2
L-cistina 0,1 0,3 0,3 0,3
Colesterol 0 0,1 0,15 0,15
BHT 0,0008  0,00044  0,0004 0,0004
Sorgo 0 0 17,58 35,16
3- DXAS total (mg) 0 0 1,77 3,53
Luteolinidina (mg) 0 0 0,46 0,93
Apigeninidina (mg) 0 0 0,25 0,50
5-Metoxi-luteolinidina (mg) 0 0 0,71 1,42
5-Metoxi-apigeninidina (mg) 0 0 0,34 0,68
Proantocianidinas totais (mg)* 0 0 8,56 17,12
Compostos fendlicos totais (mg)** 0 0 8,56 17,12
Calorias por 100g de dieta:
Carboidrato (%) 75,81 42,54 40,14 37,68
Proteina (%) 14,73 16,79 18,40 20,08
Lipidio (%) 9,47 40,67 41,45 42,24
Densidade cal6rica (kcal/g) 3,80 4,65 4,55 4,46

A'dieta padréo para roedores; B: dieta hiperlipidica; ©: dieta hiperlipidica com

substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha extrusada de sorgo em 50%;
D: dieta hiperlipidica com substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha

extrusada de sorgo em 100% ; *: equivalente de catequina; **: equivalente de acido galico.
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Animais recém desmamados
21 dias (n=32)

— 60 dias de adaptagao e crescimento - ~ Ragéao comercial
— ————— e agua ad libitum

o’ o’ » >’ Indugéo da obesidade

a0 e V' e V' (ratos adultos)
Dieta AIN93-M Dieta HFD Dieta HFD Dieta HFD
(n=8) (n=8) (n‘=8) (n=8)
| |
(49 dias)

> » 4 > Intervengdo com FES

il = VS 4 = 4 I (56 dias)

Dieta AIN93-M  Dieta HFD  Dieta HFDS50 Dieta HFDS100
(n=8) (n=8) (n=8) (n=8)

Fim do experimento
Duragao: 165 dias

Tecido adiposo Figado  Consumo alimentar Massa corporal Soro/plasma:
e Perimetro abdominal TTOG:CAT:
Peso do tecido Peso do tecido energético : IL10; TNFa; ALT, AST, HDL,
adiposo total e Indice ; Peicentual de GLICOSE, COLESTEROL TOTAL,
epididimal hepatAc>s§:?mético CEA adiposidade TRIégg.S#:ﬁﬁiOL

RT-PCR nalise (i C ) ;

Percentual de histomorfométrica e CEE Indiceide Len ACIDO URICO
adiposidade histopatolégica

indice de Lee

Andlise

histomorfométrica
e histopatologica

Figura 1: Delineamento experimental. (RT-PCR: real time polymerase chain reaction; CEA:
coeficiente alimentar; CEE: coeficiente de eficiéncia energética; TTOG: teste de tolerancia ora
a glicose; CAT:capacidade antioxidante total; ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; HDL: lipoproteina de alta densidade; AIN93-M: dieta padrdo de
manutencdo para roedores; HFD: dieta hiperlipidica; HFDS50: dieta hiperlipidica com
substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha extrusada de sorgo em 50%;
HFDS100: dieta hiperlipidica com substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha
extrusada de sorgo em 100%
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Ao final do experimento, os ratos permaneceram em jejum por 12 horas,
foram anestesiados (com a utilizagdo de Isoflurano 100%®), em aparelho de anestesia
inalatoria conforme resolugdo 714, 20 de julho de 2002) e submetidos a eutanasia por
puncao cardiaca. O sangue foi coletado em tubos com e sem anticoagulante (heparina)
para obtencdo de plasma e soro, ap6s centrifugacao sob refrigeracdo por 10 minutos a
3000 rpm. O figado e os tecidos adiposos abdominal e epididimal dos animais foram
retirados e pesados para posteriores célculos das medidas biométricas. Amostras de
0,59 de figado e de tecido adiposo epididimal, foram fixadas em formaldeido 10%
tamponado, e o restante imediatamente congelado em nitrogénio liquido e armazenado

em ultrafreezer a temperatura de -80°C para analises posteriores.

4.4 Variaveis bioquimicas

Foram realizadas analises dos marcadores de lipidemia (colesterol total, HDL-c
e triacilglicerideos) e de glicemia (glicose de jejum).

Foi avaliada também, a funcdo hepatica (alanina aminotransferase- ALT e
aspartato aminotransferase- AST) e a funcéo renal (acido Urico e creatinina) no soro
dos animais utilizando-se kits (Bioclin®) disponiveis comercialmente na Divisdo de
saude (UFV).

4.5 Teste de tolerancia oral a glicose (TTOG)

O teste de tolerancia oral a glicose foi realizado na 72 semana da fase Il do
experimento, uma semana antes da eutanasia. Apés 12 h de jejum, uma solucdo de
glicose na concentracao de 200 mg/kg de peso corpdreo foi administrada por gavagem
aos animais. Para medir a glicemia, realizou-se puncdo da veia caudal com
subsequente leitura no aparelho Accutrend® GCT nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120
minutos ap6s administracdo de glicose (WONG et al., 2012).
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4.6 CAT

A capacidade antioxidante total do plasma foi avaliada por meio de método de
imunoensaio enzimatico, utilizando kit especifico (Sigma Aldrich®). Este representa
um método indireto fundamentado na capacidade alterada dos sistemas biolégicos em
modular a concentracdo de espécies reativas (MILLER et al., 1993). Compara-se a
atividade antioxidante da amostra de interesse (plasma) com uma amostra de
referéncia, cuja atividade antioxidante foi previamente determinada. Dessa forma, se
avaliou a capacidade antioxidante total do sangue, determinando, inespecificamente, a
atividade de enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase, a catalase e a
glutationa peroxidase e ainda compostos com atividade antioxidante como o acido
drico, vitaminas e proteinas. O ensaio baseou-se na capacidade de antioxidantes
presentes na amostra para inibir a oxidacdo do radical ABTS (2,2’azino-bis) (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) a ABTS- pela metamioglobina. A quantidade de
ABTS- produzida pdde ser monitorada por meio da leitura da absorbancia a 750 ou
405 nm. Nessas condi¢Oes, 0s antioxidantes presentes provocaram supressao na
absorbancia em 750 nm ou 405 nm de forma proporcional a sua concentracdo na
amostra. A capacidade dos antioxidantes presentes na amostra para evitar a oxidacao
de ABTS foi comparado com o Trolox, andlogo hidrossollvel da vitamina E, e foi
guantificada como equivalentes milimolar de Trolox. O Trolox € utilizado como

controle positivo, em razéo da sua elevada capacidade antioxidante.

4.7 Citocinas pré e anti-inflamatérias

A quantificacdo da citocina anti-inflamatoria, interleucina 10 (IL-10), e pro-
inflamatoria, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), foi determinada no plasma por
citometria de fluxo utilizando o kit Soluble Protein master Buffer BD® (CA, USA)
para ratos. Populagdes de beads com distintas intensidades de fluorescéncia foram
conjugadas com anticorpo de captura especifico para cada citocina, que foram
misturadas para formar o Cytometric Beads Array (CBA). As populacGes de beads
foram visualizadas de acordo com as suas respectivas intensidades de fluorescéncia,
ou seja, da menos brilhante para a mais brilhante. No CBA, as beads de captura das
citocinas foram misturadas com o anticorpo de detecg¢do conjugado com o fluorocromo

PE, e depois incubadas com as amostras para formar o ensaio "em sanduiche". Os
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tubos de ensaio utilizados na analise foram preparados com 50 pL de amostra, 50 pL
da mistura de beads e 50 pL do reagente de deteccdo. O mesmo procedimento foi
realizado para a obtencdo da curva-padrdo. Os tubos foram homogeneizados e
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®).

4.8  Expressdao de genes no tecido adiposo epididimal envolvidos no

metabolismo de lipidios

Triturou-se o tecido adiposo epididimal (500 mg) por moagem, utilizando gral
e pistilo, em nitrogénio liquido para manutencdo da baixa temperatura. Adicionou-se 1
mL de Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e transferiu-se 0 homogeneizado para
um microtubo de 2,0 mL deixando em temperatura ambiente sob agitacdo por 5
minutos. Adicionou-se 400 pL de cloroférmio e agitou vigorosamente. Apoés
centrifugagéo a 12.000 g por 15 min a 4°C, transferiu-se o sobrenadante para um tubo
novo e adicionou-se 700uL de etanol 75% e agitou-se vigorosamente. A mistura foi
filtrada em filtro CARTRIGE (Ambion by Life Technologies). Descartou-se 0 que
passou pelo filtro (eluido). Adicionou-se 450 uL de solucdo 1/3 de lavagem de RNAm
e centrifugou-se por 15 seg a 12.000 g. Descartou-se o eluido do tubo e devolveu o
filtro ao tubo. Adicionou-se 375 pL de solucdo de lavagem 2/3 e centrifugou-se por 15
segundos a 10.000 g e descartou-se o eluido. Lavou-se novamente com a solucéo de
lavagem 2/3 (150 pL) e descartou-se o eluido. Transferiu-se o filtro para um tubo de
coleta e adicionou-se 30 pL de solucdo de eluicdo pré-aquecida (95° C) no centro do
filtro e centrifugou-se por 30 seg a 10.000 g. O eluido (MRNA) foi coletado e
armazenado a -80° C.

O RNA foi quantificado em microplaca em espectrofotdmetro
(MultiskanGo®Thermo Scientific) e o grau de pureza determinado pela razdo de
densidade Optica 260/280 nm. Apds o RNA foi tratado com a enzima DNAse |
(Invitrogen®). A expressdo dos niveis de mRNA foi realizada pela técnica de Reagéo
em Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-PCR) com SYBR green PCR master mix
da Applied Biosystems (Foster City, CA) com volume de reagdo de 10 pL e todos 0s
primers foram utilizados na concentracdo final de 2,5 pum. A quantificacdo foi

22



realizada no equipamento Step One Plus PCR System, utilizando o sistema de
quantificacdo por fluorescéncia SYBR-Green, utilizando Primer Express software
(Applied Biosystems, Foster City, CA). O ciclo da PCR envolveu a desnaturagéo
inicial de 95°C (10 min) e entdo 40 ciclos, com 1 min de desnaturacdo (94° C), 1 min
de anelamento (56° C) e 2 min de alongamento (72° C), seguidos da curva padréo de
dissociacdo. Foram utilizadas sequéncias de oligonucleotideos (Alpha DNA-Canadd)
senso e anti-senso envolvidos na adipogénese (PPAR-y2), lipogénese (FAS), lipdlise
(LPL) desenhados pelo Primer Express® software v2.0 da Applied Biosystems (Tabela
3). A expressdo relativa dos niveis de mRNA foi normalizada pelo controle endégeno
GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) para ratos. Todas as etapas foram

realizadas em condicdes livres de RNAse.

Tabela 3: Sequéncia dos oligonucleotideos *

Gene Senso (5’- 37) Antisenso (5’- 3°)

FAS AGC CCC TCA AGT GCACAG TG TGC CAATGT GTT TTC CCT GA
LPL CAGCTGGGC CTAACTTTG AG CCT CTC TGC AAT CAC ACG AA
PPARYy2 CATTTCTGCTCCACACTATGAA CGGGAAGGACTTTAT GTATGAG

GAPDH AGGTTGTCT CCT GTCACTTC CTGTTGCTGTAGCCATATTC

*QOs oligonucleotideos foram adquiridos da Alpha DNA (Canada).

4.9 Histomorfometria e histopatologia
4.9.1 Tecido hepético

Fragmentos de figado fixados em formalina 10% tamponada obtidos de seis
animais de cada grupo experimental foram lavados com alcool a 70% por 4 dias
consecutivos. Em seguida transferidos para solugcdo de etanol 95% por quatro horas,
imersos em solucdo de alcool-resina na proporcdo de 1:1 durante 24hs e,
posteriormente, colocados em resina de infiltracdo glicolmetacrilato (Leica,
Historesin®) por mais 24h. Os tecidos foram incluidos em resina contendo
endurecedor (Leica, Historesin®). Foram obtidos cortes histologicos semi-seriados

com 3 pum de espessura em micrétomo automatico Leica® utilizando-se navalha de
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vidro, e submetidos a coloracdo pela tecnica Hematoxilina/Eosina. As laminas
(BioGlass®) 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®). A partir de 10 fotos por animal, foram medidos 10 nicleos e 10
hepatdcitos por foto. As imagens das seccBes histologicas foram capturadas com
objetiva de 40X. As medidas de didmetros dos citoplasmas dos hepatdcitos e dos
respectivos ndcleos foram tomadas com auxilio do aplicativo ImagePro-Plus® versio
45 (Media Cybernetics). Para quantificacio das areas de esteatose, foram
contabilizados os percentuais das gotas de gordura e demais estruturas hepéticas por
meio da contagem manual de pontos sobre os tecidos de dez campos por animal
(SABARENSE et al., 2012). A andlise histomorfométrica considerou a insercdo de
reticulo de 441 pontos sobre a imagem, para realizacdo da contagem das gotas de

gordura, tecido conjuntivo, vasos sanguineos, nucleo e citoplasma no tecido hepatico.

4.9.2 Tecido adiposo epididimal

Os fragmentos de tecidos fixados foram lavados com alcool 70% por 4 dias
consecutivos. Em seguida, foram lavados com alcool 90% por 30 minutos, em
temperatura ambiente. O procedimento continuou com 2 lavagens em alcool 100%,
por 30 minutos cada. Em seguida os tecidos foram imersos 2 vezes em solucao de xilol
puro, durante 15 minutos cada, em temperatura ambiente. Os fragmentos foram
colocados em cassetes e imersos em parafina fundida a 62° C em estufa por 90
minutos e, finalmente, emblocados em parafina. Foram obtidos cortes histoldgicos
semi-seriados com 5 um de espessura em micrétomo manual utilizando-se navalha de
aco inoxidavel e, posteriormente, foram submetidos a coloracdo 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®) (LU et al., 2014). A area do circulo é diretamente
proporcional ao raio, que é a distancia entre o centro e a sua extremidade. Para calcular
a area, utilizou-se a expressdo 4 = « * r2, onde: n = 3,14 (aproximadamente) e r = raio.

O calculo do perimetro foi realizado por meio da soma dos comprimentos de todos 0s
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lados, pela expressdo C = 2 * & * r, onde: C = raio da circunferéncia (medida do
centro a extremidade). Para o céalculo do didametro baseou-se na medida do raio,
multiplicado por 2. O célculo da &rea, do didmetro e do perimetro dos adipécitos foi
dado pelo valor médio de 100 adipocitos por animal. As imagens das seccles
histologicas foram capturadas com objetiva de 20X e as medidas de diametro,
perimetro e area dos adipocitos foram obtidas com auxilio do aplicativo ImagePro-
Plus® versio 4.5 (Media Cybernetics).

410 Analise estatistica

Foi verificada a normalidade dos dados por meio do histograma de distribuicéo
no software SPSS, versdo 20. Os dados foram submetidos a anélise de varidncia
(ANOVA) e as médias foram comparadas pelo teste Duncan ao nivel de 5% de

significancia. Utilizou-se o software SPSS statistics, versdo 20.

5. RESULTADOS

5.1 Efeito da farinha extrusada de sorgo sobre a massa corporea e medidas

biométricas de ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica

O consumo alimentar foi maior (p<0,05) no grupo AIN-93M, em relacdo ao
grupo HFD. No entanto, o consumo energético foi semelhante entre 0s grupos
experimentais em funcdo da menor densidade calérica da dieta AIN-93M (Tabela 4 e
1). O coeficiente de eficiéncia energética e o coeficiente de eficiéncia alimentar foram
menores no grupo AIN-93M, em funcdo do menor ganho de peso corpéreo e
semelhante nos grupos alimentados com HFD (p<0,05; Tabela 4 e 5).

O percentual de adiposidade, o peso do tecido adiposo total e epididimal, o
perimetro abdominal final, o peso do figado e o indice hepatossoméatico foram
superiores na HFD (p<0,05) em relacdo ao grupo AIN-93M. A farinha extrusada de
sorgo presente na HFD substituindo 100% da fonte de fibra e 100% de amido de milho
(HDFS100) reduziu o peso do tecido adiposo epididimal, tornando-o semelhante ao
controle negativo (p<0,05; Tabela 5). O percentual de adiposidade, tecido adiposo
total e indice hepatossomatico tornaram-se semelhantes ao controle negativo (p>0,05),

mas ndo diferiram do grupo alimentado com HFD (p>0,05).
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Tabela 4 Consumo alimentar e energético e de compostos bioativos de ratos obesos

alimentados com dieta hiperlipidica e com farinha extrusada de sorgo por oito
semanas.

Parametros AIN-93M HFD HFDS50 HFDS100
Consumo alimentar(g/dia) 22,22+1,372 17,41+0,91P 14,54+0,64° 14,64+0,41°
Consumo energético (Kcal/dia) 84,435,212 80,95+3,772 66,15+2,922 65,29+2,022

Consumo de nutrientes (g/dia)

PTN 2,50+0,64 2,86+0,65 3,02+0,32 3,27+0,27
CHO 12,87+3,32 7,24+1,66 6,60+0,70 6,13+0,51
LIP 0,71+0,18 3,08+0,70 3,03£0,32 3,06+0,25
FIBRA 0,89+0,23 0,73+0,17 0,73+0,08 0,75+0,06

Coeficiente de eficiéncia energética 13,17+3,40° 21,18+4,25% 23,41+5,60% 20,70+6,49°

Coeficiente de eficiéncia alimentar 0,05+0,02° 0,10+0,022 0,10+0,042 0,09+0,05%
3-DXAS totais (mg) 0,00 0,00 0,26+0,03 0,52+0,04
Luteolinidina 0,00 0,00 0,07+0,01 0,14+0,01

Apigeninidina 0,00 0,00 0,04+0,00 0,07+0,01
5-Metoxi-luteolinidina 0,00 0,00 0,10+0,01 0,21+0,02
5-Metoxi-apigeninidina 0,00 0,00 0,05+0,01 0,10+0,01
Proantocianidinas totais (taninos) 0,00 0,00 1,25+0,13 2,51+0,21

(mg equivalente de catequina)

Compostos fendlicos totais (mg 0,00 0,00 1,25+0,13 2,51+0,21
equivalente de acido gélico)

Dados expressos em médiatDP. Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha nédo
diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. AIN-93M: Grupo controle
negativo; HFD: Grupo controle positivo; HFDS50: dieta hiperlipidica com substitui¢do da
celulose e do amido de milho por farinha extrusada de sorgo em 50%; HFDS100: dieta

hiperlipidica com substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha extrusada de sorgo
em 100%.
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Tabela 5 Efeito do consumo de farinha extrusada de sorgo nas medidas biométricas
de ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica e com farinha extrusada de sorgo

por oito semanas.

Pardmetros AIN-93M HFD HFDS50 HFDS100
Massa corpérea inicial (g)* 366,00+21,00°  414,00+25,00%  404,12+25,892  405,50+23,542
Massa corpérea final (g) 425,00+14,00° 509,00+£362 487,00£34,77¢  481,00+29,812
Ganho de massa corporea (g) 59,00+13,00°  95,00+15,00% 82,88+21,71b 75,50+24,55b
indice de Lee 0,28+0,02° 0,29+0,012 0,29+0,012 0,28+0,01°
Percentual de adiposidade 4,95+1,78P 8,87+2,152 8,50+1,83? 7,0142 472
Perimetro abdominal final (cm) 18,14+0,83° 19,88+0,992 20,00+0,762 19,88+0,642
Tecido adiposo total (g) 21,03+849°  4515+13,668  41,40+10,99%  33,72+14,02%
Tecido adiposo epididimal (g) 0,44+0,08° 0,740,112 0,77+0,202 0,58+0,17°
Figado (9) 12,63+0,90° 18,10+3,192 17,34+3,552 15,59+1,628
indice hepatossomatico 2,97+0,23° 3,55+0,482 3,56+0,592 3,24+0,37%

Dados expressos em médiatDP. Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha néo
diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. AIN-93M: Grupo controle
negativo; HFD: Grupo controle positivo; HFDS50: dieta hiperlipidica com substitui¢do da
celulose e do amido de milho por farinha extrusada de sorgo em 50%; HFDS100: dieta
hiperlipidica com substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha extrusada de sorgo
em 100%.

5.2 Efeito da farinha extrusada de sorgo sobre as variaveis bioquimicas de

ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica

A concentracdo plasmatica de colesterol total, creatinina, triacilglicerol e
aspartato amino transferase (AST) plasmaticos foram semelhantes entre 0s grupos
experimentais. O grupo HFD aumentou (p>0,05) a glicemia de jejum e nos grupos
HFD tratados com farinha extrusada de sorgo (HFDS50 e HFDS100) estas variaveis
reduziram tornando-as semelhantes ao controle negativo. Houve tendéncia na reducéo
do HDL-cno grupo HFD (p=0,09), mas a presenca de farinha extrusada de sorgo em
maior concentracdo (HFDS100) reverteu este efeito aumentando a concentracdo de
HDL-c. No entanto, ndo alterou (p>0,05) a razdo CT/HDL entre 0s grupos
experimentais. O &cido Urico e a alanina amino transferase (ALT) foram maiores
(p<0,05) no grupo que recebeu HFD, porém, nos grupos HFD recebendo farinha
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extrusada de sorgo houve reducdo (p<0,05) nas concentracfes assemelhando-se ao

controle negativo (Tabela 6).

Tabela 6 Efeito do consumo da farinha extrusada de sorgo nas variaveis bioquimicas

plasmaticas de ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica, por oito semanas

Parametros AIN-93M HFD HFDS50 HFDS100  *PADRAO

Glicemia de jejum (mg.dL™)  114,40+8,20°  13575+8,18%°  121,13+22,05%  1155+24,72%  79-144

Colesterol total (mg.dL™) 68,178,428  71,10+12,29? 73,2048,612 76,835,192 55-79
HDL-colesterol (mg.dLt) 23,20+1,3% 21,834,620 24,50+3,11% 26,80+1,30° 16-54
CT/HDL(mg.dL™%) 2,94+0,19° 3,02+0,33¢ 2,99+0,342 2,87+0,18° -
Triacilglicerol (mg.dL") 64,40+9,84 74422 287 71,808,042 58,17+5,78 42-160
Creatinina (mg.dL™) 0,580,102 0,61+0,08? 0,650,062 0,62+0,042 0,44-0,64
Acido trico (mg.dL™?) 1,520,40° 2,45+0,23¢ 1,62+0,18 1,740,34 09-20
AST (U.LHA 150,40#47,4°  158,40+51,75°  158,33+37,38%  135,80+36472 658
ALT (U.LH)°? 4783+7,39°  224,7+78,77° 55+23,39° 43242106  81-180

Dados expressos em médiatDP. Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha néo diferem
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. AIN-93M: Grupo controle negativo; HFD:
Grupo controle positivo; HFDS50: dieta hiperlipidica com substituicdo da celulose e do amido de
milho por farinha extrusada de sorgo em 50%; HFDS100: dieta hiperlipidica com substituicdo da
celulose e do amido de milho por farinha extrusada de sorgo em 100%. ALT= Alanina amino
transferase; AST= Aspartato amino transferase; *Varidveis bioquimicas de ratos Wistar machos.
Valores expressos por faixa de valores (menor e maior valor). Adaptado de M. G. D. Melo et
al.,2012.

5.3 Efeito da farinha extrusada de sorgo sobre o metabolismo de glicose de

ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica

O grupo HFD apresentou maior resposta glicémica. O grupo HFDS100, foi
mais eficiente em reduzir a glicemia aos 60 minutos, apresentando menor resposta
glicémica entre os grupos (p<0,05) e manteve-se praticamente constante, em torno de
133 mg/dL até os 120 minutos. O mesmo foi observado para a area sob a curva da
glicemia, em que o grupo HFD foi maior (p<0,05) e os grupos HFD alimentados com
farinha extrusada de sorgo, reduziram a area tornando-os com comportamento

semelhante (p<0,05) ao grupo AIN-93M.
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Figura 2: Valores de glicemia nos diferentes tempos do teste de tolerdncia oral a glicose
(TTOG) (A) e area sob a curva (B) de ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica e
farinha extrusada de sorgo, por oito semanas. Dados expressos em média+DP. *: diferenca
significativa entre os grupos HFDS50 e HFDS100 em relacéo ao grupo AIN-93M (A). Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade
(B). AIN-93M: Grupo controle negativo; HFD: Grupo controle positivo; HFDS50: dieta
hiperlipidica com substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha extrusada de sorgo
em 50%; HFDS100: dieta hiperlipidica com substitui¢do da celulose e do amido de milho por
farinha extrusada de sorgo em 100%.

5.4 Efeito da farinha extrusada de sorgo sobre a capacidade antioxidante
total do plasma (CAT) de ratos obesos alimentados com dieta

hiperlipidica

A presenga da farinha extrusada de sorgo em substituicdo de 50 e 100% da
fonte de fibra e do amido de milho na HFD reestabeleceu a CAT do plasma tornando-a

semelhante ao controle negativo (Figura 3).
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Figura 3: Efeito da farinha extrusada de sorgo na capacidade antioxidante total do plasma
de ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica, por oito semanas. Dados expressos em
médiaxDP. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%
de probabilidade. AIN-93M: Grupo controle negativo; HFD: Grupo controle positivo;
HFDS50: dieta hiperlipidica com substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha
extrusada de sorgo em 50%; HFDS100: dieta hiperlipidica com substitui¢cdo da celulose e do
amido de milho por farinha extrusada de sorgo em 100%.

5.5 Efeito da farinha extrusada de sorgo sobre citocinas pré e anti-

inflamatorias de ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica

O grupo HFD aumentou a concentracdo da citocina pro-inflamatoria (TNF-a) e
a presenca da farinha extrusada de sorgo substituindo 50 e 100% da fonte de fibra
alimentar e do amido de milho na HFD reduziu (p<0,05) sua concentracdo
equiparando-a ao controle negativo. A concentracdo da citocina anti-inflamatoria (IL-

10) reduziu no grupo HFD (p<0,05), equiparando-a ao controle negativo (Figura 4).
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Figura 4: Efeito da farinha extrusada de sorgo na expressdo do TNF-a (A) e IL-10 (B) no
plasma dos animais experimentais ap0s os tratamentos com HFD e farinha extrusada de sorgo,
por oito semanas. Dados expressos em médiatDP. Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. AIN-93M: Grupo controle
negativo; HFD: Grupo controle positivo; HFDS50: dieta hiperlipidica com substituicdo da
celulose e do amido de milho por farinha extrusada de sorgo em 50%; HFDS100: dieta
hiperlipidica com substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha extrusada de sorgo
em 100%.

5.6 Efeito da farinha extrusada de sorgo no metabolismo de lipidios de

ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica

O PPAR-y, é um dos reguladores centrais da adipogénese e coordena a
expressdo de genes adipogénicos especificos para a sintese de enzimas como o &cido
graxo sintase (FAS) e a lipase liprotéica (LPL) (KENNEDY et al., 2009). A expressdo
de PPAR-y foi menor (p<0,05) no grupo HFD (0,2 vezes) e nos grupos tratados com
sorgo (HFDS50 e HFDS100), 0,16 vezes e 0,26 vezes respectivamente, em relacdo ao
grupo AIN-93M (p<0,05; Figura 5A). O FAS ¢é responsavel pela sintese de
triacilglicerideos e o acimulo durante a diferenciacdo dos adipécitos (BROWN et al.,
2003). Sua expressao génica aumentou (p<0,05) 2,24 vezes no grupo HFD e nos
grupos HFDS50 e HFDS100 reduziu (p<0,05) 0,36 e 0,19 vezes, respectivamente, em
relagdo ao grupo controle negativo, AIN-93M (p<0,05; Figura 5B). A LPL é o
regulador mais importante para a deposi¢do dos triacilglicerideos, que os hidrolisa as
lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) e quilomicrons, liberando os acidos
graxos que séo captados pelo adipécito (BROWN et al., 2003). O grupo HFD reduziu
(p<0,05) a expresséo 0,49 vezes em relacdo ao grupo AIN-93M. A expressdo génica
no grupo HFDS100 aumentou 1,3 vezes e no grupo HFDS50 a expressdo foi

semelhante ao controle negativo (p>0,05; Figura 5C).
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Figura 5: Efeito da farinha extrusada de sorgo na expressdo de genes: ativador da
proliferacdo peroxissoma gama (PPAR-y) (A), &cido graxo sintase (FAS) (B) e lipase
liprotéica (LPL) (C) no tecido adiposo epididimal de ratos obesos alimentados com dieta
hiperlipidica, por oito semanas. Dados expressos em média£DP. Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade. AIN-93M: Grupo
controle negativo; HFD: Grupo controle positivo; HFDS50: dieta hiperlipidica com
substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha extrusada de sorgo em 50%;
HFDS100: dieta hiperlipidica com substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha
extrusada de sorgo em 100%.

5.7 Efeito da farinha extrusada de sorgo na histomorfometria do tecido
hepatico e adiposo epididimal de ratos obesos alimentados com dieta
hiperlipidica

A figura 6A apresenta imagens do tecido adiposo epididimal nos 4 grupos
experimentais (controle negativo, controle positivo, HFDS50 e HFDS100). A éarea
(Figura 6B) e o diametro (Figura 6C) dos adipdcitos foram maiores (p<0,05) no grupo
HFD. A area do adipocito dos animais que receberam sorgo equiparou-se ao controle

negativo. A ingestdo de farinha extrusada de sorgo, substituindo 100% da fibra e do

32



amido de milho, nos ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica promoveu
reducdo (p<0,05) do didmetro do adipdcito, equiparando-as ao grupo controle
recebendo dieta AIN-93M. No entanto, a ingestdo de farinha extrusada de sorgo nédo

afetou o perimetro do adipdcito (p>0,05) (Figura 6D).
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Figura 6: Fotomicrografia do tecido adiposo epididimal (A) (n: nucleo; a: area), area do
adipocito (B), didmetro do adipdcito (C) e perimetro do adipécito (D). Dados expressos em
média+DP. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%
de probabilidade. AIN-93M: Grupo controle negativo; HFD: Grupo controle positivo;
HFDS50: dieta hiperlipidica com substituicdo da celulose e do amido de milho por farinha
extrusada de sorgo em 50%; HFDS100: dieta hiperlipidica com substituicdo da celulose e do
amido de milho por farinha extrusada de sorgo em 100%. Hematoxilina e eosina. Barra:50pum
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Os componentes estruturais do figado dos animais que receberam tratamento
com dieta hiperlipidica adicionada ou ndo de farinha extrusada de sorgo estdo
apresentados na Tabela 6 e Figura 7. A dieta HFD reduziu o percentual de citoplasma
e o tratamento com farinha extrusada de sorgo (HFDS100) aumentou o percentual de
citoplasma (p<0,05) em relagdo a HFD. O grupo HFD reduziu o percentual de tecido
conjuntivo, no entanto os grupos tratados com farinha extrusada de sorgo HFDS50 e
HFDS100 aumentaram esse percentual equiparando-o ao AIN-93M (Tabela 7). O
grupo HFD apresentou o maior percentual de gordura no figado (p<0,05; Fig. 7B), no
entanto a ingestdo de farinha extrusada de sorgo nos grupos HDSS50 e HFDS100
reduziu esse percentual de gordura. O grupo HFD apresentou menor percentual de
vasos sanguineos (p<0,05), enquanto os grupos HFDS50 e HFDS100, aumentaram

esse percentual (p<0,05; Fig. 7D).

Tabela 7 Efeito da dieta hiperlipidica e da farinha extrusada de sorgo nos
componentes estruturais do figado (%) de ratos obesos alimentados com dieta
hiperlipidica por oito semanas.

AIN-93M HFD HFDS50 HFDS100
Citoplasma 12,00+2,33¢  7,9+1,90,38* 11,7+1,70? 9,1+1,90°
Nucleo 1,4+0,372 0,88 +0,31° 1,6+ 0,22% 1,1+ 0,217
Gordura 1,68 +0,49°  351+8,90° 13,4+6,90° 12,7+7,90"
Vasos sanguineos 15,7+ 2,80° 11,8+ 3,90° 15+ 1,80° 17,9+ 3,802
Infiltrado inflamatorio 2,7+ 0,572 29+057% 27+0,69® 1,9+0,68"
Tecido Conjuntivo 67+ 3,10 41,4+ 5,80° 56+ 4,202 58+ 3,90°

Dados expressos em médiaxzDP. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Duncan a 5% de probabilidade. AIN-93M: Grupo controle negativo; HFD: Grupo
controle positivo; HFDS50: dieta hiperlipidica com substituicdo da celulose e do amido de
milho por farinha extrusada de sorgo em 50%; HFDS100: dieta hiperlipidica com substituicdo
da celulose e do amido de milho por farinha extrusada de sorgo em 100%.
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Figura 7: Fotomicrografia do figado (A) (n: nucleo/h: hepatdcito/g: vesicula de gordura/c:
citoplasma), percentual de gordura (B) e percentual de vasos sanguineos (C). Dados expressos
em médiatDP. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a
5% de probabilidade. AIN-93M: Grupo controle negativo; HFD: Grupo controle positivo;
HFDS50: dieta hiperlipidica com substitui¢cdo da celulose e do amido de milho por farinha
extrusada de sorgo em 50%; HFDS100: dieta hiperlipidica com substituicdo da celulose e do
amido de milho por farinha extrusada de sorgo em 100%. Hematoxilina e eosina. Barra:50pum
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6. DISCUSSAO

O presente estudo investigou o potencial da ingestdo da farinha extrusada de
sorgo no controle do estresse oxidativo, da adiposidade e da inflamacdo em ratos
obesos alimentados com dieta hiperlipidica. O menor consumo alimentar foi no grupo
HFD, que provavelmente ocorreu em funcdo da regulacdo da ingestdo alimentar
devido a sua elevada densidade energética (BURDETTE et al., 2010). Os grupos HFD
com e sem farinha extrusada de sorgo apresentaram maior CEA, demonstrando a
maior eficiéncia da dieta em promover o ganho de peso em relacdo ao grupo AIN-
93M. A ingestdo de farinha extrusada de sorgo em substituicdo a 100% da
recomendacéo de fibra e de amido de milho na dieta hiperlipidica dos ratos obesos foi
eficiente em assemelhar o indice de Lee, o percentual de adiposidade, o tecido adiposo
total e o epididimal ao grupo sem dieta hiperlipidica.

A maior ingestdo de tanino nos grupos alimentados com farinha extrusada de
sorgo pode ter favorecido maior interacdo do tanino com a proteina e o amido da dieta
(HAGERMAN et al., 1992; DAVIS e HOSENEY, 1979; BARROS et al., 2012;
BARROS et al., 2014) reduzindo a digestibilidade destes nutrientes energéticos,
proporcionando assim, reducdo das medidas biométricas e do ganho de peso corpéreo.

Os grupos alimentados com farinha extrusada de sorgo (HFDS50 e HFDS100)
promoveram reducdo da glicemia, assemelhando-se ao grupo AIN-93M.
Provavelmente, em virtude do menor ganho de peso. Além disso, a presenca de
compostos fendlicos, deoxiantocianidinas e proantociandinas na farinha extrusada de
sorgo pode ter atenuado seu efeito hipoglicemiante. Segundo CHUNG et al. (2011),
extratos fenolicos do sorgo apresentaram efeito hipoglicemiante em camundongos.

Em relacdo ao TTOG, os animais que ingeriram a dieta hiperlipidica contendo
farinha extrusada de sorgo, apresentaram menores valores em relacéo ao grupo HFD
sobretudo aos 60 minutos apds a sobrecarga de glicose (p<0,05), onde estes grupos
(HFDS50 e HFDS100) tiveram valores menores (p<0,05), que o grupo controle
negativo (AIN-93M). Alguns estudos evidenciaram que animais alimentados com
dietas ricas em gordura apresentaram disturbios no metabolismo da glicose e
diminuicdo da tolerancia a glicose (WHITE et al., 2013; BAIS, SINGH, & SHARMA,
2014). O presente estudo demonstrou aumento no nivel de glicose sanguinea aos 30,

60 e 90 minutos no grupo HFD, e que a farinha extrusada de sorgo atenuou esse efeito.
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As transaminases, alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
aminotransferase (AST), sdo importantes marcadores da funcéo hepatica, sendo a AST
um marcador de lesdo hepéatica menos sensivel que a ALT, pelo fato de possuir meia
vida curta e menor concentracao citosolica (RAMAIAH, 2007). O aumento da ALT no
grupo alimentado com dieta hiperlipidica foi evidenciado no presente estudo,
indicando lesdo hepéatica moderada. No entanto, a AST ndo foi afetada. A inibicdo da
ALT ocorreu nos grupos alimentados com farinha extrusada de sorgo. O
reestabelecimento dos niveis fisiologicos de ALT e de acido urico pode ser em funcéo
dos compostos fendlicos do sorgo, por promoverem maior atividade antioxidante e
supressdo da inflamacéo, como evidenciado pela reducdo de TNF-a e aumento de IL-
10. Em um estudo ratos que receberam HFD para inducdo da obesidade, o extrato
aquoso de acai foi capaz de reduzir o peso do figado e o nivel plasmatico de ALT nos
animais (GUERRA et al., 2015).

O sinergismo de compostos fendlicos, proantocianidinas, taninos e as fibras
alimentares presentes na farinha extrusada de sorgo pode ter favorecido a reducgéo da
inflamacdo, pois em células mononucleares de humanos, o sorgo rico em 3-
deoxiantocianidinas inibiu a secrecdo de IL-18, TNF-a, 6xido nitrico, e o extrato de
sorgo com tanino foi mais efetivo que a 3-deoxiantocianidinas em reduzir a
inflamacdo (BURDETTE et al., 2010; BRALLEY et al., 2008). Em animais
normotroficos Moraes et al. (2012) também observaram redugdo de TNF-a pela
ingestdo de farinha de sorgo integral.

No presente estudo a farinha extrusada de sorgo favoreceu o aumento no
consumo de taninos, deoxiantocianidinas e proantocianidinas, embora inferiores aos
teores observados de sorgo de pericarpo preto (PAIVA et al., 2014), proporcionando
aumento da capacidade antioxidante. O estudo de Khan et al. (2015), apontou que em
humanos ap6s o consumo de um alimento contendo 30% de sorgo de pericarpo
vermelho, houve aumento significativo na CAT em relagdo a aqueles que néo
consumiram o sorgo. No entanto, estudo in vitro com apigenidina e luteolinidina nédo
evidenciaram efeito na atividade da quinona oxiredutase (AWIKA, 2005). Moraes et
al. (2012) também ndo observaram alteracdo na atividade da SOD (superoxido
dismutase) em ratos Wistar adultos normotroficos alimentados com dieta hiperlipidica.
Porém, o presente estudo avaliou o efeito da farinha extrusada de sorgo fonte de tanino
e antocianidinas (CARDOSO et al., 2014) que, juntamente com a fibra alimentar,
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promoveu efeito protetor ao estresse oxidativo em ratos obesos alimentados com dieta
hiperlipidica.

A incluséo de farinha extrusada de sorgo substituindo 100% de fibra da dieta e
amido de milho, aumentou a concentracdo de HDL-c, reduziu o percentual de gordura
dos hepatdcitos e aumentou 0s vasos sanguineos circulantes. Esses efeitos podem ter
acontecido em funcédo da reducdo da inflamacdo, do estresse oxidativo e do aumento
da CAT dos animais alimentados com farinha extrusada de sorgo.

No presente estudo, verificou-se que a ingestdo de farinha extrusada de sorgo
foi associada a um decréscimo da proteina TNF-o e aumento da proteina IL-10,
enquanto o grupo HFD mostrou efeito inverso. Sabe-se que a hipertrofia dos
adipdcitos, principalmente no tecido adiposo visceral, provoca um desequilibrio na
homeostase metabolica do tecido adiposo, com aumento na producdo de adipocinas
pré-inflamatorias, como o TNFa, e reducdo da producdo de adipocinas anti-
inflamatorias, como a IL-10, culminando no processo inflamatério cronico de baixa
intensidade (SPERETTA, LEITE e DUARTE, 2014). Assim a farinha extrusada de
sorgo fonte de fibra alimentar e de compostos fenolicos, taninos e antocianidinas
(CARDOQOSO et al., 2014) foi capaz de reduzir a inflamacédo crénica e a hipertrofia do
tecido adiposo.

A expressdo génica de PPAR-y ndo alterou nos grupos HFD com e sem farinha
extrusada de sorgo. Experimentos tém mostrado que o PPAR-y é um importante
regulador adipogénico (KENNEDY et al., 2010) e, interconectado ao seu papel na
diferenciacdo de adipocitos, o0 PPAR-y regula a sensibilidade a insulina, ativando a
transcricdo de genes envolvidos na sinalizagdo da insulina, absorcdo de glicose, e
absorcéo e estoque de acidos graxos (BROWN et al., 2003). O gene adipogénico FAS
aumentou no grupo HFD e a farinha extrusada de sorgo reverteu este efeito, tornando
similar ao AIN-93M, indicando redugdo da lipogénese, o que culminou em menor
diametro do adipdcito e consequentemente reducdo do peso corpdreo. A expressao de
LPL reduziu no grupo HFD e a farinha extrusada de sorgo aumentou sua expressao,
indicando aumento da lipolise, sendo confirmada pela reducdo do tecido adiposo

epididimal.
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7. CONCLUSAO

A ingestdo de farinha extrusada de sorgo em substituicdo total e parcial da
fonte de fibra e de carboidratos de ratos obesos alimentados com dieta hiperlipidica
reduziu a resposta inflamatoria, reestabeleceu a capacidade antioxidante total do
plasma,reduziu a glicemia de jejum e a adiposidade dos tecidos hepatico e adiposo

epididimal.
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CERTIFICADO

A Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
o processo n° 06/2014, intitulado “Potencial do sorgo (Sorghum biocolor
L.) na modulagad do estresse oxidativo ¢ da inflama¢do em ratos com
sindrome metabdlica”, coordenado pela professora Hércia Stampini Duarte
Martino do Departamento de Nutri¢do, estd de acordo com a Legislagio
vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolugdes
Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de
Pratica para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e
Didaticos) e as Diretrizes da Pratica de Eutanasia preconizadas pelo
CONCEA/MCTI, portanto sendo aprovado por esta Comissdo em
25/02/2015, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 06/2014, named “Potential of sorghum (Sorghum Biocolor L.) in
the modulation of oxidative stress and inflammation in rats with metabolic
syndrome”, is in agreement with the a ctual Brazilian legislation ( Lei N°
11.794, 2008), Normative Resolutions edited by CONCEA/MCTI, the
DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care and Use of Animals for
Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of Practice the
Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being approved by
the Committee on February 25, 2014 valid for 12 months.

g by donse o flos) Fonon-

Prof. Claudio César Fonseca
Coordenador
Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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