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RESUMO

RAMIREZ, Natalia Medina, D.Sc, Universidade Federal de Vigosa, dezembro de 2018.
Efeito do cha de folhas de manga (Mangifera indica L.) no estresse oxidativo, na
inflamacéo, na esteatose hepética e na funcdo endotelial em ratos obeQoigntador:

José Humberto de Queiroz. Coorientadores: Heércia Stampini Duarte Martino, Claudio
Lisias Mafra de Siqueira e Sergio Luis Pinto da Matta.

O acumulo excessivo de gordura na obesidade pode gerar a inflamacdo cronica e a
disfuncédo endotelial, sendo a inflamacao crénica o maior fator envolvido em doencas
cronicas com alta prevaléncia a nivel mundial, tais como as doencas cardiovasculares,
sindrome metabdlica e o cancer. O cha de folhas de manga contem mangiferina e
compostos fendlicos com atividade antioxidante. Recentemente, foram demonstrados
seus efeitos anti-obesidade e anti-inflamatorio, em ratos obesos. Assim, este estudo
pesquisou seus efeitos nos marcadores moleculares associados a inflamacao crénica, ao
estresse oxidativo, a esteatose hepatica, e a disfuncao endotelial, em ratos com obesidade
induzida. O estudo foi conduzido em ratos Wistar adultos divididos em trés grupos (n=8):
um grupo ndo obeso alimentado com dieta de manutencdo AIN93M, um grupo obeso
alimentado com dieta hiperlipidica (HFD), e um grupo alimentado com HFD e tratado
com o cha de folhas de manga, durante 8 semanas. A obesidade foi induzida durante 7
semanas antes do inicio do tratamento com o cha. Ao final, os animais foram anestesiados
e eutanasiados, sendo coletados o sangue, o figado, o rim direito e o coracdo. O ch& de
folhas de manga aumentou as enzimas antioxidantes, a capacidade antioxidante total, a
expressdo de mRNA e concentracdo de proteinas do receptor de adiponectina Il
(AdipoR2) e do receptor ativado por proliferador de peroxissoma alfa (RRARibiu

a expressao dos genes fator nuclear kappa B<BN#65) e proteina de unido a elementos
regulatorios de esteréis SREBP-1c, no figado. Esta bebida também elevou a expresséo do
gene carnitina palmitoil transferase (Cptl) e reduziu significativamente o acimulo de
goticulas de gordura no figado, atenuando a esteatose hepatica. Adicionalmente,
aumentou as enzimas antioxidantes superoxido dismutase e catalase, e inibiu a formacao
dos produtos da peroxidacao lipidica, regulando o malondialdeido e o éxido nitrico, no
coracao e rins. Também a bebida suprimiu a expressao do fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), do NF-«B, da angiotensina 2 (Angll), e das moléculas de adesdo intercelular e

vascular (ICAM-1 e VCAM-1) no grupo tratado, e aumentou a 0xido nitrico sintese

XVi



(eNOS). A mangiferina demostrou ter efeito agonista do P&ARntagonista de a
Angll e o NF«B. Este estudo sugeriu uma possivel regulacao positiva do cha de folhas
de manga sobre o estresse oxidativo, a inflamacéo crbénica, a esteatose hepatica, e a

disfuncéo endotelial, no figado, coracéo e rins de ratos obesos.
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ABSTRACT

RAMIREZ, Natalia Medina, D.Sc, Universidade Federal de Vigosa, December, 2018.
Effect of mango leaf tea (Mangifera indica L.) in the oxidative stress, inflammation,
hepatic steatosis, and endothelial function on obese ra#dviser: José Humberto de
Queiroz. Co-advisers: Hércia Stampini Duarte Martino, Claudio Lisias Mafra de Siqueira
and Sergio Luis Pinto da Matta.

Fat accumulation by obesity causes a set of metabolic disorders that lead to several
diseases development. Chronic inflammation and endothelial dysfunction, are examples
of mechanisms in response to the obesity. Chronic inflammation is a major factor
involved in the prevalence of the chronic diseases, as cardiovascular disorders, metabolic
syndrome, and cancer. Due to mango leaf tea content of mangiferin and other bioactive
compounds, this research focusses in the study of its effects on molecular biomarkers
related to chronic inflammation, oxidative stress, hepatic steatosis, endothelial
dysfunction, in high-fat- induced obese rats. The assay was conducted using adult Wistar
rat, divided into three groups (n=8): a non-obese group fed a commercial diet (AIN93-
M), an obese group fed a HFD, and a treated group fed a HFD and treated with mango
leaf tea, for 8 weeks. Obesity was induced during 7 weeks before to the treatment. At the
end, experimental animals were anesthetized and euthanized, been collected blood, liver,
heart and kidney. The mango leaf tea increased antioxidant enzymes, total antioxidant
capacity, AdipoR2 and PPARmMRNA and proteins expressions and, it also inhibited the

NF-kB p65 and SREBP1c genes expressions in the liver. This beverage also leads to Cpt1
overexpression and a significant decrease in the accumulation of fat droplets, improving
the hepatic steatosis. Additionally, augmented SOD and CAT, inhibited the lipid
peroxidation products, by regulating MDA and NO, in heart and kidney. The beverage
also suppressed TNk&-NF-xB, Angll, VCAM-1 and ICAM-1 expression, in the treated
group, and increased eNOS. Molecular docking suggested an agonist effect o,PPAR-
and antagonist effect on Angll and MB; by the mangiferin. This study suggested a
possible positive modulation of mango leaf tea on oxidative stress, chronic inflammation,

hepatic steatosis and endothelial dysfunction in liver, heart and kidney of obese rats.
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INTRODUCAO GERAL

A obesidade € uma condicdo crénica progressiva cuja prevaléncia tem aumentado
consideravelmente nos Ultimos anos. Até o ano de 2016, foi relatado que
aproximadamente um 13% da populacdo adulta e 6% de criancas no mundo, sdo obesas
!, Esta doenca € uma das altera¢cdes metabdlicas mais prevalentes no mundo, sendo o
principal fator de risco para o desenvolvimento da inflamacédo, do estrese oxidativo, da
esteatose hepatica e de doencas cardiovasctifife®urante a obesidade a inflamacao
cronica pode ocorrer devido a producao de moléculas inflamatérias (citocinas) e a
ativacdo das células do sistema imune (neutréfilos e macréfagos), como resultado do
excessivo acumulo de células adiposas, levando a ativacdo de diferentes vias de
sinalizacao celular. Foi demostrado que as vias do fator nuclear kappa«B)NF-
receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR) estdo envolvidas no processo
da inflamac&o por obesidati2 O excesso de acidos graxos no organismo, podendo gerar
um desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e as antioxidantes, pode aumentar
0os mediadores pro-inflamatérios, e favorecer o acumulo de goticulas de gordura nos
hepatocitos®!2 Portanto, a obesidade devida ao elevado consumo da dieta rica em
gordura, estd fortemente associada ao estresse oxidativo, a inflamacéo crbnica e a
esteatose hepatic®. Por outro lado, a obesidade pode alterar os processos de
vasodilatacdo e vasoconstricdo, o que favorece a adeséao celular, o estado inflamatorio
vascular, a oxidacdo e portanto a disfuncédo endotélid Doencas cardiovasculares
como a aterosclerose e a hipertensdo, sdo os principais fatores de risco da disfuncdo
endotelial'®, Marcadores moleculares como o receptor de adiponectina 2 (AdipoR2), a
carnitina palmitoil transferse (Cptl), a proteina de unido de elementos regulatorios dos
esterois (SREBP-1c), a angiotensina 2 (Angll), a 6xido nitrico sintese (eNOS), e as
moléculas de adeséo intercelular (ICAM-1) e vascular (VCAM-1), estdo fortemente
envolvidos nas alteragdes mencionadas anteriornt&tite

Devido aos graves efeitos da obesidade no metabolismo humano, atualmente séo
desenvolvidos varios tratamentos usando produtos naturais e fitoterapicos. Chas e
extratos contendo diversos compostos bioativos tem sido amplamente estudados e usados.
Os chéas sao naturais, econdmicos e contém uma variedade de compostos bioativos com
propriedades funcionais, representando uma grande alternativa para o tratamento e
reduc&o do risco da obesidade e suas alteratfes

A manga (Mangifera indica) é uma fruta tropical rica em compostos bioativos com
potencial terapéutico. As folhas da manga sdo pouco usadas e sao culturalmente
consideradas um tipo de residuo. No entanto, sdo uma importante fonte de mangiferina,
fendlicos, flavonoides, benzofenonas e antioxidantes com atividade de retirada de radicais
livres. Estes compostos bioativos tem sido relacionados as atividades bioldgicas,
incluindo as anti-inflamatoria, antioxidante, antidiabética, e oétras

Assim, nosso grupo de pesquisa desenvolveu e estudou um cha preparado com folhas
(processadas) da mangueira da variedade Uba. Previamente publicamos que o cha de
folhas de manga contem 0.72 + 0.08 mgf.aé mangiferina, 1.59 + 0.11 mg GAE. rhL



defenolicos totais e 80.33 + 0.18 % de atividade de retirada de r&dicBdmbém
demonstramos que esta bebida reduz o acumulo de gordura abdominal, regula o
metabolismo da glicose, estimula marcadores anti-inflamatorios e melhora a hipertrofia
dos adipdcitos, confirmando seu efeitos anti-obesidadém contraste, até a data néo
foram relatados efeitos do tratamento com o cha de folhas de manga no figado, no coracao
e nos rins, de ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica. Adicionalmente,
estudos do acoplamento molecular entre a mangiferina e PEARAngIl e NF-xB,

também néo foram descritos até a data.
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OBJETIVOS
Obijetivo geral

Avaliar o efeito do cha de folhas de manga (Mangifera indica) da variedade Ub&, no
estresse oxidativo, na esteatose hepatica, na inflamacéo e na disfuncao endotelial em ratos
obesos.

Obijetivos especificos

¢ Induzir a obesidade por alimentagdo com dieta hiperlipidica (HFD) em ratos Wistar
adultos;

¢ Avaliar o efeito da ingestdo do cha de folhas da Mangifera indica nos seguintes
parametros:

- No estresse oxidativo medindo a superoxido dismutase, catalase, o
malondialdeido e o 6xido nitrico;

- Na expressdo de mRNA dos genes: PRARF-«B, TNF- a, AdipoR2, Cptl,
SREBP-1c, Angll, eNOS, VCAM-1 e ICAM-1,

- Na concentracao das proteinas PRARNF-kB;

- Nos parametros histomorfométricos no figado;

¢ Estudar a interacdo entre a mangiferina e as proteinas ER«kB ¢ Angll.



CAPITULO 1 - REVISAO

Efeitos de extratos naturais nos fatores de transcricdo da inflamacao crbnica e
doencas cardiovasculares associados a obesidade
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ALTERACOES NA EXPRESSAO DE BIOMARCADORES

Resumo

A inflamacdo cronica € o maior fator envolvido em doencas cronicas com alta prevaléncia

a nivel mundial, tais como as doencas cardiovascu&s@gjrome metabdlica e o cancer.

Para desenvolver novos produtos terapéuticos com o objetivo de reducir o risco destas
doencas, € importante compreender 0 mecanismo molecular dos principais marcadores
envolvidos nas mesmas. Esta revisdo resume os principais fatores de transcricdo da
inflamacédo cronica e doencas cardiovasculares, associados a obesidade, e apresenta
alguns produtos naturais recentemente desenvolvidos, usados para modular estas

doencas.

Palavras-chave:compostos bioativos; marcadores moleculares; terapéuticos naturais.



1. Introducgéo

Mecanismos inflamatérios podem ocorrer apés de pequenos ferimentos ou infec¢des
leves (inflamac&o aguda) ou quando sdo elevados os niveis de marcadores inflamatorios
nas condi¢gdes de “desgaste” (inflamacdo cronica). A inflamagdo aguda nao afet
seriamente 0 organismo, pois € uma tentativa do mesmo de se proteger apés ser lesionado.
No contrario, a inflamacéo crénica é persistente sendo responsavel pelo desenvolvimento
de varias doencas como a obesidade, alteracdes cardiovasculares (ateroscleroses e
hipertenséo principalmente), diabetes, neuropatia, doenca cerebrovascular (Alzheimer),
doenca inflamatdria intestinal, estresse oxidativo, doenca pulmonar e nos rins, e até o
cancer'®. Na inflamac&do crénica ocorrem interagdes entre citocinas inflamatérias,
interleucinas e receptores, para iniciar uma sinalizagdo em cascata e assim estimular o
processo de transcricdo de biomarcadores moleculares associados a diversas alteractes
metabolicas, como as doencas cardiovasculares (E¥2¥%)As DCV s&o definidas como
um conjunto de desordens no coracdo e vasos sanguineos, caracterizadas pela sua
prevaléncia e mortalidade. As DCV causam aproximadamente 17,5 milhdes deamortes
cada ano e estadesordens, podem resultar da obesidade, de dieta inadequadas
(hiperlipidicas e hipercaloricas), sedentarismo, fatores genéticos, e consumo elevado de
alcool 1#1°, DCV incluem as doencas coronaria, cerebrovascular, da artéria periférica,
hipertensdo, reumatismo no coracdo e insuficiéncia cardiaca. Estas doencas sao
caracterizadas pela alteracdo no fluxo sanguineo ou pela formacéo de placa nas artérias.

Devido ao impacto destas doencas cronicas na salude, € necessario desenvolver novas
terapias para sua prevencao e reducdo do risco. Varios produtos naturais sao ricos em
compostos bioativos com potenciais propriedades funcionais, representando uma grande
alternativa como terapéuticos. Atualmente, estdo sendo estudados plantas medicinais e
alimentos funcionais que modulam os efeitos da inflamac&o cronica e daSHCVv

Assim, esta revisdo resume o0s principais fatores de transcricdo associados aos
processos inflamatérios e doencas cardiovasculares. Também apresenta novos produtos
(periodo 2016-2018) naturais usados para modular estas doencas.

2. Metodologia

Foi realizada uma pesquisa sistematica dos artigos associados ao tema nas bases de
dados da Elsevier via Science Direct e o Medline via PubMed principalmente. As
palavrasehave da busca foram “marcadores inflamatorios”, “novos produtos naturais”,

“doencas cardiovasculares”, “alteracoes da obesidade”, “fatores de transcricdo nas

doengas cardiovasculares”, e “extratos naturais”. A pesquisa foi limitada aos artigos em

inglés unicamente e as palavras da busca foram na mesma lingua. Foram incluidos os
artigos apresentados nas revistas com diversos fatores de impacto, preferencialmente
acima de 1. Os produtos naturais apresentados foram selecionados segundo artigos
publicados no periodo compreendido entre o janeiro de 2016 e o setembro de2018, a

tipo de ensaio in vitro ou in vivo (priorizando os estudos in vivo), e conforme os fatores



de transcricdo modulados (unicamente os associados a inflamacdo e doencgas
cardiovasculares).

3. Resultados e discussao

A obesidade é uma doenca caracterizada pelo acumulo excessivo de gordura no corpo.
Esta condicdo é causada principalmente pelo desequilibrio energético, entre as calorias
consumidas e as gastas, o qual pode ser gerado pela alimentacdo inadequada ou
sedentarismo, principalmente. Estima-se que entre os anos de 1975 a 2016, o numero de
pessoas obesas no mundo tripliébral fato é importante considerando que esta doenca
pode levar ao desenvolvimento de diabetes, doencas cardiovasculares, $rocesso
inflamatdrios cronicos, esteatose, estresse oxidativo, e outros fatores de risco importantes
22,2324 Durante a obesidade pode ser estimulada a expressao de fatores de transcri¢éo
tanto pro-inflamatérios como os envolvidos na lipogénese. Genes como o fator de necrose
tumoral alfa (TNFe), o fator nuclear kappa b (NF-xB), e a proteina de ligacdo ao
elemento regulador de esterol 1 (SREBP- c), desempenham um papel importante nos
fatores de risco da obesidade?® %

Os fatores de transcricdo sdo uma grande familia de proteinas envolvidas em
numerosos processos metabolicos que resultam do controle da informacéo genética.
Principalmente sdo estudados para entender os mecanismos moleculares dos processos
bioldgicos. As vias de sinalizacéo celular sdo a forma de comunicacéo entre as células
com atividades especificas. Estes fatores de transcricdo séo utilizados como ferramentas
nessas vias de sinaliza¢do para o organismo realizar suas ftié6é$ Com isto, os
fatores de transcricdo representam uma grande alternativa para serem usados como
ferramentas para o tratamento e reducao do risco de varias doencas.

Para melhor compreender, os resultados foram resumidos apresentando os principais
biomarcadores envolvidos na inflamagéao crénica e nas doengas cardiovasculares.

3.1.Biomarcadores na inflamacéo crénica

7

A inflamacéo crénica € um fator critico da propagacdo e desenvolvimento da
obesidade e de alteracbes metabdlicas como a resisténcia a insulina, diabetes e
dislipidemias’® 32 Neste processo biolégico interferem diversos sinalizadores celulares,
0s quais podem ser usados como marcadores moleculares para sua maeulacéo
regulacédo. Na Tabela 1 sdo descritos os biomarcadores expressados com maior frequéncia
no processo de inflamacé&o cronica. Os fatores de transcricdo da Nia«d® sdo os
principais sinalizadores ativados em resposta dos processos inflamatorios cronicos. A via
do NF«B pode estimular a expressdo em cascata de citocinas (como @),TNF-
interleucinas (IL-1, 6, 8, 12), e proteinas com efeitos pro-inflamatérios. Em func¢édo do
fator de transcricdNF-kB ser altamente sensivel & inflamacéo, pode estar relacionado as
alteracdes crénicas como a adesdao e diferenciacdo celular e apoptoses, que podem levar

a ativagdo dos receptores de necroses tumoral ou tipo “Toll” 2733 A interleucina 6 (IL-6)



€ uma citosina pro-inflamatéria fortemente relacionada a inflamagéo crénica. Foi
reportado que a inibicdo da e o TNFa podem inibir a via do NF-xB, bloqueando a
atividade inflamatéria e outras alteragfes relacionadas. A inibicdo de IL-6 também pode
inibir as células de diferenciagdo T reguladofas® Horménios proteicos como a
adiponectina, a resistina e a leptina, relacionam fortemente a inflamacéo e a obesidade. A
adiponectina tém funcdo anti-inflamatoria, enquanto a resistina atua como um pro-
inflamatorio®: %8 37 Assim, observa-se que na inflamac&o cronica associada a obesidade
0os biomarcadores pro-inflamatérios como o ®-¢ o TNFa podem ser regulados
favorecendo a modulag&o desta doenga.

3.2.Biomarcadores nas doencas cardiovasculares (DCV)

A obesidade influencia negativamente os fatores associados as doencas
cardiovasculares. Esta doenca pode aumentar a reabsorcéo de sédio nos rins (alterando a
natriurese pressorica) desenvolvendo a hipertensdo. Também pode favorecer a hipertrofia
ventricular, aumentar a adiposidade cardiaca, aumentar a calcificacdo nas artérias,
favorecer a formac&o de placa aterosclerética, levar a insuficiéncia renal, entré®outras
38,39 Existem inimeros biomarcadores envolvidos nas DCV, dois quais a maioria estio
sendo ainda estudados. Na Tabela 2 s&o apresentados 0s principais biomarcadores que
tem sido associados as DCV. Um importante sistema associado diretamente nas DCV, é
0 sistema renina-angiotensina-aldoesterona (RAAS). Quando este sistema € ativado,
alterase a pressdo sanguinea aumentando o risco de vasoconstricdo, fibroses,
insuficiéncia renal e disfuncdo cardid€aNo RAAS se da a sirdeda angiotensina Il
(Ang 1), a qual leva a ativacéo @i-«B, incrementando a expressao da IL-6 e VCAM-

1. A Ang Il pode aumentar a press&o sanguinea, os leucdcitos e fibroblastos c&rdiacos
42:43 A via da IL-6 também inclui a cardiotropina-1, marcador envolvido na insuficiéncia
cardiaca, hipertensdo, hipertrofia de cardiomidcitos e producéo de fibrobtadtos

Outras moléculas como as alipoproteinas, o cluster de diferenciacdo (CD36) e a ciclo-
oxigenasse, também tem um papel importante no desenvolvimento das DCV. As
lipoproteinas se ligam aos lipidios permitindo seu transporte no sangue e sao
fundamentais no metabolismo dos acidos grdXd8 Os receptores CD36 tem funcéo
reguladora, podendo ligar ao colageno, aos acidos graxos de cadeia longa, e outros, para
serem metabolizadds



Tabela - 1.Principais marcadores associados a inflamacéo crénica.

Biomarcador Descricao Local de expresséo Referéncia
Fator de transcricdo nos linfocitos Figado, cérebro, rins

NE-<B mediador central das respost pulmﬁe,s Sor0 e pl)lasn; 25: 27: 48
inflamatorias da fungdo imune. 1 TNF- a, sanguinéos
IL-1elIL-6
Citosina  pro-inflamatéria  relacionac Figado, soro e plasm

TNF-o principalmente & apoptoses. 1 IL-1, IL-6 e sanguineos e tecid — 4%50:51
ICAM-1 adiposo

IL-1 IL-6. IL- Interleucinas pro-inflamatérias ativadas ¢

' ' resposta do sistema imune. 1 TLRs e NF- Figado e plasma 52

12, 1L-18 <B
Interleucinas anti-inflamatérias que atue

IL-10, IL-13 como reguladoras das moléculas p Figado e plasma 52
inflamatorias. |TNF- o ¢ IL-6
Receptores pro-inflamatérios capazes
identificar patbégenos e ativar a respo _. . . . .

(TLR)2 imune contrg eleg. 1T NF«B, TNFa e ILFi Figado, intestino e rins e
1B
Proteina plasmatica e marcador

CRP inflamacdo regulado por citocinas pr Figado e plasma 55: 56

inflamatorias.

Adiponectina

Horménio  proteico  anti-inflamatéric
associado ao catabolismo de acidos gra:
| células adiposa®NF-xB, TNF-, e IL-6.
111-10, PPARYy

Tecido
plasma e soro

adiposo,

35; 52; 57, 58; 59

Resistina

Proteina  hormonal pro-inflamatori
expressada principalmente pelo teci
adiposo e responséavel pelo acumulo
adipécitos.

Tecido
plasma

adiposo ¢

36

Leptina

Horménio  proteico  anti-inflamatéric
produzida pelos adipdcitos e relaciong
com a regulagdo da ingestdo dos alimen

Principalmente nc
tecido adiposo, plasm
e figado.

37, 60

PPARs

Hormonio nuclear que atua como recep
regulador da homeostase energética. P
inibir a expressdo de citocine
inflamatdrias. Posse atividade an
inflamatoéria. |NF-«xB

PPAR-a: figado,
cérebro, pulmdes, rins
coragao, soro e plasm
PPAR-y: tecido
adiposo

PPAR-§/6:  cérebro,
pulmbes, pele, muscul
esquelético, adipdcito
e macréfagos

61; 62

ICAM

Proteina pro-inflamatoria expressada pe
macréfagos, células endoteliais, plaque!
leucécitos e linfécitos.

Principalmente nc
cérebro. Rins e vasac
sanguineos.

63, 64

VCAM

Proteina pro-inflamatéria mediador ¢
adesdo celular. Esta associada
desenvolvimento da aterosclerose.

Vasos sanguineos
musculo cardiaco

63; 64; 65

NF-kB, fator nuclear kappa-B; TNé&;fator de necrose tumoral alpha; IL: interleucina; TLR2, receptores
tipo Toll 2; CRP: Proteina C-reativa; PPARs, receptores ativados por pralifesade peroxissoma;
ICAM-1, molécula de adeséo intercelular 1; VCAM-1, molécula de adesao celulalavdscu
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Tabela - 2.Principais Biomarcadores envolvidos nas doencas cardiovasculares (DCV)

Biomarcador

Descricao

Local de expressao

Referéncia

Fibrinogénio

Proteina plasmatica precursora da fibr
e principal causa da aterosclerose:
tromboses.

Figado e plasma

66

IL6R

Biomarcador inflamatério capaz ¢
estimular a cardiotropina e outr
sinalizadores associados as DCV.

Figado, soro, coracam
rins.

Ang Il

Peptideo negativamente envolvido
regulacdo do fluxo sanguineo, poder
causar a hipertensédo. Este é secrel
pelo figado.

Principalmente
figado

nc

68

Renina

Enzima secretada pelo rim para regule
fluxo sanguineo (entrada e saida)
glomérulos. Esta associada com
hipertenséo.

Principalmente no rim

Aldosterona

Horménio secretado pelo rim (zona i
glomérulo) para a regulacéo dos fluid
e dos eletrélitos. Estd envolvido 1
hipertensdo, insuficiéncia cardiaca
fibroses cardiaca.

Principalmente no rim

ADRB

Receptores associados as proteinas
com a ativacdo da adenilato cicla:
Estdo envolvidos na hipertenséo
insuficiéncia cardiaca.

Coracéo, tecidc
adiposo, fluxo
sanguineo e outros.

70

iNOs

Enzimas que sintetizam o6xido nitric
(NO) do aminoacido arginina-1. Ei
geral, esta envolvida na regulagdo
fluxo sanguineo, processos inflamatéri
€ no estresse oxidativo.

Figado, cérebro, rins
coracédo, soro, plasmi
outros.

71

Troponina

Proteina envolvida na contracéo cardii
e do musculo esquelético.

Musculo cardiaco.

72

CD36

Receptor que atua como mediador
Varios processos bioldgico:
principalmente no metabolismo dt
acidos graxos. Esta fortemen
envolvido na hipertensao, aterosclero:
e no estresse oxidativo vascular.

Coracéo, cérebro, sor
e plasma, rins.

a7

IRFs

Proteinas reguladoras dos interferon
das resposta imunes. Estdo envolvida:
progressao da ateroscleroses e nas D

Figado,
outros.

coracao

73,74,75,76

APOs

Proteina sintetizada em varios tecid
com a funcao principal de ligar lipidio
Estd associada no metabolismo
colesterol HDL (ApoA) e LDL (ApoB
e). Esta envolvida na aterosclerose:
hipertenséo.

Plasma e
principalmente.

figadc

45; 77

ABCA1

Proteina envolvida na biogéneses
HDL favorecendo a circulagdo d
colesterol livre.

Plasma,
coragao.

figaro €

78

IL6R, receptor da interleucina 6; Ang I, angiotensina 2; ADRB, P receptor adrenérgico; iNOs, 6xido nitrico
sintase induzivel; CD36, cluster 36 de diferenciacdo; IRFs, fatores reguladometeréeron; APOs,
apolipoproteinas; ABCA1, TRransportador de cassetes de ligagao Al.
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3.1. Extratos naturais e os biomarcadores da inflamacao e DCV.

Diversos produtos naturais sédo fontes importantes de compostos bioativos com
atividade funcional, representando uma grande estratégia para o desenvolvimento de
medicamentos para combater e/ou prevenir doencas cronicas nao transmissiveis como a
obesidade e suas alteracdes.

Atualmente, ha um incremento das pesquisas focadas em desenvolver produtos
usando plantas e alimentos. Varios autores no mundo, relatam que a viabilidade de usar
ervas, plantas medicinais e alimentos funcionais é grande, considerando as suas
propriedades funcionais, acessibilidade e ctfstd 8 Os extratos aquosos representam
uma alternativa como agentes terapéuticos, por apresentarem melhores propriedades
organolépticas e permitirem a conservacao de seus principios ativos de uma forma mais
simplificada, que os produtos sintéticds®. Atualmente muitogxtratos aquosos sio
utilizados de forma empirica em varias culturas a nivel mundial, para o tratamento e
reducao dos fatores de risco da obesidade. Alguns exemplos sdo os extratos de Antrodi
cinnamomea (Jap&8j, Ocimum sanctum e Crataegus pubescens (México), Mangifera
indica (Brasi) 8 8 entre outros. Com isto, neste estudo foram selecionados alguns
artigos que apresentam os resultados de pesquisas avaliando os efeitos de extratos
aquosos ou alimentos com potencial funcional sobre os processos inflamatorios e as DCV.

Fendlicos totais, antioxidantes, chas, taninos, azeite de oliva, suco de laranja,
extratos de ervas, sdo alguns produtos mencionados na Tabeld % & Estudos in
vitro e in vivo demostraram que flavonoides obtidos a partir de plantas como a Garcinia
brasiliensis e frutas como a laranja, exercem atividade anti-inflam&tdtia Acidos
graxos monoinsaturados (MUFAS) e poli-insaturados (PUFAs) também desempenham
um importante papel como agentes anti-inflamatorios e cardioprotetores. Estes acidos
podem diminuir o colesterol total e o LDL, os triacilgliceréis (TGs), e melhorar a
expressdo de mRNA de genes pro-inflamatérios como o MEIL-1B e 6, MCP1,

MPO, CD36 e o SRAE® % 91 Antioxidantes presentes em algumas frutas, também
reportaram atividade antioxidarte®. Estes extratos sdo s6 alguns exemplos da grande
variedade de produtos naturais com potencial terapéutico, especialmente na modulacéo
dos marcadores moleculares, que tem sido estudados nos ultimos anos. A perspectiva
clinica em relacdo ao uso de fitoterapéuticos visa aceita-los como ferramentas mais
saudaveis para a reducédo do risco e tratamento de doencas cronicas ndo transmissiveis,
mediante a regulacdo dos fatores de transcricdo. Portanto, sugere-se abordar uma pesquise
sistematica mas detalhada no futuro, como estratégia para destacar a importancia de
desenvolver produtos naturais ricos em compostos bioativos, cuja interagdo com o0s
marcadores moleculares possa modular positivamente doencas como a obesidade e suas
comorbidades.
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Tabela - 3.Parte A: Compostos bioativos presentes em produtos naturais e seus efeitos na inflamacgao cronica e doencas castiovascular

ensaios in vivo e in vitro (2016-2018).

Compostos

Potencial uso

o Fonte Doses Atividade . Referéncia
bioativos terapéutico
In vitro ein vivo:
MUFA Aceit 5 Anti-infl tori
PUFA S0 aquoss HOMIKG L TNFwILIRIL6 MCPL MPO, D36, SR (EEEEIEIC0
q 1 IL-4, IL-10, APOAL, PON1
Mangiferina Mangifera indica 24 ml extrato / dia  In vivo: Anti-inflamatorio 83 84
Fendlicos Extrato aquoso | TNF-a, NF-xB-p65 Hepatoprotetor ’
q , P Anti-obesidade
. Extrato de folhas de In vivo: - , o4
Oleuropeina oliva 30 mg.kg' | NOX1, NOX2, atividade da MAPK, TLR-4 Anti-hipertensivo
In vitro ein vivo:
i i 1
Flavonéides Crataegus pinnatifida 5 mg kg 1 RCP, LDLR Anti-aterosclerose 95
Extrato de folha Bunge 20 mg kg*
| ABCA
0.5 g kgt In vivo: Anti-inflamatério
Antocianinas Extratos de Mirtilo 1.0 g kg | Ang II, CRP, IL-6. Anti-apoptose 96
2.0 g kgt 1 ET-1, IL-10 Cardioprotetor
. . . . 20 mg kg ) . .
Ligninas Syringa pinnatifolia 40 mg kg* In vivo: Anti isquemia 97
Sesquiterpenos Hemsl 9 | COX1-2, 6-ketoPGF1la, TXB2 miocardica
80 mg kg
In vivo:
Polifenoi E farel .
otrenols Xtrato aquoso de farel 205 mg kgtdia® | CD36, NF-xB Vasoprotetor 98
y-0rizanois de arroz £ eNOS

TNF-a, fator alpha de necrose tumoral; ILs, interleucinas; MCP1, proteina quimiostética de monocitos 1; MPO, mieloperoxidase; CD36, clusterdiférenciacgo
SRAL, coactivador do receptor de esteroides 1; APOA1L, apolipoprotein®N1, Paraoxonase/aril-esteras®lE-xB, fator nuclear kappa-B; NOX, complexo NADPH
oxidase; MAPK, proteino-quinases ativadas por mitdgenbRS, receptores tipo “Toll”; COX, ciclo-oxigenasseRCP, receptor acoplado a proteina; LDLr, receptor
de lipoproteina de baixa densidade; ABCA, transportadores de cassetes de ligatBpAlegh, angiotensina IICRP, proteina c-reativa; ET-1, endotelina 1; 6-keto-
PGFla, 6-ceto-prostaglandina F1 alfa; TXB2, tromboxano B2; eNOS, 6xido nitiritass.
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Tabela- 3. Parte B Compostos bioativos presentes em produtos naturais e seus efeitos na inflamacao crénica e doencas cardiovascular

ensaios in vivo e in vitro (2016-2018).

mpost . Potencial .
Cq pps 0s Fonte Doses Atividade ote (Ela.uso Referéncia
bioativos terapéutico
In vitro:
Polifendis Euterpe oleracea 2.5 GAE ml! | aP2, LPL, FATPI1, FAS, leptina, C/ebpa, Anti-inflamatério %
Martius 5 GAE mL! C/ebpp, KIf5, SREBPI¢, ROS, TNF-o
10 ug GAE mL? 1 Adiponectina
Polifendis Pyracantha IN Vitro e in viva Anti-inflamatério
Catequinas . 120 mg kg'dia* Anti- 100
. . fortuneana fr . LDLr, APOA1 .
Acido Ursolico ortuneana fruit 400 mg kg 'dia* ! T, APO cholesterolemico
Benzophenones . In vivo: . L
i Garcinia . Anti-inflamatoério
Flavonoides o 300 mg kg'dia® 1 PPAR-y, IL-10 ) . 88
o brasiliensis Anti-obesidade
Proantocianinas | TNF-a
In vivo: . .
.. Extrato de suco de . . Anti-inflamatério
Flavondides larania 40 mg kg 'dia* | TNF-a, IL-1B, NF-xB, ICAM-1, iNOs 87
) 100 mg kg''dia® 1 MnSOD
3 mg kgdia? . . L
) In vivo: Anti-inflamatoério
n-3 PUFAs - 10 mg kg'dia? ) %
. TNF-o, IL-18, IL-6 Cardioprotetor
30 mg kgdiat ! * P P

Antioxidantes Lonicera caerulea

Antioxidante
Anti-inflamatoério
Anti-apoptotico

In vivo: | NF-kB, TNF-a
11L-10

93

aP2, proteina 2 ligante de acido graxo do adipécito; LPL, lipase lipoprdt@i€®1, proteinas transportadoras de acidos graxos; FAS, acido graxa, Sirdase e
C/ebpB, Clebp, CCAAT/ proteinas estimuladoras de ligacdo a ...; KIf5, fator 5a&tippel; SREBP1c, proteina de ligacdo ao elemento regulador do est&0Ig.c;
espécies reativas de oxigénio; TMHator de necrose tumoral alfa; IL, interleucinas; PPAR;receptor ativado por proliferadores de peroxissoma; NF-kB, fator nuclear
kappa-B; ICAM-1, molécula de adesao intercelular 1; iINOs, 6xido nitrico sintasgvalj MnSOD, superdxido dismutase dependente do manganés
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Conclusao

Esta revisdo apresentou um breve resumo dos fatores de transcricdo associados aos
processos inflamatérios e as doencas cardiovasculares, associados a obesidade. Tambérnr
cita extratos naturais avaliados recentemente como terapéuticos dessas doengas. Em
conclusao, os extratos naturais representam uma grande alternativa para serem utilizados
como terapéuticos na modulagédo de biomarcadores de doencas, tais como a obesidade,
inflamag&o crbnica e as cardiovasculares.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: As mango leaf tea contains mangiferin and other bioactive compounds, this study investigated its anti-in-
Stress oxidative flammatory, antioxidant and hepatoprotective effects on rats with high-fat induced obesity. Three groups were
Hepatc steatosis established: a control group (AIN93M diet), an obese group (high-fat diet HFD) and a treatment group (HFD with
Mangifera indica

mango leaf tea for 8 weeks). Mango leaf tea increased antioxidant enzymes, total antioxidant capacity, AdipoR2
and PPAR-a mRNA and proteins expressions and, it also inhibited the NF-xB p65 and SREBP1c genes expressions
in the liver. This beverage also leads to Cptl overexpression and a significant decrease in the accumulation of fat

Molecular docking
Liver histology

NF-«B
PPARG droplets, improving the hepatic steatosis. Molecular docking suggested a positive interaction between mangi-

ferin, the main bioactive compound of mango leaf tea, and PPAR-ct. Mango leaf tea exhibited a hepatoprotective
effect through activating PPARa and decreasing the NF-xB p65 expressions, reducing oxidative stress and
steatosis, and improving the lipid metabolism.

MEDINA RAMIREZ, N. et al. Mango leaf tea promotes hepatoprotective effects in
obese ratslournal of Functional Foods,v. 49, p. 437-446, 2018. ISSN 1756-4646.
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CAPITULO 2

Ché de folhas de manga promove efeito hepatoprotetor em ratos obesos

Cha de folhas da manga
Mangiferina e PPAR-a -

: -» Ratos obesos
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Resumo

O cha de folhas de manga contem mangiferina e outros compostos bioativos, o que
nos motivou a pesquisar seus efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes e hepatoprotectores
em ratos com obesidade induzida por dieta hiperlipidica (HFD). Trés grupos foram
estabelecidos: um grupo controle (dieta AIN93M), um grupo obeso (dieta HFD) e um
grupo tratado (dieta HFD e chéa de folhas de manga por 8 semanas). O cha de folhas de
manga aumentou as enzimas antioxidantes, a capacidade antioxidante total, e a expressao
de mRNA e proteinas do AdipoR2 e do PP&R-inibiu a expressdo dos genes NF-«B
p65 e SREBP1c, no figado dos animais tratados. Esta bebida também elevou a expressao
do gene Cptl e diminuiu significativamente o acimulo de goticulas de gordura no figado,
melhorando a esteatose hepatica. A docagem molecular sugeriu uma interacdo positiva
entre a mangiferina, principal componente do cha de folhas de manga, e ®mPPAR-
cha de folhas de manga exibiu um efeito hepatoprotetor ativando a expressdo do PPAR-
a e diminuindo 0 NF«B p65, reduzindo o estresse oxidativo e a esteatose hepdtica, e
modulando o metabolismo de lipideos.

Palavras-chave:estresse oxidativo; esteatose hepatica; Mangifera indica; acoplamento
molecular; histologia do figado; PPARa.
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1. Introdugéao

A obesidade é uma das alteracbes metabdlicas de maior prevaléncia no mundo e o
principal fator de risco para o desenvolvimento do processo inflamatério e oesstress
oxidativo. No ano de 2016, estimsaqgue 41 milhdes de criangas (menores de 5 anos),

340 milhdes de criancas e adolescentes (idades entre os 5 e 19 anos), e 650 milhdes de
adultos (maiores de 19 anos), foram diagnosticados com sobrepeso e obesidade.
Conforme a Organizacdo Mundial de Saude, essas estimativas globais estdo aumentando
12 0O consumo elevado de gorduras resulta em uma alteracdo metabdlica dos lipideos, a
qual pode incrementar a liberacdo de lipideos para o figado e reduzir a oxidacado dos
acidos graxos. Isto pode se manifestar no acumulo de acidos graxos (como
triacilglicerdis) nos hepatdcitos, causando a esteatose hepéticd corpo tem uma
sensibilidade particular ao consumo elevado de gordura, por isto estd mais exposto a um
desequilibrio da homeostase redox (entre as espécies reativas de oxigénio e as
antioxidantes) e um aumento dos mediadores pro-inflamatéti®rtanto, a obesidade

devido ao elevado consumo da dieta rica em gordura, esta fortemente associada ao
estresse oxidativo e a esteatose hepdtica

Durante a obesidade a inflamacdo crénica pode ocorrer devido a producdo de
moléculas inflamatdrias (citocinas) e a ativacéo das células do sistema imune (neutrofilos
e macréfagos), como um resultado do excessivo acumulo de células adiposas, levando a
ativacédo de diferentes vias de sinalizacdo celular. Foi demostrado que as vias do fator
nuclear kappa-B (NkB) ¢ o receptor ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR)
estdo envolvidas no processo da inflamac&o por obesidade

Devido aos graves efeitos da obesidade no metabolismo humano, atualmente séo
desenvolvidos varios tratamentos usando produtos naturais e fitoterapicos. Chas e
extratos contendo diversos compostos bioativos tem sido amplamente estudados e usados.
Os chéas sao naturais, econdmicos e contém uma variedade de compostos bioativos com
propriedades funcionais, representando uma grande alternativa para o tratamento e
reduc&o do risco da obesidade e suas alteratbes

A manga (Mangifera indica) € uma fruta tropical rica em compostos bioativos com
potencial terapéutico. As folhas da manga sdo pouco usadas e sao culturalmente
consideradas um tipo de residuo. No entanto, sdo uma importante fonte de mangiferina,
fendlicos, flavonoides, benzofenonas e antioxidantes com atividade de retirada de radicais
livres. Estes compostos bioativos tem sido relacionados as atividades bioldgicas,
incluindo as anti-inflamatdria, antioxidante, antidiabética, e odfrds Como o chéa é
importante para a vida humana e as folhas da manga contém muitos compostos bioativos,
nosso grupo de pesquisa desenvolveu e estudou um cha usando folhas processadas dz
manga da variedade Uba. Previamente reportamos que o cha de folhas de manga contem
0.72 + 0.08 mg.mtt de mangiferina, 1.59 + 0.11 mg GAE. rhilefendlicos totais e
80.33 + 0.18 % de atividade de retirada de radfcalambém demonstramos que esta
bebida diminuiu 0 acumulo de gordura abdominal, regulou o metabolismo da glicose,
estimulou marcadores anti-inflamatérios e melhorou a hipertrofia dos adipdcitos,
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confirmando seu efeito anti-obesidddeEm contraste, até a data ndo foram relatados
efeitos do tratamento com o cha de folhas de manga no figado de ratos obesos. Nés temos
a hipétese do que o cha de folhas de manga pode modular os marcadores associados ac
acumulo de lipideos no figado, tem efeito antioxidante, e melhora as altera¢des causadas
pelo consumo de dieta hiperlipidica. Assim, o objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito
hepatoprotetor do cha de folhas de manga no figado de ratos com obesidade induzida.

2. Materiais e metodologia
2.1.Preparo do cha

Folhas novas de M. indica da variedade Uba, foram coletadas em outubro de 2015, na
Zona da Mata (20°60’ S, 43°06" W, 183 m), estado de Minas Gerais (Brasil). As plantas
foram identificadas, e os comprovantes dos espécimes foram depositados no herbéario da
Universidade Federal de Vigosa, No. VIC37611. As folhas foram lavadas, sanitizadas,
secas e trituradas como foi descrito anteriorm&at® pé obtido (50 g) foi misturado
com um litro de agua (concentracdo final de 5%), aquecido (95°C) por 5 min e
posteriormente filtrado (papel filtro Melitta N°4). O cha de folhas de manga foi
previamente caracterizado por Medina Ramirez &t,ainde a mangiferina foi analisada
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), os fendlicos totais foram
estimados usando o reativo de Folin-Ciocalteu e a atividade antioxidante foi analisada
usando pelo método do DPPH (2-diphenil-1-picrilhidjazil

2.2.Ensaio biolégico

Um total de 24 ratos Wistar (200 + 50 g), com 60 dias de idade, foram dispostos em
condicOes controladas: ciclo claro-escuro de 12/12 h (07:00 AM-07:00 PM), temperatura
ambiente 22 + 3 °C e umidade constante (80%). Os animais foram obtidos no Biotério
Central do Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da Universidade Federal de Vicosa.
Todos os experimentos foram realizados de acordo com o comité de ética para pesquisas
em animais da Universidade Federal de Vicosa, Brasil (registro aprovado sob o numero
29/2016). O desenho experimental e a dieta de intervencgéo foram descritos previamente
18 De acordo com o método o grupo controle ndo-obeso (CG) recebeu dieta AN93M
agua, o grupo obeso (OB) foi alimentado com dieta HFD e agua, e o grupo tratado (TF)
recebeu HFD e 50 mL/dia do ch& de folhas de manga, durante 8 semanas. Ambos 0s
grupos OB e TF foram alimentados com dieta HFD por 7 semanas antes da intervencéo.
A agua foi administrada ad libitum. O cha foi preparado diariamente e administrado via
oral usando bebedouros que foram lavados e trocados diariamente, junto ao cha. As dietas
experimentais sdo apresentadas na Tabéfa @Os animais foram anestesiados com
Isofluran® 100% (Cristalia, SP, Brasil) e eutanasiados por puncdo cardiaca. Foram
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coletados o sangue e o figastmdo colocados a —80°C até serem analisados. Fragmentos
do figado foram separados para realizar as andlises histoldgicas.

Tabela- 1.Composicéo das dietas e densidade cal6rica

Ingredientes (g. 100

AIN93M HFD
Caseina 14,00 19,50
Maltodextrina 15,50 10,00
Sacarose 10,00 34,10
Amido de milho 46,57 5,32
Oleo de soja (mL) 4,00 1,00
Banha de porco 0,00 20,00
Celulose 5,00 5,00
Mix Mineral 3,50 3,50
Mix Vitaminico 1,00 1,00
Bitartarato colina 0,25 0,25
L-cistina 0,18 0,18
Colesterol 0,00 0,15
Butilato de hydroxitolueno 0,0008 0,004
Total 100,00 100,00

Calorias (Kcal)
Caseina 56,00 78,00
Maltodextrina 62,00 40,00
Sacarose 40,00 136,40
Amido de milho 186,28 21,28
Oleo de soja (mL) 36,00 9,00
Banha de porco - 180,00
CD 3,80 4,70

CD: densidade caloria (Kcaiy
2.3.Consumo de dieta, peso corporal e parametros séricos

O consumo do cha e da dieta foram medidos diariamente e uma vez por semana,
respectivamente. Para o controle do cha, foram coletados e medidos os residuos do cha
nos bebedouros e em copo de plastico de 50 mL (situado abaixo de cada bebedouro). O
peso dos animais foi monitorado uma vez por semana simultaneamente. A eficiéncia
alimentar foi calculada como se segue: FE = [ganho de peso corporal (g) / consumo
energético (kcal)] *1000. Foram determinados o0s parametros seéricos alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), colesterol total (TC) e os
triacilglicerdis (TG), como o descrito previamenfe usando kits comerciais (Bioclin
Quibasa, SP, Brasil).
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2.4. Andlises do estresse oxidativo

O homogenato do figado foi preparado homogeneizando 200 mg de tecido hepético
(de cada animal, de cada grupo, separadamente) em solugéo tampao de Tris-HCL (10
mM, pH 7.4). Posteriormente foram centrifugados por 10 min a 4°C e 12000 x g. O
sobrenadante foi coletado cuidadosamente e armazenado a -80°C, até realizar as analises
Os valores obtidos foram corrigidos pela quantidade de proteina total. Todos os reagentes
foram de grau analitico e foram obtidos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA).

2.4.1. Quantificacdo da proteina total

A proteina total foi quantificada pelo método de BradfSrdPara a reacdo foram
misturados 5 pl do homogenato hepatico, 395 pl de agua destilada e 100 ul do reagente
Bradford (0.01% Coomassie Brilliant Blue [G250], 4.7% de etanol [ao 95%)], e 8.5% de
acido fosférico [ao 85%]). As amostras foram misturadas vigorosamente no vortex por
30 s e deixadas em repouso por 15 min, sem luz direta e a temperatura aproximada de
20°C. A absorvancia foi lida a 595 nm (espectrofotometro Thermo Scientific
MultiSkan™ GO). Os valores foram expressos como miligramas de proteina por mililitro
de amostra (mg Ptn. m), usando uma curva padrdo de proteina de albumina sérica
bovina-BSA (2 mg.mL?Y), variando as concentracdes de 2 até 44 pg.mL

2.4.2. Superoéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada usando o método baseado na capacidade da
enzima para inibir 50% da oxidac&o do pirogaloPara a reagéo, foram misturados 20
ul do homogenato hepatico, 6 pl de MTT (brometo (3- [4,5-dimetiltiazol-2 M] -2,5-
dipheniltetrazolio), 1.25 mM), 15 pl de pirogalol (1 mM, HCL 10 mM) e 259 ul de
tampéo Tris-EDTA (Tris 50 mM, EDTA 1 mM, pH 8.2). A mistura foi incubada por 5
min a 37°C e a absorvancia foi lida a 570 nm (spectrophotometer Thermo Scientific
MultiSkan™ GO). Foram medidos um branco (sem amostra e sem pirogalol) e um padrao
(os reagentes s0). Os valores foram expressos como Unidade de SOD por miligramas de
proteina (U SOD. mg Pt).

2.4.3. Atividade da catalase (CAT)

A CAT foi determinada pelo método espectrofotométrico do peroxido de hidrogénio,
onde uma unidade de CAT (1 U) descompde um micromol (1 pumol) de peroxido de
hidrogénio, em 1 minuto de reac%o?3 Para a reacdo, foram misturados 10 pl do
homogenato do figado com 1 mL tampé&o fosfato (NaCl 136.9 mbHRN2 0.27 mM,
KH2POs 1.1 mM, pH 7.4) contendo 30% de perdxido de hidrogénio. Posteriormente, foi
medida a absorvancia a 240 nm nos tempos 0 e 60 s (T70 + UV/VIS spectrometer, PG
Instruments Ltd, Leicestershire, UK). O branco consistiu de 10 ul do homogenato
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hepético de cada amostra em 1 mL de tampdao fosfato. Os valores foram expressos como
uma unidade de CAT por miligramas de proteina (U CAT. mg)Rtimo segue: U CAT.

mg Ptn! = [(Abso - Abseo) * 2.361] / (mg de proteina da amostra * Apsonde Abs
representa a absorvancia medida.

2.4.4. Capacidade antioxidante total (TAC)

A TAC foi determinada pelo ensaio de ELISA usando o Kit do ensaio antioxidante
(CS0790, SIGMA-ALDRICH, Saint Louis, USA), seguindo as especificacdes do
fabricante. Os resultados foram expressos como milimol de Trolox por litro de
homogenato (mM Trolox).

2.4.5. Malondialdeido (MDA)

O MDA foi medido pelo teste das substancias reativas de acido tiobarbitarico
(TBARS)?% 25 Para a reacéo, foram misturados 100 pl do homogenato hepatico e 200
da solucdo de TBARS (15% de &acido tricloroacético, 0.375% de &cido tiobarbitarico, e
HCL 0.25 M). A mistura foi incubada por 40 min a 90 °C e deixada em repouso por 5
min. Posteriormente foram adicionados 300 ul de n-butanol e misturados usando vortex
por 2 min. Em seguida, a mistura foi centrifugada por 5 min a 3500 x g e o sobrenadante
foi coletado cuidadosamente. A absorvancia foi medida a 535 nm (spectrophotometer
Thermo ScientificMultiSkan™ GO). Os resultados foram expressos como nanomol de
MDA por miligramas de proteina (nMol.mg Pyrnusando uma curva padrdo de TMPO
(1,1,3,3 tetraetoxipropano) variando as concentracdes de 2,5 até 20 uM.

2.5.Expressao de genes no figado

O RNA foi extraido de 100 mg de tecido hepético, usando o reagente Trizol (Thermo
Fisher Scientific, Carlsbad, USA). O cDNA foi preparado a partir de 2 pg de RNA usando
o kit M-MLV Reverse transcriptase (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA). Os genes
foram analisados usando o ensaio da Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(RT-PCR), para o qual foram utilizados 2 pL of cDNA e o SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems, Carlsbad, USA), de acordo com as especiacfes do fabricante. Os
parametros dRT-qPCR foram: uma etapa de desnaturacéo a 95 °C for 10 min, 40 ciclos
de 95 °C por 15 s, 0 anelamento a 60 °C for 30 s, e uma etapa de elongacéo a 72 °C por
30 s, seguidos da curva de Melting. As amostras de cDNA foram lidas no equipamento
AB SepOne RPCR System (Applied Biosystem). Os resultados foram expressos como
o Fold Change calculado de acordo com o método da expresséo relativa, usando uma
curva padrdo de cada gene (intervalo de concentragdo de 1000 ng até 31.25 ng), e
normalizados em relacdo ao grupo OB. As sequéncias dos primers (Tabela 2) foram
obtidas usando o software Primer3 plus_(http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cyi
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Tabela- 2. Oligonucleotidos usados na analise qRT-PCR no figado dos animis
experimentais.

Gene alvo Forward (5"~ 3") Reverse (5- 3")

AdipoR2 CATGTTTGCCACCCCTCAGTA ATGCAAGGTAGGGATGATTCCA
PPAR« CATTTCTGCTCCACACTATGAA CGGGAAGGACTTTATGTATGAG
Cptl GTAAGGCCACTGATGAAGGAAGA ATTTGGGTCCGAGGTTGACA
SREBP1c CGCTACCGTTCCTCTATCAATGAC AGTTTCTGGTTGCTGTGCTGTAAG
NF-xB p65 CTGCGCGCTGACGGC TCGTCGTCTGCCATGTTGAA
TNF-« ACGGCATGGATCTCAAAGAC AGATAGCAAATCGGCTGACG
GAPDH AGGTTGTCTCCTGTCACTTC CTGTTGCTGTAGCCATATTC

ADIPORZ2, receptor de adiponectina 2; PPAReceptor ativado por proliferador de peroxissoma alpha;
CPT1, carnitina palmitoiltransferase |; SREBP1c, proteina de unido a elemenitzorios de esterdis
1c; NF«B p63, fator nuclear kappa B; GAPDH, gliceraldehido 3-fosfato desidrogenasse.

2.6. Expressao de proteinas pelo método de ELISA

As proteinas foram quantificadas pelo ensaio de ELISA. As concentragfes séricas de
adiponectina e resistina foram determinadas usando os kits Rat Adiponectin (EZRADP-
62K, Merck Millipore KGaA, Darmstadt, Germany) e Rat Resistin (SEA847RA, Wuhan
USCN Business Co., Ltd.-Life science, Houston, USA), seguindo as especificacdes do
fabricante. Os resultados foram expressos como microgramas e nanogramas de
adiponectina e resistina respectivamente, por mililitro de soro.

Para a andlise das proteinas PRARNF-kB p65, foram extraidas as fra¢des da
proteina nuclear do figado usando o kit “Nuclear and Cytoplasmic Extraction” da Thermo
Scientific™ NE-PER™ (Rockford, USA). Posteriormente a proteina nuclear foi
quantificada usando os kits Rat PPARN® E-EL-R0725) e Rat NkB p65 (N° E-EL-

R0674) da Elabscience Biotechnology Co.,Ltd (USA), de acordo com as especificacdes
do fabricante. Os resultados foram expressos como nanogramas por miligrama de
proteina nuclear (ng . mg P Foi analisada a relagdo MB-p65/PPAR-o, entre os

valores das proteinas.

2.7.Western blot

Foram extraidas as fracdes, nuclear e citoplasmética, das proteinas do tecido hepatico
usando o kit “Nuclear and Cytoplasmic Extraction” da Thermo Scientific™ NE-PER™
(CA, USA). A proteina total dNF-xB p65 foi detectada pelo ensaio Western blot, usando
o sistema de eletroforese vertical (Loccus Verti-10, LPS 600V, SP, Brasil). Para isto,
foram misturados 30 pL do extrato (nuclear ou citoplasmatico), contendo 15 pg de
proteina total, com 10 pL da solugdo tampédo 4X. As amostras foram aplicadas em gel de
poliacrilamida-SDS (Tris 1.5M, pH 8.8; 30% acrilamida; 10% SDS; 10% persulfato de
amonio; agua ultrapura) em tampao TAE 1x, a corrente elétrica constante 100V por 2h
40 min aproximadamente. As proteinas foram transferidas para membranas de fluoreto
de polivinilideno (PVDF) (BioRad®, CA, California) usando tampéo de transferéncia
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(Tris 0.25M, glicina ao 2.0M e 20% de metanol), a corrente elétrica constante de 0.35A
por 90 min. Apds a transferéncia, as membranas foram lavadas com agua ultrapura e
coradas com Ponceau 0,5% (corante vermelho). As proteinas inespecificas foram
blogueadas com 3% de BSA em solu¢do, mantendo uma temperatura de 4°C por 12 h, e
finalizado o tempo foram lavadas com TBS-Twin a temperatura ambiente. As membranas
foram incubadas a 4°C durante 12 h, com anticorpo primario monoclonaN@&ri-

p65, 65kDA, ab13594, diluido 3:1000 em TBS-T e 3% de BSA, Ab Cambridge, United
Kingdom). Ao final, as membranas foram lavadas com TBS-Twin, incubadas a 20°C por
1 h com anticorpo secundario (Horseradish Peroxidase - HRP, A9044, diluido 3:1000 em
TBS-T e 3% de BSA, Sigma-Aldrich Ltda, St Louis, MO, USA), e novamente lavadas
como descrito na etapa anterior. As proteindskieB p65 foram reveladas deixando as
membranas em solugdo mix (Tris-HCI 50mM, pH 7.6; 3,3-Diaminobenzidina
tetrahidrocloruro; 30% #D>) por 15 min a temperatura ambiente.

2.8. Acoplamento molecular

A docagem molecular entre a mangiferina e o receptor de RHR#éiRealizada como
o descrito previamenté. As aplicac6es informéticas foram realizadas usando o software
OpenSUS Tumbleweed. De acordo com as modificagbes, a mangiferina e o Aleglitazar
(ligante usado na analise de reacomplamento) foram desenhados usando o programa
Maestro 10.2.010 (Schrodinger Release 2015-2: Maestro, version 10.2.010, LLC, New
York, NY, USA). Os softwares usados para a preparacdo dos ligantes envolvidos no
estudo foram o LigPrep 3.4 (Schrodinger Release 2015-2: LigPrep, version 3.4, LLC)
com OPLS_3 campo de forca e estado de ionizacdo para pH 7.0 £ 2.0. A estrutura
cristalografica do PPAR-(Protein Data Bank [PDB] ID: 3G8I) 25, foi obtida da base de
dados PDB. Também foi utilizado o software Protein Preparation Wizard (Schrédinger
Release 2015-2: Schrodinger Suite 2015-2 Protein Preparation Wizard; Epik version 3.2;
Impact version 6.7; Prime version 4.0, Schrodinger, LLC) para preparar o receptor de
PPAR<. A otimizagdo dos resultados realizou-se mediante o campo de forga OPLS3 no
MacroModel 9.9. Os estudos da docagem molecular entre o BRARligante foram
realizados usando o Induced Fit Docking protocol (Small-Molecule Drug Discovery Suite
2015-2: Schrddinger Suite 2015-2 Induced Fit Docking protocol; Glide version 6.7; Prime
version 4.0; Schrédinger, LLC), definindo uma area de grade de 20x20x20 A. Todos os
softwares foram adquiridos da Schrodinger Suite.

2.9. Histologia

Fragmentos do figado foram fixados em formalina (10%) e embebidos em resina
glicolmetacrilato (Leica, Historesi). Foram laminadas sec¢Ges de 5um e coradas com
hematoxilina-eosina (HE). As imagens foram obtidas usando o fotomicroscopio Nikon-
Elipse E600YF-L (Japao). As porcentagens de nucleo, goticulas de gordura, infiltrados
inflamatorios citoplasma e vasos sanguineos, foram determinados no tecido hepatico
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usando o software ImageJ (Fiji). O didmetro do ndcleo e o citoplasma hepatico foram
determinados usando o software Image-Pro Plus 7.0. Adicionalmente, foi calculada a
relacdo nucleo/citoplasma (NCR). O grau de esteatose hepética foi medido semi-
guantitativamente de acordo com a porcentagem de gordura acumulada, como segue: grau
0, se < 5%; gnal, se > 5% e < 33%; grau 2, se > 33% e < 66%; e grau 3, se >33% 2". O

indice hepatosomatico (HSI) foi calculado como segue: HSI (%) = [(peso do figado/peso
final do animal) x 100].

2.10. Analise estatistica

O estudo foi desenhado com uma poténcia estatistica de 80%, e os resultados foram
expressos como media e erro padréao (SEM). Para comparar os grupos foi realizada uma
analise de variancia (ANOVA) paramétrica unidirecional seguida do post hoc de Tukey.
A analise estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism versdo 5.0 (San
Diego, CA). Os resultados com um P<0.05 foram considerados estatisticamente
diferentes.

3. Resultados
3.1. Efeitos do ché& de folhas de manga no peso corporal e parametros séricos

N&o foram observadas diferencas estatisticas no consumo cal6rico entre 0s grupos
obeso OB) etratado TF) até a oitava semana de tratamento, semana na qual houve um
aumento no grupo TF. No entanto, a ingestao de calorias ndo deferiu quando comparada
entre os dias do tratamento. Esta ingestdo similar de calorias garante que os efeitos
observados no estudo ndo sejam associados a variagdo da ingestédo alimentar (Fig. 1A).
Apos a terceira semana, o cha de folhas de manga inibiu 0 ganho de peso. Este efeito foi
acompanhado pelos valores significativamente elevados da eficiéncia alimentar no grupo
TF (Fig. 1B e C). O consumo de cha foi 169 + 1 mL/semana (25 mL/dia) e n&o foi
diferente durante as 8 semanas de tratamento (Fig. 1D).

Os niveis séricos de triacilglicerdis e alanina aminotransferase (ALT) foram
significativamente altos no grupo OB quando comparado com 0s grupos cab@pée (

TF. Nao foram observadas diferencas no aspartato aminotransferasa (AST) entre os
grupos. O colesterol total foi estatisticamente menor nos grupos CG e TF comparados
com o grupo OB (Fig. E-H).
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Figura. 1. (A) Ingestéo calérica semanal e diaria, (B) peso corporal (C) efiai@limentar FE = [ganho
de peso corporal (g) / ingestéo calérica (kcal)] *1000), e (D) comslotha, dos animais experimentais.
Concentrages séricas de (E) Triacilglicerdis, (F) alanina aminotransferasspd@ata aminotransferase,
e (H) Colesterol total. Os valores representam a média e SEM (n=8). Os dadoarfaliaados usando
ANOVA seguida do post hoc Tukey. *P < 0.05, **P < 0.0¢P*< 0.001 indicaram diferencas em rela¢éo
ao grupo OB; #P < 0.05 TF versus CG. Os ratos foram alimentadodietanAINO3M (CG), HFD (OB)

e HFD e tratados com o cha de folhas de manga (TF). Nao foram observadasdd no consumo do
cha entre as oito semanas de tratamento.

3.2. Efeitos do chéa de folhas de manga no estresse oxidativo

Foram avaliados SOD, CAT, MDA e TAC para estudar os efeitos do cha de folhas de
manga nos parametros relacionados ao estresse oxidativo. Foram observadas baixas
concentracoes de SOD no grupo OB, enquanto que CAT e TCA néo foram alteradas pela
dieta HFD. O cha de folhas de manga estimulou as concentragdes de CAT (32.4+1.9 U
CAT . mg Ptn') e TAC (0.27 +0.01 mM Trolox), quase duplicando os valores dos grupos
OB e CG (Fig. 2A-C and E). A HFD aumentou a formacgéo dos produtos da peroxidagéo
lipidica (MDA), em resposta ao estresse oxidativo. Interessantemente, foram observados
baixos valores na formagao de MDA nos animais tratados (Fig. 2D).

36



14 48 - B 0.4 - c
ok sk ok
— ksksk v ke
& 1l T 36 - — 203 - —
f= = = T
A = =
en 33 0 =
g 9 ol B 24 - = 02 -
> 4 . = 0
0 e 0 0,0
CcG OB TF CG OB TF
E

0,36
— sk
P —_ CG OB TF
g 027
o SOD  13+0.11% 1.0+£0.05 1.4+0.04*
N I
= 0,18 CAT 1.1£0.05 1.0£0.11 2.0=0.12%**
Z 0.09 TCA 11£0.05 1.0+£0.09 1.8:£0.09%*
'3‘ 5
= MDA  0.8+0.06%% 1.0=0.02 0.7 = 0.05%*

0,00

CG OB TF

Figura. 2. Parametros do estresse oxidativo no figado dos ratos experimentisi@mpéemanas de
tratamento. (A) superoxido dismutase, (B) catalase, (C) atividade antiexidéad, (D) malondialdeido
(E) resultados expressadosmo “Fold change” dos valores em relagdo ao grupo OB. Os valores
representam a média e SEM (n=8). Os dados foram analisados usando Aéifitda slo post hoc Tukey,
*P < 0.05, *P < 0.01, **P < 0.001. Os ratos foram alimemtadom dieta AIN93M (CG), HFD (OB) e
HFD e tratados com o ché& de folhas de manga (TF).

3.3.0 ché de folhas de manga nos genes e na concentracdo de proteinas

ApoOs oito semanas de tratamento, o ché de folhas de manga aumentou 225 vezes os
niveis de mRNA de PPAR-€ atenuou os genes pro-inflamatoérios NF«B p65 e TNF- a.

Além disso, a bebida também levou a regulagdo positiva (12 vezes) do reaeptor d
adiponectina (AdipoR2) e aumentou a expressao da carnitina-palmitoil transferase
(Cptl), marcador envolvido na regulagdo da B-oxidacdo. O chatambém inibiu o aumento

da expresséo de N&B p65, TNF-o e SREBP1c¢ ocasionado pela HFD (Fig. 3B-F).

Foram analisadas as proteinas séricas adiponectina e resistina para avaliar o efeito do
cha de folhas de manga no excesso de adiposidade e perda de peso dos ratos. A HDF teve
efeitos negativos nessaariaveis. No entanto, os resultados demostraram que esta bebida
aumentou significativamente os niveis de adiponectina e reduziu a resistina. A correlagcéo
entre estas proteinas confirmou este efeito. Ndo foram observadas diferencas entre os
grupos CG e TF, em ambas as concentracfes de proteinas (Fig. 4A-C).

De acordo com os resultados na expressao de mRNA, o tratamento com o cha de
folhas de manga estimulou a transcricdo da proteina RP@&R:. 4D). Nao foram
observadas diferengas na expressédo das proteinas dB pif>-entre os grupos OB e
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CG. No entanto, a correlacao entre o dp65 e o PPAR-a, indicou um predominio do
NF-kB no grupo OB, quando comparado ao grupo CG (Fig. 4C).
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Figura. 3. Efeitos do cha de folhas de manga na expressao dos marcadores regdmioflamacao e o
estresse oxidativo no figado dos ratos experimentais, apos as oito seenmatsnento. Niveis de mMRNA
de (A) receptor ativado por proliferador de peroxissoma alpha, (B)rfatbear kappa B p65, (C) fator de
necrose tumoral alpha, (D) receptor de adiponectina ll, (E) carnitindq&lnansferase I, (F) proteina de
unido a elementos regulatérios de esterdis 1c. Os resultados foram calculadio® msétodo de expressao
relativa (GAPDH como enddgeno) e normalizados em relagdo ao grupo OB. @&s vajmesentam a
média e SEM (n=8). Os dados foram analisados usando ANOVA seguistdeoc Tukey, *P < 0.05,
*»*p < 0.01, **P < 0.001. Os ratos foram alimentados com dieftd98M (CG), HFD (OB) e HFD e
tratados com o cha de folhas de manga (TF).

3.4.Interacdo do PPAR-¢ a mangiferina

O acoplamento entre a mangiferina e o receptor P& ARoi realizado e apresentado

com um valor energético (GScore) de -10.286 kcal'm@sta interagdo ocorreu
principalmente por 7 ligagdes de hidrogénio com os seguintes residuos de aminoacidos
do receptor de PPAR=- Asn219 (duas interagdes), Ser280, Glu282, Thr283, Tyr314 e

Hle440, e em adi¢do 322 intera¢es hidrofobicas favoraveis (forcas de Van der Waals).
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Figura. 4. Efeitos do cha de folhas de manga nas concentra¢Bes de proteinas nos ratosréajseaipds
as oito semanas de tratamento. Proteinas séricas de (A) adiponectina, (B) resistirdaed@entre os
valores de adiponectina y resistina. Proteina nuclear hepatica de (D) BARW--xB p65 e blots de gel
representativos para os niveis de proteina nuclear e citoplasmatica «d® p¥B; usando a andlise de
Western blot; e (F) relacao entre os valores de proteina ddB5/PPARe. Os valores representam a
média e SEM (n=8). Os dados foram analisados usando ANOVA segumtestdiaoc Tukey, *P < 0.05,
*»*P < 0.01, **P < 0.001. Os ratos foram alimentados com dielfd98M (CG), HFD (OB) e HFD e
tratados com o cha de folhas de manga (TF).

Foi realizada uma validacdo dos acoplamentos moleculares no alinhamento obtido
com um valor de RMSD de 0.119 A. (PDB code: 3G8l). As principais interactes
demostraram um valor elevado de afinidade, podendo levar a atividade agonista do
receptor (Fig. 5). A Figura 5 ilustra o resultado do acoplamento molecular no formato 2D
da mangiferina com os aminoacidos do PRAR-a Figura 5B ilustra os melhores
encaixes no componente avaliado.
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Figura. 5. (A) Interacfes entre os aminoacidos do receptor de RP&Rmangiferina; (B) representacdo
da melhor posicdo do acoplamento molecular entre a mangiferina e o®PAR-

3.5. Altera¢Bes na morfometria do figado

O grupo OB mostrou uma perda na arquitetura hepatica com infiltragdo de células
inflamatorias no endotélio vascular, enquangoupo tratado com cha de folhas de manga
mostrou uma estrutura normal com incremento de vasos sanguineos (Fig. 6A). Nao houve
diferencas estatisticas nas porcentagens dos infiltrados inflamatorios entre os trés grupos
experimentais (Fig. 6E). A HFD desencadeou a esteatose hepdtica, efeito evidenciado
pelo elevada percentagem de células de gordura acumuladas (OB=46%), a qual alterou
negativamente o tamanho do citoplasma e incrementou o peso do figado no grupo OB.
Segundo a percentagem de gordura o grau de esteatose hepética para cada grupo
respectivamente foi CG=0, OB=2 e TF=1 (Fig. 6B). O indice hepatosomatico foi maior
no grupo OB (3.8 + 0.1 %) quando comparado com os grupos CG (2.9+0.1 %) e TF (3.1
+ 0.1 %) (Fig. 6C). Apo6s o tratamento com o cha de folhas de manga, foi observado um
incremento nas porcentagens de ndcleo, citoplasma e vasos sanguineos no figado dos
animais. Este resultado correspondeu ao baixo acumulo de goticulas de gordura e
posteriormente com a reducéo do grau de esteatose hepética no grupo TF (Fig. 6).

4. Discussao

Neste estudo, foram avaliados os efeitos in vivo do cha de folhas de manga no estresse
oxidativo, processo inflamatdrio e esteatose hepéatica no figado de ratos com obesidade
induzida. Temos demostrado que o tratamento com cha de folhas de manga, quando
acompanhado da dieta hiperlipidica HFD, pode reverter as altera¢cdes causadas pela dieta
devido ao incremento de enzimas antioxidantes e biomarcadores anti-inflamatérios.
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Figura. 6. (A) Histologia do tecido hepatico dos ratos experimentais, ap0s oito sedeatnaamento (H,
hepatécito; V, veia hepatica; |, células inflamatérias infiltradas; F, goticulas de gof@)ragyau de
esteatose; (peso do figado; (D) indice hepatosomatico (HSI (%) = [(peso do figado/pesvatdinal

do animal) x 100]), e (D) parametros morfométricos no fig&dmicentagem pela area total de 52900
pum?). Os valores sdo expressos como media + SEM (n=8). As diferencas egstaisticaignificantes
foram determinadas usando ANOVA seguida do post hoc Tukey, *F<*6R0< 0.01, ***P < 0.0010s
ratos foram alimentados com dieta AIN93M (CG), HFD (OB) e HFD e tratados aira de folhas de
manga (TF).
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Baseando-se nos valores previamente publicdtjosodemos estabelecer que o0s
animais tratados consumirai1.2 + 4.7 mg de mangiferina e 269.5 + 6.7 mg EGA de
fenolicos totais por semana. Alguns estudos reportaram que a mangiferina reduz o
acumulo de lipideos mediante a ativagdo da via do AMPK, previne a esteatose hepatica
regulando a transcri¢ao de proteinas hepaticas, reduz a toxicidade hepatica induzida por
dieta HFD e diminui a inflamagao reduzindo a ativagdo da JNK no plasma e figado de
modelos animais de obesidade 2223, Fendlicos também tiveram efeitos positivos na
obesidade e suas alteracdes via mecanismos de sinalizagdo, em modelos animais e
humanos*.

Como esperado, a ingestdo de HFD aumentou o acumulo de células de gordura,
alterando a regulacéo do peso corporal e o metabolismo de &cidos graxos. Mesmo sendo
a ingestao calorica similar nos trés grupos, o cha de folhas de manga inibiu o ganho de
peso demonstrando um efeito preventivo.

Os elevados valores de AST e ALT foram um indicativo da lesdo hepatocelular. Essas
enzimas sao biomarcadores importantes da doenca hepatica ndo alcodlica (NAFLD), e
portanto da esteatose hepatica. Similarmente, o nivel elevado de triacilglicerois é
associado ao incremento dos &cidos graxos no figado, levando a esteatosé’ fe@tica
consumo elevado de gordura altera a homeostase do colesterol e a biossintese de acidos
biliares, os quais desempenham um papel importante na absorcao intestinal do colesterol
e dos &cidos graxos. Assim uma concentracao elevada no colesterol sérico ou plasméatico
reflete uma maior absorcao intestinal do me&hid Os valores baixos de colesterol nos
animais tratados, sugerem que o cha de folhas de manga pode reduzir a absorcéo intestinal
do colesterol diminuindo o colesterol livre no corpo. Por outro lado, esta bebida também
diminuiu as concentracfes séricas de triacilglicerdis, ALT e colesterol total, indicando
gue promove as alteracdes positivas na lesdo hepatica causada pela HFD. Um estudo
demonstrou que o cha de folhas de manga diminui as concentracdes de triacilgliceréis e
colesterol total, e melhora o metabolismo de lipideos no modelo affimal

No modelo de estresse oxidativo, ha um aumento na formacédo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), gerando um desequilibrio entre as espécies antioxidantes e oxidantes,
resultando na inflamac&o e na degradacéo cefdildf A superdxido dismutase e a
catalase sdo enzimas com alta atividade antioxidante, as quais sao usadas como
marcadores do estresse oxidativo e reduzem o acumulo de células de gordura. Como a
HFD estimula a formacao de ROS, essas enzimas aumentam sua atividade em resposta a
um processo adaptativo para proteger os tecidos. No entanto, esta adaptacao € deficiente
guando uma formacao elevada de ROS sobrecarrega o sistema de defesa antioxidante e
portanto, a quantidade de enzimas antioxidantes nao é suficiente para regular as espécies
oxidantes e antioxidantés*’. Curiosamente, observamos uma reducéo da SOD mas ndo
alteracéo da CAT no grupo obeso, e um aumento da CAT e da capacidade antioxidante
total no grupo tratado. A ativagdo da CAT como sistema de defesa antioxidante para o
controle da homeostase redox, poderia ter sido responsavel pelo incremento da CAT no
grupo OB. Isto indica que o cha de folhas de manga pode diminuir o nivel de formacao
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de ROS pela estimulacdo das enzimas superéxido dismutase e catalase, semaesquecer
reducdo da peroxidacao lipidica.

O AdipoR2 atua como mediador da adiponectina ativando varias moléculas, incluindo
as da via do PPAR-*% 4344 Alguns autores reportaram que a regulacdo positiva do
PPARa melhora o metabolismo dos lipideos, a inflamacao, e o estresse oxidativo em
ratos obeso$ > 46 Uma modulagdo negativa do AdipoR2 e o PRARtA associada a
esteatose hepaticd Neste estudo, encontramos que a HFD diminui a expressido de
AdipoR2 e PPARy, ao passo que o cha de folhas de manga estimula a expressao desses
genes, atenuando a esteatohepatite. Além disso, o cha de folhas de manga aumentou a
expressdo do Cptl, enzima fortemente envolvida na oxidacdo de acidosegtaxhs
oxidagad'® “° Por outro lado, 0 SREBP1c, o maior fator de transcri¢do que contribui com
a sintese de lipideos, foi super expresso no figado de ratos Yb&aoshém observamos
gue a expressdo do Cptl poderia ser responsavel por melhorar a toxicidade lipidica
induzida pela dieta via B-oxidacao, e poderia ter diminuido a percentagem de goticulas
de gordura e regular o SREBP1c no figado do grupo tratado.

O TNF-u ¢ um mediador das respostas inflamatorias, exercendo efeitos pleitropicos
sobre varias células e mediando grande variedade de atividades biolégicas, incluindo a
ativacio da via do NEB °L. A ativagcdo do NReB desempenha um papel importante em
inUmeros processos bioldgicos, tais como a inflamacgdo, respostas ao estresse,
diferenciagcédo celular e morte celular programada. Neste estudo, a HDF aumentou os
niveis do acumulo de células de gordura levando a formacédo das ROS, gerando estresse
oxidativo e portanto ativando a via do MB: Nossos resultados demostram que os
baixos valores de MDA podem ser um indicativo da diminuicdo de ROS, podendo ser
associada a regulagéo negativa dodB65 ¢ a regulacdo positiva do PPAR-a. Isto
sugere que o cha de folhas de manga inibe a peroxidacéo lipidica e 0os genes pro-
inflamatorios, pela modulacdo da expressdo do &NB-NF-kB 52 53 54

Niveis elevados de adiponectina afetam positivamente o metabolismeoda glp-
oxidacao e a perda de peso corporal, e aumenta a atividade anti-inflamatéria. Autores
relataram que estd proteina também suprime a expressao do SREBP1c e previne a
esteatose hepatica em ratos. NOs sugerimos que o elevado nivel de adiponectina
observado no grupo tratado, poderia estar associado a elevada expressao de AdipoR2 e
Cptl, & supressédo do ganho de peso corporal dos animais, e a inibicdo do SREBP1c
A resistina se expressa no tecido adiposo, interfere na atividade da insulina, e foi sugerido
que seu aumento ou reducéo é diretamente proporcional ao acimulo de Hiprdeds
Interessantemente, temos encontrado que o cha de folhas de manga &eduziu
concentracao sérica de resistina até o ponto de néo diferir do grupo ndo obeso. Um estudo
recente sugeriu que o cha de folhas da manga melhora o metabolismo da glicose e a
fungdo das células B, estimulando a ingestdo de glicose num intervalo de 30120 min, e
a secrecao de insulind

Os niveis de expressao de proteinas sugeriram que o cha de folhas de manga estimula
a transcricdo do PPAR-o0 qual interage com o fator NF-kB p65 promovendo sua
regulacéo negativa. Isto € devido a que o PlRARa como um antagonista do processo
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transcripcional de marcadores pro-inflamatérios associados a obesidade, prevenindo o
acumulo de gordura, estimulando a oxidag&o de acidos graxos e melhorando a homeostase
de lipideo$: %% Nossos resultados sugerem que o cha de folhas de manga exerce um efeito
anti-inflamatério melhorando a homeostase hepatica, pela modulacdo «B &lk&-
ativacédo do PPAR:

Os estudos da docagem molecular foram realizados com a finalidade de verificar um
perfil agonista provavel da mangiferina sobre o PRARs resultados mostraram uma
boa afinidade, com valores de energia (Gscore) correspondentes a -10.286 kcal.mol-1. A
estrutura quimica da mangiferina apresentou varios grupos funcionais com possiveis
interacbes de ligacdes de hidrogénio. Os resultados do acoplamento indicaram 7
interacdes, assim como 322 contatos por forcas de Van der Waals em regides hidrofébicas
da mangiferina, confirmando o efeito agonista da mangiferina no BPABRim, nosso
estudo sugere que o cha de folhas de manga tem atividade agonista sobre o receptor do
PPARw.

A andlise morfometrica do figado dos animais demostrou que a HFD aumenta o
tamanho do citoplasma dos hepatdcitos e leva ao deslocamento do nucleo.
Evidentemente, o tamanho do citoplasma foi devido ao acumulo de goticulas de gordura
e a toxicidade lipidica causada pela ingestao elevada de gordura na dieta. Este efeito foi
confirmado pela relacdo nucleo-plasmética encontrada. A porcentagem de hepatécitos
afetados (46%) no grupo obeso, foi um indicativo do grau de esteatose hep&iita
condicao foi revertida pelo cha de folhas de manga, uma vez que os animais apresentaram
um grau de esteatose hepatica 1 (6.8% de gordura hepatica), e ndo deferiu estatisticamente
do grupo controle ndo obeso. O indice hepatosomatico é um indicador da energia de
reserva no figado e da hepatomedali&m comparacio ao grupo obeso, os ratos tratados
com o chéa de folhas de manga apresentaram valores baixos no indice hepatosomatico, o
qual pode ser associado a elevada reducéo de goticulas de gordura e lipideos no figado.
O PPARa foi associado com o metabolismo dos lipideos, aumentando a oxidacao de
acidos graxos e diminuindo o actimulo de goticulas de gordura no ffg@dauséncia
da hepatomegalia no grupo tratado poderia ser devida aos elevados niveis de’PPAR-
Uma vez que o tratamento com o cha de folhas de manga melhora o peso corporal,
diminui marcadores relacionados ao estresse oxidativo e leva a reduzir o acumulo de
lipideos, é possivel afirmar que a bebida tem efeitos positivos nos parametros histologicos
e histomorfométricos no figado de ratos com obesidade induzida.

Os animais tratados com o cha de folhas de manga ingeriram aproximadamente 18
mg de mangiferina por dia, para obter os efeitos descritos anteriormente (25 mL do
cha/dia). Extrapolando essa dose aos humanos, e considerando um adulto com peso
corporal de 60 kg, este valor corresponde a 2.9 mgatgdia, que séo equivalentes a
240 mL da bebid&.

Este estudo demostrou que o cha de folhas de manga tem efeito anti-inflamatario,
modulando o NReB p65 e aumentando a expressdo de mRNA de AdipoR2, PPAR-a e
Cptl no figado. Além disso, a bebida é capaz de inibir a lipogénese e a peroxidagédo
lipidica, melhorando o0 estresse oxidativo e a esteatose hepatica em ratos obesos.

44



Adicionalmente, a mangiferina, principal composto bioativo do cha de folhas de manga,
pode ser responsavel por induzir marcadores anti-inflamatoérios. Em conclusao, o cha de
folhas de manga tem potencial efeito hepatoprotetor na obesidade induzida por dieta HFD
em ratos.

Referéncias
1 WORLD HEALTH ORGANIZATION. Obesity. WHO 2018.

2 FERNANDEZ-SANCHEZ, A. et al. Inflammation, oxidative stress, and obesity.
International journal of molecular sciencesy. 12, n. 5, p. 3117-3132, 2011.

3 KOO, S.-H. Nonalcoholic fatty liver disease: molecular mechanisms for the hepatic
steatosisClinical and molecular hepatologyv. 19, n. 3, p. 210-215, 2013. ISSN
2287-2728, 2287-285X. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3796672/ >.

4 FABBRINI, E.; SULLIVAN, S.; KLEIN, S. Obesity and nonalcoholic fatty liver
disease: biochemical, metabolic, and clinical implicatiéfepatology. ,v. 51, n.
2, p. 679-89, 2010.

5 VINCENT, H. K.; INNES, K. E.; VINCENT, K. R. Oxidative stress and potential
interventions to reduce oxidative stress in overweight and obd3igpetes,
Obesity and Metabolism,v. 9, n. 6, p. 813-839, 2007. ISSN 1463-1326.

6 LEE, J. Adipose tissue macrophages in the development of obesity-induced
inflammation, insulin resistance and type 2 diabefashives of pharmacal
research,v. 36, n. 2, p. 208-222, 2013. ISSN 0253-6269.

! ASGHAR, A.; SHEIKH, N. Role of immune cells in obesity induced low grade
inflammation and insulin resistanc€ellular Immunology, 2017. ISSN 0008-
8749.

8 TAILLEUX, A.; WOUTERS, K.; STAELS, B. Roles of PPARs in NAFLD:
Potential therapeutic targeBiochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular
and Cell Biology of Lipids,v. 1821, n. 5, p. 809-818, 5// 2012. ISSN 1388-1981.
Disponivel em: <
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1388198111002204 >.

9 PAWLAK, M.; LEFEBVRE, P.; STAELS, B. Molecular mechanism of PPAR«
action and its impact on lipid metabolism, inflammation and fibrosis in non-

45



10

11

12

13

14

15

16

17

18

alcoholic fatty liver diseaselournal of Hepatology,v. 62, n. 3, p. 720-733, 3//
2015. ISSN 0168-8278. Disponivel em: <
http://lwww.sciencedirect.com/science/article/pii/S016882781400806X >.

JOBU, K. et al. Effects of Goishi tea on diet-induced obesity in nkoed
Research International, Elseviery. 54, p. 324-329, 2013.

HAE-IN LEE et al. Anti-visceral obesity and antioxidant effects of powdered sea
buckthorn (Hippophae rhamnoides L.) leaf tea in diet-induced obese Foioe.
and Chemical Toxicologyv. 49, p. 23702376, 2011.

MOREIRA, M. E. D. C. et al. Bacupari peel extracts (Garcinia brasiliensis) reduce
high-fat diet-induced obesity in rat®ournal of Functional Foods,v. 29, p. 143-

153, 211 2017. ISSN 1756-4646. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1756464616303395 >.

CHAKRABARTI, R. Pharmacotherapy of obesity: Emerging drugs and targets.
Expert Opinion on Therapeuyic Targets,v. 13, p. 195-207, 2009.

MEDINA RAMIREZ, N. et al. Extraction of Mangiferin and Chemical
Characterization and Sensorial Analysis of Teas from Mangifera indica L. Leaves
of the Uba VarietyBeveragesy. 2, n. 4, p. 33, 2016. ISSN 2306-5710. Disponivel
em: < http://www.mdpi.com/2306-5710/2/4/33 >.

RIBEIRO, S. M. R.; SCHIEBER, A. Chapter 34 - Bioactive Compounds in Mango
(Mangifera indica L.). In: PREEDY, R. R. W. R. (EdBioactive Foods in
Promoting Health. San Diego: Academic Press, 2010. p.507-523. ISBN 978-0-
12-374628-3.

RIBEIRO, S. M. R. et al. Phenolic compounds and antioxidant capacity of
Brazilian mango (Mangifera indica L.) varietiéod Chemistry,v. 110, n. 3, p.
620-626, 10/1/ 2008. ISSN  0308-8146. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814608002367 >.

CHEMAT, F.; VIAN, M. A.; CRAVOTTO, G. Green Extraction of Natural
Products: Concept and Principlésternational Journal of Molecular Sciences,

v. 13, n. 7, p. 8615, 2012. ISSN 1422-0067. Disponivel em: <
http://www.mdpi.com/1422-0067/13/7/8615 >.

MEDINA RAMIREZ , N. et al. Anti-obesity effects of tea from Mangifera indica

L. leaves of the Uba variety in high-fat diet-induced obese Babsnedicine &
Pharmacotherapy,v. 91, n. Supplement C, p. 938-945, 2017/07/01/ 2017. ISSN

46



19

20

21

22

23

24

25

26

27

0753-3322. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332217312179 >.

RESEARCH-DIETS. Open formula purified diets for lab animalsD12079B.
OPEN SOURCE DIETS., 2006.

BRADFORD, M. M. A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.
Analytical Biochemistry, v. 72, n. 1, p. 248-254, 1976/05/07 1976. ISSN 0003-
2697. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0003269776905273 >.

MARKLUND, S.; MARKLUND, G. Involvement of the superoxide anion radical

in the autoxidation of pyrogallol and a convenient assay for superoxide dismutase.
Eur J Biochem,v. 47, n. 3, p. 469-74, Sep 16 1974. ISSN 0014-2956 (Print), 0014-
2956.

GOTH, L. A simple method for determination of serum catalase activity and
revision of reference rang€linica Chimica Acta, v. 196, n. 2, p. 143-151,
1991/02/15 1991. ISSN 0009-8981. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/000989819190067M >.

AEIB, H. Catalase in vivaMiethods of Enzimology n. 105, p. 11-127, 1884.

BUEGE, J. A.; AUST, S. D. Microsomal lipid peroxidatidviethods Enzymol,v.
52, p. 302-10, 1978. ISSN 0076-6879 (Print), 0076-6879.

KOHN, H. I.; LIVERSEDGE, M. On a new aerobic metabolite whose production
by brain is inhibited by apomorphine, emetine, ergotamine, epinephrine and
menadioneJournal of Pharmacology and Experimental Therapeutics.y. 82,

n. 3, p. 292-300, 1944.

BENARDEAU, A. et al. Aleglitazar, a new, potent, and balanced dual PPARa/y
agonist for the treatment of type Il diabet®s&organic & Medicinal Chemistry
Letters, v. 19, n. 9, p. 2468-2473, 5/1/ 2009. ISSN 0960-894X. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960894X09003576 >.

KLEINER, D. E. et al. Design and validation of a histological scoring system for
nonalcoholic fatty liver diseasélepatology,v. 41, n. 6, p. 1313-1321, 2005.
Disponivel em: <
https://aasldpubs.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1002/hep.20701 >.

47



28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

LIM, J. et al. Dual Mode Action of Mangiferin in Mouse Liver under High Fat
Diet. PLOS ONE, v. 9, n. 3, p. e90137, 2014. Disponivel em: <
http://dx.doi.org/10.1371%2Fjournal.pone.0090137 >.

NIU, Y. et al. Mangiferin Decreases Plasma Free Fatty Acids through Promoting
Its Catabolism in Liver by Activation of AMPKRL0OS ONE,v. 7, n. 1, p. e30782,
2012. Disponivel em: < http://dx.doi.org/10.1371%2Fjournal.pone.0030782 >.

BENARD, O.; CHI, Y. Medicinal properties of mangiferin, structural features,
derivative synthesis, pharmacokinetics and biological activiksi Rev Med
Chem,v. 15, n. 7, p. 582-94, 2015. ISSN 1389-5575.

BAEUERLE, P. A.; HENKEL, T. Function and activation of NF-kappaB in the
immune systemAnnual review of immunology,v. 12, n. 1, p. 141-179, 1994.
ISSN 0732-0582.

STEYERS, C. M.; MILLER, F. J. Endothelial dysfunction in chronic inflammatory
diseasednternational journal of molecular sciencesy. 15, n. 7, p. 11324-11349,
2014.

LIU, Y.-W. et al. Up-regulation of glyoxalase 1 by mangiferin prevents diabetic
nephropathy progression in streptozotocin-induced diabetic Eaisopean
Journal of Pharmacology,v. 721, n. 13, p. 355-364, 12/5/ 2013. ISSN 0014-
2999. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299913006389 >.

HSU, C. L.; YEN, G. C. Phenolic compounds: evidence for inhibitory effects
against obesity and their underlying molecular signaling mechanigioiecular
nutrition & food research, v. 52, n. 1, p. 53-61, 2008. ISSN 1613-4133.

WEDEMEYER, H. et al. ALT screening for chronic liver diseases: Scrutinizing
the evidenceZeitschrift fur Gastroenterologie, v. 48, n. 1, p. 46-55, 2010.
Disponivel em: <  http://www.scopus.com/inward/record.url?eid=2-s2.0-
76549096343&partnerID=40&md5=105865e4a73262535ca2b559728cd37e >.

COLLINS, T. et al. Transcriptional regulation of endothelial cell adhesion
molecules: NF-kappa B and cytokine-inducible enhandérs.FASEB Journal,
v. 9, n. 10, p. 899-909, 1995. ISSN 0892-6638.

MESTAS, J.; LEY, K. Monocyte-endothelial cell interactions in the development

of atherosclerosisIrends in cardiovascular medicine,v. 18, n. 6, p. 228-232,
2008. ISSN 1050-1738.

48



38

39

40

41

42

43

44

45

ZHANG, Y. et al. Regulation of lipid and glucose homeostasis by mango tree leaf
extract is mediated by AMPK and PI3K/AKT signaling pathwaysod
Chemistry, v. 141, n. 3, p. 289@905, 2013.

RADAK, Z. et al. Oxygen consumption and usage during physical exercise: the
balance between oxidative stress and ROS-dependent adaptive signaling.
Antioxidants & redox signaling, v. 18, n. 10, p. 1208-1246, 2013. ISSN 1523-
0864.

BURTON, G. J.; JAUNIAUX, E. Oxidative stresBest Practice & Research
Clinical Obstetrics & Gynaecology,v. 25, n. 3, p. 287-299, 6// 2011. ISSN 1521-
6934. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1521693410001392 >.

MATSUDA, M.; SHIMOMURA, L. Increased oxidative stress in obesity:
Implications for metabolic syndrome, diabetes, hypertension, dyslipidemia,
atherosclerosis, and canc®hesity Research & Clinical Practicey. 7, p. e330-
e341, 2013.

DEEPA, S. S.; DONG, L. Q. APPL1: role in adiponectin signaling and beyond.
American Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolismy. 296, n. 1,
p. E22-E36, 2009. ISSN 0193-1849.

SMOLINSKA, N. et al. Expression of adiponectin and adiponectin receptors 1
(AdipoR1) and 2 (AdipoR2) in the porcine uterus during the oestrous éyalaal
Reproduction Science,v. 146, n. 12, p. 42-54, 4// 2014. ISSN 0378-4320.
Disponivel em: <
http://lwww.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378432014000414 >.

KADOWAKI, T.; YAMAUCHI, T. Adiponectin and Adiponectin Receptors.
Endocrine Reviewsy. 26, n. 3, p. 439-451, 2005. ISSN 0163-769X. Disponivel
em: < http://dx.doi.org/10.1210/er.2005-0005 >.

NOMAGUCHI, K. et al. Aloe vera phytosterols act as ligands for PPAR and
improve the expression levels of PPAR target genes in the livers of mice with diet-
induced obesityObesity Research & Clinical Practicey. 5, n. 3, p. €190-e201,

71 2011. ISSN 1871-403X. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871403X11000044 >. Acesso
em: 2011/9//.

49



PARK, H. et al. Chokeberry attenuates the expression of genes related to de novo
lipogenesis in the hepatocytes of mice with nonalcoholic fatty liver disease.

47

48

49

50

51

52

53

54

55

Nutrition Research,v. 36, n. 1, p. 57-64, 1// 2016. ISSN 0271-5317. Disponivel
em: < http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0271531715002675 >.

PENG, Y. et al. Downregulation of Adiponectin/AdipoR2 is Associated with
Steatohepatitis in Obese Mickurnal of Gastrointestinal Surgery,v. 13, n. 11,

p. 2043, 2009// 2009. |ISSN 1873-4626. Disponivel em: <
http://dx.doi.org/10.1007/s11605-009-1032-2 >.

SERRA, D. et al. Mitochondrial fatty acid oxidation in obesiptioxidants &
redox signaling,v. 19, n. 3, p. 269-284, 2013. ISSN 1523-0864.

MCGARRY, J. D.; BROWN, N. F. The mitochondrial carnitine
palmitoyltransferase system. From concept to molecular angiysig. Biochem,
V. 244,n. 1, p. 1-14, Feb 15 1997. ISSN 0014-2956 (Print), 0014-2956.

EBERLE, D. et al. SREBP transcription factors: master regulators of lipid
homeostasisBiochimie, v. 86, n. 11, p. 839-848, 2004/11/01/ 2004. ISSN 0300-
9084. Disponivel em: <
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300908404001658 >.

ZOROV, D. B.; JUHASZOVA, M.; SOLLOTT, S. J. Mitochondrial reactive
oxygen species (ROS) and ROS-induced ROS rel@dwsesiological reviewsyv.
94, n. 3, p. 909-950, 2014. ISSN 0031-9333.

MITCHELL, S.; VARGAS, J.; HOFFMANN, A. Signaling via the NFkappaB
system.Wiley Interdiscip Rev Syst Biol Med,v. 8, n. 3, p. 227-41, May 2016.
ISSN 1939-005x.

NAKANO, H. et al. Reactive oxygen species mediate crosstalk betweaBNF-
and JNK Cell Death & Differentiation, v. 13, n. 5, p. 730-737, 2006. ISSN 1350-
9047.

MORGAN, M. J.; LIU, Z.-G. Crosstalk of reactive oxygen species ancBIF-
signaling.Cell research,v. 21, n. 1, p. 103-115, 2011. ISSN 1001-0602.

AWAZAWA, M. et al. Adiponectin suppresses hepatic SREBP1c expression in an

AdipoR1/LKB1/AMPK dependent pathwaBiochem Biophys Res Communy.
382, n. 1, p. 51-6, Apr 24 2009. ISSN 0006-291x.

50



56

57

58

59

60

61

62

63

64

FUKUSHIMA, J. et al. Adiponectin prevents progression of steatohepatitis in mice
by regulating oxidative stress and Kupffer cell phenotype polarizatepatol
Res,v. 39, n. 7, p. 724-38, Jul 2009. ISSN 1386-6346 (Print), 1386-6346.

STEPPAN, C. M. et al. The hormone resistin links obesity to diabéatgre, v.
409, n. 6818, p. 307-312, 2001. ISSN 0028-0836.

MCTERNAN, P. G.; KUSMINSKI, C. M.; KUMAR, S. ResistinCurrent
Opinion in Lipidology, v. 17, n. 2, p. 170-175, 2006. ISSN 0957-9672. Disponivel
em: < http://journals.lww.com/co-lipidology/Fulltext/2006/04000/Resistin.11.aspx
>,

KUSMINSKI, CHRISTINE M.; MCTERNAN, PHILIP G.; KUMAR, S. Role of
resistin in obesity, insulin resistance and Type Il diab€&tsical Scienceyv. 109,
n. 3, p. 243-256, 2005.

LEFEBVRE, P. et al. Sorting out the roles of PPAR alpha in energy metabolism
and vascular homeostasisClin Invest, v. 116, n. 3, p. 571-80, Mar 2006. ISSN
0021-9738 (Print), 0021-9738.

SUCHY, F. J. Chapter 18 - Hepatomegaly A2 - by, Edited. In: KLIEGMAN, R.
M.;GREENBAUM, L.A., et al (Ed.)Practical Strategies in Pediatric Diagnosis
and Therapy (Second Edition) Philadelphia: W.B. Saunders, 2004. p.333-344.
ISBN 978-0-7216-9131-2.

GRYGIEL-GORNIAK, B. Peroxisome proliferator-activated receptors and their
ligands: nutritional and clinical implications - a revieMutrition Journal, v. 13,

n. 1, p. 17, February 14 2014. ISSN 1475-2891. Disponivel em: <
https://doi.org/10.1186/1475-2891-13-17 >.

YE, J.M. et al. PPARa/y ragaglitazar eliminates fatty liver and enhances insulin
action in fat-fed rats in the absence of hepatomegatgerican Journal of

Physiology - Endocrinology And Metabolismy. 284, n. 3, p. E531-E540, 2003.

REAGAN-SHAW, S.; NIHAL, M.; AHMAD, N. Dose translation from animal to
human studies revisiteBaseb j,v. 22, n. 3, p. 659-61, Mar 2008. ISSN 0892-6638.

51



CAPITULO 3

Ché de folhas de manga modula o estresse oxidativo, a inflamacao e a disfuncao
endotelial em ratos obesos

Estresse oxidativo Inflamagao Disfuncao endotelial

5 MDA TNF-a Angll
/\ Ratos obesos / O NF-KB TCAML
______> IL-6 VCAM-1

- . ! / SOD PPAR-a eNOS
-4
= CAT
HFD
3\ MDA TNF-a Angll
\ NO NF-KB ICAM-1
& ______> IL-6 VCAM-1
g -
|
» a" Ratos obesos SOD PPAR-a eNOS
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Cha de folhas
da manga
¥
Mangiferina _...__ >
Angll
Resumo

O acumulo excessivo de gordura na obesidade gera um conjunto de alteracfes
metabdlicas como a inflamacéao crénica e a disfuncao endotelial. O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito do chad de folhas de manga (variedade Ub&) nos marcadores
moleculares associados ao estresse oxidativo, a inflamacédo crémicdiskincéo
endotelial em ratos obesos. O estudo foi conduzido em trés grupos de ratos Wistar (n=8):
controle ndo obeso (CG), controle obeso (OB) e grupo obeso tratado com 50 mL do ch&a
de folhas de manga (TF), durante 8 semanas. Ao final, foram coletados o coracéo e o rim
direito. Adicionalmente, foi realizado um estudo de acoplamento molecular para avaliar
a afinidade entre a mangiferina, principal composto ativo do cha de folhas de manga, e a
Angll e o NF«B. Apoés as oito semanas de tratamento, o cha de folhas de manga
aumentou as enzimas antioxidantes SOD e CAT, e inibiu a formacdo dos produtos da
peroxidacao lipidica, regulando o MDA e o NO. Também a bebida suprimiu a expressao
de TNFe, NF-kB, Angll, VCAM-1 e ICAM-1 no grupo tratado, e aumentou a eNOS. A
mangiferina demostrou ter efeito antagonista sobre a Angll e @BNEste estudo
sugeriu uma possivel modulagéo positiva do cha de folhas de manga sobre o estresse
oxidativo, a inflamacéo crénica e a disfuncdo endotelial, no coragédo e nos rins de ratos
obesos.

Palavras-chave: Mangifera indica; acoplamento molecular; angiotensiNmgB p65
coracao e rim; HFD.
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1. Introducgéo

A obesidade é uma condi¢do crdnica progressiva cuja prevaléncia tem aumentado
consideravelmente nos dltimos anos. Até 2016, foi reportado que aproximadamente 13%
da populagdo adulta e 6% de criangcas no mundo, apresentaram obesiiadémulo
excessivo de gordura produzido na obesidade, gera um conjunto de alteracdes que levam
a inibir ou estimular diversos biomarcadores moleculares, desencadeando uma
sinalizacdo em cascata como resposta do sistema para se equilibrar. Alteracées como a
inflamac&o cronica e a disfuncdo endotelial tém sido associadas a obésidade

A inflamacédo crbnica causada pela obesidade esta caracterizada pelo aumento na
producdo de citocinas e macrofagos principalmente, causado pelo desequilibrio no
metabolismo de lipideos. Neste processo, ocorre um aumento nos marcadores pro-
inflamatorios como o fator de necrose tumoral (TdFk-o fator nuclear kappa BNF-

«B) % 8. Por outro lado, a disfuncio endotelial € caracterizada pelo desequilibrio entre o
processo de vasodilatacdo e vasoconstricdo, onde ha um incremento na vasoconstricao e
na adeséao celular endoteliaEsta condic&o, envolve os marcadores de adesdo molecular
intercelular ICAM-1 e vascular VCAM-1, e a angiotensina Il (Angll).

O consumo excessivo de gordura, pode elevar a formacéo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), as quais reduzem a producgdo da enzima oOxido nitrico sintase endotelial
(eNOS), principal produtor de 6xido nitrico (NO), incrementando a ades@o molecular
mediada por marcadores como a ICAM-1 e VCAM-1. Isto favorece o estado inflamatério
vascular, a vasoconstricdo, a oxidacdo, e portanto o desenvolvimento da disfungéo
endotelial. A concentracdo dos agentes vasoconstritores como ROS, o ion superoxido e a
angiotensina 1l, é diretamente proporcional & disfuncio endotelfl Doencas
cardiovasculares como a aterosclerose e a hipertensdo, sao os principais fatores de risco
da disfuncéo endotelidl

Atualmente, estdo sendo desenvolvidos produtos naturais a base de plantas e frutas,
como tratamento e reducéo de risco das doencas mencionadas anteriormente. A manga
(Mangifera indica), € uma fruta comumente produzida e consumida em paises tropicais.
Esta fruta € rica em compostos bioativos, principalmente em mangiferina, e tem sido
amplamente usada como terapéutico para diversas do&hcdas!? As folhas da
mangueira, também sao ricas em compostos com atividade bioativa, mesmo assim sdo
pouco utilizadas. Estudos recentes reportaram que o cha de folhas de manga contem
mangiferina, compostos fendlicos, que apresentam elevada atividade de retirada de
radical. Também foram relatados seus efeitos anti-obesidade e hepatoprotectores em ratos
obesos tratados durante 8 semanas com a bébitid> Entretanto, até a data, ndo foram
relatados seus efeitos no coracdo e nos rins de ratos com obesidade induzida por dieta
hiperlipidica (HFD). Adicionalmente, estudos do acoplamento molecular entre a
mangiferina e a Angll ou a mangiferina e o NB;-também nao foram descritos até a
data. Assim, o0 objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do cha de folhas de manga nos
marcadores associados ao estresse oxidativo, a inflamag¢édo cronica e a disfuncéo
endotelial (devidos a obesidade), em ratos com obesidade induzida por HFD.
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2. Materiais e metodologia
2.1.Preparo do cha e modelo animal

O preparo do cha e o ensaio biologico foram descritos previafietteSegundo o
método, foram coletadas folhas novas da Mangifera indica, da variedade Ub4, no estado
de Minas Gerais, Brasil (certificado de autenticacdo dos espécimes namero VIC37611,
depositados no herbéario da Universidade Federal de Vigosa). O cha foi preparado na
concentracao final de 5%, usando 50 g de folhas da manga (lavadas, sanitizades, secas
moidas) diluidas em 1 L de agua potavel; a mistura foi aquecida por 5 min (95°C) e
posteriormente filtrada (papel filtro Melitta N°4).

Para o ensaio biolégico, foram obtidos vinte e quatro ratos machos Wistar entre 90 e
100 g, do Bioterio Central do Centro de Ciéncias biolégicas e da Saude, da Universidade
Federal de Vicosa (Brasil) e foram dispostos em condi¢des controladas (temperatura: 22
+ 3 °C; umidade 80%; ciclo claro-escuro de 12/12-h). O protocolo foi aprovado pelo
Comité de Etica para pesquisa em animais da Universidade Federal de Vigosa (N°
29/2016). O desenho experimental do ensaio biologico esta representado na Figura 1. A
obesidade foi previamente induzida com dieta hiperlipidica-HFD (20% de prote¥ha, 54
de carboidratos, 21% de gordura, 5% vitaminas e minerais). O cha de folhas de manga
foi preparado diariamente e 50 mL foram imediatamente administrados ao grupo tratado,
via oral usando bebedouros. Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com
Isofluran® 100% (Cristélia, SP, Brasil) e eutanasiados por puncéo cardiaca sendo
cdetados e congelados (-80°C) o coracédo e os rins de cada animal.

Animais: ratos Wistar
Idade: 60 dias
GrupoCG ) AINM o > AINSM | g
- 1 libitum
Grupo OB HFD* . 1810) r e
Grupo T JEETTRNPS>< HFD + Chi de folhasdamanga __ {
7 15

Semana: |
1 I\ J

*Indugdo da obesidade Tratamento Eutandsia
Coleta de coragao e rins
Andlises de estresse
oxidativo e biologia
molecular

Figura - 1. Representagdo gréfica do desenho experimental usado no ensaio biologicou@G: gr
alimentado com dieta AIN93-M; OB: grupo alimentado com dieta hiperlipidica (HFD);gftfio
alimentado com HFD e tratado com 50 mL do ché& de folhas de manga.

2.2. Analises de estresse oxidativo
Foram determinados a superdxido dismutase (SOD), atividade da catalase (CAT),

malondialdeido (MDA) e o éxido nitrico, em homogenatos de coracao e rim direito dos
animais experimentais (100 mg de tecido em 1 mL de tampao Tris-HCL 10 mM, pH 7.4)

54



seguindo a mesmo metodologia descrita previamE€nteara analisar o 6xido nitrico
(NO), foi utilizado o método de Griess que detecta o ion nitrito em meio'&citi®ara

a reacao, foram misturados 50 pL do homogenato com 100 pL de uma solugéo 1:1 de
Sulfanilamida (1% diluida em &cido fosforico [2.5%]) e naftil etileno-amida-
dihidrocloruro (0.1% diluido em acido fosférico [2.5%]). A mistura reagiu por 10 min no
escuro, e foi lida a absorvancia a 570 nm (espectrofotdbmetro Thermo Scientific
MultiSkan™ GO). Os resultados foram expressos como nanomol de NO por miligramas

de proteina (nmol NO. mfy, usando uma curva padrdo de nitrito de sédio variando as
concentragdes de 5 a 25 pM.

2.3. Andlise RT-PCR

A expressao dos genes associados a inflamacéo e a disfuncéo endotelial, foi realizada
pela reacdo em cadeia da polimerase em tempdE#CR) como descrito previamente
13114 0 mRNA foi extraido a partir de 100 mg do tecido (rim direito ou corag&o), usando
Trizol (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA). O cDNA foi sintetizado usando o kit
M-MLV Reverse transcriptase kit (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, USA). Rira a
PCR foram misturads® pL de cDNA e o SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems,
Carlsbad, USA), seguindo as especificacdes do fabricante. Os resultados foram expressos
usando o método de expressao relativa e normalizados ei@oratagrupo obeso QB
As sequéncias dos primers sdo apresentadas na Tabela 1 e foram obtidas usando o
software Primer3 plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cpi

Tabela. 1.0ligonucleétidos usados na analise gRT-PCR no coracdo e rim dos animis
experimentais.

Gene alvo Senso (5°- 3") Anti-senso (5'- 3")

PPAR«w CATTTCTGCTCCACACTATGAA CGGGAAGGACTTTATGTATGAG
NF-xB p65 CTGCGCGCTGACGGC TCGTCGTCTGCCATGTTGAA
TNF-a ACGGCATGGATCTCAAAGAC AGATAGCAAATCGGCTGACG
IL-6 ACCTGGAGTTTGTGAAGAACAAC GGAAGTTGGGGTAGGAAGGA
Angll CCCATCACCATCTGCATAGC GTTATCCGAAGGCCGGTAAG
eNOS GCTGAGAGCCTGCAATTACTA GGATTTGCTGCTCTGTAGGT
VCAM-1 TCT CTC AGG AAATGC CACCC  CAC AGC CAATAG CAG CACAC
ICAM-1 AGGTATCCATCCATCCCACA GCCACAGTTCTCAAAGCACA
GAPDH AGGTTGTCTCCTGTCACTTC CTGTTGCTGTAGCCATATTC

PPARw, receptor ativado por proliferador de peroxissoma alfa; NkB p63, fator nuclear kappa B; TNF-
a, fator de necrose tumoral alfa; IL-6, interleucina 6; Angll, receptor de angioi@fiseNOS, 6xido nitrico
sintase endotelial; VCAM-1, molécula de ades&o celular vascular 1. ICAM-1, molécudaesdao
intercelular 1; GAPDH, gliceraldehido 3-fosfato desidrogenasse.
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2.4.Concentracao de proteinas

Foram extraidas as frac6es nuclear e citoplasméatica do rim direito e do coragéo de
cada animal experimental usando o kit “Nuclear and Cytoplasmic Extraction” (Thermo
Scientific™ NE-PER™, Rockford, USA). As proteinas foram quantificadas por ELISA
usando os kit Rat PPAR- N° E-EL-R0725 e RatNF-«xB p65, N° EEL-R0674
(Elabscience Biotechnology Co.,Ltd; USA) seguindo as especificagdes do fabricante.

2.5. Acoplamento molecular

Todas as aplica¢cde bioinformatica foram realizadas usando o software OpenSUS
Tumbleweed. As estruturas dos ligantes a mangiferina foram construidas usando o
software Maestro 10.2.010 (Schrédinger Release 2015-2: Maestro, version 10.2.010,
LLC, New York, NY, USA). Tais estruturas foram: Olmersartan (ligante usado para a
analise redock com o receptor de angiotensina Il) e vermelho de bromopirogalol (ligante
usado na analise recock com o fator de transcricA@BYFTambém foram usados o
LigPrep 3.4 (Schrédinger Release 2015-2: LigPrep, version 3.4, LLC) com o campo de
forca OPLS_3 e um estado de ionizacdo para pH 7.0 + 2.0, para preparar os ligantes
utilizados no estudo. Foram obtidas as estruturas cristalograficas do receptor de
Angiotensina Il (PDB ID: 4ZUD3® e o NF«B (PDB ID: INFK) 192921 3 partir da base
de dados Protein Data Bank (PDB), sendo utilizado o software Protein Preparation
Wizard (Schrodinger Release 2015-2: Schrodinger Suite 2015-2 Protein Preparation
Wizard; Epik version 3.2; Impact version 6.7; Prime version 4.0, Schrédinger, LLC) para
preparar essas estruturas. A macromolécula de DNA cocristalizado presente em 1INFJK
foi removida da estrutura e foram selecionados para o acoplamento, os monémeros e
dimeros p50 (cadeias A e B). Para otimizar os resultados, foi usado o campo de forca
OPLS3 no MacroModel 9.9. Foi utilizado o protocolo “Induced Fit Docking” Small-
Molecule Drug Discovery Suite 2015-2: Schrédinger Suite 2015-2 Induced Fit Docking
protocol; Glide version 6.7; Prime version 4.0; Schrodinger, LLC, NY 2015) para o
acoplamento molecular do estudo. O programa Prime foi usado para o refinamento dos
compostos e o programa Glide forneceu a pontuacéo, considerando as proteinas e o
ligante flexivel. A area da grade foi definida como 20 x 20 x 20 A para o receptor da
Angiotensina Il e 30 x 30 x 30 A para o fator de transcricd&BlAodos os programas
de computador pertencem a Schrddinger suite.

2.6. Analise estatistica

Todos os resultados representam a média e o erro padrao (SEM). As andlises
estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism versédo 5.0 (San Diego, CA).
Para comparar os grupos, foi aplicada uma analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de Tukey. Os dados foram considerados diferentes estatisticamente quando: p <
0.05, p<0.01, p<0.001.
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3. Resultados

Foram estudados o coragéo e rim de ratos com obesidade induzida, para analisar o
efeito do cha de folhas de manga nos marcadores associados a inflamacéo e disfuncéo
endotelial. Os resultados da caracterizacdo da bebida, monitoramento do peso corporal,
consumo caldrico e os pardmetros bioquimicos, foram previamente publi€atids

Os animais tratados consumiram uma média de 25 + 1.9 mL/dia de cha de folhas de
manga, sendo estavel durante as oito semanas de tratamento. Baseando-se nos dado:s
publicados anteriormente e no cha consumido neste estudo, 0s animais tratados
consumiram 18 + 0.1 mg de mangiferina e 40 + 0.1 mg EAG de fendlicosfqiais
dia.

3.1.Marcadores do estresse oxidativo

A Figura 2 apresenta os resultados das concentracdes de SOD, CAT, MDA e NO, no
rim e coracao. Foi observado que a HFD né&o alterou os niveis das enzimas antioxidantes
SOD e CAT no grupo OB comparado ao gr@®. Interessantemente, o cha de folhas
de manga aumentou significativamente esses niveis ap6s as oito semanas de tratamento.
Tanto no coragcdo como no rim, foram observados niveis elevados de MDA e NO no grupo
OB. O tratamento com o ché favoreceu a reducao das substancias no grupo TF ao ponto
de néo diferir do grupo ndo obeso (CG), sugerindo que a bebida inibiu a formacéo de
peréxidos de hidrogénio e de 6xido nitrico.

3.2.Marcadores associados a inflamacéo

Para observar o efeito do cha de folhas de manga no processo inflamatério associado
a obesidade, foram analisados os marcadores RPAR-kB p65, TNF-q, e IL-6 no
coracao e nos rins. Como esperado, a HFD alterou negativamente os niveis de expressao
de mRNA dos genes mencionados. Tanto no coragdo como no rim, a HFD reduziu
expressdo de PPA&e estimulou a expressdo de NF-kB p65 ¢ TNF-o em comparacao
aos grupos CG e TF (Fig. 3A-C e 4H- A relacdo entre os valores da expressao de
MRNA e das proteinas indicou uma predominancia dokBIF65 nos tecidos,
evidenciando o efeito pro-inflamatério da HFD. O cha de folhas de manga estimulou a
expressao do marcador anti-inflamatério PPii- grupo TF quase dobrando os valores
do grupo OB (Fig. 3A e 4A). Também inibiu a expressdo dos marcadoreB p6>,
TNF-a e IL-6 no coragéo (Fig. 3B o NF«B p65 ¢ TNF-a no rim (Fig. 4B-C).
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Figura - 2. Marcadores do estresse oxidativo no coracdo e rim apds oito semanatamertto. (A)
superéxido dismutase, (B) catalase, (C) malondialdeido, (D) 6xido nitrico,res{ilados expressados
como “X-Fold” dos valores em relacéo ao grupo OB. Os valores representam a média e SEM (n=8). As
diferencas estatisticas foram determinadas usando ANOVA seguida do pdskbgc*P < 0.05, *P <

0.01, **P < 0.001. Os ratos foram alimentados com dieta AIN93M (EG{ED (OB) e HFD e tratados

com o cha de folhas de manga YTF

3.3.Marcadores associados a disfuncédo endotelial

Para observar o efeito do cha de folhas de manga na disfuncdo endotelial, foram
analisados os marcadores Ang Il, eNOS, VCAM-1 e ICAM-1 no coragéo e rim dos
animais experimentais. Os resultados indicaram que a HFD estimula a Angll e os
marcadores de adeséo celular VCAM-1 e ICAM-1, e diminui a expressao de eNOS no
coracao e rim do grupo OB. Ao contrario, o cha de folhas de manga regulou positivamente
esses marcadores diminuindo a expressdo da Angll (a metade aproximadamente),
VCAM-1 e ICAM-1 nos tecidos. Adicionalmente, foram observados valores elevados de
eNOS no coracédo do grupd- (2 vezes maior que o grupo OB). Também, a bebida
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diminuiu drasticamente a expressdo de VCAM-1 no rim, quando comparado ao grupo
OB. Os resultados sao apresentados na Figura 5.
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Figura - 3. Marcadores associados aos processos inflamatérios no coracdo apésnuittas de
tratamento. (A) expresséo dos genes PRARNF-«kB p65, (B) concentracédas proteinas PPAR-e NF-

kB p65, (C) e (D) expressédo génica de TMIe-IL-6, respectivamente. Os dados da expressdo génica séo
expressos como “Fold change” do nivel relativo de mRNA (GAPDH como enddgeno) normalizados em
relacdo ao grupo OB. Os valores representam a média e SEM (n=8). As difer¢aifsticas foram
determinadas usando ANOVA seguida do post hoc Tukey, *P < GB%; 6.01, ***P < 0.001. Os ratos
foram alimentados com dieta AIN93M (CG), HFD (OB) e HFD e tratados com o dbéhde de manga
(TF). Abreviacdes: PPAR; receptor ativado por proliferador de peroxissoma alfa; TNFfator de
necrose tumoral alfa; NEB p65, fator nuclear kappa B; IL-6, interleucina 6.
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Figura - 4. Marcadores associados aos processos inflamatérios no rim apés amaitasde tratamento.

(A) expressao dos genes PPARNF-«xB p65, (B) concentracddas proteinas PPAR-¢ NF-kB p65, (C)

e (D) expressao génica de TNRIL-6 respetivamente. Os dados da expressado génica Sdo expressos como
“Fold change” do nivel relativo de mRNA (GAPDH como endégeno) normalizados em relacdo ao grupo
OB. Os valores representam a média e SEM (n=8). As diferengas estatisticas foramatsrosando
ANOVA seguida do post hoc Tukey, *P < 0.05, *P < 0.0¢P*< 0.001. Os ratos foram alimentados com
dieta AIN93M (CG), HFD (OB) e HFD e tratados com o cha de folhas deanf@Ry Abreviagoes: PPAR-

a, receptor ativado por proliferador de peroxissoma alpha; TNF- a, fator de necrose tumoral alpha; NF-kB

p65, fator nuclear kappa B; IL-6, interleucina 6.
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Figura - 5. Expresséo génica de marcadores associados a disfuncéo endotelial (A) noec(Banaoim
apos oito semanas de tratamer@s.dados sdo apresentados como “Fold change” do nivel relativo de
mMRNA (GAPDH como endégeno) normalizados em relacdo ao grupo OBld@ss representam a média
e SEM (n=8). As diferencas estatisticas foram determinadas usando ANOMdaseg post hoc Tukey,
*P < 0.05, *P < 0.01, **P < 0.001. Os ratos foram alimentdom dieta AIN93M (CG), HFD (OB) e
HFD e tratados com o cha de folhas de manga (TF). Abreviacdes: Angll, asigiatdneNOS, 6xido
nitrico sintase endotelial; VCAM-1, molécula de adeséo celular vascular 1; ICAidldcula de adesao
intercelular 1.

3.4. Acoplamento molecular

As principais interacfes e melhores posi¢cdes do acoplamento molecular sdo
apresentadas nas Figuras 6 e 7. A mangiferina apresentou um valor de acoplamento
molecular (GScore) de -8.908 kcal.mob interagdes por ligacdes de hidrogénio, 218
interacdes hidrofébicas (por forcas de Van der Waadl interagdo por empilhamento -

n, com o receptor da Angll (Fig. 6C). Na interacdo com o fator de transcricaacBlFe
mangiferina mostrou um valor de acoplamento molecular (GScore) de -6.929 kéal.mol

7 interacdes por ligacdes de hidrogénio, 248 interacdes hidrofébicas (por forcas de Van
der Waals) favoraveis e 2 interag@es ibnicas (Fig. 7C). Assim, a mangiferina demonstrou
ter efeito antagonista tanto parAngll quanto para &IF-«B.

4. Discussao
Este estudo avaliou o efeito do cha de folhas de manga nos marcadores do estresse

oxidativo, da inflamacdo associada a obesidade e da disfuncéo endotelial, no coragéo e
rins de ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Nossos resultados indicam que a bebida
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modula positivamente as altera¢des causadas pela dieta hiperlipidica em ambos os tecidos
pela regulagdo dos marcadores associados. Recentemente foi demonstrado que o chéa de
folhas de manga inibiu 0 acimulo de gordura visceral e hepatica, suprimiu o ganho de
peso corporal, estimulou a expresséo decadares anti-inflamatérios e inibiu os pro-
inflamatorios, suprimiu o estresse oxidativo, e reduziu o grau de esteatose hepatica em
ratos com obesidade induzida por HFD, mostrando efeitbisolaesidade, anti-
inflamatorio e hepatoprotetdt 14

O TNF-u ¢ produzido pelos adipécitos e macrofagos principalmente, sendo altamente
expresso em individuos obesos. Foi reportado que odliNdiz a expressdo do NF-kB,
que desempenha um papel importante na inflamacéo crénica ja que ativa a producgéo de
substancias pro-inflamatérias como a IL-6 e inibe as anti-inflamatérias como o PPAR-
22,23 No nosso estudo, foi observado que o cha de folhas de manga inibiu a expresséo do
TNF-0, podendo bloquear também a expressdo do NF-kB p65 e da IL-6 (no coracéo).
Também observamos que as baixas concentracbes de MDA e NO, e o aumento das
enzimas antioxidantes poderiam estar associadas com a reducao da formacao de ROS, o
gue poderia ter levado a supresséo da expressao @B N65 no grupo tratado com a
bebida. A inativacdo do NkB também poderia estar relacionado ao aumento do PPAR-
o no grupo tratado com o cha de folhas de matfga
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Ligando GScore (kcal.mol')  Ligacdo Aminoacidos que Good vdW n-m cation &
de H formam ligacoes de H stacking
Mangiferin -8.908 6 Prol9, Arg23, Tyr35, 218 1
Tyr87, Asp281(2) Tyr92
Olmersartan -9.062 2 Tyr35, Argl67 391 - 3 Argl67

Figura - 6. (A) InteracBes entre os aminoacidos do receptor de Angiotensia linangiferina, (B)
representacdo da melhor posicdo do acoplamento molecular, (C) valores Glide Score)(@$cmero
de interagdes por liga¢des de hidrogénio, por forgas de Van der Waals (§dpeudempilhamenta-rn
(n-m stacking) e por cationes w. O ligante padrdo foi o medicamento Olmersartan. Foi usado o software
“Induced Fit Docking Program, Schrédinger Suite” para a analise.
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Ligando GScore (kcal.mol!) Ligacao Aminoacidos que formam Good Salt bridge cation
de H ligacdes de H vdW
Mangiferin -6.929 7 Tyr57(B)*(2), His141(B), 248 2 Lysl45(A) -
Lys144(B)(2), Lys145(A)*, Lys145(B)
Leu207(B)
BPR* -6.622 4 TyrR57(B), Lys144(B), 148 1 Lys144(B) 1 Lysl145
Lys145(A)(2) (A)

Figura - 7. (A) Interacdes entre os aminoacidos do fator de transcricdoBNd-a mangiferina, (B)
representacdo da melhor posicdo do acoplamento molecular, (C) valores Glide Score)(@$cmero
de interacdes por ligacdes de hidrogénio, por forcas de Van der Waasygd, por pontes salinas (salt
bridge) e por cationes 7. O ligante padrao foi o reagente Vermelho de Bromopirogalol (BPR). Foi usado o
software “Induced Fit Docking Program, Schrodinger Suite” para a analise.

O NF«B também estimula a adesdo molecular (de mondcitos, linfécitos e leucécitos)
no endotélio na forma vascular ou intercelular pela expressdo dos genes VCAM-1 e
ICAM-1, respectivamente&®. A adesdo celular na matriz endotelial é essencial na
regulacao dos processos celulares como a sobrevivéncia celular, proliferacdo e migragao.
Um desequilibrio no processo de adeséao celular pode levar ao desenvolvimento de varias
doencas, incluindo a disfuncdo endotelial. A disfuncédo de células endoteliais tem uma
funcdo importante na iniciacdo de doencas como a aterosclerose e hipertenséao,
principalmente®. Durante este mecanismo ha um aumento das moléculas de ades&o
VCAM-1 e ICAM-1, favorecendo a adesao de mondcitos inflamatérios dentro da parede
vascular, patologia importante na aterosclefos® expressdo da éxido nitrico sintase
endotelial (eNOS) pode inibir a ativacio destas moléculas de ades&o’cAlldAOS é
um importante regulador do NO, e tem a fun¢do principal de manter a homeostases
vascular. Assim, um aumento na concentracdo de eNOS, leva a modulacéo positiva do
estresse oxidativo e da disfungéo endotéfial

Nossos resultados também demostraram que o cha de folhas de manga tem efeito
antioxidante no coragao e nos rins, ja que estimula a producéo das enzimas antioxidantes
SOD e CAT e suprime a formacao dos produtos da peroxidacéo lipidica e do oOxido
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nitrico, nesses 6rgdos. Na formagéo de ROS as enzimas antioxidantes SOD e CAT séo
ativadas para gerar o equilibrio. Isto explicaria o porqué ndo houve diferencas
significativas entre os valores destas enzimas no grupo ndo-obeso comparado ao grupo
obeso. As enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), sdo importantes
antioxidantes que auxiliam a dismutacdo e catalise do anion superoxido das ROS,
portanto inibem o estresse oxidatfRfoBaixos niveis das enzimas antioxidantes, geram

um aumento das ROS, favorecendo a peroxidacéo lipidica, portanto levando ao estresse
oxidativo. Devido a que o malondialdeido (MDA) e 6xido nitrico (NO) sé&o produtos da
peroxidacdo lipidica, estes representam os maiores indicadores do estresse é%idativo
29 O estresse oxidativo, resulta do desequilibrio entre a formac&o e eliminagédo das ROS,
0 qual pode ser provocado por diversos fatores que alteram o sistema antioxidante no
organismo. Esses fatores podem ser, uma alimentacdo inadequada (dietas altas em
gordura e acucares), sedentarismo ou em alguns casos problemas genéticos. No
desenvolvimento do estresse oxidativo, enzimas antioxidantes diminuem
substancialmente, reduzindo a possibilidade do sistema equilibrar as espécies oxidantes
livres 3% 3% Estudos demostraram que o estresse oxidativo esta associado & inflamacg&o
cronica, mecanismo fortemente relacionado ao desenvolvimento de doencas altamente
prevalecentes como as cardiovasculares e a obesffade

Foi relatado que a ativagdo da Angiotensina Il (Angll) pode resultar no estresse
oxidativo, na inflamacdo e na disfuncdo endotelial, representando um risco para
desenvolver eventos cardiovasculaf®s A Angll aumenta a formacdo de ROS,
favorecendo o estresse oxidativo que inativa a eNOS, o que pode levar ao aumento da
adesdo molecular tanto intercelular (ICAM-1) como vascular (VCAM-1), desenvolvendo
a disfuncéo endotelidl Nossos resultados demostraram que a HFD poderia ter induzido
adisfuncao endotelial, ativando a via da Angll, na qual houve reducao da expressao de
eNOS e aumento das moléculas VCAM-1 e ICAM-1 no coracéo e rins do grupo obeso.
O ché de folhas de manga reverteu essas alteracdes, estimulando a expressédo de eNOS ¢
suprimindo a expressdo de mRNA de Angll, VCAM-1, e ICAM-1, sugerindo que a
bebida pode modular positivamente os marcadores envolvidos na disfuncao endotelial. A
figura 8 mostra o efeito da ingestdo da HFD e do tratamento com o cha de folhasale mang
nas interacdes entre os marcadores moleculares descritos anteriormente.

Estes efeitos foram observados na dose de 240 mL/dia do cha de folhas de manga,
contendo 2,9 mgKg?! de mangiferina e 6,5 mg. Kgde fendlicos totais (valores
extrapolados a humanos, considerando um adulto com peso corporal dé’60 kg)

O estudo de acoplamento molecular foi realizado para analisar a afinidade entre a
mangiferina, principal composto bioativo no cha de folhas de manga, e o receptor da
Angll e o fator de transcricdF-xB. Nossos resultados indicaram que a mangiferina tem
uma o6tima afinidade com o Olmesartan (medicamento padrdo usado como representante
do receptor Angll) e o vermelho de pirogalol (medicamento padrdo usado como
representante do NiEB). Observando os resultados dos valores Gscore, das ligagbes de
hidrogénio com os residuos de aminoacidos, as interagfes hidrofébicas e as demais
interacOes favoraveis, podemos estabelecer que a mangiferina é antagonista, ou seja é
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Figura - 8. Representacéo grafica das interagbes entre moléculas sinalizadoras envolvidas néinflamag
cronica e na disfuncdo endotelial, associadas ao consumo de dieta hiperlipidica (HHELD. gode
aumentar a expressao da Angll quem estimula a formacdo de ROS, aumentapdessdo do NEB e
reduzindo a eNOS. A inativacdo da eNOS e ativagéo deB\#ade levar ao aumento na adesé&o molecular
tanto intercelular (ICAM) como da vascular (VCAM), desenvolvendo a disfuegéotelial. A HFD
também pode causar a inflamacéo crbnica, que estimula a expressac-ddl48fe do NF«B, reduzindo

a atividade do PPAR:- O cha de folhas de manga pode inativar a via do dMEa Angll, o que pode
aumentar a eNOS e 0 PPARmodulando a inflamagdo e a disfungdo endotelial. As sdas e 0s tragos
vermelhos representam o efeito agonista e antagonista, respetivament&,d#ofalhas de manga nos
marcadores

inibidora, tanto da Angll quanto do NéB. Estes resultados sdo coerentes com os valores
encontrados na expressdo de mRNA da Angll exBllre grupo tratado com o cha de
folhas de manga. No entanto, para verificar os efeitos da mangiferina e dos compostos
fendlicos presentes na bebida sobre estes marcadores moleculares, é necessario estuda
outros possiveis metabolitos secundérios envolvidos nestas interagdes.

Em conclusao, o cha de folhas de manga suprime o estresse oxidativo, a inflamacao
e a disfuncdo endotelial, no coragéo e rins de ratos com obesidade induzida por dieta
hiperlipidica, via modulacdo positiva do TNENF-kB, Angll, eNOS, VCAM-1, e
ICAM-1, biomarcadores fortemente associados a estas doencas. Adicionalmente, a
mangiferina tem um efeito antagonista da Angll e dadBFMas estudos sdo necessarios
para confirmar estes efeitos.
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CONCLUSAO GERAL

Este estudo demonstrou que o cha de folhas de manga tem efeitos antioxidante, anti-
inflamatorio e hepatoprotetor, e melhora a disfungédo endotelial no figado, coragéo e rins
de ratos alimentados com dieta hiperlipidica, uma vez que aumenta a producdo das
enzimas SOD e CAT, reduz a formacéo de produtos da peroxidacao lipidica, e regula a
expressao génica dos marcadores moleculareso] NF-xB, PPAR-a, AdipoR2, Cptl,
SREBP-1c, Angll, VCAM-1, e ICAM-1. Adicionalmente, sugesegue a mangiferina@
agonista do PPAR-¢ antagonista da Angll ¢ do NF-«xB.

CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento de novos fitoterapicos utilizando produtos naturais, representa
uma grande estratégia no tratamento e reducdo do risco de doencas crbnicas nao
transmissiveis, uma vez que estes produtos geralmente apresentam diversos compostos
com bioatividade potencial. Os resultados deste estudo sugerem o tratamento com cha de
folhas de manga para reverter as alterac6es causadas pela ingestao de dieta hiperlipidica.
E recomendavel continuar pesquisando seus efeitos no cérebro, no musculo, nos pulmdes,
no testiculo, nas artérias, e outros O6rgaos, para avaliar uma possivel modulacdo de
alteracfes no sistema nervoso e da reparacdo muscular, ou seu efeito na disfuncéo erétil
ou na fertilidade. Também é necessario realizar um perfil quimico dos principais
compostos bioativos presentes na bebida, para entender o mecanismo de acéo da bebida.
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ANEXOS

ANEXO I: Aprovagédo do estudo em animais

MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Campus Universitério - Vicosa; MG - 36570-000 - Teleforne.: (31) 3899-3783

Vigosa, 25 de maio de 2016

Iimo. Prof

José Humberto de Queiroz
Coordenador do projeto
DBB/UFV

Sr. Coordenador,

Apos avaliagio da Metodologia utilizada no Projeto de Pesquisa intitulado
“Efeitos da suplementagdo com chd de folhas de Mangifera indica L. na expresséio de
marcadores associados aos fatores de risco para doengas cardiovasculares e processos
inflamatorios em ratos obesos ”, aqui nomeado Processo 29/2016, a CEUA/UFV emite
parecer favoravel ao protocolo de utilizagio de animais proposto, tendo como base para
andlise a Legislagdo vigente (Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolugdes
Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI, bem como a DBCA (Diretriz Brasileira de
Pratica para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos) e as

‘Diretrizes da Prética de Eutanasia preconizadas pelo CONCEA/MCTI.

Acresce a esse Parecer a exigéncia de Relatorio Final de Atividades conforme

itens a seguir:

RESUMO DOS RESULTADOS FINAIS OBTIDOS A PARTIR DOS EXPERIMENTOS ENVOLVENDQ 4
UTILIZACAO DE ANIMAIS NQ PROJETO DE PESQUISA

1 Nimero do protocelo de submissdo do projeto de pesquisa 8 CEUA/UFV:
2 Metodologia completa obrigatoriamente com:
- Local (is) Geral (is) e especifico (s) oficial (is) onde ocorreu a experimentagéo;
- O nome cientifico do animal em questdio;
- Namero total de animais utilizados na pesquisa.
3 Resultados:
4 Nome do Coordenador do Projeto:
Assinatura:
3 Nome do Responsavel Téenico;
Assinatura:
Inscricdo em CRMY:

ik 0 G 2
e Woone By ﬂ%
Profi.-Atima Clemente Alves Zuanon
Presidente

Comissdo de Ftica no Uso de Animais — CEUA/UFV

N
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ANEXO II: Composicao das dietas e densidades calorica

Ingredientes (g. 1009

AIN-93M HFD
Caseina 14,00 19,50
Maltodextrina 15,50 10,00
Sacarose 10,00 34,10
Amido de milho 46,57 5,32
Oleo de soja (mL) 4,00 1,00
Banha de porco 0.00 20,00
Celulose 5,00 5,00
Mix Mineral 3,50 3,50
Mix Vitaminico 1,00 1,00
Bitartarato colina 0,25 0,25
L-cistina 0,18 0,18
Colesterol 0,00 0,15
Butilato de hydroxitolueno 0,0008 0,004
Total 100,00 100,00

Calorias (Kcal)
Caseina 56,00 78,00
Maltodextrina 62,00 40,00
Sacarose 40,00 136,40
Amido de milho 186,28 21,28
Oleo de soja (mL) 36,00 9,00
Banha de porco - 180,00
CD 3.80 4,70

CD: densidade caloria (Kcaty
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