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RESUMO

MEDINA RAMIREZ, Natalia, M.Sc, Universidade Fededa Vigosa, fevereiro de 2015.
Modulacéo dos fatores de risco metabdlico associasla obesidade, por cha de folhas
de mangueira Mangifera indica L. variedade ub4), em ratos alimentados com dieta
hiperlipidica. Orientadora: Soénia Machado Rocha Ribeiro. Coordors: Hércia
Stampini Duarte Martino e José Humberto de Queiroz.

A obesidade é uma alteracdo metabdlica caraterg@daacimulo de gordura corporal,
sendo causada por fatores genéticos e ambientampctamento alimentar inadequado,
sedentarismo). Esta associada aos processos amaghio, estresse oxidativo, doencas
cardiovasculares, diabetes tipo 2, hipertensaoiarte dislipidemia. O presente estudo
teve como objetivo desenvolver um cha de folhaMdegifera indical. da variedade
Ub4, e avaliar seus efeitos na modulacéo de fattresco associados a obesidade, em
ratos alimentados com dieta hiperlipidica. Esteaifzo foi realizado nos Laboratorios de
Nutricdo Experimental, Desenvolvimento de Novos dBtos, Biodiversidade e
Metabolismo e Fermentacédo da Universidade Federdigbsa, Minas Gerais (Brasil).
Foram preparados chas com folhas jovens e madaids iddica processadas (secas e
trituradas) em concentragdes de 1,25; 2,5 e 5% (§.uotilizando as técnicas de infuséo,
decoccéo e ultrassom. Foi determinada a concéotrde mangiferina (por CLAE),
sendo selecionado o cha com maior eficicia na gitetlesta xantona para o estudo de
efeitos biolégicos. O cha com teor elevado de niariga foi caracterizado
determinando-se pH, fendlicos totais (utilizandaeagente de Folin-Ciocalteau) e
atividade antioxidante (teste de retirada do radif@PH). Também foi analisada a
estabilidade oxidativa do cha por meio da quasiifio de mangiferina, fendlicos totais
e atividade antioxidante, utilizando dois tratamemte conservacao (refrigeracéo 4 + 2°C
e temperatura ambiente 20 + 2°C) nos tempos 0,484hmeras. Finalmente, uma analise
sensorial foi realizada para avaliar a aceitacdohdopelos consumidores. Para o ensaio
biolégico, ratos machos Wistar adultos foram alitadas com dieta hiperlipidica (n=16)
durante sete semanas para induzir a obesidaddiz&dwmeste periodo, os ratos foram
divididos considerando a homogeneidade dos fattgesco metabdlico (peso corporal,
glicemia de jejum e indice Lee) em dois grupos jndta hiperlipidica (HFD) e dieta
hiperlipidica suplementada com 50 mL de ch4a, enstgulzdo a agua (HFD-TT). Um

grupo controle (n=8) recebeu dieta AIN-93 M. O ekpento teve duracédo de 8 semanas.
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Foram avaliados parametros biométricos, bioquinedastomorfométricos. Além disso,
foi realizado o teste de tolerancia a glicose, rodatde consumo de dieta e do chd, e foi
determinado o nivel de expressédo de PRARAS e LPLno tecido adiposo epididimal.
Os resultados foram analisados por meio de arddisariancia (ANOVA) seguida dos
testes Tukey ou Dunnett (paramétricos) e Dunn’e frEramétricos). Os dados foram
expressos como média + desvio padrao ou médiaoipadrao. O nivel de significancia
utilizado em todas as andlises foi P<0,05. Houfgreticas significantes na concentracao
de mangiferina entre os tipos de folha para as doggentracdes nas trés técnicas
(P<0,05). O chéa preparado por decoccao utilizaotitta$ novas na concentracdo 5%
(m/v), apresentou o maior valor de mangiferina (&,7208 mg.mt!). O cha apresentou
estabilidade durante 48 horas apds seu preparordnsaos tratamentos avaliados e
houve aceitacdo da bebida pelo consumidor. Altesagiomo tecido adiposo total
aumentado, adipécitos com maior tamanho e acunailippdleos no tecido hepatico,
foram observadas nos animais alimentados com a liieerlipidica. Foi observado que
a dieta hiperlipidica, elevou os niveis da citogme-inflamatoéria TNFs e reduziu a
expressdo de PPAR-O cha teve efeitos anti-inflamatérios por meioetlevacdo dos
niveis da citocina IL-10 e expressdo de mRNA de LELPPARy. Andlises
histomorfométricas evidenciaram os efeitos modulaédo cha na reducdo do acumulo
de lipideos e goticulas de gordura no tecido hepétepididimal. Concluiu-se que o cha
de folhas deM. indica é viavel para ser consumido como bebida fontectepostos
bioativos, tendo efeitos anti-obesidade por meicedalacéo da expresséo de genes que

melhoram o estado metabdlico dos tecidos adipasidépal e hepatico.
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ABSTRACT

MEDINA RAMIREZ, Natalia, M.Sc, Universidade Fededa Vicosa, February of 2015.
Modulation of metabolic risk associated to obesityhy Mangifera indical. leaves tea
in rats fed by high fat diet. Adviser: Sénia Machado Rocha Ribeiro. Co-adviddéscia
Stampini Duarte Martino and José Humberto de Queiroz

Obesity is a metabolic disorder characterized bybibdy fat accumulation, caused by
genetic and environmental factors (inadequate gdtmbits, sedentary lifestyle, and
smoking). It is associated with inflammatory preeess oxidative stress, cardiovascular
diseases, type Il diabetes, hypertension and dgshma. This study aimed to develop a
Mangifera indica L. leaves tea, Ub4 variety and ¢ffects in the modulation of risk
factors associated with obesity in rats fed by Haghdiet. This work was performed at
the Experimental Nutrition and New Product Develepin Laboratories, Federal
University of Vigosa, Minas Gerais (Brazil). Teasre prepared from young and mature
leaves of Mangifera indica L., processed (crusimebdaied) at the concentrations of 1.25,
2.5 and 5% (g.mL-1) using infusion, decoction anttagbund techniques. It was
determined the concentration of mangiferin by HPh€ing selected the tea with greater
efficiency in obtaining this xanthone for the biadlc effects study. Tea with high
mangiferin content was characterized determininggwsity, total phenolics (using the
Folin-Ciocalteau) and antioxidant activity (DPPHt)e The oxidative stability of tea was
analyzed by quantification of mangiferin, total pbkcs and antioxidant activity, using
two preservation treatments (cooling 4 = 2 ° C eowhm temperature 20 £ 2 ° C) at the
times 0, 24 and 48 hours. Sensorial analysis wderpged to evaluate the acceptance of
tea by consumers. For the assay, Wistar adult ratdevere fed by high fat diet for seven
weeks to induce obesity. After, they were dividednsidering the homogeneity of
metabolic risk factors (body weight, fasting glue@nd Lee Index), in two groups (n =
8): fat diet (HFD) and high-fat diet supplementeithvd0 ml of tea, replacing the water
(HED-TT). A control group (n = 8) received the ABB-diet M. The experiment lasted 8
weeks. We evaluated biometric, biochemical and mampetric variables. In addition, it
was tested the glucose tolerance, control of fatake and energy, and it was determined
the level of gene expression in epididymis adipgssie. The results were analyzed by
analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnettis Tukey’s test (parametric) and

Dunn’s (non-parametric). Data were expressed as metandard deviation or mean +

XiX



standard error. The significance level for all ggak was P<0.05. There were significant
differences in mangiferin concentration between tigges of sheet for the three
techniques in three concentrations (P <0.05). €hediecoction prepared by using new
leaves in the concentration 5% (w / v), had thdéésg value of mangiferin (0.72 + 0.08
mg.mL?). The tea was stable for 48 hours after its pegjmar in both treatments and was
well accepted by the consumer. Changes such asased overall adipose tissue,
adipocytes with larger size and lipid accumulatiorthe liver tissue were attributed to
high-fat diet. In addition it was observed that thigh fat diet, raised levels of pro-
inflammatory cytokine TNFx and reduce the PPARexpression. The tea demostrated
anti-inflammatory effects by elevating the cytokimhelO levels and LPL and PPAR-
MRNA expression. Histomorphometric analyzes shadveanodulatory effects of tea on
reducing the lipids accumulation and fat dropletdiver and epididymal tissue. It is
concluded that th#l. indicaleaves tea is feasible to be consumed as a bevsoagce
of bioactive compounds having anti-obesity effetitsough the genes expression

regulation, improving the metabolic state of vistedipose and liver tissue.
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INTRODUCAO GERAL

A Sindrome Metabdlica (SM) engloba uma série derajes metabdlicas
desencadeadas pelo estresse oxidativo, inflamag&eesso de adiposidade corporal,
sendo que estas constituem alvos de acles texg®uid controle da sindrome
(DEVALARAJA et al, 2011). A SM também pode ser precursora no desemento
de doencas cardiovasculares, diabetes mellitufipipertensao e dislipidemia, uma vez
que a resisténcia insulinica parece ser um mecargsi sustenta a fisiopatologia de tais
enfermidades (SIRDARet al, 2012). O estresse oxidativo e a inflamacdo sds do
importantes mecanismos envolvidos nas alteracbesabdlezas da obesidade,
relacionadas com as doencas cardiovascularesabetels (OTANI, 2011).

A manga Mangifera indical.) € uma das frutas comestiveis mais conhecidas e
cultivadas no mundo. Na atualidade ocupa o quadarina produgédo mundial de frutas
sendo cultivada em mais de 100 paises tanto tispioano subtropicais (FAOSTAT,
2011). Dentre as variedades cita-se a manga Uésemte na zona da Mata Mineira, no
estado de Minas Gerais (Brasil). Esta variedadmalgga, possui excelentes qualidades
de sabor e aroma, sendo aceita pelo consumidocpasaman natura, eambém muito
utilizada na agroindudstria, principalmente na fedgfo de sucos. A manga Ubéa é
reconhecida por seu teor de compostos bioativos, gande potencial funcional
(BENEVIDES et al, 2008). Estudos com mangas identificaram diversoapostos,
incluindo flavonoides, xantonas (mangiferina), gahios e benzofenonas (DORBA
al., 2014). Yakubtet al.(2015), reportaram que o extrato aquoso de folb&d. dndica
apresentou atividade antidiarreica em ratos. Pao dado, Brito (2013) avaliou o efeito
de um extrato etanolico com folhas be indica na modulacdo da expressédo dos
receptores CB1, PPARe adipocinas em ratos alimentados com dieta detera,
encontrando efeitos benéficos auxiliando o tratamdos fatores de risco da sindrome
metabolica, como é a obesidade.

A mangiferina pertence ao grupo das xantonas sendo, um compestidicb
caracteristico da familia Anacardiaceae. Estudosdemuiaram as atividades
farmacolégicas desta xantona, incluindo as antimdtérias, antioxidantes,
antidiabetes, imunomodulatorias e antitumorais (DIGA et al, 2011).

Estudosn vitro, in vivo e ex vivenostraram que compostos fendélicos podem modular

a expressao de genes envolvidos em vias inflamat@ide adipogénese, atenuando



parametros de risco metabdlico na obesidade e dimio@ ingestdo alimentar (ALVES
N.G et al, 2012).

A compreensao sobre os efeitos de compostos bisadiin alvos moleculares no
tecido adiposo humano para uso terapéutico na ddmksié ainda dificil, devido as
limitacOes para realizacdo de estudosivo. O uso de ratos alimentados com dieta de
cafeteria foi apontado como um modelo adequado g&itadar a sindrome metabdlica
humana, pois ha presenca de inflamacdo no tecigosae alteracées hepaticas que
simulam a esteatose presente na obesidade humfe®EY et al, 2011). Na atualidade
tem sido estudado o efeito de chas na obesidadeida com dieta hiperlipidica
denominada HFD (High Fat Diet) em ratos. Foram destradas atividades inibitorias,
supressoras e anti-inflamatorias de alguns compbstasivos de chas Goishi, Verde e
Preto (LI SHENet al, 2012; JOBUet al, 2013; YAJIMA, 2014). O potencial de
compostos bioativos para modular a expressdo géaiséhdrome metabdlica tem sido
investigado por meio de modelos animais. A obesidaduzida em ratos por dieta
hiperlipidica (HFD) e dieta de cafeteria € consadarum modelo robusto para estudar a
sindrome metabdlica (IDF, 2005).

O excesso de adiposidade corporal é um dos comfasnda sindrome metabdlica, a
qual apresenta crescente prevaléncia na populig@io@ interesse em buscar estratégias
terapéuticas para o controle desta doenca é dewisiseus efeitos negativos sobre a
saude, qualidade de vida e custo do tratamentaua®e comorbidades. Dentro deste
contexto, existe um grande interesse nos alimesuns propriedades funcionais, ricos
em compostos fendlicos e com potencial antioxidabDtentre eles, destacam-se as
bebidas naturais, incluindo sucos e infusdes cootémdas e variedade de plantas, as
quais podem ser utilizadas como fonte de fitogqudsantioxidantes e anti-inflamatorios,
que possam ser coadjuvantes no controle do ristabidieco da obesidade.

A ideia de buscar um produto alimenticio que passaitilizado como coadjuvante
no tratamento da obesidade, surge da necessidaaatielar as alteracdes metabolicas
presentes nestes individuos, os quais muitas wbfiegltam tanto a reducdo de peso
corporal, quanto o controle do risco de comorbida@istudar uma bebida feita com as
folhas da mangueirav. indica, variedade Ub&) uma alternativa tanto para conhecer
seu potencial funcional e para modular os fatoeassdo da sindrome metabdlica, como
para propor inovagdes no setor da agroindustrisetdedas naturais no Brasil e agregar

valor aos produtos alimenticios.



CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Sindrome metabdlica: mecanismos e alteracdes

A sindrome metabdlica (SM) foi aventada na décad8Q] apontando a associacao
de fatores de risco metabdlico presentes na olsksictam as doencas cardiovasculares.
Atualmente, denomina-se sindrome metabdlica a umueto de fatores presentes na
obesidade e que aumentam o risco de desenvolveca@®eardiovasculares ou diabetes
tipo 2 (GRUNDYet al, 2004).

N&o ha um critério unanime acerca da definicdoMagsqual inclui um conjunto de
alteracbes metabdlicas, constituidas por variospooentes: obesidade abdominal,
dislipidemia aterogénica, elevacéo de pressadartessisténcia insulinica e intolerancia
a glicose, estados pro-inflamatoério e protromimd(BIRDAH et al, 2012; BREMER;
JIALAL, 2013). A SM e a obesidade séo entidadesicds complexas e heterogéneas,
associadas ao componente genético, cuja expressamfluenciada pelos fatores
ambientais, sociais, culturais, econdmicos e ouf@SRCIA et al, 2008). Fatores
genéticos (genes reguladores de lipdlise, termagénmetabolismo da glicose) e
ambientais (sedentarismo, obesidade central e abhdbndieta rica em gorduras e
carboidratos) séo os principais fatores associagossenca da SM, sendo responsaveis
pelo aumento da sua prevaléncia na populacéio (@&UBORNOZ; PEREZ, 2012).

Ainda ndo h& consenso quanto aos critérios panairdefi identificar clinicamente a
SM, embora haja concordancia quanto aos seus compsnenas ha diferencas na
proposicdo dos valores de pontos de corte para slganametros. A Associacao
Americana de Saude propds no ATP Il (Adult Treattrfeanel Ill) que se pelo menos
trés dos cinco componentes associados a SM estiyesentes, seu diagndstico poderia
ser estabelecido (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2. A Tabela 1
apresenta os critérios para diagnostico cliniceMam adultos, segundo trés organismos

reconhecidos mundialmente.



Tabela 1
Critérios para diagndstico da sindrome metabdlicaeultos.

PARAMETROS
ENTIDADE Obesidade Triacilgliceréis Pressao arterial Glicose de jejum HDL (mg/dL)
Abdominal (mg/dL) (mmHg) (mg/dL) g
Associacdo Americana Zgr:nenS' 5102 Homens>150 Homens>130/>85 Homens>100 Homens: <40
de Saudé€ADA, 2014) ) Mulheres: >150  Mulheres:>130/>85  Mulheres>100 Mulheres: <50
Mulheres: >88
Organizac¢ao Mundial Homens: <35
de Saude IMC > 30,0 Adultos: >150 Adultog 140/90 Adultos>100 Mulhereé' <40
(WHO, 1998) '
romacionalde 7
>
diabetes Homensz 94 =150 Adultos:>130/>85 =100
Mulheres> [1.7 mmol/L] [5.6 mmol/L]
(IDF, 2005) 84

PC: Perimetro de cintura (cm); IMC: indice de massgporal (kg/m); HDL: lipoproteina de alta

densidade.

1.1.Componentes da SM

1.1.1. Obesidade abdominal

Ha evidéncias de que a deposi¢do da gordura r@oragdominal, referida como
visceral, epididimal, omental ou intra-abdominal,uén fator mais importante na
associagdo entre obesidade e sindrome metabdligaedo excesso de gordura corporal
isoladamente, medido como indice de massa corgMAZQUEZ et al, 2007;
FABBRINI et al., 2010; KAWAI; ROSEN, 2010; DESPRES, 2012; GUEBRE-
EGZIABHER, 2013; TCHERNOF; DESPRES al.,2013). A Organiza¢do Mundial de
Saulde (2015) estabeleceu que um individuo apresbesidade se tiver o indice de
massa corporal superior a 30.

O aumento da adiposidade abdominal estd asso@adzein ao aumento das
citocinas pro-inflamatérias (REYES, 2010) tais cdator alfa de necrose tumoral (TNF-
a), interleucina 6 (IL-6) e proteina quimiostatiea mondcitos (MCP-1), levando a um
estado de inflamacdo de baixo grau (KONRAD, 201QHERNOF; DESPRES! al.,
2013).

1.1.2. Dislipidemia aterogénica

A dislipidemia associada com o risco cardiometaboE caracterizada por
aumento de trigliceridemia>{50 mg/dL) e baixas concentragbes plasmaticas de
lipoproteina de alta densidade (HDL<40) (SALAZARal.,2014; ADA, 2014).



1.1.3. Elevada presséo arterial

Por causa de sua associacdo com a obesidade remgge foi incluida na lista
de componentes da SM, embora alguns investigadoregdi@m que a mesma apresenta
menos envolvimento com 0s mecanismos de risco wletapem comparacdo com 0s
demais componentes. A elevacédo de niveis press@amre comumente em individuos
portadores de resisténcia insulinica, condicdous g elevacdo da concentracdo de
acidos graxos livres (AGL) no plasma, com a presede esteatose hepatica e
dislipidemia aterogénica (GRUNDY, 2004).

1.1.4. Resisténcia insulinica

Resisténcia insulinica (RI) € uma condicdo em Quistee uma captacao
inadequada da glicose dependente da insulina, spredo pancreas continua produzindo
a insulina, mas a sua acao esta prejudicada e cemoacdo de glicose no sangue
permanece elevada, caracterizando a intoleranciglicwse, o que favorece o
desenvolvimento de doencas tais como as cardioamssu e o0 diabetes
(BLOOMGARDEN, 2005).

A concentracdo de insulina no sangue é resultamteqdilibrio entre a sua
producdo pelo pancreas e a sua captacdo ou defpapelp figado e outros tecidos,
incluindo o renal e os periféricos (musculo e teadiposo) (HOME, 2008; ARDEBRt
al., 2013)

O aumento de AGL no sangue inibe a captacdo ddinase altera os dois
mecanismos anteriores que controlam sua conceatragd sangue. Um estado
hiperinsulinémico causa diminuicdo dos receptoregsig@lina por meio de regulagcéo
génica, o que contribui para a diminuicdo da remalgdinsulina do meio circulante e

manutencao do estado hiperinsulinémico (STEARS2201

1.2.Patogénese e mecanismos fisiopatoldgicos diacsire metabdlica

Na sindrome metabdlica ha a interacdo multifatagiz envolve principalmente
alterac6es do metabolismo dos adipdcitos, resisténsulinica e varios outros fatores
tais como disfuncdo hepdtica, vascular e imunoéjgas quais sdo mediadores do

mecanismo fisiopatoldgico da SM (Figura 1).
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Figura 1. Interacbes de componentes moleculares e o tecigmsad na sindrome

metabdlica.

Abreviacdes: AGS: acidos graxos saturados; AP-dtefima ativadora 1; Cd: cluster de diferenciagBo; |
6: interleucina 6; IRF-3Fator regulatério do interferon tipo 3; JINK: Quisas c-Jun N-terminal; NkB:
fator nuclear kappa B; TAK1: Quinasse ativada 1Fd\fator alfa de necrose tumoral; TLR: receptores
tipo Toll.

Fonte: Adaptado (Nature Medicine, 2013).

Acidos graxos saturados da dieta (AGS) ativam cspteres de tipo Toll (Toll like
receptor TLR 2/4) nos macréfagos do tecido adiplesando a uma ativacdo da cascata
dos sinalizadores inflamatorios IRF-3/AP-1/NF- Isto induz a producéo de citocinas
inflamatarias tais como ILfle TNF«a que inibem a acéo da insulina nos adipécitos. Os
macrofagos liberam Cd5 induzindo a expressao deiqainas numa forma dependente
de TLR4, favorecendo a formacdo de mondcitos irdténns e macrofagos do tecido
adiposo. A inflamacéo de baixo grau ou subclinecastabelece no tecido adiposo e em
nivel sistémico afetando outros 6rgaos como o Gigaahisculo, produzindo a resisténcia
insulinica (RI).

Com a RI sdo desencadeados problemas cardiovas;udabetes, arteriosclerose, e
outras (NATURE MEDICINE, 2013). Alguns biomarcad®envolvidos na homeostase
energeética, inflamacao e resisténcia insulinicaindrome metabdlica sédo descritos na
Tabela 2e osmecanismos de interacdo dos mesmos com a sindrataddtica sao

apresentados na Figura 2. Destaca-se que fatonésiages e ambientais participam da



Tabela 2

Biomarcadores associados a sindrome metabdlica.

Marcador Efeitos e mecanismos de acéo

Proteina com efeito antiaterogénico. A medida qumemta a obesidade os
] ) niveis de adiponectina no plasma diminuem e aungenggisténcia insulinica.
Adiponectina o . ] ) . . . .
Melhora a sensibilidade a insulina, efeito antianfatério e antiapoptético.

Portanto, melhora a resisténcia insulinica e adnlga a glicose.

o Proteina especifica do adip6cito associada a éesist insulinica. Pode
Resistina

contribuir para a inflamacéo sistematica.

Citocina pro-inflamatdria e diminui a sensibilidadsulinica. Contribui para o
_ aumento do coldgeno na parede celular e aumeritatesses de fibrinogénio,
Interleucina 6 (IL-6) ) . o o
favorecendo a hipertensdo. Participa da lipdliseideilgliceréis aumentando a

liberacdo de AGL, que esta fortemente relacionadisidténcia insulinica.

Efeito anorexigénico, com efeito na diminuicao gdetie. Favorece ativacao do
Leptina (LP) sistema nervoso simpatico que leva a retencaodie, sé@soconstricao elevando
a pressao arterial.

Fator alfa de Citocina pro-inflamatéria. Favorece a resisténamsulinica ao alterar a
necrose tumoral | capacidade de fosforizacdo de residuos de tirosmareceptor (IRS-1),

(TNF) necessario para a producao do sinal intraceluléwodmonio.

) Induz a diferenciagdo de adipdcitos e acumulopldibs mediante a regulagédo
Receptor ativado dd

. de genes da adipogénese e a absorcdo e metabdésiidios. Diminui a
peroxissoma

( R) lipdlise e regula a expresséo de proteinas reladema resisténcia insulinica.
PPA

Favorece a termogénese estabilizando o sistemaswesimpatico.

Aumenta a biogénese mitocondrial, o metabolismo mdsculo e a
Sirtuina (SRT) gliconeogénese no figado. Atua em conjunto comtmsgenes, favorecendo a

secrecdo de insulina e melhoram o metabolismo.

. ) Proteina de fase aguda, sintetizada pelo figadartcipa da cascata de
Proteina C reativa

inflamacé&o. Favorece os eventos agudos coronarios.

Fonte (MORENO, 1997; NATALI; FERRANNINI, 2005; PEREMEDINA, 2011; ZAFRIRAet al,
2013)

sindrome metabdlica, desencadeando varias altsragbenetabolismo, 0 que leva ao
rompimento da homeostase metabolica. A elevacaoicar@os acidos graxos livres
(AGL) circulantes causa a lipotoxicidade e a ghsatidade e favorecendo o aumento
das citocinas inflamatorias (TN#-e IL-6) com a diminuicdo da adiponectina,
favorecendo a resisténcia insulinica. O estadoirglamatério com aumento de
lipoproteina de baixa densidade (LDLLew Density Lipoproteine triacilgliceréis

favorece a dislipidemia e a disfuncdo endotekalahdo a hipertenséo arterial.
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Figura 2 - Biomarcadores e mecanismos fisiopatoldgicodm@dreme metabdlica.

Abreviacdes: AGL: 4cidos graxos livres; HDL: lipogegina de alta densidade; IL-6: interleucina 6; LPL
lipase lipoproteica; PCR: proteina C reativa; TiNFator alfa de necrose tumoral.
Fonte: Adaptado (LOPEEt al.,2004; RENDON; LURBE, 2007; BASTIDASt al.2011)

1.3.Metabolismo dos adipdcitos na sindrome metadli

O adipécito tem como funcao principal o armazenamdatlipidios, como reserva
energeética, especificamente triacilglicerois e stel| esterificado. Entretanto, participa
da regulacéo do equilibrio energético do organigmo,meio da secrecdo de peptideos
ou hormdnios com acdo enddcrina, e autocrina. &rRistos tipos de adipocitos, o branco
e o marrom. O primeiro é especializado em armadgidios como reserva energética a
longo prazo e se caracteriza por ter uma vesicuta e gordura, ocupando todo o
volume celular e deixando o citosol, organelamné@aeo numa pequena area periférica.
O segundo, tem menor quantidade de gordura arn@daenamaior niumero de vesiculas
de menor tamanho, apresentando maior quantidaehta&dndrias; sua fungéo principal
€ gerar calor e regular a homeostase energétioegdaismo (TARIQet al.,2013).

Os adipécitos interagem com outros tecidos metednoiente ativos por meio da
liberacdo de fatores de secrecdo (adipocinas) &oiexpressas em niveis baixos nos
adipécitos saudaveis. Estes fatores regulam respasietabodlicas relacionadas ao

suprimento de nutrientes e producdo de oxigénia pdecido adiposo branco, o figado
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e 0 musculo (melhoram a sensibilidade a insulio@las do pancreas e miécitos
(garantem sobrevivéncia e funcao) e o epitélio (NRE MEDICINE, 2013).

A homeostase dos adipécitos € mantida por viashdlketas: lipolise e lipogénese. A
lipdlise é a via de mobilizacéo do lipidio por mei hidrolise das ligacdes ésteres nos
triacilgliceréis (TG), resultando na formac&o d&lés graxos livres (AGL) e glicerol. E
uma via metabdlica estimulada por diferentes horasdnatabdlicos como, glucagon,
epinefrina, norepinefrina, horménio do crescimentortisol, por meio de um sistema de
traducao de sinais. A lipdlise desempenha um papekimental na obtencao de energia
e na oxidacgao de triacilglicerois e ocorre mediangivacdo da enzima lipase hormdnio
sensivel (LHS), pela adrenalina. Os produtos daidip, acidos graxos e glicerol, séo
liberados na circulagdo sanguinea para seremaatiliz por outros tecidos; os acidos
graxos séo oxidados liberando energia e o gliegeominduzido ao figado para participar
na sintese de glicose (VERNON, 1992; FRUHBE&HKI., 2014; SCHWEIGERt al.,
2014).

A lipogénese € uma reacao bioquimica na qual ®ichatos e proteinas em excesso,
sao convertidos em acidos graxos e esterificad@sfpanar triacilglicerdis e gordura de
reserva. Este processo ocorre principalmente mimdee pos-prandial e sua funcao
principal € armazenar o excesso de energia consuRigrincipal érgéo lipogénico é o
figado e a principal enzima envolvida na lipogénésa acetil CoA carboxilase. A
lipogénese ocorre no citoplasma das células e sigxee um excesso de carboidratos
para ocorrer (SCHUTZ, 2004; LAFONTAN, 2014). Edless processos constituem vias
metabolicas diferenciadas porque a lipogénese reséegionada com a sintese de
triacilglicerdis e a lipdlise com o catabolismo dibscilglicerdis. Basicamente, a
lipogénese favorece um aumento do tecido adipasdipdlise o reduz (Figura 3). Na
lipogénese, a insulina se une ao seu receptordsitna superficie dos adipdécitos e
estimula o deslocamento de GLUT4 para a membrdokaiceossibilitando a captagéo
de glicose pela célula. A glicose intracelular éverstida em glicerol-3-fosfato. A
insulina ativa a LPL situada na superficie do eéldmtvascular, liberando os acidos
graxos, a partir dos quilomicrons e VLDL. Os acidgaxos sédo transferidos aos
adipécitos por meio de transportadores de acidmsogr(FAT), proteina transportadora
de acidos graxos (FATP) e proteina de ligacdo @magraxos (FABP). Finalmente os
acidos graxos estao esterificados em triacilgliseroi

Na lipdlise, as catecolaminas estimulam os receptadrenérgicos localizados na

superficie celular dos adipécitos, conduzindo aslizcacéo da lipase horménio sensivel
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Figura 3. Regulacéo da lipolise e lipogénese nos adipécitos.

Abreviacdes: AQP7: aquaporina 7; FABP: proteinligigdo de acidos graxos; FFA: acidos graxos livres
FAT: transportador de &cidos graxos; FATP: protdhaasportadora de acidos graxos; Glicerol-3-P:
glicerol-3-fosfato; GLUT4: transportador 4 de gbep LHS: lipase horménio sensivel; LPL: lipase
lipoproteica; QM: quilomicrons; TG: triacilglice)iVLDL.: Lipoproteinas de muito baixa densidade.
Fonte: Adaptado (MAED/t al, 2008).

(LHS) para as particulas de lipidios, e os estimtétacionados a este evento conduzem
a insercao da aquaporina (AQP7) na membrana ce@ganiveis de mRNA de AQP7 se
elevam em resposta a diminuicao da atividade daadage sinalizacao da insulina. Estas
duas vias de regulacdo diferentes asseguram aagéereficiente de glicerol dos

adipdcitos, em condi¢des de jejum (MAERAal, 2008).

1.4 Hiperplasia e Hipertrofia do tecido adiposo

O desequilibrio crénico entre o alto consumo edgasto energético pelo organismo
dos mamiferos causa uma alteracdo no armazenadegsteergia na forma de depdsitos
intracelulares de triacilglicerdis nos adipécit@s.incremento da gordura corporal €
manifestado pelo acumulo de lipidios intracelulanes adipdcito, aumentando seu
tamanho; este fenbmeno é conhecido como hipertef@usa uma diminuicdo de
adiponectina e um aumento de adipocinas inflaneggcom reducéo no fluxo sanguineo,

permitindo a infiltracdo de macrofagos.
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Na Hiperplasia, 0 acumulo de lipidios intracelutame tecido adiposo ocorre em duas
etapas: um aumento do nimero de preadipdcitosiferarttiagdo deste em adipocitos
maduros (por meio da secrecao de adiponectina)pdevao aumento do namero de
adipécitos. Ao contrario da hipertrofia, na hipagih ha aumento de adiponectina e
reducdo de adipocinas inflamatorias (Figura 4) (RERTI; MOZAFFARIAN, 2009;
FLORESet al.,2011).

Um estudo mostrou que adipécitos hipertroficos petplasicos apresentam uma
menor densidade dos receptores de insulina e marero de receptores adrenérgico
3B, o que facilita a infiltracdo dos mondcitos no@sia adiposo, iniciando o processo
inflamataorio entre os adipécitos (DENG; SCHERERL@0 Outros estudos sugerem que
os fatores TNFx, HGF-1 e PPARy estimulam a hiperplasia, ja que tém efeitos na
transcricdo de genes de proteinas envolvidas nestanismo (AVRAMet al., 2007;
BAHCECI et al.,2007).

1.5.Mecanismos de inflamacao e de estresse oxidativ

1.5.1. Inflamagéo

A inflamacdo € um processo que ocorre em resposi@aaelevada secrecdo de
citocinas e substancias inflamatorias. Inicia-se coneconhecimento dos sinais, que
podem ser de origem infecciosos ou inflamatériogsimnando a ativacdo celular e

sintese de proteinas. A medida que aumenta o tadigoso modifica-se a producéo de

HIPERTROFIA L/\\, e |
£
Q/\‘;{/\\‘E/I N Adipocitos inflamatorios

1+ \ Fluxo sanguineo

Infiltracgo de Macréfagos

ESI])
\——-'\__/

\ Adiponectina

HIPERPLASIA \ Adipécitos inflamatorios

o

Figura 4. Hiperplasia e hipertrofia de adipocitos na obesidade
Fonte: Adaptado (TORRES al.,2012)
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adipocinas e sdo desencadeados varios processepatiiddogicos relacionados com a
inflamacdo. Neste processo ocorre um aumento goadas, quimiocinas e outros.
Vérios fatores reguladores da inflamacdo expressssadipécitos sdo TNé; IL-6,
inibidor ativador plasmindgeno (PAI-1), proteinargigatatica de mondcitos-1 (MCP1),
IL-1p, IL-8, 10, 15, fator inibidor de leucemia (LIFatbr de crescimento do hepatdcito
(HGF), a polipoproteina A3 (SAAS3), fator inibitérita migracédo de macréfagos (MIMF),
moduladores inflamatdrios como leptina, adiponedinesistina, assim como a proteina
C reativa (HOTAMISLIGILet al.,1995; BLANCASet al.,2010).

Um estudo realizado em adolescentes com obesidgdigl; mostrou que este tipo
de obesidade, reduz o nivel de adiponectina noalg®r meio do aumento de adipocinas
pro-inflamatdrias como o TNE; IL- 1 e leptina, sugerindo a existéncia do equilibrio
entre a adiponectina e a leptina para controlarpaxessos inflamatérios (EL-
WAKKADA et al.,2013). Estudos demonstraram que a leptina, IL-E-d, aumentam
na obesidade e os efeitos inflamatodrios alteramadizacdo celular (STELZERAL al.,
2012; ARNOLDUSSENEet al., 2014). Outros estudos sugerem que a sirtuina e a
adiponectina tém efeito anti-inflamatorio, anticide e regulam a secrecao de citocinas
pro-inflamatoérias (FANTUZZI, 2008; FERNANDES al.,2012; CHENGet al.,2014).

1.5.2. Estresse oxidativo (EO)

O estresse oxidativo € um estado da célula noajhaimeostase de 6xido-reducéo
intracelular (equilibrio entre pro-oxidantes e axitiantes) se encontra alterada em favor
do estado oxidante. Este desequilibrio ocorre qudrédduma excessiva producdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e/ou deficBéncis mecanismos antioxidantes,
conduzindo ao dano celular. O estresse oxidatitfoesente em processos patoldgicos
como a obesidade, diabetes, doenca cardiovascligdipidemia, cancer e processos
aterogénicos (MATSUDA; SHIMOMURA, 2013). Esta camizado pela grande
diminuicdo da capacidade redutora dos pares redimo @ glutationa, podendo causar
morte celular e uma oxidacdo moderada (apoptose)intensa (necrose). Ha
comprovacdes de que o promotor da hemoxigenaseljH@®m pontos de unido aos
fatores de transcricdo AP-1, AP-2 e NF-kB que tamb#&o ativados pelo EO, resultando
na sintese de varias proteinas conhecidas commanzie resposta ao estresse. E
importante considerar a participacdo de enzima®aefesas antioxidantes na regulacéo
da resposta ao estresse oxidativo. A superoxideseuthse, catalase, peroxidases,
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tiorredoxinas, peroxirredoxinas, quinonas, redutasexigenase podem prevenir 0
estresse oxidativo (RIOS, 2003; FERNANDE#Zal.,2011).

Ha evidéncias que o estresse oxidativo esta peeserg seguintes mecanismos
celulares: disfuncdo mitocondrial, alteracbes eratgbnas criticas para manter a
homeostase e a fungdo muscular, reticulo endoplesmapoptose celular, senescéncia
celular e sinalizacao celular anormal (Wthal.,2014).

Fatores dietéticos alteram o equilibrio entre lgwgse e lipdlise, influenciam o
estado inflamatério e interferem na homeostase xredtp organismo. Um estudo
demonstrou que uma dieta alta em gorduras afeti@r@mcia a glicose, a sinalizacao da
insulina hepética, atividade de transcricdo e tradwgue favorecem a lipogénese, a
producao de citocinas, a sinalizacéo pro-inflaniatéro estresse oxidativo, por meio da
acdo de TNF, SRT-1, NFk[f3, proteina kinase e outros (PENGal., 2012). Outros
estudos apresentaram uma forte relacéo entreaaatissumida e o desenvolvimento do
estresse oxidativo. Eles sugerem que uma dieteent@ompostos antioxidantes pode
melhorar o estado oxidativo e uma dieta alta endgas favorece a sua presenca
(CARRILLON et al.,2003; SUWANNAPHETet al.,2010; COLACINOet al.,2014;
NEWSOMEget al.,2014).

1.5.3. Genes envolvidos em mecanismos inflamatorios ®@mebstase redox

A sindrome metabdlica é considerada uma entidalig€paca multifatorial, na qual
participam interacbes metabdlicas, hormonais, ge&®e o estilo de vida. Indmeros
genes sao considerados de importancia nos mecanislesulares envolvidos na
patogénese e fisiopatologia da SM (GONZALES, 2083dh citados:

0 Resisténcia insulinicaTNF-a, IRS-1, adiponectina, interleucinas (IL-6,10),

PPAR«-1,2, resistina.

[0 ObesidadeNPY (potente estimulador do apetite), UCP-1,2, TONANF«3.

O Inflamacao e estresse oxidativid\F-a, leptina, IL-6, visfatina, resistina, N&p.

0 Dislipidemia:LPL, FAS.

Na Tabela 3 sdo apresentados alguns genes queigaemti dos processos de

inflamagé&o e de estresse oxidativo.
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Tabela 3

Genes envolvidos em mecanismos da inflamagé&oestdesse oxidativo.

Gene Atividade
Adiponectina Antioxidante, anti-inflamatéria
Leptina Pro-inflamatoria, oxidativa
Fator o de necrose tumoral Inflamatoria, oxidativa
Interleucina 6 Pro-inflamatoria, oxidativa
Visfatina Inflamatéria
Resistina Pro-inflamatorio,
Superoxido dismutase Antioxidante, anti-inflamatoria
Catalase Antioxidante
Glutationa Antioxidante
Fator nuclear kappa B Pro-inflamatorio

Fonte (ADEGHATE, 2008; MIRANDA; REZA, 2008; COSTé& al, 2013).

2. Compostos bioativos da Mangifera indica.

A manga, da famili@dnarcadiaceaegéneroMangiferae espéciendica, € uma das
frutas tropicais mais produzidas e comercializamasiundo. E uma fruta nativa da Asia,
tem sido cultivada na india por mais de 4000 arais@mente é cultivada e naturalizada
na maioria dos paises tropicais, incluido Brag#rias partes da planta tem sido usadas
como adstringente, anticéptico, anti-inflamatomopara tratar anemia, hipertenséo,
reumatoide e asma (OJEWOLE, 2005; MOHéiNl, 2013). Estudos avaliaram extratos
etanolicos e aquosos a partir das folhaMdendica, reportando efeitos antidiabéticos e
antidiarreicos em ratos (BHOWMIé&t al, 2009; YACUBU; SALIMON, 2015). A seguir

sao relacionados os principais compostosidandica.

2.1.Mangiferina

A Mangiferina € uma glicosilxantona presente emiagaplantas medicinais e
frutiferas da familidnacardiacea&€omo a manga. Este composto bioativo tem mostrado
atividade biologica benéfica incluindo a antioxitlgranti-obesidade, anti-inflamatéria,
neuroprotetora, inmunomodulatoria e hepatoproté®ARCIA et al, 2011; DASet al,
2012). Este composto, esta sendo amplamente estutaddo ao seu potencial no
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tratamento e reducdo de risco de doencas, prinograe as relacionadas as alteracdes
metabolicas. Foi demonstrado em modelo animal desidade induzida por dieta
hiperlipidica que a mangiferina regulou 87 das @&keinas quantificadas, sendo muitas
delas envolvidas em vias metabodlicas do metabolsmeogético, incluindo a biogénese
mitocondrial, lipogénese e melhora de funcéo headtilM et al, 2014). Também foi
comprovado que a mangiferina regula a glioxilageeidindo a nefropatia diabética (LIU
et al, 2013), tem efeito anti-inflamatdrio na leséo poitrar aguda por meio da regulacao
da heme oxigenasse-1 (GONGal, 2013), modula a expresséo de genes envolvidos em
vias de inflamacdo e protecdo antioxidante reladosacom a dor neuropatica
(GARRIDO et al,2010) e exerce atividade antitumoral nas célutas&hcer de mama
regulando catequinas e metaloproteinasesgt(hl., 2013).

Cuba produz um extrato aquoso a partir dos galbdsotico da mangueira e casca
da M. indica, denominado de Vimafigsendo este caracterizado por ter propriedades
anti-inflamatorias, antioxidantes e imunomodulasrevidenciadas em estudos clinicos
(GARRIDOcet al.,2004; RODEIRCet al, 2006; PARDCet al.,2006-2008; MOHANet
al., 2013). Andlises quimicas identificaram compoge®licos, flavonoides, ésteres,
galotaninos e mangiferina, no extrato do Vinfa(@APOTEet al.,1998; SINGHet al.,
2015). Guerreet al. (2010) reportaram que o extrato do Vim&ng&o induz efeitos
toxicos em ratos, nas doses de mangiferina de iapadamente 20-2000 mg.kg

sugerindo que poderia ser utilizado em seres humanos

2.2.0utros compostos

Polpa, folhas, galhos, flores, casca e sementdd.dadica sédo utilizadas para a
elaboracdo de produtos fitoterapéuticos, sendo rasimados com fins medicinais
(RIBEIRO; SCHIEBER, 2010). Na Tabela gbo apresentados alguns compostos

bioativos e fitoconstituentes encontradodvhandica

3. Consumo de chas: e seu uso no controle das alteeag@etabodlicas associadas a

obesidade.

Desde a antiguidade, o ch& tem sido utilizado pwmater e melhorar a satde humana.
Estudos vém apresentando algumas infusdes comaglanbmaticas, frutos e outros
como uma alternativa coadjuvante no tratamentalecé® do risco da obesidade. O cha

€ uma das bebidas mais consumidas no mundo. Eaasma preparacao feita a partir

15



Tabela 4
Principais compostos bioativos Weangifera indicalL.

Compostos Parte daMangifera indical.
Fendlicos:antocianinas Casca, polpa, folhas, sementes, galhos
Flavonoidesqquercetina, Galhos
Xantonas:mangiferina Casca, polpa, folhas
Catequinas e galotaninos Polpa

Acidos: galico, cumarico, caféico, ferdlicoPolpa, casca, folhas

ascorbico.

Terpenoidestimoneno, sesquiterpenos, terpineno|. Flores, foltesca, galhos

Fonte (RIBEIRO; SCHIEBER2010; LUOet al., 2014.

de matérias-primas alimentares provenientes deegon&turais como flores, folhas e
frutos. A medicina Chinesa, por exemplo, recomendsao das plantas para tratar dores,
melhorar a digestéo, depressao, desintoxicacaeriadg ser energizante, capaz de atuar
no aumento da longevidade (SALEHal, 2013).

As propriedades farmacoldgicas mais importantegslas mate, goishi, verde e preto
sdo: antioxidantes, anti-inflamatorio, antimutagénianti-obesidade (ARCARdt al,
2009), acdo hipoglicemiante, efeitos redutores igartolesterolemia e aterosclerose
(HONGLI et al, 2012; JOBUEet al, 2013).

O desenvolvimento de terapicos para o tratamentooloesidade e de suas
comorbidades tem sido lento, comparado com a \dddei de aumento da ocorréncia
dessas desordens metabdlicas (LIM et al., 2014).

O uso de chas e infusGes como coadjuvante no tatanda obesidade tem se
popularizado, ultimamente. Atualmente, o mercadereafe chas, sendo 0s mesmos
amplamente disponibilizados para o consumo e sisiicados de acordo com seus
métodos de preparacdo. Chas néo fermentados, senertados, fermentados e post-
fermentados tem sido estudados, como fonte sulss$éacs como polifendis, catequinas,
xantonas e outros compostos bioativos (MORIYAMA;KEDA, 2008; JOBUet al,
2013).

Estudos em extratos ricos em polifendis e taninoggmientes dos chas verde, preto,
de ervas ou de frutas como a uva, tem reportad@sfgs compostos sao inibidores da
lipase pancreatica, principal responsavel pela sthge de triacilglicerdis,
monoacilgliceréis e acidos graxos (CHAKRABARTI, 200TAGLIAZUCCHI et al,
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2010; SERGENTet al, 2012). Também foi demonstrado que as antocianinas tém
importantes atividades bioldgicas incluindo as axidiantes, anticancerigenas, anti-
inflamatadrias, além de ter a capacidade de comtroécrofagos e proteger do estresse
oxidativo e a apoptose (BADSHAEgt al, 2013; WUAet al, 2013; LEEet al, 2014).

Compostos fendlicos, incluindo as xantonas, ténitosfenibidores na sintese de
acidos graxos (ZHONGt al, 2010), antioxidantes, anticancerigenos, antirhiarms,
anti-inflamatorios, antialérgicos, analgésicos (KGRet al, 2013; IBRAHIM et al,
2014) e antipiréticos (SINGEt al, 2011).

Conclusao

A sindrome metabdlica gera um conjunto de altesag@emetabolismo levando ao
desenvolvimento de mdultiplas doencas, que reprasenm problema de saude publica
atual e cuja prevaléncia estd aumentando. Taiscdsertompreendem a obesidade, as
cardiovasculares, dislipidemia, diabetes tipodsisténcia insulinica e outras.

A obesidade esta caraterizada pelo aumento deepasamulo de gordura corporal,
produtos de uma alimentacdo inadequada, sedentasimfatores genéticos. Nesta
doenca sdo observadas alteracdes metabodlicasicitidas por diferentes mecanismos e
vias celulares. Atrofias nos adipocitos, apoptesteesse oxidativo e inflamacéo sédo as
principais alteracfes da obesidade.

A M. indica tem potencial como fonte de compostos bioativas @tividades
funcionais. Seu principal constituinte, a mangifaripode ser utilizado como fitoterapico
anti-inflamatério, antioxidante e anti-obesidadja $&lado ou em extrato.
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CAPITULO 2

Avaliacao da eficacia de extracdo de mangiferinaanalises quimica, antioxidante e

sensorial de cha com folhas dilangifera indical., variedade uba.

Evaluation of usefulness on mangiferina extractionrad chemicals, antioxidant and
sensorial analysis oMangifera indical., variety Uba leaves tea.

Resumo

Chas de folhas e frutos séo fontes de varias daesmetabdlitos secundarios e o seu
consumo pode trazer beneficios a satde humana.ngif@ana, uma xantona presente
em frutos, folhas, cascas e outras partddalagifera indical., conhecida popularmente
como mangueira, possui comprovadas atividades lial®gais como antioxidante,
antidiabética e imunomodulatéria. O objetivo ddstbalho foi estudar o potencial de
uso do cha de folhas dié indicacomo fonte de mangiferina e de compostos fendlicos
Os chés foram preparados com folhas novas e madaMsindica (secas e trituradas)
em concentragdes de 1,25; 2,5 e 5% (m/v), utilizar@oprocessos diferentes: infuséo,
decoccdo e ultrassom. A eficicia na obtencéo dgifeana foi analisada por CLAE. O
cha com teor mais elevado de mangiferina foi care@do quanto ao teor de fendlicos
totais, utilizando o reagente de Folin-Ciocalteatiwdade antioxidante (teste de retirada
do radical DPPH). Foi analisada a estabilidadeaiid do ch& por meio da quantificacao
de mangiferina, fendlicos totais e atividade antiarte, utilizando dois tratamentos de
conservacao (refrigeracéao 4 + 2°C e temperaturaesmeh20 + 2°C) nos tempos 0, 24 e
48 horas. A analise sensorial foi realizada conedumidores que utilizaram a escala
hedbnica mista de nove pontos para medir o grageieacdo do cha. Os resultados foram
expressos como média + desvio padrao, sendo reéal&dOVA seguida do teste Tukey
(P<0,05). O tipo de folha, a técnica de preparoetaggdo droga/solvente, influenciaram
na concentracdo de mangiferina no cha. A conceitratais elevada de mangiferina
(0,72 + 0,08 mg.mt) foi encontrada no cha preparado por decocgdo &mdé
concentracdo de droga (m/v). O ch& apresentou kdtalei durante 48 horas apés seu
preparo em ambos os tratamentos avaliados e hoeita@io da bebida pelo consumidor.

Conclui-se que o chéa de folhas Me indica é viavel para ser consumido como bebida
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fonte de compostos bioativos, constituindo estratdmra enriquecer a dieta com

fitoquimicos.

Palavras-chave: Aceitacdo, Atividade antioxidante, Estabilidade,totérapico,

Mangiferina

Abstract

Tea leaves and fruits are sources of various phgtoicals classes and their
consumption may be beneficial to human health.mbagiferina xanthone prevailing in
fruits, leaves, bark and other partdvtdingifera indicaL., popularly known as hose, has
proven biological activities such as antioxidamtti-@liabetic and immunomodulatory.
The aim of this work was to study the potential oééV. indicaleaves as source of
mangiferin and phenolic compounds. The teas weepgred with young and mature
leaves oM. indica(crushed and dried) at concentrations of 1.25a8cb5% (w/v) using
three different processes: infusion, decoction attdasound. The effectiveness in
obtaining mangiferin was analyzed by HPLC. Tea witiher content of mangiferin was
characterized as the total phenolic content ushng Folin-Ciocalteu method and
antioxidant activity (DPPH radical withdrawal testhe oxidative stability of tea was
analyzed by mangiferin, total phenolics and antlart activity quantification, using two
preservation treatments (cooling 4 + 2 ° C and reemperature 20 + 2 ° C) at times 0,
24 and 48 hours. Sensorial analysis was perfornigd50 consumers who used the nine
point’'s hedonic scale to measure the degree adeeptance. Results were expressed as
mean * standard deviation, being held ANOVA follawWey Tukey's testr0.05). The
leaves type, preparation technique and drug/sohetation, influenced the concentration
of mangiferin. The highest concentration of manif¢0.72 + 0.08 mg.mt) was found
in tea decoction prepared in 5% drug concentratioit v). The tea was stable for 48
hours after its preparation in both treatmentswaas well accepted by the consumer. We
conclude that th#1. indicaleaves tea is feasible to be consumed as a sbavegage of
bioactive compounds, constituting a strategy toicbnthe diet with phytochemical
properties.

Keywords: Acceptance, Antioxidante activity, Mangiferin, Rbtherapy, Stability.

1. Introducéo

Estatisticas no Brasil mostram que, nos ultimos an@onsumo de chas preparados
a partir de plantas medicinais aumentou em 16% ,(20E2). O crescente interesse de
consumidores pelos chas pode ser devido as supseoiades funcionais por serem

fontes de compostos bioativos com potenciais dgéeéficas a satde humana.
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A medicina Chinesa, por exemplo, indica o uso d@s ae partes de plantas como
bebida para diferentes finalidades como a enemy&iedativa, estimulante, depresséo
anti-hipertensiva, digestiva, desintoxicante e aimdma favorecer o aumento da
longevidade. Assim, 0os chas constituem uma alteende bebidas com potencial para
serem consumidas como coadjuvantes no tratamentedog&o de risco de doengas
cronicas ndo transmissiveis (SALEHal, 2013).

Na legislacdo brasileira, os chas medicinais sasiderados produtos tradicionais
fitoterapicos, definido como “droga vegetal com fimadicinais a ser preparada por meio
da infusdo, decocc¢do ou maceracdo em agua, pedaroaor’ (RDC No-26, 2014).Chés
podem conter uma miriade de substancias, tais éemdts simples e polifendis, além de
outros compostos bioativos (MORIYAMA; TAKEDA, 2008ADIZ-GURREA et al,
2014).

A mangiferina (1,3,6,7-tetrahidroxixantona-@2>-glucosideo), do grupo quimico
das xantonas (Figura 1), € o principal constituiltéolhas e casca do cauleMdangifera
indica L. (Anacardiaceag e possui comprovadas atividades tais como anioixe,
imunomodulatéria e anti-inflamatoria (MATKOWSKeL al, 2013). Outros metabdlitos
secundarios fendlicos, incluindo o acido galicergitina 38-D glicosideo, tocoferat,
3-metil-galato, propilgalato, propilbenzoato(+)emina, (-)-epicatequina, acido
benzoico e d-glucopiranosil, também estéo presetespécie (RODEIREX al, 2007;
PONCEset al, 2012).

Figura 1. Estrutura da mangiferina

Na medicina tradicional, o ch& de folha de mangapilarmente utilizado com fins
terapéuticos em quadros de gripe, diarreia e afeagéegarganta (WAUTHOZt al,
2007). Em Cuba, o VIMANG é um produto comercializado como suplemento
nutricional, tendo como componente majoritario angiferina (VALLE et al, 2010).
Considerando os comprovados efeitos biolégicos dagiferina, como antioxidante e
anti-inflamatorio, é atraente a possibilidade ddizatdo de bebidas fontes deste
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composto bioativo para incorporar propriedadesiftunas na dieta de individuos com
doencas crbnicas ndo transmissiveis, nas quadcs @&sentes a inflamacao subclinica e
o0 estresse oxidativo (MILENKOVI@t al, 2013; DONATH, 2014).

Por ser considerada atualmente pela legislacaadldiras uma bebida sem fins
terapéuticos, a ingestao de chas é uma estrat@gieapopulacdo aumentar o consumo
de compostos bioativos, o que abre uma oportuniddde mercado para o
desenvolvimento de novas bebidas a base de extlaolantas. Portanto, é interessante
verificar a aceitacdo desses produtos pelos codsues. Testes sensoriais sao
comumente utilizados para conhecer a opinido doswuior a respeito das
caracteristicas de um produto e para verificarao gie aceitagdo do mesmo. Teste cego
e teste de expectativa sdo amplamente usadosgtarinalidade (DELLAet al,2010;
VIDIGAL et al,2011).

Além da possibilidade de se utilizar os chas contmdas para aumentar a ingestao
de compostos bioativos na dieta humana (BRASILORGELPolitica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares no Sistema UnicoadeléSno Brasil incluiu o uso de
plantas medicinais e da fitoterapia como praticaaskisténcia a saude. Diante deste
cenario a Resolucdo do Conselho Federal de Nutistas, numero 525/2013,
regulamentou a prética da fitoterapia pelo prafisal nutricionista, como complemento
da prescricdo dietética, reconhecendo a importateipraticas culturais que utilizam
plantas medicinais com efeitos terapéuticos reaidbs (MINISTERIO DA
SAUDE,2013).

Pesquisas nesse ambito sdo ainda escassas na areigho humana, mas a sua
relevancia ndo pode ser negligenciada, considerangtande potencial do Brasil em
biodiversidade vegetal e a necessidade de se apgesfoonhecimentos sobre estratégias
adjuvantes no controle e tratamento das doencagasinao transmissiveis. O presente
trabalho teve como objetivo estudar o potencialiste do cha de folhas d. indica,
mediante a comparacao da concentracdo de mangitarirchas obtidos por trés técnicas
de preparo e a caracterizacado quimica, analisstdbikdade oxidativa e aceitacao por
consumidores do cha que apresentou maior teor dgifeana. Os resultados obtidos
fornecem subsidios para futuros estudos envolvem#senvolvimento de novas bebidas
com alegacles de salde e a avaliacdo de seusiptefeitos funcionais.
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2. Materiais e métodos

2.1.Reagentes

Reagente de Follin-Cicalteu, 2,2-difenil-1-picrdhazil (DPPH), etanol absoluto
[CH3CH20OH] e mangiferina foram adquiridos da Sigma-Aldr{tiSA); acido acético
P.A e acetonitrila grau HPLC foram adquiridos dardke(Sado Paulo). Os demais

reagentes foram de grau analitico.

2.2.Material vegetal

Foram coletadas folhas maduras (cor verde esdtuagas distantes das pontas dos
galhos) e novas (cor verde clara, situadas no é@pggalhos) de mangueiras da variedade
Uba, na zona da Mata Mineira, no estado de Minagi&@rasil). Registro N°VIC37611
no herbario da Universidade Federal de Vicosa.ok&aé foram lavadas e higienizadas
com solucio clorada (200 mg/miLe depositadas em bandejas para secagem a 55 + 2°C
durante 38 horas (dados nao apresentados), era estufcirculagcéo e ar (Marconi, MA
035). Em seguida, as amostras foram trituradasr(iMoRotor MA-090CFT) até obter
um po fino, sendo a droga vegetal resultante erdhatavacuo em embalagens de
polipropileno (Selovac 200B).

2.3.Desenvolvimento do cha avaliando trés técrileagreparo

2.3.1. Preparo dos chas

Foram preparados 18 chas, utilizando dois tipdsltias, trés técnicas de preparo e
trés relacbes droga vegetal/solvente (Tabela 1jéé&scas utilizadas foram a decoccdo
(fervura durante 5 min a 100°C, utilizando chanmatd), infusdo (repouso durante 5 min
em agua fervente) e ultrassom utilizando sonicacz@’C, por 15 min (Tramontina, EN
631). As concentracdes propostas no estudo foragaldas na porc¢éo individual de chas
disponiveis no mercado (2,5 g.100 MILAs amostras foram filtradas (papel filtro,
Melitta N.4) a vacuo (Bomba Tecnal, modelo TE-Ob&8ymazenadas em frascos de vidro

ambar hermeticamente fechados.
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Tabela 1
Condicbes de preparo dos chas com folhdd.dedica.

Tipo de folha Técnica de preparo Droga vegetal /solvente*
0,0125
Decoccado 0,0250
0,0500
0,0125
Nova Infuséo 0,0250
0,0500
0,0125
Ultrassom 0,0250
0,0500
0,0125
Decocgio 0,0250
0,0500
0,0125
Madura Infusdo 0,0250
0,0500
0,0125
Ultrassom 0,0250
0,0500

*Relacdo da droga vegetal /solvente (g folhas da M. indica.mL-! dgua)

2.3.2. Quantificacdo da Mangiferina

As analises de mangiferina foram conduzidas porEh# sistema Shimadzu UFLC,
equipado com LC-20AD bomba binaria (Tokio, Jap&i),-AOAHT auto amostral,
sistema de comunicacdo CBM-20A, forno de coluna Q0@ e coluna de fase reversa
C18, 150 X 4,6 mm, 4,6 um (Shimadzu) com pré-co(d0&4.6 mm). A mangiferina foi
detectada no eluente com um detector de foto dibdbESP-M20A, Shimadzu, Japan)
fixado em 220 e 380 nm. O ch& de folhas foi filtrestiiore membrana de celulose
(diametro de poro 0,45um) e o volume injetado fobge.. A fase mdével constituiu-se
de 2% de acido acético em agua ultrapura (solvAihte acetonitrila (solvente B),
utilizando o seguinte gradiente: 10 a 20 % de B20mmin; 95% de B de 20 a 23 min;
retornando para 10% de B em total 26 min. A tentpeaiade coluna foi 40°C e o fluxo
foi de 1,0 (mL.mirt). O contetido de mangiferina nos extratos foi cabmlusando uma
curva padrdao de mangiferina. Os resultados foramressos em miligramas de

mangiferina por mililitro de ch& (mg. .
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2.4.Caracterizacao fisico-quimica do cha obtido gecocc¢éo

O cha preparado com folhas novas a 5% (m/v) pealaidg de decoccao foi
selecionado para as analises fisico-quimicas esthbikdade, considerando que a
combinagéo destas condigbes otimizou a extraganas@iferina. Foram determinados
pH (pHmMetro 966 Plus, BEL), fendlicos totais (FTatvidade antioxidante (AA).

2.4.1. Quantificacdo de fendlicos totais (FT)

A concentracdo de fendlicos totais foi determined@rimetricamente no extrato
aquoso (Cha), utilizando-se o reagente de Folinalieau (FOLIN; CIOCALTEU,
1927). Aliquotas de 100 pL do cha e 1 mL do reagdatFolin-Ciocalteau 0,25 N foram
misturados e mantidos em repouso durante 3 minsAfm adicionado 1 mL de
carbonato de sédio 1 M, deixando reagir durantén? Bm seguida, foram acrescentados
7 mL de agua e o material foi submetido a agitagémnte 2 min. As amostras foram
deixadas em repouso por 30 min, a temperatura atel@erotegidos da exposicao direta
a luz. A leitura da absorbéancia foi realizada erpeesofotdmetro de microplacas
UV/visible (Termo Scientific MultiSkal! GO) em 726 nm. Os resultados foram
expressos em miligrama equivalente de acido ggalicamililitro de amostra, utilizando
uma curva padréo de acido galico, em concentragiiémdo de 0,05 a 0,35 mg.mL

2.4.2. Avaliacdo da atividade antioxidante (AA)

A atividade antioxidante foi analisada pelo méta#oatividade de sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil- DPPH (BLOISL958). Aliquotas de 100 pL do cha
foram diluidos com 900 pL de agua deionizada. AQO$, uL desta solucdo foram
misturados com 1,5 mL da solucdo de DPPH 0,1 M. itura foi agitada e
homogeneizada, permanecendo em repouso por 3daayséncia de luz. Em seguida,
foi feita a leitura da absorbancia em espectrofetéorde microplacas UV/visible (Termo
Scientific MultiSkart™ GO.) em 517 nm, contra branco (100 pL de agua ¢érmlL de
solucéo do DPPH 0,1 M). Os dados foram expressopaoentagem de atividade de

retirada de radical (AAR). O calculo foi realizagtilizando-se a seguinte equacao:

%AAR = [(A controle— Aamostra} /A controlé *100, sendo A absorbancia obtida.
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2.5.Avaliagdo da estabilidade oxidativa do cha

A estabilidade oxidativa do cha foi avaliada deiaendo-se a variagcdo da
concentracdo dos fendlicos totais, pela reacdo @aoeagente de Folin-Ciocalteau, da
atividade de retirada de radical (Teste do DPP#) eontetido de mangiferina (CLAE),
seguindo as mesmas metodologias descritas antentemForam avaliados dois
tratamentos de conservacao (refrigeracao 4 + 28peratura ambiente 20 £ 2°C) nos

tempos 0, 24 e 48 h ap0s a preparacao da bebida.

2.6.Anéalise sensorial

2.6.1. Preparo dos chas

Foram preparadas trés amostras de chas com follMsidéica processadas e agua
potéavel, em concentracao final de 5% (m/v), utiithkase a técnica de decoccéo (fervura
durante 5 min a 100°C, em chama direta, confornserde no item 2.2). Em duas das
amostras foram adicionados aromatizantes artficetiva doce e laranja (cinco gotas

para cada 50 mL cha).

2.6.2. Teste

A aceitacdo sensorial das bebidas foi avaliada5@ojulgadores néo treinados,
adultos, de ambos o0s géneros, incluindo estudantiescionarios da universidade.
Amostras de 30 ml de cha (55 = 3 °C), foram sesvil@nodicamente, em Xxicaras de
porcelana branca, tampadas com pires, codificadas wumeros de trés digitos
aleatdrios, juntamente com a ficha de avaliacdo €apo de agua filtrada. Utilizou-se
escala hedbnica mista de nove pontos, ancoradaauss extremos, com 0s termos:
“Desgostei extremamente” e “Gostei extremamerBdQNE; SIDEL, 1993). Foram
avaliados os atributos aroma, sabor e impressdzaigla pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica sob o nimero 845.894/2014 (ANEXO 1)

2.7.Anélise estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casslo em esquema fatorial 2*3*3
(dois tipos de folhas * trés relacfes droga vedstdVente * trés métodos de extracao).

Todos os experimentos foram realizados com tréstiges em triplicata. Os dados
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foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA)usdg pelo teste Tukey. Os
resultados foram expressos como média * desvi@padrestabilidade do cha ao longo
do tempo foi analisada por regresséo. Os resuldalteste de aceitacédo foram avaliados
por andlise de variancia (ANOVA) utilizando modele delineamento em blocos
casualizados (DBC), seguido pelo teste de Tukeyiv@®l de significancia adotado em
todas as andlises foi (P< 0,05).

3. Resultados e discussao

3.1.Concentracdo de mangiferina nos chas preparpaodrés diferentes técnicas

A concentracdo de mangiferina dos chas foi diretéenproporcional a relacao da
droga vegetal/solvente, com diferencas estatiseoséen significativas entre as
concentragdes (Figura 2a-b). Para qualquer umar@&sasécnicas de preparo do cha, a
maior relacéo da droga vegetal (5%) foi a mais\wefgiara a extracdo de mangiferina.

Os valores da concentracdo de mangiferina encastrads chas das folhas Me
indica processadas por trés técnicas, em trés relacddsoga vegetal/solvente e dois
tipos de folhas estdo apresentados na Tabela 2bServada diferenca significante no
contetdo de mangiferina entre as técnicas de mrejms chas. O cha preparado pela
técnica de decoccao apresentou maiores valoresneamtracdo de mangiferina (0,717
+ 0,08 e 0,573 + 0,01 mg.rml), utilizando folhas novas e maduras respectivagpent

indicando a extragdo de mangiferina, por esta¢écei mais eficiente.

0.8 y1=13,87% +0,035
0,7 R2=0,985

0.8 ¥1=11,50x - 0,000
0,7 R2=0,999

0,6 y2 =5,645x + 0,001 0.6
0.5 R*=0,999

04 ¥3 =2,501x + 0,053
02

.

0,3 R2=0,900

0,2

0.1 0,1 r’*/’A

0,0 0.0
0 0,02 0,04 0,06 0 0,02 0,04 0,06

i y2=11,88x - 0,03
0.5 R2=0,991
0,4
¥3 = 1,616% + 0,034
0.3 R2=0,002

Mangiferina (mg.mL-1)
Mangiferina (mg.mL!)

+Decoccio (y1) W Infussdo (y2) 4 Ultrassom (y3) # Decocgao (Y1) W Infussdo (y2) 4 Ultrassom (y3)

(@) (b)
Figura 2. Conteudo de mangiferina nos chas utilizando adé@scas de preparo e trés
relacdes da droga vegetal/ solvente a partir dollaas novas e (b) folhas maduras de
M. indica.
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Tabela 2
Conteudo de mangiferina nos chas de folhabdandica preparados por trés técnicas,

usando dois tipos de folha e trés relacbes da dregetal/ solvente.

Técnica Relacdo droga vegetal/solvente Mangiferina (mg. mL™)
(g folhas de M. indica. mL™" de agua) Folha nova Folha madura
Decoccio 0,0500 0,717 + o.osa: 0,573+ 0,01
; 0.0250 0,419 + 0,04 0,292 + 0,06
0,0125 0,184 + 0,01 0.140 4 0,01
0,0500 0,285+ 0,01° 0,572 +£0,01"
Infusdo 0.0250 0,140 +0,01° 0,243 +0,02"
0,0125 0,074 +0,01° 0,135+ 0,01"
0.0500 0,177 + 0,02 0,114+ 0,01
Ultrassom 0,0250 0.137 £+ 0,02%" 0.078 £ 0,01
0,0125 0,073 + 0,01 0,052 + 0,01

Dados expressos como meédia + DP.

abe P<(),05. Diferengas significativas entre as técnicas para uma mesma concentragdo (analise de variancia seguida pelo
teste Tukey).

"P<0,05. Diferengas significativas entre tipos de folha dentro da técnica para uma mesma concentragdo (anélise de
variancia).

Houve diferenca significativa na concentracdo dagifierina entre os tipos de folha
para as trés concentracdes nas trés técnicas BP<@@&nhdo encontrados maiores
conteudos de mangiferina nos chas preparados dbasfoovas usando a decoccdo. O
uso de folhas velhas favoreceu a extragdo de neaimgifno ch& pela técnica de infuséo.
A extracdo de mangiferina por ultrassom foi menidseate, isto pode ser devido a
influéncia do tempo e da temperatura, na saturagibe composto (KULKARNI;
RATHOD, 2014). Chaet. al(2007) reportaram que as folhas nova€dmellia sinensis
apresentaram contetdos mais elevados de fendditans € maior atividade antioxidante
gue as folhas maduras e indicou que, as folhassned@ caracterizadas por ter maior
quantidade de compostos bioativos e nutrientes) aké maior facilidade para serem
extraidos.

O aumento da concentragdo de mangiferina nos clog®rgional a relacdo droga
vegetal, era um resultado esperado em funcdouiasab deste composto. Este resultado
esta de acordo com Zaleta et al. (2006) os quaisentam que, devido a baixa
solubilidade da mangiferina em agua, os chas tegalle mangueira preparados com a
maior relacdo da droga vegetal/solvente (0,05 g)niavorecem a obtencdo de maior
contetdo deste composto.

O fato da técnica de decoccao ter sido a maisvafeta obtencdo de um cha de
conteudo mais elevado em mangiferina € interessaotsiderando que a decoccéo é
uma técnica simples e de uso comum, podendo séradd com facilidade pelo
consumidor. Neste estudo foi encontrado que umgpate 240 mL do ch& de folhas de
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mangueira fornece uma dose de mangiferina de apamémente 2,46 mg.Rg
considerando um adulto de 70 Kg de peso corporstudés em ratos utilizaram
concentracdes de mangiferina que variaram de 1(k480et al, 2013) e 10-30 e 15-25
(GONG et al, 2013) mg.kg de peso corporal, para se obter efeitos anticiabanti-
inflamatorios e hepatoprotetores. Entretanto, dereconsiderado que na dieta humana
h& outros compostos bioativos que podem favorecativadlade biolégica sinérgica,
potencializando os beneficios da ingestado do cHallas de mangueira.

Quanto a toxicidade, um estudo em ratos sugeriuoquével de toxicidade da
mangiferina para favorecer infarto no miocardidaescima de 1000 mg.Kgpor dia
(PRABHU et al, 2006). Niveis de mangiferina de aproximadamer&ar®y.kg', foram
encontrados no cha de folhas de mangueira nestdoestdicando que o cha poderia ser
consumido sem ter efeitos toxicos.

A mangiferina teve um tempo de retencdo de 7,7%utmenaproximadamente no

extrato e apresentou um pico Unico sendo compatdrelo padrao (Figura 3).

3.2.Caracterizacao fisico-quimica do cha

Considerando que a decoccéo foi a técnica de mrejpecha que otimizou a extracao
de mangiferina, foi preparado um cha com folhas sioe®. indicana concentracdo de

mAU
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Figura 3. Cromatograma do ch& de folhas Mle indica e padrdo de mangiferina.
CondigOes: detector de arranjo diodo; coluna Ca8e fmével: solvente A 2% é&cido
aceético P.A. e solvente B acetonitrila grau HPL@gdgente: 10 a 20 % de B em 20 min;
95% de B de 20 a 23 min; retornando para 10% dmBo&al 26 min, fluxo:1ml/min,

volume injetado: ful.
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5%, para o estudo de caracterizacao fisico-quimigas resultados estdo apresentados
na Tabela 3. O valor de pH encontrado no cha deg$otle mangueira foi proximo ao
descrito para o chéa verde (pH = 5,3), cujos aut@psrtaram que 0s chas comerciais a
base de plantas séo ligeiramente acidos, variante 4 e 6 (VUONGet al,2013). Os
taninos sdo encontrados em alimentos e bebidasialspente nos chas verde e preto.
Estes compostos sdo caraterizados por atribuiraei@estringéncia ao vinho e bebidas
como o cha (CABRERAet al., 2006; LIMA et al., 2012). Neste estudo nédo foi
determinado o teor de taninos, emboM.andicareportou teor de galotaninos (LUsD

al., 2014), sugerindo que o cha de folhas pode contertglades destes compostos que
podem ser associados a sua acidez, adstringéamargor.

Quanto ao teor de fendlicos totais, verificou-se queha contém concentracao
elevada desta classe de fitoquimicos, podendo derrgproximadamente 381 mg de
compostos fendlicos expressos em EAG, em uma paled@40 mL da bebida.
Considerando que o consumo humano diério foi radorser em média 1123 mg por dia
(JIMENEZ et al, 2011), a ingestdo do cha apresenta potenciagssipp para aumentar
em mais de 30% o consumo deste grupo de compost@isvbs, contribuindo para o
aumento da capacidade antioxidante da dieta. Adati& de retirada de radical foi de
80%, indicando que nas condi¢cdes do ensaio 5, [ffGe representa a concentragéo do
antioxidante que inibe 50% da reacdo de oxidagadedor a 0,007 pg.ut

Realizar uma comparacao do teor de fendlicos diddale de retirada de radical
com outros estudos € dificil devido aos poucosathals realizados nesta espécie de
folhas deM. indica as diferentes condi¢gbes de preparo dos chasewliés condi¢cdes
de ensaio. Autores reportaram que as infusbesvds 8m grande potencial como fonte
de fendlicos totais e de atividade antioxidantel@CAt al, 2004; PORT'&t al, 2013).

Na literatura sdo encontrados trabalhos reportasdefeitos benéficos dos compostos

bioativos presentes em chas na reduc¢ao do risdoateas cronicas. Um estudo mostrou

Tabela 3
Valores médios de pH, conteudo de fendlicos taaasividade antioxidante do cha de

folhas deM. indicaao 5% (relacdo da droga vegetal / solvente).

Parametro Valores

pH 5,140 £ 0,04
Fendlicos totais (mg EAG. mL™) 1,595+ 0,11
Atividade antioxidante™ (%) 80,331 +0,18

* Avaliada pela atividade de retirada do radical DPPH.
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o efeito supressor do crescimento das células saépmelos chas Goishi e Verde, em
concentracdo de 5%, em ratos com obesidade ind(il et al, 2013).

Foi demonstrado que os fendlicos totais sdo aggotesciais para a prevencao da
obesidade e da diabetes (SNOU%Slal, 2014). Efeitos favoraveis anti-obesidade
(UCHIYAMA et al, 2011) nas doencgas cardiovasculares (BAHORWUAI, 2012), sao
atribuidos aos fendlicos totais presentes em estrd¢ cha verde e preto. A ingestao
insuficiente de compostos bioativos (CBAs) constiamponente de risco para as

doencas cronicas nao transmissiveis (HOLST; WILLB®N, 2008).

3.3.Estabilidade

As temperaturas de refrigeracao (4°C) e ambientet (28°) ndo influenciaram a
concentracdo de mangiferina e o contetdo de fergotimtais durante o periodo de 48
horas ap6s o preparo do cha (Figura 4a-b).

Ainda que tenha sido observada uma diminuicdo ngd%AAem ambos os métodos
de conservacao no tempo de 24 horas, houve estaiditi no tempo 48 horas, o qual foi
estatisticamente igual ao tempo inicial (Figura Es}a variacéo é observada em matérias
primas vegetais processadas e pode ser atriburdlu@ncia de variagdes no conteudo
de compostos fendlicos (CAlét al, 2004; WONGet al, 2006), a técnica de preparo do
cha (PRIOR; CAO, 1999; BASSANI al, 2014), ou as interacdes com outros compostos

ndo avaliados presentes na bebida. Uma andlises@bilidade do leite de soja
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Figura 4. Estabilidade do conteudo de (a) Mangiferina, (bhdteos Totais e (c)
Atividade de retirada de Radical dos chas, nosrdétedos de conservacéao (Refrigeracao
4+ 2 °C e Temperatura ambiente 20 + 2 °C) e nopdsi(D, 24 e 48 horas).
abp<Q,05. Diferencas significativas entre os tempogemperaturas iguais (analise de

variancia seguida do teste Tukey).
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fermentado com diferentes chas (verde, preto) tepaer uma variagdo dos compostos
fendlicos e antioxidantes no tempo a 4°C (ZHAOASH2014).

Verificou-se que o cha foi estavel até 48 horassag®u preparo. A estabilidade
oxidativa destes compostos funcionais no cha, sugeonservacao de suas propriedades
funcionais ao longo do tempo avaliado, o que emdsrde industrializagdo, seria um
fator positivo para o desenvolvimento de novasdabionte de fitoquimicos. Entretanto,
a estabilidade microbioldgica e sensorial tambépesgtam ser avaliadas. Quanto ao
preparo do cha, em nivel domiciliar, a estabilidagegante a praticidade para o
consumidor, sugerindo a conservacdo de suas piapes funcionais durante as
primeiras 48 horas ap0s seu preparo.

O estudo sugere que, durante as primeiras 48 lwocas, de folhas de mangueira nédo
necessitaria da refrigeracdo para conservar 0s @sio® bioativos avaliados neste
estudo. Este resultado é concordante com o estadBedez et al. (2014), no qual
demonstrou que os compostos antioxidantes do ctue vmbinado com maga séo

estaveis em temperatura ambiente e portanto, n@ereefrigeracao.

3.4.Anélise sensorial

Os chas aromatizados apresentaram maior aceitagdcelagdo ao cha natural
(P<0,05) em todos os atributos avaliados, indicango o efeito positivo da adicdo de
aromatizante na qualidade sensorial do cha de dotleaM. indica (Tabela 4).As
propriedades sensoriais sdo consideras como girale comercializacdo e producéo,
ja que influenciam na qualidade do alimento e $&ve para sua aceitacdo e percepcao
por parte do consumidor (GODQCeat al, 2013). A adicdo de aromatizantes nao altera as

propriedades nutricionais de um alimento mas patethorar a percepcéao e portanto

Tabela 4
Valores médios das pontuacfes da escala hedbogaliférentes chas de folhasMe
indica.
AMOSTRA ATRIBUTO
Aroma Sabor Impressdo Global

Ché Natural 6.5+ 1.8 53+2,1° 57419

Ché Laranja’ 774130 62417 6,5+ 1,6

Cha Erva doce” 77+1.12 63+232 6,7+1,72

Dados expressos como média + DP.

2> P<(,05. Diferencas significativas entre as amostras para um mesmo atributo (analise de variancia seguida do teste
Tukey). Avaliado com escala hedonica de nove pontos, variando de “desgostel extremamente” (escore 1) a “gostel
extremamente” (escore 9). N=50. *Cha com adi¢do de aromatizante laranja ou erva doce.
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influenciar ndo sua aceitacdo. Existem evidenceas|uke o gosto e odor, quando sdo
codificados em conjunto como um sabor, interatusara pmodificar a percepcéo
(PRESCOTT, 2012). Este estudo determinou que odehfolhas deM. indica teve
aceitacéo pelo consumidor, mesmo tendo adicamdesdizante, sugerindo o prometedor
desenvolvimento desta bebida.

Conclusao

Foi desenvolvido um cha com folhas N indica caraterizado por seu teor de
mangiferina, fendlicos totais e atividade antioxidga assim como por ser uma bebida
agradavel para o consumidor. O estudo permitiulaorgue o cha de folhad. indicaé
viavel para ser consumido como fonte de compostoatibos, constituindo uma
estratégia para enriquecer a dieta com fitoquimidestudos sobre os efeitos
toxicolégicos e biolégicos do cha sdo necessarioma @valiar o bindbmio das

caracteristicas de consumwersusrespostas bioldgicas.
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CAPITULO 3

Efeito anti-obesidade do cha de folhas ddangifera indicaL. var. Uba em ratos

alimentados com dieta hiperlipidica

Anti-obesity effect ofMangifera indicaL. (variety Ubd) leaves tea in rats fed by
high fat diet

Resumo

O uso de plantas como fonte de fitoterapicos eserdalvimento de alimentos com
propriedades benéficas a saude tem aumentadotmoesianos. Devido as propriedades
funcionais, os chas a base de plantas estdo sepdiEnmientados como coadjuvantes na
reducdo do risco de doencas cronicas nao transeissO presente estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos do cha de folhasvddndica L. na modulacdo das alteracdes
metabolicas em ratos alimentados com dieta hipditi@i{HFD). O modelo de obesidade
foi induzido em 16 ratos machos Wistar adultosghbonentacédo com dieta HFD durante
7 semanas. ApoOs, os ratos foram redistribuidosideramdo a homogeneidade dos
fatores de risco metabdlico (peso corporal, glieed@ jejum e indice de Lee), em dois
grupos: dieta hiperlipidica e agua (HFD) (n=8) etalihiperlipidica suplementada com
cha (HFD-TT) (n=8). O cha de folhas ti& Indica foi administrado por mas oito 8
semanas. O grupo controle (n=8) recebeu dieta AM:%oi realizado o controle de
consumo de dieta e cha e foram avaliados os pa@snigibométricos, bioquimicos e
histomorfométricos. Além disso, foi conduzido deede tolerancia oral a glicose e foram
determinadas as concentracdes das citocinas IL-INFea no plasma e o nivel de
expressdo de PPARLPL e FAS no tecido adiposo epididimal. Foi reatia uma analise
de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Tukey ounDs (P< 0,05), considerando os
dados paramétricos ou ndo paramétricos. O consuédiondo cha foi de 24,7 + 2,1
mL/dia. A dieta hiperlipidica aumentou as conceyites séricas de ALT, AUR e da
glicose e favoreceu a deposicéo de gordura, aunamtatecido adiposo total, o tamanho
de adipdcitos e o acumulo de lipidios no tecidcatiep. Também, elevou os niveis da
citocina pro-inflamatoéria TNF:e reduziu a expressao de PPARNO grupo de animais

suplementados com o cha de folvasndicaforam observados efeitos anti-inflamatorios
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com o aumento da citocina IL-10 e da expressdo He B PPARy. Analises
histomorfométricas evidenciaram os efeitos modulaédo cha na reducdo do acumulo
de gordura nos tecidos hepatico e epididimal. Ceshitnulou a expresséao de PPRRB-

de LPL e diminuiu a expressao da%&xM™s resultados mostraram o efeito anti-obesidade
do cha de folhas dd. indicapor mecanismos de regulacdo génica que melhoratadce

metabolico dos tecidos adiposo epididimal e hepatic

Palavras chave: Anti-inflamatorio, Expressao génica, Fitoterapiddanga, Tecido

adiposo.

Abstract

The use of plants as phyto-therapeutic and foodldpreent with beneficial health
properties has increased in recent years. Becaube @finctional properties, the herbal
teas are being implemented as adjunct treatmenteathating the chronic disease risks.
This study aimed to evaluate the effectsMdngifera indical. leaves tea, in the
modulation of metabolic changes in rats fed by Haghdiet (HFD). A model of obesity
was induced in 16 adult male Wistar rats fed by Hi for 7 weeks. After the rats were
redistributed considering the homogeneity of metiabisk factors (body weight, fasting
glucose and Lee index), into two groups: high-fat dnd water (HFD) (n=8) and high-
fat diet supplemented with tea (HFD-TT) (n=8)he M. indica leaves tea was
administered along other 8 weeks. A control graup 8) received the AIN-93M diet. It
was conducted the diet and tea consumption comaindl were evaluated biometric,
biochemical and histomorphometric parameters. litiatdit was tested the oral glucose
tolerance and were determined the IL-10 and TiNfytokines concentrations in plasma
and the PPARs LPL and FAS levels expression in epididymal adgdissue. An
analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey's Bunn's test (P <0.05), was
performed, considering parametric or non-parameiaia. The average tea consumption
was 24.7 + 2.1 mL / day. The fat diet increased dbecentration of ALT, AUR and
glucose, and favored the fat deposition, increafiadotal adipose tissue, the adipocytes
size and lipid accumulation liver tissue. Alsoratses the levels of pro-inflammatory
cytokine TNFe and reduces the expression of PPARA the group of animals
supplemented bW. indica leaves tea, anti-inflammatory effects were obsemvet
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increased of IL-10 cytokine, LPL and PPAfxpression. Histomorphometric analyses
showed the modulatory effects of tea on reduciedithds accumulation and fat droplets
in liver and epididymal tissue. The tea modulatedegexpression in epididymal adipose
tissue, stimulating the expression of PPARAd lipoprotein lipase and, reducing the
expression of fat acid synthase. The results shoanddobesity effect oMangifera
indica L. leaves tea for gene regulation mechanismsiti@atove the metabolic state of

epididymal adipose tissue and liver.

Keywords: Adipose tissue, Anti-inflammatory, Genic expressidiango, Phytotherapy.

1. Introducéo

A obesidade é uma doencga cronica com alteracGepdisldgicas associadas ao
excesso de adiposidade corporal, apresentandcafssteiacdo com a morbimortalidade
dos individuos portadores (GARVEat al, 2014). Na atualidade, a obesidade e suas
comorbidades constituem um dos maiores problemasadde publica em diversos
paises, sendo considerada uma epidemia mundiakates A prevaléncia da obesidade
varia segundo a idade, género e etnia, podendersmntrada em qualquer setor
demografico (AMUNDSONet al, 2010). Na obesidade, o rompimento da homeostase
energética favorece as desordens metabdlicas o tadiposo, resultando em varias
alteragcfes sistémicas como a resisténcia insuliegt@atose com disfuncdo hepética,
dislipidemias com alteracdo de niveis pressoricosstituido a denominada sindrome
metabolica (SM) (GRUNDet al, 2004). A SM é um diagndstico clinico, que inclui
amplas variacdes fenotipicas em individuos com uymedisposicdo enddgena
determinada geneticamente e condicionada por fatoreientais. Caracteriza-se pela
presenca da resisténcia insulinica associada awstdrnos do metabolismo de
carboidratos, elevacdo da pressdo arterial, afiesac lipidicas séricas
(hipertrigliceridemia, diminuicdo do HDL, aumento ldoL, aumento dos acidos graxos
livres e lipidemia pos-prandial) e obesidade cénffatores ambientais tais como o
sedentarismo e dieta hipercalérica rica em gordérasarboidratos sdo 0s mais
relacionados a sindrome metabdlica (ALBORNOZ; PERENA 2).

Na obesidade estdo presentes processos inflamagestresse oxidativo, com o
aumento de citocinas pro-inflamatérias (TR IL-6) causado pela deposicdo de
gordura em 6rgaos e tecidos envolvidos na reguldgdoetabolismo energético. Genes
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como IL-10 e PPARf (anti-inflamatorios), LPL (lipolise) e FAS (lipogése) estdo
relacionados a obesidade (HOTAMISLIGéL al.,1995; CHENet al.,2009; CHIBAet
al., 2012; BRITO, 2013; EL-WAKKADAet al.,2013)

Com a obesidade surge a lipogénese, processo\gueda o aumento do colesterol
e triacilglicerois, e € associado a esteatose itepéatas alteracdes no tecido adiposo
produzindo hipertrofia e hiperplasia dos adipodi@SHMID et al.,2005, MATHERLY;
PURI, 2012).

O uso de chas e bebidas a base de ervas, tenstida@o como fonte de fitoterapicos
com atividades biolégicas anti-obesidade (HON®@tLE&I., 2013; JOBUet al., 2013).
Varios compostos bioativos (fendlicos, antioxidanteantonas e outros) presentes na
Mangifera indicaL. foram identificados (RIBEIRt al., 2008; PARALAFOXet al.,
2012; LUOet al.,2014). Até a data ndo foram reportados os efbitiégicos do cha de
folhas deM. indica nos processos relacionados as alteracdes metabalssociadas a
obesidade. Estudos evidenciaram altas concentragdesangiferina (fitoquimico com
propriedades farmacoldgicas) tanto no fruto com® fothas da arvore dil. indica
(PONCEet al.; 2012; KULKARNI; RATHOD, 2014). Foram comprovadaspriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, antidiabetesumomodulatorias e antitumorais, da
mangiferina (DUANGAet al.,2011; DASet al.,2012; GONGet al.,2013).

Neste estudo foi avaliado o efeito de um cha pesfzacom folhas jovens processadas
de M. indica da variedade Ub4, nas alteragcBes metabodlicas adasch obesidade,

induzidas pela dieta hiperlipidica em ratos.

2. Materiais e métodos

2.1.Preparo do cha

O cha foi preparado com folhas jovens da arvorMaegifera indicada variedade
Ubé coletadas na zona da Mata Mineira (Brasil)icats No. VIC37611 no herbario da
Universidade Federal de Vigcosa. As folhas foranehigadas, secas a 55 + 2°C durante
38 horas em estufa ventilada (Marconi, MA 035) iurtedas (Moinho Rotor MA-
090CFT) até obter um poé fino. Cinquenta gramas alba$ processadas foram
adicionadas em 1 litro de agua quente, mantensgartedurante 5 min e posteriormente

a mistura foi filtrada (papel filtro, Melitta N.4J.odos os estudos foram realizados com o
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mesmo lote de folhas para evitar variagbes dasripogues fisico-quimicas. A
concentracdo de mangiferina no cha, determinad&pAE, foi de 0,717 £ 0,08 (mg.
mL) e o teor de compostos fendlicos, determinado peékmdo de Folin-Ciocalteau, foi
de 1,595+ 0,11 (mg EAG. mi). O ché foi produzido e administrado diariamenteudte

0 experimento.

2.2.Experimento, animais e dietas

Vinte e quatro ratos machos Wistar adultos (11 ses)a adquiridos do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Sdadé¢niversidade Federal de Vigosa,
foram mantidos em condi¢cdes padrao gaiolas sepgraden ciclo claro/escuro de 12
horas, umidade relativa de 80 + 5% e temperaturéralada 22°C + 3°C. Durante 7
semanas um grupo de animais (n=8) foram alimentadosdieta controle AIN93-M
(ANEXO 4) e outro (n=16) com hiperlipidica HFD (AXD 5) e aguaad libitum
(periodo de inducdo de obesidade). Ao final destgogo, foram avaliados o peso
corporal, glicemia de jejum e calculado o indiceLde para identificar a incidéncia de
risco metabdlico e distribuir os animais alimentadom HFD de maneira homogénea
entre dois grupos: hiperlipidica e agua (HFD, ne8)perlipidica mais tratamento com
cha (HFD-TT, n=8). Foram oferecidos 50 mL de chadia para cada animal do grupo
HFD-TT, em substituicdo a agua durante mais 8 sesn&arupo controle recebeu a
dieta AIN93M e agua durante todo o experimentofiAal, os ratos foram anestesiados
com isoflurano 100% (Cristalia) e eutanasiadospumcéo cardiaca, sendo coletados o
sangue e retirados os tecidos adiposos abdomiiteimal e o figado. O projeto foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de AnimiaisA0UFV sob o nimero 34/2013
(ANEXO 6).

2.3.Parametros avaliados

2.3.1. Consumo de dieta, cha e parametros biométricos

O peso corporal dos animais foi avaliado e calcutatialice de Lee (NOVELLI
et al.,2007) no inicio e no final do tratamento. Foi deli@eado o ganho de peso e foram
pesados o tecido adiposo abdominal, epididimafigaalo (Balanca Gehaka BG 2000).
O consumo de dieta, calorico e de cha foram amlalssa cada 24 horas durante as 8

semanas.
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indice de Leedraiz cubica®V (peso corporal (g)/comprimento naso-anal (cm)]

2.3.2. Constituintes bioquimicos do sangue

Concentracfes seéricas de aspartato aminotransfe(@sT), alanina
aminotransferase (ALT), acido urico (AUR), creatmi(CRE), colesterol total (CT),
lipoproteina de alta densidade (HDL), triacilglideos (TG) e glicose (GLU) foram
determinadas por meio de kits comerciais (Bioclinib@sa, BRASIL) utilizando o
equipamento BS 200 (Mindray). A insulina foi deteratda utilizando o kit da ALPCO
(USA), e a capacidade antioxidante total (CAT) émaliada por meio do Assay
Antioxidant (Sigma-Aldrich, USA). Todas as analidesam realizadas seguindo as

especificacdes do fabricante.

2.3.3. Teste de tolerancia a glicose e HOMA-IR

Apés a 72 semana de inducdo da obesidade, os ardtilmentados com a dieta
hiperlipidica foram deixados em jejum por 12 h gagaubmeterem ao teste de tolerancia
oral a glicose. A solugéo de glicose 2% (5 mitkip peso corporal) foi oferecida por
meio de gavagem. O sangue foi retirado da veiaddacnos tempos 0, 30, 60, 90, e 120
min apds a administracdo da solucdo de glicoselickngia foi medida utilizando o
equipamento comercialmente disponivel (Accutf&@T, Roche). Foram determinadas
a glicemia de jejum (mg/dL) e a insulina de jejymtJ(mL) utilizando kits comercias
(ALPO, USA) para calcular o indice HHOMA-IR.

HOMA-IR =[glicemia de jejum (mg/dL) *0,055* insulina de jejumU/mL)] /22,5

2.3.4. Concentractes de TNée IL-10 no plasma

As concentracdes das proteiffdsF-o e IL-10foram analisadas no plasma por
citometria de fluxo seguindo as especificagbesalwidante, utilizando o kit Soluble
Protein Master Buffer BD (USA) para ratos e o egmpnto BD FACS Verse.

2.3.5. Analise histologica de hepatécitos e adipdcitos

Fragmentos do figado e tecido adiposo epididimal8dasimais de cada grupo,
foram fixados em formalina 10% e incluidos em rasglicolmetacrilato (Leica,
Historesir?) e parafina respectivamente. Sec¢bes de 5um faramadas e coradas com

hematoxilina-eosina (HE). As imagens foram obtigsendo microscopio Nikon-Elipse
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E600YF-L (Japdo). Foram utilizados os softwaresaded (Fiji) para medir a

porcentagem de nucleos, goticulas de gorduratradis inflamatérios, citoplasma e
vasos sanguineos no tecido hepatico, Image-Pro7/Rysara determinar o diametro de
nacleo e citoplasma de hepatoécitos e Adiposoft)(lpara analisar area, diametro

equivalente e numero de adipécitos no tecido adipos

2.3.6. Nivel de expressao de genes no tecido adiposadapali

Os niveis de expressdo de mRNA no tecido adiposiidepal de 4 animais de
cada grupo experimental, foram determinados utitivao kit Syber Green (Applied,
USA), seguindo as especificagbes do fabricante N@ Ri extraido do tecido adiposo
epididimal usando o reagente TRIzol (Invitro§énUSA). Foram analisados pela reagcdo
em cadeia da polimerase em tempo real (RT- PCBg@gsgintes genes: receptor ativado
do proliferador de peroxissoma (PPARacido graxo sintase (FAS) e lipoproteina lipase
(LPL), sendo utilizado o gliceraldeido-3-fosfatcsittogenase (GAPDH) como gene
endogeno de referéncia. A sintese de cDNA foizadh utilizando o kit M-MV Reverse
transcriptase (InvitrogéM, USA). Para quantificar por PCR em tempo realizido o
kit TagMan® Fast Advanced Master Mix (Invitrod&n USA). Todos os nucleotideos
foram adquiridos de Alpha DNA (Canada) e séo aptages na Tabela 1. As reacfes de
PCR foram realizadas a 95°C por 30s e submetid@scaclos de 95°C por 5s, 55°C por
30s e 72°C por 30s (Deoxyribonuclease |, AmplifamatGrade). As andlises foram feitas
em duplicata, sendo expressos os valores médioad#egrupo. Foram tracadas curvas
de fusédo para verificar a pureza do produto. Osisielativos de expresséo de cada gene
foram determinados pelo métodoAAZCt no AB SepOne Real Time PCR System
(Applied Biosystem) software.

Tabela 1
Oligonucleotideos utilizados na analise de PCR terapl

Nome Iniciador senso (5- 37) Iniciador antisenso (5'- 3") Nuamero de acesso
PPAR-y CATTTCTGCTCCACACTATGAA CGGGAAGGACTTITATGTATGAG 537716 -537717
FAS AGCCCCTCAAGTGCACAGTG TGCCAATGTGTTTTCCCTGA 537710 - 537711
LPL CAGCTGGGCCTAACTTTGAG CCTCTCTGCAATCACACGAA 537712 - 537713
GAPDH AGGTTGTCTCCTGTCACTTC CTGTTGCTGTAGCCATATTC 537675 - 537676

Todos os oligonucleotideos foram adquiridos de Alpha DNA (CANADA).
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2.4.Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desdi@@4DP) ou média £ erro
padrdo (EP). As analises estatisticas foram relgz@or meio de analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste Tukey. O teste de Kris¥Kallis, seguido pelo teste de
Dunn'’s, foi utilizado para analisar os dados n&ap&tricos. O software utilizado foi o
SPSS- Statistic V20 (IBM, CANADA) e as diferencasaim consideradas significantes

guando P<0,05 em todas as analises.

3. Resultados

3.1.Consumo da dieta, cha e parametros biométricos

Os resultados do consumo de dieta, energéticdi@le parametros biométricos apds
as 8 semanas de tratamento séo apresentados i@ d.abada animal teve um consumo
médio do ch& de 24,7 + 2,1 mL/dia, estavel durantatamento. O consumo de dieta do
grupo AIN-93M foi estatisticamente maior comparason o HFD e HFD-TT. Os
resultados indicaram que n&o houve diferencasf&ignies no consumo energético. O

ganho de peso foi significativamente maior no gidp® em relacédo aos grupos AIN93

Tabela 2
Influéncia do chéa de folhdd. indicano consumo de dieta, energia consumida, ganho de

peso, peso dos 6rgaos e nos parametros biométricos.

ATNO3 HFD HFD-TT

Consumo do Cha (mL/ dia) - - 24,7+2.1
Consumo de dieta (g/ dia) 19,3 £2,42 154 £ 1,6° 14,1 £5,4°
Energia consumida (Kcal/ dia) 73,3+£9,2 71,0+ 7.2 64,7 £ 4.6
Peso corporal (g)

Inicial 371,7 +20,0° 413,6 + 32,32 4233 +£29,52

Final 4357 +21,7° 503,14 35,32 67.6 + 41,7

Ganho 64,0 £ 19,50 89,5+ 17,52 44,0 £ 18,40
Indice de Lee

Tnicial 2,5+0,1 2,640,1 2,5+0,1

Final 26+0.1 2,6+0,1 2,6+0,1
Peso orgdos (g)

Tecido adiposo total 20,6 +9,1° 444+ 13,6 257+ 8,70

Tecido adiposo epididimal 0.4 +£0,1° 0,7+0,12 0,5+£0,1°

Figado 12,6 + 0,9 18,143,222 15,0+ 2,10

Resultados expressos como média + DP (n=8). AIN93, dieta controle; HFD. dieta hiperlipidica; HFD-TT, dieta
hiperlipidica e tratamento com cha.
abP<<(,05. Diferencas significativas entre grupos (andlise de variancia seguida pelo teste de Tukey).
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e HFD-TT. N&o houve diferencas entre os trés gruoosdicador de massa corporal
(indice de Lee). O tecido adiposo total, epididimalfigado, apresentaram maiores pesos

no grupo HFD que nos grupos AIN93 e HFD-TT.

3.2Efeito do cha sobre os parametros bioquimicos eéric

Os efeitos do cha sobre os parametros bioquimémagresentados na Tabela 3. Os
indicadores de funcdo hepatica (ALT) e funcéo réAdIR) foram elevados no grupo
HFD. Nao foram identificadas diferengas no perficdeesterol e TG entre os grupos. A
glicemia de jejum foi estatisticamente menor n@grdFD-TT comparado com o0 grupo
HFD. A capacidade antioxidante foi significativarteermenor no grupo HFD em

comparacao com o grupo AIN93, e nao diferiu do gidpD-TT.

3.3.Efeito do cha no metabolismo da glicose

O efeito do chéa e da dieta hiperlipidica no metabw da glicose, avaliado pelo teste
de tolerancia oral a glicose (TTOG) e o indiceH@EMA-IR calculado esté representado
na Figura 1. Houve um aumento de 48% na glicemigngsos AIN93 e HDF apdés os
60 min da administracédo da solugéo de glicose4®#%eno grupo HFD-TT. Apds as duas
horas de administracdo de glicose, os valores idengla nos grupos AIN93, HFD e
HFD-TT foram 124,2+10,7; 129,7+5,2 e 111,3+12,1 sthgrespectivamente. A curvas

de glicemia ndo apresentaram diferencas sign¥asintre os grupos; embora no HFD-

Tabela 3
Efeito do cha de folhas dé. indicanos parametros bioquimicos em ratos alimentados

com dieta hiperlipidica, apés 8 semanas de tratament

AIN93 HFD HFD-TT
Media (DP) Mediana (1Q) Media (DP) Mediana (IQ) Media (DP) Mediana (1Q)

AST (U/L) 1504 (47.4) 128.0(78.0) 1584 (51.7) 141,0 (69.0) 148,3 (17.0) 148.0 (28.0)
ALT (U/L) 47.2 (8,0)° 45,0 (13.0) 224.8 (78.7)2 224.0 (149.,0) 42,4 (5.9 45,0 (12.0)
AUR (mg/dL) 1.5 (0,4 1.3 (0.8) 2,5(0.2¢ 2.6 (0.3) 2,0 (0.4)° 2.1(0.8)
CRE (mg/dL) 0,6 (0.1) 0.6(0.2) 0.6 (0.1) 0.6(0.2) 0,7(0.1) 0.7(0.1)
Colesterol (Cmg/dL)

Total 68,2 (8.4) 65.5 (17.0) 71.2(12.3) 68.5 (26,0) 59,0 (7.9) 58.0 (10.0)

HDL 23.2(1.3) 23,0 (3.0) 21.8 (4.6) 21.5(10,0) 22,0 (0.7) 22,0(1.0)
TG (mg/dL) 64,4 (9.8) 63,0 (19.0) 74,0 (22.3) 80.0 (44.0) 55.2(16.7) 49,0 (32.0)
Glicemia de jejum (mg/dL) 1113 (15.3)° 113,5 (23.5) 135,7 (8.2)? 135,0 (15.7) 103.8 (7.4)° 101 (9,0)
Insulina de jejum (pUL/mL) 19.0 (3.2 0.7 (0.5) 5.6 (0.8)° 0.6 (0.1) 16,16 (1.2)? 0.6(0.2)
CAT 0.6 (0,0 0.6 (0,0) 0.4 (0,08 0.4 (0,1) 0,5 (0,1)° 0.5(0,2)

Resultados expressos como média, desvio padrdo, mediana e intervalo interquartilico (n=8). AIN93, dieta controle; HFD, dieta
hiperlipidica; HFD-TT, dieta hiperlipidica e tratamento com cha; AST, aspartato aminotransferase; ALT, alanina aminotransferase;
AUR, acido tirico; CRE, creatinina; HDL, lipoproteina de alta densidade; TG, triacilglicerideos; CAT, capacidade antioxidante total.
abcP<(,05. Diferencas significativas entre os grupos (Kruskal-Wallis seguida, post hoc de Dunn’s).
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Figura 1. a) Teste de tolerancia oral & glicose e b) indcel@MA-IR. Apds determinar

a glicose de jejum, foram administrados 5 mLiKte glicose via oral nos ratos, sendo
medida a concentracdo de glicose nos tempos GO3®0 e 120 min. Os valores sao
expressos como media £ EP (n=8). Nao foram identiis diferencas significativas entre

0s grupos (andlise de variancia).

TT o perfil da curva tenha demonstrado um achattonemtre os 30 e 90 min apos a
administracdo de glicose. O indice de HOMA-IR n#eral estatisticamente entre os

grupos.

3.4.Efeito anti-inflamatdrio e pro-inflamatorio ddé

Os resultados das concentracdes de citocinas of BHL-10 no plasma estédo
apresentados na Figura 2. Valores elevados deal(¢Fecina pro-inflamatéria), foram
observados no grupo HFD-TT, produzindo uma estigiidaa producao da citocina anti-
inflamatoria IL-10. N&o foram observadas diferengigmificativas na concentracdo de
IL-10 entre os grupos AIN93 e HFD-TT. Menores conacoes de TNIle- foram

encontradas no grupo AIN93.

3.5Efeito do ch& nos tecidos hepético e epididimal

3.5.1. Hepatdcitos

Foram observadas alteracdes significativas na cdgdmoslo tecido hepético
entre os grupos AIN93, HFD e HFD-TT apos as 8 sasde tratamento (Tabela 4). No
grupo HDF, aproximadamente 50% da composicao lwgpéatrrespondeu a gordura,

evidenciando um acumulo significativo de lipidiosdngdo (Tabela 4 e Figura 3b). Nao
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Figura 2. Concentracdes plasmaticas (pgime IL-10 e TNFe em ratos alimentados
com dieta controle (AIN93), hiperlipidica (HFD) ephilipidica suplementada com cha
(HFD-TT). Dados expressos como média + EP (n=8).

abp<0,05. Diferencas significantes entre grupos {s@éle variancia seguida pelo teste

de Tukey).

foram detectadas diferencas na porcentagem de gotoplasma e vasos sanguineos
entre grupos AIN93 e HFD-TT. Tanto a dieta hipédiga como o cha nao influenciaram
a porcentagem de infiltrados inflamatérios no tediépatico. Um conjunto de células
hepaticas do grupo HFD foi caracterizado por teitaplasma de grande tamanho com
elevado acumulo de gordura, corroborado pela andsfométrica (Figura 3b-d). O cha
de folhas deM. indica teve efeitos positivos sobre o tecido hepaticoearter as
alteracbes induzidas pela dieta hiperlipidica, alefdrma que n&o houve diferencas
significantes entre os grupos AIN93 e HFD-TT (FaBa-c). Foi observada uma
diminuicdo bastante significativa na porcentagergatdura no grupo tratado com o chéa
em relacdo ao grupo alimentado com dieta hipertipjch qual passou de um 50% para

um 7% aproximadamente.

3.5.2. Adipdcitos

A andlise histolégica mostrou que o cha apreseiaito esignificativo ao diminuir o
deposito de gordura nas células adiposas e rewastaiteracdes induzidas pela dieta
hiperlipidica (Figura 4). Os resultados mostraramaamjunto de células adiposas de
grande tamanho no grupo de ratos alimentados ceta liiperlipidica HFD (Figura 4b);

no entanto, ndo houve diferencas entre o gruporaien{AIN-93M) e o grupo
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Tabela 4

Efeito do ché& de folhas d. indica sobre o parametros morfométricos do figado des rat
Wistar machos adultos alimentados com dieta hjgditia, ap6s 8 semanas de

tratamento.
AIN93 HFD HFD-TT
Nucleo 7.1+0.8 4,5+0,9° 5340,7°
Gordura 1.4 +0,5° 46,3 +7.3% 6,8 +3,3°
Infiltrado inflamatério 1,7+03 1.7+ 04 1.4+03
Citoplasma 10,7 + 232 75+1.1° 102+142
Vasos sanguineos 78.8+212 39,9+ 6,8° 75,5+£3,12

Porcentagem por area de 52900 pm?, expressa como media + DP (n=8). AIN93, dieta controle; HFD, dieta hiperlipidica;
HFD-TT, dieta hiperlipidica e tratamento com cha.
a5p<(),05. Diferencas significativas entre grupos (analise de variancia seguida pelo teste Tukey).

d) B Miclzo
30 a
@A Citoplasma
g
=
% 15
L

HFD-TT

Figura 3. Histologia do tecido hepatico de ratos alimentadosh a) AIN93, dieta
controle; b) HFD, dieta hiperlipidica; c) HFD-TTieth hiperlipidica suplementada com
cha; d) Relacao nucleo-plasmatica dos hepatdcitos.

Dados apresentados como média + DP (n=8).

abp<0,05. Diferencas significativas entre grupos lisadle variancia seguida pelo teste
Tukey).

tratado com cha HFD-TT (Figura 4a-c). A area eéditro equivalente foram menores
nos grupos AIN93 e HFD-TT e o numero de adipédivosignificativamente menor no
grupo HFD (Figura 4d-e-f).
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Figura 4. Histologia do tecido adiposo epididimal de rabsientados com a) AIN93,
dieta controle; b) HFD, dieta hiperlipidica; c) HHD; dieta hiperlipidica suplementada
com cha. Medi¢des do d) tamanho do adipdcito, &ndtro equivalente, f) nUmero de
adipdcitos. Resultados expressos como média + B®).(n

abp<0,05. Diferencas significativas entre grupos gkel-Wallis, post hoc de Dunn’s).

3.6.Efeito do cha no metabolismo de lipidios

Os niveis de expressdo de mMRNA de PRARAS e LPL, sdo apresentados na Figura
5. Menor expressdo de PPAR71% de reducéo) foi observada no grupo HFD né&o
havendo diferencas significativas entre os grupt$98 e HFD-TT. Houve reducéo
significativa da expressdo de FAS nos animais queberam o cha, comparado com
agueles que receberam as dietas controle (39,6%ipedipidica (48,3%). O nivel de
expressdo de LPL no grupo HED-TT foi mais eleva&ing§ e 59,9%) em comparacao
com o grupos AIN93 e HFD, respectivamente.

4. Discussao

No presente estudo, foram avaliados os efeitohdale folhas d&angifera indica

L. no acumulo de gordura total e peso corporaimasemo sobre as alteracdes
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Figura 5. Niveis de expressdo de mRNA de receptor ativaduedaxissoma (PPAR),
acido graxo sintase (FAS) e lipoproteina lipasd_jldeterminadas por RT- PCR. Dados
expressos como média £ EP (n=4).

abp<0,05. Diferencas significativas entre gruposlis@éle variancia seguida pelo teste
Tukey).

relacionadas ao risco metabalico, incluindo os ggeos inflamatorios e expresséao de
genes lipogénicos e lipoliticos, em animais alimdas com dieta hiperlipidica.

Verificou-se que mesmo ndo havendo influéncia sabneassa corporal total nos
grupos, avaliada pelo indice de Lee, foi obsengaito de peso corporal e acimulo do
tecido adiposo abdominal total no grupo alimentaoim dieta hiperlipidica, o que era
esperado. O cha favoreceu a diminuicdo do ganipesi®corporal e reduziu a deposicao
de gordura, ainda que o0 consumo energético tedbaggial.

N&o houve diferencas entre os grupos tratados bare controle para os parametros
bioquimicos séricos. Contudo, o cha melhorou adargpatica dos animais mesmo na
condicdo de consumo da dieta hiperlipidica.

A dieta hiperlipidica induziu aumento da concer@itagda enzima alanina
aminotransferase, caracteristica do figado gorduiadicando a presenca de esteatose
hepatica (ANGULO, 2007). No presente estudo naadalteracdo na concentracéo de
creatinina, isto foi importante considerando quenéemarcador da funcéo renal. O acido
arico (AUR) pode ser facilmente influenciado petmsumo inadequado de gorduras e
acucares que podem gerar aumento do peso corpdealae a obesidade, doenca
associada com seu aumento e dificuldade na suaggxcrA diminuicdo do AUR no
grupo tratado com o cha pode estar relacionadancenor ganho de peso corporal, que
influencia na reducgé&o dos niveis de AUR (JOHNSHI,2011).

64



As curvas do teste de tolerancia oral a glicosanfosimilares nos trés grupos,
indicando que os efeitos do cha na resisténcialimsa ndo foram claramente
visualizados. O achatamento da curva glicémicanmoshaior captacdo de glicose pos-
prandial no intervalo de tempo de 30—-90 min, apiisimistracdo de glicose, sugerindo
efeito benéfico do cha no metabolismo de carbaidr&d indice delOMA-IRn&o diferiu
nos trés grupos, indicando que neste estudo alddipidica ndo induziu um estado
metabolico de resisténcia insulinica (GELONE2EI, 2009).

O cha teve efeitos anti-inflamatorios ao elevamogis de IL-10, estimulando o
controle da inflamagdo produzida pela dieta higéria e hiperlipidica. Foram
observadas elevadas concentragfes de d Bf-10 no grupo suplementado com cha.
Na obesidade, ha aumento da deposicdo de gordyraral elevando as concentracdes
de citocinas pro-inflamatorias, como o TNFe anti-inflamatorias como IL-10
(DANDONA et al, 2004). O efeito do cha em aumentar tanto TiNju#anto a IL-10,
pode ser entendido considerando que o meio biadgisponde para manter uma
homeostase entre os estados pro e o anti-inflaimat®abe-se que estimulos pro-
inflamatorios suaves podem induzir respostas bicésgde adaptacdo com o aumento de
citocinas anti-inflamatérias (LUCCAL al, 2009; SEGE\ét al.,2013).

A anélise morfométrica do tecido hepatico indicoa gucha reduziu a quantidade de
gordura e influenciou o tamanho do citoplasma.ddh&nte, foi observado que o aumento
no tamanho do citoplasma das células hepaticadefodo ao alto grau de acumulo de
gordura, que também levou a um deslocamento ddeasicuanto ao tecido adiposo
epididimal, foi observada hipertrofia dos adipécitos grupo alimentado com dieta
hiperlipidica e hiperplasia no grupo suplementagim cha, o que diminuiu o tamanho
das células adiposas e aumentou 0 seu numero (AVRAK., 2007; FERRANTI;
MOZAFFARIAN et al, 2009). Este efeito pode ser associado a expreles&P ARy,
que promove a diferenciacdo das células adiposaginardo novos adipdcitos,
incrementando a capacidade de armazenar acidossgiREREIRA, 2008).

Foi observado que a expressao de PRA#&0 diferiu no grupo suplementado com o
cha em relacdo ao controle. O PPpRem atividades anti-inflamatoérias que reduzem a
expressdo de genes inflamatorios tais como o @\ lHERMSDORFF; MONTEIRO,
2004; FUNGet al.,2012). Estudos reportaram que a mangiferina, cornmgontrado
nas folhas d&angifera indica ativa a expressao do PPARA/ILKINSON et al.,2008).
Nivel baixo de FAS foi observado no grupo HFD-T$toi € um efeito positivo
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considerando que FAS esta envolvido na lipogéndéaeoeece a apoptose na obesidade
(YANG et al.,2010). O cha de folhas dd. indica reduziu o acamulo de lipidios no
figado e o tamanho de adipécitos, diminuindo a EBp@ge por meio da regulacdo génica
de FAS(PENGet al.,2013) A expressao da lipoproteina lipase (LPL) no teeidiposo
epididimal, foi menor no grupo HFD comparado conN®3 e HFD-TT. Yanget al.
(2006) reportaram que a dieta hiperlipidica dimasiiconcentracdes de LPL, causando
estresse oxidativo. Por outro lado, os animaisesuphtados com cha mostraram um
incremento significativo na expressao da LPL, fagendo a diminui¢do da concentracao
de lipidios (ECKEL; 1989). Com o0 aumento do LPL auta a expressao do PPAR-

se reduz o FAS no tecido adiposo (LOREZI.,2012).

Foi demonstrado a partir destes resultados, g ae folhas dMangifera indica
similarmente a outros chas (verde, preto, Goisbiduze a diminuicdo do peso corporal
e do acumulo de gordura central, a inibicdo do tdrmecelular no tecido adiposo e
melhora os processos inflamatoérios (JO&Ll.,2013; SALEHet al.,2013; SNOUSSI
et al.,2014).

Em resumo, este estudo indicou que uma dose apadainte 25 mL de cha de folhas
de mangueira (contendo 39 mg EAG de compostosiéasdd 17,9 mg de mangiferina),
pode contribuir com a modulacéo de alteracfessde metabdlico em ratos alimentados

com dieta hiperlipidica, exercendo efeitos antisidede.

Conclusao

O ché de folhas dil. indicateve efeitos importantes na diminuigcdo do acurdelo
gordura nos tecidos adiposo e hepético, e na neetlas parametros de risco metabdlico.
Isto demostrou o potencial desta bebida como fépieo na reducdo do risco da
sindrome metabdlica. Portanto, conclui-se queéodshfolhas déangifera indical.
possui efeito anti-obesidade por mecanismos déag@m génica que melhoram o estado
metabdlico dos tecidos adiposo epididimal e hepatic
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SOFTWARES

Softwarelmaged (Image Processing and Analysis in Java). Dispdmive

http://imagej.nih.gov/ij/download.html

Softwarelmage Pro Plus 7.0 Disponivel em:

http://image-pro-plus.software.informer.com/7.0/

SofwareAdiposoft. Disponivel em:
http://fiji.sc/Adiposoft
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ANEXOS

ANEXO 1
APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM SERES HUMANOS

C ol kEaals  yNIVERSIDADE FEDERAL DE W
etk wrd i e VICOSA - UFV

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

m&mAV&mm&DEWDEMWWRA(WaML
vanagade Uba)

Peegquisador: Sonia Machado Rocha Ribaio

Arsa Tematica:

Versao: 1

CAAE: 35510214.6.0000.5153

Institulg3o Proponants: Depariamento oe Nulrigao & Saloe
Patrocinador Principal: Financiamento Propro

DADOS DO PARECER

NOmero do Paracer: 5453554
Data ¢a Relatorta: 13102014

Apressntag3o do Projsto:

Sera realizado um st o2 aceitacdo de oha o Tolhas de mangueira

Objstivo da Peaquisa:

Objetivo Prmario:

Avalar 3 aceitagdo, por cCoNSUMICOres, 08 um cha de folhas de mangueira (Mangfera Indica L., vanedade
Una).

Objetivo Secundanc

Preparar 3s Tolhas coletadas o manguela para 3 elaborac3o do cha Avalar vanavels sensorals do cha.

Avallagio dos Riscos & Beneficlos:

Riscos:

O rscos referam-68 306 OSSCoNTONDs por Aterarem a agenda dara visando dedicar um tempo, de
aprodimadaments 30 minuios, para 3 realizacdo 0o teste; N30 Spreciarem O S3DOr 00S Chas, 0 QUA podera
S&r JesgOSiato POr C3UsS3a 03 Caracterislica de adstringencia N3o risco 3 sadoe considerando varos
35pecios: 3.A Ingest30 & aguda, o cha de folha de manguelra |3 & utiizago popularments com fins
terapéuticos em algumnas regides do Srasil; b Existe UM produto comercializado pela medicing oe Cuba
PrOGUICO COM exIratos de panes da mangueira (VIMANG):

e = Ures ch F de Vigoes, prédo Arthyr Serarden, pao nferkor
Balrmo:. cermpos Vigoss CEP: = Sro-om

UF: we Nusiciplo. VICOSA

Tetefone: (3158002402 Fax: (373800242 Emall: cop@uiv.tr

FRgea L ae 00
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¢. O volume de cha Ingando durante o teste sensoral considerando que esies tpos de testes presumem
0egUStacdo.

Benaficios:

NS0 na beneficios diretos & IMadlato 306 participantss 0o teste, Mas ha 3 possibilicade 0o prosseguimEnto
ge esludos com 06 chas avallados para

58U USO COMO fonte de COMPOStns bioativos como aduvantas no controle metabolico & no ratamento de
goencas cronicas ndo transmissivels:obasiogade, resistancia nsulinica, dslipioemias, st

Comentarios 8 Conslderagdes sobre a Pesquisa:

Sera realizado teste 020, UIZAN00 S5cala Neodnica. As avalagles serdo realizacas em cabines Indviduals
COM Z Dranca & 05 chias 58730 Mantidos 3 S550C. Serdo regrutadcs, alatoriaments, SO Individuos 3oulios,
02 ambos 05 QENETDE, NO CampUs da Universidade Federa de VIgosa (UFV).Serdo exciulios Inalviduos com
Igade Inferor 3 20 anos Incompietos, portadores 02 DOENgas AQUAas ou cronkcas (dlabetes, doenga renal
CrONIca, CANCEr & 3qUEles qUE N30 acaliarem participar 0o teste sensond @ portanto, N30 3ssinarem o o
08 CONSENTMENtD Ve & esciarecido.

Consideragdes sobre o8 Termos de aprasentagdo obrigatoria:
Apresentados Temos 08 apresentacdo conganona

Recomendagdes
Quando da coleta de dados, 0 TCLE deve ser elaborado em duas vias, rubricadas am todas as suas

paginas e assinadas, 30 sy 1erming, pelo CONVIdAto 3 Paricipar da Pesquisa, Ou Por sef represantants
legal, 3ssim como pelo pesquisATOr respOnsavel, ou pela(s) Pessoals) por el delegadals), devendo 3s
paginas de 3ssiN3turas estar na mesma fola. Para a submiss30, NS0 & Necessana 3 assnalura © TCLE.

Conclusdes ou Penoéncias & Lista de Inadsquagdes:

Aprovado

Situag3o do Parecer:

Aprovado

Necsesita Apreciag3o da CONEP:

N3o

Conslderagdes Finals a critério do CEP:

AD BN 03 PESqUISA & NECESSANa 3 apresentacao do REE0N0 FInal & apos 3 JNOVagao 086se,
Endereco. Unverwdede F ederd de Vigows, prédo Aty Sewden pao niers

Balro. cermpos Vigoss CEP. 3 5700

UF: MG Nuniciplo. VICOSA
Telefone: (4158002402 Fax: (3738002402 Emall: cop@uiv br

agna L e 3
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geve 5& encaminhadd 0 Comunicado oe Térming dos Estudos.
Projeto analsado ourants 3 9° reunido de 2014, realizada nos dias 13 & 17 0e outubeo de 2014,

VICOSA, 27 de Outubeo de 2014

Assinado por-
Patricia Aurélla Del Nero
(Coordenador)

Enderego. Unwersdede Feders de Vigoss, prédo Arthur Semsrden, pao nferior

Balreo. cerrpos Vigoss CEP. = Sro2m0
UF: wo Nuniciglo. VICOSA
Telefone: (3138002400 Fax: (313880242 Emall: copQuiv.tr

Fugma 0 e
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ANEXO 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

Eu, tou esclarecido sobre
0S objetivos e a metodologia do estwooncordo em participarda pesquisa sobre
desenvolvida pelo Departamento de Nutricdo e Sdadiversidade Federal de Vigosa,
sob a coordenacéo do (a) professor (a.) Mariade&ouza Dantas.

Estou ciente do sigilo das informac¢des adquiridd@segprocedimentos e concordo
em submeter a avaliacdo sensorial de Pao sem gluten.

Autorizo os autores do estudo a utilizarem as mégdes decorrentes do projeto
para elaborar relatorios e artigos cientificos delgacéo dos resultados.

Vigosa, ----/---/--- Assinatura:
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ANEXO 3

FICHA DE AVIALACAO (Confidencial)

Nome 0 Sex
Faixa etaria: ( ) 15a20( )20a 30 ( ) 3@4 9 acima 40
Por favor, avalie a amostra utilizando a escalaxab@ara descrever o quanto VJL:A
gostou ou desgostou do produto. Marque a posic&sacia que melhor reflita o
julgamento.

AMOSTRA Atributo

(9) Gostei extremamente Aroma:
(8) Gostei muito

(7) Gostei moderadamente
(6) Gostei ligeiramente

(5) Indiferente

(4) Desgostei ligeiramente Observacio:
(3) Desgostei moderadamente
(2) Desgostei muito

(1) Desgostei extremamente

Sabor:

Impresséo Global:
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ANEXO 4

COMPOSICAO DA DIETA CONTROLE

DIETA AIN93M
% kcallg
Proteina 10,C 0,4
Carboidrato 77,C 3,0
Gordura 4.C 0,4
Vitaminas e Minerais 9
Total 10C
Kcallg 3,8
Ingrediente g kcal
Caseina 14.C 56
Amido 46,¢ 186
Maltodextrina 15,k 62
Sacarose 10,C 40
Celulose 5,C 0
Oleo de milho 4,C 36
Mix Mineral AIN 93M 3,k
L Cistina 0,z
Mix Vitaminico AIN 93M 1,C
Bitartarato de colina 0,z
Total 10 380
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ANEXO 5

COMPOSICAO DA DIETA HIPERLIPIDICA

DIETA HIPERLIPIDICA (HFD)

(%) (kcal /g)
Proteina 20 0,8
Carboidrato 50 2,0
Gordura 21 1,9
Vitaminas e Minerais 9
Total 100
Kcallg 4,69
Ingrediente g (kcal /g9)
Caseina 19,5 78
Amido 5,2 21
Maltodextrina 10,0 40
Sacarose 34,2 136
Celulose 5,0 0
Gordura animal 20,0 180
Oleo de milho 1,0 9
Colesterol 0,2 0
Mix Mineral AIN 93M 3,5
L Cistina 0,2
Mix Vitaminico AIN 93M 1 0
Bitartarato de colina 0,3 0
Butilhidroxitoluol (BHT) 0,004 0
Total 10C 464
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ANEXO 6
APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM ANIMAIS

CERTIFICADO

A Comnissdo de Dlica no Dso de Animads - CUUASUDY certilica
assn L™ 342013, invitulado “Modesclad do Jolfar, cosoo @ do récie
O e e Pl B T o I o L B . P P B v A e Tt i d e
frcliremie medabofica ™, coordenado pela professora Hercia Staw
s hMarting, de [ departamento de MNutricio e Sande, esta de acordo
izo de Frica Profissional do Médico Veterimario, com os Princi
na Fxperimentacido Amimal. adotados pela Sociedade Brasilerr
a em Animals de |aborathmio (SBOAL L  com a legislacio vim
sidor aprovadoe por esta Comissaoe om 24005201 3, vom validade d

CERTIFICATE

The FEthic Committce in Aanmal [lseTIFY corlily thal the pr
T 3452013, named “Polenfiol of feaf, bark awd mange nectfoar (U
adwelartionr of oxidafnee stresy andd fflammation n roats With meda
v’ s inapresmenl with the Medical Yeterinary Professional 1
with the Hthical Principles for Animal KHesearch established b
an Society of Sciencemnl.aboratory Animals (SBCAT) and
Irazilian legisiaoion, 'his Institutional Clemmission on Jdane 24
e} ghis process. 'Vhis certificare expire i 12 months.
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Prof. Claudio Cosar Fonscos
Coordenador

Comissfio de Etica no Uso de Animais - CELULAS LY

-
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