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RESUMO

O mana-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) € um fruto de sabor exdtico,
proveniente da sociobiodiversidade da Regiao Amazénica, € como alimento, na
producdo de medicamentos e cosméticos. Popularmente, o fruto também é
consumido com o intuito de reduzir os niveis séricos de colesterol, acido urico e
glicemia, objetivando o controle da diabetes. Diabetes Mellitus € uma doenca
caracterizada por uma desordem metabdlica, conhecida pela elevacao da
glicose sérica e acomete milhdes de pessoas em todo o mundo. Estima-se que
até o ano de 2030, 439 milhdes de pessoas terdo a doencga. Desta forma, este
estudo teve como objetivo avaliar a atividade antioxidante, toxicidade preliminar
e efeito hipoglicemiante do mana-cubiu. Os frutos foram adquiridos na
Associacao dos Pequenos Produtores Rurais de Antonina —PR (ASPRAN), no
municipio de Antonina, no litoral do estado do Parana, Brasil. Foram realizadas
analises de determinagcao de comprimento, didmetro, peso, classificagcao
segundo estadios de maturagdo, rendimento das partes do fruto e
caracterizagao fisico quimica. Para determinacdo de compostos fendlicos,
flavonoides, atividade antioxidante, toxicidade preliminar e administracdo do
fruto para os animais no ensaio in vivo, foi obtido o extrato etandlico do fruto.
Foram utilizados 36 animais induzidos ao diabetes pela injegao intraperitoneal
de estreptozotocina na dose de 50 mg/kg, com excecgao do grupo controle. Os
extratos foram administrados via gavagem nas doses de 100mg/kg, 200mg/kg
do fruto inteiro, 100mg/kg da polpa e 20 mg/kg da casca do fruto, durante 28
dias. Os resultados obtidos indicaram que 0 mana-cubiu possui sementes com
0os maiores teores de proteinas (1,09g/100g = 0,37) e lipidios (2,599/100g *
0,47) do fruto e a casca apresentou elevada atividade antioxidante, com
maiores concentragbes de compostos fendlicos totais (412,36mg/mi+61,6) e
flavonoides (99,69ug de quercetina/100ml £ 11,35) do que a polpa. Os ensaios
de toxicidade preliminar indicaram que as fragdes do fruto ndo apresentam
toxicidade (<1000pg/ml), podendo ser consumidos por animais e também
incluidos na dieta de populacdes. Nos resultados obtidos nas analises
histopatoldgicas, 0 mana-cubiu mostrou boa acao protetora dos tecidos renal,
hepatico e pancreatico em relagdo aos danos gerados pelo diabetes induzido.
Os ratos que receberam os extratos do fruto apresentaram comportamento
menos ansioso que o controle diabético no teste de campo aberto. Na etapa
piloto do estudo, realizada com 18 animais, verificou-se também a reducao
significativa nos valores de hemoglobina glicada dos animais tratados com o
extrato da casca do fruto na etapa piloto do experimento. A experimentacéo
animal com modelos diabéticos permitiu avaliar aspectos ainda ndo muito
explorados pela literatura sobre o fruto, permitindo o aprimoramento para novas
pesquisas sobre o mana-cubiu.

Palavras-chave: Solanum; Solanum sessiliflorum Dunal; cocona; mana-cubiu;
efeito hipoglicemiante; atividade antioxidante



ABSTRACT

Mana-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) is a fruit with exotic flavor, coming
from the socio-biodiversity of the Amazon Region, it is like food, in the
production of medicines and cosmetics. Popularly, the fruit is also consumed
with the intention of reducing serum levels of cholesterol, uric acid and
glycemia, aiming to control diabetes. Diabetes Mellitus is a disease
characterized by a metabolic disorder, known for elevated serum glucose and
affects millions of people around the world. It is estimated that by the year 2030,
439 million people will have the disease. Thus, this study had as objective to
evaluate the antioxidant activity, preliminary toxicity and hypoglycemic effect of
mana-cubiu. The fruits were purchased from the Antonina -PR (ASPRAN) Small
Farmers Association, in the municipality of Antonina, on the coast of the state of
Parana, Brazil. Analysis of length, diameter, weight, classification according to
maturation stages, yield of fruit parts and chemical physical characterization
were performed. For the determination of phenolic compounds, flavonoids,
antioxidant activity, preliminary toxicity and administration of the fruit to the
animals in the in vivo test, the ethanolic extract of the fruit was obtained. Thirty-
six rats were induced to diabetes by intraperitoneal injection of streptozotocin at
50 mg / kg, except for the control group. The extracts were administered via
gavage at doses of 100mg / kg, 200mg / kg of the whole fruit, 100mg / kg of the
pulp and 20mg / kg of the fruit peel, for 28 days. The results showed that mana-
cubiu has seeds with the highest protein (1.09g / 100g £ 0.37) and lipids (2.59¢g
/ 100g % 0.47) contents of the fruit and the peel showed high antioxidant activity
, with higher concentrations of total phenolic (412.36mg / ml + 61.6) and
flavonoids (99.69ug quercetin / 100ml + 11.35) compounds than the pulp.
Preliminary toxicity tests indicated that fruit fractions had no toxicity (<1000ug /
ml) and could be consumed by animals and also included in the diet of
populations. In the results obtained in the histopathological analyzes, mana-
cubiu showed good protective action of the renal, hepatic and pancreatic
tissues compared to the damages generated by the induced diabetes. The rats
that received the extracts of the fruit presented less anxious behavior than the
diabetic control in the open field test. There was also a significant reduction in
the glycated hemoglobin values of the animals treated with the fruit peel extract
in the pilot stage of the experimente, performed with 18 animals. The animal
experimentation with diabetic models allowed to evaluate aspects not yet
explored by the literature, allowing the improvement for new research about
mana-cubiu.

Keywords: Solanum; Solanum sessiliflorum Dunal; cocona; mana-cubiu;

hypoglycemic effect; antioxidant activity
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1. INTRODUGAO

O mana-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) € um fruto com sabor exdtico,
também conhecido popularmente como cocona, cubiu ou Kubi'u, em tupi (OLIVEIRA,
1999). Proveniente da sociobiodiversidade da Regido Amazoénica, € utilizado pelos
nativos e habitantes desta regido como alimento, medicamento e também como
cosmético para dar brilho aos cabelos. Na alimentacgao, o fruto é utilizado principalmente
na preparagao de geleias, compotas, massas, conservas e doces (SERNA-COCK,
2015). Como medicamento, tem sido popularmente utilizado, ao longo dos anos, no
controle de doencas e sintomas como prurido na pele, redugao dos niveis de colesterol,
acido urico e glicose sérica, objetivando o controle do diabetes, porém sem que haja
ainda a comprovacao cientifica para estes aspectos (YUYAMA et al, 2005). Esta possivel
atividade farmacoldégica do mana-cubiu poderia estar relacionada aos compostos
bioativos do fruto, os quais desempenham atividade antioxidante, atuando inclusive na
reducéo do estresse oxidativo (CERQUEIRA et al., 2007).

Estudos que avaliam a relacdo entre a dieta e o desenvolvimento de doengas
cronicas nao transmissiveis (DCNT) tém sido explorados extensivamente ao longo de
anos através da experimentacdo animal. Grande parte das intervengdes realizadas neste
tipo de pesquisa sdo destinadas a reduzir o risco de doencgas ou seus sintomas. Ou
ainda, caso estas hipoteses ndao sejam possiveis, a experimentacdo animal permite ao
menos a observagao do impacto sobre os biomarcadores da doenga. Esta contribuigdo,
permite por exemplo, a compreensao dos aspéctos nutricionais ao longo dos ultimos
dois séculos (LOVEGROVE et al., 2015). No caso do diabetes, a indugdo em ratos é
mais frequentemente realizada pela injecdo de estreptozotocina, droga que causa morte
de células beta-pancreaticas pela alquilagdo do seu DNA, permitindo assim, a obtencgao
de um modelo diabético utilizado na realizagdo de experimentos sobre o tema
(RADENKOVI¢; STOJANOVIE; PROSTRAN, 2016).

O Diabetes Mellitus é caracterizada por uma desordem metabdlica, conhecida
pela elevacdo da glicose sérica e acomete milhdes de pessoas em todo o mundo.
Estima-se que até o ano de 2030, 439 milhdes de pessoas terdo a doenca. O seu

tratamento e controle podem ser feitos pelo controle da ingestdo de carboidratos,
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aumento do consumo de fibras e com a utilizagcdo de farmacos hipoglicemiantes. O
tratamento farmacolégico é a forma mais comum de controle glicémico, porém este
também é o método de tratamento que mais apresenta efeitos colaterais, como por
exemplo: aumento do apetite, ganho de peso, maior risco de doencgas cardiovasculares,
disturbios gastrointestinais, dores abdominais, diarréia e hepatotoxicidade (GONDI;
RAO, 2015; BOLAND, EDELMAN; WOLOSIN, 2013).

Portanto, a realizacdo do presente trabalho, justifica-se pela possibilidade de
oferta de novos métodos de controle do diabetes, priorizando a qualidade de vida dos
pacientes portadores desta desordem em minimizar ou evitar a presenca de efeitos
colaterais e demais maleficios do uso prolongado de drogas farmacoldgicas. Além
disso, a utilizacado de frutos da sociobiodiversidade tem a finalidade de contribuigao para
seguranga alimentar e nutricional da populagdo que sobrevive e alimenta-se desses
cultivos. Conforme obervado pela FAO (2005), na Convencédo sobre a Conferéncia de
Diversidade Bioldgica sobre a relagdo entre biodiversidade, alimentagdo e nutricao, foi
exposta a necessidade de fomentar a utilizagcao sustentavel da biodiversidade. Acerca
deste conceito, outro importante aspecto é a inutilizagdo das sementes e cascas, que
sao residuos resultantes desses processos artesanais de producdo dos subprodutos
elaborados pela populacdo produtora do fruto, sendo, portanto dispensados e
inexplorados. O que também ocorre, em maior escala, com residuos de outros frutos da
agroindustria (SERNA-COCK, 2015).

1.2. OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Realizar caracterizagao fisico-quimica e identificar efeitos biolégicos do mana-

cubiu.



1.1.2. Objetivos especificos
- Realizar caracterizacao fisico-quimica do mana-cubiu;
- Determinar atividade antioxidante dos extratos obtidos a partir do mana-cubiu;
- Determinar o teor de compostos fendlicos e flavonoides dos extratos;
- Avaliar toxicidade preliminar dos extratos;
- Avaliar o potencial hipoglicemiante e in vivo;

- Avaliar o comportamento animal dos animais tratados com o extrato do fruto.

18
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 REVISAO DE LITERATURA
2.1.1. Caracteristicas do fruto e da sociobiodiversidade brasileira

O mana-cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) € um fruto nativo da Amazénia
brasileira, peruana e colombiana (FIGURA 1) (YUYAMA, 2007) e passou a ser cultivado
pelos povos indigenas da regido antes da chegada dos europeus (SILVA FILHO et al.,
2005). Além dos beneficios alimentares e de recurso natural, o fruto também se tornou
um bom recurso econdmico, por ser de facil cultivo e muito produtivo (SILVA FILHO et
al., 1996). O fruto pertence a familia Solanaceae, assim como o tomate (Solanum
lycopersicum), a batata (Solanum tuberosum L.), a pimenta (Capsicum spp) € a berinjela
(Solanum melongena L.) (SEQUI, 2016). Popularmente, seu consumo também vem
sendo associado a finalidade de redugdo de colesterol sérico e controle glicémico
(SILVA FILHO et al., 2002).

Em 2015, o projeto Restauracdo de Areas de Preservacdo Permanente (RAPPs),
inseriu 0 mana-cubiu na regiao litoranea paranaense (FIGURA 2), mais precisamente na
Mata Atlantica (BIASSIO, 2011). O meio de cultivo do mana-cubiu ainda € em pequena
escala, ou seja, é produzido por agricultores locais e utilizado como matéria-prima na
elaboragdo de subprodutos comercializaveis como sucos, geleias, compotas e alguns
molhos. Por este motivo, o fruto apresenta vasto potencial para sociobiodiversidade
local, com potencial de ser popularizado a diversidade brasileira (SILVA FILHO et al.,
2002).

FIGURA 1 — MANA-CUBIU PRODUZIDO EM ANTONINA —PR

- .

FONTE: A autora, 2018.



FIGURA 2 — REGIAO DE CULTIVO DO MANA-CUBIU NO ESTADO DO PARANA
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A relagao entre os meios de cultivo agricolas, respeitando a producéo local com o
objetivo de agregar valor socioambiental, geracdo de renda e seguranga alimentar e
nutricional de comunidades regionais e de agricultores familiares € o que caracteriza o
conceito de sociobiodiversidade (BRASIL). J4 é conhecido o elevado valor nutricional
dos alimentos produzidos a partir deste meio de cultivo, uma vez que a produtividade
obedece a demanda natural do solo, fatores ambientais e climaticos, assim como a

sazonalidade, fator muito determinante para a composi¢ao nutricional dos frutos que

serdo colhidos (GRISA, 2007).
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O Podlo de Agroecologia do litoral do estado do Parana € um férum de discusséao e
implementacdo de acbes integradas de maneira permanente e que visa o
desenvolvimento local da regido. Foi constituido no ano de 1999 e tem como foco o
desenvolvimento da agroecologia e da agricultura familiar. Além de articular a relagéo
entre instituicdes, prioriza a seguranca alimentar, a conservagdo ambiental e a inclusdo
social das regides de Antonina, Morretes, Guaraquegaba, Paranagua, Guaratuba,
Matinhos e Pontal do Parana. Apesar da riqueza natural e cultural caracteristica da
regido litoral norte do Parana, a economia e os indices de qualidade de vida sdo baixos
e estagnados. O indice de Desenvolvimento Humano (IDH) é de 0,512, e a longevidade
da populacao local é inferior a 65 anos. Caracteristicas como a frequéncia escolar
(menor que 80%) e a renda per capita (menor que 0,49% do salario minimo) também
sdo dados discrepantes de toda a cultura e abundéancia dos recursos naturais ali
presentes. Segundo o Diagndstico da Agéncia de Desenvolvimento da Mesorregido do
Vale do Ribeira/Guaraquecaba, em 2002, os municipios mais pobres sao aqueles que
destruiram parte de suas reservas naturais para empregar outra atividade econémica em
suas terras (AMARAL, 2007). Sendo assim, fazer o planejamento de estratégias que
envolvam os varios setores relacionados ao Pdélo de Agroecologia para adequada
conservagao dos recursos naturais, fortalecimento das comunidades e a inclusao social,
sdo o principal desafio estabelecido. Para isso, faz-se necessaria a associacdo da
agroecologia e o potencial turistico da regido para conservagao e desenvolvimento do
litoral do Parana (AMARAL, 2007). Explorando este conceito em ambito nacional, novos
debates e féruns de pesquisa foram ganhando enfoque e o interesse sobre a viséo
antropoldgica na alimentacao, que expandiu apos a década de 1990, gracas a influéncia
da economia e o turismo, dentro de gastronomia e culinaria. Entretanto, pesquisas
cientificas sobre a tematica em ambito nacional tem crescido na ultima década, com
novas contribuicbes sobre comida, simbolismo e identidade. (CANESQUI, 2007). O ato
de alimentar-se e de alimentar ao préximo exibe a complexidade da vida em sociedade.
As praticas alimentares, assim como os habitos adquiridos em comunidade, sdo o
reflexo da historia de vida de familias e seus antepassados e 0 consequente acesso aos
alimentos das regibes ondem habitam, assim como a disponibilidades destes e a

capacidade em adquiri-los. Para todos estes aspectos, a relagdo com o meio de
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producdo, modo de preparo e qualidade nutricional do alimento, também necessita ser
disponiveis aos individuos que compde esta comunidade. Faz-se necessario ainda
ressaltar a cultura e a relagdo com os alimentos, seja por questdes de espiritualidade e
religido ou pela simples socializagdo. Promover a Seguranga Alimentar e Nutricional de
maneira sustentavel, considerando cada um destes pontos, € uma responsabilidade
coletiva da sociedade organizada em estado, do governo, sociedade civil e empresas.
Sempre se relacionando as iniciativas governamentais, como politicas, programas e
acdes e as nao governamentais, em politicas publicas capazes de garantir a realizagéo
do Direito Humano a Alimentagao para todos (VALENTE, 2002). De modo geral, no
Brasil, a disponibilidade de alimentos ndo € um problema frequente, ndo por adequacgao
ou autonomia do sistema alimentar, mas a sustentabilidade do sistema de alimentagao é
bem comprometida e relaciona-se com a exclusao social e a falta dos direitos de cada
cidadao. Esta desigualdade € o principal fator atual de adversidade neste quesito em
ambiente nacional e se manifesta por desigualdades sociais graves e regionais
(PEDRAZA, 2005).

Contrapondo estes problemas, gracas a qualidade do solo e o periodo de cultivo
anual, é possivel viabilizar economicamente a redugcdo dos custos e maior
comercializagdo do fruto pelas populagdes produtoras e vulneraveis a estes riscos
sociais, resultando em geragao de renda e sustento para suas familias (SILVA FILHO et
al., 1998). E também esta mesma populagéo que mais produz 0 mana-cubiu, quem mais
desconhece suas potencialidades (SILVA FILHO et al., 2005). A agroindustria, por
exemplo, apds focar na industrializacdo e produ¢ao em maior escala deste fruto, acabou
favorecendo o interesse por novos estudos sobre a caracterizagdo genética do fruto e
suas consequentes técnicas de producédo e conservacao e a partir de entdo, a industria
farmacéutica tem explorado o fruto como matéria-prima para elaboragdo de alguns
cosméticos e medicamentos (SILVA FILHO et al., 2005).

A caracterizagao fenotipica e genotipica do mana-cubiu foi realizada por Silva
Filho et al. (2005), e objetivou a avaliagdo da estrutura genética e caracteristicas
relacionadas ao processo produtivo e das 28 etnovariedades estudadas, nove diferentes
fendtipos foram detectados, quase metade delas produziram frutos de forma globosa

variando entre tamanho pequeno e grande, com predominancia dos frutos pequenos e
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meédios. Esta prevaléncia pode estar associada a preferencia da populacdo amazonense
em relagcdo ao seu consumo, como por exemplo, na forma de utiliza-lo em substituicdo
ao limao. Ja os maiores frutos, com mais de 200g, sao originarios de Codajas, Estirdo do
Equador e de Barcelos - AM. E sua incidéncia pode relacionar-se com os processos de
selecao dos frutos feitos pelos indios e caboclos da Amazénia Ocidental (SILVA FILHO
et al., 1998). A espessura da polpa do mana-cubiu também varia conforme o tamanho
do fruto. De modo geral, todas as variedades apresentaram grande variabilidade
genética e em suas caracteristicas agronémicas (SILVA FILHO et al., 2005). Com
relacdo a composic¢ao centesimal, Yuyama (2007) fez uma avaliagdo das etnovariedades
de mana-cubiu, as quais apresentaram altos teores de umidade (aproximadamente 90%)
e baixa concentragdo de proteinas (de 0,4 a 0,7%) e lipidios (de 0,3 a 1,8%). Cabe
ressaltar que o material genético pesquisado no estudo independe da origem e do solo.
No mesmo estudo, entre os minerais analisados, o potassio foi o de maior quantidade
encontrada e o sodio foi o de menor concentracdo, mostrando-se uma opg¢ao importante
aos pacientes com restricdo desse micronutriente. O mana-cubiu também se revelou
uma boa opgado para compor a dieta amazonense, principalmente para aqueles
individuos que necessitam restringir sédio da alimentagao (SILVA FILHO et al., 2005).
Para Yuyama (2007), a quantidade de fibra alimentar e a baixa densidade energética
também incentivam sua utilizacdo em dietas hipocaldricas. Sendo que do total de fibras

presentes no fruto, a maior parte delas sao fibras insoluveis (MAIA et al., 2015).
2.1.2. Atividade biolégica do mana-cubiu

Compostos bioativos possuem beneficios para saude humana ja conhecidos
através de estudos com frutos e vegetais com atividade antioxidante, por exemplo.
Compostos com esta atividade podem ser de diferentes classes quimicas, tais como
fendlicos, carotenoides e vitaminas, que desempenham papéis importantes como a
prevencao de doencgas cardiovasculares, aterosclerose e redugdo do risco de alguns
tipos de cancer. A capacidade antioxidante de frutas e vegetais tem sido correlacionada
ao seu teor de fendlicos totais, que pode ser afetado por diferentes fatores como o modo
de cultivo, condigdes agrondmicas, manipulagcao pods-colheita e estadio de maturagéo

dos frutos. Além destas variaveis, a estrutura dos compostos fendlicos presentes no
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alimento, o numero de grupos hidroxila e sua distribuicdo na estrutura do composto
também interfferem na capacidade antioxidante da substadncia. Sendo assim, a
determinagdo da capacidade antioxidante deve considerar as concentragbes globais e a
composigcao de compostos fendlicos dos frutos e vegetais analisados, mesmo que sejam
apenas aqueles em quantidades mais abundantes (PALAFOX-CARLOS; YAHIA;
GONZALEZ-AGUILAR, 2012).

Os flavonodides representam uma grande classe de compostos fendlicos
encontrados em frutas, vegetais, cacau, cha, soja, vinho tinto e outros alimentos e
produtos de origem vegetal. Estruturalmente, os flavonoides séo constituidos por dois
anéis aromaticos ligados por uma cadeia de trés carbonos que formam um anel
heterociclico oxigenado. Os flavonoides s&o classificados como flavan-3-6is, flavanonas,
flavondis, antocianidinas, flavonas e isoflavonas com base em diferencas na estrutura
genérica do anel C, grupos funcionais nos anéis e a posicdo em que o anel B esta ligado
ao anel C. Dentro de cada subclasse, os compostos individuais sao caracterizados por
hidroxilagdo e padrées de conjugagdo. A ingestdo de flavonoides é relacionada
inversamente ao desenvolvimento de muitas doengas associadas ao envelhecimento,
como cancer, doengas cardiovasculares, osteoporose, doengas neurodegenerativas e o
diabetes, apresentando, neste ultimo caso, atividade relacionada a digestao de
carboidratos, secrecao e sinalizagdo de insulina e absor¢dao de glicose (BABU; LIU;
GILBERT, 2013).

A atividade antioxidante do mana-cubiu foi avaliada por Mascato e
colaboradores (2015), estudo no qual realizou-se triagem fitoquimica in vitro, a fim de
identificar os principais compostos antioxidantes do extrato do fruto. Foram detectados
alcaldides, acidos organicos, fenodis e flavondides no extrato hidroetandlico, enquanto o
extrato aquoso apresentou antocianinas, gomas, taninos e mucilagem. Porém, como
conclusdo, embora os extratos tenham apresentado compostos quimicos relacionados a
atividade antioxidante, ndo foram resultados tado expressivos, sendo necessarios estudos
adicionais para isolar e caracterizar compostos especificos para avaliagdo. Este dado foi
semelhante ao encontado por outros autores (GONCALVES, et al. 2013), que incluiram
que o extrato demonstra potencial antioxidante, porém se fazem necessarios estudos

adicionais para usar esta propriedade no setor farmacéutico. Este mesmo estudo avaliou
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a atividade antimicrobiana contra estirpes testadas, mas sem resultados significativos. O
destaque para a pesquisa foram os resultados promissores do extrato no uso de

cicatrizagao de feridas, testado em coelhos.

2.1.3. Atividade hipoglicemiante e hipolipemiante do mana-cubiu
Diabetes Melitus é uma desordem metabdlica que acomete 25% da populagao
mundial, o tipo 2 (DM2) geralmente acomete individuos obesos e esta associado a
hipertensdo e dislipidemia, enquanto que o tipo 1 (DM1), na maioria dos casos, €&
causado pela falta de produgdo enddégena de insulina pelo pancreas (ARUMUGAM;
MANJULA; PAARI, 2013). A insulina e o glucagon sao os principais horménios
responsaveis pelo controle glicémico. Apds a ingestdo de carboidratos, suas moléculas
sao digeridas no trato gastrointestinal superior e hidrolisadas em monossacarideos, com
consequente absor¢do na corrente sanguinea através de varios transportadores de
glicose (GLUT). Uma vez na circulagdo sanguinea, a glicose é transportada para células
B pancreaticas das ilhotas de Langerhans através do sistema transportador de glicose,
GLUTZ2, estimulando a secregao de insulina que por sua vez, reduz a glicemia. Esta
reducdo da glicemia causada pela insulina caracteriza um aumento da absorgdo de
glicose nos tecidos periféricos (musculo esquelético, tecido adiposo e rim); promove a
utilizagdo e armazenamento de glicose hepatica e inibe a lipdlise. Ja o glucagon age
quando os niveis de glicose sérica estdo baixos, sendo secretado pelas células a das
ilhotas pancreaticas. Seu mecanismo de acao se da pelo aumento da glicemia devido a
producéo de glicose e sua liberagao hepatica ou pelo aumento da lipdlise e liberacédo de
acidos graxos do tecido adiposo. A insulina € bastante utilizada como tratamento do
diabetes, principalmente do tipo 1. No caso do DM2, o uso de farmacos hipoglicemiantes
orais sdo mais utilizados, sendo que as quatro principais classes destes medicamentos
sdo: sulfonilureias, biguanidas, tiazolidinedionas (TZDs) e inibidor de a-glucosidase
(BABU; LIU; GILBERT, 2013).
Considerando que o diabetes acomete 8% dos brasileiros entre 30 e 69 anos, a
prevencao da doenca por meio de fontes naturais de tratamento sdo estratégias que
devem estar em constante pesquisa (YUYAMA et al., 2005). Neste contexto, Yuyama et

al. (2008) avaliaram o uso do mana-cubiu como matéria-prima na elaboragao de geleia
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dietética, fazendo uso do xilitol em substituicdo a sacarose e sua aceitabilidade e vida-
de-prateleira. Tal estudo foi justificado pela contribuicdo do fruto, empregado desta
forma, no desenvolvimento sécio-econémico da Regido Amazdnica e nos beneficios aos
pacientes diabéticos e/ou com restricdo de sacarose. Para atender as necessidades
desses individuos, varios estudos tém sido realizados sobre a utilizacdo de
edulcorantes. O xilitol € um alcool pentahidroxilado capaz de substituir a sacarose, tendo
seu metabolismo independente de insulina. Além do mana-cubiu, outros frutos e
vegetais como uva, morango, alface, cebola e cenoura também s&o fontes naturais de
xilitol. No caso deste estudo, o produto final (geleia dietética) mostrou-se bem aceito e
com carateristicas sensoriais satisfatérias mesmo sendo de baixo teor energético,
podendo entdo ser utilizado como substituto ao produto convencional ndo s6 para
individuos com as restricdes alimentares citadas (YUYAMA et al., 2005). Os compostos
de plantas sdo opg¢des de tratamento naturais e muito vantajosas, por serem de natureza
abundante, de baixo custo para producao e por apresentarem menos efeitos colaterais
do que os compostos farmacéuticos usados atualmente (BABU; LIU; GILBERT, 2013).

O uso de farmacos também é um dos tratamento mais utilizados para
hipercolesterolemia, porém, assim como no uso de farmacos hipoglicemiantes, este tipo
de tratamento pode apresentar efeitos colaterais. Por este motivo, o uso de plantas e
frutos com tal atividade, poderia contribuir para a redugcao das doses farmacoldgicas,
atuando como coadjuvantes no tratamento e reduzindo assim, os consequentes efeitos
colaterais do tratamento. A alteragao do perfil lipidico pode ser ocasionada pelo estilo de
vida moderno, principalmente ocidental, caracterizado pela reducdo da pratica de
atividade fisica, alta ingestdo de alimentos ricos em gorduras e o baixo consumo de
vegetais, que possuem antioxidantes e fibras, os quais possuem efeitos na redugéo das
concentragdes de colesterol sanguineo e na redugédo da absorcédo intestinal de lipideos.
O individuo com hipercolesterolemia torna-se predisposto ao desenvolvimento de
doencgas cardiovasculares, sendo responsavel pela maior parte do numero de mortes

precoces em adultos por este motivo (MAIA et al, 2015).

O efeito hipolipemiante do mana-cubiu também vem sendo explorado por
pesquisas cientificas e em uma das analises para comprovar os efeitos do fruto sobre os

marcadores do perfil lipidico, avaliou-se o efeito da farinha de mana-cubiu sobre a
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lipemia de ratos hipercolesterolémicos. A administragdo da farinha do fruto reduziu as
concentragdes de colesterol total, LDL-colesterol e colesterol hepatico, e aumentou a
excrecdo de colesterol pelas fezes e o HDL-colesterol nos ratos. Os resultados
apresentados confirmam a hipdétese levantada pelo uso popular do fruto como
hipocolesterolemiante (MAIA et al., 2015). Com o mesmo intuito de comprovar a
afirmativa popular, de que o fruto seria eficaz como hipoglicemiante, Yuyama et al. em
2005, realizaram um estudo experimental com ratos, no qual os frutos previamente
despolpados, foram secos e analisados quanto a composi¢cdo centesimal, fibra
alimentar, elementos minerais e entdo administrados como suplemento alimentar na
dieta dos ratos com diabetes previamente induzida, artificialmente, com estreptozotocina
na dose de 40 mg/kg. Apds o periodo de duas semanas, os animais foram selecionados
de acordo com a concentragcdo de glicose sérica (valores superiores a 300 mg/dL) e
distribuidos em dois grupos com dez ratos em cada. A dieta base para os animais foi a
racao de caseina e variou apenas a fonte de fibra alimentar da dieta. Os resultados
demonstraram que o mana-cubiu apresentou baixo teor energético (24 kcal/100g) e
3,6% de fibra alimentar. Apds as quatro semanas de experimentos, os ratos que
receberam a fibra do fruto apresentaram uma redugédo de glicose no sangue quando
comparado com o grupo controle, sugerindo a influéncia do fruto na reducdo da

concentragao de glicose em ratos.

2.1.4. Experimentacéo animal

Acerca do diabetes e outros problemas de saude, muitos estudos vem sendo
realizados a fim de esclarecer mecanismos e consequéncias das enfermidades a saude
humana. Entretanto, a intervengao primaria para investigagdo destes efeitos e o uso de
farmacos e outros meios de tratamento, ndo sdo seguros e corretos do ponto de vista
ético para serem aplicados em humanos. Assim, inicialmente, a experimentagcao animal
€ um dos recursos mais empregados e mais eficazes para tais pesquisas. No caso do
Diabetes Mellitus, para que seja possivel a tentativa de controle e/ou tratamento, os
animais devem passar pelo processo de indugcdo da doencga para que venham a passar
pela intervencdo de testes. Para tornar os ratos diabéticos, as substancias mais

utilizadas sdo a aloxana e a estreptozotocina, sendo que a dose administrada varia
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conforme a espécie e o0 peso do animal. Tendo como base os estudos de
experimentagdo que utilizam a indugdo do diabetes, grande parte deles utiliza entre
cinco e doze animais para as analises (BRAGA, MEDEIROS e ARAUJO, 2010; DERIVI
et al., 2002; FILHO, 2009; LEME, et al., 2010; LERCO et al., 2003; OLIVEIRA, 2008;
ROCHA, 2010; SILVA et al., 2004; YUYAMA et al., 2005). A indugdo quimica do
diabetes com estreotozotocina € o modelo mais frequentemente utilizado para ratos e
sao administradas principalmente por via intraperitoneal e intravenosa. Diferentes doses
sdo descritas na literatura, variando de 35 mg/kg a 80 mg/kg, e em menor numero,
referéncias de 150 a 200 mg/kg. O principal mecanismo para promover a morte das
células beta-pancreaticas é pela alquilagao do seu DNA, tornando os animais induzidos,
em modelos de diabetes tipo 1 (RADENKOVI¢; STOJANOVIE; PROSTRAN, 2016).
Existem ainda modelos animais que abordam condi¢des ligadas ao
desenvolvimento de doengas e agravos nao transmissiveis além do diabetes, que
mimetizam quadros de resisténcia a insulina, hiperglicemia e obesidade, sdo o caso de
modelos animais de diabetes tipo 2 (DM2). A indugdo do DM2 pode ser realizada pela
administracédo de glicocorticoides, com o uso de doses frequentes que elevam a
concentragcdo plasmatica desses horménios e a responsividade a bloqueios
farmacoldgicos. Uma vez causada a resisténcia periférica a insulina, hipertensao arterial
e aumento da atividade geral do sistema nervoso simpatico, sdo observadas condi¢des
semelhantes aos individuos diabéticos tipo 2. Administracdo neonatal de glutamato
monossédico é outro método para promover o DM2 em animais, gragas ao efeito
neurotéxico que causa lesdao do nucleo arqueado do hipotalamo. Assim, ha menor
producédo de GH, hipercorticosteronemia, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, resisténcia a
insulina, menor atividade da proteina transportadora de GLUT 4, menor atividade de
tecido adiposo marrom e maior deposicao de gordura visceral. Desta forma, representa
bem as complicagcdes do DM 2 e as complicagbes metabdlicas da obesidade. Estas vias
de inducdo permitem o estudo do fator dietético apdés a instalacdo da condigéo
patolégica, possibilitando o estudo da relagdo entre o consumo/intervengdo e o
prognostico da doenga instalada. Modelos animais resistentes a insulina também podem
ser instituidos por mudancas no padrao alimentar, substituindo a sacarose da dieta

comercial padrao (AIN-93) por frutose. Esta alteragcdo desencadeia eventos metabdlicos
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que inibem a enzima fosfofrutoquinase e a via glicolitica e apds curto periodo de tempo é
possivel observar mudangas metabdlicas como hipertrigliceridemia, resisténcia insulinica
e hipertenséao arterial. A dieta de cafeteria € outra forma de induzir estas alteragdes por
via dietética, sua aplicabilidade em estudos cientificos possibilita estudo dos padrbes de
consumo, por exemplo (COSTA et al., 2014).

Dentre as espécies mais utilizadas em experimentos, os ratos (Rattus norvegicus
albinus) da linhagem Wistar sdo os mais citados pelos autores, primeiramente por
apresentarem DNA mais semelhantes ao DNA humano e também por serem
considerados mais resistentes aos experimentos (MATTARAIA; MOURA, 2012). Ratos
também sdo de uma das espécies de mais facil manutengcdo e menor custo para serem
empregados em experimentos, principalmente pelo tamanho dos animais, que acabam
por reduzir o espaco fisico necessario. Além disso, a espécie é bastante compativel com
mudancas na dieta, aspecto importante para experimentagao nutricional. Ha décadas,
pesquisas tém definido as necessidades nutricionais de ratos e é relativamente facil
desenhar um experimento em que a dieta € modificada para atender requisitos para
testar os efeitos dos componentes individuais e nutricionais. No entanto, existem
algumas desvantagens Obvias: eles possuem vida curta e, por isso, ndo séao
susceptiveis a algumas das doencas crénicas associadas ao envelhecimento, como os
seres humanos, doencas cardiovasculares, por exemplo. Mas esta € uma area de
pesquisa em que a experimentacdo animal obteve alguns dos mais significativos
resultados que contribuiram para a compreensao da relacdo entre dieta e algumas
doengas (LOVEGROVE et al., 2015).
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2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. MATERIAL

Os frutos foram adquiridos em maio de 2016, na Associagdo dos Pequenos
Produtores Rurais de Antonina —-PR (ASPRAN), situada na estrada Rio Pequeno, s/n,
Cachoeira, no municipio de Antonina, no litoral do estado do Parana, Brasil (Latitude 25°
16’31” S e Longitude 4° 41'55” O), totalizando a quantidade de 25kg. O transporte foi
feito com o acondicionamento dos frutos em caixas isotérmicas até o laboratério de
Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal do Parana.

A autorizacdo de acesso ao patriménio genético com numero 010004/2015-7
esta em anexo (ANEXO 1). O material foi previamente identificado no Museu Botanico
de Curitiba mediante depdsito de uma exsicata no Herbario Municipal sob o numero
379033 (ANEXO 2). O presente estudo pertence ao projeto “Qualidade Nutricional e
Fitoquimica de Frutos da Sociobiodiversidade” aprovado pelo Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico (CNPqg 010004/2015-7), que busca a

promocao do consumo de frutos brasileiros.

2.2.2. METODOS
2.2.2.1. Caracterizagao dos frutos

ApoOs prévia higienizagdo com hipoclorito (200ppm), a analise fisica dos frutos
coletados foi realizada primeiramente a partir da pesagem individual de 25 unidades de
frutos, os quais foram identificados conforme seu estadio de maturagao e classificados
conforme a intensidade da ocorréncia de defeitos. Para pesagem foi utilizada uma
balanga analitica (Adventurer AR2140®), com especificidade de duas casas decimais e
as dimensdes dos frutos, obtidas em paquimetro com precisdo de 0,01mm (Lee Tools
684132®), assim como a determinagcdo do diametro longitudinal e do diametro
transversal, expressas em milimetros. Estas avaliagcbes foram realizadas em ftriplicata.
Para cada determinacdo realizada foram calculados os valores minimos e maximos,
média, mediana e desvio padrao.

A classificagdo segundo o estadio de maturacao foi realizada de acordo com a

coloracdo. Frutos considerados verdes sdo aqueles de coloragdo predominantemente
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verde; os parcialmente verdes, com até 50% desta coloragao; frutos amarelos com a cor
amarela em sua totalidade; frutos considerados no estadio intermediario grau 1
(intermediario1) sdo aqueles com até 50% da casca de coloragdo amarela/alaranjada; o
grau intermediario 2, com mais de 50% alaranjado e os maduros, com 100% da casca
de coloragao alaranjada com tonalidade mais escura.

A intensidade da ocorréncia de defeitos foi convertida em porcentagem de
acordo com a incidéncia destes defeitos em relagdo a quantidade total de frutos
avaliados. Os defeitos considerados foram: ocorréncia de manchas, deformacodes, danos
mecanicos ou sinais de apodrecimento (FAO/INFOODS, 2003). Apds a caracterizagao
da amostra e sequente classificagao dos estadios de maturagao, o total de frutos (25kg)
foram separados em casca, polpa, semente e residuos para avaliagdo do rendimento,
sendo que parte dos frutos foram mantidos com a casca, referente a fragao “polpa com
casca’. Todas as etapas da metodologia estdo descritas no delineamento apresentado
na FIGURA 3.

FIGURA 3 — DELINEAMENTO DO ESTUDO

* 25kg em diferentes estadios de
Coleta dos maturacao coletados pela

frutos Associacéo dos produtores rurais de
Antonina - PR

* Armazenamento em caixa isotérmica
a8°C

* Transporte até o laboratorio com
duragao de 2 horas

Transporte

Remocéo das » Retirada de galhos e folhas
sujidades » Remogao do pendunculo
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Caracterizacao * Umidade, cinzas, acidez e pH
fisico-quimica * Proteinas, lipideos e agucares totais
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* Polpa com semente
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etanolicos
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ratos com diabetes induzida

FONTE: A autora (2018).
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2.2.2.2. Caracterizagao fisico-quimica

Para realizagao das analises fisico-quimicas foram utilizados os frutos do estadio
de maturagdo grau 2, estadio preliminar ao maior grau de maturagdo para consumo.
Dentre as analises realizadas estdo a determinagcao de cinzas, solidos totais, umidade,
lipideos, proteinas, acidez, pH e agucares totais.

A determinacdo de cinzas foi determinada pelo método de residuo por
incineragao; solidos totais, por refratometria gravimétrica; umidade pelo método de
secagem direta em estufa a 105°C; lipideos por extracado direta Sohxlet; Acidez e pH
determinadas pelos métodos oficiais (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985). A
determinacgao de agucares totais foi realizada pelo método quimico classico (SOMOGYI,
1945; NELSON, 1944). A quantificacdo de proteinas foi realizada pelo teor de nitrogénio
total das amostras, foi utilizado o fator de 5,75 para conversdo de nitrogénio em
proteinas, conforme método AOAC (AOAC, 2005).

2.2.2.3. Obtencao dos extratos

Os extratos da casca e da polpa do fruto foram obtidos a partir de metodologia
descrita por Carvalho (2001). O extrato bruto etandlico de cada uma das partes foi obtido
em aparelho de Soxhlet, utilizando alcool etilico 80% como solvente, a partir do pé do
fruto, liofilizado previamente. Apds a adicdo da amostra e de alcool etilico no Soxhlet,
todo o sistema foi levado ao aquecimento (80°C) e deixado em refluxo continuo por
aproximadamente 6 horas para que o solvente pudesse realizar uma adequada extracao
dos compostos bioativos do fruto. O filtrado dos extratos foi concentrado em banho-

maria a 60°C e utilizado para as analises seguintes.

2.2.2.4. Atividade Antioxidante
2.2.2.41. Capacidade de reducao do radical DPPH

A analise foi realizada de acordo com o método adaptado de Mensor et al.
(2001), o qual avalia a atividade sequestradora do radical livre 2,2 - difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH), de coloragdo purpura que absorve a 518 nm. Por acdo de um
antioxidante ou uma espécie radicalar (Re), o DPPH é reduzido formando difenil-picril-

hidrazina, de coloracdo amarelada, com consequente desaparecimento da absorgao,



34

podendo ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A porcentagem de atividade
antioxidante foi determinada a partir dos resultados obtidos. Foi preparada uma solucéo
de DPPH minutos antes do ensaio a 0,03 mmol/mL em metanol absoluto. Foram
preparadas sete diluigbes de cada amostra, com concentragdes que variaram entre 50
Mg/mL a 950 pg/mL e, em seguida, foram pipetados 142uL de cada amostra, em
triplicata, em uma microplaca de 96 pocos e adicionados 58uL da solugcdo de DPPH.
Para cada amostra foi preparado um branco com 142 uyL da solucdo de cada
concentragcdo da amostra e 58 pyL de metanol. Paralelamente foi realizado um controle
negativo com 142 uL de metanol e 58 pL de DPPH. Como padrées foram utilizados a
vitamina C (1,6 a 8 yg/mL) e a rutina (2,0 a 12 yg/mL). Apés 30 minutos em ambiente
escuro, a absorbancia (Abs) das soluc¢des foi medida em 518 nm e, em seguida, a

porcentagem da atividade antioxidante (AA%) calculada através da férmula abaixo:

AA% = 100 — (Abs amostra — Abs branco) Abs controle

Foram calculados os valores da concentracdo necessaria para exercer 50% da
atividade antioxidante (CEso) em grafico, onde a abscissa representa a concentragdo da
amostra e a ordenada é a média da AA% das amostras de cada concentracdo. Através
dos pontos, foi tragada a linha de tendéncia e obtida a equacao da reta, tanto para os
padrdes, quanto para as amostras. Esta equagao, do tipo y = ax + b, serviu de base para

determinacgao do valor de CEso.

2.2.2.4.2.Formacao do complexo fosfomolibdénio

O teste de complexacéao pelo fosfomolibdénio foi realizado de acordo com Prieto,
Pineda e Aguilar (1999), neste método é possivel avaliar a capacidade antioxidante dos
componentes lipofilicos e hidrofilicos. A técnica baseia-se na redu¢céo do molibdénio VI a
molibdénio V, pela amostra analisada, formando um complexo fosfato-molibdénio V, de
coloragao verde quando em pH acido, o qual é determinado espectrometricamente a 695
nm. Para a reacao de formacgido do complexo, o reativo foi preparado no dia da analise,
sendo composto pela solugao com fosfato de sodio 0,1M (28 mL), molibdato de amdnio

0,03M (12 mL) e acido sulfurico 3M (20 mL), o volume das solugdes foi completado com
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agua para 100 mL. As solugbes padroes de vitamina C e rutina, além das amostras
testadas, foram preparadas na concentracdo de 200 ug/mL de metanol. Em um tubo de
ensaio, foi pipetada uma aliquota de 0,3 mL de cada amostra, com mais 1 mL de reativo.
Para o branco foram utilizados 0,3 mL de metanol e 1 mL de reativo. A analise foi
realizada em triplicata para todas amostras. Os tubos foram fechados e colocados em
banho-maria a 95°C por 90 minutos e depois resfriados até atingir a temperatura
ambiente. A leitura das absorbancias (Abs) foi realizada em espectrofotometro UV da
marca Shimadzu®, modelo UV-1601 PC, em 695 nm. Os resultados foram expressos
como atividade antioxidante relativa (AAR%) da amostra em relacdo a vitamina C e
rutina. As seguintes férmulas demonstram o calculo de atividade antioxidante

comparativamente a rutina e vitamina C.

AA% em relacdo a Rutina = Abs (amostra) — Abs (branco) x 100 Abs (rutina) — Abs

(branco)

AA% em relacao a Vitamina C = Abs (amostra) — Abs (branco) x 100 Abs (vitamina C) —
Abs (branco)

2.2.2.4.3. Atividade antioxidante pelo método ABTS

A atividade antioxidante pelo método ABTS [2,2° — azinobis - (3-
ethylbenzothiazoline-6- sulfonic acid)] foi feita conforme a metodologia descrita por
Rufino et al.(2007). O radical ABTS foi formado pela reagado de 5 mL da solugdo ABTS.+
7mM com 88 uL da solucéo de persulfato de potassio 140mM, incubados a temperatura
de 25°C e na auséncia de luz, durante 16 horas. Uma vez formado, o radical foi diluido
com etanol P.A. até a obtencdo do valor de absorbancia de 0,700£0,020 a 734nm. Para
a curva de calibragdo preparou-se uma solugdo padrao de Trolox, um antioxidante
sintético analogo a vitamina E, na concentragédo 2 mM. Primeiramente, diluiu-se 25 mg
deste composto em alcool etilico até completar o volume para 50 mL em balédo
volumétrico. A partir desta solugao, foram preparadas em baldes volumétricos de 10 mL,
solugdes variando a concentracédo de 100 a 2000 uM. Em ambiente escuro, transferiu-se

100 pL de cada solugao de trolox para tubos de ensaio, contendo 10 mL da solugéo do
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radical ABTS. A leitura foi realizada apés 6 minutos da mistura. O alcool etilico foi
utilizado como branco na calibragcdo do equipamento. Sendo assim, plotou-se as
concentragdes de Trolox (UM) no eixo x e as respectivas absorbancias no eixo y e
calculou-se a equacgao da reta.

A determinacdo da atividade antioxidante total nos extratos foi feita a partir do
extrato de cada por¢ao do fruto (polpa, casca e semente). Foram preparadas trés
diluicdes diferentes (1000, 25000 e 50000 mg/L), em triplicata. Em ambiente escuro,
transferiu-se a aliquota de 100 yL de cada diluicdo do extrato para tubos de ensaio com
10 mL do radical ABTS. A leitura foi feita apds 6 minutos de reacao a 734 nm, e o etanol
foi utilizado como branco. A partir das absorbancias obtidas das diferentes diluicdes dos
extratos, plotou-se a absorbéancia no eixo y e a diluicdo (mg/L) no eixo x. Em seguida,
determinou-se a equacgao da reta. O calculo da atividade antioxidante (ATT) foi feito
substituindo na equacgao da reta a absorbancia equivalente a 1000 yM do padrdo Trolox.
O valor obtido para o termo x corresponde a diluigdo da amostra (mg/L) equivalente a
1000 uM de Trolox, conforme equacgao:

y=-ax+bhb
Onde: y = Absorbancia correspondente a 1000 uM de trolox

x= diluicdo da amostra (mg/L) equivalente a 1000 uyM de Trolox

A partir do resultado encontrado (x) na primeira equagao, dividiu-se por 1000 pra
ter o valor em g. Conforme equagao:
X (g) =x/1000

2.2.2.4 4. Determinacéao de fendlicos totais

A determinacao de fendlicos totais foi realizada pelo método adaptado de Folin-
Ciocalteau (SINGLETON; ROSSI, 1965) em que o acido galico é utilizado como padréo
de referéncia. Neste método ocorre a redugdo do reagente pelos compostos fendlicos
das amostras, formando um complexo de coloragao azul. Aproximadamente 0,1g de
cada amostra (casca, polpa e semente) foram adicionados de 10mL de metanol em
tubos tipo Falcon para centrifugacdo durante 5 minutos. Apds, o procedimento foi

repetido uma segunda vez. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e as amostras foram
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transferidas para um baldo de 25mL e completado com metanol. Aliquotas de 20uL de
cada amostra foram pipetadas em triplicata em uma microplaca de 96 pogos com 130 pL
de agua destilada, 20 pL de reagente Folin-Ciocalteau e 30 pyL de carbonato de sodio
(Na2COs3) a 7,5% (m/v). Para o branco foram pipetados 20 uL de agua destilada em
substituicdo a amostra. As amostras foram conduzidas a banho de 37°C por meia hora e
a leitura de absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro utilizando comprimento de
onda de 765 nm. A quantificacdo de fendlicos totais nos extratos foi feita em triplicata e

os resultados foram expressos em mg AG/100g de fruto.

2.2.2.4.5. Determinacéao de flavonoides totais

A determinacéo de flavonoides dos extratos foi realizada conforme metodologia
adaptada de Meda et al. (2005). Foram pipetados 100 ul de agua destilada para o
branco e em triplicata foram pipetados 100 pl de cada ponto da curva padrdo de
quercetina e amostras. Posteriormente, foram acrescentados 100 ul de cloreto de
aluminio 2%, realizada agitacdo e permanecendo em temperatura ambiente por uma
hora. A leitura foi realizada em espectrofotémetro a 420nm. O resultado foi calculado

como equivalente de quercetina (QE).

2.2.2.5. Analise de toxicidade preliminar

Foram adquiridos os ovos de crustaceo da espécie Artemia salina e a técnica
utilizada para o ensaio foi realizada conforme metodologia citada por Meyer et al. (1982).
Os ovos do microcrustaceo foram eclodidos em agua salina, preparada com 14,31 g de
sal marinho dissolvido em 400 mL de agua destilada. Para esta volume, foram
adicionados 200 mg dos ovos do microcrustaceo. O pH foi mantido entre 8 e 9 e a
temperatura foi controlada entre 27°C e 30°C. A solugédo foi mantida sob agitacao e
aeracao constante por 48 horas, além de iluminagcdo (20 W) sobre o recipiente. A
solugcao com o extrato foi preparada com as fragdes em concentragcées de 1000 uL/mL,
500 pL/mL, 100 yL/mL e 10 yL/mL, todos em triplicata. Foram colocados 10 Artemias em
cada frasco para possibilitar, posteriormente, a visualizagdo dos microcrustaceos vivos.
Os frascos com as solucbes foram colocados em estufa para total eliminacdo do

solvente (metanol), inclusive o controle, apenas com o solvente utilizado na dissolugao
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das amostras. Apos total evaporacao, os microcrustaceos foram adicionados ao frasco
com uma pipeta Pasteur. Apds 24 horas, foram observados o numero de Artemias vivas
e mortas em cada uma das concentragdes analisadas. Por fim, foi calculada a dose letal
meédia (DLso). As fragbes foram consideradas ativas quando DLso foi menor que 1000
pug/mL (MEYER et al., 1982).

2.2.2.6. Efeito hipoglicemiante in vivo

Inicialmente foi realizada uma etapa piloto para avaliagdo da viabilidade e
otimizagdo da metodologia. Nesta etapa foram utilizados 18 ratos Wistar albinos machos
com aproximadamente 60 dias de vida e pesando em torno de 250 gramas,
provenientes do biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Parana. O projeto foi aprovado para execucdo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA), (ANEXO 3). Todos os animais passaram por um periodo de
ambientacdo de quinze dias apds a chegada ao laboratério de experimentagdo. Neste
periodo os animais ndo foram submetidos a qualquer procedimento experimental,
apenas pesagem e afericdo da glicemia a titulo de comparagao posterior aos resultados
obtidos nas semanas de intervengdo. Os ratos foram mantidos em grupos de trés
animais por caixa, separados aleatoriamente, de forma que cada caixa representasse
um grupo experimental, totalizando assim, seis caixas.

Os grupos experimentais foram categorizados da seguinte forma: Grupo 1:
saudavel nao intervencéo (grupo controle, recebeu apenas dieta com ragdo comercial
AIN-93); Grupo 2: diabéticos ndo intervengdo (ratos com a doencga induzida que
receberam dieta com ragcao comercial AIN-93); Grupo 3: Diabéticos com intervencéao
receberam extrato do fruto inteiro na concentracdo de 100mg/kg; Grupo 4: Diabéticos
com intervencgao que receberam o extrato do fruto inteiro na concentragdo de 200mg/kg;
Grupo 5: Diabéticos com intervencdo receberam extrato do fruto sem casca na
concentragao de 100mg/kg; e por fim, Grupo 6: Diabéticos intervengao, que receberam o
extrato da casca de mana-cubiu na concentragdo de 20mg/kg.

Durante as seis semanas em que 0s animais permaneceram no laboratério
(duas semanas de ambientagdo e quatro de intervencéo) todos os animais receberam

agua e racao comercial AIN-93 (Nuvilab - Quimtia®) ad libitum. A temperatura foi
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controlada e mantida entre 21 e 23°C, assim como o ciclo claro-escuro de 12-12h,
controlado por timer. Quinze animais do total de dezoito (todos os grupos, exceto grupo
1 — controle saudavel) foram induzidos ao diabetes tipo 1 com uma unica aplicagdo de
estreptozotocina (STZ), dissolvida em tampao de citrato 2% com pH®, via intraperitoneal
(i.p.), em uma dose de 60mg/kg de peso para cada animal. Todos os ratos, incluindo o
grupo controle saudavel, foram submetidos ao jejum de 24 horas, previamente a
indugdo. Apds 72 horas da aplicagao de STZ, foi avaliada a glicemia capilar, utilizando
um glicosimetro portatil (FreeStyle Freedom Lite, Abbott®) e a confirmagao do diabetes
se deu pelos niveis de glicemia superiores a 200 mg/dl (YOSHINO et al., 1989).

Os extratos utilizados para administragdo via gavagem esofagica nos grupos
intervencédo foram produzidos em uma uUnica etapa para evitar possiveis alteragdes do
processo de extragdo, sendo utilizados apenas frutos liofilizados de estadio de
maturacao intermediario 2 e alcool etilico 80% como solvente, com posterior evaporagao
do mesmo. Desta forma, o extrato em estado soélido foi pesado semanalmente, conforme
a dose por quilo de peso para cada animal e entdo ser dissolvido em 0,5 ml agua
destilada, conforme metodologia adaptada de GANDI e RAO, 2015. Os extratos foram
mantidos sob refrigeracao (4°C) até o momento de preparo e administragcdo. As doses
estabelecidas, de 100mg/kg e 200mg/kg para o fruto inteiro; 100mg/kg para a polpa; e
20 mg/kg para a casca do fruto, foram estabelecidas por calculos de correlagao para a
quantidade consumo humano possivel de ser consumida diariamente. Ou seja, as doses
dos extratos do fruto inteiro (100 e 200 mg/kg) equivalem ao consumo de 2 e 4 frutos
inteiros por dia para um individuo de aproximadamente 70kg, respectivamente; a dose
do extrato da polpa, também equivale ao consumo de 2 frutos sem a casca/individuo de
70kg/dia; e o extrato da casca, equivale ao consumo de 2 colheres sopa da casca do
fruto, ou 30g, por dia para 0 mesmo indviduo.

Os animais pertencentes aos grupos controle, tanto diabético, quanto saudavel,
nao receberam nenhum extrato. Porém, também foram submetidos ao procedimento de
gavagem, utilizando apenas agua destilada na administragéo, a fim de evitar resultados
discrepantes no controle glicémico devido a exposicdo dos animais ao estresse. A
gavagem foi realizada diariamente, entre as 9h e as 11h, durante 28 dias (FIGURA 4). Ao

final deste periodo, os ratos foram eutanasiados sob anestesia com solugdo de cetamina
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10% e xilazina 2% (150mg/kg e 15mg/kg respectivamente), para posterior coleta dos
materiais biolégicos e realizagdo de analises histologicas e bioquimicas.

Na segunda etapa de experimentagdo, 36 animais foram solicitados ao biotério
com as mesmas caracteristicas dos animais da etapa piloto. Os ajustes realizados para
a segunda fase do experimento foram: a dose da medicagao para indugao do diabetes,
reduzida para 50mg/kg; a inclusdo do jejum de 2 horas previamente a gavagem,
diariamente; a utilizagdo da curva glicémica no vigésimo primeiro dia de experimento,
para avaliacdo do efeito imediato do extrato na glicemia; e o controle de consumo de

alimento e agua realizado duas vezes por semana.

FIGURA 4 — DELINEAMENTO DO EXPERIMENTO in vivo
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B- Campo aberto

FONTE: A autora (2018).

2.2.2.6.1. Analises Bioquimicas

A coleta de sangue foi realizada por pungao cardiaca no momento da eutanasia,
com os animais previamente sedados. Cerca de 2 mL do sangue coletado foi mantido
em tubo de coleta com EDTA e enviado para analise de hemoglobina glicada em
laboratério externo imediatamente apds a coleta. Outros 2 mL da amostra coletada foram
centrifugados a 3500RPM durante 15 minutos para separagéo do soro com auxilio de
micropipeta. Os demais exames bioquimicos foram realizados no laboratério de Analises

Clinicas do Departamento de Farmacia de Universidade Federal do Parana, nos grupos
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controle, diabéticos n&o tratados e diabéticos tratados com os extratos. As amostras
foram mantidas congeladas a -18°C até o momento de analise. O soro utilizado para
realizacao dos exames bioquimicos foi descongelado e pipetado (200 ul) em ependorffs
acondicionados na raque de leitura do equipamento (CobasMira - Roche ®). Para os
testes de glicemia, triglicerideos e colesterol total foram utilizados os kits comerciais com
monoreagentes. AST, ALT, creatinina e uréia, birreagentes, em uma propor¢ao de 2:1 de
cada reagente e homogeneizados, conforme indicagao do fabricante. Para determinagéo
dos valores de colesterol HDL foi realizada anteriormente de maneira manual a fase de
precipitacdo com o kit comercial LabTest®. Colocou-se 150 ul de soro de cada amostra
em um tubo de ensaio de vidro para hemolise com 150 pl de precipitante e agitado por
30 segundos em agitador de tubos e centrifugado a 3500RPM durante 15 minutos para
precipitacdo das lipoproteinas de baixa densidade. O sobrenadante foi entdo utilizado
para determinacdo dos valores de HDL colesterol com o mesmo kit de determinagao
para colesterol total. A glicemia foi determinada pelo método glicose oxidase/peroxidase
(GOD/PQOD), utilizando o kit disponivel comercialmente pela empresa LabTest®. Para as
dosagens de hemoglobina glicada, o método utilizado foi por cromatografia liquida de
alta performance (HPLC). Triglicerideos, com o método enzimatico colorimétrico. Para
avaliacado da funcao renal e hepatica, foram utilizados os kits comerciais LabTest®.
Uréia, AST e ALT, realizadas pelo método cinético ultravioleta e creatinina pelo método
cinético de dois pontos. Todos os exames bioquimicos, com excegao da hemoglobina
glicada, foram realizados no aparelho COBAS®. Para determinacao dos valores séricos
de LDL-colesterol, colesterol ndo-HDL e VLDL foram utilizadas as seguintes formulas:

VLDL= Triglicerideos / 5

LDL= colesterol total — (HDL + VLDL)

Colesterol ndo-HDL= total - HDL

2.2.2.6.2. Analise Histopatoldgica
Os tecidos hepatico, renal, pancreatico, cardiaco, pulmonar e do baco foram
dessecados apos a eutanasia e pesados em balanca semianalitica. As analises

histopatologicas foram realizadas segundo metodologia de RIBEIRO, FILHO e
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GROTZNER (2012), apenas com os tecidos do figado, rim e pancreas, através da
coloracao H.E. (hematoxila/eosina), utilizando apenas parte do tecido total coletado dos
animais. Para técnica histopatolégica, as amostras de tecidos hepatico, renal e
pancreatico foram coletadas e cortadas em tamanho equivalente a um tergo do tamanho
total de cada 6rgédo. O acondicionamento em fixador ALFAC foi mantido por 16 horas,
em um volume equivalente a 5 vezes o volume das pegas histologicas. No dia seguinte,
retirou-se o fixador e a conservacgao foi feita em alcool 70% até o preparo para inicio das
analises. O fixador ALFAC foi preparado uma hora antes de ser utilizado, sendo
composto de 85ml de alcool 80%, 10ml de formaldeido P.A. e 5ml de acido acético
glacial, para um rendimento de 100ml.

As pecas histologicas foram mantidas em alcool 70% até o dia anterior ao
processamento das mesmas, neste momento o alcool 70% foi removido dos frascos e
substituido por alcool 80%, dando inicio ao processo de desidratagéo.
Consequentemente, apds 1 hora em alcool 80%, as pegas permaneceram por mais 1
hora em alcool 85%, posteriormente, substituido por alcool 90% pelo mesmo periodo de
1h e finalmente mantido em alcool 95% overnight. No dia seguinte, o alcool 95% foi
substitui pelo alcool P.A., permanecendo por 1h e substituido novamente por alcool P.A.
para entao dar inicio ao processo de processamento do material analisado.

Os tecidos foram mantidos por 30 minutos em xilol e transferidos por mais 15
minutos para outro banho de xilol, até ser possivel observar as extremidades das pecas
translucidas, processo conhecido como diafanizagdo, ou seja, remogao das impurezas.
A etapa seguinte consistiu em manter as amostras teciduais em parafina (em estado
liquido) por 60 minutos na estufa a 60°C, para entao incluir novamente parafina e manter
por mais 90 minutos em estufa a 60 ‘C. Para inclusdo das amostras, foram utilizadas
formas de papel previamente identificadas com a marcagéo de cada peca e completadas
com parafina até um terco de sua capacidade, os tecidos foram retirados dos recipientes
em que foram mantidos na estufa e transferidos, com o auxilio de uma pinca, para as
formas de papel, posicionados no centro e com a maior superficie voltada para cima.
Para secar a parafina, as formas de papel com as amostras foram mantidas em
temperatura ambiente até o dia seguinte. Para prismar os cubos enrijecidos de parafina

contendo as amostras, foi utilizada uma faca para retirar as bordas e o restante do
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parafina ao redor do tecido foi derretido utilizando uma chapa de metal aquecida por
lamparina.

A microtomia foi realizada ap6s a fixagéo dos cubos de parafina ja prismados em
madeira, para dar suporte ao microtomo e segurar a pega para o corte. A fixagcdo do
cubo na madeira foi feita com o derretimento da superficie inferior do cubo, com uma
lamparina, e fixado ainda quente na madeira, mantido em geladeira para enrijecer
novamente. O micrétomo foi ajustado para corte na espessura de 5 micrometros e a fita
contendo a amostra foi fixada na lamina utilizando albumina 10%. Finalmente, para
concluir o preparo das laminas para analise, foi realizada a bateria de coloracao.
Primeiramente as laminas foram posicionadas no suporte de coloragdo, e mapeadas
conforme sua localizagdo no suporte, para posterior identificagdo, que inevitavelmente é
apagada durante o processo de coloragao.

Ao finalizar a bateria de coloragdo, que utiliza concentragbes variadas de
imerséao em alcool e xilol, as laminas foram retiradas uma a uma e identificadas
novamente conforme o mapeamento prévio. A laminula foi posicionada sobre as
amostras, com adi¢ao de uma gota do meio de montagem Permount (Fisher Scientific®).
O preparo das laminas e sua coloragdo foram realizadas no laboratério de biologia
celular do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana. A analise
das laminas foi realizada pelo Departamento de Anatomia Patolégica da Universidade

Federal do Parang, através de microscopia optica.

2.2.2.7. Testes de comportamento animal

Dois testes comportamentais foram realizados com cada um dos animais dos 6
grupos pertencentes ao estudo. Primeiramente, na terceira semana de experimento foi
realizado o teste para avaliagdo do comportamento tipo ansioso através do teste do
labirinto elevado em cruz, segundo metodologia de Walf e Frye (2007). Foi utilizado um
aparato de madeira e férmica, dois bragos abertos (50cm x 10cm), dois bragos fechados
(50cm x 10cm x 40cm), com uma area de juncéo central (10cm x 10cm) e suspenso a
50cm do chéo. O rato foi colocado na jungéo dos bragos, de frente para o brago fechado
e foram contabilizados 5 minutos para exploracédo do aparato, enquanto eram feitas as

filmagens para posterior contabilizacdo do tempo de permanéncia em cada um dos
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bracos abertos e fechados. Foi considerada a entrada do animal em um dos bracos
quando as quatro patas encontravam-se dentro do brago e a saida, quando duas das
patas foram retiradas do braco. Entre cada sessao o aparato foi limpo com alcool 10%
para remogao de possiveis odores.

Na semana seguinte, ultima semana de experimento, o teste de campo aberto
foi realizado. A duracao, assim como no teste anterior, também foi de 5 minutos, tempo
pelo qual o animal permaneceu sobre o aparato de madeira circular, com paredes de
acrilico brancas. Cada rato foi colocado no centro do aparato e durante o periodo de
tempo em que permaneceu em seu interior foram registradas as seguintes variaveis:
tempo gasto na zona central; tempo gasto na zona periférica € 0 nimero de entradas em
ambas as areas que sao delimitadas no piso do aparato com linhas pretas. Entre cada
sessao, foi feita higienizagao do aparato com alcool 10% e todo o teste foi filmado para

analise posterior ao momento do teste (MATHEUS et al., 2016).

2.2.2.8. Analise estatistica

O software GraphPad Prism 5.0 foi utilizado para as analises estatisticas deste
estudo. Os resultados foram avaliados pelo teste de analise de variancia (ANOVA) com
comparagao de médias através do teste de Tukey (p<0,05). Para os resultados
experimentais de monitoramento semanal de peso e glicemia, foi realizado o teste
ANOVA de duas vias, seguido de Bonferroni (p<0,05). Nos testes de comportamento do
animais o teste Kruskal-Wallis, seguido de Dunn foram adotados (p<0,05). Os dados
obtidos nos ensaios de atividade antioxidante foram analisados pelo test T de Student
(p<0,05). O teste de correlagdo de Person foi utilizado para correlacdo entre os
resultados obtidos nas analises de determinagao de fendlicos totais e ABTS (p<0,05). O
método estatistico Probitos foi adotado para os resultados de toxicidade preliminar, a
partir da determinagao dos valores da dose média letal (DLso), com 95% de intervalo de

confianga.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DAAMOSTRA

O dimensionamento da amostra coletada foi realizado com 25 unidades dos
frutos, escolhidas aleatoriamente no momento da higienizacdo. A média de peso das 25
unidades foi de 79,3 g £ 23,14 (TABELA 1). O didmetro maximo, que corresponde a
maior medida entre as extremidades do fruto, no sentido horizontal, teve uma média de
5,42cm, enquanto o didmetro minimo, menor medida entre as mesmas extremidades, foi
de 4,12 cm, apresentando portanto, a média de 4,77 cm entre esses valores. A altura,
distancia entre as extremidades do fruto no sentido vertical, foi de 5,43 cm.

Sereno et al. (2018), em estudo com o mana-cubiu também cultivado no litoral
do estado do Parana, caracterizou o dimensionamento dos frutos utilizados em seu
estudo para determinagao de carotenoides e minerais. Os autores encontraram diametro
minimo de 4,95 cm e maximo de 6,04 cm, com média de 5,49 cm. Resultados proximos

aos encontrados neste estudo.

TABELA 1 - DIMENSIONAMENTO DA AMOSTRA

Dimensionamento Média e DP*

Peso (g) 79,30 + 23,14
Diametro max (cm) 5,42 + 0,63
Diédmetro min (cm) 4,12 £ 0,51
Média diametro (cm) 4,77 + 0,54
Altura (cm) 5,43 +0,56

*Valores obtidos a partir de 25 amostras e representados como média + desvio padréo.

3.2. INTENSIDADE DE OCORRENCIA DE DEFEITOS

As mesmas 25 unidades de frutos, utilizadas para caracterizacdo da amostra
conforme rendimento foram analisadas segundo a intensidade de ocorréncia de defeitos.
Os defeitos apresentados pela amostra foram: manchas, amassados e sinais de

apodrecimento. Os frutos amassados podem ter sofrido choque mecanico durante o
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transporte ou acondicionamento nas caixas, ja as manchas e sinais de apodrecimento,
sao defeitos naturalmente esperados em frutos pelo processo de deterioracdo. Nao

foram encontrada deformagdes em nenhuma das 25 unidades dos frutos (TABELA 2).

TABELA 2 - INTENSIDADE DE OCORRENCIA DE DEFEITOS

Ocorréncia de defeitos Nuamero de frutos Percentagem*
Manchas 2 8%
Deformacodes 0 0%
Amassados 3 12%
Apodrecimento 2 8%
Total 7 28%

*Valores obtidos a partir de 25 amostras e representados em nimero total e porcentagem.

3.3. RENDIMENTO

O rendimento de cada parte do fruto foi calculado conforme a quantidade total de
frutos coletada, ou seja, 25kg. Apds o descascamento manual e separagdo da semente,
foram pesadas as partes (polpa; casca; polpa com casca, porgao dos frutos que nao
passou pelo descascamento; semente; e residuo, composto de pedunculo e partes com
avarias). O peso de cada fracado foi categorizado segundo estadio de maturacéo,
classificado conforme a coloragédo da casca (FIGURA 5). No GRAFICO 1 é possivel
verificar que aproximadamente 6% do peso dos frutos era constituido por residuos. Se
considerarmos a porgao de polpa com casca, seguindo a quantidade média de polpa e
casca, separadamente das fragdes contabilizadas, obtém-se o rendimento total de 14%
de cascas e 43% de polpa, para a mesma quantidade de semente (43%), compondo as
proporgdes de um fruto inteiro, segundo as caracteristicas de rendimento para esta
amostra.

Em estudo com o mesmo fruto, outros autores encontram rendimentos de 3, 11 e

86% para o pedunculo, casca e polpa, respectivamente (SERENO et al. 2018).
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FIGURA 5 — ESTADIOS DE MATURAGAO DO MANA-CUBIU

Legenda: Mana-cubiu em seus diferentes estadios de maturagéo. Da esquerda para direta: Fruto verde,
parcialmente verde, amarelo, intermediario 1, intermediario 2 e maduro.
FONTE: A autora, 2018.

GRAFICO 1 - RENDIMENTO POR PARTES DO FRUTO IN NATURA SEGUNDO ESTADIO DE

MATURACAO
45%
40%
35%
20% ® Polpa
25% B Casca
20%
B Polpa com casca

15% H H
10% L L = Semente

5% | Residuo

0% T

VERDE PARC. AMARELO INT 1 INT 2 MADURO
VERDE

Legenda: Resultados expressos em porcentagem. Estadios de maturacdo: Fruto verde, Parcialmente
verde (Parc. Verde), Amarelo, Intermediario 1 (INT1), Intermediario 2 (INT2) e maduro.
FONTE: A autora, 2018.



48

3.4 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

Os resultados obtidos nas andlises fisico-quimicas foram similares aos ja
encontrados por outros autores. Neste estudo, os resultados variaram para as diferentes
fracdes, sendo a fracdo da semente a que apresentou maior teor de lipideos, 2,6g,
conforme apresentado na TABELA 3. Na determinacdo de lipideos no estudo de
Yuyama (2007), valores entre 0,3 a 1,8g foram encontrados. O teor proteico também foi
maior para a fragdo da semente, com o valor de 1,099 de proteinas em 100g de fruto,
Lopes (2006) e Vieira (2010), encontraram valores de 0,82g e 0,81g respectivamente,
em analise do fruto inteiro. Neste caso, a média das partes encontradas nas trés fragées
analisadas separadamente foi de 0,77g, considerando que a porgdo menos proteica do
fruto, a polpa, reduz este teor ao ser incluida na amostra representativa do fruto inteiro.

O pH encontrado, variando de 3,16 a 4,71, contribui para a caracteristica de
sabor encontrado no fruto, com certa adstringéncia e acidez especificas, assim como o
teor determinado de agucares, relativamente baixos por se tratar de um fruto em estadio
de maturacdo intermediario, proximo ao maduro. Em comparagcdo a determinagao
realizada por Pires (2006), o resultado obtido para pH foi igual a 4,12, porém os
resultados do mesmo estudo para agucares foi de 4,669, quase o dobro do encontrado

para a fragdo com maior valor neste estudo, 2,46g.

TABELA 3 - CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DO MANA-CUBIU

Analise Polpa Casca Semente

Acidez 1,40 £ 0,02 0,07 +0,57¢ 2,96 + 0,022
pH 4,6 4,71 3,16
Proteinas (g/100g) 0,47 + 0,05¢ 0,75 + 0,04b 1,09 + 0,372
Lipideos (g/100g) 1,03+ 0,18 0,38 + 0,34b 2,59 + 0,472
Umidade (%) 6,42 £ 0,04b 12,12 £ 0,404 11,71 £ 0,282
Cinzas (%) 0,10 + 0,042 0,06 + 0,0062 0,07 + 0,0072
Acucares Totais 0,49 + 0,002a0 2,47 + 0,007p 2,46 + 0,008P
(9/1009)

Legenda: Resultados expressos em média * desvio padréo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA (p<0,05).
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3.5. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

3.5.1. Capacidade de reducéo do radical DPPH

Para a avaliagédo dos resultados da analise da atividade antioxidante pelo método
de redugao do radical DPPH, primeiramente foi calculada a porcentagem de inibigdo do
DPPH, para que fosse possivel realizar o calculo do CEso (concentragédo efetiva para
reducédo de 50% do radical DPPH), através de regressao linear. Apés, realizou-se
comparacao das amostras com os padrdes utilizados: vitamina C e rutina.

Os resultados de CEso estéo representados na TABELA 4. Os GRAFICOS 2 e 3
apresentam os pontos das concentragdes realizadas para cada amostra e controles,
com sua respectiva porcentagem de atividade antioxidante do radical DPPH.

A fracdo do extrato bruto da casca (67,41 pg/mL) foi a amostra que mais se
aproximou dos padrdes, apresentando uma atividade antioxidante superior quando
comparada a polpa do fruto. A menor concentragao efetiva para reducado de 50% do
radical, indica maior atividade antioxidante, uma vez que a amostra analizada em menor
concentragao ja apresenta boa capacidade em reduzir o radical pela metade. Assim,
quanto menor o CEso, maior capacidade antioxidante das amostras. Mascato e
colaboradores (2015) avaliaram a atividade antioxidante do extrato hidroetandlico a 70%
do mana-cubiu por este método e obtiveram o valor de 606,3 pg/mL referente a
concentragao efetiva de 50% de reducdo do DPPH em analise do fruto inteiro. No
presente estudo, foi possivel verificar o potencial antioxidante da casca de forma isolada,
que se comparada ao resultado obtido pelos autores para o fruto inteiro, mostra-se de
grande importancia.

Gongalves et al. (2013) em estudo com extrato aquoso de mana-cubiu obteve o
valor de CEso de 65,12 pg/mL, valor semelhante ao encontrado neste estudo para o
extrato etandlico da casca. Segundo estes autores, a atividade antioxidante do mana-
cubiu pode ser comprometida pelo elevado teor de ferro em sua composigdo, sendo
notoriamente inferior se comparado aos padrdes. Outra observagao pertinente, é de que

os extratos ndo sao substancias isoladas como séo os padrdes, vitamina C e rutina.

Barros et al. (2010) encontraram CEsode 447,92 ug/mL em ensaio de DPPH para

analise do morango e 597,50 pg/mL para blueberry. Tanto o morango, quanto blueberry,
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sao frutos de coloragdo avermelhada, conhecidamente antioxidantes. Comparando com
os resultados obtidos para o mana-cubiu, € possivel notar que a casca mais uma vez se
destaca pelo forte potencial antioxidante que apresentou, ja que os valores encontrados
pelos autores sdo mais proximos aos obtidos para a fracdo da polpa e muito mais
elevados que os encontrados para a casca.

TABELA 4 - CAPACIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATOS DE MANA-CUBIU PELA REDUGAO DO
RADICAL DPPH EXPRESSOS PELA CONCENTRACAO EFETIVA EM 50% (CES0).

AMOSTRA CEso (ug/mL) £ DP
VITAMINA C 4,92 +0,062
RUTINA 7,18 £ 0,07 @
CASCA 67,41 +2,99°
POLPA COM SEMENTE 496,96 + 11,86°

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05).
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GRAFICO 2 — CURVAS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUGAO DO RADICAL DPPH DOS

PADROES VITAMINA C E RUTINA
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FONTE: A autora, 2018.
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GRAFICO 3 — CURVAS DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUGAO DO RADICAL DPPH DOS
EXTRATOS ETANOLICOS DE MANA-CUBIU DA CASCA E POLPA
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FONTE: A autora, 2018.
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3.5.2. Atividade antioxidante pela reducdo do complexo fosfomolibdénio

A atividade antioxidante de cada fragdo das amostras dos diferentes extratos foi
calculada em relagao aos padrdes vitamina C, BHT e rutina, os quais apresentam o valor
de 100% em relagdo as amostras. Os resultados encontrados sao apresentados na
TABELA 5. A partir dos resultados obtidos do extrato bruto das fragbes do mana-cubiu, é
possivel observar que todas as amostras apresentam atividade antioxidante pelo método
de reducdo do complexo do fosfomolibdénio, porém, sem que houvesse diferenca
estatistica entre a casca e a polpa, evidenciando uma atividade semelhante entre ambas

as fragdes do fruto nesta analise.

TABELA 5 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELA REDUGAO DO COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO

AA em relacdo a AA em relacdo ao BHT  AA em relacdo a Rutina

Amostra Vitamina c AA(%) £ DP AA(%) = DP
AA(%) £ DP

VITAMINA C 100 @ - -

BHT - 100 @ -

RUTINA - - 100 @

CASCA BRUTO 10,27+0,56 ° 25,57+1,09 ® 35,94+1,53 ©

POLPA BRUTO 12,702,820 45,33+£10,07 ¢© 51,43+11,43°

Legenda: Letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente entre si (p<0,05), segundo teste
de variancia Anova seguida de Tukey.

3.5.3. Atividade antioxidante pelo método ABTS

Na anadlise de atividade antioxidante segundo metodologia de ABTS, os
resultados apresentados na TABELA 6 demonstram que a casca possui atividade
antioxidante maior do que as demais porgdes do fruto, polpa e semente, sendo esta
ultima a que apresentou menor atividade. Ao compararmos estes resultados aqueles
obtidos na determinagao de fendlicos totais (TABELA 7), também foi a casca, a fragao
com maior teor destes compostos. No entanto, ndo é possivel afirmar que a atividade
antioxidante encontrada na analise de ABTS refere-se ao teor de fendlicos totais, pois

outros compostos também podem apresentar tal atividade. Partindo deste principio,
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destaca-se que a semente apesar de apresentar maior teor de fendlicos totais, resultou
em uma menor atividade antioxidante pela metodologia ABTS em comparacao a polpa.

Cataneo et al. (2008) em estudo com residuo industrial de uva tipo Couderc
13, avaliou a atividade antioxidante pelo método ABTS, encontrando o valor de 80,96 uM
Trolox/g em sua anadlise. Este achado, segundo os autores, indicam que este residuo
proveniente de vinicolas € um produto com capacidade antioxidante significativa,
estando correlacionado ao teor de compostos fendlicos do fruto. Como a casca do
mana-cubiu apresentou resultados ainda maiores aos encontrados por Cataneo e seus
colaboradores nesta mesma analise, €& possivel destacar o forte potencial de
aproveitamento e consumo do mana-cubiu com esta finalidade.

O bagaco da macéd Gala em base seca, analisado por Soares (2008), também
apresentou resultados inferiores aos do mana-cubiu, com uma atividade antioxidante
equivalente a 25,46 pyM Trolox/g, ou seja, valor 3,8 vezes menor que o valor encontrado
neste estudo para a casca. Os valores de 31 e 29 uM Trolox/g foram os resultados
encontrados em estudo realizado com physalis (ROCKENBACH et al, 2008),
relativamente proximos ao primeiro autor e também inferiores aos encontrados neste

estudo.

TABELA 6 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS

Fracao do fruto ABTS (UM Trolox/g)
Polpa 39,63 £ 0,790
Casca 97,44 + 10,032

Semente 9,48 +0,61°¢

Legenda: Resultados apresentados como média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05).

3.5.4 Determinac&o de Fendlicos totais

A casca do mana-cubiu foi a por¢ao do fruto com maior concentracao de fendlicos
totais quantificada neste estudo (TABELA 7), utilizando o acido galico como padrao
(GRAFICO 4).

Na TABELA 8, é expressa a correlagcao entre atividade antioxidante por ABTS e

determinagédo de fendlicos totais segundo anadlise estatistica por Pearson Spearman,
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demonstrando que a presenca de fendlicos totais esta significativamente relacionada a

atividade antioxidante por esta metodologia.

GRAFICO 4 — CURVA PADRAO DE ACIDO GALICO PARA DETERMINAGCAO DE FENOLICOS TOTAIS

Curva Padrio Acido galico

0,4000 y = 0,0054x + 0,0986
= 0,3000 R? =0,9899
=
< 0,2000 0/./
2 e * Média
< 0,1000 ) -
Linear (Média)
0,0000 . ; )
0 20 40 60

Concentragdo (pg/mL)

FONTE: A autora, 2018.

TABELA 7- TEOR DE FENOLICOS TOTAIS DO MANA-CUBIU

Fracao do fruto

Fendlicos totais (mg/ml)

Polpa 107,05 + 42,52
Casca 412,36 + 61,6°
Semente 178,65 + 47,50

Legenda: Resultados apresentados como média

desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna

representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05).

TABELA 8- CORRELACAO ENTRE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE PELO METODO ABTS E
DETERMINAGAO DE FENOLICOS TOTAIS

ABTS

Fendlicos

Fenodlicos
ABTS

1
0,741*

0,741*
1

Legenda: Teste estatistico de correlagdo de Pearson Spearman.
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3.5.5. Determinacao de Flavonoides totais

A curva padrdo de quercetina para determinacdo de flavonoides totais esta
apresentada no GRAFICO 5. A casca do fruto apresentou maior teor de flavonoides
quando comparada a polpa (99,69 e 80,25 ug de quercetina/100mL, respectivamente),
resultados expressos na TABELA 9.

Segundo Perez-vizcaino e Fraga (2018), pesquisas com flavonoides tem se
mostrado promissoras nas ultimas décadas, principalmente quando com objetivo de
investigagdo da capacidade antioxidante. Segundo os autores, pesquisas mais
tradicionais de meados de 1990, eram realizadas relacionando este aspecto com
vitamina E, vitamina C e selénio, por exemplo. Tornando, atualmente, flavonoides e

outros polifendis novos promotores de saude.

GRAFICO 5 — CURVA PADRAO DE QUERCETINA

Curva Padrao Quercetina
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FONTE: A autora, 2018.

TABELA 9- TEOR DE FLAVONOIDES TOTAIS DO MANA-CUBIU

AMOSTRA Flavondides totais
(Mg de quercetina/100mL de amostra)x DP
CASCA BRUTO 99,69 + 11,35 @
POLPA BRUTO 80,25+ 3,86 P

Legenda: Resultados apresentados como média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05).
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3.6. TOXICIDADE PRELIMINAR

Segundo Meyer et al. (1982), a estimativa da toxicidade utilizando Artemia
Salina, microcrustaceo de agua salgada, além de ser um método frequentemente
empregado por ser de baixo custo e de simples realizagdo, tem como objetivo
determinar a concentracdo média letal (DLso) necessaria do extrato ou solugdo avaliada
em matar os microcrustaceos em suas variadas concentracbes, demonstrando o
potencial de toxicidade.

Os extratos brutos da polpa e da casca do mana-cubiu foram testados segundo
esta metodologia, antes de serem utilizados na etapa de experimentagdo com animais.
Além das amostras, o teste também foi realizado com o solvente metanol, utilizado para
solubilizar as amostras, que nao apresentou influéncia sobre os microcrustaceos.

Para uma amostra ser considerada téxica segundo este método, € necessario
que os resultados sejam inferiores a 1000ug/mL. Sendo assim, nenhum dos extratos
testados foi considerado téxico (TABELA 10), porque apresentaram DLso superior a
1000ug/mL.

Em conclusdo ao estudo realizado por Hernandes et al. (2014), o mana-cubiu
também nao apresentou citotoxicidade para células da medula dssea, assim como nao
teve efeitos genotdoxicos em ratos Wistar, sugerindo sua seguranga para 0 consumo
humano. Os autores ainda referem este achado a capacidade antioxidante do fruto, que

pode contribuir para tais efeitos.

TABELA 10 — ENSAIO DE MORTALIDADE DE Artemia salina e DLso

MORTALIDADE CONCENTRAGAO INTERVALO DE
AMOSTRA (pg/mL) DLso CONF|ANQA DE
(ughml) 0
95% (pg/mL)
10 100 500 1000

CASCA BRUTO 1 0 1 1 >1000 -
POLPA BRUTO 0 1 3 2 >1000 -
METANOL 0 0 0 0 >1000 -

Legenda: Resultados expressos em nimero de obtidos por concentragao de extratos (ug/mL)
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3.7. EFEITO HIPOGLICEMIANTE in vivo
3.7.1. ESTUDO PILOTO

O estudo piloto do experimento conduzido com 18 animais foi realizado em menor
escala em comparagao ao experimento final (com 36 animais) e 3 meses antes. Os
animais da etapa piloto foram mantidos sob as mesmas condigbes e atenderam aos

mesmos critérios de sele¢cao para o estudo dos animais da etapa subsequente.

3.7.1.1. Peso dos tecidos dos animais

Ao final do experimento, no momento da eutanasia, os 6rgaos foram retirados e
pesados separadamente para comparacdo entre os grupos experimentais. De modo
geral, o menor peso para o figado dos animais, foi referente ao grupo intervengao que
recebeu a casca do fruto (C20), enquanto que os maiores valores médios entre os pesos
do coracgéo e pulmao foram do grupo controle saudavel (CS), conforme TABELA 11. O
grupo CS também apresentou maior peso meédio para o0 pancreas, com
aproximadamente 10g a mais que todos os demais grupos do experimento. Esta
observagao foi descrita por Wang et al. (2017), no estudo em que avaliaram as
alteracgdes histologicas do pancreas e a redugédo de seu tamanho em camundongos com
diabetes induzida com estreptozotocina.

No caso da afericdo de peso dos rins, o valor apresentado na tabela, é referente a
média dos dois rins de cada animal para compor a média do grupo, sem que tenha
havido grande variac&o entre eles. Para todos os tecidos avaliados, nao houve diferenca
estatistica entre os grupos experimentais, controles e intervengéo.

O peso dos orgaos dos animais pode ser um indicador seguro de algumas
alteracgdes fisioldgicas, no caso de ratos diabéticos, existe um tendéncia ao aumento do
peso dos rins. O rim € um 6rgao que nao necessita de insulina para captagao de glicose,
0 que gera maior acumulo de glicogénio e consequentemente, hipertrofia renal (CINTRA
et al., 2017). O maior valor encontrado para este 6rgao neste estudo foi para o grupo DM
(1,22g £ 0,02). Entre os grupos tratados, o grupo C20 foi o que apresentou menor peso

para este tecido.
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TABELA 11 — PESO DOS ORGAOS DOS ANIMAIS NO ESTUDO PILOTO (g)
Figado Pancreas Rim Coragao Pulmao Baco

CS 9,92+0,17¢2  0,57+0,262 1,18+0,072 1,20+0,052 1,810,182 0,74+0,052
DM 9,96+1,98 0,47+0,09 1,22+0,02 0,99+0,14  1,35+#0,12  0,25+0,00
1100 9,38+1,29 0,48+0,04 1,18+0,15 0,830,038  1,42+0,14  0,42+0,17
1200 9,31£,99 0,49+0,08 1,21+0,16 0,79+0,09  1,25+#0,15  0,38+0,07
P100 8,75+1,88 0,47+0,12 1,21£0,21 0,790,170  1,36+0,18  0,57+0,29
C20 7,84+0,65 0,47+0,08 1,10+0,06 0,73+0,21 1,28+0,09  0,41+0,12

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05). Controle
saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 100mg/kg (FI100),
Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI1200), Extrato bruto da polpa com semente na dose
de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).

3.7.1.2. Monitoramento semanal de peso corporal

No dia de chegada dos animais ao laboratério de nutricdo experimental, aos 60
dias de vida, o peso médio dos 18 animais era de aproximadamente 245g. Durante a
primeira semana de ambientagdo, todos os grupos ganharam peso, assim como na
segunda semana, com exceg¢ao do grupo P100, o qual reduziu 8g de peso na média do
grupo. O CS foi o unico grupo que manteve o ganho de peso constante até o final do
experimento. Enquanto que os demais grupos apresentarem oscilagdes nas semanas
em que decorreu o estudo. Os dados do monitoramento do peso dos animais ao longo
do experimento estao dispostos na TABELA 12.

Animais diabéticos apresentaram perda de peso apos a indugdo da doenga em
estudo de Lerco et al. (2003). Durante o seguimento do estudo, os animais diabéticos
apresentaram ganho de peso significativamente menor de peso em relagdo aos ratos
saudaveis, com declinio progressivo da curva ponderal proximo ao final do experimento.
Além disso, os autores ainda observaram alteragdes da pelagem, aumento da
circunferéncia abdominal, devido ao intestino grosso distendido e palpavel e presenca
de catarata em ambos os olhos dos animais diabéticos. Neste estudo, as caracteristicas
observacionais citadas pelos autores de distensdo intestinal e alteragcdes da pelagem
também foram observadas, principalmente nos animais pertencentes ao grupo controle
diabético (DM) e com menor intensidade entres os grupos tratados no grupo C20, que

recebeu o extrato da casca do mana-cubiu.
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TABELA 12 — MONITORAMENTO DO PESO SEMANAL DURANTE O ESTUDO PILOTO (g)

Peso Pré-
inicial Semana1 Semana?2 indugio Semana1 Semana2 Semana3 Semana 4
Cs 228+0,4>  259+6,6°  285+4,3>  312+9,2b  333+11,4°  346+16°  358+18,5° 374,30+21,1°
DM 268+9,2°  306%1,7° 323+1,28>  32446,8>  246+34,22  255+8,22  245+10,92 258,14+71,4°
100  252+1,7@ 283+11,32 296+15,12 294+17,12 275+13,12 274+17,52 259+20,02 247,47+24,6°
200  245+1,58  283+5,12 302+14,7¢ 210+21,72 290+20,6%° 273+35,82 261+19,02¢ 249,77+25,42
P100 244+4,1a 273+18,3° 265+29,3° 28443262 262+36,72 235+31,92 248+33,62 243,344 42
C20 235+22 256+3,5 285+29,32  257+8,1°  236+14,78  227+16,58 210+20,4%¢ 211,88+24,92

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA de duas vias, seguido de Bonferroni
(p<0,05). Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de
100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI1200), Extrato bruto da polpa com
semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).

3.7.1.3. Monitoramento semanal de glicemia capilar

Na TABELA 13 estdo apresentados os valores glicémicos referentes ao
acompanhamento semanal dos animais em todos os grupos experimentais. Também
foram aferidas as glicemias no periodo pré-indugcdo e apds 72h da administragao de
estreptozotocina, a titulo de comparagao com parametros de normalidade dos mesmos
animais e para confirmacao de diagndstico do diabetes, respectivamente.

Como esperado, a glicemia capilar aferida previamente ao momento de indugao
do diabetes é similar entre todos os grupos. A partir da primeira semana de intervencéo,
foram percebidas diferengas significativas entre os demais grupos e o grupo CS.

Um fator limitante na avaliacdo deste pardmetro foi o limite de afericdo do
glicosimetro utilizado de 500mg/dL. Valores superiores a este ndo séo detectados pelo

aparelho e por este motivo sao identificados como “>500” na tabela de resultados.

TABELA 13 — MONITORAMENTO DA GLICEMIA CAPILAR NO ESTUDO PILOTO (mg/dL)

Pré-inducao 72h Semana 1 Semana 2 Semana 3
CS 6114 2 70+112 8062 66+132 82+282
DM 71162 44814450 4461490 492+14° >500+0°
1100 68+12 426+83° 488+20° >500+0° 4141750
1200 66+9 2 404+58° 481+30° >500+0° >500+0°
P100 64162 492+14° 421+93° 448+85° 479+36°

C20 75+11,14°2 449+87,76° 474+41,88° 409+93,6° 49646,93°
Legenda: Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA de duas vias, seguido de Bonferroni
(p<0,05). Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de
100mg/kg (FI1100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI1200), Extrato bruto da polpa com
semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).
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3.7.1.4. Exames bioquimicos

3.7.1.4.1. Parametros bioquimicos relacionados a glicemia

Os valores séricos de hemoglobina glicada e glicose média estimada dos grupos
(1100, 1200, P100 e C20) diferiram estatisticamente em relagdo ao controle diabético
(DM). A partir desse resultados pode-se atribuir o possivel potencial hipoglicemiante do
mana-cubiu em todas as fragcdes do fruto. Destas, houve maior destaque para a casca
(C20) e para o fruto inteiro (1100), conforme FIGURA 6.

Os valores glicémicos em jejum avaliados referentes ao dia final do experimento
apresentaram grande variagdo entre os animais dos mesmos grupos, como € 0 caso do
grupo C20 e 1100 (TABELA 14). Desta forma, o teste estatistico empregado nao
identificou diferenga significativa (p>0,05), entre o controle diabético e os grupos que
receberam os extratos.

Outro aspecto importante a ser considerado é o de que a medicacgao utilizada
para eutanasia, xilazina, pode promover efeito hiperglicemiante (LIMA; MALTA; LAMAS,
2001), apresentando o resultado observado inclusive para o grupo controle saudavel,
com média de 141 mg/dL, valor superior aquele estabelecido como referéncia para
glicemia em roedores que € de 50 a 135 mg/dL (OLIVEIRA; NETO; ALMEIDA, 2016).
Entretanto, mesmo que todos os grupos tenham recebido a mesma dose de xilazina

(15mg/kg), observou-se a diferenca estatistica entre o CS e os demais grupos.

TABELA 14- EXAMES BIOQUIMICOS RELACIONADOS A GLICEMIA NO ESTUDO PILOTO

CS DM 1100 1200 P100 C20

GJ(mg/dL)  141+20,072 289,33+8,08> 265,67+51,48°> 306,33+11,37> 252+102,24>  246,0+107,5°

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05). Glicemia
de jejum (GJ), Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de
100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (F1200), Extrato bruto da polpa com
semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).
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FIGURA 6 - HEMOGLOBINA GLICADA E GLICOSE MEDIA ESTIMADA NO ESTUDO PILOTO
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Legenda: Diferencga estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey *p<0,05; **p<0,001
em relacdo ao controle diabético (DM); p<0,001. Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM),
Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de
200mg/kg (F1200), Extrato bruto da polpa com semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da
casca na dose de 20mg/kg (C20).

3.7.1.4.2. Parametros bioquimicos relacionados ao perfil lipidico

O grupo intervengéo que recebeu o extrato do fruto inteiro na dose de 200mg/kg
(200) foi o grupo com maior resultado para o exame de HDL colesterol, conforme
apresentado na TABELA 15. Maia e colaboradores (2015) avaliam o efeito
hipolipemiante do fruto, e em seus resultados observaram que o mana-cubiu foi capaz
de elevar os niveis de HDL colesterol dos animais hiperlipidémicos.

A maior média de colesterol total e de LDL colesterol entre os seis grupos
experimentais, foi do grupo CS (90 mg/dL e 39,67 mg/dL, respectivamente). O CS
também apresentou os maiores niveis de triglicerideos séricos (125,0 mg/dL). Porém,
nao houve diferenga estatistica entre os grupos. Consequentemente, os valores de
colesterol ndo-HDL e VLDL calculados a partir dos resultados obtidos para colesterol
total e triglicerideos, também foram superiores neste grupo controle.

Lerco et al. (2003) encontraram resultados similares nos exames bioquimicos
relacionados ao perfil lipidico dos animais de seus grupos controles, saudavel e
diabético. Os autores avaliaram os niveis de colesterol total e triglicérides dos animais e
os dois grupos apresentaram resultados muito préximos entre si. E assim como o
observado neste estudo, o grupo saudavel apresentou resultados superiores ao grupo

diabético em algumas afericdes. Foram observados ainda, valores meédios do colesterol
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HDL significativamente superior no grupo diabético em relagdo controle saudavel, que

segundo os autores, este achado poderia, eventualmente, conferir uma protegao ao

desenvolvimento da doenca aterosclerética vascular

inversamente ao que se observa em humanos.

em animais diabéticos,

TABELA 15 — EXAMES BIOQUIMICOS RELACIONADOS AO PERFIL LIPIDICO NO ESTUDO PILOTO

CS DM 1100 1200 P100 C20
CT 90,33+7,572 76+22,54,02  73,67+19,142  87,33+9,712  53,33+40,612  60,67+35,02
LDL 39,67+6,432  36,07+12,62  25,13+5,02° 36,0+4,57 2 21,60£11,632  17,20£24,62
HDL 25,67+3,062  27,0+9,542 24,67+6,86° 32,67+4,732  19,33x21,392  24,67+£14,02
Nao-HDL 64,67+9,022  49,0£13,082 49,015,722 54,676,112 34,019,292 36,00+29,62
VLDL 25,046,422 12,93+0,422 20,87+13,062  18,67+4,82 12,447,792 18,80+7,22
TG 125,0£32,02  64,67+2,082  119,33465,32  93,33+24,0@  62,0+38,97 2 94,00+36,0°

Legenda: Resultados expressos em média (mg/dL) + desvio padrédo. Teste estatistico ANOVA seguido de
Tukey (p<0,05). Resultados sem diferenca estatistica. Colesterol total (CT), Triglicerideos (TG). Controle
saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 100mg/kg (FI1100),
Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI200), Extrato bruto da polpa com semente na dose
de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).

3.7.1.4.3. Parametros bioquimicos relacionados a fungao renal e hepatica

Os exames bioquimicos da enzima hepatica alanina aminotransferase (ALT)
apresentaram valores superiores a 61 U/l, preconizado como valor maximo segundo a
referéncia em todos os grupos tratados (1100, 1200, P100 e C20) e o controle diabético
(DM).

No caso da enzima aspartato aminotransferase (AST), os resultados dos grupos
experimentais que receberam o0s extratos, mostraram-se superiores aqueles
considerados como referéncia para ratos saudaveis (39 a 111 U/l), diferindo dos
controles, tanto saudavel quando diabético, conforme resultados da TABELA 16.

O limite maximo referenciado para creatinina (0,65 mg/dL) foi atingido e/ou
ultrapassado por todos os grupos experimentais, se considerado os desvios padrdo das
médias.

O unico exame bioquimico relacionado as fungdes hepatica e renal que
apresentou diferenga estatistica entre os grupos foi o de uréia. Sendo o CS o grupo com

valor mais proximo ao recomendado e mais baixo entre os resultados obtidos.



64

TABELA 16- EXAMES BIOQUIMICOS DE FUNGAO RENAL E HEPATICA NO ESTUDO PILOTO

CS DM 1100 1200 P100 C20
AST (U/l) 73,33+8,52 81,33+£70,52 152,67+40,52  900+£1319,852 392,33+557,62 152,33+74,452
ALT (U/) 47+1,732 153+46,03 2 153,33+95,42  385,67+376,12 110£126,192 93,00+49,392
U (mg/dL) 44,67+5,132  136+15,87° 146,67+£75,1®  131,33+25,38° 127,33+24,95°> 123,33+27,65°
Cr (mg/dL) 0,67+0,052 0,95+0,072 0,64+0,402 0,8+0,252 0,64+0,34 2 0,72+0,292
u/C 66,86+3,432  144,47+27,53 290,26+159,92 169,92+31,523 256,82+164,92 197,51+£109,72

Legenda: Resultados expressos em média + desvio padrao. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05).
Aspartato aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT), Uréia (U), Creatinina (Cr), Relagéo
uréia/creatinina (U/C). Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na
dose de 100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (F1200), Extrato bruto da
polpa com semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).

3.7.2. ETAPA EXPERIMENTAL

Na segunda e ultima etapa do experimento foram realizadas algumas alteragdes
em relacdo a etapa piloto. A dose de estreptozotocina foi reduzida de 60 mg/kg para
50mg/kg, visto que na etapa anterior os animais apresentaram glicemias muito elevadas
a ponto de o glicosimetro portatil ndo ser capaz de detectar, dificultando o controle
semanal de glicemia capilar. Além disso, foi adotado jejum de 2 horas no periodo que
antecedeu a gavagem, considerando as possiveis alteragcdes de glicemias causadas
pelo periodo pdés-prandial dos animais, uma vez que recebiam alimento em livre
demanda. A inclusdo da curva glicémica no vigésimo primeiro dia de experimento
também foi uma das alteragdes para esta nova etapa, considerando que o extrato
poderia apresentar um efeito glicémico imediato apds administragcado via gavagem. Por
fim, o controle de consumo de alimento e agua, através da pesagem da racédo e
avaliagdo do volume de agua ingeridos, tornou-se mais um parametro de observagao do
estudo devido aos resultados discrepantes no ganho de peso dos animais diabéticos em
relacdo ao controle saudavel na primeira etapa do estudo, além da razdo de que a
polidipsia e polifagia serem sintomas classicos do diabetes (GROSS et al., 2002). Além

das analises de peroxidagao lipidica e histopatologicas.



65

3.7.2.1. Peso dos tecidos dos animais

O grupo DM apresentou a maior média de peso referente ao coragdo. Esta
tendéncia de aumento de peso cardiaco em ratos diabéticos em relacdo aos ratos
normoglicémicos foi descrita em estudo realizado por Cintra e seus colaboradores
(2017). O grupo P100 foi aquele que mais se aproximou da média de peso cardiaco do
grupo CS, sem que houvesse diferenga estatistica.

O grupo controle diabético (DM) foi aquele que apresentou maior peso aferido
para o pancreas, figado, rim e coragdo. E o menor valor para o peso dos pulmdes. Os
grupos tratados com o fruto inteiro na dose de 200mg/kg (1200) e com a casca na dose
de 20mg/kg (C20) foram o de maior e menor peso relacionado ao bago, respectivamente
(TABELA 18).

Com relagédo ao pulmao, no presente estudo, o grupo CS foi o grupo com maior
peso em ambas as etapas do estudo. A menor média do peso para o figado foi do grupo
controle saudavel (CS), diferentemente do que foi observado no estudo piloto, com este
valor para o grupo tratado com a casca.

Estatisticamente, o peso do figado dos grupos P100 e C20 diferiram do controle
diabético (p<0,05). No caso dos rins, 0s mesmos grupos também diferiram do controle
diabético, com significancias de 0,001 e 0,0001, do P100 e C20, respectivamente. Entre
o controle diabético. O grupo C20 apresentou diferenca entre o peso do pancreas
(p<0,05) em relagédo ao grupo DM. Os demais tecidos (coragdo, pulmao e bago) nao

diferirem estatisticamente.

TABELA 17 — PESO DOS ORGAOS DOS ANIMAIS (g)

Figado Pancreas Rim Coragao Pulmao Baco
CS 8,29+0,592 1,030,222 1,190,092  1,31+0,162@ 2,20+0,212 0,84+0,162
DM 12,72+0,96° 1,17+0,412c  1,65+0,15> 1,48+0,112 1,850,312 0,81+0,052
1100 11,75+0,84% 0,82+0,382 1,51£0,08°® 1,42+0,152 2,09+0,062 0,80+0,102
1,5
1,4
1

1200 12,00+,1,08° 0,83+0,132 ,54+0,12°  1,42+0,122 2,11+0,142 0,93%0,30°

P100  10,99+0,78¢ 0,82%0,162 ,43£0,09¢ 1,380,392 1,90+0,122 0,80+0,112

C20 11,00+1,11¢  0,63+0,06 2 ,40+£0,14¢  1,43+0,282 2,11+0,372 0,67+0,192
Legenda: Resultados apresentados como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05). Controle
saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 100mg/kg (FI100),
Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI1200), Extrato bruto da polpa com semente na dose
de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).
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3.7.2.2. Monitoramento semanal de peso corporal

Os grupos experimentais tratados com os extratos do fruto inteiro nas doses de
100 e 200mg/kg (1100 e 1200) e da casca na dose de 20mg/kg (C20), apds a segunda
semana de intervengdo, mantiveram a média de peso. Ja o grupo que recebeu extrato
da polpa do fruto (P100) ndo apresentou perda de peso durante as semanas de
seguimento apds a primeira semana de indugcado do diabetes (TABELA 19). Este foi o
unico grupo que se diferenciou estatisticamente do grupo controle diabético (p<0,05),
apenas na primeira semana apo6s a indugao.

O grupo controle saudavel (CS) foi aquele que manteve o ganho de peso ao longo
das semanas de estudo, enquanto que o grupo controle diabético (DM) ganhou peso na
segunda semana de ambientacdo (peso aferido no momento da pré-indugédo do
diabetes), tendo uma redugdo média de 15g na primeira semana, seguido de um ganho
de apenas 3g na semana seguinte e novamente perda de aproximadamente 16g na
terceira semana. Apenas na ultima semana este grupo apresentou ganho de peso maior
que 20g.

De modo geral, todos os grupos que foram induzidos ao diabetes, exceto C20,
perderam peso nesta primeira semana com a doencga. Este fato pode ser explicado pelo
efeito observado na rotina do laboratério, em que os animais dos grupos CS, DM, 1100,
1200 e P100 apresentaram grande perda de fluidos corporais com aumento significativo
do volume de urina e fezes excretados.

Yuyama et al. (2005) observaram, em estudo sobre a influéncia da fibra do mana-
cuniu sobre a glicemia dos animais, que mesmo nao havendo diferenga no consumo de
ragao entre os grupos avaliados, a perda de peso corporal dos animais diabéticos foi
significativamente maior. O que, segundos os autores, pode ser explicado pela
descompensacado metabdlica aguda ocasionada pelo processo catabodlico acelerado de

carboidratos, proteinas e lipideos, aumentando a lipdlise e a desidratagao.
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Ambientacéo 1 Pré-inducao Semana 1 Semana 2 Semana 3 Semana 4
Cs 200,7%1,6° 236,6+7,92 256,5+7,4 @ 264,2+10,22 284,3x15,52 284,115,972
DM 252,6+12,5° 296,0+23,7° 281,0£22,12  284,6+22,2ac 268,2+21,32¢ 291,4422 82
1100 239,4+2,7° 283,846,1° 277,246,0° 282,8+9,22 280,6+7,62 281,311,272
1200 229,1+3,5° 277,7+16,2° 269,1+12,12  272,0¢15,12 274,9+10,7 @ 271,3+16,52
P100 218,3+4,3% 256,0+10,52 253,1+8,54 254,5+14,13b 260,4+13,53 264,9+14,62
C20 201,313,992  258,6+19,832  259,6+21,812 264,9+26,0° 263,1+33,12 264,6+36,6%°

Legenda: Resultados apresentados como média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA de duas vias, seguido de Bonferroni
(p<0,05). Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de
100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (F1200), Extrato bruto da polpa com
semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).

3.7.2.3. Monitoramento semanal de glicemia capilar

Os grupos experimentais do estudo apresentaram resultados de glicemia capilar
média similares entre si no periodo que antecedeu a indugao do diabetes (TABELA 20).
No teste estatistico empregado, os grupo tratados com o fruto inteiro nas duas doses
testadas (1100 e 1200) diferiram (p<0,05) do grupo tratado apenas com a polpa do fruto
(P100) na primeira aferigao glicémica apds a indugéao.

Yuyama e seus colaboradores (2005) também n&o encontraram diferenga
estatistica entre o grupo controle e o grupo tratado com a fibra do mana-cubiu ao longo
das 3 primeiras semanas de experimento. Na quarta e ultima semana, o grupo tratado
apresentou média de glicemia de 224mg/dL, enquanto que o grupo controle também
diabético, apresentou média de glicemia de 351mg/dL. Este efeito foi justificado pela

acao das fibras em reduzir a absorgao de glicose pelo trato gastrointestinal.

TABELA 19 — MONITORAMENTO DA GLICEMIA CAPILAR (mg/dL)

Pré-indugao 72h Semana 1 Semana 2 Semana 3
CS 49+52 7772 61162 73+132 68+112
DM 54182 258+98P 420+73°b 500+0° 448+76°
1100 5417 @ 310126 ° 451+60° 394493 ° 437154 °b
1200 51£11a 323+83° 449+83°b 436+83" 406163 °
P100 46162 436475 be 379+73° 425+82° 436+75°b
C20 514 @ 383+112¢bc 391+99° 439+69° 424+80°

Legenda: Resultados apresentados como média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA de duas vias, seguido de Bonferroni
(p<0,05). Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de
100mg/kg (FI1100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI1200), Extrato bruto da polpa com
semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).
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3.7.2.4. Curva glicémica

Para realizagdo da curva glicémica, utilizou-se o0 mesmo protocolo realizado em
todos os 28 dias de experimento, em que 0s animais permaneceram em jejum durante
2h antes da realizacdo da gavagem e aferigdo da glicemia. Os grupos controles, CS e
DM, apresentaram diferentes respostas glicémicas ao decorrer do tempo, considerando
que ambos receberam apenas agua pela gavagem. O controle saudavel no momento O,
apresentou glicemia de 68 mg/dL (TABELA 21), quinze minutos apdés a gavagem, a
glicemia subiu para 84 mg/dL e apods trinta minutos, baixou para 77 mg/dL, mantendo-se
com 76 mg/dL apds 1h. No caso do controle DM, a glicemia aumentou apds a gavagem
e sO reduziu ap6s 1h. O grupo com melhor resposta glicémica nesta analise foi aquele
tratado com a casca do fruto, iniciando o teste com glicemia média do grupo igual a 424
mg/dL, com redugédo para 415, 413 e 403 mg/dL, nos tempos 15, 30 e 60 minutos,

respectivamente.
TABELA 20- CURVA GLICEMICA (mg/dL)
0 15’ 30’ 60’
CS 68+112 84+202 77+82 76+152
DM 448+76P 458+64 " 478+340 453570
1100 437+54° 460+41° 39176° 427+74"
1200 406+63° 417,2+78° 453,6+43°P 447,2+65°
P100 436175° 414154 470+30° 409454 b
C20 424+80° 415+81° 413+81° 403+86°

Legenda: Resultados apresentados como média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferenca estatistica segundo teste estatistico ANOVA de duas vias, seguido de Bonferroni
(p<0,05). Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de
100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (F1200), Extrato bruto da polpa com
semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).

3.7.2.5. Controle de consumo alimentar e hidrico

O controle de ingestdo de agua e ragao dos animais durante o experimento foi
realizado em dois dias de cada uma das semanas em que eles permaneceram no
laboratério de experimentagdo. A agua e a ragao foram oferecidas em livre demanda nos
dias de monitoramento. Porém, foram anotados o peso da ragdo e volume de agua
antes e depois do periodo de oferta correspondente a 24h. Ao final do experimento, foi

calculada a média do consumo do periodo todo para cada grupo.
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O grupo que recebeu a casca de mana-cubiu consumiu uma quantidade de agua
e racao significativamente menor que o grupo controle diabético (p<0,001 e p<0,0001,
respectivamente). Assim como quando comparado aos demais grupos diabéticos que
receberam extratos do fruto inteiro, com o consumo de racg&o significativamente menor
(p<0,001 e p<0,0001 para 1200 e 1100, respectivamente). O grupo tratado com casca
também consumiu menor quantidade de agua em comparagao a 1100 e 1200, com
significancia de 95%.

O grupo diabético sem tratamento do estudo realizado por Lerco et al. (2003)
apresentou diferenga estatisticamente significativa entre os grupo de animais saudaveis
(P <0,05). Da mesma forma, a ingestdo hidrica e a diurese de animais diabéticos
apresentaram valores significativamente elevados, quando comparadas com ratos

normoglicémicos.

TABELA 21- CONSUMO DE AGUA E RAGAO

Agua (ml) Rac&o ()
CS 297,5166,922 129,29+10,74 2
DM 872,5+58,98P 253,75+7,78"
1100 800+92,58 be 241,92+22,59bc
1200 812,5+145,7 d 237,16+14,78°
P100 685+171,8¢ 214,25+18,81 ¢
C20 635+111,2¢ 207,35+12,83¢

Legenda: Resultados apresentados como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
representam diferencga estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05). Controle
saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 100mg/kg (FI1100),
Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI1200), Extrato bruto da polpa com semente na dose
de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).

3.7.2.6. Exames bioquimicos

3.7.2.6.1. Parametros bioquimicos relacionados a glicemia

Assim como no desempenho do teste de curva glicémica, o melhor grupo com
resultados mais préximos ao CS nos resultados de hemoglobina glicada (HbA1c), foi o
grupo que recebeu extrato da casca, com 8,63% (TABELA 23). Consequentemente, o
grupo C20 foi o que apresentou a menor glicose média estimada, segundo a HbA1c,
com a média de 201,3 mg/dL. Este achado contempla a sugestao feita por Yuyama et al.
(2005) na conclusdao do estudo realizado com a fibra de mana-cubiu. Os autores

infformam a necessidade de investigagdo dos seus resultados acerca da agéao
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hipoglicemiante, a fim de esclarecer se o efeito encontrado por eles é justificado pela
presenca da fibra do fruto ou pelos constituintes presentes nesta fragcdo da casca do
fruto.

A HbA1c permite avaliar a glicemia média de um periodo mais longo de tempo do
que a glicemia, por isso € um critério de avaliagcdo do perfil glicémico mais fiel a
realidade do individuo. Além disso, resultados recentes, afirmam que a correlagcao entre
os niveis de HbA1c e triglicerideos, mostrou ser o melhor marcador de resisténcia
insulinica (RI) em pacientes obesos, independentemente dos marcadores de acumulo de
gordura (indice de massa corporal, circunferéncia da cintura, massa de gordura
corporal) (BOURSIER et al., 2018).

TABELA 22- EXAMES BIOQUIMICOS RELACIONADOS A GLICEMIA

CS DM 1100 1200 P100 C20
GJ(mg/dL) 141,1+21,72  444,5+100,1° 351,1£135,2°  465,3+120,3> 450,0+212,2>  489,5+227,4°
HbA1c (%)  4,43+0,152 9,20+0,45° 8,97+0,23° 9,45+0,63° 9,03+0,70°" 8,63+2,01°

GM (mg/dL)  80,54+4,3? 217,5+12,9°  210,67+6,3° 224,5£17,9° 212,6420,1° 201,3+57,7°

Legenda: Resultados apresentados como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferencga estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05). Controle
saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 100mg/kg (FI1100),
Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI200), Extrato bruto da polpa com semente na dose
de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20). Glicemia de jejum (GJ),
Hemoglobina glicada (HbA1c), Glicemia média estimada (GM).

3.7.2.6.2. Parametros bioquimicos do perfil lipidico

Os maiores resultados para os exames bioquimicos de colesterol total, LDL, e
nao-HDL foram apresentados pelo grupo experimental C20. Sendo que apenas este
ultimo parametro diferiu estatisticamente do controle diabético (p<0,001). Apesar disso,
os valores de HDL colesterol também foram os mais satisfatorios para este grupo.

Como o grupo com maior nivel de HDL colesterol no estudo piloto também foi um
grupo experimental tratado com o fruto, grupo 1200 na primeira etapa, podemos
considerar que o mana-cubiu apresenta possivelmente eleva os niveis deste tipo de
colesterol, independente da fracdo do fruto. Maia e colaboradores (2015) publicaram
resultados satisfatérios quando relacionam o fruto ao perfil lipidico. Neste caso, os
autores ofertaram a farinha de mana-cubiu para animais hipercolesterolémicos (e néo

diabéticos) e o fruto mostrou-se capaz de elevar HDL colesterol, reduzir as
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concentracdes de colesterol total e LDL colesterol, além de aumentar a excrecdo de
colesterol pelas fezes.

Para o colesterol VLDL e triglicerideos, os maiores resultados obtidos foram pelo
grupo DM (TABELA 24), o que é compreensivel, uma vez que os triglicerideos estao
relacionados ao metabolismo de carboidratos (BOURSIER et al., 2018). O grupo DM
apresentou ainda o menor valor de LDL colesterol. Os animais do grupo CS
apresentaram o menor valor para o parametro de colesterol total, corroborando com a
afirmativa de Monteiro e Palma (2016) de que o pacientes diabéticos podem apresentar

colesterol total mais elevado que individuos normoglicémicos.

TABELA 23- EXAMES BIOQUIMICOS DO PERFIL LIPIDICO (mg/dL)

CS DM 1100 1200 P100 C20
CT 57+3,842 70+£12,962 73,5+7,812 70+£11,412 70+8,982 83+10,19°
LDL 16,3+3,012 11,0346,43 2 18,615,232 18,46+12,112 18,549,702 26,53+8,77°
HDL 30,66+3,932  33,83+3,812 34,16+£3,182 33,33+3,552  33,16+5,262  38,33+6,56°
Nao-HDL 26,33+4,672  36,16x10,572 39,337,392 36,66+9,852  36,83+9,322  44,66+4,96°
VLDL 10,332,542  25,13+13,942  20,73+9,36°2 18,247,982 18,33+11,262 18,13+£10,252
TG 50,16x12,732 125,66+£69,742 103,66+46,832 91+£39,902 91,66+56,332 90,66+51,252

Legenda: Resultados apresentados como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05).
Colesterol total (CT), Triglicerideos (TG). Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto
do fruto inteiro na dose de 100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI1200),
Extrato bruto da polpa com semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de
20mg/kg (C20).

3.7.2.6.3. Parametros bioquimicos relacionados a func¢ao renal e hepatica

A dosagem de enzimas séricas como AST e ALT sao utilizadas para avaliagao de
disturbios hepaticos, o aumento da atividade destas enzimas, pode significar uma
disfuncdo hepatica no caso de individuos diabéticos. A doenca pode ocasionar o
extravasamento dessas enzimas do citosol hepatico para a corrente sanguinea
(CHAHDOURA et al., 2017). Assim sendo, os grupos 1100, 1200 e P100 apresentaram
valores beneficamente inferiores da enzima ALT em relagdo ao grupo DM (p<0,05). Para
a enzima AST, apesar de nao apresentar diferenga estatistica nos resultados obtidos, o
P100 foi o grupo que apresentou a menor média para esta dosagem.

Chahdoura et al. (2017) compararam os resultados de exames bioquimicos de

animais apos 28 dias de indugdo da doenga, o grupo controle saudavel dos estudo dos
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autores apresentaram valores da enzima AST de 61,61+2,87 e ALT, 45,31+3,84.
Paralelamente, o grupo controle diabético apresentou valores de 141,00 + 6,11 para a
enzima AST e 132,00+£1,87 para ALT.

A creatinina foi o exame bioquimico de fungdo renal com menor variagdo entre
todos os grupos experimentais. Enquanto que a uréia foi relativamente menor no
controle saudavel em comparagao aos demais grupos, porém s6 apresentou diferenga

estatistica em relagao aos grupos 1200 e C20.

TABELA 24- EXAMES BIOQUIMICOS DE FUNGAO RENAL E HEPATICA

CS DM 1100 1200 P100 C20
AST (UN) 107+36,702 95,16+37,322 107,33%x12,422 90,16x13,602 89,16+29,442 123,5%42,152
ALT (U/) 30+13,092 77,33+22,0°  65,33+29,262 68+16,122 56,5+35,27 @ 89+39,51°
U (mg/dL)  47,67+5,822 74,83+10,852 72,67+16,40@  94,50+20,31° 72,17+26,87 2 95,50+44,93 "
Cr (mg/dL) 0,39£0,142 0,370,072 0,42+0,122 0,39+0,14 2 0,490,162 0,53+0,182
u/C 138,5451,892 212,67+66,62 188,33+68,912 287,33+129,452 181,67£113,482 190,00+£89,722

Legenda: Resultados apresentados como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha
representam diferenga estatistica segundo teste estatistico ANOVA, seguido de Tukey (p<0,05).
Aspartato aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT), Uréia (U), Creatinina (Cr), Relagao
uréia/creatinina (U/C). Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na
dose de 100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI1200), Extrato bruto da
polpa com semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).

3.7.4. Analises histopatoldgicas
3.7.4.1. Analises histopatolégicas do figado

Os achados mais relevantes na analise histopatoldgica do figado dos animais
diabéticos nao tratados (DM) foi o aumento do tamanho dos hepatdcitos em todos os
animais do grupo (FIGURA 7). Uma vez que estas células estdo maiores, os espagos
sinusoidais tornam-se diminuidos, assim, todos os animais do grupo DM apresentaram
reducdo desta estrutura. Animais diabéticos, também induzidos por STZ, apresentaram
perda de arquitetura hepatica, dilatacdo de capilares sinusoidais hepaticos e células
apoptoticas, além do aumento do tamanho dos hepatdcitos e seus nucleos, em estudo
com o uso da naringina na reducdo de lesdo hepatica (RODRIGUEZ; PLAVNIK;
TALAMONI, 2018).

A binucleagao dos hepatdcitos representa a regeneragao hepatocelular e esteve

presente em todos os animais do grupo DM (TABELA 26). Apenas 4 de 6 animais do CS
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apresentaram binucleagao celular, mesmo numero de individuos do grupo [100. Com
relagdo ao tamanho dos hepatécitos, opostamente ao observado no grupo DM, o CS
apresentou normalidade em 100% dos animais. Todos os grupos tratados (1100, 1200,
P100 e C20) apresentaram normalidade em 50% ou mais dos individuos, demonstrando
bom desempenho do fruto diante das altera¢gdes promovidas pelo diabetes induzido.

A arquitetura trabecular dos tecidos hepaticos de todos os grupos encontraram-
se preservadas. Nao foram observadas necrose nos hepatdcitos, nem presenca de
células inflamatérias em nenhum dos grupos, como observamos em estudo com flores
de Pfeiff, no qual os autores descrevem a presenca de células necréticas com nucleos
de focos necroticos reduzidos e condensados. Neste mesmo estudo, foi encontrado
numero aumentado de células Kuppfer no parénquima hepatico (CHAHDOURA et al.,
2017).

TABELA 25 - ANALISE HISTOPATOLOGICA DO FiGADO

Arquitetura laminar Espacgos Células de Tamanho de Binucleacao Necrose de
(trabecular) sinusoidais Kupffer hepatocitos hepatocitos
CS Preservada 100% Normal Normal 100% Normal Ausente Ausente 100%
100% 100% 66,6%
Presente
33,3%
DM Preservada 100% Reduzido Normal 100% Aumentado Presente Ausente 100%
100% 100% 100%
1100 Preservada 100% Normal Normal 100% Normal Ausente Ausente 100%
66,6% 66,6% 66,6%
Reduzido Aumentado Presente
33,3% 33,3% 33,3%
1200 Preservada 100% Normal Normal 100% Normal Ausente Ausente 100%
83,3% 83,3% 50%
Reduzido Aumentado Presente
16,6% 16,6% 50%
P100 Preservada 100% Normal Normal 100% Normal Ausente Ausente 100%
66,6% 66,6% 50%
Reduzido Aumentado Presente
33,3% 33,3% 50%
C20 Preservada 100% Normal Normal 100% Normal 50%  Ausente Ausente 100%
50% Aumentado 83,3%
Reduzido 50% Presente
50% 16,6%

Legenda: Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de
100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (F1200), Extrato bruto da polpa com
semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).
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FIGURA 7 - ANALISE HISTOPATOLOGICA DO FIGADO EM COLORAGCAO HE

Figado — Animal controle saudavel

Cordties de hepatdcitos bem definidos.
Auséncia de necrose ou células inflamatarias
Sinusdides bem visiveis

Hepatdcitos em tamanho habitual

Figado — Animal controle diabético
|_Aumento dos hepatdcitos

. Binucleacdo

Sinusdides com espacos diminuidos

£ " i ; i \
Legenda: Fotomicrografias de figado dos animais pertencente aos grupos Controle Saudavel (A) e
Diabético (B) com identificagcdo das estruturas Fonte: A autora (2018).

3.7.4.2. Analises histopatoldgicas do rim

O grupo C20 foi o grupo que apresentou auséncia de dilatacdo do espago
urinario em todos os animais, assim como o grupo CS. Os demais grupos tratados 1100,
1200 e P100 apresentaram 50%, 80% e 83,3% dos individuos sem esta alteragao
glomerular, demonstrando um possivel efeito protetor dos extratos sobre as
caracteristicas renais observadas em 100% dos animais diabéticos n&o tratados (DM)
nesse mesmo aspecto. Se considerarmos os resultados Outra caracteristica presente
em todo o grupo DM foi a dilatacdo luminal dos tubulos renais e apenas este grupo
apresentou esta alteracdo. Os animais tratados com os extratos de mana-cubiu nao

apresentaram dilatagao, da mesma forma que o observado no CS.
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A degeneragao vacuolar do epitélio dos tubulos renais também foi ausente em
pelo menos 50% dos animais de todos os grupos tratados com o fruto, mais uma vez
diferenciando-os do grupo de animais diabéticos ndo tratados.

O achado mais relevante dentre as alteragbes histologicas do grupo DM foi a
presencga de células epiteliais tubulares com degeneragao vacuolar (FIGURA 8), ou seja,
as células se tornaram palidas e de tamanho aumentado, associado a dilatacdo das
luzes dos tubulos contornados. A congestao capilar dos glomérulos, edema do intersticio
e presenca de células inflamatdrias, ndo foram observadas em nenhum dos grupos
analisados (TABELA 27).

Pesquisas tem demonstrado que o diabetes por si sé € um fator de risco
independente para lesdo renal aguda, pelo desequilibrio eletrolitico e alteracdes
bioquimicas precoces, responsaveis pelas lesdes celulares que levam a nefropatia em
individuos diabéticos. Sec¢bdes do rim diabético ndo tratado revelaram alteragdes
glomerulares e intersticiais tubulares em comparagao realizada a animais controle em
estudo com cravo-da-india e metformina. As lesdes observadas pelos autores incluiram
tubulos dilatados com espessamento da membrana basal dos glomérulos, nao
observados nos grupos tratados. Como conclusdao dos resultados, foi descrita a
indicacao de efeito positivo do extrato de cravo-da-india contra a agao citotéxica da STZ,
em um tratamento de 4 semanas (AKILA et al., 2018). Similar ao encontrado neste
estudo para o mana-cubiu. Portanto, os resultados obtidos nas analises histopatolégicas
deste estudo sugerem que o fruto tem grande importancia em evitar os danos teciduais
sofridos pelos animais do controle diabético.

Devido a sua estrutura semelhante a da glicose, o modo como a
estreptozotocina (STZ) entra nas células beta pancreaticas também é similar a glicose
(RADENKOQOVI¢; STOJANOVI¢; PROSTRAN, 2016). Apdés a absorgédo da STZ pelas
células do pancreas, ocorre a metilacdo do DNA, resultando na morte destas células e
tornando o animal diabético. A STZ é acumulada nas células beta pancreaticas através
do transportador de glicose de baixa afinidade (GLUT2) na membrana plasmatica.
Portanto, 6rgdos que também expressam esse transportador, como o rim e o figado, por
exemplo, sdo danificados pelo efeito da STZ, ocasionando danos as células tubulares
(FIGURA 8B) e aos hepatdcitos (FIGURA 7B) (LENZEN, 2007).
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TABELA 26 — ANALISE HISTOPATOLOGICA DO RIM

Glomérulos Tubulos Intersticio
Congestao Dilatagao do Degeneragéo Dilatagao Edema Células
capilar espago urinario vacuolar do luminal inflamatodrias
epitélio
@S Ausente Ausente 100% Ausente 100% Ausente  Ausente Ausente 100%
100% 100% 100%
DM*  Ausente Presente 100%  Presente 100% Presente Ausente Ausente 100%
100% 100% 100%
1100  Ausente Ausente 50% Ausente 50% Ausente  Ausente Ausente 100%
100% Presente 50% Parcial 50% 100% 100%
1200* Ausente Ausente 80% Ausente 80% Ausente  Ausente Ausente 100%
100% Presente 20% Parcial 20% 100% 100%
P100 Ausente Ausente 83,3%  Ausente 66,6%  Ausente  Ausente Ausente 100%
100% Presente 16,6% Parcial 33,3% 100% 100%
C20 Ausente Ausente 100% Ausente 50% Ausente  Ausente Ausente 100%
100% Parcial 33,3% 100% 100%
Presente 16,6%
Legenda: Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de

100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI1200), Extrato bruto da polpa com
semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20). *n=5.

FIGURA 8 - ANALISE HISTOPATOLOGICA DO RIM EM COLORAGCAO HE

Rim - Animal controle saudavel
Glomérulo

Tibulo contornado

Célula epitelial tubular

Rim — Animal controle diabético

Aumento do espaco urinario

Dilatacéo da luz tubular

Degeneracio vacuolar das celulas epiteliais
tubulares

Legenda: Fotomicrografias de rim dos animais pertencente aos grupos Controle Saudavel (A) e Diabético
(B) com identificacdo das estruturas Fonte: A autora (2018).



77

3.7.4.3. Analises histopatoldgicas do pancreas

O desaparecimento das ilhotas pancreaticas (FIGURA 9) foi notado em todos os
grupos analisados, inclusive no CS, apesar de nado diabéticos. Considerando esta
observagao, o resultado obtido pelo grupo P100, com 16,6% de auséncia deste
desaparecimento € um resultado satisfatério, uma vez que estes animais foram
induzidos a doencga. Paralelamente, o grupo DM apresentou esta caracteristica em todos
0s animais, metade com desaparecimento parcial e outra metade com total
desaparecimento das ilhotas (TABELA 28). O desaparecimento parcial foi considerado
quando as ilhotas encontraram-se esparsas ou com numero de células diminuidas e o
desaparecimento total foi considerado quando nenhuma ilhota foi localizada em todo o
corte histolégico analisado (um ter¢o do tamanho total do 6rgéo). Nenhum dos grupos
tratados com o mana-cubiu apresentou fibrose nas ilhotas pancreaticas, assim como o
controle saudavel.

Nenhum dos grupos apresentou necrose, edema e fibrose intersticiais nos
acinos pancreaticos. Nem células inflamatérias em ambas as estruturas do tecido
avaliado, no periodo de 28 dias em que os animais permaneceram diabéticos. Porém, a
longo prazo, sabe-se que os animais diabéticos n&o tratados, devido ao esgotamento
energético das reservas celulares, podem apresentar necrose como caracteristica desse
tipo de indugcdo (LENZEN, 2007). Nestes casos, a necrose € causada pelos vasos
espessados, causando fornecimento de oxigénio insuficiente, resultando em alteragdes
degenerativas até a necrose (ABDUL-HAMID; MOUSTAFA, 2013).

Em estudo com o uso da curcuma em animais diabéticos, Abdul-Hamid e
Moustafa (2013) encontraram alteragdes histopatoldgicas nos animais apos a indugéo da
doencga, representada pela destruigdo das células beta e pela presenga de acinos

pancreaticos vacuolados destruidos.
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TABELA 27 — ANALISES HISTOPATOLOGICAS DO PANCREAS

lIhotas Acinos
Desaparecimento Células Fibrose  Necrose Células Edema Fibrose
inflamatodrias inflamatdrias  intersticial intersticial
Ccs* Ausente 60% Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente
Parcial 20% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Total 20%
DM**  Parcial 50% Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente
Total 50% 100% 75% 100% 100% 100% 100%
Parcial
25%
1100* Parcial 80% Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente
Total 20% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
1200* Parcial 80% Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente
Total 20% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
P100 Ausente 16,6% Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente
Parcial 33,33% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
Total 50%
C20* Parcial 20% Ausente Ausente  Ausente Ausente Ausente Ausente
Total 80% 100% 100% 100% 100% 100% 100%

Legenda: Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de
100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (F1200), Extrato bruto da polpa com
semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20). *n=5,** n=4.



FIGURA 9 - ANALISE HISTOPATOLOGICA DO PANCREAS EM COLORACAO HE

Péncreas - Animal controle saudével
llhotas
Células acinares

Pancreas - Animal controle diabético  Desaparecimento total da ilhota
Desaparecimento parcial da ilhota (Area vazia ou com fibrose parcial)

Legenda: Fotomicrografias de pancreas dos animais pertencente aos grupos Controle Saudavel (A) e
Diabético (B) com identificagdo das estruturas. Fonte: A autora (2018).

79



80

3.8. TESTES DE COMPORTAMENTO
3.8.1. TESTES DE COMPORTAMENTO DO ESTUDO PILOTO
3.8.1.1.Labirinto em cruz elevado do estudo piloto

O teste do labirinto em cruz elevado é um teste pré-clinico comumente utilizado
para investigar agentes ansioliticos. Ratos Wistar naturalmente apresentam aversao aos
bracos abertos do aparato, mas quando em uso de ansioliticos, esses animais se
mostram mais susceptiveis a exploracdo e com maior tempo de permanéncia nesta
parte do labirinto (FIGUEIREDO et al., 2016).

Os grupos experimentais tratados (1100, 1200, P100 e C20) e nao tratados (CS e
DM) apresentaram maior tempo de exploragéo dos bragos fechados do labirinto em cruz,
sem que houvesse diferenga estatistica (FIGURA 10). O grupo que mais explorou os
bracos abertos do labirinto foi aquele tratado com o extrato do fruto inteiro na dose de
200 mg/kg, permanecendo em média por 47 segundos, caracteristica sugere menor

ansiedade nesse grupo de animais (FIGUEIREDO et al., 2016).

FIGURA 10 —-TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO NO ESTUDO PILOTO

Permanéncia nos bragos abertos Permanéncia nos bracgos fechados

60+ 400+
@ 0
3 S 300
C 404 c
=) =
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> & 200-
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= =
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DM Cs 100 1200 P100 C20 DM CS 00 1200 P100 C20

Legenda: Resultados expressos em média e desvio padrdo, analisados pelo teste estatistico ANOVA,
seguido de Tukey, *p<0,05; **p<0,01. Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do
fruto inteiro na dose de 100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI200),
Extrato bruto da polpa com semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de

20mg/kg (C20).
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3.8.1.2. Campo aberto do estudo piloto

De modo geral, todos os grupos tiveram preferéncia pela area periférica do
aparato, onde os animais puderam se manter proximos as paredes de acrilico. O grupo
CS apresentou maior atividade locomotora em ambas as areas do aparato. Ratos com
menores niveis de ansiedade possuem comportamento mais exploratério, enquanto que
a ansiedade reduz a locomocgao dos animais, que apresentam preferéncia em manter-se
parado préoximos as paredes do aparato (STRUNTZ; SIEGEL, 2018). Ratos diabéticos
demonstram uma diminui¢ao da atividade espontdnea e aumento de imobilidade diante
de testes comportamentais como o campo aberto, esta foi uma das observacoes
encontradas em estudo com a casca da raiz de Morus alba (conhecida como amoreira
branca), em que os autores relataram uma redugdo no numero de cruzamentos nesse
teste (YE et al., 2017).

FIGURA 11 -TESTE DO CAMPO ABERTO NO ESTUDO PILOTO
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Legenda: Resultados expressos em média e desvio padrdo sem diferenca estatistica. Dados analisados
pelo teste estatistico Kruskal-Wallis, seguido de Dunn. *p<0,05; **p<0,01. Controle saudavel (CS),
Controle diabético (DM), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 100mg/kg (FI1100), Extrato bruto do fruto
inteiro na dose de 200mg/kg (F1200), Extrato bruto da polpa com semente na dose de 100mg/kg (P100),
Extrato bruto da casca na dose de 20mg/kg (C20).



82

3.8.2. TESTES DE COMPORTAMENTO DO EXPERIMENTO
3.8.2.1. Labirinto em cruz elevado do experimento

A preferéncia de todos os animais pelos bragos fechados do labirinto em cruz
(FIGURA 12) foi observada em todos os grupos avaliados, sem que apresentassem
diferenga estatistica entre si. A observagdo da maior exploragao dos bragos abertos pelo
grupo tratado com o fruto inteiro na dose de 200 mg/kg se repetiu nesta segunda etapa
do estudo, reforcando a sugestdo de este grupo apresenta menor ansiedade em

comparacgao aos demais, inclusive o controle saudavel (FIGUEIREDO et al., 2016).

FIGURA 12 -TESTE DO LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO
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Legenda: Resultados expressos em média e desvio padrdo, analisados pelo teste estatistico ANOVA,
seguido de Tukey. *p<0,05; **p<0,01. Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato bruto do
fruto inteiro na dose de 100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg (FI200),
Extrato bruto da polpa com semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose de

20mg/kg (C20).

3.8.2.2. Campo aberto do experimento

Na avaliacdo do comportamento do tipo ansioso pelo teste de campo aberto, o
resultado obtido para o grupo tratado com a polpa do fruto (P100) foi o Unico que
estatisticamente diferiu do grupo controle diabético. O grupo P100 foi aquele com maior
preferéncia a area central do aparato e consequentemente, aquele que menos explorou
a periferia. Apesar de o grupo controle diabético ter apresentado maior locomogao entre

0S grupos na area central, a média de quadrados percorridos pelo grupo foi de 12
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quadrados. Considerando o mesmo paradmetro de avaliacdo de locomogao para area
periférica, a média do grupo que mais explorou o aparato, controle saudavel, foi de 61
quadrados. Sendo, o grupo P100, o segundo a mais explorar a regido periférica com
mais deslocamentos, ou seja, com menor nivel de ansiedade entre os grupos tratados
(FIGURA 13).

FIGURA 13 -TESTE DO CAMPO ABERTO
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Legenda: Resultados expressos em meédia e desvio padrdo, analisados pelo teste estatistico Kruskal-
Wallis, seguido de Dunn. *p<0,05; **p<0,01. Controle saudavel (CS), Controle diabético (DM), Extrato
bruto do fruto inteiro na dose de 100mg/kg (FI100), Extrato bruto do fruto inteiro na dose de 200mg/kg
(F1200), Extrato bruto da polpa com semente na dose de 100mg/kg (P100), Extrato bruto da casca na dose

de 20mg/kg (C20).

Os testes comportamentais em animais sao realizados com a finalidade de
verificar possiveis alteragdes relacionadas ao estresse e ansiedade que podem ou nao
relacionar-se a patologia ou intervencéao realizada em cada tipo de experimento. No caso
do diabetes, o componente emocional é presente em amplos aspectos enfrentados pelo
paciente, tanto pela frustragdo em possuir a doenga que € progressiva e nao € curavel, o
medo das possiveis complicacgdes e o dificil controle mesmo com adesao ao tratamento
proposto, resultando em um numero de incidéncia de até trés vezes mais casos de
ansiedade e depressao nestes pacientes quando comparados a populacdo em geral
(AMORIM; COELHO, 2008). Logicamente, tais fatores psicolégicos ndo podem ser
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avaliados em animais diabéticos, porém o estresse e ansiedade também podem surgir
pelas alteragdes fisiologicas geradas pela propria doenga. Tanto o diabetes quanto a
depressdo causam alteragdes fisiolégicas semelhantes, fazendo com que uma dé
origem a outra e vice-versa. Um dos mecanismos de a depressao induzir o surgimento
do diabetes é através do aumento do cortisol e de catecolaminas, pela estimulagdo do
Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal. Ja a ansiedade
possui efeitos sobre a noradrenalina, adrenalina, cortisol, ADH (horménio anti-diurético)
e glucagon, que sdo hormdnios com atividade diretamente relacionadas a fisiopatologia
do diabetes e metabolismo de glicose. Outro ponto importante a ser citado sobre estas
alteragcdes é que a insulina, em individuos diabéticos, mantém os niveis de energia das
células mais baixo, acumulando glicose no sangue. O estresse em longo prazo também
causa elevagao dos niveis de glicose e nesse caso estimula maior produgéo de insulina

desnecessariamente e sem efeito (PEREIRA et al., 2016).
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5. CONCLUSAO

A caracterizagao e identificacdo de componentes do mana-cubiu permitiu
verificar que suas sementes apresentam teores de proteinas e lipidios superiores as
demais fragbes. O fruto apresentou elevada atividade antioxidante, especialmente
porcao da casca, podendo ser comparado a outros frutos popularmente conhecidos por
seu potencial antioxidante. A casca apresentaram ainda, elevados teores de compostos
fendlicos totais e flavonoides.

Os ensaios de toxicidade preliminar indicaram que as fragbes do fruto nao
apresentam toxicidade, podendo ser consumidos por animais e também incluidos na
dieta de populagdes. A partir da indugcdo do diabetes em dose de 60mg/kg de
estreptozotocina e posterior aplicagcdo do fruto em animais experimentais, verificou-se
reducéo significativa nos valores de hemoglobina glicada entre os grupos que receberam
o fruto com animais diabéticos consumindo somente racdo comercial. Na indugdo do
diabetes com dose de 50mg/kg, os valores obtidos na curva glicEmica e na hemoglobina
glicada do grupo que consumiu as cascas do fruto foram inferiores aos valores obtidos
para o grupo controle diabético. Nas analises histopatoldgicas dos grupos experimentais,
0 mana-cubiu mostrou boa agao protetora dos tecidos renal, hepatico e pancreatico em
relacdo aos danos gerados pelo diabetes.

Os ratos que receberam os extratos do fruto apresentaram comportamento
menos ansioso que o controle diabético no teste de campo aberto na segunda etapa do
estudo. A experimentacdo animal com modelos diabéticos permitiu avaliar aspectos
ainda nao muito explorados pela literatura sobre o fruto, permitindo o aprimoramento
para novas pesquisas sobre 0 mana-cubiu.

E importante salientar ainda que quantidade de consumo necessaria para buscar
os efeitos protetores do fruto diante o diabetes, sdo quantidades possivel e viaveis de
ser consumidas, encorajando a incluséo do fruto na dieta. Além disso, o incentivo ao
consumo do mana-cubiu de maneira sustentavel do ponto de vista produtivo, visa
melhorar a qualidade nutricional do fruto e agrega valor econémico para os produtores

locais onde é cultivado, gerando renda e a valorizagao da sociobiodiversidade brasileira.
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ANEXO 2 — IDENTIFICAGAO DO MUSEU BOTANICO MUNICIPAL PARA DEPOSITO
DA EXSICATA NO HERBARIO

Prefeitura Municipal de Curitiba
Secretaria Municipal do Meio Ambiente
Departamento  de Producio Vegetal
Divisio do Museu Botinico Municipal

Herbario MBM

DECLARACAOQ

Declaro para 0s fins que se fizerem necessarios que se encontra tombada no herbino do
Museu Botinico Municipal de Curitiba (MBM), uma exsicata de planta pertencente a familia
Solanaceae, cujo nome cientifico ¢ Solanum sessiliflorum Dunal, coletada na localidade Estrada
do Rio Pequeno, Municipio de Antonina, Estado do Parand, Brasil, coordenadas 25°16"317S ¢
48°41°55"W, por Paulo Marceniuk, em 300172016, depositada por Aiane Benevide Sereno,
atendendo a0 Projeto CNPq n” 01000472015-7. A referida exsicata foi identificada por Alane
Benevide Sereno, ¢ encontra-se depositada no Herbéirio MBM sob o n® de registio 379033,
estando a disposiglo ¢ podendo ser consultada para todas ¢ quaisquer eventualidades.

Curitiba, 04 de julho de 2016

/ (7
Josg/ Tadeu Weidlich Motta
Curador do Herbirio MBM

Matr. 35721

Av. Eng. Ostoja Roguski nf 690 - CEP: 80.210-390 - Bairro Jardim Botinico - Curitiba « Parana
Fone: (41) 3362-1800 Fax: (41) 3264.7365 - e-mail: herbartombm@smma.curitiba. pr.gov. br
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