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RESUMO

RIBEIRO, Sénia Machado Rocha, D.S., Universidade Federal de Vicosa, agosto de
2006. Caracterizacdo e avaliacdo do potencial antioxidante de mangas
(Mangifera indica L.) cultivadas no Estado de Minas Gerais. Orientador: José
Humberto de Queiroz. Co-Orientadores: Luiz Claudio de Almeida Barbosa, Maria
do Carmo Gouveia Peluzio e Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.

A mangicultura ¢ uma importante atividade econdémica nos ambitos nacional e
internacional. A agroindustria da manga ¢ também um setor em crescimento nos
mercados interno e externo, e a expectativa dos produtores ¢ de ampliagdo do mercado
consumidor. Para isso, a divulgacdo de informacdes relacionadas ao valor nutricional e
funcional da manga pode agregar valor a fruta e aos seus produtos, resultando em
aumento de consumo e de competitividade no mercado. A polpa de manga apresenta
potencial para ser uma otima fonte dietética de antioxidantes, por apresentar em sua
composicao carotendides, acido ascorbico e compostos fendlicos, os quais sdo
moléculas com funcdo antioxidante no meio bioldgico. Também os residuos da
agroindustria da manga, constituidos de casca e carogo, possuem compostos fenolicos
que atribuem a eles a propriedade de serem uma fonte de antioxidantes, destinados a
usos diversos. Entretanto, ndo foram identificados trabalhos na literatura enfocando o
potencial antioxidante da polpa e de residuos de mangas cultivadas no Brasil. Assim, foi
proposto um estudo sobre o potencial antioxidante da polpa de quatro variedades de
manga de valor comercial (Haden, Palmer, Tommy Atkins e Ub4), cultivadas em Minas

Gerais, ¢ do residuo da agroindustrial da manga da variedade Ubd. O estudo foi



desenvolvido com as mangas no estadio maduro, por meio da quantificacdo de
constituintes antioxidantes (acido ascorbico, carotendides totais, -caroteno, fenolicos
totais), dos testes de atividade antioxidante in vitro e dos ensaios bioldgicos, utilizando-
se ratos wistar. Utilizaram-se mangas no estadio maduro, sendo os frutos caracterizados
em firmeza e a polpa em soélidos soltveis totais e cor. Verificou-se que os teores de
acido ascorbico da polpa das mangas foram de 15,69; 9,79; 10,54 e 77,71 miligramas
por 100 gramas para as variedades Haden, Tommy Atkins, Palmer e Uba,
respectivamente. As mangas Haden e Tommy Atkins apresentaram teores de acido
ascorbico estatisticamente iguais; entre as demais variedades, houve diferenga estatistica
no teor da vitamina. O teor de carotenoides totais variou de 1,91 a 2,63 microgramas
por 100 gramas, e ndo houve diferenga significante entre as variedades Tommy Atkins,
Palmer e Ub4; a manga Haden apresentou teor de carotenodides totais estatisticamente
menor do que o das demais. Os teores de -caroteno diferiram estatisticamente entre as
quatro variedades, sendo de 888,00; 608,39; 661,27 e 2.221,00 microgramas por 100
gramas para as variedades Haden, Tommy Atkins, Palmer e Ub4, respectivamente. Os
teores de fendlicos totais diferiram entre as quatro variedades e foram de 62,10; 48,40;
128,20 e 208,70 miligramas de equivalentes de acido galico por 100 gramas para as
mangas Haden, Tommy Atkins, Palmer e Ub4, respectivamente. Os teores de zinco
variaram de 0,249 a 0,330 miligramas por 100 gramas de polpa e foram estatisticamente
iguais entre as quatro variedades. Nao houve diferenga estatistica entre os teores de
ferro, que variaram de 0,121 a 0,298 miligramas por 100 gramas de polpa. Os teores de
cobre variaram de 0,081 a 0,097 microgramas por 100 gramas, e Palmer e Uba
apresentaram teores estatisticamente iguais (0,083 e 0,081 microgramas por 100
gramas, respectivamente); Haden apresentou teor mais elevado (0,097 micrograma por
100 gramas); e Tommy Atkins, teor estatisticamente menor (0,077 micrograma por 100
gramas). Todas as quatro variedades apresentaram potencial antioxidante nos testes
quimicos, mas houve diferenca significante entre as variedades, sendo a manga Uba
superior nos testes. Verificou-se diferenca entre as variedades de mangas quanto ao teor
de quercetina, mangiferina e kaempherol. A mangiferina foi detectada na polpa das
variedades Ub4, Haden e Tommy Atkins; a quercetina, apenas nas variedades Uba e
Haden; e o Kaempherol, apenas na variedade Ub4. Nos ensaios biologicos, verificou-se
que a suplementacdo da ragdo comercial de ratos wistar com polpa de manga liofilizada
a 10% resultou em aumento do marcador de peroxidagdo de lipidio, avaliado pelo teste

das substancias reativas ao acido tiobarbiturico, tanto na auséncia quanto na presenca do
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estresse oxidativo induzido por diclofenaco, sugerindo a ocorréncia do efeito
prooxidante. Nos ensaios bioldgicos com a suplementag¢do da racdo AIN-G com polpa
de manga liofilizada a 3%, observou-se reducdo da peroxidacdo de lipidios,
evidenciando o efeito antioxidante, na presenga ¢ auséncia do estresse oxidativo
induzido por paracetamol. Os residuos da agroindustria da manga Uba apresentaram
teor de fendlicos totais por quilo de matéria seca de 48,95 miligramas de equivalentes
de 4cido géalico na casca e de 68,45 miligramas de equivalentes de acido galico no
caroco. A casca e a semente contém mangiferina nas concentragdes de 270,5 e
46,5 miligramas por quilo de material seco, respectivamente. A casca contém quercetina
na quantidade de 785,3 miligramas por quilo de material seco e kaempherol na
quantidade de 35,3 miligramas por quilo de material seco. Os extratos hidroalcodlicos
dos residuos mostraram potencial antioxidante comparavel ao dos antioxidantes butil-

hidroxianisol — BHA e acido galico.
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ABSTRACT

RIBEIRO, Sénia Machado Rocha, D.S., Universidade Federal de Vigosa, August 2006.
Characterization and evaluation of antioxidant potential of mango (Mangifera
indica L.) growing in Minas Gerais. Advisor: Jos¢ Humberto de Queiroz.
Co-Advisors: Luiz Claudio de Almeida Barbosa, Maria do Carmo Gouveia Peluzio
and Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz.

Mango culture is an important economic activity both at national and
international level. Mango agro-industry is also a growing sector in domestic and
foreign markets, and producers’ expectation is of expanding the consuming market.
Diffusion of information concerning mango nutritional and functional values, therefore,
can add value to the fruit and byproducts, resulting in increased consumption and
market competitiveness. Mango pulp has potential for becoming an excellent dietary
antioxidant source, having in its composition molecules with biological antioxidant
activities such as carotenoids, ascorbic acid and phenolic compounds. Also, mango
agro-industrial residues, peel and seed, have the same phenolic compounds making
them antioxidant sources for a range of uses. However, there is lack of works in the
literature on the antioxidant potential of pulp and residues from mangos cultivated in
Brazil. This work investigated the antioxidant potential of pulp of four commercial
mango cultivars cultivated in Minas Gerais and the agro-industrial residues from
cultivar Uba. The study was carried out through the quantification of antioxidant
compounds (ascorbic acid, total carotenoids, P-carotene, total phenolics), in vitro

antioxidant activity tests, and biological assays using Wistar rats. Ripe fruits,
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characterized by pulp firmness, total soluble solids and color, were used for the assays.
It was found that the levels of ascorbic acid in pulp were 15.69; 9.79; 10.54 and
77.71 mL per 100 g of pulp for varieties Haden, Tommy Atkins, Palmer and Ub4,
respectively. There was no significant difference between varieties Haden and Tommy
Atkins for ascorbic acid content, while the other varieties were statistically different for
this parameter. Total carotenoids varied from 1.91 to 2.63 pg per 100 g, with no
significant difference among varieties Tommy Atkins, Palmer and Ub4; variety Haden
gave total carotenoids content significantly lower than the others. The [-carotene
contents were significantly different among the four varieties, with values of 888;
608.39; 661.27 and 2,221 pg per 100 g for varieties Haden, Tommy Atkins, Palmer and
Ub4, respectively. Total phenolics differed among the four varieties with values of 62.1;
48.4; 128.2 and 208.7 mg of gallic acid equivalent per 100 g of pulp for varieties
Haden, Tommy Atkins, Palmer and Ub4, respectively. Zinc contents ranged from 0.249
to 0.33 mg per 100 g of pulp, with no significant differences among the four varieties.
There were no significant differences among iron contents, ranging from 0.121 to
0.298 mg per 100 g of pulp. Copper contents ranged from 0.081 to 0.097 ng per 100 g
of pulp, with no significant differences between Palmer and Ub4 (0.083 and 0.081 ug
per 100 g of pulp, respectively); Haden gave higher level (0.097 ng per 100 g of pulp)
and Tommy Atkins gave significant lower level (0.077 pg per 100 g). All the four
varieties showed antioxidant potential in the chemical tests, but there was significant
difference among varieties, with variety Ub4 being superior. There was difference
regarding the contents of quercetin, mangiferin and kaempherol. Mangiferin was
detected in pulp of varieties Uba, Haden and Tommy Atkins; quercetin was only
detected in varieties Ubd and Haden; and kaempherol only in variety Uba. Biological
assays showed that supplementation of commercial ration for wistar rats with
lyophilized mango pulp at 10% resulted in increase of lipid peroxidation marker,
evaluated by the thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) test, both in the
absence and the presence of oxidative stress induced by diclofenac, suggesting the
occurrence of pro-oxidant effect. The biological assays with supplementation of AIN-G
ration with lyophilized mango pulp at 3% showed reduction in lipid peroxidation,
demonstrating the antioxidant effect, in the absence and the presence of oxidative stress
induced by paracetamol. Total phenolics of agroindustry residues of variety Uba were

48.95 mg gallic acid equivalent/kg DM (kilogram of dry matter) in skin and 68.45 mg

Xiv



gallic acid equivalent per kg DM in seed. Skin and seed contain mangiferin in the
concentration of 270.5 mg kg’ DM and 46.5 mg kg’ DM, respectively. The skin
contains quercetin at 785.3 mg kg' DM and kaempherol at 35.3 mg kg' DM.
Hydroalcoholic extracts of residues showed antioxidant potential comparable to

butylhydroxianisol (BHA) and gallic acid.
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1 INTRODUCAO GERAL

1.1 A importancia da mangicultura

As frutas sdo de grande importancia mundial no que se refere aos aspectos
social, econdmico e alimentar. Atualmente, a fruticultura tropical vem se destacando
como uma das alternativas para o desenvolvimento regional, o que requer pesquisas
para o conhecimento das variedades mais recomendadas para o plantio, das praticas de
cultivo, da fisiologia pds-colheita dos frutos e do melhoramento de espécies para serem
cultivadas em larga escala (EMBRAPA, 2000). A fruticultura ¢ uma atividade
econdmica em expansdo, com estimativa de produ¢do mundial de frutas tropicais, em
2003, de aproximadamente 64 milhdes de toneladas, o que equivale a um aumento de
25% em relagdo ao ano de 2002 (FAO, 2005). O Brasil se destaca mundialmente
(FAOSTAT, 2004), com uma produgdo de frutas que aumentou de 11,5 milhdes de
toneladas em 1973 para 36 milhdes em 2002 (EMBRAPA, 2004). Sob o aspecto
alimentar, as frutas apresentam valor nutricional de destaque, como fonte de minerais,
vitaminas e fibras, além de conterem fitoquimicos, cuja ingestdo se relaciona
positivamente com a saude (PARR; BOLWELL, 2000).

Com uma produ¢do mundial crescente (Tabela 1), a manga (Mangifera indica
L., Anarcadiaceae) representa uma das mais importantes frutas tropicais (FAOSTAT,
2004). Sua produgdo ¢ bastante concentrada, visto que mais de 60% do total ¢
produzido em regides da ndia, China, México, Tailandia e Filipinas (EMBRAPA,
2004).



Tabela 1 — Producao de manga em toneladas e area colhida em hectares no periodo de

1997 a 2004
Ano Producio (t) Area colhida (ha)
Brasil Mundial Brasil Mundial
1997 508.350 23.668.195 64.726 2.864.562
1998 468.593 22.618.667 66.838 3.219.463
1999 456.465 23.607.564 61.213 3.286.785
2000 538.301 24.746.123 67.590 3.502.761
2001 782.308 24.979.600 67.226 3.471.637
2002 842.349 26.459.456 66.676 3.632.200
2003 925.018* 27.050.305 67.000 3.679.317
2004 850.000 26.573.579 68.000 3.690.180

* Valor ajustado conforme dados de producao brasileira por regido geografica.
Fonte: Agrianual (2006).

O Brasil, apesar de apresentar uma producao anual comparativamente pequena
em relagdo ao total mundial, destaca-se entre os principais paises exportadores
(Tabela 2). Houve expansdo da exportacdo nos ultimos anos, passando de 4 mil
toneladas em 1991 para 138 mil em 2003. Na classificagdo mundial, o Brasil esta entre
0s quatro maiores paises exportadores de manga, tanto em volume quanto em valor
negociado. O comércio de manga no Brasil vem apresentando uma taxa de crescimento
médio anual de 27,06% nas exportacdes, estando acima da média mundial, de 13,45%

(EMBRAPA, 2004).

Tabela 2 — Principais paises exportadores de manga no periodo de 2000 — 2003

Pais 2000 2001 2002 2003
México 206.782 194.540 194.591 216.316
india 39.274 46.232 41.577 179.179
Brasil 67.172 94.291 103.598 138.189
Holanda 34.477 42.543 33.020 57.610
Filipinas 40.031 38.523 36.206 38.436
Outros 234.461 238.083 254.234 289.269

Fonte: Agrianual (2006).

Apesar da perspectiva promissora do comércio externo, a manga do Brasil tem
no mercado interno o principal destino para o consumo da produgdo. No mercado
nacional, a manga ¢ comercializada predominantemente na forma in natura e, em menor
escala, como suco e polpa congelada. Com a expansdo da area plantada no Brasil, ha
perspectivas de aumento superior a 2,8 vezes do volume de manga comercializado no

mercado interno. Essa producao adicional podera provocar queda nos pregcos da manga



no mercado interno, e, para evitar a inviabilidade da exploracdo da mangicultura, ¢
necessario adequar a producdo as exigéncias dos mercados nacional e internacional,
além de promover a expansao da agroindustria da manga (EMBRAPA, 2004).

A politica de planejamento das associagdes dos produtores e exportadores de
mangas no Brasil apontou, na campanha de 2005, para o comércio de manga o interesse
e a necessidade de ampliar mercados nos paises da Europa. Dentre as estratégias para
atingir os referidos mercados, destacou-se a associacdo de atributos de qualidade as
mangas brasileiras em fun¢do da origem, enfatizando o valor nutricional das frutas

(IBRAF, 2005).

1.2 A importancia da agroindustria da manga (variedade Ub4) para a regido da
Zona da Mata mineira

Em paralelo a expansdo do comércio de manga in natura, verifica-se, em nivel
mundial, o aumento da demanda por manga processada (FAO, 2005). A industrializacao
da manga ¢ uma forma de diminuir perdas nos picos de safra e maximizar o
aproveitamento do grande potencial da fruta através de produtos variados, incluindo:
sucos, geléias, néctares, compotas e polpa (FONTES, 2002). Além disso, por ser uma
fruta de alto valor nutritivo, ¢ bastante vantajoso, sob o aspecto da satide humana,
viabilizar a oferta da fruta durante todo o ano, disponibilizando no mercado os produtos
processados. A industrializacdo da manga possibilita ainda o aproveitamento de
variedades com pouco valor comercial para o consumo humano, por nao possuirem os
atributos exigidos pelo consumidor, relacionados as caracteristicas do fruto.

A exportagdo brasileira de frutas processadas mostra um perfil de crescimento
nos ultimos anos, passando de 1.284,7 toneladas de frutas processadas no ano de 1998
para 1.709,3 toneladas em 2004. No mercado interno, destaca-se o aumento do consumo
de sucos de fruta (Tabela 3), que atende aos conceitos de praticidade, de saude e de
qualidade nutricional, observados nas tendéncias de consumo no pais. A agroindustria
de sucos no Brasil apresenta taxa de expansdo anual superior a 15%, atraindo novos
investimentos, inclusive estrangeiros (VILELA et al., 2006).

Um dos desafios na agroinduastria da manga ¢ conseguir produtos com sabor
inalterado e com vida de prateleira que permita o consumo em periodos além da safra da
fruta, possibilitando um pre¢o adequado do produto para compensar o custo de

produgdo. Para isso, a sele¢do de variedades que atendam a esses requisitos ¢ de



extrema importancia, ja que muitas variedades de elevada aceitagdao para o consumo in
natura ndo sao adequadas ao processamento, pois modificam o sabor em tempo muito

curto.

Tabela 3 — Evolu¢ao do consumo per capita no Brasil (kg/habitante/ano) de frutas

processadas
Ano
Produto 1987 1996 2003
Consumo per capita (kg por habitante por ano)
Doce cristalizado n.d. n.d. 0,020
Doce em calda 0,140 0,132 0,073
Doce em pasta 0,465 0,307 0,297
Suco envasado 0,372 0,716 1,082

Fonte: Vilela et al. (2006).

A manga da variedade Uba tem sido processada com grande sucesso por
agroindustrias da Zona da Mata mineira para a fabricag¢ao de sucos e polpa, uma vez que
a fruta apresenta excelentes caracteristicas sensoriais (RAMOS et al., 2005).

A mangueira Ubd estd presente em toda a regido da Zona da Mata mineira,
sendo uma variedade muito conhecida em todo o Estado. A fruta ¢ pequena (100 a
150 g), oval, com casca amarelada quando madura e polpa firme, com fibras finas,
curtas ¢ macias (RAMOS et al., 2005). E consumida in natura apenas no mercado
regional, mas tem mostrado grande potencial para ser aproveitada na agroindustria.
Atualmente a variedade tem grande importancia econdmica para a regido, que conta

com varias agroindustrias.

1.3 Mangas como fonte de antioxidantes

Ha um grande interesse atual, tanto do consumidor quanto do meio cientifico, no
conhecimento da composi¢do quimica das frutas, considerando as fortes evidéncias
epidemiologicas que apontam os beneficios da ingestdo de frutas na prevencao de doengas
em seres humanos (BLOCK et al., 1992). Esses efeitos sdo atribuidos a presenca de
substancias nutrientes e nao-nutrientes fisiologicamente ativas, denominadas funcionais
ou bioativos.

Os bioativos agem no organismo por mecanismos diversos, mas o efeito
antioxidante tem sido um dos principais focos de interesse das pesquisas (AMES et al.,

1993). As frutas contém varias substancias que t€ém potencial para fornecer protecao



antioxidante ao organismo humano: 4cido ascérbico, carotenoides, compostos fenolicos
€ 0os minerais cobre, zinco, selénio, manganés, por serem constituintes de enzimas
relacionadas aos mecanismos antioxidantes.

O conhecimento da composicdo das frutas em constituintes antioxidantes ¢é
indispensavel, uma vez que existem variagdes nos teores destes, ndo so entre as espécies
de frutas, mas também pode haver variabilidade significante intra-espécie nos teores de
ascorbato, carotenoides e compostos fenolicos, dependendo da variedade, das condi¢des
de manejo, das regides de cultivo e do estddio de maturacdo dos frutos (LEE; KADER,
2000; KONDO et al., 2002; BASHIR et al., 2003; SCALZO et al., 2005). No entanto,
informacdes sobre a composicao de frutas tropicais em constituintes antioxidantes sao
escassas.

O conhecimento e a divulgacdo do valor nutricional e da composicdo em
fitoquimicos das variedades de mangas, cultivadas no Brasil, agregardo valor a fruta e
aos produtos desta, podendo influenciar positivamente o consumo nos mercados interno

€ externo.

1.4 O residuo da agroindustria da manga Uba

A agroindustria da manga Uba ¢ uma atividade em expansao na Zona da Mata
mineira, pois 0 suco, a polpa e o néctar apresentam consumo crescente nos mercados
interno e externo. Os subprodutos do processamento da manga Ub4, constituidos de
casca e carogo, geram grande volume de residuo, o qual ndo ¢ aproveitado. Este resulta
em acumulo de lixo, causando impacto ambiental que contraria as Boas Praticas de
Producdo exigidas pelo mercado importador (EMBRAPA, 2006). Estudos sao
necessarios para se avaliar a potencialidade de uso desse residuo, que ¢ de
aproximadamente 40% do volume total de fruta processada.

Pesquisas recentes mostraram que cascas de mangas contém diferentes
compostos fendlicos, incluindo glicosidios de flavonois e de xantonas, galotaninos,
derivados de benzofenona e antocianinas (SHIEBER et al., 2003; BERARDINI et al.,
2004, 2005). Todos os compostos citados apresentam potencial para serem antioxi-
dantes naturais (LAPORNIK et al., 2005). H4 um interesse crescente da industria de
alimentos na substituicido de antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturais
(SLIMESTAD; SOLHEIM, 2004), pois na ultima década o consumidor tem aumentado

a preferéncia pelos Ultimos em decorréncia da divulgagdo de seus beneficios a saude.



Os residuos da agroindustria sdo potenciais fontes de antioxidantes (MOURE et al.,
2001) para serem utilizados como conservantes de alimentos e como componentes de

alimentos funcionais.



2 JUSTIFICATIVA

As justificativas para a proposi¢do da pesquisa que resultou no trabalho aqui

apresentado estdo relacionadas aos seguintes aspectos comentados anteriormente:

a)
b)

Importancia da mangicultura no Brasil.

Necessidade do conhecimento do valor nutricional da manga e do seu
potencial antioxidante como forma de agregar valor a fruta e aos seus
produtos.

Expansdo da agroindustria da manga na Zona da Mata mineira.

Interesse mundial na identificacdo de novas fontes de antioxidantes
naturais.

Necessidade de explorar um possivel aproveitamento do residuo da
agroindustria da manga com a finalidade de diminuir o impacto ambiental
e, conseqiientemente, atender as Boas Normas de Producao exigidas pelo

mercado externo.



3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver um estudo sobre o potencial antioxidante da polpa de quatro
variedades de manga de valor comercial, cultivadas em Minas Gerais, e do residuo da

agroindustria da manga Uba.

3.2 Especificos

1) Caracterizar as mangas utilizadas no estudo.

2) Determinar o teor de substincias antioxidantes na polpa das quatro
variedades de manga.

3) Identificar compostos fendlicos presentes na polpa.

4) Avaliar o potencial antioxidante da polpa das variedades de manga por meio
de testes in vitro.

5) Avaliar o potencial antioxidante da polpa da variedade Ub4, por meio de
ensaios biologicos.

6) Avaliar o potencial antioxidante do residuo da agroindustria da variedade
Uba.

Para melhor compreensdo e facilidade de redagdo de publicacdes, os objetivos
especificos, anteriormente descritos, serdo abordados separadamente, na forma de

capitulos.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DAS QUATRO VARIEDADES DE MANGA
CULTIVADAS EM MINAS GERAIS

1 INTRODUCAO

1.1 Origem da mangicultura e a producao de mangas no Brasil

Acredita-se que a mangueira vem sendo cultivada ha mais de quatro mil anos.
Quanto a sua origem, ha registros historicos conflitantes, mas indicios sugerem que a
planta seja proveniente de dois subcentros de origem de espécies cultivadas: o
Indico-Burma-Tailandés e o Filipinico-Celeste-Timor, que deu origem a duas “ragas” de
mangueiras: a indiana e a filipinica (LITZ, 1997). A primeira possui flores com um
estame viavel, frutos de formato oblongo-ovalado com sementes monoembrionicas e,
em geral, com casca résea a vermelha; a raga filipinica apresenta flores com cinco
estames viaveis, frutos de formato longo, com sementes poliembridnicas e casca
variando de verde a amarela (MURHERIJEE, 1985, citado por LITZ, 1997). A planta se
espalhou para diversas regides e hoje o cultivo da mangueira estd presente em varios
paises do mundo, constituindo-se em uma importante atividade econdmica em muitos
deles (india, China, Tailandia, México, Paquistao, Indonésia, Filipinas, Brasil e
Nigéria).

A India ¢ o principal produtor de mangas, porém grande parte de sua producio
¢ consumida internamente, ¢ isso faz com que paises com producdo bem menor se

destaquem como exportadores, como ¢ o caso do Brasil (AGRIANUAL, 2006).
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A manga foi introduzida no Brasil na época da colonizagdo, e acredita-se que
as primeiras variedades foram da raga filipinica, geralmente fibrosas. Permaneceram em
pomares domésticos até meados de 1960, sem nenhuma expressdo econdmica. No final
da década de 1960, foram introduzidas as variedades indianas melhoradas, vindas
diretamente da Florida, o que impulsionou a cultura organizada da manga, uma vez que
seus frutos com pouca fibra, casca colorida quando maduros e mais resistentes a
antracnose sdo mais comercializaveis. A partir de entdo, a mangicultura se expandiu no
Brasil e passou a ter uma importancia econdmica (PINTO et al., 2002).

A producdo de manga no Brasil concentra-se nas regides Nordeste e Sudeste
(Tabela 1). No Nordeste brasileiro, a manga ¢ cultivada em todos os Estados (LEITE
et al., 1998), e no Sudeste os Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais sdo os principais
produtores (CARVALHO et al., 2004). No Vale do Sao Francisco, em especial no P6lo
de Desenvolvimento de Juazeiro/Petrolina, concentra-se o maior volume de produgio de
manga do pais, em uma area de mais de 22 mil hectares. A regido possui grande
potencial de expansdo dessa cultura, uma vez que, através de técnicas de inducao floral,
¢ possivel produzir a fruta durante todo o ano, propiciando a oferta ao mercado em
periodos de entressafra (ALBUQUERQUE; MOUCO, 2000). Essa possibilidade ¢
bastante promissora, ja que, do total de manga produzido no ano de 2003 no Brasil,
cerca de 84% foram comercializados no mercado interno, o qual ndo est4 ainda saturado
(AGRIANUAL, 2006). O consumo da manga in natura e processada na forma de
suco no Brasil é ainda pequeno (2,68 kg/habitante/ano e 1,082 kg por habitante por ano,
respectivamente), em comparacdo com outros paises, como o México, que ¢ de
13,48 kg por habitante por ano para fruta in natura (EMBRAPA, 2005; VILELA et al.,
2006).

Tabela 1 — Producao brasileira anual de manga em toneladas, por regides, no periodo

de 2000 a 2003
Regido 2000 2001 2002 2003
Norte 28.569 13.322 18.670 6.621
Nordeste 582.446 487.222 551.764 614.215
Sudeste 330.923 260.399 249.948 287.580
Centro-Oeste 19.801 12.640 20.237 8.833
Sul 7.203 8765 9132 7.769
Total 968.942 782.348 849.751 925.018

Fonte: Agrianual (2006).
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As variedades de manga de interesse comercial para serem consumidas
in natura sao as que apresentam alta produtividade, frutos com caracteristicas atraentes,
preferencialmente de casca em tons amarelo-avermelhados quando maduros, polpa doce
e com pouca ou nenhuma fibra e de textura firme, o que oferece mais resisténcia ao
manuseio para mercados distantes, além de resisténcia a doengas (COSTA; SANTOS,
2004). Entretanto, a caracteristica do mercado, principalmente internacional, ndo ¢
uniforme. Determinadas regides do mundo e alguns grupos étnicos preferem mangas de
casca com coloracdo verde-amarelada quando maduras e variedades com frutos
pequenos para o consumo in natura (ARAUJO, 2004).

No Estado de Minas Gerais, as variedades para o consumo in natura mais
cultivadas, por possuirem os atributos citados anteriormente, sdo: Tommy Atkins,
Haden e, mais recentemente, a Palmer. Essas variedades sdao atualmente produzidas com
a finalidade comercial, em plantios planejados e em grande parte das plantacdes, através
de indugdo floral (ARAUJO, 2004). A variedade Ub4 ¢ utilizada na agroindistria para
fabricacdo de sucos e polpa, sendo proveniente de plantagdes domésticas e de plantios

planejados recentes (RAMOS et al., 2005).

1.2 O estadio de maturaciao como fator de influéncia no potencial antioxidante de
frutas

A maturagdo ¢ um dos principais fatores que determinam a composicao de
frutas e vegetais (LEE; KADER, 2000). Em razao disso, a fisiologia pds-colheita ¢ a
qualidade de frutas t€ém sido investigadas por varios autores (WATADA et al., 1996;
PALMER; KADER, 1997a, b; PAULL; CHEN, 1997; TOVAR et al., 2000, 2001).

Reagdes metabolicas que ocorrem com o amadurecimento resultam em
alteracdes na composicdo das frutas, e algumas delas influenciam o potencial antioxi-
dante destas. Tem sido observado que trés compostos antioxidantes (acido ascorbico,
carotendides e compostos fendlicos), presentes em frutas, sofrem alteragdo em seus
teores @ medida que ocorrem as transformacdes fisicas e bioquimicas relacionadas ao
amadurecimento.

O teor de acido ascorbico diminuiu com o processo do amadurecimento em
morangos (MONTERO et al., 1996) e mangas (LEE; KADER, 2000), enquanto pésse-

gos, mamdes € magds mostram aumento no teor desse nutriente (LEE; KADER, 2000).
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Com o avango do amadurecimento da fruta, geralmente ha produgdo de carotenoides,
antocianinas e degradagao de compostos fendlicos (LIMA et al., 2005).

Outra reagdo que ocorre com o amadurecimento da fruta ¢ a hidrdlise de
polissacarideos, incluindo o amido e a pectina, o que resulta em aumento da
concentracdo de mono ¢ dissacarideos, levando ao maior teor de sélidos soltveis totais
(SST). Essas alteragdes quimicas explicam, em parte, a perda de firmeza ou aumento de
maciez da fruta quando se avanga o estadio de maturagdo (Van BUREN, 1984).

Pelo exposto, ressalta-se a importancia de se caracterizar o estddio de matu-
racdo das frutas nos estudos que abordam tanto o potencial antioxidante delas quanto a
quantificagdo de constituintes antioxidantes. Caso contrario, diferengas relacionadas ao
estadio de maturacdo da fruta podem ser erroneamente atribuidas a outros fatores, como
os geograficos, varietais ou metodologicos.

Assim, considerando que o estddio de matura¢ao ¢ um fator determinante do
teor de compostos que influenciam o potencial antioxidante da polpa de mangas, o
presente capitulo aborda o estudo da caracterizacdo das mangas por meio de parametros

fisicos e quimicos.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar, por meio de pardmetros fisicos e quimicos, as amostras de
mangas das quatro variedades utilizadas no estudo: Haden, Tommy Atkins, Palmer e

Uba.

2.2 Especificos

- Avaliar o peso total e das partes do fruto.

- Calcular o rendimento percentual de polpa.

- Avaliar o teor de solidos soluveis.

- Caracterizar a firmeza da fruta madura.

- Caracterizar a cor da polpa.

- Determinar a composi¢do quimica centesimal da polpa nos teores de
umidade, carboidratos, proteinas, lipidios e cinzas.

- Preparar e acondicionar as amostras para as analises subseqiientes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de matéria-prima

Quatro variedades de manga de valor comercial, produzidas no Estado de
Minas Gerais, foram utilizadas no estudo: Haden, Tommy Atkins, Palmer ¢ Uba
(Figura 1).

As mangas das variedades Haden, Tommy Atkins e Palmer foram coletadas
em plantagdes comerciais de Minas Gerais, nas regides norte e noroeste do Estado
(Figura 2), no final do més de outubro, safra de 2003. Quatro caixas contendo de 10 a
12 unidades de mangas de cada variedade, embaladas em condigdes empregadas no
transporte para o comércio interno, foram recolhidas, aleatoriamente, no setor de
selecdo e embalagem da plantacdo (Figura 3). Elas foram transportadas até Vigosa,
permanecendo em caixas até atingirem, por meio de avaliacdo subjetiva, o estadio de

maturacgdo desejavel para o estudo.

Haden Tommy Atkins
Palmer Uba

Figura 1 — Variedades de manga utilizadas nos estudos.

Para o estudo da variedade Ub4, foi adquirida no més de janeiro de 2004 a
polpa pura proveniente da agroindustria (sem adicdo de outros componentes), numa
quantidade de 200 kg, acondicionada em recipiente proprio da fibrica. Esse material

foi utilizado para avaliar a cor e os solidos soluveis totais da polpa. Além disso,
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20 unidades de mangas da variedade Uba foram adquiridas no comércio local, para

serem utilizadas na etapa de caracteriza¢do do peso total do fruto e das partes.

Haden

Palmer Tommy Atkins

Uba
@ Jodo Pinheiro (O Janatba O Visconde do Rio Branco

Figura 2 — Regides de coleta das quatro variedades de manga.

Figura 3 — Local de coleta no galpdo de embalagem ¢ distribui¢do de mangas.
Janauba-MG.

3.2 Caracterizacido da matéria-prima

3.2.1 Peso total e das partes dos frutos

Foi utilizada uma balanga, marca OHAUS, com capacidade de 1.200 g e
precisao de 0,001 g. Apos a higienizagdo em agua corrente e secagem manual dos
frutos, foram obtidos de cada uma das vinte unidades de mangas de cada variedade os
pesos relativos ao fruto inteiro e as partes: casca, carogo e castanha da semente. Para o

despolpamento utilizou-se faca de aco inoxidavel. O peso obtido para os frutos inteiros
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foi expresso em gramas, representando a média de 20 unidades, e o peso das partes, em

percentual do peso total.

3.2.2 Firmeza da polpa

A firmeza da polpa foi avaliada segundo a metodologia descrita por Fonseca
(1999), medindo-se a resisténcia dos frutos a penetragdo da ponteira (11 mm) de um
penetrometro, modelo FT 327 (Figura 4). As medi¢des foram feitas em dois pontos
opostos, na regido equatorial dos 20 frutos de cada uma das variedades (Haden, Tommy
Atkins e Palmer), ap6s a remogdo da casca local, apoiando-se o fruto num cilindro de
isopor, para evitar a perda de firmeza da polpa, resultante do atrito com a superficie de

apoio. Os resultados foram expressos em N (Newtons).

(b)

Figura 4 — Medidor de firmeza (a) e ilustracdo da regido de teste (b).

3.2.3 Teor de solidos soluveis totais — SST

Na avaliag¢do de solidos soluveis totais, a polpa de 20 unidades de mangas das
variedades Haden, Tommy Atkins e Palmer foi homogeneizada em um processador,
para obten¢ao de um puré. No caso da variedade Ub4, a polpa foi obtida ja nessa forma
desejada, a partir de uma quantidade de 200 kg, a qual corresponde a aproximadamente
1.600 unidades de manga.

O parametro solidos soluveis totais foi determinado por refratometria, a
temperatura ambiente, utilizando-se um refratdmetro manual, com leitura na faixa de 0 a

32 °Brix.
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3.2.4 Cor

A cor da polpa foi avaliada na polpa homogeneizada, utilizando-se o aparelho
ColorQuest II (Sphere) (HunterLab, reston, VA), conectado a um computador provido
do sistema software Universal. As amostras de polpa homogeneizada foram transferidas
para uma cubeta de quartzo com capacidade de 50 mL, e as leituras foram realizadas

utilizando-se o sistema de coordenadas L, a, b (Figura 5).

L,a,b Color Solid

Figura 5 — Sistema de coordenadas L, a, b.

3.2.5 Composicao quimica centesimal

Os teores de umidade, proteina, lipidio, cinza e carboidrato da polpa das quatro
variedades de manga foram determinados por meio das técnicas analiticas descritas pelo

INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2005).

3.3 Amostragem

A coleta das amostras foi feita aleatoriamente, utilizando-se frutos disponi-
bilizados para o mercado consumidor. Nao houve marcagdo prévia do horario para a
realizag¢do da coleta das amostras adquiridas das plantagdes; a aquisi¢do das amostras da
variedade Uba foi condicionada a disponibilidade no comércio e na agroindustria.

Utilizou-se o software SIGMA STAT, versdo 2.03, para andlise estatistica

descritiva.
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3.4 Preparo e acondicionamento das amostras para as analises subseqiientes

As amostras de mangas foram submetidas a etapas de preparo e

acondicionamento até as analises subseqiientes, conforme ilustra o esquema a seguir:

Mangas: Haden, Tommy Atkins, Palmer

v

Despolpamento

v

Homogeneizacio  Polpa de manga

l da variedade Uba

Congelamento a -20 °C por 7 dias<J

v

Liofilizacao

v

Acondicionamento em vidros sob prote¢io de luz, a — 20 °C

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacio da matéria-prima
4.1.1 Tamanho e rendimento dos frutos

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores da média e mediana e valores minimo
e maximo do peso dos frutos das quatro variedades de manga, bem como o percentual
do peso do fruto relativo aos componentes: polpa, casca, caroco € améndoa da semente.
As mangas das variedades Haden, Tommy Atkins e Palmer utilizadas neste estudo
apresentaram pesos dentro dos padrdes de exigéncia para exportagdo, que ¢ de 300 a
450 g no mercado europeu e de 250 a 600 g nos Estados Unidos (ARAUJO, 2004).
A caracteristica da variedade Uba ¢ de frutos menores, ¢ a média obtida para a amostra
coletada estd dentro da faixa de valores descritos na literatura, que ¢ de 100 a 150

gramas (RAMOS et al., 2005). A proximidade entre os valores da média e da mediana
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de cada uma das quatro variedades de manga mostra a homogeneidade de tamanho dos
frutos, embora a amostra tenha sido adquirida de maneira aleatoria. O rendimento de
polpa foi estatisticamente igual entre as variedades Haden, Tommy Atkins e Palmer,
variando de 59,71 a 63,61%. A manga Uba mostrou rendimento de polpa menor que os
das demais (56,62%) em razdo de apresentar o carogo proporcionalmente maior em

relacdo ao tamanho total do fruto (14%).

Tabela 2 — Massa total e rendimento percentual das partes dos frutos das quatro
variedades de manga cultivadas no estado de Minas Gerais, safra

2003/2004
o,
Variedade Fruto (g) Partes (%)
Média + DP Mediana  Min. — Max. Polpa  Casca Caroco Améndoa
Haden 484,72 +£26,39 483,70  437,80-518,70  59,71* = 22,64° 12,02° 5,63%°

T. Atkins ~ 479,59+25,52 475,70  442,00-543,00 63,61" 19,25° 11,69%° 5,45%¢
Palmer 489,47 £22,66 498,00  432,70-513,20 61,62  23,14° 10,86° 438"
Uba 119,23+ 11,44 118,20 95,00-137,65  56,62° 23,16 14,77¢ 5,45°

Os valores sdo resultados de determinagdes feitas em 20 unidades de cada variedade. Valores seguidos
por diferentes letras na coluna diferem estatisticamente (teste de Tukey, p < 0,05).

DP = desvio-padrao.

4.1.2 Firmeza

A firmeza avalia a resisténcia da polpa, através da penetragdo de uma ponteira,
sendo, assim, uma medida de for¢a para superar essa resisténcia.

A firmeza foi avaliada quando as mangas atingiram o estddio maduro, e o
tempo para atingir essa condicao foi diferente paras as variedades. A Tabela 4 apresenta
o periodo gasto, apds a coleta, para que as mangas se mostrassem maduras, por
avaliacdo subjetiva. Essas diferengas sdo atribuidas principalmente ao estadio de
maturagdo no qual as variedades foram coletadas, mas ndo se descarta também a
possibilidade de diferencas entre variedades na fisiologia do amadurecimento.

Verificou-se que houve similaridade na firmeza entre as mangas das variedades
Haden e Tommy Atkins, e ambas apresentaram firmeza superior a da Palmer (Tabela 4).
A velocidade da perda de firmeza com o amadurecimento da manga depende da
variedade (ALI et al., 1995). Haden e Tommy Atkins sio mangas de polpas mais
firmes, um atributo que explica o seu grande valor comercial (SANTOS, 2004). A

variedade Palmer ¢ uma manga introduzida no Brasil mais recentemente e, embora
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tenha sido apontada como uma variedade com grande potencialidade para
comercializacdo, ndo foram encontradas informagdes sobre as alteragdes fisico-

quimicas durante o seu processo de amadurecimento.

Tabela 3 — Tempo gasto para o amadurecimento das mangas ap6s a coleta

Variedade Tempo apos a coleta (dias)
Haden 2
Tommy Atkins 2
Palmer 7
Uba 0*

Os frutos da variedade foram adquiridos no comércio local no estadio maduro adequado ao consumo.

4.1.3 Solidos soluveis totais - SST

Houve similaridade no parametro SST para as variedades de mangas analisadas
(Tabela 4); a Palmer apresentou SST mais elevado que o das demais, o que coincide
com o seu menor indice de firmeza. Isso sugere que a variedade poderia estar em
estddio de maturagdo mais avancado, uma vez que a avaliagdo de firmeza nessa
variedade foi feita sete dias apos a coleta. As quatro variedades apresentaram SST
acima de 12 °Brix, que é considerado o minimo aceitdvel para o consumo da fruta
in natura, situando-se na faixa que atribui 6tima qualidade as mangas (13 - 15 °Brix)

(CAMACHO; RIVAS, citado por ROVIRA; ALVAREZ, 1990).

4.1.4 Cor

A cor da polpa caracteriza o estddio de maturagcdo da manga, uma vez que, a
medida que o fruto passa do estddio verde para o maduro, hd aumento da cor amarela,
atribuida aos carotenoides. Neste estudo foi utilizado o sistema de coordenadas L, a, b,
que caracteriza a cor da polpa. Nessa escala, L* mede a luminosidade, que varia de zero
(preto) a 100 (branco puro); e valores de a e b representam os niveis de tonalidade e
saturacao de cor, sendo que a coordenada a varia do verde (-a) ao vermelho (+a)eb ¢ a
coordenada que avalia as tonalidades que vao do azul (-b) ao amarelo (+b). Valores
positivos de a e b observados para as quatro amostras de manga avaliadas sdo
caracteristicos de mangas maduras e sdo atribuidos aos carotendides presentes na polpa

(Tabela 4).
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Tabela 4 — Indices de qualidade da polpa das quatro variedades de manga utilizadas no

estudo
Variedade Firmeza " SST® Colorimetria @
™) (°Brix) L* a* B*
Haden 45,47 + 14,42 14,1 613 13,0 483
Tommy Atkins 70,36 + 25,58 14,4 58,3 11,5 459
Palmer 23,03 +14,70 15,7 54,9 11,7 39,6
Uba n.d. 14,3 59,1 14,4 49,7

()" Os valores representam as médias + desvio-padrio das determina¢des em 20 mangas de cada
variedade; n.d = nio determinado; e ¥ medidas avaliadas no homogeneizado da polpa.

De maneira geral, o estadio de maturacdo foi similar entre as variedades de
manga estudadas, com excecdo da manga Palmer, que apresentou parametros sugestivos
de maturacdo mais avangada.

Quanto a composicdo quimica centesimal, as quatro variedades de manga
apresentaram valores proximos nos teores de umidade, proteina, lipidio, carboidratos e
cinzas (Tabela 5). A quantidade de carboidratos foi avaliada por diferenca, e, assim,
parte desse teor ¢ proveniente de fibras. Durante o estudo foi observado que a polpa das
mangas apresenta uma propriedade para formar gel facilmente, e isso pode ser atribuido
a presenca de pectina, a qual ndo foi determinada nesta pesquisa. Os resultados obtidos
apresentam valores proximos aos descritos em tabelas de composi¢do de alimentos para

mangas em geral, publicadas recentemente (TACO, 2006).

Tabela 5 — Composi¢ao quimica da polpa das quatro variedades de manga utilizadas

no estudo
. . Proteina Lipidio Carboidrato Cinzas
Variedade  Umidade (%) %) (g‘;o ” %) @)
Haden 83,61 0,64 0,15 15,31 0,29
Tommy Atkins 84,38 0,55 0,07 14,67 0,29
Palmer 81,96 0,59 0,09 17,02 0,34
Uba 83,17 0,50 0,14 15,87 0,32

5. CONCLUSAO

Os dados relacionados ao peso dos frutos e das partes mostraram que as
mangas deste estudo apresentaram uniformidade de frutos intravarietal. A polpa

homogeneizada de mangas das variedades Haden, Tommy Atkins, Palmer e Uba
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mostraram indices de qualidade de frutos maduros. Valores préximos obtidos para os
parametros firmeza, SST e coordenadas a e b na escala L, a, b sugerem similaridade no

estadio de maturacdo dessas quatro variedades de manga.
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CAPITULO 2

QUANTIFICACAO DOS CONSTITUINTES ANTIOXIDANTES NA POLPA
DAS VARIEDADES DE MANGA

1 INTRODUCAO

1.1 A importancia dos antioxidantes da dieta

Evidéncias epidemiologicas sugerindo que o consumo de frutas e vegetais pode
reduzir o risco de cancer ¢ de doengas cardiovasculares aventam a possibilidade de que
tal protecdo possa ser atribuida, em parte, a presenca de compostos antioxidantes
contidos nesses alimentos (HALLIWELL, 1997).

O interesse nos constituintes antioxidantes da dieta ¢ suportado pela hipo-
tese oxidativa, a qual assume que danos oxidativos nas células, causados pelos
radicais livres (RL), estdo envolvidos na iniciacdo e na progressdo de doengas como
aterosclerose, cancer e outras associadas aos mecanismos neurodegenerativos (SORG,
2004).

Viarios RL e espécies reativas sdo geradas nas células aerdbicas no curso
normal de seu metabolismo (Tabela 1). Embora as espécies quimicas reativas, derivadas
do oxigénio e do nitrogénio, tenham fungdes fisiologicas bastante importantes no
organismo humano (RIBEIRO et al., 2006), um mecanismo critico para o controle da
homeostase nas células ¢ a manutencdo do seu estado redox, uma vez que o aumento

dessas espécies quimicas reativas pode desestabilizar o meio biologico (SIES, 1985).
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Tabela 1 — Principais espécies reativas geradas durante o metabolismo aerobico

Espécie reativa Formula de Lewis
A .. .. O
Anion superoxido :0—0-
Peroxido de hidrogénio Hé_ O H
Radical hidroxil -O—H
Oxigénio simpleto O = O
Oxido nitrico N= O :
Peroxinitrito :O=N—0—0:

Fonte: Adaptado de Bergendi et al. (1999) e Sorg (2004).

Quando ha aumento dos niveis de RL no organismo, em decorréncia de um
desequilibrio entre a producgdo destes e as defesas antioxidantes, rompe-se a homeostase
entre oxidantes e antioxidantes em favor dos primeiros. Nessa situagdo, instala-se o
estresse oxidativo, que € uma condi¢do na qual ocorrem respostas celulares secundarias
as injurias oxidativas: morte ou proliferagao celular (LOPACZYNSKI; ZEISEL, 2001).

Além da producdo fisiologica dos radicais livres de oxigénio e de nitrogénio,
o organismo humano estd sujeito a acdo de xenobioticos (farmacos, poluentes e
contaminantes quimicos), os quais podem aumentar a producdo de radicais livres
durante a sua biotransformacao e, conseqiientemente, favorecer a instalagdo do estresse
oxidativo nos tecidos (GONZALEZ, 2005).

A manutencdo da homeostase do estado redox celular ¢ feita por meio de
mecanismos que agem controlando a producao dos RL, a sua eliminagdo ou desativagao
e reparando os danos oxidativos. Existem dois mecanismos antioxidantes: o enzimatico
e o ndo-enzimdtico; ambos agem cooperativa e sinergisticamente para manter o
equilibrio dos radicais livres no organismo.

a) Mecanismo antioxidante enzimatico: um conjunto de enzimas catalisa
reagoes para eliminacdo das espécies reativas e para recuperagdo de moléculas
biologicas oxidadas; sdo elas: superoxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa
redutase, catalase, tiorredoxinas, peroxirredoxinas e inuimeras outras redutases
(REMACLE et al., 1992; NORDBERG; ARNER, 2001).

b) Mecanismo antioxidante ndo-enzimatico: ¢ constituido por compostos de
baixo peso molecular, ingeridos na dieta (nutrientes e ndo-nutrientes) ou sintetizados no

organismo. Os primeiros experimentos em animais para investigar se moléculas
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antioxidantes prolongariam a vida através da reducao de danos por radicais livres foram
realizados em 1957 (HARMAN, 1957, citado por LINDSAY; ASTLEY, 2002). A partir
de entdo houve grande aprofundamento cientifico, relacionando a hipotese oxidativa e o
efeito de antioxidantes sobre a saide humana.

Varias moléculas sdo consideradas antioxidantes de importancia bioldgica:
acido ascorbico, vitamina E, compostos fenolicos, acido lipdico, ubiquinona e outras
moléculas endogenas (DIPLOCK et al., 1998). As moléculas ingeridas funcionam como
redutores bioldgicos e, assim, podem eliminar os radicais livres ou atuar na modulagdo
génica, aumentando a defesa antioxidante celular (JACKSON et al., 2002; LOO, 2003;
BERGER, 2006).

1.2 Compostos antioxidantes da dieta

“Antioxidante da dieta ¢ uma substancia presente no alimento que diminui os
efeitos adversos de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) sobre as
funcdes fisioldgicas normais em humanos” (IOM, 1998). A defini¢dao de antioxidante da
dieta na darea de nutricdo humana considera os seguintes critérios: a substincia ¢
encontrada na dieta humana; o teor da substancia pode ser determinado em alimentos
comumente consumidos; € a substancia diminui os efeitos adversos das ERO e ERN in
vivo (BOURNE; RICE-EVANS, 1999).

Diversas substancias presentes naturalmente nos alimentos de origem animal
e vegetal, de natureza lipofilica ou hidrofilica, apresentam potencial para atuar
como antioxidantes no meio biolodgico, sem considerar os antioxidantes adicionados
propositalmente a alimentos industrializados. Essas substancias podem atuar como
antioxidantes bioldgicos através de mecanismos diversos (KRINSKY, 1992):

- eliminagdo das ERO e ERN;

- indugdo de sistemas enzimaticos antioxidantes;

- maximizacdo da resposta antioxidante; e

- impedimento da formacdo de ERO e de ERN por ligacio com metais

cataliticos.

1.2.1 Antioxidantes presentes em alimentos vegetais

Frutas, folhas, nozes e sementes fornecem uma rica fonte de vitaminas e de

outros fitoquimicos com propriedades antioxidantes, que constituem importantes fontes
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exdgenas de compostos que aumentam a resposta celular ao estresse oxidativo
(KAUER; KAPOOR, 2001). Dentre eles, podem-se citar: acido ascérbico, tocoferdis,

carotendides, compostos fenolicos, zinco, cobre, manganés, selénio, etc.

1.2.2 Acido ascorbico

O 4acido ascorbico, ou vitamina C, ¢ considerado um potente antioxidante
hidrossoluvel, devido ao fato de que a molécula pode doar um 4tomo de hidrogénio
e formar um radical livre ascorbil, relativamente estavel, com meia-vida de
aproximadamente 10” segundos (BUETTNER, 1993). O radical ascorbil pode ser
reduzido a ascorbato ou pode se oxidar, formando desidroascorbato. Por ndo haver via
metabolica de sintese de ascorbato em humanos, este deve ser fornecido pela dieta em
quantidade recomendada para adultos de 75 mg por dia para mulheres e 90 mg por dia
para homens (IOM, 2001).

O efeito antioxidante do ascorbato esta relacionado com a sua capacidade para
eliminar as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), podendo reagir com o radical
superoxido, o peroxido de hidrogénio, o radical hidroxil e o oxigénio simpleto (WEBER
et al., 1996). Também elimina Espécies Reativas de Nitrogénio (ERNS), prevenindo a
nitracdo de moléculas (TANNENBAUEN et al., 1991). Acredita-se que o ascorbato
participa da regeneracdo de tocoferol, e isso explica o sinergismo do efeito antioxidante
dos dois nutrientes. E considerado um antioxidante protetor de compartimentos solaveis
da célula, mas auxilia na manutenc¢ao de tocoferol no estado reduzido, sendo, portanto,
considerado um nutriente “economizador” de vitamina E. Ao participar de reagdes
como agente redutor, o ascorbato se oxida, formando desidroascorbato, o qual pode ser
regenerado por sistemas redutores especificos no organismo (NORDBERG; ARNER,
2001).

1.2.3 Tocoferois

O tocoferol, ou vitamina E, ¢ um nutriente considerado o principal antioxidante
lipossoluvel do meio biolégico e o mais potente em altas concentragdes de oxigénio,
sendo obtido exclusivamente pela dieta. Ha um grupo de compostos que recebe a
denominacdo de vitamina E, os quais sdo sintetizados por plantas a partir do
acido homogentisico, derivado do 6-cromanol; inclui tocoferdis e tocotriendis

(CHOW, 2000).
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Existem muitos compostos sintéticos de vitamina E, nas formas livre ou
esterificada. A molécula possui trés centros quirais na cauda lipofilica, tornando
possivel a existéncia de oito formas estereoisoméricas. A ocorréncia natural ¢
geralmente na forma livre do a-tocoferol, embora a forma esterificada seja mais estavel
e de grande aplicagdo farmacéutica. Entre os oito isdmeros, o d-o-tocoferol € o que
apresenta maior bioatividade, sendo, por isso, utilizado como referéncia para expressar a
atividade bioldgica dos demais compostos (CHOW, 2000).

A quantidade recomendada de ingestao dietética de vitamina E ¢ de 15 mg de
a-tocoferol por dia para individuos adultos (IOM, 2001).

O tocoferol esta incluido na classe dos antioxidantes que apresentam estrutura
fenolica e, uma vez que pode reagir com os radicais peroxil, ¢ considerado a molécula
de maior relevancia biolégica do mecanismo antioxidante ndo-enzimatico nas
membranas. A etapa inicial da reagdo antioxidante pelo tocoferol envolve uma rapida
transferéncia do hidrogénio fenolico para o radical livre, formando um produto radical.
Este ¢ estabilizado por ressonancia, sendo relativamente pouco reativo com oxigénio e
lipidios, impedindo rea¢des em cadeia. Por isso, ¢ freqliente caracterizar a propriedade
antioxidante do tocoferol como chain-breaking ou interruptor de reacdes em cadeia
(BURTON; INGOLD, 1981).

O radical tocoferil ndo apresenta atividade antioxidante; para a molécula
manter tal propriedade, deve ser regenerada ou convertida em tocoferol, pois a
concentracdo da molécula presente nas membranas é 10° vezes menor que a quantidade
do substrato potencialmente oxiddvel. O tocoferol, presente na bicamada lipidica das
membranas, estd numa propor¢cdo com os fosfolipidios de 1:2000 moléculas. Isso
mostra a necessidade de regeneragdo do tocoferil (WHO, 2001).

Uma parte da quinona tocoferil ¢ eliminada pela urina ou bile, apos reagdes de
conjugacoes, € a outra pode ser regenerada pelo ascorbato. Foi sugerida a possibilidade
de outros sistemas antioxidantes para recuperacdo de tocoferol, no organismo humano

(PACKER et al., 1995).

1.2.4 Carotenoides

Os carotenodides sdo pigmentos naturais, derivados dos terpenoides, e estdo
associados em plantas com membranas fotossintéticas, fotoprotecdo e assimilacdo de

energia luminosa (BURNS et al., 2003). Centenas de carotendides estdo presentes na
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natureza, mas poucos sdao encontrados nos tecidos humanos, sendo os principais:
B-caroteno, luteina, licopeno, B-criptoxantina e a-caroteno (THURNHAM, 1994;
ROCK et al., 1996). O B-caroteno ¢ a principal fonte de pré-vitamina A da dieta, porém
existem aproximadamente 50 carotenoides com atividade antioxidante (BENDICH;
OLSON, 1989). Em paises desenvolvidos, estima-se que o consumo de licopeno,
encontrado em tomates, luteina (espinafre, brocolis, milho) e zeaxantina (milho), seja
quantitativamente semelhante a ingestdo de [-caroteno, somando-se a ingestdo de
B-criptoxantina, que ¢ encontrada principalmente em frutas (DIPLOCK et al., 1998;
WHO, 2001). Nao ha recomendacdo dietética para carotenos, sendo a referéncia para a
sua ingestdo a recomendacdo de retinol ou de vitamina A, que ¢ de 700 a 900 ug de
Equivalentes de Retinol (ERs) por dia, para adultos (IOM, 2001).

Por serem moléculas lipofilicas, os carotenoides distribuem-se nas regides
apolares do meio bioldgico, incluindo as membranas, as particulas de lipoproteinas
(LDL e HDL) e o soro, ligados a uma proteina de transporte (IOM, 1998).

Os carotenodides sdo eficientes eliminadores (quenching) de Espécies Reativas
de Oxigénio, especificamente oxigénio simpleto e radicais peroxil. Afirma-se que os
carotenoides sao eficientes desativadores de oxigénio simpleto em baixas concentragdes
de oxigénio, que ocorre por dois mecanismos distintos: fisico e quimico. A desativagdo
fisica ocorre por transferéncia de energia do oxigénio simpleto para o carotendide,
formando o carotendide excitado. Essa energia ¢ dissipada por meio de interagdes
vibracionais com o solvente, para recuperar o carotendide no estado fundamental, o qual
permanece intacto, podendo participar de outros ciclos de eliminagdo de oxigénio
simpleto. A desativacdo quimica contribui pouco no processo (menos que 0,05% do
total), mas € o evento responsavel pela inativagdo da molécula. A interagdo quimica do
radical carotendide com os radicais peroxil leva a desativacao dos radicais (DIPLOCK,
1998). Esses mecanismos fisico e quimico explicam os efeitos protetores dos
carotendides contra as doengas relacionadas ao estresse oxidativo. Entretanto, a
modulacdo génica parece ser o efeito mais relevante dos carotendides descoberto nos
ultimos anos, constituindo-se em um dos mecanismos adicionais da citoprotecao contra

alguns processos patologicos.
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1.2.5 Compostos fenolicos

Neste grupo inclui-se um grupo extenso de substincias amplamente
distribuidas em vegetais (frutos, folhas, caules, sementes). Compreendem mais de 5.000
compostos e tém recebido importdncia como constituintes da dieta, com grande
potencial para apresentarem efeitos protetores contra as doencas relacionadas ao
estresse oxidativo.

Fenolicos de plantas constituem um grupo quimicamente heterogéneo: alguns
sdo lipossoluveis, outros sao hidrofilicos. Ocorrem freqlientemente como derivados na
forma de ésteres, éteres e glicosidios. Sdo subdivididos em 21 grupos, incluindo
milhares de compostos, com base na estrutura quimica (MANN et al., 1996).

As estruturas dos compostos fenolicos sdo bastante variadas, incluindo fenois
simples e polifendlicos, sendo eles formados em vias biossintéticas diversas,
apresentando funcdes importantes no reino vegetal: prote¢do contra patdgenos,
regulagdo da interacdo planta-planta e planta-animal, otimizacdo da polinizagdo e
regulacao dos efeitos de radiacdo UV (TAIZ; ZEIGER, 1991).

Os compostos fendlicos sdo ingeridos na dieta sob a forma de agliconas e
glicosidios. Acreditava-se, inicialmente, que a absor¢do desses compostos, com énfase
nos estudos com flavonoides, era desprezivel por causa da presenca de gliconas. No
entanto, estudos mais recentes mostraram que a sua biodisponibilidade ¢ relevante
(ROSS; KASUM, 2002). Pesquisas realizadas com quercetina, na forma de aglicona e
de glicosidios, mostraram que os glicosidios de quercetina foram mais bem absorvidos
do que a forma aglicona (STHAL et al., 2002).

Os compostos fendlicos atuam como antioxidantes no meio bioldgico, e varios
fatores contribuem para esse efeito: lipofilicidade, quelacdo de ferro e eliminagdo de
radicais livres (Van ACKER et al., 1996). Caracteristicas estruturais importantes para a
capacidade antioxidante de flavondides ¢ a posi¢ao dos grupos hidroxilas no anel B e a
presenca de grupos carboxilicos, os quais podem inibir a oxidacdo de lipidio, por
quelacao de metais (HUDSON; LEWIS, 1983).

A aceitagdo definitiva para as propriedades antioxidantes in vivo dos
constituintes fenolicos da dieta ¢ justificada pelas seguintes razdes: sua capacidade de
reagir in vitro com as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) e Espécies Reativas de

Nitrogénio (ERNs), eliminando-as, e/ou sua capacidade para prevenir a formagao de
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EROs, por meio da quelagdo de metais; e a evidéncia de sua biodisponibilidade em
humanos e sua bioatividade in vivo (BOURNE; RICE-EVANS, 1999).

Os compostos fendlicos podem atuar como antioxidantes, eliminando o anion
superoxido, o radical hidroxil, os radicais de lipidios € o peroxinitrito, em ambientes
aquosos e organicos (DUTHIE; CROZIER, 2000). Também ha evidéncias do efeito
protetor de compostos fendlicos sobre a oxidagdo de LDL induzida por ions cobre e
macrofagos (De WHALLEY et al., 1990; MANGIAPANE et al., 1992) e do efeito em
inibir enzimas que catalisam reac¢des geradoras de ERO (RICE-EVANS et al., 1996;
COS et al., 1998), além da possibilidade de regenerar antioxidantes de membranas,
como a-tocoferol (RICE-EVANS et al., 1996).

Além de seus efeitos como antioxidantes, os compostos fenolicos podem
exercer outras agdes fisioldgicas benéficas, entre as quais se incluem: modulagdo de
enzimas da via de biotransformacdo de xenobidticos; inibicdo de enzimas envolvidas
em respostas celulares a fatores de crescimento, incluindo proteina quinase C, tirosina
quinase e 3-fosfatidil-inositol quinase; e modulagdo da expressao de genes de proteinas

antioxidantes ou supressoras de tumor, como a p-53 (AWAD, 2002).

1.2.6 Minerais antioxidantes

Na area de nutricdo, os minerais selénio, cobre, zinco, ferro e manganés sao
freqlientemente incluidos no grupo de nutrientes antioxidantes, por serem constituintes
de enzimas envolvidas na prote¢ao contra o estresse oxidativo.

As superdxido dismutases sdo isoenzimas que catalisam a reacdo de conversao
do anion superoxido em perdxido de hidrogénio, formado em vias metabolicas nos
vérios compartimentos celulares (NORDBERG; ARNER, 2001). Isoenzimas presentes
no citossol contém em sua estrutura cobre e zinco, ¢ a forma mitocondrial apresenta
o adtomo de manganés. A presenca dos minerais na estrutura da enzima constitui
um determinante essencial para a catalise da reag¢do, cujo mecanismo envolve a
transferéncia de elétrons (NORDBERG; ARNER, 2001).

A catalase ¢ uma enzima microssomal que catalisa a redu¢ao de perdxido
de hidrogénio formado como produto da reacdo catalisada pela superoxido dismutase.
A presenga de atomos de ferro na estrutura da enzima ¢ um determinante para a

atividade da enzima (PRICE, 1962).
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Peroxidos, de hidrogénio e de lipidios, formados no organismo sao eliminados
enzimaticamente por reagao catalisada pela glutationa peroxidase. Esta contém selénio e
constitui o principal mecanismo de protecdo de membranas celulares contra o estresse
oxidativo (REMACLE et al., 1992). O selénio ¢ constituinte de muitas outras enzimas
que catalisam reagdes envolvidas na defesa antioxidante in vivo (STADTMAN, 1991).
Assim, cobre, zinco, manganés, ferro e selénio tém sido considerados minerais

essenciais para a otimizagao da resposta antioxidante enzimatica.

1.2.7 Outras vitaminas

A niacina ¢ constituinte do NADH e NADPH, os quais sdo equivalentes
redutores no meio bioldgico em reagdes de oxirreducdo que protegem o organismo
contra o estresse oxidativo (MEISTER; TATE, 1976).

J& a flavina ¢ um co-fator da enzima glutationa redutase, que ¢ uma enzima-
chave na manuten¢do dos niveis de glutationa reduzida (GSH), sendo esta ultima o
substrato utilizado em reagdes redutivas (KEHRER; LUND, 1994). Deficiéncias dessas

vitaminas limitam a defesa antioxidante enzimatica.

1.3 A importincia dos estudos de composi¢cio das frutas em constituintes
antioxidantes

As frutas de climas tropicais e subtropicais contém diferentes compostos
antioxidantes, os quais foram citados anteriormente. O teor desses compostos em frutas
¢ influenciado ndo apenas pela variedade, mas por véarios fatores: pré, durante e
pos-colheita. Como exemplo, podem-se citar: clima, praticas agriculturais, estadio de
maturacdo, método de colheita, condigdes de armazenamento e estocagem (LEE;
KADER, 2000). Os teores de acido ascorbico e compostos fendlicos diminuem com
o amadurecimento das frutas (LEE; KADER, 2000). Ja no caso dos carotenoides,
observa-se elevagdo da quantidade a medida que a fruta alcanga o estadio de maturagdo
completo (MERCADANTE; RODRIGUEZ-AMAYA, 1998). Com relagdo aos mine-
rais, ha também variacdes nos teores em frutas devido as diferencas agroclimaticas
(CHAUHAN et al., 1991).

Grande parte da vitamina C ingerida pela dieta ¢ fornecida pelas frutas na
forma de 4cido ascorbico, que € a forma biologicamente ativa. Pequena quantidade da

forma oxidada (4cido desidroascorbico) também estd naturalmente presente nos tecidos
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vegetais e, ao ser ingerida, pode ser convertida no organismo em acido ascorbico por
vias metabolicas redutivas (LEE; KADER, 2000).

A manga ¢ considerada uma fonte de antioxidantes, além do seu valor
nutricional como fonte de vitamina C e pré-vitamina A, uma vez que contém acido
ascorbico, carotendides e compostos fenolicos (SHIEBER et al., 2000). O B-caroteno
¢ o carotendide mais abundante em muitas variedades (MERCADANTE;
RODRIGUEZ-AMAYA, 1998).

Apesar da importancia comercial da manga e de sua ampla aceitacdo pelo
consumidor, ha poucos estudos sobre o conteudo de componentes antioxidantes nas
diferentes variedades. As pesquisas concentram-se mais no acido ascorbico e nos
carotenoides, principalmente no [-caroteno, embora tenham sido detectados cripto-
xantina, violaxantina, luteoxantina (GODOY; RODRIGUEZ-AMAYA, 1989). Apesar
de a presenga de fendlicos em polpa de mangas ter sido detectada ha muito tempo
(ANSARI et al., 1971), pouca atengdo tem sido dada a investigacdo do teor total de
compostos fendlicos em variedades de manga. Estudos recentes identificaram e
quantificaram glicosidios de flavondides e de xantonas em mangas (SHIEBER et al.,
2000). Entretanto, resultados de estudos dessa natureza nao podem ser extrapolados
para o teor total de fenodlicos, pois a quantificacdo fica atrelada a identificacdo parcial de
tais compostos.

Mangas podem ser consideradas excelentes fontes de vitamina C na dieta
humana, mesmo quando seus contetdos sdo mais baixos, em razao de dois aspectos.
Primeiramente, ¢ que a forma mais comumente consumida, in natura, oferece melhores
condigdes de preservagdo do acido ascorbico, quando se compara com vegetais que sdo
submetidos a cocg¢do. Segundo, os acidos organicos, principalmente citrico e malico,
estabilizam o &cido ascorbico através da quelagdao de metais (NAGY, 1980). Além do
mais, os compostos fendlicos podem proteger o acido ascorbico contra a decomposi¢ao
oxidativa (MILLER; RICE-EVANS, 1997).

Quanto a composi¢do da polpa de mangas em minerais antioxidantes (cobre,
zinco, manganés e selénio), pode-se afirmar que o assunto ¢ pouco explorado. Ha
escassas informacgdes sobre o teor desses minerais em frutas e vegetais (LETERME
et al., 2006), mesmo porque estas contém baixos teores desses minerais, em relagdo a
outros alimentos, e, assim, ndo sdo consideradas fontes dietéticas de relevancia

(IOM, 1998). Contudo, apesar do baixo teor de tais minerais em frutas, ndo se deve
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desconsiderar a sua importancia, visto que a ingestdo delas fornece um conjunto de
antioxidantes que podem oferecer protecdo ao organismo de uma maneira sinergistica.
As mangas, como todas as frutas, diferem no teor de &cido ascodrbico,
carotendides e compostos fendlicos, devido a variagdes genotipicas, fatores climaticos,
praticas agriculturais e estadio de maturacao (LEE; KADER, 2000). A literatura mostra
uma grande variabilidade no teor de carotendides, [-caroteno e 4cido ascorbico em
mangas (Tabelas 2 e 3). A disponibilidade de informagdes sobre a composicao de
alimentos ¢ essencial para a avaliagdo da dieta e para as pesquisas epidemiologicas que
relacionam dieta, saide e doenca (GRANADO et al, 2001). O conhecimento da
composi¢ao dos alimentos em compostos antioxidantes facilita a identificagdo da
relagdo entre a dieta e a prevaléncia de enfermidades cronicas, além de viabilizar a
definicdo da magnitude das inadequagdes dietéticas e oferecer subsidios para a
educagdo alimentar e para o estabelecimento de metas e guias alimentares que

promovam estilos de vida mais saudaveis.

Tabela 2 — Composi¢ao de mangas em carotenoides e -caroteno

Variedade Origem Carotendides P-caroteno Fonte
(ng 100 g de polpa)

Tommy Atkins Brasil 1.920 1.311 Godoy e Rodriguez-Amaya (1989)
Keitt ndo informada 5. 500 1.510 Mercadante et al. (1997)
Gedong ndo informada - 3.300 Hulshof et al. (1997)
Kent ndo informada - 4. 580 Pott et al. (2003)
Tommy Atkins ndo informada - 3. 650 Pott et al. (2003)
Nao informada Israel - 838 Ben-Amotz e Fishler (1998)
Nao informada Indonésia - 109 -1.201 Setiawan et al. (2001)
Néo informada  Tailandia 5.805" 2.934 Chen et al. (2004)
Haden Brasil 3.660 - Carvalho et al. (2004)
Tommy Atkins Brasil 3.400 - Carvalho et al. (2004)
Palmer Brasil 4000 - Carvalho et al. (2004)

E3
Resultados fornecidos com base na matéria seca.

Além do interesse no consumo de alimentos fontes de antioxidantes como fator
de prevencdo de doengas cronico-degenerativas, a pesquisa sobre alimentos fontes de
pro-vitamina A ¢ necessdria no Brasil, pois a deficiéncia do nutriente constitui um

problema de satide ptblica (WHO, 1995).
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Tabela 3 — Teor de acido ascorbico em mangas

Acido ascorbico

Variedade Origem = — Fonte
(mg 100 g~ de peso umido)

Comum (local) Hawai 122-186 Franke et al. (2004)
Haden Hawai 91-173 Franke et al. (2004)
Nao informada Flérida 27,2 Nisperos-Carriedo (1992)
Tommy Atkins Brasil 23,58 Vilas Boas et al. (2004)
Nao informada Nao informada 25,32 Vinci et al. (1995)
Haden Brasil 36,6 Carvalho et al. (2004)
Tommy Atkins Brasil 31,7 Carvalho et al. (2004)
Palmer Brasil 56,7 Carvalho et al. (2004)

O presente capitulo descreve o estudo sobre a quantificacdo dos teores de
substancias antioxidantes presentes na polpa das quatro variedades de manga, cultivadas

em Minas Gerais.

2 OBJETIVOS

- Estimar os teores de fenolicos totais e de carotenoides totais.
- Quantificar os teores de B-caroteno, acido ascorbico e acido desidroascérbico.

- Quantificar os teores de cobre, zinco, manganés e ferro.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Reagentes

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE foram utilizados solventes
de grau HPLC e agua ultrapura. O ditiotreitol foi adquirido da Sigma; e o acido
metafosforico, o reagente de Folin-Ciocalteu, B-caroteno, padroes de manganés, zinco e
cobre foram adquiridos da Merck. Os outros reagentes foram de grau analitico e

adquiridos de outros fornecedores.

3.2 Determinagao analitica

3.2.1 Estimativa do teor de fendlicos totais

Os extratos da polpa liofilizada contendo os compostos fenolicos foram obtidos
conforme descrito por Bloor (2001). O material liofilizado foi reconstituido com agua,
considerando o teor de umidade encontrado para cada variedade. Em seguida, a

polpa reconstituida (1,0000 grama) foram acrescentados 10,0 mililitros de uma mistura
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de metanol: agua (60: 40 v/v), a qual foi submetida a agitagdo a 180 rpm, em
temperatura ambiente por 30 minutos. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a
1.000 g, por 10 minutos. Fragdes do sobrenadante foram utilizadas imediatamente para
a analise de fenodlicos totais. Uma segunda extragdo nas mesmas condigdes anteriores
foi feita, e o teor de fenolicos totais foi analisado para verificar a eficiéncia da extragao.

O teor de fendlicos totais nos extratos foi estimado utilizando-se o reagente de
Folin-Ciocalteu, de acordo com a metodologia proposta por Singleton et al. (1999). A
absorvancia em 765 nm foi lida em espectrofotdmetro Shimadzu UV-VIS (Kyoto,
Japan). Uma curva-padrao de acido galico foi usada para expressar os resultados em
Equivalentes de Acido Galico (GAEs).

As determinacdes foram feitas em triplicatas.

3.2.2 Quantificacdo de B-caroteno

A extra¢do dos carotenoides foi feita de acordo com o procedimento descrito
por Rodriguez et al. (1976). Antes da extragdo, as amostras liofilizadas foram
reconstituidas em agua destilada, e todos os procedimentos foram realizados em
ambiente protegido de luz. Amostras (5,0 gramas) foram homogeneizadas com acetona
(50,0 mililitros) em um triturador MARCONI, modelo MA 102, durante cinco minutos.
A seguir, o material foi filtrado a vacuo em funil de Biichner, até que o residuo se
tornasse incolor. O extrato foi fracionado com éter de petroleo (50,0 mililitros) e cada
fragdo foi lavada com &gua destilada (500 mililitros), para completa remog¢do da
acetona. O extrato foi concentrado em rotaevaporador (< 35 °C) até obtengdo de um
volume aproximado de 10 mililitros. O volume foi completado para 25,0 mililitros com
¢éter de petrdleo para obter o extrato concentrado, o qual foi utilizado para quantificagao
de B-caroteno por CLAE e para estimativa de carotendides totais por colorimetria.

Na quantificacdo de P-caroteno foi utilizada a metodologia descrita por
Pinheiro-Sant’Ana et al. (1998). Aliquotas de 2,0 mililitros dos extratos concentrados
foram evaporadas sob atmosfera de nitrogénio, redissolvidas em 2,0 mililitros de
acetona e filtradas em membrana Millipore de 0,45 micrometros; em seguida, volumes
de 30 microlitros do extrato foram injetados no sistema cromatografico.

O equipamento usado nas analises cromatograficas por CLAE consistiu de
um cromatdgrafo, SHIMADZU, equipado com uma bomba de alta pressdao, modelo

LC-10ATVP, com injetor automatico modelo SIL-10AF e detector de arranjos de
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diodos UV-visivel, modelo SPD-M10A, controlado pelo software Multi Sistem,
Class VP 6.12. A separacdo foi realizada em uma coluna RP18, 250 x 4 mm, de 5 pm
(Microsorb), sendo a deteccdo feita em 450 nm. A fase movel foi constituida de
metanol, acetato de etila e acetonitrila (70:20:10), com fluxo de 2,0 mililitros por
minuto.

A quantificagdo foi feita por padronizagdo externa, através de uma
curva-padrdo de 3-caroteno, utilizando-se para o calculo a area dos picos. Os resultados
foram expressos em microgramas de [3-caroteno por 100 gramas de polpa (base umida).

A 1identificacdo dos picos de interesse foi feita por comparacao dos tempos de

reten¢do do padrao e das amostras e, principalmente, através do espectro de absor¢ao.

3.2.3 Estimativa de carotenodides totais

O total de carotendides nos extratos, obtidos com procedimento idéntico ao
descrito anteriormente para a quantificagdo de -caroteno, foi estimado de acordo com a
metodologia descrita por Higby (1962). A absorvancia dos extratos foi lida em 450 nm,
em um espectrofotdometro Shimadzu UV — VIS (Kyoto, Japan). O teor de carotendides
totais foi estimado utilizando a equacdo descrita a seguir, sendo os resultados expressos

em miligramas por 100 gramas de polpa.

Carotenoides totais = Ass0 x 100/ 250 x Lx W

em que:
Ayso: absorvancia a 450 nm;

250: absortividade;

L: comprimento da célula, em cm; ¢

W: quantidade da amostra em gramas, no volume final da dilui¢ao (5/25 mL).

3.2.4 Quantificacao de acido ascorbico (AA) e acido desidroascorbico (ADA)

A polpa liofilizada de cada variedade de manga foi reconstituida com agua
destilada, de acordo com os respectivos teores de umidade. A extracdo foi feita de
acordo com o método descrito por Vinci et al. (1995), com algumas modificagdes.
Cinco gramas de polpa reconstituida foram homogeneizados com 15 mililitros de dgua

ultrapura por 5 minutos, em um homogeneizador MARCONI, modelo MA 102. A
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mistura foi filtrada e o volume final ajustado para 25,0 mililitros com agua ultrapura e
em seguida centrifugada a 1.000 g por 15 minutos.

Dois mililitros do sobrenadante foram filtrados em membrana Millipore de
0,45 pm, e uma aliquota de 30 microlitros foi imediatamente utilizada para a analise de
acido ascorbico por CLAE. O equipamento e a coluna foram os mesmos descritos na
analise de B-caroteno (item 3.2.2). A fase movel foi constituida de agua ultrapura e
acido metafosforico pH 2,2; a detecgao foi feita em 238 nm. O fluxo foi de 1,0 mililitro
por minuto.

A quantificagdo do 4cido desidroascorbico (ADA) foi feita apds sua reducdo a
acido ascorbico, utilizando-se ditiotreitol (DDT) como agente redutor (SILVA, 2005).
Uma aliquota de 1,0 mililitro do sobrenadante obtido da centrifuga¢do da amostra foi
misturada com 0,1 mililitro de tampao pH 7,4, obtendo-se um pH final proximo de 6,0.
A seguir, foi adicionado ditiotreitol a 100 mmol L'l, obtendo-se uma concentragao final
de 8,0 mM. A mistura permaneceu no escuro por 10 minutos, para ocorrer a reagdao de
conversao do acido desidroascorbico em acido ascorbico. A seguir, foi feita a analise de
quantificagdo do acido ascorbico nas mesmas condi¢cdes cromatograficas descritas
anteriormente. As injecOes foram feitas em triplicata.

A quantificagdo de ADA foi realizada com base na diferenca entre os com-
tetidos de vitamina C antes e apds a conversao; os céalculos foram feitos considerando-se
as areas dos picos.

Uma curva-padrao de acido ascorbico foi utilizada para o calculo, sendo os
resultados expressos em miligramas de 4cido ascorbico por 100 gramas de polpa (base
umida).

A identificacdo dos picos de interesse para analise do acido ascorbico foi feita
por comparagdo com os tempos de retengdo do padrdo e das amostras e através do

espectro de absorg¢ao.

3.2.5 Quantificacio dos minerais antioxidantes
3.2.5.1 Digestao

A digestao acida foi feita por microondas em sistema fechado, utilizando-se um
equipamento Milestone ETHOS PLUS, com a seguinte programacio: elevacdo de
temperatura a 200 °C nos primeiros 10 minutos € manuten¢do por 30 minutos.

Um grama de polpa liofilizada foi submetido a digestao com HNO; a 65% (10,0 mL),
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H,SO4 a 96% (0,5 mL) e HxO;, a 30% (2,0 mL). Apds a digestdo, as solugdes foram
filtradas e transferidas para um baldo volumétrico, completando-se o volume para

25,0 mL com agua deionizada, e utilizadas para analises.

3.2.5.2 Quantificacio

Os minerais foram quantificados por espectrofotometria de absor¢ao atomica
de chama, empregando um equipamento Varian modelo SpectrAA-200, utilizando o
software Spectral(00/200, versdo 1.2.01. Foram utilizadas curvas-padrdo de zinco,
cobre, manganés e ferro, em concentragdo na faixa de 0 a 5,0 miligrama por litro. As
determinagdes foram feitas em triplicatas. Os calculos da quantidade de minerais foram
feitos utilizando-se a formula a seguir, € os resultados foram expressos em miligramas
por 100 gramas de polpa (base imida), considerando a umidade de cada variedade de

manga.
C=(LA-LB)x 25/ massa

em que:
C: concentragio (mg kg™);
LA: leitura da absorvancia da amostra;
LB: leitura da absorvancia do branco; e

massa: massa da amostra (em gramas).

3.3 Analise estatistica

O software Estatistica, versdao 6.0, foi usado para analise dos dados por

ANOVA, e o teste de Tukey, para verificar diferengas entre amostras.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A polpa de quatro variedades de manga de valor comercial produzidas em
Minas Gerais, na safra de 2003/2004, foi avaliada em sua composi¢do em compostos
fenolicos, B-caroteno, carotenodides totais, acido ascérbico, acido desidroascorbico,
zinco, cobre ¢ manganés. Todos esses componentes apresentam bioatividade relacio-

nada com o mecanismo antioxidante. As duas formas de vitamina C (4acido ascorbico e
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acido desidroascorbico) foram quantificadas, considerando a pouca atengdo que tem
sido dada a determinacdo do teor de acido desidroascorbico (ADA) nos alimentos.

A Tabela 4 mostra os resultados da quantificagdo de fendlicos totais,
carotendides totais, B-caroteno, valor de vitamina A (VVA), acido ascorbico, acido
desidroascorbico e vitamina C total na polpa das quatro variedades de manga. Os
resultados do B-caroteno foram expressos também em Equivalentes de Atividade de
Retinol (EAR) ou valor de vitamina A e vitamina C total, para demonstrar o valor

nutricional das variedades de manga.

Tabela 4 — Teor de fenodlicos totais, carotenodides totais, 3-caroteno, valor de vitamina
A (VVA), 4cido ascérbico (AA), acido desidroascorbico (ADA) e vitamina
C total na polpa das quatro variedades de manga

Variedade FT"::’;::(?)S Car;::::’:des B-caroteno VVA  AA® ADA  Vit.C total
(mg) (mg) (ng) (mg) (mg) (mg)

Haden 62,10 +2,00° 1,91 0,06° 888,00 +39,35° 74 13,89 1,80 15,69 +3,30°

T. Atkins 48,40 +£2,00°  2,53+0,28" 608,39 +7,72° 51 8,78 1,01 9,79 + 1,49

Palmer 12820 +£7,00° 2,63 +047° 661,27+ 1,26° 55 9,45 1,09 10,54 £1,92°

Uba 208,70+ 10,0  2,41+0,24° 2221,00 + 7,55 185 66,28 11,43 77,71+ 5,68°

Dados foram expressos por 100 g de polpa e representam a média + desvio-padrao de trés determinagdes;
Médias seguida por diferentes letras diferem estatisticamente (Teste de Tukey a 5%).

) Valores expressos com Equivalentes de Acido Galico (EAG) em miligramas por 100 g; ) Valores
expressos como Equivalentes de Atividade de Retinol — RAE em microgramas por 100 g de polpa.

4.1 Teor de fenolicos totais

O teor de fendlicos totais foi maior para a variedade Ub4; a Palmer apresentou
teor intermediario e as variedades Haden e Tommy Atkins mostraram valores menores.
As diferencas no teor de fenolicos podem ser atribuidas as caracteristicas de variedade
ou de outros fatores, como: época de colheita, técnicas agriculturais e condi¢des
climaticas. A variedade Tommy Atkins ¢ descendente da Haden e sdo cultivares
indianas melhoradas, trazidas da Florida para o Brasil (SANTOS, 2004), sendo
produzidas comercialmente através de indugdo floral (ARAUJO, 2004). Ambas foram
coletadas no mesmo periodo (outubro).

A Palmer foi coletada na regido noroeste do Estado, também no mesmo
periodo do ano, sendo uma fruta de plantagdes de primeira safra. Quanto a variedade

Ub4, acredita-se que tenha sido introduzida no Brasil de cultivares originarios
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diretamente da India (segundo informagdes coletadas), espalhando-se pela regido da
Zona da Mata mineira, predominantemente em pomares domésticos, € apenas nos
ultimos dez anos em plantagdes comerciais (RAMOS et al., 2005).

As variedades de manga analisadas contém concentragdes expressivas de
fendlicos totais, que podem contribuir para aumentar a ingestdo de antioxidantes na
dieta humana, considerando que a ingestdo desses grupos de compostos foi estimada
variar de 0,15 a 1,0 grama por dia (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). A ingestao de
uma por¢ao de 100 gramas de polpa de manga das variedades Haden, Tommy Atkins e
Uba fornece uma quantidade aproximada de fenolicos totais de 0,06; 0,05; 0,13 e

0,21 gramas, respectivamente.

4.2 Teores de B-caroteno e de carotendides totais

A Figura 1 mostra um perfil de cromatograma da andlise de B-caroteno para as
quatro variedades de manga. Verifica-se que as condi¢des cromatograficas estabelecidas
permitiram boa separacdo do pico de -caroteno no tempo de retengdo proximo de sete
minutos. As variedades Haden, Tommy Atkins e Palmer mostraram similaridade no
perfil dos cromatogramas com trés picos anteriores a elui¢do do -caroteno, os quais
ndo foram identificados neste estudo. A variedade Ub4d mostrou um perfil de
cromatograma com auséncia de pico no tempo de retengdo proximo de dois minutos,
apontando diferencas na composicao das amostras para pigmentos que absorvem nessa
regido. Uma pequena cauda pode ser observada no pico do B-caroteno, o qual
provavelmente corresponde a forma isomérica do B-caroteno, que poderia estar presente
na amostra ou ter sido formado durante a andlise. A coluna cromatografica empregada
na analise nao separa bem os isdmeros cis e trans do -caroteno.

O teor de B-caroteno da manga Haden foi similar ao descrito em estudos com a
mesma variedade cultivada no Estado de Sao Paulo (494-782 microgramas por
100 gramas de polpa) (GODOY; RODRIGUEZ-AMAYA et al., 1989). Para a variedade
Tommy Atkins, os mesmos autores encontraram quantidades de B-caroteno superiores
(1.209-1.405 microgramas por 100 gramas de polpa) aos encontrados neste estudo.
Entretanto, outros estudos reportaram teores inferiores (49,8 microgramas de -caroteno
por 100 gramas de polpa) para uma variedade origindria da Costa Rica (CHEN et al.,

2004). De fato, ha grande variabilidade nos teores relatados na literatura para 3-caroteno
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em polpa de mangas (Tabela 1). Todavia, como muitos trabalhos ndo caracterizam o
estadio de maturagdo dos frutos, ndo se pode concluir se as diferencas sdo caracteristicas
varietais ou relacionadas aos outros fatores, inclusive estddio de maturagdo. Sabe-se que
a incidéncia dos raios solares pode induzir a carotenogénese como mecanismo de defesa
do fruto, ja que estes funcionam como protetores contra injurias por radiagdo UV
(LUTZ et al., 2005). No caso de plantacdes comerciais, existem recursos de manejo
para protecdo solar das mangas, através do uso de solu¢do de CaO (“calda de cal”),

como mostra a Figura 2.
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Figura 1 — Perfil dos cromatogramas — CLAE (a 450 nm) de -caroteno extraido da
polpa das variedades das quatro variedades de manga.
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Foto: Plantagdo da Fazenda Itapod, municipio de Verdelandia - MG).

Figura 2 — Imagem mostrando a prote¢do solar dos frutos com solu¢do de CaO
(indicacao pela seta).

Teores de carotendides totais obtidos no presente estudo — na polpa das mangas
Haden, Tommy Atkins e Palmer — foram menores do que o contetido de 4,5; 3,4 e
4,0 miligramas por 100 gramas de polpa, respectivamente, reportado para as mesmas
variedades obtidas de campo experimental no Estado de Sdo Paulo (CARVALHO et al.,
2004).

Considerando o valor de vitamina A, expressos em Atividade de Equivalente
de Retinol — EAR, as quatro variedades de manga podem ser consideradas boas fontes
de provitamina A, embora a biodisponibilidade seja desconhecida.

A comparagdo dos teores de PB-caroteno das variedades de manga avaliadas
neste estudo com o de outras frutas frescas disponiveis no comércio de Vigosa-MG e
analisadas por Souza et al. (2004) mostra que as mangas apresentaram conteudo de
B-caroteno em uma faixa de variagao (810 — 2.220 microgramas por 100 gramas)
superior a do morango (210 microgramas por 100 gramas), similar a da carambola
(850 microgramas por 100 gramas) e nectarina (1.540 microgramas por 100 gramas) e
inferior as seguintes frutas: néspera (20.700 microgramas por 100 gramas),
maracuja-doce (10.700 microgramas por 100 gramas), acerola (10.450 microgramas por
100 gramas), ameixa japonesa (3.570 microgramas por 100 gramas), péssego ¢ mamao-
formosa (2.910 microgramas por 100 gramas) e ameixa (2.560 microgramas por

100 gramas).
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4.3 Teores de acido ascorbico e acido desidroascorbico

A Figura 3 mostra o perfil caracteristico da analise do acido ascoérbico da
variedade Ub4, na auséncia e presenca de ditiotreitol (DDT), representando a analise do
teor de acidos ascorbico e desidroascorbico presentes na polpa, respectivamente.

Os 4cidos ascorbico e desidroascorbico foram quantificados neste estudo
utilizando-se o ditiotreitol como agente redutor. A extracdo aquosa, utilizada por Vinci
et al. (1995), foi o procedimento escolhido, pois ha afirmacdes na literatura de que, em
frutas, esse solvente pode ser usado, uma vez que o pH da matriz, geralmente acido,

preserva o acido ascérbico, por ser inferior ao pH otimo da ascorbato oxidase
(FRANKE et al., 2004).

Acido ascorbicolt;:4,119
Acido ascorbico/ty:4,115

400 400

200 200

Resposta do detector
Resposta do detector

0 0
I T T T T I T T T T

2 3 4 6 8 2 3 4 6 8
Tempo de retengéo (min.) Tempo de retengéo (min.)
Com DDT = Acido ascoérbico total Sem DDT = Acido ascérbico total

O contetido de ADA foi calculado pela equagéo: [(Area com DDT) — (Area sem DDT)].

Figura 3 — Pertil de cromatogramas (a 238 nm) obtidos na analise de acido ascorbico
(AA) e 4cido desidroascorbico (ADA) da variedade Uba.

Os teores de acido ascorbico total na polpa das variedades Tommy Atkins e
Palmer foram iguais entre si e menores que os das variedades Haden e Ub4. Esta ultima
apresentou teores médios de vitamina C mais elevados que os das demais variedades, de
no minimo 4,96 vezes. O acido desidroascorbico variou de 10,31 a 14,70% do teor de
acido ascorbico total, concordando com afirmagdes de que seu teor ¢ baixo em frutas
(LEE; KADER, 2000). Os teores de acido ascorbico total obtidos para as variedades
Haden, Tommy Atkins e Palmer foram menores do que os descritos para as mesmas
variedades (36,6, 31,7 e 56,7 miligramas por 100 gramas de polpa, respectivamente)
cultivadas em campo experimental no Estado de Sao Paulo (CARVALHO et al., 2004).
Entretanto, deve ser considerado que ndo sdo apresentadas nos estudos as caracteristicas

fisicas e quimicas das mangas utilizadas; portanto, diferengas no estadio de maturagao
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podem ser assumidas. Diferencas relacionadas aos métodos de quantificacdo e
procedimentos de extracdo podem gerar também a variabilidade nos teores de acido
ascorbico em mangas, encontradas nos varios estudos (23,58 a 186,0 miligramas por
100 gramas de polpa), como mostrado na Tabela 3 .

E importante ressaltar que os teores de acido ascorbico, B-caroteno e fendlicos
totais de mangas frescas das quatro variedades podem ser mais elevados do que os
encontrados neste trabalho, uma vez que as amostras foram submetidas aos processos de
preparo (trituragdo) e preservagdo (liofilizagdo e congelamento), o que ndo descarta a

possibilidade de alguma pequena perda por degradacdo (CARDELLO; CARDELLO,
1998; RODRIGUEZ-AMAY A, 2000).

4.4 Teores de minerais antioxidantes

A Tabela 5 apresenta o teor dos minerais da polpa das quatro variedades de
manga analisadas. O teor de cobre na polpa da manga Haden foi estatisticamente maior
que o das demais variedades. A ordem de classificagdo quanto ao teor do mineral foi:
Haden > Palmer, Uba > Tommy Atkins (Figura 4). O teor de manganés foi
estatisticamente diferente entre as quatro variedades, e a ordem de classifica¢do foi:
Haden > Tommy Atkins > Uba > Palmer, sendo a manga Haden a que apresentou teor
2,57 vezes maior que o da variedade Palmer (Figura 5). Nao houve diferenga estatistica
para os teores de zinco entre as quatro variedades (Figura 6). As quatro variedades
ndo apresentaram diferengas estatisticamente significantes quanto aos teores de ferro

(Figura 7).

Tabela 5 — Teor médio de minerais antioxidantes na polpa das variedades de manga
analisadas em 100 g de polpa

Variedade Cobre (ng) Zinco (mg) Manganés (mg) Ferro (mg)
Haden 0,097 + 0,0012° 0,249 + 0,0899* 0,572 + 0,0257° 0,224 + 0,0948°
Tommy Atkins 0,077 + 0,0004° 0,288 + 0,0190° 0,415 +0,0176" 0,121 + 0,0477°
Palmer 0,083 + 0,0022° 0,326 £0,1121° 0,222 + 0,0208° 0,298 + 0,0704°
Ub4 0,081 £0,0020>¢ 0,330+ 0,1287° 0,275 + 0,0068" 0,201 + 0,0553°

Médias seguidas por diferentes letras na coluna diferem estatisticamente (teste de Tukey a 5%).

Soares et al. (2004) analisaram o teor de minerais em dois sucos concentrados
de manga, disponiveis no comércio de Campinas-SP (sem especificacao da variedade),

e encontraram teores de manganés, zinco, cobre e ferro variando de 0,06 a
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0,27 miligramas por 100 gramas; 0,08 a 0,39 miligramas por 100 gramas; 0,04 a 0,07
microgramas por 100 gramas; e 0,15 a 0,22 miligramas por 100 gramas, respectiva-
mente. Esses valores estdo em faixas proximas as dos teores encontrados neste trabalho

para a polpa das quatro variedades analisadas.
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Figura 4 — Comparagdo dos teores de cobre na polpa das variedades de manga.
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Figura 6 — Comparagdo dos teores de zinco na polpa das variedades de manga.
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Figura 7 — Comparagao dos teores de ferro na polpa das variedades de manga.
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Leterne et al. (2006) quantificaram o teor de minerais em duas variedades de
manga ndo especificadas, coletadas na Colombia, e encontraram, respectivamente
para manganés, cobre, zinco e ferro, os teores de 0,14 e 0,45 miligramas por
100 gramas; 0,05 e 0,18 microgramas por 100 gramas; 0,11 e 0,14 miligramas
por 100 gramas; e 0,29 e 0,55 miligramas por 100 gramas. Verifica-se que para
o manganés apenas uma das variedades colombianas apresentou teor inferior
(0,14 miligrama por 100 gramas) ao da faixa encontrada para as quatro variedades
analisadas neste estudo (0,22 a 0,57 miligramas por 100 gramas). As duas mangas
origindrias da Colombia apresentaram teores de cobre acima ou abaixo da faixa
observada para as variedades analisadas neste estudo (0,07 a 0,09 miligramas por
100 gramas). Quanto aos teores de zinco, as quatro variedades cultivadas em Minas
Gerais apresentaram teores acima dos descritos para as duas variedades colombianas.
Apenas a variedade Palmer apresentou teor de ferro proximo a uma das variedades
colombianas; as outras trés mostraram teores inferiores aos das duas variedades
analisadas por Leterme et al. 2006 (Tabela 5).

A tabela de composi¢ao centesimal de alimentos, elaborada por pesquisadores
da UNICAMP-SP, apresenta para a polpa da manga Tommy Atkins teores de
manganés, cobre, zinco e ferro de 0,3; 0,06; 0,1 e 0,1 miligramas por 100 gramas de
polpa, respectivamente. A composi¢do da mesma variedade cultivada em Minas Gerais
mostrou teor trés vezes mais elevado em zinco, e os outros minerais apresentaram teores
mais proximos aos descritos na referida tabela (TACO, 2006).

Carvalho et al. (2004) analisaram a composicdo mineral da polpa de seis
variedades de manga (Haden, Tommy Atkins, Palmer, Votupa, Espada Vermelha e Van
Dyke) cultivadas no Estado de Sao Paulo e verificaram teores de cobre variando de
0,069 a 0,147 miligramas por 100 gramas de polpa; teores de manganés variando de
0,175 a 0,471; faixa de 0,063 a 0,097 miligramas por 100 gramas de polpa para os
teores de zinco; e teores de ferro variando de 0,117 a 0,242 miligramas por 100 gramas.
As mangas Haden e Tommy Atkins, neste trabalho, apresentaram teores proximos
aos descritos para as mesmas variedades cultivadas em S3o Paulo (93 e 76%,
respectivamente). A variedade Palmer apresentou o teor de cobre 29% mais elevado do
que a variedade cultivada em Sao Paulo. Em relagdo ao zinco, todas as variedades
analisadas neste trabalho apresentaram teores superiores aos das cultivadas em Sao
Paulo, sendo os valores da ordem de 2,5 a 7,4 vezes. Para o manganés, as variedades

Haden e Tommy Atkins de Minas Gerais apresentaram teores 23 e 20% mais elevados,
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respectivamente, do que as mesmas variedades cultivadas em Sao Paulo. Os teores de
ferro apresentados pelas variedades de manga cultivadas em Minas Gerais estdo na faixa

descrita para as variedades de Sao Paulo, analisadas por Carvalho et al. (2004).

S VALOR NUTRICIONAL DA MANGA EM CONSTITUINTES
ANTIOXIDANTES

No estabelecimento das recomendagdes para as vitaminas C e A (retinol)
(IOM,1998), os niveis de ingestdo requeridos para evitar doencgas ligadas a deficiéncia
tém sido o foco de maior aten¢do. Nao existem recomendacdes para carotendides e
compostos fendlicos e o nivel 6timo de ingestdo para estabelecer recomendagdes para os
antioxidantes da dieta ainda € objeto de debate (LINDSAY; ALTLEY, 2002)

A legislagdo da ANVISA referente a Portaria nimero 31, de 13 de janeiro de
1998, atualizou as normas de adicdo de nutrientes essenciais a alimentos e definiu
conceitos sobre informacao nutricional de alimentos. Assim, ela estabelece que:

a) E permitido atribuir o “claim'”

FONTE de algum nutriente aos alimentos
prontos para o consumo, os quais fornegam no minimo 7,5% da IDR* do
referido nutriente no caso de liquidos e 15% da IDR no caso de solidos.

b) E permitido atribuir o “claim” ALTO TEOR OU RICO em um nutriente
especifico aos alimentos prontos para o consumo, os quais fornecam no
minimo 15% da IDR do referido nutriente no caso de liquidos e 30% da
IDR de referéncia no caso de solidos.

As Tabelas 7, 8, 9 e 10 apresentam a informacdo nutricional sobre o teor de
antioxidantes analisados na polpa das quatro variedades de manga, considerando os
critérios estabelecidos pela Anvisa (1998), comentados anteriormente. Considerando as
IDRs para as faixas etdrias (pré-escolar, escolar e adulto do sexo masculino), as
variedades de manga apresentam atributos de alimento FONTE ou RICO em alguns
nutrientes antioxidantes.

Embora ndo tenha sido estabelecido como objetivo a comparacdo entre as
variedades de manga, uma analise qualitativa dos teores de antioxidantes, considerando
os atributos FONTE e RICO, esta apresentada na Tabela 6. Foram atribuidos pontos aos

atributos a partir das informagdes nutricionais contidas nas Tabelas 7, 8, 9 e 10,

' Claim = denominagio, alegacio.
* IDR = Ingestdo Dietética de Referéncia.
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considerando as IDRs para individuos de trés faixas etarias: pré-escolar, escolar e adulto
do sexo masculino. A totalizagdo dos pontos mostra a seguinte ordem de classificagdo:

Ub4, Haden > Tommy Atkins > Palmer.

Tabela 7 — Informacao nutricional do teor de antioxidantes da manga Haden

% da IDR?

Quantidade Minima” em 100 g

Pré-escolar Escolar Adulto
Carotendides totais 1,91 mg - - -
[B-caroteno 888,0 nug - - -
VVA® 74 24,66 18,54" 8,2
Vitamina C 15,69 mg 104,60" 72,707 17,43
Fendlicos Totais 62,10 mg - - -
Cobre 97,1 meg 28,56 " 22,07° 10,79
Zinco 0,249 mg 8,30 4,98 2,26
Manganés 0,572 mg 47,67° 38,137 24,87
Ferro 0,224 3,20 2,24 2,89

) Minimo: considerando que as analises foram feitas em amostras submetidas as etapas de preparo e nio
em frutas frescas; @ IDR: Ingestdo Diaria de Referéncia (IOM, 2000, 2001); @ VVA: valor de vitamina
A; e ® Considerando sexo masculino. f= fonte; r = rico.

Tabela 8 — Informagao nutricional do teor de antioxidantes da manga Tommy Atkins

. T % da IDR?
Quantidade Minima"’ em 100 g

Pré-escolar Escolar Adulto
Carotenoides totais 2,53 mg - - -
[3-caroteno 608,39 pg - - -
VVA® 51,00 16,99 F 12,75 5,66
Vitamina C 9,79 mg 65,26" 39,16" 10,87
Fenolicos Totais 48,40 mg - - -
Cobre 77,30 meg 22,73° 17,57° 8,59
Zinco 0,288 mg 9,60 5,76 2,62
Manganés 0,415 mg 34,58" 41,20" 18,04 "
Ferro 0,213 1,73 1,21 1,52

) Minimo: considerando que as analises foram feitas em amostras submetidas as etapas de preparo e nio
em frutas frescas. @ IDR: Ingestdo Didria de Referéncia (I0OM, 2000, 2001). @ VVA: valor de vitamina
A. @ Considerando sexo masculino. f= fonte; r = rico.
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Tabela 9 — Informacao nutricional do teor de antioxidantes da manga Palmer

Quantidade Minima™ em 100 g

% da IDR?

Pré-escolar Escolar Adulto
Carotenoides totais 2,63 mg - - -
[3-caroteno 661,27 mg - - -
VVA® 55 18,33F 13,75 6,11
Vitamina C 184 mg 70,26" 42,16" 11,71
Fendlicos totais 128,20 mg - - -
Cobre 82,9 meg 2438 18,84F 9,21
Zinco 0,326 mg 10,87 6,52 2,96
Manganés 0,222 mg 18,50 " 14,80 9,65
Ferro 0,298 4,26 2,98 3,729

) Minimo: considerando que as analises foram feitas em amostras submetidas as etapas de preparo e nio
em frutas frescas. @ IDR: Ingestio Diaria de Referéncia (IOM, 2000, 2001). > VVA: valor de vitamina
A. @ Considerando sexo masculino. f= fonte; r = rico.

Tabela 10 — Informacao nutricional do teor de antioxidantes da manga Uba

% da IDR?
Quantidade Minima®™ em 100 g i

Pré-escolar Escolar Adulto
Carotendides totais 2,41mg - - -
B-caroteno 2.221,0 mg - - -
VVA® 184 61,33° 46,00" 20,44
Vitamina C 77,71 mg 518,06" 310,84" 86,34 "
Fenolicos totais 208,7 mg - - -
Cobre 81,2 mcg 23,88" 18,45° 9,02
Zinco 0,330 mg 11,00 6,60 3,00
Manganés 0,276 mg 23,00° 18,40° 12,00
Ferro 0,201 4,26 3,72 2,519

() Minimo: considerando que as analises foram feitas em amostras submetidas as etapas de preparo e néo
em frutas frescas. @ IDR: Ingestdo Didria de Referéncia (I0OM, 2000, 2001). @ VVA: valor de vitamina
A. @ Considerando sexo masculino. f= fonte; r = rico.

Tabela 11 — Classificagdo das alegacoes FONTE e RICO das variedades de manga,
relacionadas a composicao em antioxidantes

. VVA® Vitamina C Cobre Zinco Manganés @
Variedade Pontos
R F R F R F R F R
Haden ++ - + ++ - ++ - - - ++ 15
T. Atkins + - - ++ ++ - - - + ++ 12
Palmer + - - ++ - ++ - - + - 10
Uba + ++ - +++ ++ - - - ++ - 15

) Valor de vitamina A; F = FONTE e R = RICO. ¥ Na contagem de pontos somou-se um ponto para
cada + relacionado com F e dois pontos para cada + relacionado com R.

53



A ingestdo de uma porcao de 150 gramas de polpa de manga das variedades
analisadas fornece 76,5 a 276 miligramas de vitamina A; 14,68 a 116,56 miligramas
de vitamina C; 72,6 a 313,05 miligramas de compostos fenolicos; 115,95 a
145,65 microgramas de cobre; 0,373 a 0,495 miligramas de zinco; 0,333 a

0,572 miligramas de manganés; ¢ 0,182 a 0,447 miligramas de ferro.

6 CONCLUSAO

As mangas analisadas contém compostos fenolicos, ascorbato, carotendides,
B-caroteno e minerais antioxidantes e constituem uma fonte potencial de antioxidantes
naturais para a dieta humana.

Os teores dos antioxidantes analisados diferem entre as quatro variedades, mas
ndo houve destaque para uma Unica variedade em todos os componentes avaliados.
A manga Ub4 mostrou teores mais elevados de compostos fendlicos, vitamina C e
-caroteno; a variedade Palmer foi superior no teor de carotenoides totais.

Quanto aos minerais, as variedades nao diferem estatisticamente nos teores de
zinco e de ferro, mas em manganés e cobre ha diferencas entre elas; a manga Haden

apresentou teores de ambos os minerais superiores aos das demais variedades.
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CAPITULO 3

POTENCIAL ANTIOXIDANTE IN VITRO DA POLPA DAS QUATRO
VARIEDADES DE MANGA

1 INTRODUCAO

Atualmente, observa-se aumento do interesse em estudos sobre a capacidade
antioxidante de frutas e vegetais, visto que os antioxidantes ingeridos na dieta podem
proteger o organismo humano contra as doengas relacionadas ao estresse oxidativo
(GUTTERIDGE; HALLIWEL, 2000; AMES et al., 1993). E importante caracterizar e
quantificar os compostos antioxidantes nas frutas, mas a analise do seu potencial
antioxidante ¢ muito util para identificar e selecionar fontes com propriedades
funcionais mais elevadas (WANG et al., 1996).

Existem estudos sobre o potencial antioxidante em sucos de laranja, da Italia
(ARENA et al.,, 2001); damascos, da Espanha (RUIZ et al., 2005); fruta regional
Dillenia indica, da Malasia (ABDILLE et al., 2005); morangos, da Australia; goiaba e
abacate, da Tailandia; laranja e limdo, da Austrilia; abacaxi, da Malésia; maga, da
China; manga, das Filipinas; e Kiwi, da Nova Zelandia (LEONG; SHUI, 2002). As
comparagdes entre os varios estudos sdo inadequadas, uma vez que testes distintos sdo
utilizados em condic¢oes de ensaio muito diversas.

Apesar de no Brasil a pesquisa sobre o potencial antioxidante de alimentos em
geral ndo ser ainda um foco de interesse, novos conceitos surgiram, enfatizando os

efeitos benéficos sobre a saide humana de substincias presentes naturalmente nos
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alimentos de origem vegetal, incluindo aquelas com fun¢do antioxidante. Diante dessa
realidade cientifica, o Brasil ja dispde de regulamentos técnicos que estabelecem
diretrizes bdsicas para a andlise e comprova¢do de propriedades funcionais dos
alimentos (ANVISA, 1999). Sao permitidas as alegagdes relacionando manutengdo de
saude e redugdo de risco de doengas, sendo proibidas as alegacdes cura e prevengdo de
doengas (LAJOLO, 2002). Entretanto, ainda sdo escassos os estudos sobre o potencial
antioxidante de alimentos produzidos no Pais, especialmente de frutas. Estudos sobre o
potencial antioxidante de frutas tropicais e subtropicais sdo necessarios para a elucida-
¢do dos seus efeitos funcionais, ja que elas sdo consumidas no mundo inteiro.

O potencial antioxidante dos alimentos pode ser avaliado através de testes
in vitro. O teste da atividade de retirada de radical utiliza o desaparecimento do radical
estavel 1,1-diphenil-2-picril-hidrazil (DPPH) para avaliar a atividade de retirada de
radical. Nesse teste, os extratos que contém espécies antioxidantes reduzem o radical
estavel DPPH® (cor purpura) a difenilpicrilhidrazina (cor amarelada). O método é
baseado na redu¢ao do DPPH na presenca de eliminadores de radicais livres, resultando
na formagao de uma espécie ndo-radical (BLOIS, 1958).

Algumas substancias redutoras sdo agentes terminadores de reacdes de radical
livie em cadeia. No teste do poder redutor, os redutores presentes nas amostras
testadas reduzem o ferricianeto a ferrocianeto. A redugdo do ferricianeto pode ser
avaliada monitorando-se, espectrofotometricamente, em 700 nm, a formagdo do com-
plexo Fe 4 [Fe* (CN)s]s (YEN; CHEN, 1995).

Pesquisas com mangas tém enfocado o valor nutricional da fruta como fonte de
vitamina C e de carotendides, porém o seu potencial antioxidante ndo foi ainda
investigado. Acredita-se que a divulgacdo do potencial antioxidante de frutas brasileiras
seja uma estratégia para agregar valor a elas nos mercados interno e externo e incentivar
o seu consumo. Neste estudo, investigou-se o potencial antioxidante da polpa de quatro
variedades de manga de valor comercial, cultivadas em Minas Gerais, utilizando-se os

testes do DPPH e do poder redutor.

2 OBJETIVOS

Avaliar in vitro o potencial antioxidante da polpa das quatro variedades de
manga, utilizando-se o teste de Atividade de Retirada de Radical e o teste do Poder

Redutor.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

Butil-hidroxianisol (BHA), 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH), reagente de
Folin-Ciocalteu, cloreto férrico, ferricianeto de potdssio, acido tricloroacético e acido

galico foram adquiridos da Sigma. Os demais reagentes foram de grau analitico.

3.2 Obtencio dos extratos

Os extratos foram obtidos utilizando-se o sistema de solvente metanol: dgua
(60:40 p/v), conforme descrito por Bloor et al. (2001). O material liofilizado, na
concentragdo de 0,2 g mL™' de mistura de solvente, foi submetido a agitagio a 180 rpm
por 30 minutos, em temperatura ambiente. A mistura foi centrifugada a 1.000 g por
10 minutos. As fragdes do sobrenadante foram diluidas para obter extratos nas
concentragdes de 0,01; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2 g mL™". Aliquotas dos extratos foram

utilizadas nos testes antioxidantes.

3.3 Avaliacao do potencial antioxidante
3.3.1 Teste do DPPH

A atividade de retirada de radical — ARR das amostras foi avaliada de
acordo com o método descrito por Blois (1958). Uma aliquota (100 microlitros) da
amostra-teste, em concentragdes variando de 0,01 a 0,2 g/mL (polpa liofilizada/mistura
de solvente), foi adicionada a uma solucdo metanolica de DPPH 0,1 mM (5,0 mL).
A mistura foi agitada por um minuto e deixada em repouso, em temperatura ambiente,
por 30 minutos no escuro. A absorvancia foi lida a 517 nm. A capacidade para eliminar

o radical DPPH foi calculada utilizando a equacao seguinte:
Atividade de retirada de radical (%)= {(Aumostra = Apranco da amostral Aconrote) } X 100

em que Aconmore € @ absorvancia do controle (solu¢do de DPPH sem a amostra); 4umosia €
a absorvancia da amostra-teste (solucdo de DPPH mais a amostra-teste); € Apranco da
amostra © @ absorvancia da amostra apenas (amostra sem a solu¢do de DPPH). Padrdes
comerciais de antioxidantes — BHA, acido galico e catequina — foram usados como

controles positivos.
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3.3.2 Teste do Poder Redutor (PR)

O poder redutor das amostras, em concentragdes variando de 0,01 a 0,2 g mL™",
foi determinado como descrito por Oyaizu (1986). As amostras (1,0 mL) foram
misturadas com tampao fosfato 0,2 M pH 6,6 (1,0 mL) e solu¢do aquosa de ferricianeto
de potassio 1% (1,5 mL). Apos 30 minutos de incubagédo a 50 °C, 4cido tricloroacético
10% (1,5 mL) foi adicionado a mistura, sendo esta centrifugada a 1.000 g por
10 minutos. Em seguida, a camada superior da solu¢ao (2,0 mL) foi coletada e
misturada com é4gua destilada (2,0 mL) e cloreto férrico 0,1% (0,5 mL); a absorvancia
foi lida em 700 nm. Maior absorvancia da mistura de reag¢do indica maior poder redutor

da amostra.

3.4 Analise estatistica

As determinagdes foram feitas em triplicata. Na analise estatistica foi utilizado
o software ESTATISTICA, versdo 6.0, sendo realizada andlise de variancia; quando
esta foi significativa, os dados qualitativos foram avaliados por teste de média, e
0s quantitativos, por regressao. Valores de p inferiores a 0,05% foram considerados

significantes. Foram considerados comparaveis valores de p > 0,05%.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade de retirada de radical pelo teste do DPPH

Os extratos da polpa das quatro variedades de manga mostraram capacidade de
eliminar DPPH de maneira dose-dependente (Figura 1). Em todas as concentragdes
testadas o extrato da polpa da manga Uba mostrou Atividade de Retirada de Radical
(ARR) estatisticamente maior que a dos demais. Nas outras variedades a ordem de
classificagdo variou em cada concentragao.

A Tabela 1 mostra, em ordem decrescente, a classificagdo das cultivares no
teste do DPPH: Ub4 > Palmer, Haden > Tommy Atkins (0,01 g mL™); Ub4> Tommy
Atkins> Haden > Palmer (0,025 g mL™); Uba > Tommy Atkins > Haden > Palmer
(0,05¢g mL'l); Ub4a > Haden, Tommy Atkins> Palmer (0,1 g mL'l); e Uba > Haden >
Palmer > Tommy Atkins (0,2 g mL™). Na concentragdo de 0,05 mg mL"' a variedade

Uba eliminou mais que 94% de radicais DPPH.
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Figura 1 — Atividade de retirada de radical (ARR) dos extratos de polpa das mangas
analisadas, em cinco concentragoes.

As diferencas observadas entre as variedades Haden, Tommy Atkins e Palmer
ndo mantiveram o mesmo perfil em todas as concentragdes. Apenas na concentracao de
0,05 g/mL a ARR foi estatisticamente diferente para todas as variedades. Nas demais
concentragdes houve semelhanca na ARR entre duas das variedades, com varias
combinagdes em cada concentracdo. As cultivares Haden ¢ Palmer mostraram valores
de ARR estatisticamente iguais nos extremos das concentra¢des (0,01 ¢ 0,2 g mL™") e
diferiram estatisticamente em concentracdes intermedidrias, com Haden sendo superior
no teste. A cultivar Tommy Atkins mostrou a menor ARR nos extremos das concen-
tragdes (0,01 e 0,2 ¢ mL™), mas obteve o segundo lugar na ordem de classificacio na
concentracdo de 0,025 ¢ 0,05 ¢ mL™". O perfil desses resultados pode ser atribuido a
concentragdo de compostos que tém efeitos positivos no teste, considerando que os
resultados deste mostraram valores graduais e crescentes de ARR até a maior
concentragdo testada, denotando que nao houve saturacao do sistema de reagcdo. Apenas
o teste com a variedade Uba mostrou saturagao do sistema em concentracdes maiores
que 0,05 g mL™.

O incremento nos valores de ARR com o aumento da concentragao do extrato
foi de intensidade diferente para cada variedade. O aumento da concentragao do extrato
da variedade Tommy Atkins de 0,01 para 0,025 g mL™' resultou no aumento de ARR de
7,64 para 35,20, enquanto as outras variedades mostraram aumentos de valores de ARR
proporcionais ao aumento da concentragdo do extrato. A ordem de classificacdo foi

mantida quando a concentragio aumentou de 0,025 para 0,05 g mL™'. Entretanto, em
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concentragdes superiores a 0,05 g/mL, a variedade Tommy Atkins mostrou aumentos de
ARR progressivamente menores com o aumento da concentragao.

Para confirmar o potencial antioxidante diferenciado entre as variedades
Haden, Tommy Atkins e Palmer, sdo necessarios estudos mais detalhados e com obje-
tivos especificos, a fim de verificar se os efeitos bioldgicos sao diferentes no organismo
humano, apos a ingestdo. Pode ser que as diferencas no potencial antioxidante in vitro
ndo resultem em efeitos biolodgicos diferentes.

A comparacdo da ARR dos extratos com os padrdes de antioxidantes a
100 ppm mostrou que a variedade Uba exibiu, em todas as concentracdes testadas,
maior ARR que o &cido galico e as outras trés variedades tiveram melhor scores que
o mesmo padrdo em concentragdo igual ou acima de 0,025 g mL" (Figura 2). Com
exce¢do da Tommy Atkins, todas as outras cultivares na menor concentracio testada

(0,01 g mL™") mostraram ARR superior ao BHA.

Catequina

| m 0,2

AG @ 0,1

| 0,05
m 0,025

BHA
0,01

Ubd
N SO

I
Palmer
L
=

T.Atkins
I

Haden

(0] 20 40 60 80 100

Efeito de retirada de radical(%)

AG = 4cido gélico, BHA= butil-hidroxianisol.

Figura 2 — Comparagdo da atividade de retirada de radical dos extratos de polpa das
mangas em cinco concentracdes (g mL™), com os padrdes de antioxidantes
a 100 ppm.

Os extratos da polpa das cultivares Haden, Tommy Atkins e Palmer em

concentragio até 0,05 g mL™ mostraram atividade antioxidante menor que a da
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catequina, porém a variedade Uba superou esta nas concentragdes igual e acima de
0,025 g mL". Na concentragdo de 0,2 g mL'l, todas as outras cultivares exibiram
valores de ARR préximos ou até maiores do que os da catequina.

Nao foi observada relacao entre a Atividade de Retirada de Radical ¢ o teor de
fendlicos totais. Com excec¢do da variedade Ubd, que apresentou scores mais elevados
no teste de DPPH e contém também niveis mais elevados de fenodlicos, as outras
variedades ndo mostraram associacao direta entre a concentra¢ao de fenolicos no ensaio
e os resultados do teste de DPPH. Por exemplo, a manga Tommy Atkins contém
menor teor de fendlicos, mas exibiu maior ARR do que a cultivar Palmer, em
algumas concentracdes. Nao s6 a concentragdo, mas também os tipos de antioxidantes

influenciam o potencial antioxidante da amostra.

4.2 Poder redutor

Os valores de absorvancia em 700 nm (Tabela 1) mostram que as quatro
variedades de manga apresentaram a capacidade para reduzir ferro (III) de maneira
dose-dependente. Semelhantemente aos resultados obtidos para a ARR (teste de DPPH),
o poder redutor (PR) do extrato da polpa da cultivar Ub4a foi o mais elevado entre as

quatro variedades (Figura 3).

Absorvancia (700 nm)

0 0,05 0,1 0,15 0,2

Concentragéo (g mL-")

Figura 3 - Poder redutor dos extratos de polpa das mangas em cinco concentragoes.

A variedade Tommy Atkins, em concentragdes até 0,05 g mL'l, mostrou menor
PR e, em concentragdes acima desta, apresentou similaridade com a Haden e a Palmer

em concentragdes de 0,1 e 0,2 g mL", respectivamente (Tabela 1). A ordem de
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classificagdao dos valores do PR: Uba > Haden > Palmer > Tommy Atkins foi mantida
em concentragdes de 0,01 ¢ 0,2 g mL'l; em concentragoes intermediarias (0,025; 0,05 e
0,1 g mL™) foi observada a ordem: Uba > Palmer > Haden > Tommy Atkins; ¢ na
concentraco de 0,1 g mL™ a classificagdo foi Uba > Haden> Palmer, Tommy Atkins

(Tabela 1).

Tabela 1 — Potencial antioxidante dos extratos de polpa das mangas nos testes da
atividade de retirada de radical —- DPPH e do poder redutor - PR

Co?gc:llgzll)cao Classificacao D(I:/I:)I-I Classificacao ( Azim)
Uba 34,56 A Uba 0,88 A
0.010 Palmer 12,54 B Haden 0,46 B
’ Haden 12,31 B Palmer 0,27 C
Tommy Atkins 7,64 C Tommy Atkins 0,11D
Uba 64,39 A Uba 1,09 A
0.025 Tommy Atkins 35,20B Palmer 0,55 B
’ Haden 29,88 B Haden 0,46 C
Palmer 26,29 C Tommy Atkins 0,28 D
Uba 94,18 A Uba 1,27 A
0,050 Tommy Atkins 52,61 B Palmer 0,88 B
Haden 4434 C Haden 0,52 C
Palmer 39,56 D Tommy Atkins 0,42 D
Uba 92,82 A Uba 1,31 A
0.100 Haden 58,98 B Palmer 0,99 B
’ Tommy Atkins 58,49 B Haden 0,82 C
Palmer 53,34 C Tommy Atkins 0,75 C
Uba 92,45 A Uba 1,32 A
0.200 Haden 67,80 B Haden 1,20 B
’ Palmer 66,08 B Palmer 1,07C
Tommy Atkins 61,85C Tommy Atkins 1,00 C
100 ppm BHA 7,70 BHA 0,33
100 ppm Acido galico 18,78 Acido galico 0,67
100 ppm Catequina 53,00 Catequina 1,01

Meédias na coluna seguidas por letra igual em cada concentrag@o nio diferem estatisticamente pelo teste
de Duncan a 5% ( n = 3). BHA = butil-hidroxianisol.

O poder redutor do extrato da variedade Ub4, na menor concentracdo testada
(0,01 g mL™), mostrou valor superior ao PR dos antioxidantes BHA e 4cido galico e, na
concentragio de 0,025 g mL™, apresentou PR superior ao de catequina. A cultivar
Tommy Atkins, nas concentra¢des de 0,050 e 0,100 g mL™', superou o BHA ¢ o 4cido
galico, respectivamente. Na concentragio de 0,02 g mL™, o extrato das mangas mostrou

PR superior ou no minimo comparavel ao valor de PR dos padrdes (Figura 4).
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Catequina @0.,2
N 0,1
AG m 0,05
m 0,025
BHA 0,01
Uba’ \H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\\H\\H\\\m\\H\\\HHHH\HHHH\HHHH
Palmer
T.Atkins
Haden

0 0,4 0,8 1,2 1,6

Absorvancia (700 nm)

Figura 4 — Comparacao do poder redutor dos extratos de polpa das mangas em cinco
concentragoes (g mL™), com os padrdes de antioxidantes a 100 ppm.

Similarmente aos resultados obtidos para o teste de DPPH, os valores de PR
das variedades Haden, Tommy Atkins e Palmer ndo mostraram relacdo direta com o
teor de fendlicos. De fato, outros constituintes contribuem para a atividade antioxidante
em ambos os testes. A polpa de manga contém ascorbato, que apresenta também efeito
positivo no teste.

O potencial antioxidante das mangas ndo foi comparado com o de outras frutas,
pois, apesar de existirem estudos similares com magas, peras, péssegos, ameixas € uvas
(KONDO et al., 2002; LEONTOWICZ et al., 2002), diferengas na concentracao, no tipo
de extratos e nas condi¢des de analise tornam as comparagdes inadequadas. Estudos
com frutas brasileiras, nas mesmas condi¢des de andlise, sdo necessarios para efeito de
comparagao.

Os testes in vitro sao lteis para a triagem do potencial antioxidante de frutas
e vegetais, porém os estudos in vivo sdo indispensdveis para complementar o conheci-

mento sobre a bioatividade dos alimentos relacionada com o mecanismo antioxidante.

5 CONCLUSAO

Os extratos das quatro variedades de manga de interesse comercial demons-
traram potencial antioxidante nos dois testes, com resultados comparaveis aos padrdes

dos antioxidantes 4cido galico, BHA e catequina a 100 ppm.
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Ha diferencas entre variedades no potencial antioxidante de mangas, sendo a
manga Uba superior em ambos os testes. Na concentragdo de 0,05 g mL”, a ARR da
manga Ubé ¢ 1,79; 2,12 e 2,38 vezes maior que a das variedades Tommy Atkins, Haden
e Palmer, ¢ o PR apresenta-se superior aos das mesmas variedades em 3,02; 2,44 ¢ 1,44,

respectivamente.
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CAPITULO 4

IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DE FLAVONOIS E DE XANTONA
NA POLPA DAS QUATRO VARIEDADES DE MANGA

1 INTRODUCAO

1.1 A importancia dos estudos sobre a composicio dos alimentos em compostos
fendlicos para a pesquisa sobre antioxidantes da dieta

Atualmente h4 grande interesse na pesquisa sobre os compostos fenolicos
presentes nos alimentos vegetais em razdo do seu potencial de bioatividade, relacionado
principalmente ao seu efeito fisioldgico antioxidante (KAUER; KAPOOR, 2001).
Além da importancia dos nutrientes antioxidantes, numerosos outros antioxidantes
ndo-nutrientes sdo consumidos diariamente, freqiientemente em concentragdes superio-
res as dos nutrientes (DECKER, 1995). Estima-se que o consumo humano desse grupo
de compostos ¢ de até 1,0 grama por dia, incluindo fendis neutros, acidos fendlicos e
flavonoides (SCALBERT; WILLIANSON, 2000). No Brasil sdo escassos os estudos
sobre o consumo de flavonodides. Em estudo realizado com alguns vegetais e laranjas
mais comumente consumidos pela populacdo brasileira, verificou-se que os glicosidios
de quercetina sdo os flavondides mais abundantes e que a estimativa de consumo diario
¢ de 60 a 106 miligramas (ARABBI et al., 2004).

Todos os compostos fenolicos contém um grupo fenol — funcdo hidroxil
emum anel aromatico. A presenca de estruturas em anel conjugado e de grupos

hidroxil possibilita aos compostos fenolicos eliminar e estabilizar radicais livres
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(SHAHIDI et al., 1992). A presenca de grupos acidos carboxilicos em muitos
compostos fendlicos pode atribuir a estes a propriedade de inibir a oxidacdo de lipidios
por mecanismo de quelagdo de metal (HUDSON; LEWIS, 1983). Tem sido demons-
trado também que compostos fendlicos inibem a atividade das enzimas prooxidantes
lipoxigenase e ciclooxigenase (LAUGHTHON et al., 1991). Os fendlicos, em vegetais,

ocorrem freqiientemente como derivados conjugados e sdo subdivididos em 21 grupos,

incluindo milhares de compostos (Tabela 1).

Tabela 1 — As principais classes de fendlicos em plantas

Numero de atomos

Esqueleto basico Classe Exemplo

de carbono
6 C fenois simples catecol, hidroquinona 2,6-
6 benzoquinonas dimetoxibenzoquinona

7 Cs-Cy acidos fendlicos p-hidroxibenzobico, salicilico
acetofenonas acidos 3-acetil-6-metoxibenzaldeido

8 Cs-C, o . RN
fenilacéticos p-hidroxifenilacético
acidos hidroxicindmicos caféico, feralico
fenilpropenos miristicina, eugenol

9 Cs-Cs cumarinas umbeliferona
isocumarinas bergenina
cromanas eugenina

10 Cs-Cy naftoquinonas juglona, plumbagina

13 C¢—C1—Cs xantonas mangiferina

14 Ce—C,-Cs antraquinonas emodina
flavonodides uercetina, malvina

15 Ce-Cs-Cs . o duereet
isoflavondides genisteina

18 (Cs-C3), lignanas podofilotoxina

30 (Cs-C5-Cq), biflavonoides amentoflavona

N (C6-C3)n ligninas

(Ce)n melaninas catecol
flavolanas (taninos
(Ce-Cy-Co)y (

condensados)

Fonte: Mann et al. (1996).
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A classe dos compostos fenolicos da dieta mais explorada atualmente ¢ a dos
flavonodides, os quais contém varios grupos hidroxil fendlicos nas estruturas em anel,
designadas de A, B e C. Variagdes estruturais nos anéis dividem os flavonoides em
familias ou subclasses (Tabela 2). O padrdo de substitui¢do (hidroxilagdo, metoxilagao,
prenilacdo ou glicosilacdo) ¢ o principal determinante da variacdo estrutural dos

flavonodides (PRASAIN et al., 2004).

Tabela 2 — Subclasses de flavonodides

Flavonoide
Subclasses Estrutura Exemplos de Compostos Posicdes das hidroxilas nos anéis
3 5 7 3 4
Flavan-3-ol ’ O Catequina OH OH OH OH OH
OH
Flavanona Taxifolina OH OH OH OH OH
e
O Naringenina - OH OH - OH
0]
Flavona O Luteolina - OH OH OH OH
0.
O | Apigenina - OH OH - OH
(8]
Flavon-3-ol Quercetina OH OH OH OH OH
e
O l(m Kaempherol OH OH OH - OH
0]
0,
Isoflavona Q | G Genisteina - OH OH - OH
0

Fonte: Awad (2002).

Embora algumas vezes estejam presentes como agliconas, os flavonoides sdo
mais comumente encontrados em tecidos vegetais na forma de O-glicosidios.
Acreditava-se, inicialmente, que a absor¢ao desses compostos era desprezivel por causa
da presenca dos carboidratos. Entretanto, estudos mais recentes mostraram que a sua

biodisponibilidade ¢ relevante (ROS; KASUM, 2002). Pesquisas realizadas com
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quercetina, na forma de aglicona e de glicosidios, mostraram que os glicosidios de

quercetina foram absorvidos mais eficientemente do que a forma aglicona (HOLLMAN

et al., 1995).

1.2 Estudos sobre a composi¢cao da polpa de mangas em compostos fendlicos

O isolamento dos compostos fendlicos, glucogalina e galotanino, em polpa ¢
semente de mangas foi descrito ha trés décadas (ANSARI et al., 1971). Entretanto, a
presenca de um amplo padrio de compostos fenodlicos, especialmente flavonodis e
xantonas, em polpa de mangas foi primeiramente demonstrada por Shieber et al. (2001).
Estudo posterior mostrou que havia diferencas qualitativas e quantitativas em relagao
aos dois grupos de compostos em 14 variedades de mangas originarias da Africa, Asia,
Australia e América do Sul. Os principais flavonoéis identificados em polpa de mangas
sdo: quercetina (Figura la), na forma de aglicona e glicona O-glicosidios (contendo
glicose, galactose, xilose, arabinose e ramnose); kaempherol (1b), na forma de
O-glicosidios e glicosidios de ramnetina; e a xantona identificada na polpa de manga ¢ a
mangiferina, que estd presente como xantona simples (Figura Ic) e também na forma

conjugada ao 4cido gélico (BERARDINI et al., 2005).

1,3,6,7 tetra-hidroxi-xantona -2-
3,5,7,3°,4’ penta-hidroxiflavona 3, 5,7, 4’ tetra-hidroxiflavona glucopiranosidio

(a) (b) (©)

Figura 1 - Estrutura da quercetina (a), do kaempherol (b) e da mangiferina (c).

A presenga de flavonois e de mangiferina na polpa de mangas atribui a fruta
um possivel valor de destaque como fonte de bioativos. A quercetina (3, 3°, 4°, 5,
7-penta-hidroxiflavona) é um potente antioxidante (PAGANGA et al., 1999), pois
apresenta em sua estrutura a dupla ligagdo no anel C e o grupo 4-0xo, 0s quais s3o

determinantes estruturais que potencializam a sua atuacdo como molécula antioxidante
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(RICE-EVANS et al., 1996). Estudos t¢ém mostrado efeitos bioldgicos da quercetina
para inibir proteinas quinases, DNA topoisomerases e regular expressdo de genes
(MOSKAUG et al., 2004).

A mangiferina mostrou ser antioxidante, eliminando o radical superéxido nos
testes in vitro, sendo que 100 uM de mangiferina foi equivalente a atividade de 1 U/mL
de superdxido dismutase, além de ter outros efeitos farmacoldgicos modulando a
expressdo de genes relacionados a resposta inflamatoria (LEIRO et al., 2003). Estudos
realizados com o VIMANG®, uma formulagio fabricada em Cuba que contém
mangiferina como o principal ingrediente ativo, mostrou protecao dos tecidos hepatico e
cerebral de camundongos contra o estresse oxidativo induzido (SANCHEZ et al., 2000);
e modulacdo da fun¢do de macréfagos de ratos (GARCIA et al., 2002). Muruganandan
et al. (2002) mostraram protecdo dos tecidos cardiaco e renal de ratos contra o estresse
oxidativo induzido. O efeito inibitério da mangiferina na carcinogénese de ratos
foi também demonstrado (YOSHIMI et al., 2001). Estudos sobre a atividade
imunomodulatéria da mangiferina mostraram que a xantona modula a expressdo de
varios genes que sdo criticos para a regulacdo de apoptose, replicagdo viral,
tumorigénese, inflamacdo e doengas auto-imunes, o que aventa a possibilidade do seu
valor no tratamento de doengas inflamatdrias e/ou de cancer (LEIRO et al., 2004). A
mangiferina protegeu linfocitos humanos das lesdes do DNA quando expostos a
radiacdo gama, apontando para a possiblidade de seu uso em pacientes submetidos a
radioterapia ou individuos expostos ocupacionalmente as radiagdes (JAGETIA;
VENKATESHA, 2006).

Alguns estudos de identificagdo de compostos em mangas do Brasil
restringiram-se as substancias volateis. Andrade et al. (2000) analisaram 15 variedades
de mangas obtidas em mercados do Para e identificaram, por CG-EM, vérios
compostos, destacando-se a presenca de o-terpinoleno, A’-carreno e miriceno. No
entanto, ndo existem estudos sobre a composi¢do de flavonoides da polpa de mangas

cultivadas no Brasil.

2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivos identificar e quantificar os principais

flavondis e xantonas presentes na polpa das quatro variedades de manga.
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3 MATERIAL E METODOS

A identificacdo e quantificacdo foi realizada no Institute of Food Technology,

Chair Plant Foodstuff Technology, Hohenheim University, na Alemanha.

3.1 Amostras

As amostras liofilizadas da polpa das quatro variedades de manga, acondicio-
nadas em frascos de pléstico hermeticamente fechados, foram enviadas via postal para o
Institute of Food Technology, Hohenheim University, em Stuttgart, na Alemanha, para

identificagdo e quantificagao.

3.2 Padroes

Os padrdes utilizados na identificagdo e quantificagdo dos compostos
de interesse por CLAE-EM foram adquiridos conforme se segue: quercetina
3-O-galactosidio, quercetina 2-O-glucosidio, mangiferina [2-C-B-D-glucopiranosil-
1,3,6,7-tetra-hidroxixantona] (Extrasynthese, Lyon, France) e quercetina (Roth,

Karlsruhe, Germany).

3.3 Preparo de amostras para analise por CLAE-EM

A extracdo e purificacdo dos glicosidios de flavondis e de xantonas foram
feitas como descrito previamente por Schieber et al. (2003). A polpa liofilizada foi
manualmente triturada e acondicionada em dissecador até as analises. Aliquotas de
5,0 gramas de polpa liofilizada foram pesadas em frasco ambar e, apds a adicdo de
0,5 grama de &cido ascorbico, injetou-se nitrogénio gasoso € a mistura foi extraida com
50 mililitros da mistura acetona: dgua (80%, v/v) por agitacdo por trés horas. O extrato
foi centrifugado por 10 minutos a 3.480 g e o residuo novamente extraido com
50 mililitros de mistura de solvente, por 10 minutos. O solvente organico foi removido
de ambos os sobrenadantes por evaporagdo a vacuo a 30 °C. A solugdo aquosa foi
transferida para um baldo volumétrico, e o volume foi completado para 50 mililitros
com agua deionizada. Apds filtragdo, aliquotas de 20 mL foram utilizadas, para
posterior purificacdo. Poliamina CC6 (2,0 g, 0,05-0,16 mm) (Macherey-Nagel, Dueren,

Germany) foi usada para preparar uma coluna Econo-Pac (BioRad, Munich, Germany),
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a qual foi sucessivamente condicionada com 25 mililitros de metanol e 50 mililitros de
agua deionizada. Depois da aplicagdo do extrato, a coluna foi lavada com agua
(50 mililitros) e a fracdo contendo os polifendlicos foi recuperada por eluicdo com
metanol (100 mililitros). O eluato foi evaporado e o residuo dissolvido em metanol (0,5
mililitros). A solucao foi filtrada em membrana (Whatman Inc., Cliton, United States) e

utilizada para inje¢do em CLAE.

3.4 Analises em CLAE

A separagdo dos compostos fenolicos foi feita utilizando-se um equipamento
Agilent HPLC series 1100 (Agilent, Waldbronn, Germany) equipado com software
ChemStation, degaseificador modelo G1322A, bomba de gradiente binario modelo
GI312A, termoinjetor automatico modelo G1329/1330A, forno de coluna modelo
GI1316A e um detector de arranjos diodo modelo G1315B. A coluna utilizada foi uma
C18 Hydro-Synergy, 150 x 3,0-mm d.i., 4-um (Phenomenex, Torrance, CA), com
guarda-coluna C18 ODS, 4,0 x 2,0-mm d.i., operada a 25 °C. A fase mdvel consistiu de
acido acético 2% em agua (eluente A) e acido acético 0,5% em acetonitrila (50:50, v/v)
(eluente B). O programa de gradiente foi o seguinte: 0-25% B (15 min), 25-30% B
(35 min), 30-80% B (10 min), 80-100% B (5 min) e 100-0% B (0,5 min). Foi realizado
o monitoramento simultaneo a 320 nm (xantonas) € a 370 nm (flavonois), com fluxo de
0,6 mL por minuto. O espectro foi registrado de 200 a 600 nm, com amplitude de pico

de 0,2 min.

3.5 Analise em CL-EM

As andlises em Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massa
foram realizadas com o mesmo sistema cromatografico descrito anteriormente,
conectado em séries com um espectrometro de massa BruKer, modelo Esqire 3000+ ion
trap (Bremen, Germany), acoplado a uma fonte de ionizacdo eletrospray. O espectro de
massa de ion negativo do eluato foi registrado na faixa de m/z 50- 2000. O nitrogénio
foi utilizado como gas de arraste a uma taxa de fluxo de 10,0 litros por minuto e a uma
pressdo de 60,0 psi. A temperatura do nebulizador foi de 365 °C. O espectro de
dissociacdo induzido por colisdo foi obtido com uma amplitude de fragmentacdo de

1,2V (EM/EM) e 1,5 V (EM >2) para flavonoides, 1,2 V (EM/EM) e 1,7 V (EM > 2)
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para xantonas, 1,2V (EM/EMe EM?) e 1,7 (EM") para xantonas galatos ¢ 1,5 V
(EM/EM) para flavonoides agliconas. Utilizou-se o hélio como gas de colisdo (1,2 x

10" mbar).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados espectrais e ions caracteristicos estdo apresentados na Tabela 3.

Mangiferina, isomangiferina, quercetina 3-O-galactosidio, quercetina 3-O-
glicosidio, quercetina 3-O-xilosidio, quercetina 3-O-arabinopiranosidio, quercetina 3-O-
arabinofuranosidio, quercetina 3-O-ramnosidio, kaempherol 3-O-glicosidio e quercetina
foram inequivocamente identificados. Os compostos 3 ¢ 4 foram identificados por
tentativa como mangiferina galato e isomangiferina galato. O teor de glicosidios de
flavondis e de xantonas na polpa das variedades de manga ¢ mostrado na Tabela 4.
Observou-se um perfil caracteristico de monoglicosidios de quercetina, o qual foi
encontrado em estudos prévios com mangas (SHIEBER et al., 2003; BERARDINI
etal., 2005), com excecdo de quercetina 3-O-glucosidio, que foi o componente
predominante nas variedades analisadas, em vez da quercetina 3-O-galactosidio. Apenas
a polpa da variedade Ub4d mostrou o perfil completo de glicosidios de xantonas e de
flavonois.

As quatro variedades de manga de interesse comercial apresentam diferencas
qualitativa e quantitativa na composi¢do em relacdo aos glicosidios de flavonois e de
xantonas (Tabela 4). A mangiferina esta presente nas variedades Haden, Tommy Atkins
e Ub4; sua concentracdo nas duas primeiras ¢, respectivamente, 4,2 ¢ 5,6 vezes menor
do que na cultivar Ub4. Glicosidio de quercetina foi detectado apenas na polpa das
variedades Uba e Haden, em concentragdes aproximadamente 10 vezes superiores as da
manga Uba. Glicosidio de kaempherol foi detectado apenas na variedade Ubd. Nao
foram detectados flavondis na polpa da variedade Palmer.

Diferencas no perfil e no teor de flavondis e de xantonas na polpa de
variedades de manga, procedentes de diversos paises, foram observadas também em
outro estudo, no qual a mangiferina foi detectada apenas em cinco das nove cultivares
avaliadas, variando de 3,0 a 19,4 miligramas por quilo de matéria seca; a quercetina foi
encontrada apenas em uma das variedades, na quantidade de 12,2 miligramas por quilo

de matéria seca (BERARDINI et al., 2005).
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Os conteudos totais de quercetina na polpa da variedade Uba (13,4 miligramas
por quilo de matéria seca) e de xantona (19,3 miligramas por quilo de matéria seca) sdo
préximos aos teores quantificados na polpa da manga Haden originaria do Peru (16,2 e
12,2 miligramas por quilo de matéria seca, respectivamente). Teores de mangiferina em
variedades de manga procedentes de diversos paises variaram de 3,0 a 19,4 miligramas
por quilo de matéria seca (BERARDINI et al., 2005). Com base no peso Uimido, os
teores dos compostos analisados em 100 g de polpa sdo: quercetina total (0,1, zero, zero
e 2,36 miligramas para as variedades Haden, Tommy Atkins, Palmer e Uba,
respectivamente); xantona total (0,47, 0,42, zero e 3,2 miligramas paras as variedades
Haden, Tommy Atkins, Palmer e Ub4, respectivamente); e kaempherol (0,1 miligrama

para a manga Uba).

Tabela 3 — Espectro UV e ions caracteristicos dos glicosidios de xantona e de flavonol
extraidos da polpa das variedades de manga

. . HPLC-DAD [M-H] Experimento HPLC-ESI(-)-MS"
Pico Identidade Amax [Nnm] m/z m/7 (% base peak)
1 o 241,258, 275sh, - MS? [421]: 403 (38), 331 (100), 301
Mangiferina 318. 366 421 (77)
2 . 241sh, 256, 275sh, - MS? [421]: 403 (12), 331 (76), 302
Isomangiferina 317, 365 421 (10), 301 (100)
- MS?[573]: 421 (100), 403 (10), 331
(7), 301 (9),
3 Mangiferina galato® g?;’ ggg’ 275sh, 573 - MS? [573 > 421]: 403 (25), 331 (83),
’ 301 (100),
-MS*[573 > 421 > 301]: 273 (100)
4 . o a 241sh, 256, 275sh, b
isomangiferina galato 317, 366 573 ND
5 quercetina 3-O- 232,256, 266sh, 463 -MS? [463]: 301 (100)
galactosidio 296sh, 353 - MS? [463-> 301]: 179 (89), 151 (100)
6 4 ... 232,256,266sh, - MS? [463]: 301 (100)
quercetina 3-O-glicosidio g5 353 463 MS[463° 3017: 179 (100), 151 (95)
7 . i 232,256, 266sh, - MS? [433]: 301 (100)
quercetina 3-O-xilosidio g5 "354 433 MSP[433 3017: 179 (100), 151 (81)
8 quercetina 3-0O- 231, 256, 266sh, 433 - MS? [433]: 301 (100)
arabinopiranosidio 296sh, 354 - MS® [433-> 301]: 179 (100), 151 (62)
9 quercetina 3-O- 230, 256, 266sh, 433 - MS? [433]: 301 (100)
arabinofuranosidio 296sh, 354 - MS?® [433- 301]: 179 (100), 151 (81)
10 quercetina 3-O- - MS? [447]: 301 (100)
ramnosidio 231,256, 350 447 - MS® [447- 301]: 179 (100),
- MS? [447]: 447 (26), 285 (60), 284
(46), 255 (8)
1 f:;fphizrfl 3-0- 232,265, 347 447 - MS’ [447 285]: 257 (22), 256 (100),
osidio 241 (16)
- MS® [447> 284]: 255 (100)
12 Quercetina 230, 255, 266sh, 301 - MS? [301]: 179 (100), 151 (73)

371

* Identificado por tentativa. ® ND, ndo detectavel.
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Tabela 4 — Teores de glicosidios de flavonol e de xantona na polpa das quatro
cultivares de manga, expressos em matéria seca

Cultivares Uba . Haden1 Tommy Atlkins Palmeli

(mg kg™) (mg kg™) (mg kg™) (mg kg™)
Mangiferina 12,4 +0,3 2,9+0,1 22+0,1 ND
Isomangiferina® L10.1 ND¢ 0,5+0,0 ND
Mangiferina—galatob 1,3+0,0 ND ND ND
Isomangiferina —galatob 4,5+0,0 ND ND ND
Quercetina 3-0-gal 2,5+0,2 ND ND ND
Quercetina 3-0-glc 6,3+04 0,6 +0,0 ND ND
Quercetina 3-0-xil* 1,7+0,1 ND ND ND
Quercetina 3-0-arap® 1,2+0,1 ND ND ND
Quercetina 3-O-araf® 1,2+0,1 ND ND ND
Quercetina 3-0O-ram°® 0,5+0,0 ND ND ND
Kaempherol 3-0-glc* 0,6 =0,0 ND ND ND
Quercetin 0,6 £0,0 ND ND ND

Total 339+13 35+0,1 2,7+0,1 0,0+0,0

* Quantificado como mangiferina. ® Quantificado como mangiferina (incluindo o fator de correcdo da
massa molecular). © Quantificado como quercetina 3-O-galactosidio (incluindo o fator de corregdo da
massa molecular). ¢ ND, néo detectado.

As diferengas na composicdo qualitativa e quantitativa em compostos
antioxidantes sdo determinadas ndo s pelas caracteristicas genéticas, mas também pelas
praticas agriculturais. A hipotese ¢ de que a produgdo da manga Uba, isenta de
agrotoxicos e com uso de técnicas simplificadas de manejo (RAMOS et al., 2005),
viabiliza a defesa natural da planta e do fruto contra as adversidades ambientais, o que
resulta na sintese aumentada de metabodlitos secundarios, aumentando o teor € a
diversidade de compostos fenolicos. Tal meio de produgdo possibilita elevar o teor de
substancias com potencial bioativo e, conseqlientemente, melhorar as propriedades
funcionais dos frutos. De fato, foi detectado na polpa da variedade Uba, por GC-MS, o
acido chiquimico, o qual é o precursor na via biossintética dos flavonoides, além do
acido protocatéquico (dados ndo mostrados), o qual tem sido considerado um
metabolito de defesa contra fungos (GHOSAL et al., 1978). Singh (2006) verificou que
o teor de mangiferina era mais elevado em cultivares de manga resistentes a sindrome
de malformacdo associada a inflorescéncia anormal e sugeriu que a xantona ¢ um
potente estimulador da defesa natural da planta, podendo ser considerada um bom
marcador bioquimico para selegdo de gendtipos de resisténcia a malformagao, na regido

da India.
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As consideragdes anteriores levam a suposi¢des que podem ser intrigantes no
século XXI. Apesar do grande esforco do homem para aumentar a produtividade dos
alimentos, visando atender a demanda populacional e melhorar a aparéncia destes para
atender as exigéncias do consumidor, no caso de frutas, pode ser que o uso de técnicas
de manejo que minimizem as adversidades ambientais interfiram na qualidade destas,

diminuindo as suas propriedades funcionais.

5 CONCLUSAO

A composi¢cdo da polpa das quatro variedades de manga em flavondis e
xantonas ¢ qualitativa e quantitativamente diferente. Os resultados indicam a
necessidade de estudos para a selecdo de cultivares de frutas e de alimentos vegetais
com melhores propriedades funcionais. A manga Uba mostrou ser uma fonte
promissora de compostos bioativos, e isso justifica estudos adicionais sobre os seus

efeitos bioldgicos.
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CAPITULO 5

AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE IN VIVO DA POLPA DE
MANGA (variedade Uba)

1 INTRODUCAO

1.1 Potencial antioxidante in vivo de compostos da dieta

Os organismos vivos utilizam-se de varios mecanismos para se protegerem dos
efeitos deletérios das espécies reativas. O mecanismo antioxidante ndo-enzimatico,
formado pela interagdo de diferentes antioxidantes no plasma, soro, urina e outros
compartimentos biologicos, fornece uma importante contribuicdo para o status
antioxidante do organismo e influencia a capacidade antioxidante total do meio
bioldgico.

Moléculas presentes nos alimentos, ao serem ingeridas e absorvidas, atuam
como antioxidantes por mecanismos diretos, eliminando os radicais livres (RL); ou
intermediarios, formados em reacdes iniciadas por estes; ou, ainda, por mecanismos
indiretos, através da expressdo de genes, cujos produtos atuam em mecanismos
antioxidantes (MICHIELS et al., 1994; CHUI et al., 2003).

O efeito antioxidante in vivo de componentes da dieta ainda ¢ dificil de ser
avaliado e confirmado. As pesquisas nesse ambito mostram, freqiientemente, resultados
controversos. Uma das limitag¢des ¢ a dificuldade de avaliar biomarcadores de oxidagao
que sejam sensiveis, em curto prazo, a baixa concentragdo da molécula antioxidante,

comumente presente nos alimentos. Por isso, os resultados de estudos in vitro, in vivo e
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ex vivo sdo contrastantes (LOTITO; FREI, 2004a). A maioria dos estudos explora
os efeitos de extratos concentrados ou do componente isolado (purificado) em
elevada concentragdo, o que representa uma condi¢cdo diferente do que realmente
ocorre na ingestdo dietética. Outra limitacdo dos estudos ¢ a dificuldade em atribuir
efeito exclusivo a um componente, considerando o efeito em conjunto das moléculas
antioxidantes presentes na dieta. Ressalta-se, ainda, a possibilidade de o efeito dos
antioxidantes naturalmente presentes na dieta ser confundido com os efeitos
metabolicos de outros componentes do alimento sobre os antioxidantes endogenos
(LOTITO; FREI, 2004b).

O forte argumento que suporta a existéncia da propriedade antioxidante
dos componentes dietéticos ¢ a evidéncia epidemiologica que correlaciona a baixa
incidéncia de doencas, associadas aos danos moleculares oxidativos, com a elevada
ingestdo de alimentos-fonte de compostos com potencial antioxidante (KANT et al.,
2000).

Ha outro aspecto interessante a ser considerado, o qual pode redirecionar os
conceitos e as pesquisas: existem evidéncias crescentes da bioatividade de compostos
“com potencial antioxidante”, mediada por mecanismo prooxidante (AWAD, 2002;
LUNEC et al., 2002). O efeito de alguns compostos denominados antioxidantes,
mediado por interferéncias na expressdo génica, pode ser atribuido a propriedade de
tais substancias em deslocar o equilibrio redox intracelular, dentro de limites
fisiologicos ajustaveis. Nessa abordagem, o efeito pode resultar em aumento da
condi¢do oxidativa intracelular ou de alvos moleculares (em vez da diminuigdo), ¢ a
denominacao “antioxidante” poderia ser considerada inadequada. Nessa situagdo, o
efeito fisiologico benéfico € resultante da atividade prooxidante da molécula.

Entretanto, a capacidade para reciclar moléculas bioldgicas oxidadas e eliminar
fortes oxidantes do meio bioldgico ou reagir com estes, reduzindo o seu potencial de

reatividade, atribui as substancias presentes nos alimentos a propriedade antioxidante.

1.2 Sinergismo

A acdo de antioxidantes in vitro e in vivo apresenta o fendmeno do sinergismo,
o qual pode ser definido como a agdo cooperativa entre as varias substancias com
propriedades antioxidantes, para proteger um alvo da oxidacao (ZHOU et al., 2005;

NORDBERG; ARNER, 2001). O sinergismo ocorre por efeito co-antioxidante, por
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mais de um antioxidante, com potenciais de redugao diferentes, os quais participam de
reagOes redox em um sistema que esta sob condi¢do prooxidante, até que se forme um
produto ndo-reativo, estabilizando o meio. O efeito sinérgico resulta na recuperacio das
moléculas antioxidantes e na formagdo de um produto estdvel, e este deve ser o
principio da prote¢ao antioxidante do organismo por moléculas enddgenas e exogenas.
O efeito prooxidante, observado em alguns estudos, quando se utiliza um unico
antioxidante, pode ser a conseqiiéncia da impossibilidade de efeitos co-antioxidantes ou
sinérgicos, por causa da desproporcdo entre as concentragdes de moléculas

antioxidantes.

1.3 Estudos sobre o potencial antioxidante de frutas in vivo

A magd tem sido a fruta com maior foco de aten¢cdo quanto ao potencial
antioxidante, mas existem alguns estudos com outras frutas e extratos de ervas. Lotito e
Frei (2004a) investigaram a capacidade antioxidante dos polifendis da maca e
verificaram que, apesar dos resultados positivos alcangados nos testes in vitro, a
ingestdo de 1.037 + 38 g de maca, contendo 1,825 g de fendis totais, por seis individuos
adultos voluntarios ndo resultou em equivalente efeito antioxidante do plasma nos
testes ex vivo. Posteriormente, Lotito e Frei (2004b) mostraram que o efeito
antioxidante da ingestdo de magas era mediado pelo efeito da ingestdo de frutose em
aumentar a concentragdo de urato no soro. Os autores comentam que a conversao da
frutose a frutose 1-fosfato pela frutoquinase leva a uma diminui¢do transitoria no nivel
de ATP hepatico e fosfato inorgéanico, os quais sdo inibidores da deaminase AMP e
5’-nucleotidase; assim, hd diminui¢do da degradacao do urato e aumento do seu nivel
sérico. Afirma-se que o urato apresenta fun¢do antioxidante no meio bioldgico (SCOTT
et al., 1998). Essas observagdes mostraram que os efeitos antioxidantes dos polifenois
de frutas podem ser confundidos com os efeitos metabolicos da frutose sobre o
metabolismo do urato.

Estudos realizados com macas, morangos e tomates demonstraram redugdo
da concentragdo de malondialdeido no plasma de animais que consumiram dietas
contendo 6leo de linhaca, bem como diminui¢do de danos oxidativos ao DNA (PAJK
et al., 2006).

Outro estudo avaliou o status antioxidante do plasma de individuos adultos do

sexo masculino que consumiram, por duas semanas, uma dieta contendo de cinco a
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sete por¢des de frutas e vegetais de conhecida composi¢cdo em antioxidantes.Verificou-
se que, apesar do aumento da concentragdo de antioxidantes no plasma, a capacidade
antioxidante total ndo foi afetada significantemente (RECORD et al., 2001).

Young et al. (2002) realizaram um estudo com individuos adultos (fumantes e
nao-fumantes) para avaliar o efeito da ingestdo de polifendis contidos no extrato de cha
verde (18,6 mg de catequina/dia) sobre os marcadores do status oxidativo pos-prandial.
Verificaram que a intervengdo ndo teve efeito a longo prazo nos marcadores de
oxidagdo no plasma nem nas atividades das enzimas antioxidantes, exercendo o efeito

apenas no periodo pds-prandial.

1.4 Métodos e marcadores bioquimicos para o estudo biolégico sobre
antioxidantes

Vérios métodos tém sido desenvolvidos e propostos para o estudo de antioxi-
dantes da dieta. Considerando a meia-vida curta dos radicais livres, o que dificulta as
analises envolvendo a sua mensuracdo direta, os estudos indiretos sdao os mais
utilizados. Algumas estratégias e abordagens usadas para avaliar o estresse oxidativo
podem ser empregadas em estudos sobre antioxidantes. Dentre elas, citam-se:
abordagem quimica, utilizando-se biomarcadores, os quais sao produtos de oxidagao de
peroxidacdo de lipidios, proteinas, DNA; abordagem da homeostase, a qual avalia o
equilibrio entre oxidantes e antioxidantes, determinando-se o nivel de moléculas e a
atividade de enzimas antioxidantes; abordagem molecular, a qual enfoca a expressao de
proteinas envolvidas no equilibrio redox da célula; e, por tltimo, a abordagem clinica,
que detecta sinais precoces de estresse oxidativo, podendo ser realizada in vivo, através
de métodos ndo-invasivos, baseados em ressonancia magnética (BRAY, 2000). Os
testes da capacidade antioxidante de amostras bioldgicas na presenga dos antioxidantes
da dieta e os ensaios dos efeitos destes sobre os marcadores biologicos de oxidagao tém
sido os mais utilizados.

A compreensdo sobre as limitagdes e dificuldades de cada método ¢
necessaria. Ha que se considerar que os termos redutor e oxidante sao termos quimicos,
enquanto antioxidante e prooxidante devem ser compreendidos dentro de um sistema
bioldgico (PRIOR; CAO, 1999). O efeito de moléculas antioxidantes em diminuir a
oxidacdo de moléculas biologicas (proteinas, lipidios, acidos nucléicos) pode ser

utilizado como um teste de potencial antioxidante de moléculas isoladas ou combinadas
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(IOM, 1998). Assim, moléculas bioldgicas alteradas pelos radicais livres, através de
reacOes de abstragdo de proton, transferéncia de elétron ou adigcdo direta, podem se
constituir em biomarcadores para estudos relacionados a oxidantes e antioxidantes
(OFFORD et al., 2000). Os biomarcadores fornecem informacdes em trés niveis:
danos mensuraveis em proteinas, aminoacidos, lipidios e bases do DNA; alteragdes
funcionais, como agrega¢do plaquetaria, fluxo sangiiineo, fun¢do cognitiva; e alteragcdes
fisiopatologicas (GRIFFITHS et al., 2002).

O efeito dos antioxidantes da dieta sobre a oxidagdo de lipidios tem sido o
mecanismo mais explorado em estudos sobre o estresse oxidativo (SIES, 1985) e
também nas pesquisas sobre o potencial ou a capacidade antioxidante de compostos
naturais (BAGCHI et al., 1993; ALESSIO et al., 2002; ZAIDI et al., 2003; ACTIS-
GORETA et al., 2004; AUGER et al., 2005; PAJK et al., 2006).

Os lipidios poliinsaturados presentes nas membranas do citossol, das organelas
e das lipoproteinas sdo alvos para as reacdes com radicais livres. O mecanismo proposto
para a peroxidagdo de lipidio pelas espécies reativas de oxigénio envolve a abstracido de
hidrogénios das duplas ligagdes, formacao de hidroperoxidos e degradagdo de produtos
com subseqiiente formagdo de aldeidos, entre eles o malondialdeido. Este tem sido
amplamente utilizado como biomarcador em estudos que avaliam a eficicia de
antioxidantes in vitro, in vivo e ex vivo (GRIFFITHS et al., 2002).

Um dos métodos freqlientemente utilizados para mensuragdo de malondialdeido

¢ a determina¢do do aduto 4cido tiobarbitirico (TBA) e malondialdeido (MDA)

(Figura 1).

HS\rN oH s\ru oH O N, SH
/ CH, % [ Y
A
5 NTJ/ i 0=([ ?=0 > N =CH—CH=Cc— N +2 H,0
H H
OH OH

OH

e} (2) 3)
Fonte: Griffiths et al. (2002).

Figura 1 - Reagdo de TBA (1) e de MDA (2) com a formacao de TBA-MDA (3).

Nos processos de peroxidacdo de lipidios, em nivel fisiologico, pequenas

quantidades de MDA sdo formadas (GRIFFITHS et al., 2002), e isso pode ser uma
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limitagdo para o seu uso como biomarcador, quando este ¢ analisado pelo Teste das
Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitirico. Uma estratégia para intensificar a
formagdo de MDA ¢ a indugdo do estresse oxidativo com xenobiodticos (SIDHARTHA
et al., 1996; SUN et al., 2001).

1.5 Inducao do estresse oxidativo por farmacos utilizando animais como modelos
experimentais

O diclofenaco-DCFC (2-[2-(2,6-diclorofenil aminofenil acido acético) é um
farmaco do grupo antiinflamatorio nao esteroidal (AINE), amplamente utilizado na
pratica clinica para tratamento de dor e de inflamagdo. Os AINE exercem seus efeitos
terap€uticos através da inibigdo da ciclo-oxigenase-2, mas alguns de seus efeitos toxicos
resultam de sua ac¢do inibitoria sobre a ciclo-oxigenase-1 (LANEUVILLE et al., 1994 ¢
GIERSE et al., 1995, citados por HICKEY et al., 2001).

A biotransformagdo do DCFC ocorre via sistema enzimatico da citocromo -
P450 com a formacgdo de radicais livres (TANG et al., 1999). Hickey et al. (2001)
demonstraram em seu estudo com camundongos que a nefrotoxicidade induzida pelo
diclofenaco, administrado na dose que variou de 100 a 300 miligramas por quilo do
animal, foi mediada pelo estresse oxidativo. Foram observados varios eventos que
comprovaram o aumento dos radicais livres diante da exposi¢do ao DCFC: aumento do
MDA sérico, aumento da superoxido dismutase sérica e presenga de apoptose em tecido
renal. Ha evidéncias de que as espécies reativas de oxigénio agem como mensageiros
secundarios na sinalizag¢do de apoptose (BUTTKE; SANDSTROM, 1994).

O paracetamol (N-acetil-p-aminofenol ou acetaminofen) ¢ um farmaco
amplamente utilizado como antitérmico e analgésico. Em doses elevadas o paracetamol
apresenta hepatotoxicidade, a qual ¢ mediada por metabolitos reativos formados pelo
sistema de oxidases de funcdo mista do citocromo P450 (ARANIZ et al., 1995;
DAHLIN et al., 1984, citados por SIDHARTHA et al., 1996; AMIMOTO et al., 1995;
JODYNIS-LIEBERT et al., 2005). A administracdo de paracetamol em doses entre 350
e 500 miligramas por quilo a camundongos resultou em injuria hepatica com necrose
e apoptose (SIDHARTHA et al.,, 1996) e aumento de peroxidacdo lipidica em
homogenados de figado de camundongos (AMIMOTO et al., 1995; ARANIZ et al.,
1995) e ratos (JODYNIS-LIEBERT et al., 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

A variedade Uba foi escolhida para o estudo em razdo da facilidade de
aquisi¢ao e por sua importancia regional. Optou-se por modelos de estresse oxidativo
induzido por farmacos, a fim de verificar o potencial antioxidante da polpa de manga,
avaliando-se o efeito de sua ingestdo sobre o marcador de peroxidacdo de lipidios

(malondialdeido).

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Objetivou-se neste estudo avaliar o potencial antioxidante da polpa de manga
(variedade Ub4), utilizando dois modelos de estresse oxidativo induzido pelos farmacos

diclofenaco (modelo 1) e paracetamol (modelo 2).

3.2 Especificos

3.2.1 Modelo experimental 1

- Determinar a uréia e a alanina aminotransferase no soro dos animais.

- Determinar o malondialdeido no soro e nos homogenados de rim e figado
dos animais.

- Avaliar o ganho de peso e o consumo alimentar dos animais durante o

experimento.

2.2.2 Modelo experimental 2

- Determinar a alanina aminotransferase no soro dos animais.
- Determinar o malondialdeido nos homogenados de figado dos animais.

- Auvaliar o consumo alimentar dos animais durante o experimento.

92



4. MODELO EXPERIMENTAL 1

Efeito da suplementacdo de manga a 10% na ragdo comercial sobre os niveis
de malondialdeido no soro e nos homogenados de figado e rim de ratos wistar

submetidos ao estresse oxidativo induzido por diclofenaco (DCFC)

4.1 Material e métodos
4.1.1 Animais

Setenta ratos wistar machos adultos com 90 dias de idade e pesos corporais
variando de 293,80 a 392,76 gramas foram distribuidos em oito grupos de cinco ou dez
animais em cada, de maneira a se obter homogeneidade na média do peso entre os
grupos. Os animais permaneceram em gaiolas, reunidos em grupos de cinco cada uma,
tiveram livre acesso a racdo e agua e¢ foram mantidos em sala climatizada, em
temperatura de 22-25 °C, sob ciclos claro-escuros de 12 horas. O ensaio bioldgico foi
conduzido no Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde da

Universidade Federal de Vigosa.

4.1.2 Dietas experimentais

Foi utilizada a ragdo comercial (Labcil®, Belo Horizonte-MG) para elaborar as
seguintes dietas experimentais: controle (racdo comercial), suplementada com manga
(ragdo comercial acrescida de manga liofilizada a 10%) ¢ suplementada com vitamina
E (ra¢do comercial acrescida de vitamina E — 400 mg por quilo de ragdo).

Tendo em vista que o teor da polpa da manga Uba em constituintes antioxi-
dantes ndo era ainda conhecido quando o presente estudo foi realizado, estabeleceu-se o
nivel de suplementagdo de 10%, o qual é equivalente a ingestdo humana de 5,8 porgdes
de 150 gramas de polpa de manga por dia. As informagdes utilizadas para se obter a

equivaléncia para o consumo humano estdo apresentadas a seguir:

Ragdo com manga Dieta humana de
a 10% 2.800 kcal*
Quantidade total (g) 100 1.482,66
Quantidade de manga liofilizada (10 g) 10 148
Calorias totais (kcal) 188,85 2.800
Densidade caldrica (kcal g™) 1,89 1,89

* Referéncia: individuo adulto, sexo masculino, peso corporal de 70 kg, recebendo 40 kcal kg™ de peso por dia.
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O célculo de quantas por¢cdes de manga equivalem a 148 gramas de polpa
liofilizada foi obtido a partir das seguintes informacdes:

- 100 gramas de polpa umida = 16,83 gramas de polpa liofilizada; portanto:

- 150 gramas equivalem a 25,24 gramas de polpa liofilizada.

O nivel de suplementacdo ¢ acima do consumo humano usual, uma vez que
150 gramas de polpa equivalem a 2,22 unidades de manga da variedade Uba, com peso
médio total de 119,23 gramas e 67,50 gramas de polpa. Assim, 5,8 por¢des equivalem a
aproximadamente 13 unidades de manga Uba e 870 gramas de polpa.

A escolha por um estudo com a suplementacdo de maneira concentrada foi
subsidiada por um estudo sobre o potencial antioxidante de macas, realizado com seres
humanos, o qual utilizou a quantidade aproximada de 1,0 quilo de fruta por dia
(LOTITO; FREI, 2004a).

A vitamina E na forma de acetato de a-tocoferol foi usada como um padrao de
antioxidante para efeito de comparagao; a quantidade de 400 miligramas por quilo de
racdo equivale a 50% da concentragdo utilizada em estudos que observaram reducao de
lesdes aterosclerdticas em camundongos knockout para a apolipoproteina E (PELUZIO

et al., 2003).

A ragdo peletizada foi triturada em moinho, utilizando-se peneira nimero 3
para se obter o farelo, ao qual foram acrescentados os ingredientes a serem
suplementados: manga liofilizada e vitamina E. A mistura contendo o farelo da racdo e
os ingredientes suplementados foi homogeneizada manualmente e, apos o acréscimo de
agua destilada, “amassada”, para se obter novamente os pellets. A racdo, preparada
semanalmente, foi acondicionada em embalagens plasticas, protegidas de luz e mantidas
a - 4 °C até o uso. Foi determinada a composi¢do centesimal da ragdo em carboidrato,
proteina, lipidio, cinzas e umidade por técnicas descritas pelo Instituto Adolfo Lutz
(2005). O teor de compostos fenolicos foi determinado pelo método descrito por
Singleton (2001). Apo6s o término do ensaio biologico, com os resultados obtidos do
estudo da quantificacdo dos constituintes antioxidantes na polpa das mangas, foi
calculada a composicdo das dietas experimentais em acido ascorbico, B-caroteno,
fendis totais, manganés, zinco ¢ cobre. A composi¢ao das dietas esta apresentada na
Tabela 1.
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Tabela 1 - Composigao das dietas experimentais em 100 gramas (peso umido)

Composicio Controle Controle + Manga Controle + vitamina E
Carboidrato” (g) 34,06 32,53 34,06
Proteina'’ (g) 11,79 12,59 11,79
Lipidio™ (g) 0,85 0,93 0,85
Cinzas" (g) 3,79 3,93 3,79
Umidade'” (g) 49,51 50,02 49,51
vitamina E® (mg) 0,76 0,76 10,86
Vitamina A® (UI) 303 303 303
Manganés® (mg) 1,51 1,40 1,51
Selénio® (mg) 0,0013 0,0013 0,0013
Zinco® (mg) 1,5 1,39 1,5
Cobre® (mg) 0,25 0,24 0,25
Antioxidantes® (mg) 2,52 2,5 2,52
Vitamina C* (mg) - 11,44 -
B-caroteno™ (mg) - 0,33 -
Fendis totais” (mg) 11,78 21,93 11,78
kcal/100 g 191,05 188,85 191,05

) Determinado segundo técnicas do Instituto Adolfo Lutz (2005); ® valores baseados na composi¢io
informada na rotulagem do produto e fornecidos como niveis de garantia (minimo ou maximo);  valores
baseados em informagdes contidas no rotulo e determinagdes feitas na polpa da manga; e @ valores
baseados em determinagdes feitas na polpa da manga.

4.1.3 Desenho experimental

O desenho experimental foi o de estudo controlado e esté ilustrado na Figura 2.
A dura¢do do experimento foi de 26 dias. Foi feito um estudo de suplementagdo da
racdo comercial com polpa de manga liofilizada, como fonte de antioxidantes,
utilizando-se ratos wistar, os quais foram submetidos ao estresse oxidativo induzido
por droga (diclofenaco), conforme descrito por Hickey et al. (2001). O efeito dos
antioxidantes para proteger contra o estresse oxidativo, induzido pela droga, foi
avaliado nos grupos de animais que consumiram a ragdo suplementada com polpa de
manga de forma cronica (por 25 dias antes do estresse e durante 24 horas subseqiientes
ao estresse) e aguda (durante 24 horas subseqiientes ao estresse). Dois grupos de
animais (com estresse e sem estresse) consumiram dieta suplementada com vitamina E
de forma aguda e foram utilizados para comparagdo. Ao final de 25 dias, os animais
permaneceram em jejum por 12 horas, sendo submetidos a gavagem para administracao
do diclofenaco na dose de 250 miligramas por quilo de peso do animal (grupos com
estresse) e do veiculo (grupos sem estresse). A dose da droga foi calculada para cada
animal, considerando-se o seu peso individual, o qual foi registrado imediatamente
antes da gavagem. O volume do veiculo da droga (suspensdo) também foi administrado

em equivaléncia com o peso corporal dos animais. Duas horas apos a administracao do
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diclofenaco, os animais tiveram livre acesso as dietas e agua; apds 24 horas de
exposi¢ao a droga, eles foram sacrificados por asfixia com CO,. Amostras de sangue
foram coletadas da aorta abdominal para analises de pardmetros bioquimicos séricos, 0s
quais foram realizados no prazo de 12 horas. Amostras de figado e rim foram coletadas
em tampdo fosfato de sodio 0,1 mol L™, pH 7.4 e congeladas a - 20 °C, para anélise

bioquimica do marcador de peroxidacao lipidica (malondialdeido).

Ratos wistar

(n="70)
[
I |
Sem estresse Com estresse
n=235 n=35
I | I |
Sem Com Com Sem Com Com
Manga Manga Vit. E Manga Manga Vit. E
(n=10) (n=5) (n=10) (n=5)
I I
I | I I
25d 24 h 25 d* 24 h**
n=10 n=10 n=10 n=10

* 25 dias antes e 24 horas subseqiientes a exposi¢do ao diclofenaco
** 24 horas subseqjiientes a exposi¢do ao diclofenaco

Figura 2 - Desenho experimental.

4.1.4 Parametros avaliados
4.1.4.1 Ganho de peso corporal e consumo alimentar

O ganho de peso dos animais foi avaliado registrando-se o seu peso no inicio e
no final do experimento. O consumo alimentar dos grupos de animais foi estimado por
meio do registro da oferta e do resto de ragdo. Devido a reconstitui¢do da racdo e ao
acréscimo de dgua para se conseguir a peletizacdo, a perda espontdnea de umidade desta
foi avaliada pela diferenca de peso, deixando-se uma pequena quantidade de ragao sobre
a gaiola, em local ndo acessivel aos animais. A variagdo de peso relativo a perda de

umidade foi utilizada para corrigir o calculo do consumo alimentar.
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4.1.4.2 Parametros bioquimicos

Uréia e alanina aminotransferase séricas - As dosagens bioquimicas foram
determinadas utilizando-se kits bioquimicos, disponiveis comercialmente (Bioclin®). A
nefrotoxicidade foi avaliada por meio da determinag¢do dos niveis de uréia sérica e a
hepatoxicidade, através da determina¢do da enzima alanina aminotransferase.

Malondialdeido no soro e nos homogenados de rim e de figado - A extensao
do estresse oxidativo foi avaliada utilizando-se o malondialdeido (MDA) como o
marcador bioquimico da peroxidacdo de lipidio. Niveis de MDA no soro e nos
homogenados de figado e de rim foram avaliados através do Teste das Substincias
Reativas ao Acido Tiobarbitarico (TBARS), de acordo com o método descrito por
Buege e Aust (1978). O reagente TBARS foi preparado imediatamente antes do uso,
sendo constituido de acido tiobarbittrico 0,375% (p/v) e acido tricloroacético 15%
(m/v) em HC1 0,25 mol L. A concentragdo de malondialdeido foi calculada utilizando-
se o coeficiente de absortividade molar E,= 1,56 x 10° mol L' ¢m™ (BUEGE; AUST,
1978). Os resultados foram expressos em nmols de malondialdeido por miligrama de
proteina, para os homogenados de rim e de figado, e em nmols de malondialdeido por
500 microlitros, para amostras de soro. Para comparacdo dos niveis de MDA entre os
grupos-controle (sem estresse e com estresse) os resultados foram convertidos em
valores relativos, considerando-se o grupo nao exposto ao diclofenaco como 100%.

MDA no soro - Amostras de soro (500 microlitros) foram adicionadas a um
tubo contendo 1,0 mililitro do reagente TBARS. A mistura foi agitada e submetida a
temperatura de 90 °C (banho-maria), por 15 minutos. A seguir o material foi resfriado e
centrifugado a 1.000 g, por 10 minutos. O sobrenadante foi submetido a leitura de
absorvancia em 535 nm, contra branco, o qual continha todos os reagentes (exceto a
amostra).

MDA nos homogenados de figado e de rim - Fragmentos de 1,0 grama de cada
um dos tecidos foram homogeneizados em homogeneizador (Quimis), utilizando-se
10 mililitros de tampao fosfato de sédio 0,1 mol L'l, pH 7.4, contendo hidroxitolueno
butilado (BHT) 0,01% (m/v). O homogenado foi centrifugado a 1.000 g, por
15 minutos, e o sobrenadante foi utilizado imediatamente no ensaio do TBARS. Tubos
contendo aliquotas de 1,0 mililitro do homogenado e 2,0 mililitros do reagente TBARS
foram agitados e submetidos a temperatura de 90 °C (banho-maria) por 15 minutos. A

seguir, o material foi resfriado e centrifugado a 1.000 g, por 10 minutos. O sobrenadante
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foi submetido a leitura de absorvancia em 535 nm, contra branco, o qual continha todos

os reagentes (exceto a amostra).

4.1.4.3 Determinacio da concentrac¢io de proteinas

A concentracdo protéica nos homogenados de figado e de rim foi estimada
pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando-se soroalbumina bovina como padrio.
As leituras foram realizadas em 700 nm, em espectrofotometro Shimadzu UV-VIS

(Kyoto, Japan).

4.1.5 Estatistica

Utilizou-se o software Sigma Stat, versdo 2.03, para analise descritiva dos
dados e para os testes de comparacdo de grupos independentes, entre controle e
tratamentos e entre tratamentos. Usou-se andlise paramétrica para varidveis que
apresentaram distribuicdo normal e andlise ndo-paramétrica para aquelas que ndo
apresentaram distribui¢do normal. Para testar as diferengas entre grupos, utilizaram-se

os testes Tukey e Mann-Wthitney, considerando o nivel de significancia de 5%.

4.2 Resultados e discussao

4.2.1 Ganho de peso e consumo alimentar

4.2.1.1 Ganho de peso

Ao final de 25 dias, verificou-se que nao houve diferenca estatistica na variavel
peso entre os grupos, mostrando que o ganho de peso foi igual para os diferentes
tratamentos e que a suplementa¢do de manga e de vitamina E ndo interferiu nesse

parametro (Tabela 2).

4.2.1.2 Consumo

Nao houve diferenca no consumo alimentar entre os grupos durante os 25 dias
de experimento (Tabela 2). Entretanto, nas 24 horas subseqiientes a exposicdo ao
diclofenaco, observou-se que os grupos que receberam a droga consumiram menor

quantidade do que aqueles que receberam apenas o veiculo (Figura 3). De fato, o
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diclofenaco, na concentracio de 250 mg kg’ de peso do animal de peso, induz
alteracdes fisiopatoldgicas que podem resultar na diminuicdo do apetite. Aspectos

macroscopicos anormais no trato gastrintestinal dos animais que receberam diclofenaco

foram observados durante a excisdo dos 6rgaos.

Tabela 2 - Ganho de peso e ingestdo dietética dos animais antes e durante a indugdo
do estresse oxidativo por diclofenaco

Ganho médio de Consumo médio Consumo
Grupo (g por dia) (g por dia)
peso (g) 25 dias 24 horas

Controle (DCFC-) 22,68 28,48 +1,59° 29,77
Controle (DCFC+) 24,46 33,07 £5,15° 20,11
Manga 25 d (DCFC-) 23,02 30,58 £2,40% 32,17
Manga 25 d (DCFC+) 21,36 30,54 + 5,25° 17,28
Manga 24 h (DCFC-) 21,46 26,64 +1,95% 46,26
Manga 24 h (DCFC+) 22,88 27,34 £2,07° 16,84
vitamina E (DCFC-) 25,40 29,1 £3,67° 40,66
vitamina E (DCFC+) 23,60 28,96 +1,23* 27,93

() Valores referentes a um registro de consumo nas 24 horas subseqiientes & exposi¢do ao diclofenaco.
Médias na coluna seguida por letras iguais ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p < 0,05).

50 -

w S
o o
I I

N
o
I

Consumo de ragao
(g por 24 horas)

-
o
L

Controle -
Controle +
Manga 25d -
Manga 25 d+
Manga 24 h -
Manga 24 h +
vitamina E -
Vitamina E +

Figura 3 - Consumo alimentar dos grupos de animais durante as 24 horas
subseqlientes a exposi¢do ao diclofenaco (+) e ao veiculo (-).

O consumo de energia e de antioxidantes dos grupos de animais, antes e
durante a exposicdo ao diclofenaco, foi calculado a partir das informacdes da

composi¢ao da ra¢ao, da composi¢do das mangas em constituintes antioxidantes e do

consumo alimentar (Tabela 3).
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Tabela 3 - Ingestao de energia e de antioxidantes durante 25 dias antes e 24 horas
apos a exposicao ao diclofenaco

Em 25 dias Em 24 horas
Grupo  Calorias Vit.C  Vit.E p-caroteno FT |Calorias Vit.C  Vit.E p-caroteno & f”[‘:)"tgfs"s

Gea)  (mg)  (m) (g  (mg | (kea) (m) (g g
Controle 54,41 - 0,22 - 335 | 56,87 - 0,23 - 3,51
(DCFC-) ‘ , : ’ : ’
?g?ﬁé_z)s 4 5775 349 023 040 671 | 60,75 3,68 024 0,11 7,05
I(\gaéféif 4 5767 342 023 039 669 | 3263 198 013 806 3,79
?g%‘l‘fg_z)“ B 5089 - 0,20 - 3,14 | 8736 529 035 815 10,14
?ﬁ‘?ﬁéﬁ;‘ b o503 - 021 - 322 | 31,80 193 0,13 0,05 3,69
zgté‘;’én;‘ B 5550 ; 0,22 - 343 | 77,68 ; 441 ; 4,79
;’ggfa E 5533 - 0,22 - 341 | 5336 - 3,03 - 3,29

4.2.2 Efeitos do diclofenaco nas fun¢des renal e hepatica e no marcador de estresse
oxidativo dos grupos-controle

4.2.2.1 Uréia

A uréia sérica foi utilizada como um marcador bioquimico de lesdo renal
causada pelo diclofenaco (DCFC), uma vez que o estudo de Hickey et al. (2001)
mostrou que o rim foi o tecido alvo de lesdo pela droga. A comparagdo entre os grupos-
controle (ndo tratados com suplementacdo) expostos e nao-expostos ao DCFC mostra
aumento nos valores da média e da mediana da uréia sérica dos grupos DCFC+, sendo a
diferenca, entre os grupos, estatisticamente significante (p < 0,001) (Tabela 4).

O perfil da diferenga da uremia entre os dois grupos ¢ ilustrado na Figura 4. O
aumento de 3,8 vezes nos niveis de uréia sérica obtido com a dose de 250 mg kg é
inferior ao descrito por Hickey et al. (2001), que foi de 4,4 vezes com uma dose de
diclofenaco de 200 mg kg™ de peso do animal, utilizando-se camundongos. Entretanto,
o aumento observado no estudo ¢ indicativo de que a dose empregada foi suficiente para

causar lesdo renal nos animais expostos a droga.
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Tabela 4 - Uréia sérica (mg dL™') dos animais expostos (DCFC+) e ndo-expostos
(DCFC-) ao diclofenaco, consumindo as quatro dietas

DCFC- DCFC+
Média + DP 45,97 + 14,51 175,17 + 41,71
Controle Mediana 41,70>* 178,30 "®
Min. — Max. 27,3 -71,80 117 - 237,50
Média + DP 34,62 + 4,39 161,60 + 29,07
Manga 24 h Mediana 35,30 A 165,00*®
Min. — Méx. 24,80 — 39,30 125,40 — 208,40
Média + DP 40,57 + 5,54 183,82 + 40,64
Manga 25 d Mediana 39,30%4 184,80~
Min. — Max. 33,40 — 49,70 127,00 — 272,00
Média + DP 37,46 + 4,82 168,42 + 58,01
Vitamina E Mediana 37,10%%4 179,50* B
Min. — Max. 31,50 — 42,90 105,00 — 236,80

Medianas seguidas por letras diferentes (mintsculas em colunas e maitsculas em linhas) diferem

estatisticamente (Mann-Whitney, p < 0,05).

Uréia (mg dL")

250 - 250 -
200 - T ~ 2001 B
3
150 - @ 150 -
£
100 ©
00 S 100+ .
-]
50 ~ T 50
0 .. I
DCFC - DCFC + DCFC- DCFC+

(@)

(b)

Figura 4 - Efeito do diclofenaco sobre a uréia sérica dos grupos-controle. Valores das
médias (a) e das medianas (b).

4.2.2.2 Alanina aminotransferase- ALT

A alanina aminotransferase sérica foi utilizada como um marcador bioquimico

de lesdo hepatica. Observou-se aumento na média e na mediana de ALT sérica do

grupo-controle exposto ao diclofenaco, em comparagdo com aquele ndo-exposto

(Tabela 5; Figura5). Entretanto, a diferenca entre os grupos nao foi estatisti-

camente significante (p = 0,348) (Tabela 5). A elevagdo de 1,29 vez na média de ALT

do grupo que recebeu diclofenaco ¢ similar a obtida por Hickey et al. (2001), que

constataram aumento de 1,3 vez na ALT sérica dos camundongos com uma dose de

200 mg kg™
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Tabela 5 - Niveis séricos de alanina aminotransferase (U mL™") dos grupos de animais
expostos (DCFC+) e ndo-expostos (DCFC-) ao diclofenaco, consumindo as
quatro dietas

DCFC- DCFC+
Média + DP 44,90 + 27,97 58,33 + 19,62
Controle Mediana 40,00~ * 57,654
Min. — Max. 11,00 — 88,00 32,00 — 88,00
Média + DP 64,56 + 29,93 46,67 + 19,79
Manga 24 h Mediana 79,0024 44,004
Min. — Méx. 20,00 — 96,00 23,00 — 93,00
Média + DP 64,20 + 14,43 35,70 + 8,27
Manga 25 d Mediana 62,504 34,008
Min. — Méx. 46,00 — 87,00 28,00 — 55,00
Média + DP 86,00 + 12,53 44,40 + 19,05
Vitamina E Mediana 90,00 >4 40,00>®
Min. — Méx. 65,00 — 97,00 29,00 — 77,00

Medianas seguidas por letras diferentes (minusculas em colunas e mailsculas em linhas) diferem
estatisticamente (Mann-Whitney, p < 0,05).
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Figura 5 - Efeito do diclofenaco sobre a alanina aminotransferase (ALT) sérica dos
grupos-controle. Valores das médias (a) e das medianas (b).

4.2.2.3 Marcador de estresse oxidativo

O nivel de malondialdeido-MDA determinado no soro sangiliineo e nos
homogenados de figado e de rim foi utilizado como um marcador de estresse oxidativo,
mais especificamente de peroxidagdo lipidica. Para verificar se o diclofenaco induziu o
estresse oxidativo, estabeleceu-se a comparacdo entre os grupos-controle, exposto e
nao-exposto ao diclofenaco. Houve elevagdo na média dos valores de MDA no soro e

no rim dos grupos que receberam diclofenaco (Figura 6a) e elevacao nas medianas dos
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valores de MDA no soro, no rim e no figado (Figura 6b). Entretanto, apenas no soro a
diferenca das medianas foi estatisticamente significante (p = 0,031) (Tabela 6). O perfil
do resultado no soro ¢ similar ao obtido por Hickey et al. (2001), porém o aumento de
39% na média do MDA sérico com a administracao de diclofenaco, na concentragdo de
250 miligramas por quilo de peso do animal, diferiu do aumento observado pelos
autores, que foi de 500% com a dose de 200 miligramas por quilo. Ressalta-se que no
estudo, referido anteriormente, os niveis de MDA nos homogenados de figado e rim
ndo foram avaliados. Nao houve diferenga estatisticamente significante entre os
niveis de MDA nos homogenados de rim e de figado dos grupos-controle expostos e

nao-expostos ao diclofenaco (Tabelas 7 e 8).
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Valores médios de MDA dos animais dos grupos-controle (DCFC-): soro = 0,030 nmol 500 pL™;
rim = 0,085 nmol por mg de proteina; figado: 0,052 nmol por mg de proteina.

Figura 6 - Aumento dos valores das médias (a) e das medianas (b) de
malondialdeido-MDA no soro sangiiineo ¢ nos homogenados de figado e
de rim dos animais expostos (DCFC+) e ndo-expostos (DCFC-) ao
diclofenaco que consumiram dieta-controle.
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Tabela 6 - Niveis séricos de malondialdeido - MDA (nmol de MDA por 500 uL de
soro) dos grupos de animais expostos (DCFC+) e ndo-expostos (DCFC-)
ao diclofenaco, consumindo as quatro dietas

DCFC- DCFC+
Média + DP 0,033 + 0,019 0,046 + 0,016

Controle Mediana 0,030%4 0,045>B
Min. — Max. 0,014 — 0,080 0,030 — 0,080
Média + DP 0,178 + 0,039 0,243 + 0,031

Manga 24 h Mediana 0,175b’ A 0,23 5>B
Min. — Max. 0,130 — 0,270 0,197 — 0,292
Média + DP 0,193 + 0,034 0,207 + 0,036

Manga 25 d Mediana 0,196 0,197
Min. — Max. 0,143 — 0,243 0,153 — 0,260
Média + DP 0,289 + 0,048 0,222 + 0,018

Vitamina E Mediana 0,290 * 0,220 ><B

Min. — Max. 0,220 — 0,346 0,200 — 0,250

Medianas seguidas por letras diferentes (mintsculas em colunas e maitsculas em linhas) diferem
estatisticamente (Mann-Whitney, p < 0,05).

Tabela 7 - Valores de malondialdeido - MDA (nmoles de MDA por miligrama
de proteina) no homogenado de rim dos grupos de animais expostos
(DCFC+) e nao-expostos (DCFC-) ao diclofenaco, consumindo as quatro

dietas
DCFC- DCFC+
Média + DP 0,103 + 0,077 0,118 + 0,066
Controle Mediana 0,085~™4 0,156~"*
Min. — Max. 0,030 — 0,280 0,010 — 0,180
Média + DP 0,093 + 0,086 0,081 + 0,048
Manga 24 h Mediana 0,080* * 0,076
Min. — Max. 0,020 - 0,310 0,030 — 0,190
Média + DP 0,131 + 0,048 0,152 + 0,047
Manga 25 d Mediana 0,146>> A 0,144>4
Min. — Max. 0,055 — 0,200 0,099 — 0,221
Média + DP 0,182 + 0,032 0,128 + 0,093
Vitamina E Mediana 0,200™ 4 0,100*>*
Min. — Max. 0,145-0,210 0,050 — 0,290

Medianas seguidas por letras diferentes (mintsculas em colunas e maitsculas em linhas) diferem
estatisticamente (Mann-Whitney, p < 0,05).
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Tabela 8 - Niveis de malondialdeido — MDA (nmoles de MDA por miligrama de
proteina) nos homogenados de figado dos grupos de animais expostos
(DCFC+) e nao-expostos (DCFC-) ao diclofenaco, consumindo as quatro

dietas
DCFC- DCFC+
Média + DP 0,082 + 0,081 0,074 + 0,049
Controle Mediana 0,052 %4 0,060 4
Min. — Max. 0,020 — 0,270 0,020 — 0,170
Média + DP 0,044 + 0,045 0,056 + 0,057
Manga 24 h Mediana 0,030*4 0,035%4
Min. — Max. 0,010 — 0,150 0,020 — 0,210
Média + DP 0,057 + 0,040 0,088 % 0,056
Manga 25 d Mediana 0,054 >4 0,087 "4
Min. — Max. 0,011 -0,150 0,021 0,180
Média + DP 0,154 + 0,049 0,087 + 0,036
Vitamina E Mediana 0,170% 0,075
Min. — Max. 0,070 — 0,200 0,060 — 0,140

Medianas seguidas por letras diferentes (minusculas em colunas ¢ mailsculas em linhas) diferem
estatisticamente (Mann-Whitney, p < 0,05).

4.2.3 Efeitos da suplementacio da dieta com manga e com vitamina E sobre a
uréia sérica

Os valores de uréia sérica dos animais expostos e ndo-expostos ao diclofenaco

estdo apresentados na Tabela 4. Os animais suplementados DCFC+ apresentaram os

niveis de uréia estatisticamente mais elevados do que os seus grupos de comparacao

DCEFC- (Figura 7).
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Figura 7 - Efeito da suplementacdo de manga e de vitamina E sobre a uréia sérica dos
animais expostos (DCFC+) e nao-expostos (DCFC-) ao diclofenaco.
Valores das médias (a) e das medianas (b).

105



Entre os grupos DCFC+, observou-se que os niveis de uréia nao diferiram,
indicando que a suplementacdo da ragdo com antioxidantes ndo protegeu o rim contra a
lesdo por diclofenaco (Tabela 4).

Para os animais DCFC-, verificou-se que os grupos-controle ¢ suplementados
com manga por 25 dias e vitamina E mostraram valores de uréia estatisticamente iguais
(Tabela 4). Os animais suplementados com manga por 24 horas apresentaram redugao
estatisticamente significante na uremia, em comparagdo com o0s grupos-controle
(p = 0,034) e suplementado com manga por 25 dias (p = 0,020). Esse efeito pode ser
atribuido a reducgdo do catabolismo de proteina ou a uma alterag@o no ciclo da uréia. O
resultado sugere a ocorréncia de uma resposta do organismo do animal a ingestao aguda
de bioativos e uma adaptacdo fisioldgica diante do consumo crdénico destes. Nao houve
diferenca na uremia entre os grupos manga 24 horas e vitamina E (p = 0,424).

Em resumo, a analise do parametro uréia sérica mostra que os antioxidantes
ndo protegeram a lesdo renal induzida por diclofenaco e, na auséncia do estresse

oxidativo induzido, reduziram a uréia sérica quando ingeridos de forma aguda.

4.2.4 Efeitos da suplementacio da dieta com manga e com vitamina E sobre a
alanina aminotransferase sérica
Os valores de ALT dos animais DCFC+ e DCFC- estao apresentados na Tabela
5. Grupos de animais DCFC+ que consumiram dieta suplementada com manga por
25 dias e vitamina E mostraram valores de ALT estatisticamente menores do que
os seus grupos de comparagdo DCFC- (manga 25 dias, p < 0,001, e vitamina E,
p =0,016) (Figura 8).
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Figura 8 - Comparacao dos efeitos da suplementacdo de manga e de vitamina E sobre
a alanina aminotransferase sérica — ALT dos animais expostos € ndo-
expostos ao diclofenaco.Valores das médias (a) e das medianas (b).
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A magnitude da reducdo foi de 44 e 48% para o grupo da manga 25 dias e da
vitamina E, respectivamente (Tabela 5). Neste estudo hd poucos subsidios para explicar
tal efeito. A dosagem de ALT sérica ¢ utilizada como um exame laboratorial de rotina
para estabelecer diagnodsticos de doencas hepaticas que apresentam inflamagdo e
necrose. A liberacdo da enzima na circulagdo, conseqiiente a lesdo do tecido, ¢ um
marcador da perda de viabilidade celular. Estudos histologicos, que serdo realizados
posteriormente, poderdo apontar subsidios para sugestdes sobre o mecanismo da
reducdo de ALT nos dois grupos. Nao houve diferenca significante nas medianas de
ALT sérica entre os grupos DCFC- e DCFC+ que receberam dieta suplementada com
manga por 24 horas (p = 0,310).

Em resumo, a suplementacio com manga por 25 dias reduziu
significantemente a ALT sérica dos animais expostos ao diclofenaco, e a manga por
24 horas ndo interferiu no parametro dos animais expostos a droga. Para os animais
DCEFC-, a suplementagdo com vitamina E aumentou significantemente a ALT sérica e a
suplementagdo com manga ndo interferiu no parametro.

Para os animais DCFC-, houve tendéncia de aumento da ALT com a
suplementagdo da dieta com antioxidantes (Figura 8). Entretanto, apenas o grupo que
consumiu vitamina E apresentou o valor de ALT sérica estatisticamente mais elevado
que o grupo-controle (p = 0,012) (Tabela 5). Esse efeito pode estar associado aos
mecanismos relacionados aos eventos em membranas citoplasmatica e organelar. Nao
houve diferenca significante na ALT sérica entre os grupos manga 24 horas ¢ manga
25 dias (p = 0,624); e manga 24 horas e vitamina E (p = 0,161). O grupo de animais que
consumiram vitamina E apresentou ALT sérica estatisticamente mais elevada do que o
grupo que consumiu manga por 25 dias (p = 0,017). Se for correta a explicagdo para
o efeito da vitamina E em aumentar a ALT sérica através de lesdo de membranas,
entdo o consumo de manga por 25 dias ofereceu protegdo mais eficiente do que a
suplementagdo aguda de um unico antioxidante.

Para os animais DCFC+, houve tendéncia de reducao dos niveis de ALT sérica
nos grupos suplementados com antioxidantes (Figura 8). Os grupos manga por 25 dias e
vitamina E apresentaram valores de ALT sérica menores do que o grupo-controle.
Compostos bioativos da manga, consumidos por 25 dias, induziram uma resposta
diferenciada do tecido frente a exposicao ao diclofenaco. O presente estudo nao oferece

subsidios para se propor uma explicagdo plausivel para esse efeito. Nao houve diferenca
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significante nos niveis de ALT entre os tratamentos para os grupos expostos ao
diclofenaco (Tabela 5).

Em resumo, a suplementacdo com antioxidantes (manga 25 dias e vitamina E)
reduziu a ALT sérica nos grupos expostos ao diclofenaco. A vitamina E aumentou a
ALT nos grupos nao-expostos a droga. Portanto, a suplementacdo da racdo com
vitamina E e com manga (por 25 dias) ofereceu hepatoprotecdo contra a toxicidade

induzida por diclofenaco.

4.2.5 Efeitos da suplementacdo da dieta com manga e com vitamina E sobre os
niveis de malondialdeido no soro

Os niveis de MDA sérico dos animais DCFC- e DCFC+ estao apresentados na
Tabela 6.

Para os animais DCFC+, os grupos tratados apresentaram valores da mediana
de MDA significantemente mais elevados do que os do grupo-controle (Tabela 6). A
Figura 9 mostra o perfil das diferencas entre médias e medianas dos valores de MDA
nos quatro grupos de animais.

O aumento na média dos valores de MDA em relagdo ao valor de MDA do
grupo-controle foi de 5,3 vezes para o grupo manga 24 horas, 4,5 vezes para o grupo
manga 25 dias e 4,8 vezes para o grupo vitamina E. Assim, a suplementa¢do com
antioxidantes ndo protegeu os animais contra o estresse oxidativo induzido por

diclofenaco, considerando o marcador de peroxidacao lipidica.
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Figura 9 - Efeito da suplementagdo de manga e de vitamina E sobre os niveis de
malondialdeido no soro dos animais expostos ao diclofenaco. Valores das
médias (a) e das medianas (b).
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A comparagdo entre os tratamentos mostrou que os grupos suplementados com
manga por 25 dias apresentaram mediana de MDA estatisticamente menor do que
aquele que consumiu manga por 24 horas (p = 0,049). A diferenca dos efeitos da
ingestdo de manga de maneira aguda e cronica pode ser explicada por mecanismo de
indugdo da expressao de genes envolvidos em mecanismos de protecao antioxidante. Ja
esta estabelecido que alguns genes respondem aos antioxidantes ingeridos através dos
Elementos de Resposta a Antioxidantes (ARE) presentes na regido do promotor,
resultando em sintese de proteinas que atuam na protecdo contra o estresse oxidativo
(NGUYEN et al., 2003).

Para os grupos DCFC-, verificou-se que os animais tratados também
apresentaram valores de mediana de MDA estatisticamente mais elevados do que os do
grupo-controle (Tabela 6). O aumento no valor da média foi de 5,4 vezes para o
grupo manga 24 horas (p < 0,001), 5,9 vezes para o grupo manga 25 dias (p < 0,001) e
8,75 vezes para o grupo vitamina E (p =0,003). Portanto, a suplementacdo com
antioxidantes resultou em aumento da peroxidacdo de lipidio, em vez de diminui¢do, em

conseqiiéncia do efeito prooxidante. A Figura 10 ilustra o perfil dos efeitos.
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Figura 10 - Efeito da suplementagdo de manga e de vitamina E sobre os niveis de
malondialdeido no soro dos animais nao-expostos ao diclofenaco. Valores
das médias (a) e das medianas (b).

A comparagdo entre os tratamentos mostrou que ndo houve diferenga entre os
grupos manga 24 horas e manga 25 dias (p = 0,307). Entretanto, o grupo vitamina E
apresentou mediana de MDA estatisticamente mais elevada do que a dos grupos de

animais que consumiram manga por 24 horas (p = 0,005) e por 25 dias (p = 0,008).
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Apesar da suplementacdo de ambos (vitamina E e manga) ter resultado em efeito
prooxidante sobre os lipidios, a vitamina E induziu maior efeito prooxidante. Isso pode
significar diferencas de efeitos fisioldgicos quando se administra um antioxidante
isoladamente ou um conjunto de antioxidantes, como ¢ o caso da manga que contém
varias moléculas com potencial antioxidante (ZHOU et al., 2005).

Para ampliar a compreensao sobre o efeito dos antioxidantes suplementados
nas duas diferentes condicdes fisiologicas (estresse induzido e ndo-estresse), 0s grupos
de animais DCFC- e DCFC+ foram comparados aos pares em cada tratamento. A

Figura 11 ilustra o perfil de comparagdes.
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Figura 11 - Comparacdo do efeito da suplementacdo de manga e de vitamina E
sobre os niveis de malondialdeido sérico dos animais expostos (DCFC+) e
ndo-expostos (DCFC-) ao diclofenaco. Valores das médias (a) e das
medianas (b).

Conforme comentado anteriormente, o diclofenaco aumentou significantemen-
te os niveis de MDA sérico nos animais alimentados com dieta-controle (p = 0,031). O
aumento no valor da média foi de 39%. Na comparagdo entre os grupos tratados,
observou-se que nos animais suplementados com manga por 24 horas o diclofenaco
também aumentou significantemente o MDA sérico (p = 0,002), sendo o aumento de
36%. Para os animais que consumiram manga por 25 dias, ndo houve diferenca nos
niveis de MDA sérico (p = 0,427) entre os grupos DCFC- e DCFC+, significando que a
situacdo de estresse oxidativo era a mesma na presenca ou na auséncia do diclofenaco.

O diclofenaco ndo estimulou a peroxidacao de lipidio no grupo que consumiu manga
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por 25 dias (Figura 11b). O resultado sugere a possivel ocorréncia de mecanismos
fisiologicos com a ingestdo de manga por 25 dias, os quais aumentaram a protecao dos
animais contra a oxidacao de lipidio durante a biotransformacgdo do diclofenaco. Uma
forte sugestao envolve o aumento da expressdo de proteinas envolvidas no mecanismo
antioxidante (SEN; PACKER, 1996). Entre os grupos suplementados com vitamina E,
o valor da mediana de MDA do grupo de animais expostos ao diclofenaco foi
significantemente menor do que o grupo de animais ndo-exposto (p = 0,032). O
decréscimo no valor da média foi de 23%, mostrando que na presenga de niveis mais
reduzidos de peroxidacdo lipidica o excesso de vitamina E pode exercer efeito
prooxidante mais acentuado e que na condigdo do estresse oxidativo induzido o efeito
prooxidante da vitamina E foi menor. A diferenca nos efeitos pode também ser
conseqiiéncia do nivel de ingestdo de antioxidantes, j4 que os animais DCFC+
mostraram menor consumo alimentar nas 24 horas subseqiientes a administragdo do
diclofenaco.

Em resumo, a suplementacdo da dieta com manga ndo diminuiu o marcador de
estresse oxidativo no compartimento sérico, sendo o resultado similar ao observado para
a suplementacdo com a vitamina E. Em ambas as condi¢des fisiologicas, auséncia e
presenca do diclofenaco, a suplementacdo com manga e com vitamina E aumentou o
marcador de estresse oxidativo. Pode-se afirmar que os antioxidantes induziram um

efeito prooxidante nos grupos de animais expostos € ndo-expostos ao diclofenaco.

4.2.6 Efeitos da suplementacido da dieta com manga e com vitamina E sobre os
niveis de malondialdeido nos homogenados de rim

A Tabela 7 apresenta os valores de MDA nos homogenados de rim dos
animais expostos (DCFC+) e nao-expostos (DCFC-) ao diclofenaco.

Primeiramente, deve-se ressaltar que ndo houve diferenca nos niveis de
MDA nos homogenados de rim entre os grupos (DCFC- e DCFC+) que consumiram
dietas-controle (p = 0,427). Embora ndo significante, houve aumento da média de MDA
do grupo DCFC+ de 14%. Isso ndo significa que o tecido renal do grupo exposto
ao diclofenaco nao estava em condi¢do de estresse oxidativo, uma vez que o
malondialdeido ¢ um parametro indireto que avalia o efeito do aumento dos radicais
livres sobre os lipidios. Outros alvos celulares sdo oxidados numa situagdo prooxidante,

como, por exemplo, as proteinas e os acidos nucléicos (OFFORD et al., 2000).
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Dois aspectos podem explicar o fato de o grupo-controle DCFC+ nao ter
apresentado valor de MDA estatisticamente maior do que o do grupo-controle DCFC-.
Primeiramente, ha afirma¢des de que o malondialdeido ¢ eficientemente metabolizado
em varios tecidos, estando envolvida uma enzima mitocondrial (HIELLE; PETERSEN,
1983). Griffthis et al. (2002) comentam que o MDA produzido in vivo, na sua forma
livre, pode ser rapidamente metabolizado a didxido de carbono e acido acético pela
aldeido desidrogenase. O tecido renal possui a aldeido desidrogenase, a qual possui
atividade de metabolizacao de aldeidos toxicos (HJELLE et al., 1983).

Uma outra explicacdo para os grupos de animais DCFC — ¢ DCFC+ com
dieta-controle ndo terem apresentado diferengas no marcador de peroxidagdo de lipidio
¢ o fato de o experimento ter sido realizado com ragdo comercial, a qual contém, além
dos nutrientes que atuam como antioxidantes, 2,5% de antioxidantes que sdo
adicionados para a sua preservacao. Freqiientemente, esses antioxidantes adicionados a
ragcdo sao o butil-hidroxitolueno (BHT) ou o butil-hidroxianisol (BHA), e ambos sdo
absorvidos, podendo atuar no meio bioldégico como antioxidantes. Além disso, a ragao
contém farelos de soja e de milho, os quais também fornecem compostos com potencial
antioxidante. Dessa forma, pode ser que o adequado stafus antioxidante fornecido pela
racdo tenha protegido o grupo exposto ao diclofenaco contra a peroxidagado lipidica no
tecido renal.

Para os animais DCFC+, os grupos tratados apresentaram valores de MDA nos
homogenados de rim estatisticamente iguais ao do controle (p = 0,307, 0,199 e 0,951
para os grupos: manga 24 horas, manga 25 dias e vitamina E, respectivamente) (Tabela
7). O resultado mostra que os antioxidantes suplementados ndo tiveram influéncia na
peroxidacdo lipidica no tecido renal, nos animais expostos ao diclofenaco. A Figura 12
mostra o perfil do efeito dos tratamentos sobre os valores das médias e medianas de
MDA no homogenado de rim dos grupos DCFC+.

A comparagdo entre os tratamentos mostra que o grupo manga 24 horas
apresentou valor de mediana de MDA estatisticamente menor que o do grupo manga
25 dias (p=0,004) (Tabela 7). Esse resultado mostra primeiramente a biodispo-
nibilidade de antioxidantes da manga para o tecido renal e o seu efeito em diminuir a
peroxidagdo de lipidio, na condicdo de ingestdo aguda, bem como que a ingestdo de
forma cronica ou aguda afeta diferentemente o tecido renal exposto a uma injaria
quimica. Nao houve diferenca significante entre o grupo manga 24 horas € o grupo

vitamina E (p = 0,244) e entre os grupos manga 25 dias e vitamina E (p = 0,198).
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Figura 12 - Efeito da suplementa¢do de manga e de vitamina E sobre os niveis de
malondialdeido nos homogenados de rim dos animais expostos ao
diclofenaco. Valores das médias (a) ¢ das medianas (b).

No grupo DCFC-, os animais tratados apresentaram valores de MDA nos
homogenados de rim estatisticamente iguais ao do controle (p = 0,705, 0,151 ¢ 0,058
para os grupos manga 24 horas, manga 25 dias e vitamina E, respectivamente), apesar
da tendéncia no aumento do parametro para alguns grupos tratados (Tabela 7). O perfil
dos resultados obtidos para o grupo de animais DCFC — esté representado na Figura 13.
A comparagdo entre os grupos suplementados mostrou que o grupo manga 24 horas
apresentou valor de MDA estatisticamente menor que o do grupo vitamina E
(»=10,017). Nao houve diferenca entre o grupo manga 24 horas e o grupo manga

25 dias (p = 0,054) e entre os grupos manga 25 dias e vitamina E (p = 0,086).
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Figura 13 - Efeito da suplementa¢do de manga e de vitamina E sobre os niveis de
malondialdeido nos homogenados de rim dos animais nao-expostos ao
diclofenaco. Valores das médias (a) e das medianas (b).
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A comparagao entre os animais DCFC- e DCFC+ em cada tratamento mostrou
ndo haver diferenga significante entre os grupos manga 24 horas (p = 1,00), manga
25 dias (p = 0,427) e vitamina E (p = 0,151), apesar das variacdes de -13%, +16% e -
30% nos valores das médias de MDA para os grupos DCFC+ suplementados com
manga 24 horas, manga 25 dias e vitamina E, respectivamente (Tabela 7). A Figura 14

ilustra o perfil de comparagdo entre os grupos.
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Figura 14 - Comparagao do efeito da suplementagdo de manga e de vitamina E sobre
os niveis de malondialdeido nos homogenados de rim dos animais
expostos (DCFC+) e ndo-expostos (DCFC-) ao diclofenaco. Valores das
médias (a) e das medianas (b).

4.2.7 Efeitos da suplementacio da dieta com manga e com vitamina E sobre os
niveis de malondialdeido no figado

A comparagdo entre os grupos que receberam dieta-controle mostrou que o
grupo de animais DCFC+ apresentou diminui¢do de 9,75% no valor da média de MDA
no homogenado de figado, em comparagdo com o grupo DCFC- (Tabela 8). Entretanto,
a diferenga das medianas nao foi estatisticamente significante (p = 0,623). Esse
resultado confirma a informagdo de que o diclofenaco apenas eventualmente causa o
estresse oxidativo em nivel hepatico (HICKEY et al., 2001).

Para os grupos DCFC+ nao houve diferenga estatisticamente significante nas
medianas de MDA entre os grupos suplementados e o grupo-controle (Tabela 8).Entre
os grupos suplementados, o grupo Vitamina E apresentou MDA mais elevado do que o
grupo Manga - 24 horas )( p = 0,048) e ndo houve diferenca entre os demais grupos. A

Figura 15 ilustra o perfil dos efeitos.
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Figura 15 - Efeito da suplementagdo de manga e de vitamina E sobre os niveis de
malondialdeido nos homogenados de figado dos animais expostos ao
diclofenaco. Valores das médias (a) e das medianas (b).

O perfil de resposta dos animais DCFC- foi diferente do observado para os
animais expostos ao diclofenaco e esta apresentado na Figura 16. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre o grupo-controle e os grupos suplementados com
manga por 24 horas (p = 0,150) e o grupo suplementado com manga por 25 dias
(» = 1,000). O grupo suplementado com vitamina E mostrou o valor da mediana de
MDA estatisticamente mais elevado do que o do grupo-controle (p = 0,032). O aumento
no valor da média do MDA foi de 1,88 vez em relacdo ao valor do controle. Assim,
pode-se afirmar que a vitamina E no grupo ndo exposto ao diclofenaco apresentou efeito
prooxidante, em nivel hepatico. A comparacao entre os grupos tratados mostrou que nao
houve diferenca significante nas medianas de MDA entre os grupos manga 24 horas e
manga 25 dias (p = 0,173), porém o grupo suplementado com vitamina E apresentou
mediana de MDA estatisticamente mais elevada do que o do grupo manga 24 horas
(» = 0,006) e do que o grupo manga 25 dias (p = 0,008).

Também nao houve diferenga significante entre os grupos de animais DCFC+ e
DCFC- que consumiram dieta controle, manga 24 horas e manga 25 dias (p = 0,623;
0,307; 0,307, respectivamente) (Tabela 8). Para os grupos que consumiram vitamina E,
a mediana de MDA dos animais expostos ao diclofenaco (DCFC+) foi estatisticamente
menor do que a mediana de MDA do grupos ndo exposto ao diclofenaco (p = 0,048). A
manga nio diminuiu a peroxidacgdo lipidica na presenga do diclofenaco; ao contrario,
vitamina E protegeu os animais expostos ao diclofenaco contra a peroxidagdo lipidica.

A Figura 17 apresenta o perfil das comparagdes entre os grupos DCFC- e DCFC+.
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Figura 16 - Efeito da suplementa¢do de manga e de vitamina E sobre os niveis de

MDA (mmol mg-! de proteina)

malondialdeido nos homogenados de figado dos animais ndo expostos ao
diclofenaco. Valores das médias (a) e das medianas (b).
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Figura 17 - Comparagao do efeito da suplementagdo de manga e de vitamina E sobre

os niveis de malondialdeido nos homogenados de figado dos animais
expostos (DCFC+) e ndo-expostos (DCFC-) ao diclofenaco. Valores das
médias (a) e das medianas (b).

O fato de variagdes acentuadas nos valores das médias do MDA nao resultarem

em diferencas estatisticamente significantes ¢ conseqiiéncia da heterogeneidade de

resposta dos animais. Essa observagdo ¢ valida também para a analise no soro e rim.

Guo et al. (2003) mostraram mutagdes hipomorficas espontdneas das enzimas

antioxidantes catalase, superoxido dismutase, glutationa peroxidase e glutationa

redutase em camundongos e conseqiiente redugdo da atividade das enzimas. Assim,

apesar de o ambiente nutricional ser 0 mesmo durante um experimento, 0 sinergismo

entre a dieta e a genética diferenciada pode determinar a resposta individual do rato.

Portanto, grandes diferencas no status antioxidante dos ratos podem ser encontradas.
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Outros animais podem ser utilizados para os estudos do potencial antioxidante de
alimentos in vivo e ex vivo. Pajk et al. (2006) utilizaram porcos para avaliagdo da
eficiéncia de magas, morangos e tomates na reducdo do estresse oxidativo. Os autores
propdem a utilizagdo de porcos como modelos de animais na extrapolagdo de resultados
para seres humanos, considerando que estes sao omnivoros, podem consumir dieta
idéntica a dos humanos e ha semelhanca de trato digestivo entre ambos; ainda,
observa-se alta correlagdo na comparacao entre as necessidades nutricionais de humanos

e de porcos.

4.3 Discussao final

A hipotese do estudo era de que a suplementagdo da ragdo dos ratos com
manga reduziria o marcador de estresse oxidativo dos animais, uma vez que a fruta
possui vdarios compostos antioxidantes. Dessa forma, seria possivel mensurar o
potencial antioxidante da fruta. A ingestdo por 24 horas e por 25 dias se justifica por
causa do conhecimento ja estabelecido de que os antioxidantes podem agir por
mecanismo imediato na eliminagdo dos radicais livres, diminuindo conseqiientemente
os marcadores de estresse oxidativo, e/ou por mecanismo de alteracdo da expressao de
genes, cujos produtos aumentam a resisténcia do tecido para a exposi¢ao futura a uma
condigdo prooxidante.

O fato de ndo ter sido observada a diminui¢do dos niveis de MDA pela
ingestdo da manga ndo significa que esta ndo tenha potencial antioxidante. Ao contrario,
este estudo comprovou que a polpa da fruta apresenta bioatividade relacionada com o
mecanismo de oxidagdo-reducdo. O comportamento prooxidante também foi observado
para a vitamina E, a qual ¢ uma molécula que apresenta acdo antioxidante comprovada
no meio bioldgico (BURTON; INGOLD, 1989). Esse resultado ndo ¢ inédito, pois a
ambigiiidade de efeitos de moléculas antioxidantes nos estudos ¢ comumente relatada
(LONG; HALLIWEL, 2001; WEINBERG et al., 2001; JOSHI et al., 1999; PALOZZA
et al,, 2003). Tem sido afirmado que alguns antioxidantes podem exercer efeitos
prooxidantes por mecanismos que envolvem sua interagdo com metais. Ascorbato,
flavonodides e o-tocoferol podem reduzir Fe " e Cu®" a Fe*" e Cu”, os quais podem
estimular o dano oxidativo. Fenois oxidados formados durante as reagdes redox podem
também apresentar efeitos prooxidantes, em conseqiiéncia da geracao de H,O, (LONG;

HALLIWEL, 2001).
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Acredita-se que o resultado prooxidante, em vez de antioxidante, observado
para a manga, possa ser conseqiiéncia da elevada concentracdo de antioxidantes pela
suplementagdo a 10% adicionada a uma ra¢do que também contém antioxidantes. Essa
sugestdo foi avaliada através da equivaléncia do consumo dos animais experimentais
para o consumo humano, considerando como referéncia um individuo adulto, do sexo
masculino, de 70 kg. Para isso, foi calculada a ingestdo de antioxidantes por quilo de
peso do animal (Tabelas 1A e 2A) e estabelecida uma inferéncia para o consumo
humano (Tabelas 3A e 4A). A comparacdo com as recomendacgdes de vitamina C,
vitamina E e vitamina A (IOM, 2000) enfoca a quantidade de antioxidantes ingerida
apenas com a suplementagdo, ndo incluindo nos calculos as quantidades destes relativas
a composi¢do da ragdo.

Verificou-se que, para os grupos suplementados com manga e ndo-expostos ao
diclofenaco (Tabela 3A), a ingestdo cronica (25 dias) de vitamina C foi equivalente ao
consumo diario de 7,45 vezes a recomendagdo diaria; ja o consumo agudo (24 horas) foi
de 11,8 vezes a recomendagdo, situando-se abaixo da UL (7olerable Upper Intake
Levels), que ¢ de 2.000 mg por dia (IOM, 2000). Ressalta-se ainda que ratos possuem a
via biossintética de ascorbato e, portanto, o nutriente nao ¢ essencial para eles (FLAT,
2002). Em relacdao a vitamina E, verificou-se que os animais DCFC- ingeriram 7,6 e
4,2 vezes o valor da recomendacdo didria para um individuo adulto do sexo masculino.
Como ndo héa recomendagdo para [-caroteno, a equivaléncia foi feita considerando o
Valor de Vitamina A, resultando na ingestdo de 6.250 pg, o que corresponde a
2,08 vezes a recomendagao.

Constatou-se que para os grupos suplementados com manga e expostos
ao diclofenaco (Tabela 4A) a ingestdo cronica (25 dias) de vitamina C foi equivalente
ao consumo diario de 7,6 vezes a recomendacdo diaria, enquanto o consumo agudo
(24 horas) foi de 4,2 vezes a recomendacao (IOM, 2000). Quanto ao consumo da
vitamina E, observou-se que os animais ingeriram o equivalente a 3,0 vezes a
recomendacdo no periodo de 25 dias e 1,7 vez a recomendagdo durante as 24 horas
(IOM, 2000). Para o B-caroteno, o consumo foi equivalente a 6.583 e de 833 ug de
retinol, o que corresponde a 2,19 e 0,28 vezes o valor da recomendacao (I0M, 2001)

Quanto aos fendis totais, também nao hé referéncia para a comparagao, porém
o nivel do consumo (agudo e cronico) dos animais DCFC- e do consumo agudo dos
animais DCFC+ ultrapassou o limite observado em estudos sobre a estimativa do

consumo humano (até 1,0 g por dia). Dessa forma, a suplementacdo da ragdo com polpa

118



de manga da variedade Uba a 10% pode ter sido elevada, e os resultados obtidos podem

ser considerados como efeitos tOxicos.

4.4 Conclusao

Os resultados permitiram as seguintes conclusdes:

- A polpa da manga Uba ndo mostrou efeito antioxidante no estudo ex vivo
com ratos wistar quando foi ofertada como suplementagdo da racao
comercial na quantidade de 10% e o malondialdeido foi utilizado como
marcador de estresse oxidativo induzido por diclofenaco. Entretanto, a
suplementagdo de manga por 25 dias exerceu efeito hepatoprotetor contra a
toxicidade induzida por diclofenaco, diminuindo os niveis séricos de alanina
aminotransferase.

- O nivel de suplementacdo de 10% da ragdo comercial com manga foi
elevado e pode ter resultado em efeito prooxidante, e isso sugere bioati-
vidade relacionada com mecanismo de reducdo-oxidacao. Em razao disso,
com o presente modelo experimental ndo foi possivel mensurar o potencial
antioxidante da polpa da manga Uba.

- A vitamina E também mostrou efeito prooxidante em alguns grupos de
animais.

- O potencial antioxidante da polpa de manga Uba deve ser testado em um

nivel préximo do compativel ao do consumo humano.

5 MODELO EXPERIMENTAL 2

Efeito da suplementacio de manga a 3% na racao AIN-G sobre os niveis de
malondialdeido nos homogenados de figado de ratos wistar submetidos ao estresse
oxidativo induzido por paracetamol

5.1 Material e métodos
5.1.1 Animais

Foram utilizados 40 ratos wistar machos recém-desmamados (35 dias de
idade), divididos em quatro grupos de dez animais cada. Os ratos permaneceram em

gaiolas, reunidos em grupos de cinco animais em cada uma, tendo livre acesso a racdo e
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agua. Foram mantidos em sala climatizada, em temperatura de 22-25 °C, sob ciclos
claro-escuros de 12 horas, por uma semana. O ensaio biologico foi conduzido no

Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Vigosa.

5.1.2 Dietas experimentais

Ingredientes adquiridos da RHOSTER e de mercados locais e polpa de manga
liofilizada da variedade Uba foram utilizados para preparar dois tipos de dietas
formuladas: controle — AIN-G93 modificada (REEVES et al., 1993) e suplementada
com manga liofilizada a 3% - composicdo igual a AIN-G93, substituindo-se
30 gramas de amido de milho por 30 gramas de polpa de manga liofilizada para cada
mil gramas de racao.

A ragdo foi preparada, obtendo-se os pellets, os quais foram acondicionados
sob protecdo de luz e mantidos a -5 °C até o uso. O teor de umidade foi determinado por
técnica descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2005) para corrigir o consumo dos animais e
estimar a ingestdo de antioxidantes durante as 24 horas de experimento. A Tabela 9
apresenta a composi¢do da dieta-controle (AIN-G93 modificada) e da dieta experi-
mental (suplementada com polpa de manga). A composicao das dietas em antioxidantes

esta apresentada na Tabela 10.

Tabela 9 - Composicao das dietas-controle e experimental em mil gramas

Ingrediente Dieta-controle (g) Dieta Experimental (g)
Caseina (81,50%) 208,38 208,38
Dextrosol 132,00 132,00
Sacarose 100,00 100,00
Oleo de milho 70,00 70,00
Fibra 50,00 50,00
Mistura mineral 35,00 35,00
Mistura de vitaminas 10,00 10,00
L-Cistina 3,00 3,00
Colina 2,50 2,50
Polpa de manga liofilizada - 30,00
Amido de milho g.s. p- 1.000,00 g.s. p- 1.000,00
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Tabela 10 - Composi¢ao das dietas-controle e experimental em antioxidantes em mil

gramas

Suplemento Dieta-Controle Dieta Experimental
Vitamina E (mg) 75,00* 75,00
Vitamina C (mg) - 137,25
B-caroteno (ug) - 3.956,65
Fenois totais (mg) n.d. n.d. + 370
Mangiferina (mg) - 5,70
Quercetina (mg) - 4,20
Kaempherol (mg) - 0,18

* Nao foi considerado teor presente no 6leo de milho.

.n.d. = ndo determinado.

5.1.3 Desenho experimental

O experimento foi um estudo controlado. Os animais receberam por trés dias a
dieta AIN-G93 (contendo 6leo de milho) para adaptacdo alimentar. Dois grupos de
animais receberam nesse periodo de trés dias o fenobarbital, adicionado a agua do
bebedouro na concentracdo de 3 gramas por litro, com os objetivos de ativar o sistema
enzimatico citocromo P450 (CREMONESE et al., 2001) e intensificar a peroxidacdo de
lipidio, considerando que ratos sdo animais mais resistentes a injuria hepatica por
paracetamol (AMIMOTO et al., 1995). Apés um jejum de 10-12 horas, o peso dos
animais foi registrado e dois grupos de animais receberam, através de gavagem, uma
dose tnica de paracetamol (250 miligramas por quilo de peso do animal), a qual foi
calculada individualmente. Os outros dois grupos de animais (ndo submetidos ao
estresse oxidativo) receberam agua, também por gavagem. Apds duas horas, os animais
receberam as dietas experimentais € a dgua ad [ibitum por 24 horas. Os animais foram
anestesiados com éter e sacrificados em guilhotina. O sangue foi coletado e os figados
removidos, sendo uma parte do 6rgdo coletada em tampao fosfato, 0,1 mol L pH: 7.4,
para determinacdo de malondialdeido, ¢ o outro fragmento utilizado para a fixacao,

visando estudos histoldgicos posteriores.

5.1.4 Parametros avaliados
5.1.4.1 Consumo alimentar

No periodo de 24 horas subseqiientes a administragao do paracetamol, foi feito

o controle da ingestdo dietética, considerando a diferenga entre a oferta e o resto
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alimentar. A partir do consumo total do grupo de cinco animais, foi obtida a estimativa

do consumo individual.

5.1.4.2 Parametros bioquimicos

No soro - uréia, creatinina, proteinas totais, albumina, globulinas e alanina
aminotransferase-ALT foram determinadas utilizando-se kits comerciais disponiveis
(Bioclin®).

No figado: Malondialdeido nos homogenados de figado - Fragmentos de
1,0 grama de cada um dos tecidos foram homogeneizados em homogeneizador
(Quimis), utilizando-se 10 mililitros de tampao fosfato de sodio 0,1 mol L pH 7.,4.
O homogenado foi centrifugado a 1.000 g, por 15 minutos, € o sobrenadante foi
utilizado imediatamente para o ensaio do TBARS. Tubos contendo aliquotas de
1,0 mililitro do homogenado e 2,0 mililitros do reagente TBARS foram agitados e
submetidos a temperatura de 90 °C (banho-maria) por 15 minutos. A seguir, o material
foi resfriado e centrifugado a 1.000 g, por 10 minutos. O sobrenadante foi submetido a
leitura de absorvancia em 535 nm, contra branco, o qual continha todos os reagentes
(exceto a amostra).

Os resultados foram expressos em nmoles de malondialdeido por miligrama de
proteina. A concentracdo protéica nos homogenados de figado e de rim foi estimada
pelo método de Lowry et al. (1951), utilizando-se soroalbumina bovina como padrao.
As leituras foram realizadas em 700 nm, em espectrofotdmetro Shimadzu UV-VIS

(Kyoto, Japan).

5.1.5 Estatistica

Foi utilizado o software SigmaStat, versdo 2.03, para analise descritiva dos
dados e para os testes de comparacdo de grupos independentes. Utilizou-se analise
nado-paramétrica para variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal e analise
paramétrica para variaveis que mostraram distribuicdo normal. Para testar as diferencas
entre grupos, foram utilizados os testes de Tukey e Kruskal-Wallis, considerando o

nivel de significancia de 5%.
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5.2 Resultados e discussao

5.2.1 Consumo alimentar, peso dos animais e efeitos do paracetamol e da
suplementacio de manga sobre o consumo alimentar e os parametros
bioquimicos séricos

Intencionalmente, o peso dos animais nao diferiu estatisticamente (Tabela 11).
Quanto ao consumo alimentar, verificaram-se diferencas entre alguns grupos (Tabela
11). O perfil do consumo alimentar estd apresentado na Figura 18. Na condigdo de
estresse oxidativo induzido, houve tendéncia a diminuicdo do consumo alimentar dos
grupos, independentemente do tipo de dieta. Entretanto, a diminui¢do foi mais
acentuada para o grupo suplementado com manga. Pode ser que a interagao dos
sintomas de intoxicac¢do hepatica com o aroma da manga tenha sido a razdo de alguma
rejeicdo pela dieta suplementada. Na condi¢do sem estresse, o consumo alimentar entre
0s grupos que receberam a dieta-controle e que consumiram a dieta suplementada foi

muito proximo.

Tabela 11 - Peso corporal, consumo alimentar e pardmetros bioquimicos séricos dos
grupos de animais

Controle Manga a 3%

Sem estresse Com estresse Sem estresse Com estresse
Peso corporal (g) 129,82 + 14,09* 133,99 + 18,75 127,70 £9,42° 137,84 +21,22°
Consumo'” (g kg™ de peso) 27,50 (20,28) 21,22 (15,65) 28,42 (22,07) 17,69 (13,74)
Uréia (mg dL™) 54,70 + 8,78" 51,00 + 3,23° 51,50 £ 6,297 53,57 + 8,52°
Creatinina (mg dL™) 0,41 +0,032° 0,44 +0,07° 0,43 +0,05° 0,41 +0,06"
Proteinas totais (g dL™) 539+0,17° 5,20 + 0,49* 5,29 +0,57° 5,07 +0,75°
Albumina (g dL™) 2,45 +0,23° 2,36 +£0,31° 2,39 +£0,22° 2,34+ 0,21°
Globulina (g dL™) 2,94 £ 0,26° 2,92 +£0,36° 2,90 +0,39° 2,74 +0,58°
ALT (UmL™) 26,10 £2,96° 46,10+ 7,72 24,5+2.17° 36,80 + 7,81¢

Os valores sdo médias + desvio-padrdo (n=10). Médias seguidas em linha por diferentes letras diferem
estatisticamente (teste de Tukey a 5%).

Pardmetros bioquimicos séricos determinados ex vivo, de amostras obtidas durante o sacrificio.

() Consumo registrado nas 24 horas subseqiientes & exposicdo ao paracetamol e baseado no peso timido
da ragdo. Entre parénteses, consumo corrigido para peso seco considerando a umidade de 22,34% para
a dieta suplementada e de 26,24% para a dieta-controle.

Nao houve diferenca estatisticamente significante nos parametros séricos
uréia, creatinina, proteinas totais, albumina e globulina (Tabela 11) entre os quatro

grupos de animais. Esse resultado era esperado, por duas razdes: primeiramente, o nivel
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de suplementacdo com antioxidantes ¢ compativel com quantidades usualmente
consumidas, o que ndo causaria rompimento da homeostase sérica; e, segundo, as
proteinas avaliadas apresentam vida média superior a 24 horas e, conseqilientemente, 0s
seus niveis circulantes ndo responderiam a um estimulo agudo; e a uréia e a creatinina

sao metabolitos excretados (FIDANZA, 1991).
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Figura 18 - Consumo alimentar médio dos animais no periodo de 24 horas subse-
qiientes a administragdo do paracetamol.

A alanina aminotransferase sérica foi utilizada como um marcador bioquimico
de injuria hepatica, uma vez que lesdes hepdticas resultam no extravasamento de
transaminases para o compartimento sérico, indicando a desestabilizagdo da membrana
do hepatécito (ARNAIZ et al., 1995). Os grupos com estresse oxidativo induzido
apresentaram alanina aminotransferase sérica estatisticamente mais elevada do que os
grupos ndo-estressados (Tabela 11). O aumento foi de 77% para os grupos que
receberam dieta-controle e 50% para aqueles que receberam dieta suplementada com
manga. O perfil dos efeitos do estresse ¢ da suplementacdo da manga sobre a ALT
sérica esta apresentado na Figura 19.

Na auséncia do estresse oxidativo, ndo houve diferenca no pardmetro entre os
grupos de animais com dieta-controle e dieta suplementada com manga (p= 0,089). Na
presencga do estresse, o grupo de animais que consumiu dieta suplementada com manga
apresentou ALT estatisticamente menor do que o grupo que recebeu dieta-controle
(p =0,034). Isso mostra que a manga protegeu o figado de injurias causadas pela admi-
nistragdo do paracetamol. Contudo, a hepatoprote¢do da manga nao foi total, pois o grupo
submetido ao estresse oxidativo que consumiu manga apresentou ALT sérica estatisti-
camente mais elevada do que o grupo nao-estressado com dieta-controle (p =0,011),

mostrando que o valor do pardmetro continuou mais elevado do que o nivel fisioldgico.
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Figura 19 - Efeitos da administracao de paracetamol e da suplementagao da dieta com
manga a 3% sobre a alanina aminotransferase sérica dos grupos de

animais.

Os resultados sdo concordantes com outros estudos que também verificaram

aumento de ALT sérica em animais expostos ao paracetamol (AMIMOTO et al., 1995;

ARNAIZ et al., 1995).

5.2.2 Efeitos do paracetamol e da suplementacio da dieta com manga sobre os
niveis de malondialdeido nos homogenados de figado

Os niveis de malondialdeido observados neste trabalho para os grupos com
dieta-controle e ndo-expostos ao paracetamol (Figura 20) sdao similares aos descritos na
literatura para homogenados de figado de ratos, consumindo dieta com 6leo de milho

(AZZALIS et al., 1995).
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Figura 20 - Niveis de malondialdeido no homogenado de figado dos grupos de animais
(controles e suplementados com manga a 10%) na auséncia e na presenca
do estresse oxidativo agudo induzido por paracetamol. Valores das médias
(a) e das medianas (b).
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A Figura 20 mostra o perfil dos efeitos do paracetamol ¢ da manga sobre o
MDA nos homogenados de figado. O grupo-controle exposto ao paracetamol apre-
sentou MDA estatisticamente mais elevado do que o grupo-controle ndo exposto
(p = 0,004), sendo o aumento de aproximadamente 27%. Isso mostra que houve indugio
do estresse oxidativo nos animais.

O grupo estressado que recebeu dieta suplementada com manga apresentou a
mediana de MDA estatisticamente menor que a do grupo estressado que consumiu
dieta-controle (p = 0,022), sendo a redugdo de aproximadamente 17%. Isso mostra que a
manga protegeu o tecido hepatico contra a peroxidacdo de lipidio induzida pelo
paracetamol. Esse resultado comprova o potencial antioxidante no meio biolégico da
polpa de manga da variedade Ub4, nas condi¢des de teste.

A mediana de MDA do grupo submetido ao estresse oxidativo que consumiu
dieta suplementada com manga nao diferiu estatisticamente daquela do grupo nao-
estressado que consumiu dieta-controle (p =0,921). Isso mostra que na presenga da
manga a condi¢do de peroxidacdo retornou ao valor fisiologico e significa que a
quantidade de manga suplementada protegeu totalmente o Orgdo contra a lesdo
oxidativa sobre os lipidios.

Na auséncia do estresse oxidativo induzido, verificou-se que o grupo de
animais que consumiu dieta suplementada com manga também apresentou mediana de
MDA estatisticamente menor que a do grupo que consumiu dieta-controle (p = 0,002).
Dessa forma, o potencial antioxidante da polpa da manga Uba sobre a peroxidagdo de
lipidio em nivel hepatico pode ser visualizado e mensurado, mesmo na auséncia de
estresse oxidativo induzido.

A suplementacdo de manga utilizada neste estudo equivale ao consumo de
aproximadamente 261 g de polpa de manga ou quatro unidades médias de manga Uba.
Essa quantidade equivale a um nivel de consumo comum para individuos adultos.

Este estudo mostrou que a suplementacdo da dieta com polpa de manga da
variedade Ubd em concentragdes mais baixas do que a utilizada no experimento 1
resulta no efeito antioxidante sobre a peroxidacdo de lipidio. De fato, teste de poten-
cial antioxidante in vivo, utilizando-se megadoses, contraria o proprio conceito de
antioxidante biologico, o qual estabelece a defini¢do: “uma substancia que, quando
presente em baixas concentra¢des, comparado a concentragdo do substrato oxidavel,
diminui significantemente ou impede a oxidagdo daquele substrato” (HALLIWELL,;

GUTERIDGE, 1995).
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5.3 Conclusoes

De acordo com os resultados, chegou-se as seguintes conclusoes:

- A suplementacdo da ragdo formulada - AIN com polpa de manga a 3%,
ingerida por ratos wistar, apresentou efeito antioxidante no figado, na ausén-
cia e na presenca de estresse oxidativo agudo induzido por paracetamol,
reduzindo o marcador de peroxidacdo de lipidio, avaliado pelo Teste das
Substéancias Reativas ao Acido Tiobarbiturico.

- A ingestdo da polpa de manga ofereceu hepatoprotecdo contra a injuria
induzida por paracetamol, avaliada pelo marcador bioquimico: alanina
aminotransferase sérica.

- E provavel que os estudos de mensura¢io do potencial antioxidante in vivo
tenham que ser realizados utilizando-se concentragdes baixas de antioxi-
dantes e que a estratégia de elevagao da concentragdo destes para maximizar

os eventos bioldgicos relacionados a oxidagao-reducio ndo seja correta.
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CAPITULO 6

POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO RESiDUO DA AGROINDUSTRIA DA
MANGA (Mangifera indica, L.), VARIEDADE UBA

1 INTRODUCAO

O crescente interesse em nutracéuticos e alimentos funcionais tem motivado as
pesquisas para identificagdo e selecao de fontes de antioxidantes naturais (DUTHIE
etal., 2000). Os compostos fenolicos constituem um dos maiores grupos de fito-
quimicos antioxidantes que exibem varias propriedades fisioldgicas; em razao disso, a
sua ingestdo estd associada aos efeitos protetores contra doengas cronico-degenerativas
relacionadas ao estresse oxidativo (MANACH et al., 2005).

Recentes investigacdes t€m mostrado a importancia dos subprodutos de frutas e
vegetais como fontes de uma ampla variedade de compostos fenodlicos (PESCHEL
etal., 2006; BALASUNDRAM et al., 2005). Os flavondis (flavan-3-6is) possuem
potente propriedade antioxidante (PANNALA et al., 2001; YANG et al., 2001), e
estudos mostram que eles apresentam efeitos anticarcinogénicos (PENG et al., 2006;
SCALTRINI et al., 2006) e antiaterogénicos (KIM et al., 2006). Dessa forma, os
flavonois sdo considerados promissores fitoquimicos quimopreventivos. A mangiferina,
um polifenol glicosidio de xantona, tem despertado grande interesse por suas
variadas propriedades farmacoldgicas, incluindo atividades antioxidante (SANCHEZ
et al., 2000), antidiabética (MIURA et al., 2001), antitumoral e antiviral (GUHA et al.,
1996).
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Estudos tém apontado o potencial de utilizagao de cascas de manga (Mangifera
indica, L.) da variedade Tommy Atkins como fonte de polifendlicos (BERARDINI,
et al., 2005), uma vez que ela contém flavonois, xantonas (SCHIEBER et al., 2003) e
antocianina (BERARDINI et al., 2005). A semente também contém compostos com
potencial bioativo (BERARDINI et al., 2004).

Diante das consideragdes anteriores, foi conduzido um estudo exploratdrio
sobre o potencial antioxidante do residuo agroindustrial da variedade de manga Ub4, a
qual ¢ utilizada para a fabricagdo de suco, néctar e polpa. Por possuir frutos pequenos,
com a cor de casca verde-amarelada quando maduros, a manga Uba ndo apresenta
atributos que atendem as exigéncias do mercado para o consumo in natura. Esta
variedade tem sido utilizada na agroindustria com grande sucesso, pois a fruta apresenta
excelentes caracteristicas organolépticas.

A geragdo de residuo proveniente de cascas e carogos tem sido um problema
para a agroindustria, que busca a implantacao de sistemas de produgdo no contexto do
desenvolvimento sustentavel. As principais conseqiiéncias ambientais do residuo sdo o
problema higiénico-sanitrio para a agroindustria e o seu deslocamento pelas dguas da
chuva, causando a poluicdo de cursos e nascentes de agua. Assim, ha necessidade
urgente de explorar as potencialidades de uso desses residuos.

O conhecimento do teor de fendlicos totais nos farelos da casca e do carogo ¢
importante, ja que esses compostos apresentam estruturas para serem potentes antioxi-
dantes, estdo presentes também nas partes comestiveis das frutas e vegetais e, portanto,
sao ingeridos na dieta humana. Isso aventa a possibilidade do uso de tais compostos
como antioxidantes naturais na preservacdo de alimentos e na fabricacdo de produtos
alimenticios com propriedades funcionais (MOURE et al., 2001; DIMITRIOS, 2006;
SHUI; LEONG, 2006). Além disso, deve ser destacado o potencial de uso dos compos-
tos naturais como principio ativo de farmacos e cosméticos € como antioxidantes na
preservacao de outros materiais, como cosmeéticos, tintas € outros.

Diante da necessidade de explorar possiveis usos do residuo do processamento
da manga Ub4, conduziu-se um estudo para avaliar o potencial antioxidante da casca, do
carogo ¢ da semente, cujos objetivos foram: calcular o rendimento do residuo; avaliar a
composi¢ao dos farelos do caroco e da casca quanto aos teores de umidade, proteina,
lipidio, carboidrato, cinzas, célcio, fésforo e fendlicos totais; identificar e quantificar os
principais flavondis e xantonas presentes na casca € na semente; e avaliar a atividade

antioxidante nos extratos da casca e do caroco por dois testes in vitro.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes
2.2 Coleta e preparo de amostras

O residuo, constituido de cascas e carogos, foi coletado na agroindustria
Tropical Industria de Alimentos — TIAL, em Visconde do Rio Branco, Minas Gerais. As
partes foram separadas manualmente, e o peso imido de cada uma delas foi registrado.
O material foi submetido a secagem em estufa a 65 °C, por 72 horas, e triturado em
moinho, obtendo-se os fareclos da casca ¢ do carogo. As sementes foram removidas dos
carogos, liofilizadas e trituradas. Todo o material foi acondicionado a -20 °C, até as

analises.

2.3 Rendimento do residuo

O percentual das partes do residuo em relacdo a massa total do fruto foi
avaliado. Para isso, foram utilizadas 20 mangas maduras da variedade Uba adquiridas
no mercado local, sendo obtidas as massas relativas ao fruto inteiro (expressas em

gramas) e as partes separadas (expressos em percentual da massa total do fruto).

2.4 Composicao quimica centesimal dos farelos do residuo

Foram avaliados os teores de umidade, proteinas, lipidios, carboidratos, cinzas
e fibras dos farelos obtidos da casca e do caroco, seguindo procedimentos descritos pelo
Instituto Adolfo Lutz (2005). Para determinagdo do teor de fendlicos totais dos farelos,
foram obtidos extratos hidroalcoolicos, conforme descrito por Bloor (2001). A uma
por¢ao do farelo (0,5 grama) foram acrescentados 20 mililitros de uma mistura de
metanol: 4gua (60: 40 v/v), a qual foi submetida a agitacdo a 180 rpm, em temperatura
ambiente (20 °C), por 30 minutos. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 1.000 g
por 10 minutos. O volume do sobrenadante foi completado para 25,0 mililitros, € uma
aliquota do extrato foi utilizada para determinacao de fendlicos totais.

O teor de fendlicos totais nos extratos foi estimado utilizando-se o reagente de
Folin-Ciocalteu, de acordo com a metodologia descrita por Singleton et al. (1999).

A absorvancia em 765 nm foi lida em espectrofotdmetro Shimadzu UV-VIS
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(Kyoto, Japan). Uma curva-padrao de acido galico (R= 0,99985) foi usada para
expressar os resultados em miligramas de Equivalentes de Acido Galico (GAE) por

100 gramas de farelo.

2.5 Identificacdo e quantificacido dos glicosidios de flavondis e de xantonas na
casca e na semente da manga Uba

2.5.1 Preparo de amostras

A extracdo e purificacdo dos glicosidios de flavonol e de xantona foram feitas
como descrito previamente por Schieber et al. (2003). As amostras da casca e do carogo
foram trituradas em moinho YellowLine A10 (Ika-Werke, Staufen, Germany) provido
de sistema de resfriamento e estocadas em um dessecador até as analises. Aliquotas de
2,5 gramas da casca triturada e seca e 2,5 gramas da semente liofilizada foram pesadas
em frasco ambar. Apds a adicdo de 0,5 grama de 4cido ascorbico, o frasco foi
pulverizado com nitrogénio e a mistura extraida com 50 mililitros de acetona aquosa
(80%, v/v) por trés horas, sob agitacdo. O extrato foi centrifugado a 3.480 g por
10 minutos, e o residuo extraido com 50 mililitros de acetona aquosa por 10 minutos.
Os sobrenandantes foram reunidos e o solvente organico foi removido por evaporagdo
em vacuo a 30 °C. A solucdo aquosa foi transferida para um baldo volumétrico e o
volume completado para 50,0 mililitros com agua deionizada. Apo6s filtragdo, aliquotas
de 20 mililitros foram utilizadas para purificagdo posterior. Polyamide CC6 (2 g, 0,05-
0,16 mm) (Macherey-Nagel, Dueren, Germany) foi utilizada para preparar uma coluna
Econo-Pac column (BioRad, Munich, Germany), a qual foi sucessivamente condi-
cionada com 25 mililitros de metanol e 50 mililitros de 4agua deionizada antes da
aplicacdo do extrato. Apds a coluna ter sido lavada com agua (50 mililitros), a fracao de
polifenolicos foi recuperada por eluicdo com metanol (100 mililitros). O eluato foi
evaporado e o residuo dissolvido em 0,5 mililitro de metanol. A solu¢do foi filtrada em
membrana (0,45 um, Whatman Inc., Cliton, United States) e utilizada para andalise por

CLAE.

2.5.2 Anilise por CLAE e CL-EM

A separacdo dos compostos fendlicos foi feita utilizando-se um sistema

Agilent HPLC series 1100 (Agilent, Waldbronn, Germany), equipado com software
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ChemStation, um degaseificador modelo G1322A, uma bomba de gradiente binario
modelo G1312A, um injetor automatico modelo G1329/1330A, um forno de coluna
modelo G1316A e um detector de arranjos diodo modelo G1315B. A coluna utilizada
foi uma C18 Hydroi-Synergy 150 x 3,0-mm i.d., 4-um (Phenomenex, Torrance, CA),
com didmetro interno de 4,0 x 2,0-mm e um guarda-coluna C18 ODS, operada em
25 °C. A fase movel consistiu de 4cido acético em agua a 2% (v/v) (eluente A) e acido
acético em agua a 0,5% e acetonitrila (50: 50, v/v) (eluente B). A programagdo do
gradiente foi a seguinte: 0-25% B (15 min), 25-30% B (35 min), 30-80% B (10 min),
80-100% B (5 min) e 100-0% B (0,5 min). Foi feito monitoramento simultdneo em
320 nm (xantonas) e 370 nm (flavonoéis), a uma taxa de fluxo de 0,6 mililitro por

minuto. Os espectros foram registrados de 200 a 600 nm (0,2 min de amplitude do

pico).

2.5.3 Analises por CL- EM

As analises CL-EM foram feitas com o mesmo sistema descrito anteriormente,
conectado a um espectrometro de massa Bruker (Bremen, Germany) modelo Esqire
3000+ ion trap, adaptado com uma fonte ESI (eletrospray). Os espectros dos ions
negativos do eluato da coluna foram registrados na faixa de m/z 50- 2000. O nitrogénio
foi usado como gés de arraste, a uma taxa de fluxo de 10,0 L/min e a uma pressao de
60,0 psi. A temperatura do nebulizador foi de 365 °C. O espectro de dissociagdo
induzido por colisdo foi obtido com uma amplitude de fragmentagdo de 1,2 V (MS/MS)
e 1,5 V (MS>2) para flavondides, 1,2 V (MS/MS) e 1,7 V (MS>2) para xantonas, 1,2 V
(MS/MS e MS?) e 1,7 (MS*) para xantonas galatos e 1,5 V (MS/MS) para flavondides

agliconas. O hélio foi usado como gés de colisdo (1,2 x 10” mbar).

2.6 Atividade antioxidante
2.6.1 Eliminacio do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH")

A capacidade dos extratos para eliminar os radicais livres DPPH® foi avaliada
pelo método descrito por Blois (1958). Uma aliquota (100 microlitros) da amostra-teste
em cinco concentracoes (1.000 ~ 5.000 ppm, grama de farelo/mistura de solvente), foi
misturada com solugdo metandlica de DPPH® 0,1 mmol L™ (5,0 mililitros). Os controles

continham todos os reagentes, exceto a amostra. A mistura foi agitada por um minuto e,

137



apdés 30 min de incuba¢do em temperatura ambiente (25 °C), a absorvancia foi
registrada em 517 nm. A porcentagem de inibi¢do foi calculada utilizando-se a equagdo

descrita a seguir. Acido galico e BHA foram utilizados para comparago.

Atividade de retirada de radical (%) = {(AbS conrrote— ADSamosira) IADS controte} X 100
2.6.2 Teste do poder redutor (PR)

O poder redutor dos extratos foi avaliado pela reducdo do ferricianeto a
ferrocianeto por compostos doadores de elétrons contidos na amostra, como descrito
por Oyaizu (1986). Nesse teste o produto da redugdo € visualizado através da formacao
do complexo (Fe"), [Fe* (CN)¢]3 apds a adi¢do de fons Fe’* e mensurado por medida
de absorvancia em A7oonm. A mistura de reagdo continha 1,0 mililitro do extrato em
cinco concentragdes (1.000, 2.000, 3.000, 4.000 e 5.000 ppm), 1,0 mililitro de tampao
fosfato 0,2 mol L™, pH 6,6, e 1,5 mL de ferricianeto de potéassio (1% m/v em agua).
A mistura foi incubada a 50 °C por 30 min ¢ a reacgdo foi terminada pela adigdo de
1,5 mililitros de 4cido tricloroacético (10% m/v em agua), seguido por centrifugacdo a
1.000 g por 10 minutos. Dois mililitros da camada superior do sobrenadante foram
misturados com 2,0 mililitros de 4gua destilada e 0,5 mililitro de cloreto férrico (0,1%
m/v em agua), e a absorvancia foi lida contra branco, que continha todos os reagentes,
exceto a amostra. Valores de absorvancia mais elevados indicam maior poder redutor. O

acido gélico e BHA a 100 ppm foram utilizados para comparagao.

2.7 Analise estatistica

Os testes foram feitos em triplicata. Para a andlise estatistica foi utilizado o
software ESTATISTICA, versao 6.0, sendo realizada anélise de variancia; quando esta
foi significativa, os dados qualitativos foram avaliados por teste de média e os dados
quantitativos, por regressdao. Valores de p < 0,05% foram considerados significantes e

comparaveis quando p > 0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Rendimento do residuo

O rendimento percentual do residuo do processamento da manga Uba foi de

56,62; 23,16; 14,77 ¢ 5,45% para a polpa, casca, carogo e semente, respectivamente
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(Tabela 1). O residuo constituido de carogos e cascas perfaz um total de
aproximadamente 43,38%, quando a separagdo ¢ feita manualmente. Entretanto, no
processo de despolpamento feito na agroindustria o volume de residuo assumido ¢ de
aproximadamente 40%. A caracteristica da variedade Uba ¢ de frutos pequenos, estando
a média obtida na amostra selecionada para caracterizacao dentro da faixa de valores
descritos na literatura para a referida variedade, que ¢ de 100 a 150 gramas (RAMOS

et al., 2005).

Tabela 1 — Massa dos frutos e rendimento dos residuos do processamento da manga

Uba
Fruto inteiro (g) Partes (%)
Média + DP Mediana Massa (min.-max.) Polpa Casca Epicarpo Semente
119,23 £ 11,44 118,20 95,00 - 137,65 56,62 23,16 14,77 5,45

Os valores sao resultados de determinacdes feitas em 20 unidades de mangas.

3.2 Composiciio quimica centesimal dos farelos do residuo

O principal componente dos farelos ¢ constituido de fibras (Tabela 2), o que
era esperado, pois cascas e envoltorios de semente (epicarpo) sdo tecidos de
revestimento, os quais contém elevado teor de celulose, hemicelulose e lignina; o farelo
do carogo apresentou maior teor de fibras. Ambos os farelos contém baixos teores de
lipidios, proteinas, cinzas e minerais. A quantidade de fenois de aproximadamente 5%
no material seco ¢ relevante, considerando que o farelo analisado continha ainda teores
de umidade variando de 14,5 % (casca) a 17,0% (caroco) (Tabela 2). A quantidade de
fenois totais estimada na casca (48,95 g kg') e no carogo (68,45 g kg™') é superior a
descrita para a casca de macds (33,00 g kg de peso seco) (WOLF; LIU, 2003). No
entanto, tais comparagdes devem ser feitas apenas para materiais com mesmo teor de

umidade.

Tabela 2 — Composi¢ao quimica dos farelos da casca e do carogo da manga Uba

PB® Lipidio Carboidrato Umidade Cinzas Fibras Calcio Fésforo FT"

(2100 ¢g™)
Casca 6,32 3,55 17,70 14,57 2,36 22,54 0,60 0,11 4,89
Caroco 3,87 4,56 24,73 17,13 1,32 4746 0,30 0,12 6,84

“Proteina Bruta; e ° Fenolicos totais expressos como Equivalentes de Acido Gélico (EAG).
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3.3 Identificacio e quantificacdo dos glicosidios de flavonois e de xantonas

A separacao dos polifendis extraidos da casca esta apresentada na Figura 1. Os
dados espectrométricos de massa e UV/vis sdo mostrados na Tabela 3. Foram inequivo-
camente identificados: mangiferina, isomangiferina, quercetina 3-O-galactosidio,
quercetina 3-O-glicosidio, quercetina 3-O-xilosidio, quercetina 3-O-arabinopiranosidio,
quercetina 3-O-arabinofuranosidio, quercetina 3-O-ramnosidio, kaempherol 3-O-
glicosidio e quercetina. Os compostos 3 e 4 foram identificados por tentativa como
mangiferina galato e isomangiferina galato. Os teores de glicosidios de flavonol e de
xantona nos extratos da casca e da semente estdo apresentados na Tabela 4. Verificou-se
um perfil caracteristico de monoglicosidios de quercetina observados em estudos
anteriores com mangas (SCHIEBER et al., 2003; BERARDINI et al., 2004), com
excecdo de que a quercetina 3-O-glicosidio foi o componente predominante, em vez da
quercetina 3-O-galactosidio. A casca mostrou um perfil completo de glicosidios de

xantona e de flavonol.
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Figura 1 — Separagdo dos glicosidios de xantona e de flavonol extraidos da casca de
manga (cv. Ubd) por CLAE (370 nm).

A Tabela 3 mostra a caracterizagdo dos picos de separagao dos polifendis

extraidos da casca.
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Tabela 3 — Espectro UV e ions caracteristicos dos glicosidios de xantona e de flavonol
extraidos da casca

Pico Identidade HPLC-DAD A0 [M-H] Experimento HPLC-ESI
[nm] m/z (-)-MS" m/z (% base peak)
. 241, 258, 275sh, - MS? [421]: 403 (38), 331 (100), 301
1 Mangiferina 318, 366 421 77)
. o 241sh, 256, 275sh, - MS? [421]: 403 (12), 331 (76), 302
2 isomangiferina 317, 365 421 (10), 301 (100)
- MS? [573]: 421 (100), 403 (10), 331
(7), 301 (9),
3 mangiferina galato® 241,258, 275sh, 573 - MS? [573 © 421]: 403 (25), 331 (83),
318, 366
301 (100),
- MS*[573 > 421 > 301]: 273 (100)
. - a 241sh, 256, 275sh, b
4 isomangiferina galato 317,366 573 ND
. .. 232,256, 266sh, - MS? [463]: 301 (100)
3 quercetina 3-O-galactosidio ¢ “353 463 \MS® [463-> 301]: 179 (89), 151 (100)
. g 232,256, 266sh, - MS? [463]: 301 (100)
6 quercetina 3-O-glucosidio 5 "353 463 MS? 463> 301]: 179 (100), 151 (95)
. S 232, 256, 266sh, - MS? [433]: 301 (100)
7 quercetina 3-O=xilosidio 5¢0 "354 433 \MS® [433 301]: 179 (100), 151 (81)
3 quercetina 3-0- 231, 256, 266sh, 433 - MS? [433]: 301 (100)
arabinopiranosidio 296sh, 354 - MS® [433- 301]: 179 (100), 151 (62)
9 quercetina 3-0- 230, 256, 266sh, 433 - MS? [433]: 301 (100)
arabinofuranosidio 296sh, 354 - MS® [433- 301]: 179 (100), 151 (81)
. L - MS? [447]: 301 (100)
10 quercetina 3-O-ramnosidio 231, 256, 350 447 -MS? [4475 301]: 179 (100),
- MS? [447]: 447 (26), 285 (60), 284
(46), 255 (8)
11 kaempherol 3-O-ramnosidio 232, 265, 347 447 - MS® [447> 285]: 257 (22), 256 (100),
241 (16)
- MS® [447- 284]: 255 (100)
2 .
12 Quercetina 230, 255, 266sh, 371 301 - MST[301]: 179 (100), 151 (73)

* Identificados por tentativa. ° ND, ndo detectado.

Tabela 4 — Teores (mg por kg de material seco) de glicosidios de flavonol e de
xantonas na casca e semente da manga Uba

Variedade Casca Semente

Mangiferina 199,2 +5,3 46,5 +4,7
Isomangiferina® 16,4 +2.9 ND
Mangiferina-galato” 28,0+ 1,0 ND
Isomangiferina —galato” 26,9 +0,7 ND
Quercetina 3-0-gal 151,4+12.3 ND
qQuercetina 3-0O-glc 369,8 £ 25,6 ND
Quercetina3-0-xyl° 84,4+6,2 ND
Quercetina 3-O-arap’ 64,8 +53 ND
Quercetina 3-O-araf® 350+25 ND
Quercetina 3-O-rha° 158+ 1,2 ND
Kaempherol 3-O-glc® 35,3+£2,7 ND
Quercetina 64,1 +1,6 ND

Total 1091,1 £ 67,3 46,5 +4,7

* Quantificado como mangiferina. ° Quantificado como mangiferina (incluindo o fator de corregdo da
massa molecular. © Quantificado como quercetina 3-O-galactosidio (incluindo o fator de corregdo da
massa molecular. ¢ ND, nao detectado.
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3.4 Atividade antioxidante
3.4.1 Teste do DPPH

Verificou-se que a capacidade de eliminag¢do do radical DPPH dos extratos da
casca ¢ do carogo foi dose-dependente na faixa de concentracdo utilizada no estudo
(1.000 a 5.000 ppm) (Figura 2). O extrato da casca, em concentragdes > 2.000 ppm,
apresentou scores estatisticamente mais elevados do que o extrato do carogo (Tabela 5).
A atividade de retirada de radical dos extratos foi superior ao BHA (em todas as
concentragdes testadas). Nas concentragcdes de 1.000 ppm, ambos os extratos apresen-

taram atividade ARR comparavel a do acido galico a 100 ppm (p > 0,05).

100 -
80 -
X 60 1
E —«e&—Casca
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20 | —A—BHA-100 ppm
A —&—AG- 100 ppm
0
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o o o o o
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~ N ™ < 0

Concentragao (ppm)

Figura 2 — Atividade de retirada (ARR) de radical dos extratos da casca e do carogo
da manga Uba em cinco concentragcdes € comparagao com os padrdes de
antioxidantes.

3.4.2 Teste do Poder Redutor (PR)

Os extratos dos farelos da casca e do caroco apresentaram poder redutor
crescente até a concentracdo de 4.000 ppm (Figura 3). Com exce¢do da concentragdo
de 2.000 ppm, na qual ambos os extratos mostraram scores comparaveis de PR,
nas demais concentragdes o extrato do carogo apresentou maior PR que o da casca
(Tabela 5). Em todas as concentragdes testadas, ambos os extratos apresentaram PR
estatisticamente mais elevado do que o BHA a 100 ppm. Em comparacdo com o 4cido
galico, o extrato do carogo também mostrou valores superiores nas cinco concentragdes

avaliadas. O extrato da casca exibiu PR estatisticamente mais elevado que o referido
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padrdo em concentragdes > 2.000 ppm; na concentracao de 1.000 ppm o extrato

apresentou PR comparavel ao do 4cido galico.

Absorvancia (700 mm)
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Figura 3 — Atividade de retirada de radical dos extratos da casca ¢ do caro¢o da
manga Uba em cinco concentragdes € comparagcdo com os padrdes de

antioxidantes.

Tabela 5 — Atividade de retirada de radical (ARR) e poder redutor (PR) dos extratos
da casca e do carogo em cinco concentracoes

Concentragao (ppm) Amostra ARR (%) PR
n.s %
1.000 Casca 22,98 0,60
Carogo 23,96™° 0,81*
k n.s
2000 Casca 53,31 0,79 N
Carogo 24,19% 0,88 "
* *
3.000 Casca 60,29 0,88
Carogo 45,74* 0,99%*
sk *
4.000 Casca 88,95 0,95
Carogo 60,72%* 1,02*
% *
5.000 Casca 89,09 0,97
Carogo 67,65% 1,05%
100 Acido gélico 18,78 0,63
100 BHA 7,70 0,33

Em cada concentragdo, * equivale a diferengas estatisticamente significantes pelo teste F (p < 0,05).

4 DISCUSSAO

Para identificacdo e quantificacdo dos flavondis e das xantonas foram

utilizadas a casca e a semente, desprezando-se o envoltorio da semente, uma vez que,

pela sua caracteristica fibrosa, o material ¢ constituido predominantemente por

polimeros de celulose e lignina. A casca da variedade Uba mostrou ser uma fonte de
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mangiferina e de quercetina, na forma de aglicona e de glicosidios. O farelo da casca
com umidade de 14,57% contém 270 e 785 miligramas por quilo de farelo de
mangiferina e de quercetina, respectivamente. Apresenta ainda kaempherol, em menor
concentracdo (35,3 mg kg'), o que pode potencializar a propriedade antioxidante do
extrato por mecanismos sinergisticos. Os teores de mangiferina e de quercetina do
farelo da casca da manga Ub4 estdo na faixa descrita para a casca liofilizada de outras
14 variedades de mangas provenientes de vdrias regides do mundo, variando de 18 a
1.428 e de 180 a 2.748 miligramas por quilo, respectivamente (BERARDINI et al.,
2005). Contudo, a variedade Uba apresentou maior teor de quercetina na forma de
aglicona. A semente liofilizada contém mangiferina na quantidade de 46,5 miligramas
por quilo, ndo sendo detectada a presenca de flavonois. A presenca de mangiferina e de
flavonois no material analisado justifica pesquisas futuras para se avaliar a viabilidade
econdmica do uso de extratos obtidos dos residuos ou da obtenc¢ao de bioativos isolados
para usos diversos. Ainda que os subprodutos de algumas cultivares de mangas nao
apresentem os mais elevados teores de compostos bioativos, o fato de elas serem
utilizadas na agroindustria ¢ o que justifica a exploracdo do seu potencial de uso, em
razdo do volume de residuo produzido. Ja no tocante as variedades utilizadas para
consumo in natura, mesmo que sejam mais ricas em tais compostos, seria mais dificil
viabilizar o aproveitamento de subprodutos, uma vez que a geracdo de residuos ocorre
em nivel doméstico.

Os extratos dos farelos apresentaram atividade antioxidante em ambos os
testes. Em algumas concentragdes, os resultados dos testes foram superiores aos do
BHA e do acido galico a 100 ppm, que ¢ a concentragdo usada para adicdo de BHA e
BHT pela indastria para preservagio de alimentos (ARAUJO, 2001). A presenca de
flavondis e de xantonas no material analisado contribui parcialmente para os resul-
tados nos testes antioxidantes. Outros compostos nao identificados estdo presentes nos
extratos e influenciam positivamente o resultado em ambos os testes. Apesar de os
extratos terem se apresentado como potentes antioxidantes nos testes in vitro, sdo
necessarios estudos para avaliar a sua eficadcia no meio bioldgico e na preservagdo de
alimentos, cosméticos e outros materiais. Sabe-se que os sistemas onde eles agem

influenciam o seu potencial antioxidante (MOURE et al., 2001).
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi demonstrado que o residuo da agroindistria da manga
(variedade Ub4), constituido de casca e carogo, ¢ fonte de antioxidantes. Os subprodutos
contém compostos fenolicos, sendo identificados e quantificados flavondis e xantonas
na forma de glicosidios e agliconas, os quais sdo comprovadamente compostos
bioativos. Esses resultados justificam estudos futuros relacionados a extracdo, a
viabilidade econdmica e ao potencial de toxicidade para se prosseguirem pesquisas

sobre a aplicagdo pratica de compostos funcionais.
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APENDICE

Tabela 14 - Consumo médio minimo"” de antioxidantes (por quilo de peso do animal

por dia) durante 25 dias

Vita;:n ina F(atr;(ti;iicsos Vita(rjn ina B-caroteno Mangiferin Quercetina Kaempherol
mg  (mp (mg O (ng) b2 b2
Controle (DCFC-) 0,65 9,84 - - - - -
Controle (DCFC+) 0,67 10,47 - - - - -
Manga 25 d (DCFC-)® 0,63 18,45 9,59 1,07 0,006 0,2973 0,0126
Manga 25 d (DCFCH)® 0,65 18,84 9,83 1,13 0,4191 0,3039 0,0129

() Caleulo feito com dados de peso final dos animais e baseado no consumo.

@ Célculo feito com a média de consumo durante 25 dias.

Tabela 24 - Consumo médio minimo'” de antioxidantes (mg kg de peso por dia) dos
grupos de animais por 24 horas

Vitamina Fenolicos Vitamina

E totais C B-caroteno Mangiferina Quercetina Kaempherol
(mg) (mg) (mg) (ng) (ng) (ng) (ng)
Controle (DCFC-) 0,68 10,28 - - - - -
Controle (DCFC+) 0,42 6,37 - - - - -
Manga 25 d (DCFC-)® 0,66 19,39 10,12 0,30 0,4312 0,3127 0,0132
Manga 25 d (DCFCH? 0,37 10,68 5,58 0,17 0,2372 0,1718 0,0732
Manga 24 h (DCFC-)® 1,00 29,03 15,15 0,43 0,6458 0,4682 0,0197
Manga 24 h (DCFCH® 0,36 10,27 5,37 0,14 0,2284 0,1655 0,0069
Vitamina E (DCFC-) 13,09 14,21 - - - - -
Vitamina E (DCFC+) 8,64 9,38 - - - - -

() Calculo feito com base no peso final dos animais.

@ Célculo feito com a média de consumo durante as 24 horas subseqiientes & administragio do

diclofenaco.
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Tabela 34 - Equivaléncia do consumo dos animais experimentais (DCFC-, suplemen-

tados) para o consumo humano

Suplemento Consumo Total Diario*
Em 25 dias Em 24 horas
Vitamina C (mg) 671 1.060
vitamina E (mg) 44 70
[B-caroteno (ng) 75.000 30.000
Fenois totais (mg) 1.291 2.032
Mangiferina (mg) 29 45
Quercetina (mg) 21 33
Kaempherol (mg) 0,9 1,4

* Considerando um homem adulto-referéncia de 70 kg.

Tabela 44 - Equivaléncia do consumo dos animais experimentais (DCFC+, suplemen-

tados) para o consumo humano

Supl . Consumo Total Didrio”
uplemento P
P Em 25 dias Em 24 horas
Vitamina C (mg) 688 376
vitamina E (mg) 45 25
[B-caroteno (ng) 79.000 10.000
Fenois totais (mg) 1319 719
Mangiferina (mg) 29 16
uercetina (m; 21 12
Q (mg)
Kaempherol (mg) 0,9 0,5

* Considerando um homem adulto-referéncia de 70 kg.
* * Base para calculo: consumo médio do grupo manga 24 h.
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