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RESUMO

A manga (Mangifera indica L.) é uma fruta tropical originaria da india, adaptada a regi&o
Nordeste do Brasil desde o século XVI. Possui elevado valor nutricional e comercial. E uma
rica fonte de compostos bioativos, dentre os quais se destacam os polifendis, os carotenoides e
a vitamina C. Neste estudo, objetivou-se avaliar o efeito anti-inflamatorio e o antioxidante dos
extratos hidroalcodlicos da casca e da polpa da manga variedade ‘Tommy Atkins’contra
danos oxidativosno modelo de lesdo gastrica induzida por naproxeno. Foram adquiridas
mangas no estadio de maturacdo maduro, separadas as cascas da polpa e liofilizadas essas
partes. Os seguintes procedimentos foram realizados: extracdo hidroalcodlica de casca e de
polpa liofilizadas;quantificacdo dos compostos bioativos; determinacdo da propriedade
antioxidante dos compostos dos extratos hidroalcodlicos de casca e polpa de manga;avaliacdo
da citotoxicidade dos extratos em andlisein vitro (teste do MTT); identificacdo dos compostos
fenolicos presentes nos extratos através de analise por cromatografia liquida de ultra
performance (UPLC®-QTOF); e avaliagdo antioxidantein vivo dos extratos hidroalcodlicos da
casca e da polpa de manga através da determinacdo do grau de peroxidacgdo dos lipidios da
membrana, com a quantificacdo do malondialdeido (MDA), determinacdo da atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO) e quantificacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH).Os
extratos obtidos apresentam elevado contelldo de compostos bioativos, contribuindo para sua
atividade antioxidante. O teste de citotoxidade demonstrou que 0s extratos ndo possuem efeito
toxico as células (cultura IEC-6). Foi detectada, através da analise cromatografica(UPLC®-
QTOF),a presenca de compostosimportantes que propiciamatividade antioxidante,como
quercetina e mangiferina e acido galico. Esta pode ser comprovada através da analise in vivo,
no modelo experimental de lesdo gastrica induzida por naproxeno, onde 0s extratos
hidroalcodlicos dacascae dapolpa de mangaforam capazes de reduzir de forma significativa os
niveis de MPO e de MDA, e de preservar 0s niveis de GSH. Portanto, através da atividade
antioxidante apresentada no resultado do pré-tratamento com os extratos hidroalcoolicos de
casca e de polpa de manga, conclui-se que ambos protegeram a mucosa gastrica contra
injarias causadas por agentes oxidativos desencadeados pelo uso do naproxeno, reduzindo

significativamente as lesdes, 0 que contribui para uma agéo anti-inflamatoria.

Palavras-chaves: Mangifera indica L. Compostos fendlicos. Danos oxidativos. Anti-

onflamatorios ndo-esterdides. Residuo.



ABSTRACT

Mango (Mangifera indica L.) is a tropical fruit from India, adapted to the Northeast region of
Brazil since the sixteenth century. It has high nutritional and commercial value. It is a rich
source of bioactive compounds, among which stand out the polyphenols, carotenoids and
vitamin C. This study aimed to evaluate the anti-inflammatory and antioxidant of
hydroalcoholic extracts of peel and pulp variety of mango "Tommy Atkins' against oxidative
damage in the gastric injury model induced by naproxen.Mangoes were acquired in the ripe
stage, separate the peel and the pulp, and freeze-dried these parts. The following procedures
were performed: hydroalcoholic extract of lyophilized peel and pulp; Quantification of
bioactive compounds; the antioxidant property of the compounds of hydroalcoholic extracts
of mango peel and pulp; evaluating the cytotoxicity of the extracts in vitro analysis (MTT
test); Identification of phenolic compounds present in the extracts by analysis by ultra
performance liquid chromatography (UPLC®-QTOF); and antioxidant in vivo evaluation of
hydroalcoholic extracts of mango peel and pulp by determining of peroxidation levels of
membrane lipids, with the quantification of malondialdehyde (MDA), determination of
myeloperoxidase activity (MPO) and quantification of levels reduced glutathione (GSH). The
extracts have a high content of bioactive compounds, contributing to its antioxidant activity.
The cytotoxicity test showed that the extracts have no toxic effect to cells (IEC-6 culture). It
was detected byultra-performance liquid chromatographic analysis (UPLC®-QTOF), the
presence of compounds that provide important antioxidant activity, such as quercetin,
mangiferin, andgallic acid. This can be shown by in vivo analysis in an experimental model of
a naproxen-induced gastric injury, where the hydroalcoholic extracts of mango peel and pulp
were able to significantly reduce the levels of MPO and MDA, and to conserve GSH levels.
Therefore, by presented antioxidant activity in the result of pretreatment with hydroalcoholic
extracts of mango peel and pulp, it was concluded that both protected the gastric mucosa
against injury caused by oxidative agents triggered using naproxen, significantly reducing the

lesions, which contributes to an anti-inflammatory action.

Keywords: Mangifera indica L. Phenolic compounds. Oxidative damage. Non-steroidal

anti-inflammatory. Waste.
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1 INTRODUCAO

Estudos tém mostrado que o estresse oxidativo contribui significativamente para o
desenvolvimento e progressdo de indmeras doencas, como cardiovasculares, diabetes e
neurodegenerativas, sendo também considerado importante determinante no desenvolvimento
de inflamacBes crbnicas e cancer atraves da ativacdo de inumeros fatores de transcricdo
(SILVA; JASIULIONIS 2014).

Durante a inflamacéo, as células inflamatorias produzem espécies reativas de
oxigénio (EROs) e de nitrogénio, as quais em elevadas concentragdes induzem ao estresse
oxidativo que acarreta em uma série de danos as biomoléculas(WANG et al., 2014). Assim, a
diminuicdo da producédo dessas espécies quimicas reativas sobre condi¢des inflamatorias é um
importante passo na reducdo do perigo do estresse oxidativo, bem como dos danos do
processo inflamatorio.

Os antioxidantes exercem uma funcdo importante na manutencéo da producao das
EROs sob condigdes ndo-estresse, bem como na eliminacdo dessas espécies quimicas
protegendo contra danos oxidativo (BARBOSA et al., 2010). Estudos epidemioldgicos tém
demonstrado positiva correlacdo entre o consumo de alimentos ricos em compostos fenolicos
e alta atividade antioxidante com a reducdo de muitas doencas crbnicas-degenerativas
relacionadas ao estresse oxidativo (BARBOSA e FERNANDES, 2014; BUENO et al., 2012;
TANAKA, 2012).

As frutas sdo importantes componentes de uma dieta saudavel, tanto por seu valor
nutricional, uma vez que sdo fontes de vitaminas, minerais, carboidratos e fibras, quanto por
suas propriedades funcionais contribuindo para a manutencdo da salide humana e prevencao
de doencas, atribuida previamente aos seus compostos antioxidantes, que incluem os
compostos fenolicos, especialmente carotenoides e flavonoides, além das vitaminas C e E
(SILVA et al., 2010). Atualmente, consideravel atencdo tem sido direcionada ao estudo dos
compostos bioativos de frutas para propostas farmacoldgicas.

A manga (Mangifera indica L.) é uma das mais importantes frutas tropicais no
mundo todo em termos de producdo e aceitagcdo pelo consumidor (FAO, 2013). O elevado
consumo e popularidade se devem aos seus excelentes atributos sensoriais, especialmente
sabor, aroma e cor (AZOUBEL et al., 2010). E uma das principais culturas economicamente
importantes para o Brasil, em especial para o Nordeste, visto que é considerado um grande
produtor e exportador desta fruta (FURLANETO; SOARES; BERTANI, 2015). A manga é
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uma boa fonte de compostos bioativos, como &cido ascérbico, carotendides e compostos
fenolicos, os quais tém demonstrado propriedades benéficas a saude (OLIVEIRA et al.,
2011).

No mercado nacional e internacional, a manga é consumida in natura ou
processada como suco, néctar e polpa. Contudo, um dos grandes problemas associado ao
processamento da manga consiste na elevada quantidade de residuos, principalmente, casca e
semente que sdo geradas (MATHARUEet al., 2016). Recentemente, pesquisas mostraram que
esses subprodutos apresentam boa atividade antioxidante atribuida as suas elevadas
concentragbes de compostos fendlicos, carotenodides, tocoferdis e esterdis (GOMEZ-
CARAVACA et al., 2016)

No Brasil, diversos vegetais sdo utilizados na medicina popular (ROMAN et al.,
2015; LIMA et al., 2014; BRAZ, OLIVEIRA e VIANA, 2013), no entanto, poucos estudos
tem relacionado o uso de compostos antioxidantes de fontes naturais no combate a doencas
resultantes de processos oxidativo. Nesse sentido, o presente estudo foi realizadopara avaliar
os efeitos dos extratos de casca e de polpa da manga sobre danos oxidativos induzidos por

naproxeno.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o mecanismo antioxidante dos extratos hidroalcodlicos da casca e da
polpa de manga cv. Tommy Atkins sobre danos oxidativos causados por processo

inflamatdrio no trato gastrintestinal induzido por naproxeno.

2.2. Objetivos Especificos

- Realizar extracdoem meio hidroalcoolico dos compostos bioativos de casca e de polpa de
manga;

- Quantificar os compostos bioativos, além de determinar a atividade antioxidante total do
extrato de casca e de polpa de manga;

- Avaliar a viabilidade celulardos extratos de casca e de polpa de manga através de ensaio
MTT;

- Identificar os compostos fendlicos presentes nos extratos hidroalcodlicos de casca e de polpa
de mangaatravés de analise QTOF;

- Avaliar a acdo antiinflamatéria in vivo dos extratoshidroalcodlicos de casca e de polpa de
manga através da determinacdo dos niveis do produto final da peroxidacdo dos lipideos da
membrana, malondialdeido (MDA), da determinagdo atividade da enzima mieloperoxidase
(MPO) e da quantificacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH).
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Processo oxidativo e sistema de defesa antioxidante

Os organismos vivos geram invariavelmente espécies reativas de oxigénio (ERO),
bem como compostos antioxidantes durante os processos fisioldgicos, como a respiracdo. As
ERO sdo produzidas pela cadeia de transporte de elétrons como uma parte normal do
metabolismo celular (HAMANAKA; CHANDEL, 2010), e em baixas e moderadas
quantidades, tém efeitos benéficos sobre varios processos fisioldgicos, incluindo a morte de
agentes patogénicos invasores, cicatrizacdo de feridas e processos de reparacdo de tecidos,
além da regulacéo da sinalizacdo, proliferacédo e diferenciacdo celular (BHATTACHARYYA,
2014).

Porém, quando h& producdo excessiva de ERO, surge a condicdo de estresse
oxidativo, a qual é prejudicial aos componentes celulares e individuos como um todo,
causando uma gama de lesdes aos constituintes celulares como: a peroxidacdo dos lipideos de
membrana; oxidagdo de receptores hormonais e enzimas (LEONARDUZZI; SOTTERO;
POLI, 2010; CAROCHO; FERREIRA, 2013); e lesGes no material genético, como oxidagoes
de bases do DNA que podem culminar em processos mutagénicos e tumorais (SVILAR et al.,
2010), além de interferir na sinalizacdo celular e na regulacdo de importantes condicdes
fisioldgicas, causando morte celular e degeneracao por regulacao positiva de mediadores pro-
inflamatorios que levam a inflamagdo grave ou prolongada, (YANG et al., 2011; SALIM et
al., 2012).

As principais ERO distribuem-se em dois grupos, os radicalares: superéxido (O2°
), radical hidroxila (OH"), radical peroxil (ROO") e radical alcoxil (RO") e os ndo radicalares:
oxigénio singlete (*O,), peréxido de hidrogénio (H.0,), e &cido hipoloroso (HOCL). O
processo para producdo de ERO ocorre durante a fagocitose com a ativacdo do sistema
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxigenase (NADPH), responsavel por reduzir o
oxigénio molecular (O,) ao radical anion superédxido (O,"), que por sua vez é convertido em
perdxido de hidrogénio (H20,) pela superoxido dismutase (SOD), responsavel por destruir as
bactérias diretamente, ou através de sua conversdao em ions hidroxila ou acido hipocloroso
(HOCI) (KLEBANOFF, 2005).

As ERO no organismo séo neutralizadas por antioxidantes (figura 1), os quais séo

definidos por Halliwell & Whiteman (2004) como qualquer substancia que, presente em
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menores concentracdes que as do substrato oxidavel, seja capaz de atrasar ou inibir a oxidacdo
deste de maneira eficaz. Tais substancias podem agir diretamente, neutralizando a acdo dos
radicais livres e espécies ndo-radicais com a doacdo de um elétron, ou indiretamente,
participando dos sistemas enzimaticos com tal capacidade, além de determinar o nivel de
estresse oxidativo celular, o que sugere protecdo ao surgimento de doengas
neurodegenerativas, processos inflamatorios e até mesmo o cancer (RAJENDRAN et al.,
2014; GONG).

Figura 1- Ac¢do neutralizante do antioxidante sobre o radical livre.

Elétron doado

Antioxidante Radical Livre

Fonte:Radicais livres, 2013.

A célula conta com um arsenal de antioxidantes para a manutencdo da
homeostasia oxidativa. Eles fazem parte do sistema de defesa e podem ser obtidos pela dieta,
como vitaminas, minerais e compostos fendlicos, ou produzidos pela prépria célula, como a
glutationa (GSH), além das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx) (MORAES, 2014; DUARTE, 2013; SILVA).

A superoxido dismutase (SOD) é uma das principais enzimas antioxidantes em
mamiferos e cataliza a dismutacdo do radical &nion superoxido (O2) a oxigénio e agua. Este e
outros peroxidos sdo convertidos em produtos ndo toxicos pela acdo da CAT, GPx e GSH
(VASCONCELOSet al. 2007).

A glutationa reduzida (GSH) possui papel central na biotransformacdo e

eliminacdo de xenobidticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo. Muitas das
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reagdes da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH), altamente polarizdvel e com habilidade de
doar elétrons a outros compostos, o que faz da glutationa um bom redutor, atuando como uma
protecao contra espécies reativas de oxigénio e compostos eletrofilicos gerados por processos
oxidativos (HUBER et al., 2008) e, desta forma, a investigacdo do envolvimento da GSH em
processos fisiopatoldgicos requer sua deteccdo e quantificacdo, o que pode ser realizado em
diferentes matrizes.

A eficiéncia do sistema de defesa antioxidante depende do equilibrio entre a
ingestdo e a deplecdo de antioxidantes, pois sem a acdo equilibrada de antioxidantes, a
peroxidacgdo lipidica mediada pode gerar a perda da integridade das membranas celulares e
danos teciduais (GEORGE & OSHARECHIREN, 2009). Dentre os antioxidantes de origem
dietética, os compostos fendlicos sdo os de maior destaque, 0s gquais apresentam ressonancia
apos atuarem no combate aos radicais livres, com uma determinada estabilidade, o que 0s
permite reter o elétron desemparelnado sem causar danos as estruturas celulares
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; SOARES, 2002).

3.2 Compostos fendlicos e suas propriedades biologicas

Os compostos fenolicos sdo formados no metabolismo secundario dos vegetais,
com a funcdes de defesa contra o ataque de pragas (GIADA; MANCINI-FILHO, 2006).
Estudos epidemioldgicos e experimentais tém confirmado que o consumo de alimentos ricos
em compostos fendlicos tem correlagdo positiva com a salde humana, através de sua
capacidade de eliminacdo de radicais livres, além de potencial anti-inflamatdrio,
antibacteriano e antiviral (SILVAet al., 2014).Sdo definidos como substancias que possuem
um anel aroméatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais, possibilitando eliminar e estabilizar radicais livres, reduzir o oxigénio singlete,
atuar nas reacGes de oxidacdo lipidica, assim como na quelacdo de metais (FANG &
BHANDARI, 2010).

Os compostos fenolicos podem agir de diferentes formas na acdo antioxidante,
devido ao potencial de Oxido-reducdo de determinadas moléculas e sua capacidade em
competir por sitios ativos e receptores nas diversas estruturas celulares ou, ainda, devido a
modulacdo da expressdo de genes que codificam proteinas envolvidas em mecanismos
intracelulares de defesa contra processos oxidativos degenerativos de estruturas celulares
(DNA, membranas) (ARAUJO, 2014). Isto é realizado através das vias de sinalizagdo

intracelulares adaptativas contra o estresse oxidativo e a exposi¢cdo ao ambiente, atuando
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como "agentes de estresse de baixa dose" ou pro-oxidantes e preparando as células para
resistirem as condi¢fes mais severas de estresse; doses baixas ativam vias de sinalizacdo que
resultam no aumento da expressao de genes, 0s quais codificam proteinas visando a protecéao
celular (OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA E BASTOS, 2011).

Os compostos fenolicos compreendem o maior grupo dentre os bioativos nos
vegetais, sendo encontrados em hortalicas, frutas, cereais, chés, café, cacau, vinho, suco de
frutas e soja, e sdo classificados de acordo com a estrutura quimica em quatro familias:
flavondides, acidos fenolicos, ligninas e estilbenos (BREWER, 2011). De acordo com Fang &
Bhandari (2010), os fendlicos mais frequentemente encontrados nas frutas séo os flavonoides,
substancias que eliminam e estabilizam radicais livres, reduzem o oxigénio singlete, atuam
nas reacdes de oxidacdo lipidica, assim como na quelacdo de metais, promovendo protecao
contra o estresse oxidativo.

Os flavonoides englobam classes de pigmentos naturais encontrados com
frequéncia nos vegetais e possuem ampla gama de acles biologicas e terapéuticas
demonstradas tanto em condi¢bes experimentais como em seres humanos (CUSHNIE &
LAMB, 2011; NIJVELDT et al., 2011; DORNAS et al., 2007; MACHADOet al., 2008).
Estes compostos sdo potenciais agentes antioxidantes capazes de neutralizar e suprimir a
producdo de radicais livres como o anion superoxido (O2), proteger os acidos graxos
insaturados presentes em membranas celulares e impedir a oxidacdo de antioxidantes
endogenos (TODOROVA; TRENDAFOLOVA 2014), além de remover ions metalicos
pesados, como por exemplo o cobre (Cu2+) os quais tém a funcéo de catalisar a formacao de
radicais livres (radicais hidroxil, diéxido de nitrogénio e anion superdxido) e a oxidacdo de
biomoléculas (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1990).

Outra propriedade bioldgica ja bem caracterizada para os flavonoides é sua agdo
anti-inflamatoria que tem sido observada em diferentes modelos experimentais tanto in vivo,
como in vitro (GARCIA LAFUENTE, 2009; BENAVANTE-GARCIA; CASTILLO, 2008).
Estudos vém demonstrando que os flavonoides possuem importantes atividades anti-
inflamatdrias devido as suas agOes neutralizadoras sobre os radicais livres (LIMA;
BEZERRA, 2012). Considerando suas atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias, os
flavonoides tém sido avaliados contra inumeras doencas as quais estdo diretamente
relacionadas aos processos oxidativos e inflamatdrios como diabetes, cancer, doencas
neurodegenerativas e doencas inflamatdrias crénicas, como, as doencas inflamatorias
intestinais (BARBOSA et al., 2010).
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3.3 Relacgao entre o estresse oxidativo e o processo inflamatorio

A inflamacdo é um mecanismo de defesa fundamental, desenvolvido pelo
organismo para combater infeccdes (originadas por virus, bactérias e outros agentes
patogénicos) e lesdes (hematomas, cortes e queimaduras), e tem como finalidade o reparo
tecidual por meio da liberagdo de mediadores inflamatorios (RODRIGUEZ-VITA;
LAWRENCE, 2010; POTHEN, POYTER e BATES, 2014; WRIGHT et al., 2010).

Durante a inflamacdo, os neutréfilos sdo os primeiros a chegar ao sitio lesionado,
responsaveis por prover sinais para outras células do sistema imune e por atacar patégenos
através da fagocitose, liberacdo de enzimas e formacao de espécies reativas de oxigénio, além
de serem capazes de formar armadilhas extracelulares compostas de DNA nuclear, proteinas e
enzimas que imobilizam o patogeno e facilitam sua fagocitose (MANTOVANI et al., 2011).

Apesar de agirem no sistema de defesa, as ERO podem interagir diretamente com
tecidos e membranas celulares, através da tendéncia para doar oxigénio a outras substancias,
causando danos teciduais que provocam a inflamacdo, induzindo a liberacdo de outras
espécies oxidativas, levando ao desequilibrio global do estado redox denominado estresse
oxidativo, agravando a inflamacdo (WANGet al., 2014; LEE & YANG, 2012). Isto ocorre
devido ao aumento do consumo de oxigénio molecular (O,), resultando na formacdo de
radicais superéxido (Oy), que apesar de agirem no combate aos patdgenos da inflamacéo, sdo
rapidamente convertidos ao peréxido de hidrogénio (H,0,), espontaneamente ou pela enzima
superdxido dismutase (SOD), e este pode reagir com metais de transicdo formando o radical
hidroxilo (HO") (BABIOR, 2004). Ainda podem ser formados radicais peroxil (ROQO"), 6xido
nitrico (NO"), anion peroxinitrito (ONOO") e acido hipocloroso (HOCI) (COSTA et al., 2006).

Em situacdes em que a producdo de espécies reativas do oxigénio supera o
sistema de defesa antioxidante, lipidios de membrana podem ser oxidados, proteinas
desnaturadas e acidos nucléicos atacados, e estes danos constituem a base molecular de
diversas doengas com envolvimento inflamatorio (LOBO et al., 2010).

A peroxidagdo lipidica provoca mutagdes do DNA (WELCH et al., 2002) e
formacdo de residuos quimicos como o malondialdeido (MDA), proveniente da degradagdo
dos acidos graxos (FERREIRA e MATSUBARA, 1997). Portanto, o MDA se torna um
indicador de oxidacdo e um marcador de dano para a peroxidacdo lipidica induzida por
radicais livres (FRANCAet al., 2013; BARBOSA et al., 2010).
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Os biomarcadores sdo necessarios para que se possa quantificar a producdo de
ERO e o dano oxidativo associado, pois € muito dificil a medida direta das ERO, e
consequentemente do dano oxidativo, Vvisto que essas espécies reativas estdo em
concentragOes relativamente baixas e sua velocidade de reagdo é muito alta (MAYNE, 2003).
Entre os métodos mais utilizados para afericéo indireta das ERO em tecidos, sangue e outros
fluidos e, consequentemente, das lesdes oxidativas estdo a medicdo da concentracdo de
tripeptideos (glutationa reduzida - GSH) e aldeidos (malondialdeido — MDA) (LUZ et al.,
2011).

Dentre os biomarcadores de dano oxidativo, é fundamental destacar a
mieloperoxidase (MPQ), enzima secretada pelos neutréfilos durante a inflamacao,
responsavel por catalisar a oxidacdo de cloreto na presenca de H,O, para gerar HOCL entre
outros produtos altamente reativos que mediam acdo microbicida, (Neutrophil Extracelular
Traps — NETs) (METZLER et al., 2011), mas também contribuem para o dano tecidual
durante a inflamacdo através da oxidacdo de lipidios, proteinas e lipoproteinas (REICHLIN et
al., 2010, ARNHOLD; FLEMMING, 2010) tornando um indicador de reacGes inflamatorias
relacionadas a espécies oxidantes. Recentemente, foi demonstrado que a MPO também é
produzida diretamente nas células endoteliais em resposta ao estresse oxidativo (LA ROCCA
et al., 2009).

3.4 Compostos bioativos e as frutas tropicais

As areas tropicais do mundo inteiro exibem uma grande variedade de espécies de
frutas com crescente interesse em seu consumo,tanto no mercado nacionalquanto no
internacional, e isto sedeve aos seus atrativos valores nutricional e terapéutico (BICAS et al.,
2011; GONZALEZ-AGUILAR et al., 2010; YANG et al., 2011), atributos estes ressaltados
em qualidade e quantidade de compostos bioativos em virtude de sua intensa exposicao a
radiacdo solar (HANAMURA; HAGIWARA; KAWAGISHI, 2005).

Os compostos bioativos sdo metabolitos secundarios com beneficios nutricionais,
geralmente encontrados em pequenas quantidades em plantas (KRIS-ETHERTON et al.,
2002), esponjas (MULLER et al., 2004), bactérias e fungos (DEBBAB et al.,
2010)e categorizados em compostos fenolicos, antibioticos, alcaloides, micotoxinas,
pigmentos alimentares e fatores de crescimento (MARTINS et al., 2011). As aplicacOes

industriais destes fitoquimicos estdo na industria farmacéutica, industria de alimentos para a



24

producio de alimentos funcionais (nutracéuticos) (GIL-CHAVEZ et al., 2013), em
agroguimicos, cosmeticos, geo-medicina, nano-biosciéncia, e em inddstrias quimicas
(GUAADAOUI et al., 2014).

Os compostos bioativos mais comumente presentes nas frutas tropicais séo as
vitaminas C e E, carotendides e compostos fenolicos, e estes tém sido associados & prevengao
e reducdo de incidéncia de doencas degenerativas (CALABRISO et al., 2016), doencas
cardiovasculares (KRGA et al., 2016; OLAS 2016), inflamag6es (OHISHI et al., 2016; YU et
al., 2016;), diabetes (SAVI et a., 2016; EID et al., 2016) e mal de Alzheimer (MENDIOLA-
PRECOMA et al., 2016), entre outras doencas. Estes efeitos benéficos tém sido atribuidos
principalmente as suas atividades antioxidantes e de eliminacdo de radicais que podem atrasar
ou inibir a oxidacdo do DNA, proteinas e lipideos, inibindo a cadeia de iniciacdo ou
interrompendo a cadeia de propagagdo das reagdes oxidativas promovidas pelos radicais
(NIMSE; PAL, 2015).

3.5 Manga (Mangifera indica L.)

A manga (Mangifera indica L.) é uma fruta tropical pertencente a familia
Anacardiaceae, dispondo demais de 1000 variedades cultivadas em todo o mundo, porém,
somente algumas sdo cultivadas em escala comercial (SOLIS-FUENTES; DURAN-DE-
BAZUA, 2011). Atualmente, a mangueira é cultivada em uma area de aproximadamente 3,7
milhdes de ha, ocupando a2? posi¢cdo mundial como cultura tropical, atrds apenas de bananas
em termos de producdo e area cultivada (MUCHIRI; MAHUNGU; GITUANJA,2012).A
producdo, comércio e consumo de frutos de manga aumentou significativamente devido ao
atraente valor nutricional dos frutos, sendo comercialmente cultivadas em mais de 103 paises
do mundo, o que tem aumentado a cada ano (JAHURU et al., 2015).

Cultivares como Tommy Atkins (Figura 2), Haden, Kent e Keitt, sdo as mais
produzidas e exportadas em muitos paises (SAUCO, 2010). No Brasil, a mangicultura é uma
das principais culturas economicamente importantes, em especial para o Nordeste, que € um
grande produtor e consumidor desta fruta (IBRAF, 2014; IBGE/PAM, 2012), tendo como
variedade mais produzida a Tommy Atkins (Mangifera indica L.), a qual ocupa cerca de 80%
da &rea cultivada, e representa 90% das exportacBes da fruta, com principais destinos a
Holanda, Espanha, Portugal e Reino Unido (FURLANETO, SOARES; BERTANI, 2015).
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Originada na Florida (CAMPBELL, 1973), a manga Tommy Atkins € uma fruta
saborosa, atrativa e aromatica, apresentando tamanho médio a grande, formato oval e casca
espessa com coloracdo laranja-amarelada, coberta com vermelho purpura intenso (NETO,
SANTOS e COSTA, 2010).

A manga é uma excelente fonte de compostos bioativos, como os carotendides
pré-vitamina A, vitamina C, compostos fendlicos e fibra dietética (AJILA et al., 2010;
AZlZet al., 2012; KIM et al., 2010; SOGIet al., 2013; SOGI et al., 2012), essenciais para a
nutricdo e saude humana. Além disso, é conhecida por conter outras vitaminas, carboidratos e
minerais, como calcio, ferro e potéassio, e a ser baixa em calorias e gordura. Possui
propriedade antioxidante,atribuida aoscompostos fendlicos, tais como &cidos e ésteres a
exemplo do &cido galico (BARNES et al., 2015), derivados da benzofenona, como 3-C-b-D-
glucosil-maclurina (DORTA et al., 2014), flavondis, como catequina e quercetina (AJILA,
PRASADA-RAO, 2013), antocianinas e flavondis heterosideos, a exemplo de 3- O-galactosil-
rhamnetina (BERARDINIet al. 2005) e heterosideo xantdnico, como a mangiferina
(OLIVEIRA et al.,, 2016), os quais tem sido apontados por reduzirem 0s riscos de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares, degenerativas, inflamatérias e o cancer
(ARAUJO, 2014; HEWAVITHARANA et al., 2013).
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3.5.1 Cascas da manga

Como outras frutas tropicais, a manga é sazonal, com vida util pds-colheita
relativamente curta, devido a sua natureza perecivel (CHITARRA; CHITARRA, 2005), ea
abundancia natural destas, leva frequentemente a um excedente, o qual € destinadoa
industrializagdo, que além de agregar valor ao fruto, permite que seja utilizado como matéria-
prima para a producdo de outros produtos, a exemplo da polpa congelada, suco, puré de
manga, fatias em compota, néctar, fatias enlatadas e chutney(JAHURUL e al., 2015). A polpa
de manga é a principal parte de interesse na indlstria, resultando subprodutos constituidos
pelas sementes e cascas, 0S quais representam entre 35-60% do peso total do fruto
(LARRAURI et al., 1996).

A utilizacdo dos subprodutos tem valioso impacto ambiental e econémico, visto
que representam um problema crescente a medida que o material sofre deterioracdo
microbiana, o que pode causar odores e outros problemas ambientais (JOSHI; ATTRI, 2006,
LAUFENBERG; KUNZ; NYSTROEM, 2003; VAN DYK et al., 2013), e gera altos gastos
para sua eliminacdo, o que a torna economicamente limitante, a exemplo do gasto anual
aproximado de US $ 10 milhdes para a eliminacdo de bagaco de macd nos Estados Unidos
(SHALINI; GUPTA, 2010).

Pesquisas acerca dos subprodutos tém sido realizadas na ultima década, revelando
gue contém niveis elevados de vérias substancias importantes para a manutencdo da salde,
como compostos fenolicos, carotendides, vitamina C, fibras dietéticas, celulose, hemicelulose,
lipidios, proteinas, enzimas, pectina e gordura (AJILA et al.,, 2007; SOGI et al., 2013;
AJILAet al., 2010;; KIM et al., 2010), e estes resultados tém sido promissores para sua
utilizacdo como matéria-prima para novos produtos e aplicacbes, a exemplo da farinha da
casca de manga, que tem enriquecido macarrdo, pées, bolos, biscoitos e outros produtos de
panificagdo (AZIZ et al., 2012). Como resultado,obtém-se melhoria da qualidade nutricional,
sem afetar a textura ou as propriedades sensoriais dos alimentos (AJILAet al., 2010;
ASHOUSH e GADALLAH, 2011).

Os compostos bioativos presentes nas cascas de mangas tém sido bem
documentados na reducdo do risco de cancer, doenca de Alzheimer, catarata e doenca de
Parkinson, entre outros (AYALA-ZAVALA et al., 2011). Em recente estudo, Dorta et al.
(2014) relataram a presenca de galatos e galotaninos; flavondides, principalmente derivados
de quercetina; acido elagico e derivados; xantinas, principalmente mangiferina; benzofenonas

e derivados, tais como derivados de maclurina. Kim et al. (2010) observaram que ha maior
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contetdo de flavonoides e polifendis na casca do que a polpa, exibindo boa atividade
antioxidante, além de potencial para inibir danos no DNA em células de tumorais submetidas
a doses de H,0,; enquanto queAjila et al. (2007) notaram que cascas de frutasmaduras
continham maiores quantidades de antocianinas e carotendides em comparag¢do com cascas de

frutas verdes, ao passoque as Ultimas apresentaram maiores contetidos de polifendis.

3.6 Preservacao de compostos bioativos

Algumas etapas preliminares devem ser realizadas para facilitar o processo de
extracdo e conservar 0s compostos antioxidantes, que sdo sensiveis a acdo da luz, oxigénio e
calor (AZIZAH, RUSLAWATTI e TEE, 1998; VEKIARI et al. 1993). Os vegetais
normalmente sdo desidratados ou congelados, e ainda peneirados ou moidos antes do processo
de extracdo, e com isto, os substratos atingem maior superficie de contato com o solvente de
extracdo e as enzimas naturalmente presentes em vegetais, lipoxigenase, responsaveis pela
rancidez oxidativa enzimatica, tornam-se inativas (JUNTACHOTE e BERGHOFER, 2005;
GAMEZ-MEZA et al., 1999).

O congelamento conserva no alimento grande parte de seus caracteres sensoriais e
nutritivos e dificultar acGes prejudiciais de microrganismos e enzimas (EVANGELISTA,
2000). A secagem melhorara a estabilidade de alimentos, por meio da reducdo da atividade de
agua presente no produto para um nivel em que a deterioracdo microbiana e as reacGes
enzimaticas sejam significativamente reduzidas, preservando e prolongando a vida util de
varios produtos alimentares (DI SCALA; CRAPISTE, 2008).

Dentre as técnicas de secagem mais utilizadas para a preservacdo de frutos, estdo
a secagem convectiva e a liofilizacdo (MARQUES, 2008). E muito importante que a técnica
de secagem selecionada seja capaz de preservar as caracteristicas nutricionais, bem como o
sabor e cor do alimento.

O processo de secagem convencional baseia-se na aplicacdo de corrente de ar seco
em temperaturas médias a altas (entre 55 °C e 120 °C), propiciando a evaporagdo gradativa da
agua, tendo como objetivo principal o aumento da estabilidade e da vida atil do produto,
apresentando algumas vantagens como concentracdo de nutrientes, facilidade no
armazenamento, transporte e conservagdo, bem como desvantagens como a perda de
determinadas propriedades, afetando principalmente nutrientes labeis como as vitaminas e
pigmentos que sdo oxidados, e a geragdo de derivados quimicos com atividade antioxidante
alterada (YILMAZ; TOLEDO, 2005).
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Ja a liofilizagdo é um processo de desidratacdo sob pressdo, onde a &gua
previamente congelada, passa do estado solido para o estado gasoso por sublimacgéo, podendo
ser realizado em na auséncia de oxigénio e a baixa temperatura, 0 que minimiza perdas e
preserva as propriedades quimicas e sensoriais do alimento (MENEZES et al., 2009). A
liofilizacdo tem sido considerada como o melhor método para remocdo de umidade, com
produtos finais da mais alta qualidade em comparacdo com a secagem ao ar (TANG et al.,
2013), com caracteristicas favoraveis a extracdo de compostos bioativos, tais como pequena
densidade aparente, alta porosidade, retencdo de aromas e excelente capacidade de reidratacédo
(KROKIDA; KARATHANOS; MAROQULIS, 1998). A desvantagem estd nas mudancas
estruturais, principalmente nos agucares, como o alto grau de amorfismo, tornando o produto
altamente higroscopico e sensivel as mudancas fisico-quimicas que podem prejudicar a vida
de prateleira e estabilidade do produto (DE OLIVEIRA ALVES et al., 2008).

De um modo comparativo quanto aos efeitos destes processos de secagem,
Larrauri, Rupérez, e Saura-Calixto (1997) avaliaram o efeito de processos de secagem por
circulacdo de ar quente (60°C, 100°C e 140°C) e liofilizacdo no contetdo de polifendis totais
extraiveis, taninos condensados e atividade antioxidante total de cascas de uva vermelha, e
verificaram que as amostras secas convencionalmente a 60°C ndo diferiram
significativamente das amostras liofilizadas, porém, a aplicacdo de temperaturas elevadas de
100°C e 140°C, reduziram significativamente em ambos 0s casos, 0s contetdos de polifenois
totais extraiveis (18,6 e 32,6%), taninos condensados (11,1 e 16,6%), bem como a atividade
antioxidante (28 e 50%) das amostras.

Do mesmo modo Katsube et al. (2009) verificaram a atividade de eliminacdo de
radicais livres e os niveis de compostos fenolicos em folhas de amoreira, e ndo encontraram
diferenca nos processos de secagem por ar quente com emprego de temperaturas de 60°C ou
inferiores, quando comparados ao processo por liofilizacdo, mas quando aplicadas
temperaturas acima de 70 °C, a capacidade antioxidante diminuiu drasticamente.

Dorta, Lobo e Gonzélez (2012) estudaram os efeitos de diferentes métodos de
secagem sobre os conteudos de polifendis e clorofilas, bem como a atividade antioxidante de
cascas e sementes de manga, e descobriram que a liofilizagdo permitia que as cascas e
sementes de manga fossem estabilizadas, sem diminuir a sua atividade antioxidante, e até
pode melhorar a capacidade antioxidante da casca contra o radical ABTS+ e capacidade de
eliminacdo de radicais livres, além de inibirem a peroxidacao lipidica na semente de manga,

enquanto que a aplicacdo de temperaturas de secagem acima de 60-70°C, prejudicou a
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preservacdo da capacidade antioxidante de cascas e sementes de manga, nos testes de
capacidade de eliminacao de radicais livres e inibicdo da peroxidacao lipidica.

De maneira geral, os processos de secagem por circulacdo de ar quente com
temperaturas superiores a 60 °C podem reduzir o contelldo de compostos bioativos, devido a
transformacdo quimica destes compostos em compostos similares com atividade antioxidante
inferior ou pré- oxidante, e favorecer a oxidacdo dos compostos em residuos de frutas e
hortalicas, enquanto a liofilizacdo possibilita maior conservacdo do conteldo de compostos
fenodlicos, flavonoides e antocianinas (WOLFE; LIU, 2003).

3.7 Métodos de extracdo de compostos bioativos

Um estudo prévio de diferentes métodos que comtemplem diferentes extratores e
condicdes diferenciadas de extracdo (pH, temperatura, agitacdo, pressao, dentre outros) deve
ser realizado, afim de ajusta-los as particularidades das matrizes vegetais e dos compostos
alvo de extragcdo (BORGES, 2013; DELGADO et al., 2013; SANTANA et al., 2013), e
preservar a0 maximo a composicdo e a concentracdo dos compostos presentes na matriz
analisada para que os resultados finais sejam os mais exatos possiveis (AZMIR et al., 2013).

Ndo existe um método de extracdo bem estabelecido, com caracteristicas e
rendimento satisfatérios para o isolamento de todos ou de classe especifica de antioxidantes
naturais, e isto se deve a diversos fatores, porexemplo, a natureza quimica e a polaridade
desses compostos que podem variar dos mais apolares aos altamente polarizados (SHAHIDI,
1997). O tipo de solvente e a polaridade podem afetar a composicdo do extrato (MOURE et
al., 2001) e a transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio, que é aspecto-chave na
medida da capacidade antioxidante, assim como a presenca de compostos ndo antioxidantes
nas solucdes testadas (PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2006). O rendimento da
extracdo depende tanto do solvente utilizado (OU; HAMPSCH-WOODILL; PRIOR, 2001;
GRAY et al., 2002; YU et al., 2002; SUN; HO, 2005; YILMAZ; TOLEDO, 2006) como do
método aplicado, que pode ser baseado em mecanismos quimicos diferentes.

Analisando a capacidade antioxidante de bioprodutos da manga, Dorta et al.,
(2012A) verificaram que entre os diversos fatores que influenciam na qualidade do extrato
obtido, o solvente de extracdo foi 0 mais importante, mais até que o aumento de temperatura,
apesar que este melhora a capacidade dos extratos obtidos da casca de manga e das sementes
para inibir a peroxidac&o lipidica, mas seu efeito na extracdo de compostos fitoquimicos ou na

capacidade dos extratos para eliminar radicais livres € negligenciavel em comparacdo com o
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do solvente. Estes autores determinaram que os solventes que geraram extratos com mais alta
capacidade antioxidante foram metanol, metanol: &gua, etanol: agua e acetona: agua; no
entanto, deve ser priorizada a escolha do etanol(que também tem um contetudo antioxidante
notavel), etanol: 4gua ou acetona: &gua, ja que todos eles sdo solventes que podem ser
utilizados de acordo com as boas praticas de fabricacéo.

Segundo Souza et al. (2008), a mistura de etanol e agua, quando usada como
solvente extrator, facilita a extracdo de substancias polares e apolares. Simdes et al. (2010)
explicam que o etanol é miscivel com 4gua em todas as proporcOes, e age na extracdo de
agliconas, ceras, sapogeninas e sesquiterpenos, enquanto a &gua extrai substancias
hidrofilicas como aminoacidos, acUcares, alcaloides na forma de sal, heterosideos

flavnoidicos e mucilagens.

3.8 Caracterizacdo quimica de extratos vegetais

As técnicas cromatograficas de analise estdo entre as principais técnicas de
separacgdo, especialmente na andlise de substancias presentes em matrizes complexas, tais
como fluidos bioldgicos, produtos naturais, sedimentos de rio e outras, e isto se deve,
principalmente, a sua capacidade de separacdo dos componentes presentes nas misturas em
funcdo da eficiéncia e do poder de resolucdo das colunas modernas (LANCAS, 2009).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma importante técnica de
cromatografia liquida (CL) utilizada para a segregacdo de diferentes componentes em
misturas, bem como para a identificacdo e quantificacdo de compostos ndo volateis e/ou
termicamente instaveis (CHAWLA; RANJAN, 2016). No entanto, com o desenvolvimento da
cromatografia liquida de ultra performance (UPLC®), uma versdo especial de HPLC que tem
a vantagem de avancos tecnolégicos feitos em desempenho de quimica de particulas,
otimizacdo de sistema, design de detector, processamento de dados e controle (FALLASet al.,
2010), foi possivel um aumento muito significativo na resolugdo, sensibilidade e eficiéncia
com resultados mais rapidos e menor consumo de solventes, 0 que reduz o custo e torna a
tecnologia favoravel ao ambiente também (NGUYENet al., 2007). Além disso, devido a
melhor resolucdo e picos mais estreitos no UPLC, os analitos eluirdo com menos
interferéncias durante a ionizacdo, de modo que os efeitos da matriz podem ser minimizados,
ou mesmo eliminados (CHAMBERS et al., 2007, VAN DE STEENE; LAMBERT, 2008)
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A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccdo, como
espectrometria de massas (mass spectrometry - MS), ionizacdo de chama (flame ionization
detector - FID), detector de nitrogénio e fosforo (nitrogen-phosphorous detector - NPD), etc.
(MONTESANO et al., 2007; ADACHI et al., 2008), sendo a espectrometria de massas a
técnica que melhor fornece as informagdes estruturais necessarias, e este acoplamento da
origem a uma ferramenta analitica versatil e de grande potencial na analise qualitativa e
quantitativa: a LC/MS (Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas)
(LANCAS, 2009), combinando a alta seletividade e eficiéncia de separacdo obtida na
cromatografia liquida, com obtencdo de informacdo estrutural, massa molar e aumento
adicional da seletividade da espectrometria de massas (VEKEY, 2001).

Na espectrometria de massa, estuda-se um estado particular da matéria chamado
estado i0Gnico gasoso, transferindo os analitos da fase condensada para a fase gasosa, seguida
de sua ionizacéo, tornando-se um dos métodos analiticos mais sensiveis para a caracterizacdo
estrutural de moléculas (BANERJEE; MAZUMDAR, 2012). Dentre as fontes de ionizacédo
desenvolvidas, a ionizacdo por electrospray (ESI) tem sido bastante explorada por ser capaz
de superar a propensédo da fragmentacdo do analito, tornando-se indispensavel para medir com
precisdo a massa molecular das supramoléculas biologicamente importantes como as
proteinas (GRAYSON, 2011).

O efluente da coluna cromatografica, apds passar pelo processo de ionizacédo, €
direcionado para o analisador de massas, onde 0s ions sdo separados de acordo com as suas
razGes massa/carga (m/z) (CHIARADIA, COLLINS e JARDIM, 2008), o que s6 é possivel
controlando a trajetoria desses ions através do espectrébmetro com o uso de analisadores de
massas (na realidade sdo analisadores de ions, ou m/z), sendo 0s mais comuns o analisador de
massa do tipo quadrupolo (Q - quadrupole), armadilha de ions (IT - lon Trap), tempo de véo
(ToF - Time of flight), setor eletrostatico (E), setor magnético (B), ressonancia ciclotronica de
ions (ICR — lon Cyclotron Resonance) e, mais recentemente, os orbitraps (SOUZA, 2008;
ANDREY, 2003).

Um importante passo na espectrometria de massas foi o desenvolvimento de
analisadores de multiplos estagios, como os triplo e penta quadrupolos, armadilha de ions (ion
traps - IT), e equipamentos hibridos (Q-ToF, Q-trap, IT-ToF), 0 que permitiu 0 acesso a
técnicas de espectrometria de massas sequencial (MS/MS), uma técnica que utiliza dois
estagios de espectrometria de massas (MS; e MS;), um usado para isolar o ion de interesse € 0

outro para estabelecer uma relagao entre este ion de interesse isolado e outros ions que foram
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gerados a partir da sua decomposicdo induzida, aumentando significativamente as
potencialidades analiticas da técnica e a detectabilidade e resolucdo do espectrdmetro, bem
como a reducdo da interferéncia espectral de compostos presentes na matriz (CHIARADIA,;
COLLINS; JARDIM, 2008).

Portanto, a utilizacdo da técnica combinada UPLC-ESI-QTOF-MS/MS permite
uma melhor separacdo, identificacdo e caracterizacdo de compostos bioativos em plantas
medicinais e misturas complexas devido a combinacdo de UPLC com MS, e
consequentemente, proporciona alta precisdo de massa e melhor sensibilidade tanto para ions
precursores como fragmentos com a alta eficiéncia da anélise de TOF em MSn (MS / MS)
através do analisador de massa Q-TOF-MS (MOTILVA; SERRA; MACIA, 2013;
TAAMALLlet al., 2014).

3.9Modelo experimental de lesdo gastrica por naproxeno

Os modelos animais desempenham um papel importante na busca de novas drogas
com propriedades gastroprotetoras. Através de modelos de lesdes gastricas vem sendo
possivel compreender os mecanismos ulcerogénicos e determinar os mecanismos de acdo
envolvidos na atividade gastroprotetora (HIRUMA-LIMA et al., 2006). Considerando que a
etiologia da tUlcera ¢ multifatorial, as lesdes na mucosa gastrica podem ser induzidas por
diferentes modelos experimentais, utilizando diversos mecanismos (SAMONINA et al.,
2004). Por representarem 0s agentes etiolégicos mais comumente envolvidos na patologia das
lesbes gastricas, os modelos mais comumente utilizados como ferramenta de pesquisa sdo: a
inducdo de lesdo gastricas por etanol, a inducdo de lesdo por estresse, ea inducdo de lesdo
gastrica por anti-inflamatérios ndo-esterdides — AINE (EMIM; OLIVEIRA; LAPA, 1994),
sendo este Ultimo modelo o escolhido para este estudo.

Os anti-inflamatérios sdo farmacos que atuam fundamentalmente inibindo a
biossintese de prostandides e leucotrienos, visandoreduzir os sintomas provocados pela
inflamacéo,podendo ser subdivididos em dois grandes grupos, os anti-inflamatorios néo
esteroides e os anti-inflamatorios esteroides, também denominados de corticosterdides, que
possuem carater hormonal. (ESPLUNGES; MORCILLO; ANDRES-TRELLES, 1993).

Os anti-inflamatorios ndo esteroides (AINE) encontram-se entre 0s medicamentos
mais prescritos em todo o mundo, sendo utilizados principalmente no tratamento da

inflamacdo, dor e edema, como também nas osteoartrites, artrite reumatoide e disturbios



33

musculo-esqueléticos (BATLOUNI, 2010). Os seus beneficios devem-se aos seus efeitos
antiinflamatdrios, analgésicos e antipiréticos (SOSTRES et al., 2010).

Os AINE ndo seletivos, designados tradicionais ou convencionais, agem na
inibicdoda ciclo-oxigenase (COX), enzima responsavel pela sintese das prostaglandinas
(PGs), agindo tanto sobre a isoforma COX-1 (constitutiva ou fisioldgica), quantona COX-2
(indutiva ou inflamatéria) (FITZ ; PATRONO, 2001). Os efeitos colaterais mais importantes
ocorrem no aparelho gastrintestinal, os quais vdo desde a dispepsia a graves situacbes com
risco de vida, como erosdes, hemorragias, perfuracbes e Ulceras gastricas e duodenais (P10,
2013). Esses efeitos colaterais resultam do bloqueio da COX-1 na mucosa gastrointestinal e
na consequente inibicdo da producdo de prostaglandinas no estbmago, as quais servem como
agentes citoprotetores da mucosa gastrointestinal; inibem a secrecdo acida pelo estomago,
aumentam o fluxo sanguineo local e a secrecdo de muco citoprotetor (LANAS; SCHEIMAN,
2007; OFMAN et al., 2002).

Os AINE inibidores seletivos da ciclo-oxigenase-2 (Coxibes) tém como objetivo a
inibicdo seletiva de uma das isoformas da enzima ciclo-oxigenase, a COX-2, que regula a
producdo dos principais prostandides envolvidos no processo inflamatorio, na dor e na febre,
com a vantagem de demonstrarem uma diminuicdo significativa dos efeitos adversos
gastrointestinais, caracteristicos dessa classe.Em contrapartida, a reducéo (e ndo a eliminacéo)
dos efeitos colaterais gastrintestinais culminou com o aparecimento de eventos
cardiovasculares (SOUBRIERet al., 2013; GROSSER T, FRIES S, FITZGERALD GA, 2006;
PADOL, I. T., HUNT, R. H., 2010).

Segundo Trelle (2011),ambos os tipos de AINE estdo associados a um risco
aumentado de efeitos adversos cardiovasculares, no entanto, o naproxeno demonstrouuma
vantagem em relacdo a seguranca cardiovascular.O naproxeno (Figura 3) € um AINE néo
seletivo amplamente prescrito para tratamentos cronicos de artrite, queexibe os efeitos
colaterais de todo AINE ndo seletivo, podendo causar dispepsia a sangramentos do estdbmago
e duodeno, ativacdo de doencas inflamatorias intestinais e dano tecidual (Ulceras) no trato
gastrintestinal, e portanto, uma das drogas mais provaveis nesta classe para induzir dano
gastrintestinal (BRENOL; XAVIER; MARASCA, 2000; BECK et al., 1990).
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Figura 3— Estruturaquimica do naproxeno.
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Fonte: Wikipedia, 2013.

O desencadeamento das lesBes gastricas induzida por AINE envolve aumento do
estresse oxidativo, e reducdo da capacidade do sistema de defesa antioxidante, com
participacdo de ERO produzidas naturalmente durante o processo inflamatoério, e de ERO
produzidas pela acdo pro-oxidante de AINE através da inibi¢do inespecifica da sintese de
prostaglandinas mediada por ciclo-oxigenase (COX) na mucosa (WALACE; GRANGER,
1996; McCarthy, 1992).Dessa forma, a ingestdo de alimentos ricos em compostos
antioxidantes é essencial para promover protecdo a mucosa gastrica, pois neutralizam espécies
reativas de oxigénio que lesionam o DNA, diminuindo a progressdo de lesdes gastricas
através da inibicdo da formacdo de composto oxidantes (ANTUNES; SILVA; CRUZ, 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material

Os frutos da manga (Mangifera indica L.) variedade ‘Tommy Atkins’ em estadio
maduro foram adquiridos na Central Estadual de Abastecimento (CEASA-CE) localizada na
cidade de Fortaleza-CE, sendoselecionados conforme integridade, auséncia de danos fisicos e
doencas, e transportados para o Laboratdrio de Frutos e Hortalicas da Universidade Federal
do Ceara. A higienizacdo dos frutos ocorreu individualmente em &gua corrente com auxilio de
sabdo neutro, seguida de imersdo em solucdo de hipoclorito de soédio a 200 ppm por 15
minutos para desinfeccdo. Em seguida, a polpa foi separada manualmente da casca com
auxilio de facas adequadamente higienizadas, e descartada semente.

A fruta foi pesada em balanca analitica para determinacdo da sua massa fresca.
Em seguida, casca e a polpa foram cortadas em pedacos pequenos e pesadas hovamente em
balanca analitica. A seguir, foram liofilizadas, utilizando temperatura inicial de -4°C, e
temperatura final de -49° C, com tempo de 96h, a pressédo de 7 mm/Hg. As cascas e polpas
liofilizadas foram trituradas em liquidificador doméstico, para obtencdo de um pé de cada
material, que foram embalados em sacos plasticos.

Figura 4— Material fresco e liofilizado. Painel A: Cascas de manga frescas; Painel B: P6 de

cascas liofilizadas; Painel C: Polpa de manga fresca; Painel D: PO de polpa de manga
liofilizada.

Material fresco e liofilizado. Painel A: Cascas de manga frescas; Painel B: P4 de cascas liofilizadas; Painel C:
Polpa de manga fresca; Painel D: P6 de polpa de manga liofilizada.
Fonte: Elaborada pelo autor
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4.2 Determinacao dos compostos antioxidantes na casca e na polpa de mangacv.Tommy

Atkins em po.

Em grande parte de frutas e hortalicas, os pigmentos estdo localizados nas células
proximas a superficie, permitindo que atuem como filtros a radiacdo ultravioleta, melhorem e
regulem a taxa de fotossintese (MAZZA e MINIATI, 1993). Estes pigmentos sdo facilmente
extraidos de materiais vegetais por solventes organicos, como metanol, etanol, acetona, agua,
e tradicionalmente estas solugdes sdo acidificadas a 1% de acido cloridrico (HCI) para
facilitar a retirada destes compostos da matriz vegetal, além de outros solventes como acetato
de etila, propanol, dimetilformaldeido e suas combinacdes, cada um selecionado de acordo
com a polaridade e solubilidade dos compostos alvo principais de extracdo (SHAHIDI, 1997;
DE SOUZA-SARTORI et al., 2013).

4.2.1 Extratos hidroalcodlicos da casca e da polpa da manga

Os compostos da casca e polpa de manga foram extraidos com etanol 50%,
conforme Dorta et al. (2011). As concentragOes utilizadas foram delimitadas em ensaios
preliminares, definindo o uso de 0,5 g de pd da casca da manga e 1,0 g de p6 da polpa da
manga para cada 25 ml de etanol 50%. A mistura foi homogeneizada com um agitador
magnético (Quimis modelo Q-261) misturador de alta velocidade a 325 x g durante 1 min. As
extragdes (3 processos independentes) foram realizadas em banho de agua a 50°C durante 60
min em tubos hermeticamente fechados para evitar a perda de solvente. Os extratos foram
centrifugados a 3000 x g durante 20 min numa centrifuga Jouan em CR-312 (Thermo
Electron Corp., Madrid, Espanha), filtrados, evaporados em rotavaporador e liofilizados para
as analises de determinacdo de polifendis extraiveis totais, antocianinas e flavonoides
amarelos, atividade antioxidante, analises QTOF ein vivo.Carotendides e acido ascérbico
foram determinados a partir dos pds da casca e da polpa de manga liofilizados, conforme

metodologias.
4.2.2 Determinagdo do conteudo de carotendides totaisda casca e da polpa da manga
O conteudo dos carotenoides totais foi determinado por espectrofotometria

conforme (NAGATA; YAMASHITA, 1992). Em um tubo de ensaio, foi colocado 1g de

polpa liofilizada, junto a 10ml de uma mistura de acetona-hexano (4:6) e agitado por
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Iminutoem agitador magnético. O mesmo foi feito com a casca liofilizada. O sobrenadante foi
retirado e foi filtrado em papel de filtroqualitativo 80 g/m2. As leituras foram realizadas em
espectrofotobmetro (Shimadzu modelo UV 1800) nos seguintes comprimentos de onda:
453nm, 505nm, 645nm e 663nm, conforme orientado pelos autores. Para o branco foi
utilizado apenas a mistura acetona-hexano.

Os resultados foram multiplicados por 1000 e expressos em pug/100g de licopeno e

[-caroteno, através das equacoes:

v Licopeno = —0,0458 x A663 + 0,204 x A645 + 0,372 x A505 — 0,0806 x A453 e;
v B-caroteno = 0,216 x A663 — 1,22 x A645 — 0,304 x A505 + 0,452 x A453

Onde:
A = Absorbéancia das leituras;

Os demais nimeros sdo constantes inerentes a férmula.

4.2.3 Determinacdo do conteudo de acido ascorbicoda casca e da polpa da manga

O conteudo de acido ascérbico foi determinado por espectrofotometria, conforme
Cox & Pearson (1976) com adaptacdo. Em béqueres, foram pesados 1 g de casca liofilizada
de manga ou 2 g de polpa liofilizada de manga. Em seguida, foram adicionados 40 mL de
acido oxalico 0,4% e agitado por 5 minutos. As solucbes foram transferidas para balGes
volumétricos de 100 mL, os volumes completados com &cido oxalico, e entdo filtrados em
filtro qualitativo 80 g/m2. A parte, foi transferido 1 mL de acido oxalico 0,4% para tubos de
ensaio e adicionados 9 mL da solugdo corante de DFI para realizacdo da leitura L;. Em
seguida, foram adicionados aos tubos de ensaio alguns cristais de acido ascorbico, para
descorar a solucdo, e realizada as leituras Lja. Imediatamente, foi transferido 1 mL de cada
filtrado para outros tubos de ensaio, e em dois deles foram adicionados 9 mL de agua
destilada. O espectrofotdmetro (Shimadzu modelo UV 1800) foi zerado com esta solugéo.
Nos outros tubos, foram adicionados 9 mL de DFI e realizadas as leituras L,. A seguir, foram
adicionados a estes tubos de ensaio alguns cristais de acido ascorbico e realizadas as leituras
Loa.
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O contetdo de vitamina C foi calculado com base em uma curva padrdo, e 0s
resultados foram expressos em n° de mg de acido ascorbico por cento (p/p ou p/v) através da
seguinte férmula:

L= (L1 - L1a) — (L2 - Loa)

4.2.4Determinacdo do contetdo de Polifenois Extraiveis Totais(PET) da casca e da polpa da
manga

O contetdo de polifendis extraiveis totais (PET) foi determinado por
espectrofotometria pelo método de Folin-Ciocalteau (LARRAURI et al.,, 1997) com
modificagdes. Em ambiente escuro, foi homogeneizado 1 ml de cada extrato, individualmente,
com 1 mL da solucdo de Folin-Ciocalteau, 2 ml da solucdo de carbonato de sédio anidro
(NaCO3) 20% e 2 mL de &gua destilada. Apds 30 minutos de repouso, foram realizadas as
leituras das absorbancias em espectrofotdmetro (Shimadzu modelo UV 1800) a 700 nm. O
conteddo de PET foi calculado com base em uma curva padrdo de doses crescentes de acido
galico 98% (0 — 50 pg), utilizando como referéncia, ¢ os resultados foram expressos em mg
equivalente de 4cido galico .100g™ dos extratos hidroalcoélicos da casca e polpa de manga
(ECM e EPM, respectivamente).

4.2.5 Determinacéo do contetdo de antocianinas totais e flavondides amarelosda casca e da
polpa da manga

O conteido de antocianinas totais e flavondides amarelos foi determinado por
espectrofotometria conforme descrito por Francis (1982). 1 mL de cada extrato foi
adicionado, individualmente, em 30 mL da solucdo extratora etanol-HCI (85:15), sendo
homogeneizadospor 2 minutos, utilizando um homogeneizador de tecidos tipo “Turrax” (IKA
modelo T-18) e transferidos para bal6es volumétricos ambar de 50 mL, aferindo o volume
com a solucdo extratora, e deixado descansar por 12 horas a 4 °C. Em seguida, 0s materiais
foram filtrados utilizando papel de filtro qualitativo 80 g/m? e o filtrado teve sua absorbancia
analisada em espectrofotémetro (Shimadzu modelo UV 1800) a 374 nm e a 532 nm para 0s
flavonoides amarelos e antocianinas totais, respectivamente. O contetdo de flavondides
amarelos e de antocianinas totais foram calculados utilizando coeficiente de extingdo molar
76,6 e 98,2 mol™. cm™, respectivamente, e os resultados foram expressos em mg. 100 g™* dos
extratos HCM e HPM.
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4.2.6 Atividade antioxidante totalda casca e da polpa da manga

Experimentos simples podem ser feitos para analisar a atividade antioxidante
(AA)in vitro e para testar possivel efeito pro-oxidante, em diferentes alvos moleculares. Essa
analise é preliminar a uma investigacdo mais complexa in vivo: um composto pouco efetivo in
vitro possivelmente ndo tera melhor acédo in vivo (ARUOMA, 1999).

Diferentes metodologias sdo utilizadas para caracterizar a capacidade antioxidante
de alimentos, entretanto, ndo h& qualquer método universal pelo qual a AA possa ser
quantificada com precisdo (PRIOR; XIANLI; SCHAICH, 2005). Entre tantas, escolhemos o
ensaio ABTS [2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico] (LEONG; SHUI, 2002,
MILLER; RICE-EVANS, 1997) e o ensaio FRAP (poder antioxidante reduzido
férrico)(BENZIE; STRAIN, 1999, GUO et al., 2003, JIMENEZ-ESCRIG et al., 2001).Estas
técnicas tém mostrado resultados diferentes entre espécies de culturas e entre laboratorios.

O ensaio de ABTS mede a capacidade relativa do antioxidante para eliminar a
ABTS™ gerada em fase aquosa, em comparagdo com um padrdo de Trolox (analogo de
vitamina E solGvel em &gua). O ABTS "¢ gerado fazendo reagir um agente oxidante forte (por
exemplo, permanganato de potéssio ou persulfato de potassio) com o sal de ABTS. A reducao
do radical azul-verde ABTSe+ pelo antioxidante doador de hidrogénio ¢ medida pela
supressdo do espectro caracteristico de absorcdo da onda longa (Miller; Rice-Evans, 1997). O
método é geralmente expresso como Trolox equivalente capacidade antioxidante (TEAC). O
ensaio ABTS utiliza espécies radicalares estaveis e a deteccdo do ponto final se realiza
geralmente por absorbancia, sendo muito empregado na determinacdo da atividade
antioxidante de alimentos, de bebidas e de plasma (LU; FOO, 2000). O método € rapido e
pode ser utilizado numa vasta gama de valores de pH (ARNAO; CANO; ACOSTA, 1999;
LEMANSKAet al., 2001), tanto em sistemas de solventes aquosos como organicos. Ele
também tem boa repetibilidade e é simples de executar (AWIKA et al., 2003).

O método de FRAP foi inicialmente desenvolvido para medir poder redutor no
plasma, mas o ensaio tem sido adaptado e utilizado para ensaios de antioxidantes em plantas.
A reacdo mede a reducao féerrica de 2,4,6- tripiridil -s- triazina (TPTZ) para um produto
colorido (BENZIE; STRAIN, 1996). A reacdo detecta compostos com potencial redox < 0,7V
(o potencial redox do Fe+3 - TPTZ). Baseia-se na capacidade de um antioxidante na reducéo
de Fe (I11) em Fe (1) e deve ser usado combinado com outros métodos porque nao pode medir

todos os antioxidantes de matrizes complexas (NIKI, 2010).0 ensaio de FRAP mede somente
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0s mecanismos de transferéncia de elétrons que em combinagdo com outros métodos, pode ser
atil na distincdo de mecanismos dominantes com diferentes antioxidantes (PRIOR; XIANLI,
SCHAICH, 2005). A técnica FRAP mostra alta reprodutibilidade, é simples, de rapida
realizacdo e mostra a maior correlacdo tanto com o acido ascoérbico quanto com fendlicos
totais (THAIPONG et al., 2006).

4.2.6.1 Método ABTS

A atividade antioxidante total (AAT) determinada pelo método ABTS foi
realizada conforme metodologia adaptada por Rufino et al. (2006) com modificacBes. A
técnica envolve a producéo direta do radical croméforo ABTS™ através da reacdo de oxidagéo
entre a solugdo ABTS (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) 7 mM com a
solucdo de persulfato de potassio 140 mM, mantida no escuro a temperatura ambiente por 16
horas antes de ser utilizada. A solugcdo ABTS™ foi diluida em etanol absoluto para uma
absorbancia de 0,70 £ 0,02 a 734 nm.

A AAT foi avaliada com base em uma curva padrdo linear utilizando como
antioxidante de referéncia o composto 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico (Trolox, Sigma®) a 2000 uM, preparado com etanol absoluto, utilizando
concentragdes entre 100 e 2000 uM. Em ambiente escuro, foi adicionada uma aliquota de 0,03
mL da solugdo do Trolox a 3 mL da solugdo ABTS™. As absorbéncias foram medidas em
espectrofotébmetro (Shimadzu modelo UV 1800) a 734 nm, 6 minutos apés a adicdo da
solucdo do radical. A partir dessa curva, foi obtida a equacdo 1, da qual foi calculada a
absorbancia referente a 1000 uM de Trolox. Seguindo os mesmos procedimentos utilizados na
determinacdo da curva padrdo do Trolox, foi obtida a equacdo 2, utilizando aliquota de 0,03
mL do extrato hidroalcodlico da casca e polpa de manga liofilizada em trés diferentes
concentracdes. A AAT da amostra foi calculada substituindo na equacdo 2 a absorbancia
equivalente a 1000 uM de Trolox. Os resultados foram expressos em capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (TEAC) (uM Trolox. mL™ dos extratos HCM e HPM.

4.2.6.2 Método FRAP (Poder Antioxidante de Reducéo do Ferro)

A atividade antioxidante total (AAT) pelo método FRAP foi determinada baseado
na metodologia proposta por Benzie e Strain (1996) com algumas modificacdes feitas por

Rufino et al. (2006). Esse método colorimétrico envolve a medida direta dos antioxidantes da
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amostra em reduzirem o complexo Fe¥*/ITPTZ (2,4,6-tri (2 - piridil) - 1,3, 5 - triazina) em
Fe?*, que apresenta cor azul-escura. O reagente FRAP foi preparado pela mistura de 25 mL
do tampao acetato 0,3 M (pH 3,6), 2,5 mL da solugdo de TPTZ e 2,5 mL da solucédo de FeCl;
(20 mM), que foi utilizado logo apds o seu preparo.

Em tubos de ensaio, na auséncia de luz, foram adicionados 2,7 mL do reagente
FRAP, 90 pL dos extratos e 270 puL de agua destilada. Em seguida, essa mistura foi
homogeneizada em agitador de tubos (Vortex modelo VX-200) e mantida em banho-maria a
37 °C durante 30 min. Apds esse periodo, a leitura foi realizada em espectrofotémetro
(Shimadzu modelo UV 1800) a 595 nm. A AAT foi calculada com base em uma curva de
calibracdo construida com solucdes aquosas de sulfato ferroso (Fe,SO,) utilizando
concentracdes de 100 al500 puM seguindo o mesmo procedimento descrito acima. Os
resultados foram expressos como atividade antioxidante equivalente ao sulfato ferroso (UM
TE/gde fruta).

4.3 Caracterizacao quimica dos extratosda casca e da polpa da mangaa partir do método
de cromatografia liquida de ultra-performance (UPLC®) acoplada a espectrometria de
massa (MS) por ionizacdo por electrospray (ESI) de quadropolo-tempo de voo (QTOF)
-UPLC®-ESI-QTOF-MS/MS

4.3.1 Preparo das amostras

Os extratos passaram por um processo de clean-up utilizando cartuchos de SPE
RP18 (50 mg), previamente ambientados com 5,0 mL de MeOH seguidos de 5 mL de agua
Mili Q. Em seguida, 2 mL de cada Extrato foi filtrado através dos cartuchos, seguidos da
adicdo de mais 5 mL de agua Mili Q, descartando o filtrado e acrescentando mais 5 mL de
MeOH para eluir o retido no filtro, e o filtrado foi coletado. A solucdo obtida foi seca em
evaporador rotativo e o sélido resultante redissolvido em Acetonitrila: agua Mili Q 1;1, e
entdo filtrado em filtro de PTFE (0,45 um), armazenado em vial de vidro e analisados por

UPLC-QTOF.

4.3.2 Andlise cromatogréafica

As andlises foram realizadas em um sistema Acquity UPLC® (Waters), acoplado

a um sistema de Quadrupolo / Tempo de Voo (QtoF, Waters) pertencente a Empresa
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Brasileira de Pesquisa Agropecuéria — EMBRAPA, com objetivo de identificar metabdlitos
secundarios (compostos fenolicos), onde os perfis dos metabdlitos nos extratos foram obtidos
inicialmente por um gradiente exploratorio. As corridas cromatogréaficas foram realizadas em
uma coluna Waters Acquity UPLC® BEH (150 x 2,1 milimetros, 1,7 um), temperatura fixa
de 40 °C, fases méveis metanol (A) e agua (B), gradiente variando de 2% a 95% B (15 min),
fluxo de 0,4 mL / min e volume de injecdo de 5 ul.

As anélises de cada extrato foram realizadas em modos de ionizacéo positivo (PI) e
negativo (NI).0 modo ESI foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa a
120 "C, temperatura de dessolvatacdo 350 "C, fluxo do gas dessolvatagdo de 500 L / h, cone de
extracdo de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6 kV. O modo ESI* foi adquirido na faixa de 110-
1180 Da, temperatura da fonte fixa de 120 "C, temperatura de dessolvatacdo 350 "C, fluxo do
gas dessolvatacdo de 500 L / h e voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina encefalina foi
utilizada como lock mass. O modo de aquisicdo foi MSE. O instrumento foi controlado pelo

software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).

4.4. Andlise de viabilidade celular através do ensaio de MTT in vitro.

4.4.1. Ensaio da viabilidade celular e citotoxicidade

Nesse teste foi avaliada a toxicidade in vitro dos extratos frente a células epiteliais
intestinais de rato (IEC-6), usando o método MTT (Kit de avaliacdo da toxicologia in vitro,
Stock No TOX-1, Sigma, Chem. Co.) (Mosmann, 1983). O ensaio de MTT baseia-se na
reducdo celular de MTT [3-(4,5-dimethylthiazol, 2-yl)- 2,5-diphenyl-212 tetrazolium
bromide]. A quantificacdo da reducdo de MTT constitui em um método colorimétrico simples
para avaliar a viabilidade celular. Apos reducédo, formam-se cristais de formazan, de cor azul,
que ao serem dissolvidos absorvem na regido do visivel, podendo desta forma ser
quantificados por espectrofotometria. A reducdo do MTT é feita através de desidrogenases
celulares, portanto, pode-se avaliar a capacidade redutora da célula através deste método
(MOSMANN, 1983).

Neste ensaio, 0s sobrenadantes das culturas celulares (cultura epitelial intestinal
IEC-6), contendo ou ndo os agentes testados, foram removidos e as células foram mantidas
numa solugdo de MTT (5 mg.mL™) em Meio de Krebs, durante 20 min, a 37°C, no escuro.

Apos esta incubagdo, os cristais de formazan, resultantes da reducdo do MTT, foram
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dissolvidos numa solucéo de dimetilsulfoxido (DMSO) e o valor de absorbancia foi medido a

um comprimento de onda de 570 nm.

4 5Atividade anti-inflamatdria dos extratos hidroalcoolicos da casca e da polpa da
manga

4.5.1 Efeito protetor dos extratos de casca e polpa de manga no modelo de lesdo gastrica

induzida por naproxeno

Foram utilizados camundongos swiss (Figura 5), machos, pesando entre 20 e 30g,
fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal do Ceard — UFC e pelo Biotério
Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia — UFC, de ambos os sexos, pesando
entre 200 e 250 g. Eles foram colocados em caixas plasticas em ambiente a 22 + 2 °C com
ciclo de 12 h luz/12 h escuro, sendo privados de alimento por 24h antes dos experimentos,

tendo acesso livre a agua.

Figura 5— Animais utilizados no modelo de les&o géstrica

LW,

Painel A: Camundongos Swiss; Painel B: Administracdo por gavagem.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Os camundongos foram pre-tratados com 0,5% de carboximetilcelulose (CMC)
(veiculo/grupo controle) ou EPM e ECM, eapo6s 30 minutos, o naproxeno (NAP) (300 mg/kg,
v.0.) foi administrado, conforme descrito por SILVA e colaboradores (2012) (Figura 5). O
grupo controle recebeu apenas veiculo ou veiculo + naproxeno e 0s grupos pré
tratamentosreceberam EPM ou ECM + naproxeno (Tabela 1). Os camundongos foram

eutanasiados 6 horas apos a administragao.
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Tabela 1 — Modelo de lesdo gastrica induzida por naproxeno.

GRUPOS

CONTROLE | PRE-TRATAMENTO |t

CMC CMC EPM EPM EPM ECM ECM ECM
(10mg/k  (30mg/k  (100mg/ (10mg/k (30mg/k  (100mg/
9) 9) kg) 9) 9) kg)
- NAP NAP NAP NAP NAP NAP NAP 30 min
(300mg/  (300mg/ (300mg/ (300mg/ (300mg/ (300mg/ (300mg/
kg) kg) kg) kg) kg) kg) kg)

CMC - carboximetilcelulose (veiculo); NAP: naproxeno; EPM: extrato hidroalc6olico de polpa de manga; ECM:
extrato hidroalcoolico de casca de manga; t: tempo
Fonte: Elaborado pelo autor.

Para a avaliacdo macroscopica dos danos gastrintestinais, os abdomens foram
abertos, e os estdbmagos rapidamente retirados, abertos ao longo da curvatura maior e lavados
com 0,9% de soro fisiolégico. O dano géastrico foi medido por planimetria por meio do
software Image J. Amostras dos estdbmagos foram fixadas em formalina a 10% imediatamente
apos a remocao para avaliacdo histoldgica subsequente. Além disso, as amostras foram depois
pesadas, congeladas e armazenadas a -70 °C até serem utilizadas para posteriores analises

bioquimicas.

4.5.2Anélise histopatoldgica da mucosa gastrica no modelo de lesdo gastrica induzida

POrnNaproxeno

Para a avaliacdo histopatologica, uma amostra do estdmago dos ratos foi fixada
em uma solucédo de formaldeido 10%, onde permaneceu por 24 horas. Em seguida as amostras
foram transferidas para uma solucdo de alcool 70%, onde permaneceu até a realizacdo dos
procedimentos histologicos e em seguida examinadas através de um microscépio Optico. As
amostras foram avaliadas de acordo com os critérios de Laine & Weinstein (1988). Em
sintese, foi avaliado perda de células epiteliais (escores de 0 a 3), edema na superficie da
mucosa (escores de 0 a 4), lesdo hemorragica (escores de 0 a 4) e infiltracdo de células

inflamatdrias (escores de 0 a 3), sendo 14 o escore maximo.
4.5.3Determinacdo da concentracdo de mieloperoxidase - MPO
O aumento da atividade de mieloperoxidase (MPO) de neutrofilos estd presente

em Varios processos patoldgicos, sendo associado ao aumento do risco de estresse oxidativo,

como no caso de enfermidades infecciosas, enfermidades inflamatdrias e na isquemia de
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reperfusdo e sua inibicdo é o um indicativo de atividade antiinflamatéria (FUJII et al., 2002;
BULUT et al., 2011). As amostras do tecido gastrico, coletadas dos ratos pré-tratados com
HCM e HPM e submetidos a gastropatia por naproxeno, foram pesadas colocados num
tampdo de potéssio com 0,5% de brometo de hexadecitrimetilaménio (pH 6,0; 50 mg de
tecido por ml) e posteriormente homogeneizados num Politron. Logo apds, o homogenato foi
centrifugado a 14000 rpm por 2 minutos em temperatura de refrigeracéo,sendo o sobrenadante
(extrato enzimatico) utilizado para a determinacdo da atividade enzimatica. A atividade da
MPO por mg de tecido foi aferida através da técnica descrita por Bradley et al. (1982),
utilizando perdxido de nitrogénio 0,0005% como substrato para a MPO (UA). A unidade da
atividade de MPO foi definida como aquela capaz de converter 1 mmol de peroxido de

nitrogénio em dgua em 1 minuto.

4.5.4Determinacdo da concentragéo de glutationa - GSH

A dosagem de GSH foi realizada através determinacao dos grupos sufidrilicos ndo
protéicos (glutationa), de acordo com a metodologia descrita por Sedlak & Lindsay (1968),
das amostras de tecidos gastricos de ratos submetidos aos tratamentos anteriores citados. A
determinacdo do GSH baseia-se na reacdo do DTNB, com o tiol livre originando o acido 2-
nitro-5-tiobenzoico. Inicialmente, 50-100 mg do tecido gastrico foi homogeneizada em EDTA
0,02 M (1 ml/100 g de tecido) gelado. A uma aliquota de 400 pl do homogenato foi
adicionado 320 pl de agua destilada, e 80 pl de &cido tricloroacético (TCA) a 50%. Em
seguida o material foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos, seguido de agitacdo e
filtracdo. Depois de centrifugado, 400 pl do sobrenadante foram misturados a 800 ul de
tampdo Tris 0,4 M (pH 8.9) e, por fim, foi adicionado 20 pl de DTNB (5,5 -dithio-bis -2-
acido nitrobenzdico) a 0,01M. O material foi entdo agitado durante 3 minutos e a absorbancia
foi determina a 412 nm, em espectrofotdmetro. A concentracdo de GSH/g de tecido foi
determinada a partir de uma curva padrédo de glutationa reduzida, processada de maneira

semelhante. Os resultados foram expressos em g de GSH/g de tecido.

4.5.5Determinacdo da concentracdo de malondialdeido - MDA

A concentracdo de MDA foi avaliada por ser um produto final da peroxidacédo

lipidica e refletir um desequilibrio entre os sistemas oxidativo e antioxidante. O método mais
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empregado é baseado na sua reacdo com o &cido tiobarbitdrico (TBA). Nesta reacdo, duas
moléculas de TBA reagem estequiometricamente com uma molécula de MDA para formar
uma solucéo de cor rosa, que tem absorbancia maxima em pH &cido em 532 a 535 nm. Os
niveis de malondialdeido na mucosa géstrica foram determinados pelo método de Uchiyama e
Mihara (1978). Fragmentos do tecido gastrico de ratos submetidos aos tratamentos citados
anteriormente foram homogeneizados com KCI gelado 1.15% para obtencdo de um
homogenato a 10%. Meio mililitro (0,5ml) do homogenato foi pipetado dentro de um tubo de
centrifuga de 10 ml, contendo 3 ml de H3PO,4 (1%) e 1 ml de uma solugdo aquosa de acido
tiobarbiturico aquoso (0,6%). Posteriormente, os tubos foram aquecidos, por um periodo de
45 minutos, em um banho de agua fervendo e a mistura reacional foi, entdo, resfriada em um
banho de dgua gelada, seguida da adicdo de 4 ml de n-butanol. Apds a adicdo de n-butanol, as
amostras foram agitadas por 40 segundos em um misturador "vortex", e depois centrifugados
a 1200 x g, por um periodo de 10 minutos. O sobrenadante foi mensurado a uma absorbancia
de 520 e 535 nm, em espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em nmol/g de tecido

gastrico.
4.6 Delineamento experimental e analise estatistica dos dados

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos
(casca e polpa de manga), trés repeticbes por tratamento, e analises em triplicata. O teste de
Tukey (a = 5%) foi utilizado para verificar diferencas entre médias de tratamentos e niveis
descritivos (p) inferiores a esse valor foram considerados significantes.A Anova e demais
testes estatisticos foram realizados utilizando procedimentos do Sisvar (V 7.7).Para a
realizacdo da andlise estatistica dos dados obtidos nas andlises in vivo,foi utilizado o software
GraphPad Prism, versdo 6.0, onde foram realizados os testes necessarios conforme as
caracteristicas das variaveis. Quando houve diferenca significativa entre os grupos, foi
realizado o teste de comparacdes multiplas de Bonferroni, com nivel de significancia adotado

de 0,05 (0. = 5%) e niveis descritivos (p) inferiores foram considerados significantes.

4.7 Aspectos Etico

Os protocolos desenvolvidos estdo de acordo com os padrdes de uso de animais
experimentais. Este projeto foi submetido a apreciacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa

Animal da Universidade Federal do Ceara.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificacdo de compostos bioativos e potencial antioxidante de extratos de
cascademanga (ECM) e extratos depolpa de manga (EPM)

O conteudo dos compostos bioativos dos extratos hidroalcoolicos da manga estéo
apresentados na Tabela 2. Os métodos de extracdo utilizados foram eficientes para a maioria
dos compostos, exceto carotendides. Segundo Dorta et al. (2012), os solventes mais
adequados para obter extratos com alta capacidade antioxidante e alto contedo de compostos
fitoquimicos séo etanol e etanol: 4gua (1: 1), e a temperatura de extracdo entre 50 e 75 ° C

favorece a capacidade dos extratos obtidos para inibir a peroxidacao lipidica.

Tabela 2 - Compostos bioativos dos extratos hidroalcoolicos da casca e da polpa da manga
(cv. Tommy Atkins), quantificados por espectrofotometria.

Amostras PET(mg AT (mg/ FA (mg/ CT (ng/ Vit. C (mg/
EAG 1009) 100g) 100g) 100g) 100g)

ECM 5287,7+14,1° 6,2+0,4° 85,4+5,9°2 651,3+8,2° 108,19+7,8°

EPM 69,5+4,8° 1,1+0,05° 11,7+0,7° 665,5+4,6° 23,8+3,3"°

ECM = Extrato da casca da manga; EPM = Extrato da polpa da manga. PET: polifendis estraiveis totais; AT:
Antocianinas totais; FA: Flavonoides amarelos; CT: carotenoides totais; Vit. C: Vitamina C. Média de trés
determinagdes independentes. EAG = equivalente em acido galico. Médias seguidas por letras diferentes na
horizontal diferem, entre si, ao nivel de 5% de significancia pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborada pelo autor

Os resultados revelam um elevadocontetdo de polifendis extraiveis totais (PET)
no extrato hidrossoltvel obtido a partir da cascaquando comparado ao da polpa(5.287,7 mg
EAG/ 100g). Esse fato € relatado por Soong e Barlow (2004), que afirmam que o conteudo de
compostos funcionais varia de acordo com aspartes dos frutos.Segundo Gorinsteinet al.,
(2001; 2002), as cascas e sementes das frutas apresentam quantidades realmente superiores de
compostos fendlicos quando comparadas as suas partes comestiveis. Castro, Kluge e Peres
(2005) e Taiz e Zeiger (2009) justificam que a producdo mais abundante de polifendis nas
cascas ocorre com a importante funcao de defesa contra patdgenos e herbivoria.

Comparando com resultados na literatura, percebe-se que além da parte do fruto
analisada, a quantificacdo de polifendis extrafoi influenciada de acordo com a variedade do
fruto e a forma de extracdo.O conteudo de fenodlicos totais em cascas de manga cv.Tommy
Atkins obtido por Sogi et al. (2013) através de extragdo a base de &cidos (&cido meta-
fosforico, acido acético, acido sulfurico e agua) em temperatura ambiente,variou de 2.032 a
3.185 mg/100g, enquanto Aradjo et al (2014) utilizaram uma extragdo com metanol
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80%,também em temperatura ambiente, e determinaram apenas o valor de 184,9 mg/100g
com a mesma variedade de manga. Ja Dorta et al. (2012) encontraram 9.200mg/100g pelo
mesmo método de extracdo utilizado neste trabalho (etanol 50% a 50 °C), quantidade muito
superior, com uma Unica diferenca entre os experimentos, a variedade utilizada, a manga
Keitt.

Com relacdo ao conteudo de carotendides totais, EPM (665,5ug/100g) nédo
apresentou diferenca significativa em relacio a ECM (651,3 pg/100g) (p < 0,05).
Considerando a polpa da manga, Oliveira et al. (2011) encontraram 1.557 pg/100g de
carotendides totais na cv. Tommy Atkins in natura, extraidos com acetona e éter de petrdleo,
enquanto Silva et al (2014) encontraram 953,6 ng/100g de carotenoides totais em polpa de
manga liofilizada (variedade ndo descrita) extraidos em acetona e hexano, a mesma forma de
extragdo utilizada no presente estudo.

Em relacdo a casca, o valor foi muito discrepante de outros na literatura. Silva et
al. (2014), quantificaram apenas 58,26 pg/100g em manga liofilizada (variedade ndo
descrita), extraido pelo mesmo método utilizado no presente estudo (acetona + hexano),
enquanto outros autores determinaram valores muito superiores. Melo e Araujo (2011)
encontraram 48,06 pg/g em manga Tommy Atkins (casca seca em estufa com circulagédo
forcada (a 40°C), até atingir a umidade inferior a 10%) através de extracdo sequenciada
(acetona 80%) e Ajila et al. (2007) 194 e 436 pg/g em mangas das variedades Raspuri e
Badamiin natura, respectivamente, a partir de extratos de acetona 80%. Esse comparativo
indica que a metodologia de extracao utilizada neste estudo ndo tenha sido eficiente.

E provavel ainda quetenha havidodegradacdo dos carotendides durante a
liofilizacdo e/ou armazenamento. Chichester e Mcfeeters (1971) relataram que, durante o
processo de liofilizacdo a ultraestrutura e os complexos podem ser quebrados, expondo 0s
carotendides a fatores adversos e, consequentemente, diminuidos o contetdo de carotendides
no processo de extracao, que emprega a liofilizacdo. Isso justifica o contetdo de carotendides
estar abaixo dos trabalhos relatados na literatura. Park (1987), num trabalho que comparava
contetdo de carotendides de cenoura fresca com cenoura desidratada em estufa a vacuo,
micro-ondas e liofilizadas, encontrou valores em torno de 50% menores para as amostras
liofilizadas e desidratadas em micro-ondas, e concluiu que a desidratacdo, independentemente
do método, reduz significativamente os carotendides. Marques (2008) e Moreira et al.
(2013)afirmam que a liofilizagdo, através de sua caracteristica sublimacéo, torna o alimento

poroso, facilitando a degradacdo dos carotendides. Sendo altamente insaturados, 0s
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carotendides sdo susceptiveis a isomerizacdo e oxidagdo durante o processamento e
armazenamento de alimentos,estimuladas pelotempo de armazenamento e temperatura,
transmisséao de luz e permeabilidade ao O2 da embalagem (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999).

O conteldo de antocianinas totais para ECM foi de 6,2 mg/100g, quantidade
bastante elevada em relacdo a EPM (1,1 mg/100g) (p < 0,05).A casca apresentou maior
quantidade de antocianinas totais também em relacdo ao encontrado por Dorta, Lobo e
Gonzales (2012) em casca de manga, que foi de apenas 2,6 mg/100g. Ja a polpa foi similar ao
determinado por Pereira (2009) 1,3 mg/100g. Estes resultados corroborama narrativa de
Gorinstein et al., (2001) que afirmaram que compostos fenolicos, como as antocianinas, sao
preferencialmente encontrados na casca, e isto se justifica com Mazza e Miniati (1993) que
afirmam que na maioria de frutas e hortalicas, os pigmentos estdo localizados nas células
préximas a superficie, permitindo que atuem como filtros as radia¢Ges ultravioleta, melhorem
e regulem a taxa de fotossintese.Na literatura foram encontrados valores bastante variados.

Ajila et al. (2007a) relataram conteudo de antocianinas na casca liofilizada de
mangas cv. Raspuri e Badami a partir de extratos a base de acetona 80% variando entre 203 e
565 mg/100g, e leituras realizadas em espectrofotdmetro,enquanto Berardini et al., 2005a e
Berardini et al., 2005b relataram indices de antocianinas variando apenas entre 0,02 e 0,37
mg/100g paracascas liofilizadas de diferentescultivares de manga extraidas em acetona 80%
com prévia adicdo de acido ascérbico, evaporado e, posteriormente dissolvido em metanol
acidificado (0,1% é&cido cloridrico), em leituras realizadas em HPLC. As diferencas entre os
autores estdo provavelmente relacionadas as diferencas nos metodos de extragdo e medicao
utilizados.

Com relacdo aos flavonoides amarelos, foram quantificados 11,7 mg/100g em
EPM, valor que chega a ser menos de 14% do identificado em ECM, 85,36
mg/100g.Resultados semelhantes foram encontrados por Lopes et al (2016), que
determinaram entre 10,1 e 17,0 mg/100g de flavonoides amarelos em polpas de manga cv.
Tommy Atkins e entre 56,4 e 80,1 mg/100g nas cascas utilizando o mesmo protocolo do
presente trabalho.E conhecido que a biossintese envolvida na producdo de flavondis em
tecidos de plantas € influenciada pela luz solar, e que mangas altamente expostas a luz do dia
tém um aumento significativo da biossintese de flavondis (SPAYD et al., 2002),
especialmente nas cascas, partes mais expostas.

A vitamina C determinada para ECM (108,19 mg/100g) teve valor aproximado ao

encontrado na literatura, como o descrito por Melo e Aradjo (2011), que determinaram 99,94
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mg/100g em casca de manga cv. Tommy Atkins in natura. EPM j& apresentou conteldos
inferiores a literatura (21,59 mg/100g) (p < 0,05), como descrito por Yamashita et al. (2001),
que determinaram 36 mg/100g para a polpa de mangacv. Tommy Atkinsin natura, o que pode
ser explicado pela alta porosidade promovida pelo processo de liofilizagéo, e possivelmente,
formagéo de grandes cristais de gelo durante o congelamento, resultando em grande
destruicdo do tecido celular e exposi¢cdo do nutriente ao oxigénio. Moreiraet al. (2013)
avaliaram o conteldo de vitamina C na polpain natura de manga cv. Tommy Atkins e
verificaram uma reducgéo de 76,99 % da vitamina C quando processada para obtencéo do po, o
que foi atribuido a alta porosidade promovida por esse tipo de secagem, aumentando a
superficie de contato do produto com o oxigénio, e, consequentemente, resultando em
oxidacdo da vitamina.

E quanto a diferenca entre os valores de vitamina C determinados na casca e na
polpa, esta pode ser explicada pelo mesmo motivo dos demais compostos serem mais
intensamente sintetizados na casca, a forte exposicao solar das frutas tropicais.As partes do
fruto mais expostas a luz solar apresentam contedo mais alto em vitamina C do que as
demais(GURGEL et al., 1951).

A atividade antioxidante total dos extratos hidroalcodlicos da manga estdo

contidos na tabela 3.

Tabela 3- Capacidadeantioxidante dos extratos hidroalcoolicos da casca e da polpa da manga
(cv. Tommy Atkins), quantificados por espectrofotometria.

Amostras Atividade antioxidante
ABTS (uM/g) FRAP (uM/g)

ECM 144.4+1,232 20,62+0,11°

EPM 24,75+0,17° 15,03+0,06%

ECM = Extrato da casca da manga; EPM = Extrato da polpa da manga.Média de trés determinagdes
independentes. Médias seguidas por letras diferentes na horizontal diferem, entre si, ao nivel de 5% de
significancia pelo teste de Tukey.

Fonte: Elaborada pelo autor

A atividade antioxidante em vegetais pode ser avaliada por varios tipos de
ensaios, e consequentemente o0s resultados obtidos variam conforme o método
selecionado,sendo FRAP, ABTS, DPPH e ORAC os mais utilizados (CONTRERAS-
CALDERON et al., 2011). Portanto, recomenda-se que esta avaliacio seja realizada com base
em mais de um modelo de ensaio antioxidante, a fim de fornecer um resultado confiavel da
capacidade antioxidante total de um alimento (RAJAT; PANCHALI, 2014; PEREZ-
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JIMENEZ et al., 2008). A atividade antioxidante foi determinada através dos métodos ABTS
e FRAP.

Pelo método ABTS foi determinado o valor de 144,40 uM TE/g para a ECM,
valor bastante elevado em relagdo a EPM, e também ao determinado por Martinez et al.
(2012) em extrato etanolico (15,3 UM TE/g) e em extrato de metanol e acetona (38,0 15,3 uM
TE/g) ou ao determinado por Deng et al. (2004) em extratos de tetra hidro-furano e metanol-
acetico, obtendo de 93,1 uM TE/g.A capacidade antioxidante de amostras de plantas pode
ser influenciada por muitos fatores, tais como o0 solvente de extracdo e o sistema de teste,
pelo que é necessario para executar os métodos de avaliacdo diferentes para ter em conta 0s
varios mecanismos de acao antioxidante (WONG; LEONG; KOH, 2006).

O conteudo de fitoquimicos em vegetais varia, entre outros fatores, em funcéo das
condicBes edafoclimaticas do cultivo, variedade e grau de maturacdo da fruta (SCALZO et
al., 2005), podendo conter maior contedo de compostos fendlicos nas sementes e cascas do
gue na polpa, ou ainda, o perfil dos fitoquimicos antioxidantes pode ser diferenciado nestas
partes do vegetal (GUO et al., 2003). Como consequéncia, muitas vezes, a acdo antioxidante
das sementes e cascas € superior a exibida pala por¢do comestivel da fruta, como evidenciado
por Soong e Barlow (2004) ao estudar a acdo antioxidante das sementes e porcdo comestivel
da manga.

A liofilizacdo estabiliza os compostos fenolicos sem reduzir a sua atividade
antioxidante, podendo até mesmo aumentar a capacidade da casca de manga para capturar o
radical livre ABTS (quando for extraido com etanol: agua), e isto se deve ao fato de que uma
grande porcentagem dos compostos fendlicos esta ligada a estruturas celulares, e tratamentos
de secagem liberam fitoquimicos ligados a matriz para torna-los mais acessiveis na extracao
(DORTA et al., 2012a).

No método FRAP, foram determinados 20,62 pM/gem ECM, valor superior ao
determinado por Martinez et al. (2012) em extrato etandlico 13,7 uM/ge em extrato de
metanol e acetona 19,1uM/g.ECM ndo exibiu diferengaestatistica de EPM (p < 0,05). No
entanto, valores muito superiores foram encontrados na literatura para casca de manga pelo
método FRAP. Sogi et al. (2013) determinaram 134 pM/g utilizando &cido metafosforico
como solvente e Deng et al. (2012) encontraram 145,43 uM/g utilizando tetra-hidrofurano, e
estes valores nos sugere terem sido propiciados pelos solventes utilizado.

A atividade antioxidante é influenciada pelo solvente e a técnica de extracdo
empregados (MADSEN; BERTELSEN, 1995; FRANKEL, 1993).De acordo com Thaiapong
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et al. (2006), existe elevada correlagdo entre os resultados na técnica FRAP com os conteldos
de acido ascorbico e grupos fenolicos. Mas no presente estudo, o conteddo de vitamina C foi
excelente e a capacidade antioxidante pelo método FRAP ndo foi eficiente, o que tem pode
ser explicado pela possivel acdo pro-oxidante desta vitamina (ALMEIDA et al., 2011,
CONTRERAS-CALDERON et al., 2011).

Diferentes técnicas de determinacdo podem originar resultados diferentes,
podendo diferir substancialmente entre um método e outro, e por isso é necessario combinar
mais do que um método para caracterizar a capacidade antioxidante de uma amostra. Um
exemplo disso séo os resultados obtidos por Mazzeo et al. (2011), que analisaram espinafre,
cenoura e couve-flor congelado, e verificaram a ocorréncia de aumentos significativos da
capacidade de antioxidante quando determinados pela técnica FRAP, o que ndo foi possivel

com 0 métodoABTS.
5.2 Analise LC/MS de polifendis da casca e da polpa de manga

A partir da analise QTOF, Cromatografia Liquida de Ultra Performance e
espectros de massa de EPM, foi possivel sugerir a identificacdo de varios compostos fendlicos
em modo de ionizagdo negativo (Figura 6), no qual as moléculas sdo ionizadas perdendo um
préton (ion H*) e adquirem carga negativa (WILSON; WALKER, 2010).

Figura 6— Perfilcromatografico obtido a partir do extrato da casca de manga
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Cromatograma UPLC-QTOF-MS dos constituintes quimicos presentes no extrato hidroalcodlico da casca de
manga (Mangifera indica L.). Modo ESI" 110-1180 Da. Coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1
milimetros, 1,7 um), temperatura fixa de 40 ° C, fases moveis agua com 0,1% de acido formico (A) e acetonitrila
com 0,1% de &cido formico (B), gradiente variando de 2% a 95% B (15 min), fluxo de 0,4 mL / min e volume de
injecdo de 5 pl.

Fonte: Elaborado pelo autor.



53

Para andlise do extrato por cromatografia acoplada a espectrometria de massas, 0s
compostos sdo separados e entdo detectados pelo espectrdmetro, obtendo-se o espectro de
massas, em baixa ou alta resolucdo e, a partir dos ions gerados, propdem-se as formulas
moleculares, que sdo comparadas com bases de dados para a detec¢do das substancias. Neste
ponto, além da férmula molecular, outros fatores podem ser considerados, como o tempo de
retencdo, o espectro no UV, fragmentos, e entdo a substancia proposta é justificada (EL-
ELIMAT et al., 2013).

A comparacdo das massas e dos padrdes de fragmentacdo obtidos com compostos
anteriormente identificados na literatura forneceram uma identificacdo sugestiva. A tabela 4
apresenta os resultados dos espectros de ECM identificados no modo negativo. Nesta analise,
foi possivel identificar a presenca de &cidos fenolicos, flavonodides e xantonas, compostos
bioativos com propriedade antioxidante e anti-inflamatéria muito bem documentadas
(KRENEK; BARNES; TALCOTT, 2014, GOMEZ-CARAVACA et al., 2016; RAMIREZ et
al., 2014; SCHIEBER, BERARDINI, CARLE, 2003).

Tabela 4 - Compostos identificados por UPLC®-ESI-TOFMS/MS (QTOF) em extrato
hidroalcodlico de casca da manga (ECM) cv. Tommy Atkins em modo de ionizacdo negativo.

N TR [M-HT [M-HT Erro Ms/Ms Férmula Nome
Experimental Calculado (ppm) fragmentos molecular
1 08 - - - - - ND
2 1,0 - - - - - ND
3 1,9 - - - - - ND
4 275 191.0554 191.0556 -1.0  173,127,85 C;H1,06 Acido
Quinico
4 293 169.0128 169.0137 -5.3 125,79 C7HgOs Acido
Gallico
4 3.00 303.0487 303.0505 -5.9 - CisH120;  Taxifolina
4 312 449,1270 449,1273 -0,1 303 CxuH201;  Astilbina
5 3,26 - - - - - ND
6 331 421.0764 421.0771 -1.7 271,301,331 CyoHi1501;  Mangiferina
7 340 - - - - - ND
8 3.67 573.0865 573.0880 -2.6 421, 331, Ca6H22015  Mangiferina
301 gallato
9 3,70 595.1109 595.1305 301, 300 CasH28016 Quercetina-3-
O-
diglicosideo
10 3,93 - - - - - ND
11 4.23 301.0341 301.0348 -2.3 300 CisH1007  Quercetina

11  4.23 463.0881 463.0877 0.9 301, 151 CaH2001,  Isoquercetina
11 4.38 433.0763 433.0771 -1.8 301, 300 Ca0H18011  quercetina-3-
O-a0-L-
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arabinofuran
osideo
Continuacdo - Tabela 4 - Compostos identificados por UPLC®-ESI-TOFMS/MS (QTOF) em
extrato hidroalcodlico de casca da manga (ECM) cv. Tommy Atkins em modo de ionizagdo
negativo

N TR [M-H] [M-H] Erro Ms/Ms Formula Nome
Experimental Calculado (ppm) fragmentos molecular

12 4,50 - - - - - ND

13 4,60 - - - - - ND

14 4,76 - - - - - ND

15 4,76 - - - - - ND

16 4,90 - - - - - ND

17 5,10 - - - - - ND

18 5.37 197.0420 197.0450 -1,2 169, 124 CoH 1005 Galato de
etila

19 5.70 315.0489 315.0505 -5.5 164, 179 CiH1207  Isoramnetina
20 180 477.1018 477.1038 -3.1 315, 314, CyH»,01, Isohamnetina
1 300 3-glicosideo

N: nimero do pico; TR — Tempo de retencdo; ND: ndo determinado. Nomes dos metabdlitos sugeridos por
comparacdo de suas massas e fragmentos com os obtidos previamente na literatura.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Os é&cidos fendlicos apresentam um grupo funcional carboxila e sdo divididos em
duas classes: os acidos hidroxibenzoicos, que sdo componentes das complexas estruturas dos
taninos hidrolisaveis e sdo menos abundantes nos vegetais consumidos pelos humanos, eos
acidos hidroxicinamicos, que estdo presentes em varios alimentos e bebidas de origem
vegetal, tendo como exemplo o acido cafeico, p-cumarico, ferulico e sindpico que, na maioria
dos alimentos, se encontram esterificados ao &cido quinico, acido tartarico ou carboidratos e
derivados

O pico 4 apresentou 2 acidos fenolicos.O ion precursor de m/z 191 corresponde a
molécula desprotonada do &cido quinico. O espectro MS/MS deste ion levou ao ion produto
de m/z de 127, que de acordo com Michelin (2008), se refere a perda de quatro hidroxilas [M-
64-H]". O conjunto de dados fornecidos pelo espectro de massas e a presenca do ion precursor
de m/z 191 séo sugestivos da presenca da molécula de &cido quinico na composicdo do
extrato.Esta sugestdo também corrobora os resultados de Saldanha, Vilegas e Dokkedal
(2013). Acido quinico possui propriedades antiinflamatoria (ZENG et al., 2009) e
antioxidante (Zhang, L. et al., 2012). Este composto foi identificado em outras espécies de
manga (GOMEZ-CARAVACA et al., 2016).A via de fragmentacio observadacorresponde ao
padrdo do acido galico, sob forma de molécula desprotonada de m/z 169, conforme literatura
(SANTOS et al., 2012; SANTOS et al., 2013; SALDANHA, VILEGAS e DOKKEDAL,
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2013). Acido gélico possui propriedades antioxidante, anti-inflamatdria e antimelanogénica
(CHENG et al., 2013; KIM, 2007). O acido galico e os galotaninos foram os principais
polifendlicos tentativamente identificados na manga (SALEH; EL-ANSARI, 1975;KIM,;
LOUNDS-SINGLETON; TALCOTT, 2009).

Os flavondides sdo compostos fendlicos que constituem uma parte significativa de
uma dieta saudavel devido as suas altas capacidades antioxidantes e anti-inflamatdrias
(HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002) e também o seu potencial como moléculas de
luta contra o cancer (RAMOS, 2007). O exame dos cromatogramas no modo TOF-MS de
extratos hidroalcodlicos obtidos a partir de casca de manga identificou o pico 11 como
quercetina e derivados de quercetina. Também os picos 19 e 20 foram identificados como
rhamnetina e composto derivado de rhamnetina.

O pico 4 ainda exibiu 2 flavonoides no espectro de massas. A astilbina, com
espectro de massa MS/MS de m/z 449,115 e formula molecular C,;H2,01:foi identificada
através do aparecimento do fragmento de m/z 303.0505, que corresponde a formula molecular
CisH1207, referente a taxifolina, conhecido como a aglicona da astilbina (ZHANG et al.,
2013a). De acordo com Thapa et al. (2012) e Kim, Narayanan e Chang (2010) taxifolina é
um dos principais flavonoides que agem nos mecanismos de defesa do corpo humano. Os
flavonoides com multiplas hidroxilas como a taxifolina possuem forte atividade antioxidante
guando comparados ao a-tocoferol, acido ascorbico, b-caroteno, glutationa, acido drico e
bilirrubina (CAO; SOFIC; PRIOR, 1997; YANG et al. 2001).

Cechinel-Filho et al. (2000)investigaram as propriedades antinociceptiva e anti-
edematogénica da astilbina e alguns derivados obtidos por modificacdo estrutural, como
taxifolina e compostos relacionados, e revelaram quetaxifolina e seus derivados tetrametilados
exibiram potente atividade antinociceptiva dose-dependente no teste de contorcdo abdominais
induzidor por &cido acético (i.p.);que ambas substancias foram potentes em atenuar a segunda
fase do teste da formalina, onde é possivel verificar a resposta do animal a uma dor continua e
moderada gerada por tecido lesionado; e quetambém exibiram efeito anti-edematogénico em
edema de pata induzido por dextrana, mostrando-se mais potentes do que anti-inflamatdrios
ndo-esteroides como o acido acetilsalicilico e paracetamol.

O espectro de massas da molécula desprotonada de m/z 197 levou a formagdo do
ion produto de m/z 169 e do ion fragmento de m/z 125, padréo de fragmentacdo confirma que
esta substancia é o galato de etila, comparados com dados da literatura (SUN et al., 2007).

Esses fragmentos também confirmam a presenca de acido galico (JIANGet al., 2010). Galato
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de etila é doador de hidrogénio, quelante de metal e eliminador de radicais livres
(KALAIVANI; RAJASEKARAN; MATHEW, 2011), possui propriedade antimicrobiana
(OOSHIRO, ATSUSHI et al 2009) e anti-inflamatoria (KIMet al., 2012; MEHLA et al.,
2011).Galato de etila foi encontrado majoritariamente em cascas de trés cultivares de mangas
(DORTA et al., 2014).

O pico 9 apresentou espectro de massa MS/MS de m/z 595.1305 no modo ESI-
MS e o ion m/z 301 no modo MS / MS que é o fragmento predominante causado pela
clivagem de glicosidos de quercetina. De acordo com a molécula desprotonada [M-H] -, a
formula molecular geradaC,H,s0,; € 0 padrdo de fragmentacdo, este composto foi
tentativamente identificado como quercetina-3-O-diglicosideo. Este composto  foi
previamente descrito em cascas de manga (SCHIEBER et al., 2003).0 pico 11 apresentou
espectro de massa MS/MS de m/z 463,0882 que corresponde a formula molecular C21H20012
e também mostrou a tipica fragmentacao de glicosideos de quercetina com fragmentos de m/z
301 e m/z 151 (FABRE, RUSTAN; DE HOFFMAN; QUETIN-LECLERQ,2001) e apresenga
de um pentosideo de quercetina (C2oH1s011), de m/z 433,0776. O espectro de massa MS/MS
de m/z 433,0776 apresentaram fragmento de m/z 301, correspondente ao anion radical de
aglicona quercetina. Este composto foi experimentalmente caracterizado como quercetina-3-
O-a-L-arabinofuranosideo (BARRETO et al., 2008) e o pico 11 foi identificado como o
flavonol Isoquercetina (BARRETO et al., 2008, BERARDINI et al.,2004).Dodda, Chhajed e
Mishra (2014) relatam que a quercetinapossui atividadeanti-diabética, anti-Ulcera,anti-
hipertensiva, antidepressivae anti-inflamatorias.

Além dos derivados de quercetina, umderivado de rhamnetina também foi
encontrado na casca da manga em estudo. Conforme ilustrado na Tabela 4, o pico 20
apresentou espectro de massa MS/MS de m/z 477.1038, efragmento de m/z 315, o queindica a
presenca de uma aglicona de flavonol metoxilada, isto é, a rhamnetina ou isorhamnetina, a
qual foi apontada como isorhamnetina3-glucosideo, conforme dados de Schieber, Berardini e
Carle (2003). Rhamnetina e derivados contém propriedades antioxidante e anti-inflamatoria
muito bem documentadas (LUTZ et al., 2014; INAWALI et al., 2014; Kim 2013)

Xantonas, um grupo restrito de polifenois vegetais estruturalmente semelhantes
aos bioflavonoides, presentes na casca, frutos, raizes e folhas de M. indica L. e algumas outras
plantas medicinais, sdo 0s mais poderosos antioxidantes conhecidos, e tem sido considerados
mais potentes que a vitamina C e a vitamina E (MASIBO; HE, 2008). Elas tém sido

descritascomo fortes eliminadoras de radicais livres, com atividade antimicrobiana, anti-
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inflamatoria, anti-carcinogénica, quimiopreventiva, hepatoprotetora e cardioprotetora (HEIM
et al., 2002).

No presente estudo apenas uma xantona foi identificada. O pico, que mostrou um
ion [M-H] de m/z 421,0771 com férmula molecular C19H18011, foi identificado como
mangiferina, uma xantona C-glicosideo previamente descrita em varios estudos como o
principal polifenol em cascas de manga. Alem disso, o ion molecular de m/z 421,0771
mostrou no modo MS / MS a fragmentacé&o tipica de um C-glicosideo, com ions de m/z 301 e
m/z 331 (BARRETO et al., 2008, SCHIEBER et al., 2003). Mangiferina possui propriedades
inflamatoria, anti-cancerigena e antioxidante (GOLD-SMITH; FERNANDEZ; BISHOP,
2016; BENARD; CHI, 2015).Um derivado da mangiferina também foi detectado e sugerido
de acordo com estudos anteriores. O pico apresentou ion de m/z 573.0880 com férmula
molecular C26H22015, foi identificado como mangiferina gallato, conforme Barreto et al.
(2008).

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que o subproduto do
processamento de manga é uma fonte rica de polifendis que pode ser utilizado como
ingrediente alimentar funcional, com propriedade antioxidante. De um ponto de vista
fitoquimico, a detec¢do de flavonoides como quercetina, rhamnetina e seus respectivos
derivados,além de xantonas como a mangiferina e derivados, podem ser Uteis ha compreensao
da acdo anti-inflamatéria.A figura 7 exibe o cromatograma obtido dos extratos de polpa de
manga (EPM) a partir da analise UPLC-QTOF-MS, onde, foi possivel sugerir a identificacdo

de varios compostos fendlicos em modo de ionizacgdo negativo.

Figura 7— Perfilcromatogréafico obtido a partir do extrato da polpa de manga.
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Cromatograma UPLC-QTOF-MS dos constituintes quimicos presentes no extrato hidroalcodlico da polpa de
manga (Mangifera indica L.). Modo ESI" 110-1180 Da. Coluna Waters Acquity UPLC BEH (150 x 2,1
milimetros, 1,7 um), temperatura fixa de 40 o C, fases moveis dgua com 0,1% de acido formico (A) e acetonitrila
com 0,1% de &cido formico (B), gradiente variando de 2% a 95% B (15 min), fluxo de 0,4 mL / min e volume de
injecdo de 5 pl.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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A tabela 5 mostra os resultados do espectro de EPM identificados no modo
negativo. Nesta analise, foi possivel identificar a presenca de importantes compostos com
propriedades antioxidante e anti-inflamatoria previamente documentadas (KRENEK, K. A,;
BARNES, R. C; TALCOTT, S. T., 2014, GOMEZ-CARAVACA et al., 2016; RAMIREZ et
al., 2014; SCHIEBER, BERARDINI, CARLE, 2003).

Tabela 5 - Compostos identificados por UPLC®-ESI-TOFMS/MS (QTOF) em extrato
hidroalcoo6lico de polpa da manga (EPM) cv. Tommy Atkins em modo de ionizag¢do negativo.

N TR [M-H]- [M-H]- Erro Ms/Ms Formula Nome
Experimental Calculado (ppm) fragmentos molecular
1 0.81 - - - - - ND
2 0.96 - - - - - ND
3 1.08 133.0792 133.0795 0.1 115 C4Hg0s Acido
malico
4 3.37 421.0782 421.0771 2.6 272, CioH101;  Mangiferina
301,331
5 3.71 - - - - - ND
6 4.33 463.0892 463.0877 3.2 301,179, CxuHx012  Quercetin-
151 3-O-glucose
6 4.35 301.0349 301.0348  -7.0 179, 151 CisH1007  Quercetina
7 4.53 - - - - - ND
8 4.82 331.2594 331.2601  -0.3 271,169  Cy3H16010 B-
Glucogallin
9 5.03 - - - - - ND
10 521 169.0137 169.0137 0.0 125 C7Hg0s Acido
galico
11 559 483.0792 483.0781  -0.1 125,169  CyoH2014 Digaloil
Glucose

N: nimero do pico; TR — Tempo de retencdo; ND: ndo determinado. Nomes dos metabdlitos sugeridos por
comparacdo de suas massas e fragmentos com os obtidos previamente na literatura.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O pico 3 com um ion [M-H] a m/z 133 e um padrdo MS/MS de m/z 115 foi
sugerido como acido malico. Conforme Medlicott e Thompson (1985), o acido malico é um
dos maiores acidos organicos encontrados em manga. Estd amplamente distribuido na célula
da planta, animal e microorganismo, e é um dos produtos intermediarios mais importantes do
ciclo do &cido tricarboxilico no organismo (PATIL et al., 2012). E utilizado extensivamente
na industria farmacéutica e como aditivo alimentar (CHIBATA; TOSA; TAKATA, 1983,
KUNICKA-STYCZYNSKA; POGORZELSKI, 2009).Acido malico foi encontrado em
manga Tommy Atkins e em outras cultivares de manga como um dos acidos fenolicos mais
abundantes (FENG-XIAet al., 2013; MEDLICOTT; THOMPSON, 1985; MEDLICOTT,;
THOMPSON, 1986a).
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O pico 4 foi identificado como Mangiferina. Apresentou uma formula molecular
C19H18011 e fragmentos tipicos de m/z 272, 301, e 331, o0 que corrobora os resultados de
Schieber, Ullrich e Carle(2000).

Quercetina e um derivado (Quercetina 3-O-glucose) foram detectados no pico 6.
Quercetina foi sugerida a partir do ion de m/z 301 e Quercetina 3-O-glucose por apresentar
ion de m/z 463, e por ambos exibirem fragmentos de m/z 179 e 151, padréo de fragmentacéo
de quercetina e derivados, segundo Ramirez et al. (2014). Schieber, Ullrich e Carle (2000)
também relataram a presenca de Quercetina e Quercetina 3-O-glucose (Isoquercetrina) em
polpa de manga.

O pico 8 apresentou composto de ion de m/z 331 e um fragmento m/z 271 e um
de m/z 169, consistente com padrdes de fragmentacdo da glicose em uma ligacdo éster
através do acido galico, conforme Krenek, Barnes e Talcott (2014), sugerindo a presenca de
B-glucogallin ou mono-galoil-glicose, um precursor da biossintese de elagitaninos. O pico 10
exibiu caracteristicas de fragmentacdo do é&cido galico. O ion de m/z 169 apresentou
fragmento 125, o que corrobora os resultados de Gémez-Caravaca et al. (2015) e Krenek,
Barnes e Talcott (2014).0 pico 11 exibiu composto de ion m/z 483 e fragmentos de m/z 125 e
169. Essa fragmentacdo € caracteristica do composto digaloil glucose, conforme Goméz-
Caravaca et al. (2015). O metabolito acido galico deriva da via do acido chiquimico, um
intermedidrio do metabolismo secundario da glicose, e € um componente de taninos
hidrolisaveis em plantas (GRUNDHOFER et al., 2001). Kim (2007) mostrou que o &cido
galico é antimelanogénico e antioxidante. Derivados de acido galico, inibem a cadeia
respiratoria do parasita Trypanossoma cruzi (LETELIER et al 1990), possuem atividade
antimicrobiana contra Escherichia coli (BOYD et al., 1981), propriedades antimutagénicas
(APOSTOLIDES et al., 1997) e antioxidantes

Estes compostos ja foram identificados na polpa de manga. Schieber et al., 2000 e
El Ansari, Reddy, Sastry e Nayudamma (1969) relataram a identificacdo de mangiferina,
acidos galicos (acidos m-diglamico e m-trigalico), gallotaninos, quercetina, isoquercetina,

acido elagico e B-glucogallina.

5.3 Teste da viabilidade celular

O teste da viabilidade celular consiste em verificar as células vivas apés a
exposicdo durante um determinado periodo de tempo, a um determinado composto, e a

verificacdo da proliferagdo celular serve para verificar se as células conseguem recuperar apos
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exposicdo a um agente citotdxico durante um determinado periodo de tempo, a um
determinado composto (VEGA; PUSGLEY, 2011).

O teste de MTT, frequentemente, é utilizado para investigar o potencial citotoxico
de substancias extraidas de plantas e quimioterdpicos (SENFT et al., 2010). Neste trabalho,
investigou-se a capacidade dos extratos hidroalcoolicos de polpa e da casca de manga
diminuirem o metabolismo mitocondrial, um efeito citotoxico, atraves do teste de MTT.

A tabela 6 exibe os resultados obtidos através do ensaio de viabilidade celular
pelo teste MTT com extrato hidroalcodlico da casca de manga cv. Tommy Atkins, expressos
em densidade oOtica.

Tabela 6- Ensaiode viabilidade celular (cultura IEC-6) para extrato da casca da manga (ECM)
expressa em densidade 6tica (DO), a partir do ensaio MTT.

Concentracao DO (570nm/630 nm)

Controle - 100pL de meio de cultura 0,509+0,022

ECM - 20mg/Kg em 100pL de meio de cultura 0,444+0,025

ECM - 10mg/Kg em 100pL de meio de cultura 0,507+0,095

ECM - 5mg/Kg em 100uL de meio de cultura 0,295+0,007*

ECM - 2,5mg/Kg em 100uL de meio de cultura 0,154+0,055%

ECM - 1,25mg/Kg em 100uL de meio de cultura  0,302+0,317°

ECM - 0,625mg/Kg em 100uL de meio de cultura 0,415+0,444

a - p<0,05, quando comparado com o grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A viabilidade celular pode ser observada em todas as concentragdes de ECM, mas
a proliferacdo so ocorreu nas concentracdes de 20mg/Kg, 10mg/Kg, 0,625 mg/Kg (tabela6).
As demais concentracdes demonstram que ndo houve proliferacdo, mas que nao também néo
ocorreu morte celular, j& que houve formacdo de cor e foram obtidos valores positivos nas
leituras.

O MTT, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio, baseia-se na
capacidade que as oxidorredutases celulares dependentes de NAD(P)H, presentes nas
mitocondrias, tém de reduzir este corante de tetrazélio a sua forma insoltvel, o formazan, que
tem uma coloragéo purpura (MOSMANN et al., 1983). A quantidade de formazan produzido
é diretamente proporcional ao numero de células vivas;quando as células morrem perdem a
habilidade de formar formazan a partir do MTT, portanto a formacao de cor trata-se de um
marcador Util e conveniente apenas de células viaveis, sendo, por isso, um método
colorimétrico sensivel, quantitativo e robusto para a medicdo da viabilidade e/ou proliferacao
celular (VEGA; PUSGLEY, 2011).
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Tabela 7 - Ensaio de viabilidade celular (cultura IEC-6) para extrato da polpa da manga
(EPM) expressa em densidade 6tica (DO), a partir do ensaio MTT.
Concentracao DO (570nm/630 nm)

Controle - 100uL de meio de cultura 0,509+0,022

EPM - 20mg/Kg em 100pL de meio de cultura 0,531+ 0,164
EPM - 10mg/Kg em 100uL de meio de cultura 0,848+ 0,010°
EPM - 5mg/Kg em 100uL de meio de cultura 1,112+0,177¢
EPM - 2,5mg/Kg em 100puL de meio de cultura  0,866+0,412°
EPM - 1,25mg/Kg em 100uL de meio de cultura  0,338+0,376°
EPM - 0,625mg/Kg em 100pL de meio de cultura 0,689+0,013%

a - p<0,05, quando comparado com o grupo controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Na tabela 7 € possivel observar que EPM promoveu proliferacdo celular nas
concentracdes de 20mg/Kg, 10mg/Kg, 5mg/Kg, 2,5mg/Kg e 0,625 mg/Kg, e isso mostra que
ndo ha toxicidade no produto testado. O valor menor observado na resposta a concentragdo de
1,25 mg/Kg demonstra que ndo ocorreu proliferacdo celular, mas que também ndo houve

morte das células.

5.4 Modelo de gastropatia induzida por naproxeno

A producdo de acido gastrico e a secrecdo mucosa sdo fatores importantes
responsaveis pela manutencdo da integridade da parede gastrointestinal, mas subjacentes ao
equilibrio homeostatico, pois 0 comprometimento da homeostase gastrica pode levar a erosdo
da mucosa e ulceracdo (ROBERT, 1979). Alguns estudos mostram que o desenvolvimento da
lesdo da parede gastrica induzida por anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINE) envolve um
aumento na secre¢do de acido gastrico e inibicdo da sintese de muco, levando a um declinio
nos niveis de PG locais (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

Com a inibicdoda biossintese de prostaglandinas no estdbmago, diminuem seus
mecanismos de defesa, tornando este 6rgdo mais vulneravel a lesdo (BATLOUNI, 2010). Essa
inibicdo é responsavel pelos principais efeitos colaterais dos AINE, como gastrite, disfungéo
plaquetéaria, comprometimento renal e broncoespasmos (JUNIOR, e tal., 2007), poisas PG
mantém a integridade da parede gastrica atraves da inibigdo da secrecdo acida, estimulagdo da

secre¢ao de muco e bicarbonato, inibicao da ativacao de mastocitos, diminui¢do da aderéncia
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leucocitaria ao endotélio vascular, inibicdo da apoptose, € aumento ¢ manutengdo do fluxo
sangiiineo da mucosa (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

O Naproxeno (NAP) é um AINE comumente prescrito, e esta frequentemente
associado a lesdes gastricas e enteropaticas (AADLAND et al., 1987), uma propriedade
atribuida a fatores que incluem ativacdo de neutrdfilos, deficiéncia de prostaglandinas
enddgenas (PG) e aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) (TANAKA et
al., 2001). A relacdo das ERO e as lesbes gastricas induzidas por naproxeno foi esclarecida
por alguns autores.Segundo Quintero e Miranda (2000) e Dall’AcquaeViola (2001), o
naproxeno esta entre os compostos que contém acido aril-propibnico em sua estrutura
quimica, o qual se comporta como fotossensibilizador. Com a absor¢do de fotons do
comprimento de onda apropriado, o cromoforo atinje um estado excitado, e esta energia de
excitacdo é entdo transferida para moléculas de oxigénio, gerando ERO, como superoxido e
radicais hidroxila (ONOUE;TSUDA, 2006). As ERO reagem com o DNA nuclear, resultando
na quebra da sua cadeia, que segundo Condorelliet al. (1995) e Bosca, Marin eMiranda (2001)
¢ facilitada por uma interacdo ndo covalente entre o farmaco e o DNA, induzida pela
transferéncia de eletrons e de energia para 0 DNA.

Na Figura 8, podemos observar que que 0s animais que receberam a
administracdo de NAP (300 mg/kg) apresentaram lesdo na mucosa gastrica, enquanto 0s

animais que receberam apenas o veiculo CMC (controle) ndo desenvolveram lesdao alguma.

Figura 8- Avaliacdodo efeito protetor do extrato de casca de manga (ECM) e do extrato de
polpa de manga (EPM) nas concentracGes de 10, 30 e 100 mg/Kg, no modelo de lesdo gastrica
induzida por naproxeno (300mg/kg).
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O resultado foi expresso como média + S.E.M. para grupo de seis animais por grupo. (*) p<0,05, quando
comparado com o grupo CMC (controle); (¢#) p<0.05, quando comparado com o grupo NAP. A andlise estatistica
foi realizada utilizando ANOVA, seguido do teste de Bonferronis.A area total das lesdes gastricas macroscépicas
foi determinada 6 horas ap6s administracdo do naproxeno.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Contudo, os pré-tratamentos com o extrato hidroalcodlico de polpa da manga
(EPM) se mostraram eficientes na avaliagdo macroscopica nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg
de peso corporal, reduzindo de formasignificativa a lesdo gastrica provocada pela
administracdo de NAP. Por outro lado, ECM sd se mostrou estatisticamente significante na
dose de 100mg/kg (p< 0,05)

Como a producdo de espécies reativas de oxigénio e a peroxidacao lipidica
desempenham papeis importantes na ulceracdo gastrica induzida por Naproxeno,é possivel
afirmar que a eficacia de ambos os extratos se deu devido as suas ricas composicoes fenolicas,
conferindo-lhes importante atividade antioxidante contra os radicais livres formados pelo uso
do Naproxeno.

A Figura 9exibe os danos causados pela administracdo de NAP (painel B), em
comparacdo com o controle CMC (painel A), e que ECM preveniua gastropatia induzida por
naproxeno (painéis C, D e E).

Figura 9 — Avaliacdo macroscopica da parede gastrica de camundongos pré-tratados com
extrato de casca de manga (ECM) nas concentracfes de 10, 30 e 100 mg/kg na leséo induzida
por naproxeno (NAP; 300mg/kg).

Fotomicrografias da parede gastrica de camundongos pré-tratados com: Painel A: grupo CMC
(carboximetilcelulose 0,5 %, via oral); Painel B: grupo CMC (carboximetilcelulose 0,5 %, v. 0.) + NAP
(naproxeno 300 mg/kg, v. 0.); Painel C: grupo ECM (10 mg/Kg, v.0.) + NAP (naproxeno 300 mg/kg, v.0.);
Painel D: grupo ECM (30 mg/Kg, v.0.) + NAP (naproxeno 300 mg/kg, v.0.); Painel E: grupo ECM (100 mg/Kg,
v.0.) + NAP (naproxeno 300 mg/kg, v.0.).

Fonte: Elaborada pelo autor
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Os pré-tratamentos com ECM nas doses de 10 e 30 mg/kg reduziram a severidade
dos danos provocados por NAP, mas ndo foram estatisticamente significativos. Como o
desempenho dos antioxidantes in vivo depende dos tipos de radicais livres formados, do local
e como sdo gerados esses radicais, da analise e dos métodos para a identificacdo dos danos, e
das doses ideais para obter protecdo, é perfeitamente possivel que um antioxidante atue como
protetor em determinado sistema, mas que falhe na protecdo, ou mesmo que aumente as
lesGes induzidas em outros sistemas, ou tecidos (HALLIWELL et al., 1995). Em geral, quanto
maior a concentracdo de inibidor, mais a atividade do agonista sera reduzida (MOLYNEUX,
2004).

A Figura 10exibe os danos causados pela administracdo de NAP (painel B), em
comparacdo com o controle CMC (painel A), e como EPM foi capaz de reduzir a intensidade
dos danos induzidos por naproxeno (painéis C, D e E).

Figura 10 — Avaliacdo macroscopica da parede gastrica de camundongos pré-tratados com

extrato de polpa de manga (EPM) nas concentracdes de 10, 30 e 100 mg/kg na leséo induzida
por naproxeno (NAP; 300mg/kg).

Fotomicrografias da parede gastrica de camundongos pré-tratados com: Painel A: grupo CMC
(carboximetilcelulose 0,5 %, via oral); Painel B: grupo CMC (carboximetilcelulose 0,5 %, v. 0.) + NAP
(naproxeno 300 mg/kg, v. 0.); Painel C: grupo EPM (10 mg/Kg, v.0.) + NAP (naproxeno 300 mg/kg, v.0.);
Painel D: grupo EPM (30 mg/Kg, v.0.) + NAP (naproxeno 300 mg/kg, v.0.); Painel E: grupo EPM (100 mg/Kg,
v.0.) + NAP (naproxeno 300 mg/kg, v.0.).

Fonte: Elaborada pelo autor

Nos painéis C, D e E (EPM nas doses 10, 30 e 100 mg/kg, respectivamente), €
possivel visualizar a diminuicdo das Ulceras em comparagdo ao grupo NAP (painel B). A
reducdo da gastropatia foi confirmada por andlise histologica (Tabela 8).A histologia é a
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ciéncia que estuda as células no contexto da estrutura tecidual e a inter-relagdo delas com os

constituintes da matriz extracelular.

Tabela 8 — Avaliagdo microscopica pelos critérios de Laine et al. (1988) da administracdo de
extrato de casca de manga (ECM) e de extrato de polpa de manga (EPM) nas doses de 10, 30
e 100 mg/kg na leséo induzida por naproxeno (300mg/kg).

Grupo Lesdo Edema Perda de Infiltrado Total
Experimental hemorrédgica  (Escore 0- arquitetura  de células  (Escores
(N=5) (Escore 0-4) 4) das células (0-3) 14)
(Escore 0-3)
CMC 0 0 0 0 0
NAP 1(1-2) ® 2,5(1-4) 3(2-3)° 2(1-3)*  7,5(5-12)°
10 ECM 0(0-0)° 1(1-2) 0(0-1)° 0(0-2)° 1(1-5)°
30 ECM 0(0-0)° 1(0-3) 2(0-2) 1(0-2) 4(0-7)
100 ECM 0(0-1) 1(0-2)° 1(0-2)° 1(1-2) 3(1-7)
10EPM 0,5(0-2) 1(0-2)° 2(0-2) 1(0-1) 4,5(0-7)
30 EPM 1(0-2) 1(1-2) 1(0-1)° 0(0-2)" 3(1-7)
100 EPM 0(0-1) ° 0(0-1)° 1(0-2)° 1(0-1)° 2(0-5)°

Valores denotam mediana com minimo e méaximo, respectivamente. Teste de Kruskal- Wallis.
(a) p<0,05, quando comparado com o grupo controle
(b) p<0.05, quando comparado com o grupo NAP

A analise microscépica revelou que a administracdo de naproxeno causou lesdes
na parede gastrica caracterizada por desarranjo nas glandulas gastricas com perdas das células
epiteliais, edema, hemorragia e intensa infiltracdo de células inflamatorias, quando comparado
com o grupo controle CMC. Este resultado corrobora os de Carvalho et al. (2015) que
observou que a administracdo oral de NAP resulta em lesbes gastricas macroscopicas e
microscopicas, evidenciadas por edema, perda de células epiteliais, infiltracdo de células
inflamatdrias e hemorragia.

Por outro lado, os pré-tratamentos com ECM(10 mg/kg) e EPM (100
mg/Kg)diminuiram significativamente a infiltracdo de células inflamatorias, a formagéo de
edema, a perda de célulasepiteliais e os danos hemorragicos induzidos por NAP.E possivel
visualizar estes resultados através de fotomicroscopias dos tecidos gastricos dos camundongos
tratados com ECM (figura 11) e EPM (figura 12).
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Figura 11 — Fotomicroscopia do tecido gastrico de camundongos pré-tratados com extrato de
casca de manga (ECM; mangifera indica L.), nas concentracdes de 10, 30 e 100 mg/Kg no

modelo de lesdo gastrica induzida por naproxeno 300 mg/kg.

Fotomicroscopia da parede gastrica de camundongos tratados com: Painel A: grupo CMC (carboximetilcelulose
0,5 %, via oral); Painel B: grupo CMC (carboximetilcelulose 0,5 %, v. 0.) + NAP (naproxeno 300 mg/kg, v. 0.);
Painel C: grupo ECM (10 mg/Kg, v.0.) + NAP (naproxeno 300 mg/kg, v.0.); Painel D: grupo ECM (30 mg/Kg,
v.0.) + NAP (naproxeno 300 mg/kg, v.0.); Painel E: grupo ECM (100 mg/Kg, v.0.) + NAP (naproxeno 300
mg/kg, v.0.). Aumento de 100 vezes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

No painel C (figura 11), é perceptivel uma preservacdo maior da parede gastrica
dos camundongos que receberam o pré-tratamento de ECM na dose de 10 mg/kg, em
comparagdo com as demais doses (30 mg/kg, painel D e 100mg/kg, painel E). E visualizado
pouco edema, e ndo é exibida perda de células epiteliais, infiltracdo de células inflamatdrias
nem hemorragia, mostrando ter sido eficiente contra os danos provocados pelo naproxeno

(painel B).
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No painel E (figura 12), os danos a parede géastrica dos camundongos que
receberam o pré-tratamento de EPM na dose de 100 mg/kg se mostraram reduzidos, em
comparacdo aos que receberam a administracdo de NAP (painel B). E visualizado pouco
infiltrado de neutréfilos e pouca perda de arquitetura das células, mas ndo € exibido edema
nem hemorragia. As paredes dos estdbmagos dos camundongos que receberam as demais doses
(10 mg/kg, painel C e 30mg/kg, painel D) sofreram maiores danos, exibindo lesdes

hemorragicas edema, perda de células epiteliais e infiltracdo de células inflamatdrias.

Figura 12 — Fotomicroscopia do tecido gastrico de camundongos pré-tratados com extrato de
polpa de manga (EPM; mangifera indica L.), nas concentracdes de 10, 30 e 100 mg/Kg no

modelo de lesdo gastrica induzida por naproxeno 300 mg/kg

Fotomicroscopia da parede géstrica de camundongos tratados com: Painel A: grupo CMC (carboximetilcelulose
0,5 %, via oral); Painel B: grupo CMC (carboximetilcelulose 0,5 %, v. 0.) + NAP (haproxeno 300 mg/kg, v. 0.);
Painel C: grupo EPM (10 mg/Kg, v.0.) + NAP (haproxeno 300 mg/kg, v.0.); Painel D:grupo EPM (30 mg/Kg,
v.0.) + NAP (naproxeno 300 mg/kg, v.0.); Painel E: grupo EPM (100 mg/Kg, v.0.) + NAP (naproxeno 300
mg/kg, v.0.). Aumento de 100 vezes.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Diante da reducdo de todos os pardmetros de inflamagdo medidos, podemos
afirmar que ambos extratos possuem propriedade gastroprotetora, o que corrobora estudos
anteriores. Podemos ainda sugerir que a propriedade gastroprotetora se da pela atividade
antioxidante dos compostos fendlicos contido nos extratos. Frutas e vegetais contém
constituintes quimicos bioativos, incluindo flavondides, terpenos, xantonas, saponinas,
alcaldides e taninos, capazes de oferecer gastroprotecdo (SANTOS & RAO, 2001;
MORIKAWA et al., 2006). Segundo Repetto et al. (2002) e Thompson et al. (2006),
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evidéncias clinicas e experimentais sugerem que o estresse oxidativo esta estreitamente
relacionado a etiopatologia da doencga ulcerosa péptica, € que substancias antioxidantes, COMO
a mangiferina, podem desempenhar ac¢do gastroprotetora. Sistemas antioxidantes complexos,
como eliminadores de radicais e inibidores da producéo de radicais livres, ajudam a prevenir
danos oxidativos causados por altas concentracGes de radicais livres (MAHMOOD T,
GUPTA,; KAISER, 2009).

Como as doencas gastrointestinais, incluindo danos induzidos por AINE,
envolvem estresse oxidativo produzido pela geracéo de radicais livres e peroxidacao lipidica,
se torna necessaria a medicdo de biomarcadores sanguineos do balango redox, para estimar 0s
danos causados pelas ERO e a eficiéncia das defesas antioxidantes do organismo, 0s quais
podem avaliar o dano oxidativo a estruturas lipidicas, através da peroxidacao lipidica (LPO)
bem como o dano oxidativo a proteinas, através dos compostos carbonilicos e sulfidrilicos
(HALLIWELL E GUTTERIDGE, 1999).

Malondialdeido (MDA) é um metabolito do processo de peroxidacdo lipidica e,
portanto, um indicador de oxidacdo e um marcador de estresse oxidativo, sendo possivel
mensurar 0 grau de peroxidacdo lipidica nos tecidos através da medi¢do dos seus niveis
(DEEPAet al., 2012). Na lesdo géstrica induzida por naproxeno, observamos um aumento
significativo dos niveis de MDA, quando comparado com o grupo controle (Figura 13).
Figura 13 — Determinacdo da concentracdo de malondialdeido (MDA) na parede gastrica de
camundongos previamente tratados com extrato de casca de manga (ECM) e extrato de polpa

de manga (EPM) (Mangifera indica L.) na gastropatia induzida por naproxeno (300 mg/kg)
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O resultado foi expresso como média + S.E.M. para grupo de seis animais por grupo. (*) p<0,05, quando
comparado com o grupo CMC (controle); (¢) p<0.05, quando comparado com o grupo NAP. A anélise estatistica
foi realizada utilizando ANOVA, seguido do teste de Bonferronis.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A administracdo de EPM e ECM foi capaz de reduzir a peroxidagdo lipidica

induzida no modelo de gastropatia por NAP. Porém, somente as doses de 10 e 100mg/Kg de
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EPM diminuiram de forma significativa, a formacdo de MDA, quando comparado com o
grupo NAP.Essa auséncia de significancia na resposta a dose de 30mg/kg pode ter sido,
provavelmente, devido a erro experimental, pois foi um comportamento isolado.A diminuicao
do ndmero de animais para experimentacdo & uma preocupacdo ética crescente da
comunidade cientifica, e também pode ter contribuido para este erro.

ECM foi capaz de reduzir os niveis de MDA nas trés doses testadas (10, 30 e 100
mg/kg). Como os radicais livres, quando aumentam de modo excessivo, provocam demasiada
producdo de intermediérios reativos como o MDA, nesse contexto, podemos sugerir uma
atividade antioxidante importante de EPM e ECM, através da capacidade de reduzir os niveis
de MDA (Figura 13).

A acdo toxica de ERO também pode ser avaliada pela acdo de compostos
antioxidantes endégenos como a glutationa (GSH), um marcador da saude celular com um
papel importante na manutencdo de proteinas celulares e lipidios no seu estado funcional,
além de fornecer uma protecdo importante ao participar dos sistemas de defesa celular contra
danos oxidativo (MARI et al., 2009).

Na figura 14 é possivel observar uma reducéo significativa nos niveis de GSH no
modelo de gastropatia induzida pela NAP, quando comparado ao grupo controle.

Figura 14 — Determinacdo dos niveis de glutationa (GSH) na parede gastrica de camundongos
previamente tratados com extrato de casca de manga (ECM) e extrato de polpa de manga

(EPM) (Mangifera indica L.) na gastropatia induzida por naproxeno (300mg/kg).
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O resultado foi expresso como média + S.E.M. para grupo de seis animais por grupo. (*) p<0,05, quando
comparado com o grupo CMC (controle); (¢) p<0.05, quando comparado com o grupo NAP. A anélise estatistica
foi realizada utilizando ANOVA, seguido do teste de Bonferronis.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A molécula de GSH é um carreador de radias livres quando presentes no tecido,
afim de neutralizar essas moléculas toxicas para a células, GSH sdo oxidadas. Como ha a
geracdo de radicais livres durante os mecanismos de acdo de NAP, as GSH foram oxidadas.
Em contrapartida, todas as doses administradas de ambos extratos (EPM e ECM) foram
capazes de preservar os niveis de GHS. No entanto, EPM na dose de 100 mg/kg apresentou
uma atividade antioxidante estatisticamente significativa, determinada através da preservagédo
quase integral da concentracdo de GSH no tecido gastrico, quando comprado com o grupo
NAP (Figura 14). Estes resultados corroboram os deRodeiro et al. (2007).

Outro passo crucial na lesdo gastrointestinal induzida por AINE é a infiltracdo de
neutrofilos, que pode levar a distirbios na microcirculacdo e na producdo de radicais livres
toxicos para a mucosa (ZHANG et al., 2008). MPO é um marcador enzimatico de inflamacéo
e infiltracdo de neutréfilos que € elevado em condicbes ulceradas e reduzido durante o
processo de cicatrizacdo (SOUZA et al., 2004). A enzima mieloperoxidase (MPO) esta
presente nos granulos azurdfilos dos neutréfilos e tem sido utilizada como marcador
quantitativo da infiltracdo de neutrofilos nos processos inflamatérios em varios tecidos, entre
eles o trato gastrintestinal, além de ter papel fundamental na producédo de espécies reativas de
oxigénio (BRADLEY et al., 1982). No modelo experimental, o NAP foi capaz de promover
uma maior infiltracdo de neutréfilo na parede gastrica, aumentando de forma significativa a

concentracdo de MPO, quando comparado com o grupo controle (Figura 15).

Figura 15 — Determinacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) na parede gastrica de
camundongos previamente tratados com de extrato de casca de manga (ECM) e extrato de

polpa de manga (EPM) (Mangifera indica L.) na gastropatia induzida por naproxeno (300

mg/kg).
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O resultado foi expresso como média + S.E.M. para grupo de seis animais por grupo. (*) p<0,05, quando
comparado com o grupo CMC (controle); (¢#) p<0.05, quando comparado com o grupo NAP. A andlise estatistica
foi realizada utilizando ANOVA, seguido do teste de Bonferronis.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Percebemos que a concentracdo de MPO na mucosa géastrica e no intestino
mediano de camundongos aumentou concomitantemente com a ocorréncia de lesdo induzida
pela administracdo de NAP (figura 15).

O pré-tratamento com EPM e ECM reduziu acentuadamente a lesdo
gastrointestinal, diminuindo os niveis de MPO com todas as doses administradas (figura 15).
Assim, a supressdo da infiltracdo de neutrofilos parece contribuir para o efeito protetor de
EPM e ECM contra lesbes induzidas por NAP, sendo possivel sugerir que a atividade anti-
inflamatoria esta associada com a inibicdo da migracdo de neutrdfilos. Outros estudos
demonstraram que os compostos fenolicos estdo envolvidos na prevencdo do estresse
oxidativo, com suas propriedades anti-inflamatorias, inibindo a infiltracdo de neutrdfilos,
como mostrado por Vieira et al (2011).

Dessa forma, este resultado sugere uma possivel atividade anti-inflamatéria de
ambos extratos. Nossos dados corroboram os resultados obtidos por Marquez et al. (2010),
que testaram os efeitos anti-inflamatdrios do extrato aquoso de manga (150 mg/kg) e este
produziu uma inibicao significativa da inflamacéo, resultando em melhoria dos sinais clinicos,
com a reducgdo da ulceracdo, reducdo da atividade de MPO, aumento nos niveis de GSH e
reducdo dos niveis de MDA.
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6 CONCLUSOES

A extracdo a quente em meio hidroalcoolico se mostrou eficiente na obtencao de
extratos ricos em compostos fendlicos. EPM e ECM demonstraram potente atividade
antioxidantes in vitro e in vivo. A partir desses extratos, foi possivel identificar importantes
compostos fenolicos na analise QTOF, com destaque para a mangiferina, a quercetina e o
acido galico, compostos bastante discutidos por suas evidentes propriedades bioldgicas,
principalmente antioxidante e anti-inflamatdria.

Os extratos da casca e da polpa de manga ndo apresentaram efeito toxico as
células (cultura IEC-6), e em algumas concentracdes, inclusive, tiveram efeito proliferativo.

EPM e ECMforam capazes de inibir os danos inflamatérios causados pela acéo
oxidativa do naproxeno. Essa capacidade foi observada em ambos através da reducgdo
significativa dos niveis de mieloperoxidase,pela reducdo do malondialdeido, ao mesmo tempo
em que os niveis de glutationa foram mantidos préximos ao controleem ambos extratos. EPM
apresentou melhor eficacia em todos os parametros na dose de 10 mg/kg de peso corporal,
engquanto ECM obteve melhores resultados em sua dose méaxima, 100 mg/kg.

Conclui-se que o0 EPM e ECM apresentam efeito antioxidante, mecanismo pelo
qual os extratos protegem a parede gastrica contra injdrias causadas por agentes oxidativos
desencadeados pelo uso do naproxeno, reduzindo significativamente a gravidade das lesbes, 0

que contribui para uma acdo anti-inflamatéria.
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