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RESUMO GERAL

A mangaba (Hancornia speciosa Gomes), fruto nativo do Cerrado,
apresenta grande potencial de exploracdo devido as caracteristicas
sensoriais atrativas, elevado valor nutricional e presenga de substancias
bioativas. Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a
composicdo quimica da polpa de mangaba, alem de verificar seu efeito
protetor/indutor de mutagenicidade in vivo. Para tanto, a pesquisa foi
constituida de duas partes. Na primeira etapa foi realizada a caracterizagdo
quimica (composicdo centesimal, acidez titulavel, pH, soélidos sollveis,
minerais, atividade antioxidante, &acido ascoérbico, carotenoides, compostos
fendlicos totais e perfil de fenolicos) e na segunda, foram avaliados os
efeitos mutagénicos/antimutagénicos da polpa de mangaba, por meio do
teste de micronlcleos de medula Gssea e colon, apoptose, estresse oxidativo
e teste do cometa. Para a realizacdo do experimento in vivo seguiram-se 0S
Principios  Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) certificado pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Unifal-MG (protocolo n°417/2012). Foram
utilizados 80 camundongos Swiss de 4 a 5 semanas (25+5 g peso corporal),
os quais foram alimentados ad libitum com uma dieta comercial e agua,
permaneceram sob condicdes controladas, com temperatura de 22+3° C;
umidade relativa do ar de 50+20% e um ciclo de luz 12 horas claro/12
horas escuro, durante o periodo de 14 dias. Os animais foram divididos em
dez grupos contendo 8 animais cada. A polpa de mangaba foi administrada
em trés doses, 10, 20 e 40 ml/kg de peso corporal, por gavagem, duas vezes
ao dia. Ao final do tempo experimental, o0s animais receberam
doxorrubicina (DXR) ou dimetil-hidrazina (DMH), drogas indutoras da
mutagenicidade, ou solucdo salina fisiologica e, no 15° dia, 0os animais
foram anestesiados (ketamina e xilazina) e, em seguida, submetidos a
eutanasia. Para a realizagdo das andlises, durante a necropsia, as células de
medula ¢ssea, o figado e o sangue periférico foram coletados a partir dos
animais que receberam DXR, e o figado e o colon foram removidos dos
animais que receberam DMH. Como principais resultados, pode-se destacar
que, na polpa de mangaba, foram identificados sete compostos fendlicos:
acido galico, catequina, &cido clorogénico, acido vanilico, o-cumarico,
acido rosmarinico e rutina. Os testes in vivo revelaram que a polpa de
mangaba ndo mostrou efeitos tdxicos/mutagénicos em qualquer um dos
ensaios realizados, apresentando efeitos protetores. Nas trés concentragdes
de mangaba administradas, os principais resultados sobre os efeitos
protetores foram o0s seguintes: teste do micronlicleo de medula OGssea
(42,33%, 58,14% e 7721%), teste de micronGcleo de coélon (34,21%,
63,15% e 78,07%) e indice de apoptose (57,5%, 43,68% e 6552%).



Conclui-se que este estudo fornece a evidéncia cientifica para o potencial
antimutagénico da polpa de mangaba e reforca a possibilidade de ser
empregada como um alimento funcional, com aplicabilidade na industria de
alimentos.

Palavras-chave: ~ Hancornia  speciosa  Gomes.  Antimutagenicidade.
Doxorrubicina. Dimetilhidrazina teste do microntcleo. Compostos fendlicos.



GENERAL ABSTRACT

Mangaba (Hancornia speciosa Gomes), fruit native to the Cerrado
(tropical savanna ecoregion), presents a great exploitation potential due to
its attractive sensorial characteristics, high nutritional value and presence
of bioactive substances. This work was carried out with the purpose of
evaluating the chemical composition of the mangaba pulp, in addition to
verifying its protecting\ in vivo mutagenicity-inducing effect. For this
purpose, the study was constituted of two parts, in the first step, the
chemical characterization (centesimal composition, titrable acidity, pH,
soluble solids, minerals, antioxidant activity, ascorbic acid, carotenoids,
total phenolic compounds and phenolic profile) was conducted and in the
second step, the mutagenic\antimutagenic of the mangaba pulp were
evaluated through the micronucleus test of bone marrow and colon,
apoptosis, oxidative stress and comet assay. For the doing of the in vivo
experiment, the Ethic Principles in the Animal Experimentation adopted by
the Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) (Brazilian
College of Animal Experimentation) certified by the Ethics Committee in
the Use of Animals of Unifal-MG (protocol number 417/2012). 80 Swiss
mice aged 4 to 5 weeks (25 + 5g body weight) were used, these were fed
ad libitum a commercial diet and water, remained under controlled
conditions with temperature of 22° C (x 3° C); relative humidity of air of
50% (£ 20%) and a light cycle of 12h light /12h dark, during the period of
14 days. The animals were divided into ten groups, containing 8 animals in
each. The mangaba pulp was given at three doses, 10, 20 and 40 ml/kg of
body weight, by gavage of the experimental time a day. At the end of the
experimental time, the animals were given doxorubicin (DXR) or
dimethylhydrazine (DMH), mutagenicity-inducing drugs or physiologic salt
solution and on the 15" days, the animals were anesthetized (ketamine and
xylazine) and next, submitted to euthanasia. For the conduction of the
analyses, during the necropsy, the cells of the bone marrow cells, livers and
peripherical blood were collected from the animals which received DXR
and the livers and colons were removed from the animals which were given
DMH. As main results, one can stand out that in the mangaba pulp, seven
phenolic compounds were identified: galic acid, catechin, chlorogenic acid,
vanilic acid, o-coumaric acid, rosmarinic acid and rutin. The in vivo tests
revealed that the mangaba pulp did not show toxic/mutagenic effects in any
of the assays conducted, presenting protecting effects. In the three
concentrations of mangaba administered, the main results on the protecting
effects were the following: micronucleus test of bone marrow (42.33, 58.14
and 77.21%), micronucleus test of colon (34.21, 63.15 and 78.07%),
apoptosis index (57.5, 43.68 and 65.52%). It follows that this study



provides scientific evidence to the antimutagenic potential of the mangaba
pulp and reinforces its potential as a functional food with applicability in
the food industry.

Keywords: Hancornia speciosa Gomes. Antimutagenicity. Doxorubicin.
Dimethylhydrazine. Micronucleus test. Phenolic compounds.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO GERAL

Os novos habitos alimentares, bem como o novo estilo de vida, expdem
0 homem a uma gama de fatores de risco para as doengas crénicas nao
transmissiveis (DCNT). Entre esses fatores de risco destaca-se o consumo de
dietas desequilibradas, alem de vida estressante e sedentaria, tabagismo,
alcoolismo e wuso de contraceptivos. Isso leva a mudangas no perfil
epidemioldgico dos paises, em que se observa nimero crescente de doencas,
como obesidade, diabetes, hipertensdo, doencas cardiovasculares, osteoporose e
varios tipos de canceres.

Nos Ultimos anos, em grande nimero de estudos ha relatos de que a
dieta € um fator extremamente importante, em termos de inducdo ou prevencao
de doengas. Ja é estabelecido que algumas substancias bioativas, como
compostos fendlicos, acido ascoérbico, minerais e carotenoides, dentre outros,
podem desempenhar papel importante na modulagdo ou na prevencdo do
desenvolvimento do cancro. Nesse contexto, a énfase na busca por alimentos
que contribuem para a obtencdo de saude adequada tem crescido
significativamente em todo o mundo. Em face disso, o consumo de vegetais tem
aumentado, dadas as propriedades benéficas que estes apresentam.

O Brasil apresenta incontaveis frutiferas nativas com potencial a ser
explorado, dentre as quais se destaca a mangabeira, Hancornia speciosa Gomes,
arvore que da origem a mangaba. A mangaba apresenta-se como uma baga
elipsoide ou esférica, de cor amarela ou esverdeada, com ou sem pigmentacao
vermelha, polpa branca, suculenta, adocicada, muito aromatica e com potencial

para ser empregada na elaboragéo de produtos.
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Algumas partes da mangabeira apresentam aplicacdo na medicina
popular, como a casca, as folhas e o latex obtido a partir do tronco. Na literatura
cientifica, o que se verifica sdo estudos acerca das partes da mangabeira, sendo
rara a avaliacdo do potencial do fruto. Assim, as avaliacbes da composicédo
quimica, com atencdo aos compostos bioativos e as atividades funcionais e
toxicoldgicas que a mangaba pode apresentar, ainda sdo escassas.

Dessa forma, reforca-se a necessidade continua de novos estudos para,
cada vez mais, conhecer as potencialidades deste fruto. Sendo assim, para
compreender os efeitos in vivo da H. speciosa, foi desenvolvida esta tese, que se
divide em dois capitulos. No primeiro capitulo trata-se da revisao de literatura,
fazendo consideracgdes gerais sobre o bioma Cerrado, dando enfoque a cultura da
mangaba e realizando-se uma descricdo das suas principais caracteristicas,
incluindo  aspectos  fisicos, quimicos, nutricionais, perfil antioxidante,
substancias bioativas e atividades bioldgicas da espécie. Ao final, faz-se uma
apresentagdo sobre cancer e drogas indutoras em estudos in vivo. Ja no segundo
capitulo avalia-se a composicdo quimica da polpa de mangaba, além de verificar
seu efeito protetor/indutor de mutagenicidade in vivo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 O Cerrado brasileiro

No Brasil verifica-se a ocorréncia de seis grandes biomas: o Cerrado, 0s
Campos Sulinos, as Florestas Atlantica e de Araucaria, a Caatinga, a Floresta
Amazonica e o Pantanal. A localizagdo geografica destes biomas é
condicionada, predominantemente, pelos fatores climaticos, como a temperatura,
a pluviosidade e a umidade relativa, e, em menor escala, pelo tipo de substrato
(RIBEIRO; WALTER, 1998).

De acordo com Roque (2006), o Cerrado é a segunda maior formagéo
vegetal brasileira, cobrindo cerca de 25% do territério nacional, ou seja,
aproximadamente 204 milhdes de hectares. Minas Gerais, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Tocantins e Goias, incluindo o Distrito Federal, sdo os estados
que apresentam as maiores areas continuas de Cerrado. Trata-se do bioma de
Savana mais rico de biodiversidade do mundo, contendo um terco de toda a
biodiversidade existente no Brasil, com uma enorme riqueza de espécies
vegetais, além de nascentes de grandes bacias hidrograficas (SANO et al., 2008).
O Cerrado tem mais de 10 mil espécies de plantas, sendo 44% endémicas, isto &,
que ocorrem apenas na regido (ROQUE, 2006).

O Cerrado encontra-se em terrenos de altitude superior a 700 m, com
aparéncia e caracteristicas bem definidas. O clima da regido é bastante regular,
com médias anuais entre 21 e 27°C, podendo apresentar variacOes diarias de
mais de 15 °C. Tem duas estagdes bem definidas: a chuvosa, que vai de outubro
a abril, concentrando quase que 90% das precipitacdes atmosféricas e média
anual de chuvas em torno de 1.200 mm a 1,800 mm; ja a estacdo seca ocorre nos
meses de maio a setembro, que coincide com o inverno, quando a temperatura

média pode ficar abaixo dos 20 °C e os indices pluviométricos mensais ficam
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muito reduzidos, podendo cair a zero (ROQUE, 2006). Os latossolos
predominam no Cerrado Brasileiro, estando presentes em 46% da area do bioma.
Estes tipos de solo se caracterizam, principalmente, pela baixa fertilidade e alta
acidez. Por outro lado, trata-se de solos antigos, profundos, com 6tima drenagem
e que se assentam em relevos planos ou levemente ondulados (SANTOS et al.,
2010).

Cerrado € uma palavra de origem espanhola que significa fechado
(RIBEIRO; WALTER, 1998) e busca traduzir a caracteristica geral da vegetacdo
arbustivo-herbacea densa que ocorre nesse tipo de formagdo. Em razdo das
caracteristicas climaticas, a vegetacdo tipica do Cerrado desenvolveu varios
mecanismos de adaptagdo e sobrevivéncia (ROQUE, 2006). Troncos tortuosos,
cobertos por uma cortica grossa, cujas folhas sdo geralmente grandes e rigidas,
caracteristicas atribuidas por Ferri (1977), a vegetacdo que vive em ambiente
onde a agua é escassa (xeromorfismo).

Embora o cerrado seja um bioma altamente diverso em paisagens e
espécies da flora e da fauna, ainda ha caréncia de estudos voltados para a
identificacdo de espécies com potencial econémico, a elaboracdo de planos de
manejos para espécies exploradas e a caracteriza¢ao da dindmica do extrativismo
vegetal (PARRON et al., 2008).

As frutiferas nativas do Cerrado constituem fontes em potencial de
exploracdo econdmica, pois apresentam caracteristicas peculiares, com formas
variadas, cores atrativas e sabores caracteristicos (MARTINS, 2006). Dentre as
espécies com potencial econdbmico destaca-se a Hancornia speciosa Gomes,

popularmente conhecida como mangabeira, planta que da origem a mangaba.
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2.2 Mangaba

A mangabeira pertence a classe Dicotyledoneae, ordem Gentianales,
familia Apocynaceae, género Hancornia e espécie Hancornia speciosa. No
género Hancornia a espécie mais importante € a Hancornia speciosa, descrita
por Gomes em 1812 (LEDERMAN et al., 2000).

A mangabeira € uma arvore perene, com porte variando entre 4 me 7 m
de altura, podendo chegar até 15 m, de crescimento lento e copa ampla. A raiz é
pivotante profunda e toda a planta exsuda latex de cor branca ou réseo-palida.
Tem folha simples, oposta, oval ou lanceolada, peciolada, glabra ou néo, de
consisténcia coridcea. Suas flores sdo hipocrateriformes, com um tubo floral
relativamente longo e estreito, de coloracéo branca, campanuladas e arométicas.
Em ramos novos do ano existe inflorescéncia em dicasio terminal, com dois a
quatro ou até cinco flores hermafroditas (GANGA; CHAVES; NAVES, 2009).
Apresenta, normalmente, na regido dos Cerrados, floracdo durante o periodo de
agosto a novembro, com pico em outubro (SANTOS et al., 2007). J& a colheita
dos frutos é iniciada, normalmente, em novembro ou em dezembro e se estende
até os meses de maio ou junho, em algumas regides (CARNELOSSI et al.,
2004). A mangabeira comeca a sua produgédo entre o terceiro e o quinto ano apos
o0 plantio e, 50 anos mais tarde, continua a fornecer 10 a 12 t /ha (CLERICI;
CARVALHO-SILVA, 2011; SILVA JUNIOR, 2004).

A palavra mangaba € de origem tupi-guarani ¢ significa “coisa boa de
comer” (EPSTEIN, 2004; SILVA JUNIOR, 2004). Algumas variantes do nome
mangaba sdo também utilizadas no Brasil, como mangaiba, mangareiba,
mangava, mangatva e manguba.

De acordo com Barros et al. (2006), Ganga, Chaves e Naves (2009) e
Sousa et al. (2005), os frutos da mangabeira apresentam-se como baga elipsoide

ou esférica, coloracdo amarela ou esverdeada com ou sem pigmentacao
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avermelhada, que contém polpa branca, macia, fibrosa e adocicada, que recobre
um numero variavel de sementes recalcitrantes, achatadas e discoides, com
coloragdo castanho-clara. Em estadio de maturacao, o fruto tem casca amarelada
ou esverdeada, com ou sem pigmentacao avermelhada, sendo bastante aromatico
e perecivel. Em média, é constituido de polpa (77%), casca (11%) e semente
(12%). No entanto, apenas a polpa assume posicdo de destaque no aspecto
comercial.

A mangaba é uma das frutas prediletas do cerrado e apresenta
apreciaveis aroma e sabor, sendo consumida ao natural ou também utilizada pela
industria de alimentos, na producdo de doces, geleia, xarope, compotas, vinho,
vinagre, suco e sorvete (CLERICI; CARVALHO-SILVA, 2011). Sua utilizagao
agroindustrial est4d sendo rapidamente difundida devido & grande aceitagdo.
Acrescente-se, ainda, o fato de que este fruto apresenta alto rendimento de
polpa, em torno de 94%, o que o torna interessante para utilizagdo pela inddstria
(VIEIRA NETO et al., 2002).

Silva et al. (2009), avaliando a composi¢do da mangaba, encontraram
valores de 82,4% de umidade, 1,2% para proteina, 2,37% de lipidios, 10,02%
para carboidratos, 3,4% de fibra alimentar e 0,58% de residuo mineral fixo.
Apresentaram também valores da ordem de 35 mg.100 g* de célcio, 0,78
mg.100 g™ de zinco e 0,88 mg.100g™ de ferro.

Almeida et al. (2009), ao avaliarem os macrominerais presentes na
mangaba, encontraram valores (em mg.100 g*) de 3378 de s6dio, 240,42 de
potassio, 8,52 de calcio, 70,27 de magnésio e 6,05 de fosforo, apresentando altos
valores de magnésio e sodio, comparados com as demais frutas. A mangaba
pode ser considerada excelente fonte de magnésico, pelo fato de, em 100 g da
fruta, serem encontrados 20% da necessidade média estimada (EAR) de
magnésio/dia por um adulto. Os mesmos autores, ao avaliarem microminerais
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(mg.100g™), obtiveram 0,95 para ferro, 0,08 para cobre, 0,12 para zinco e 0,80
para selénio.

O valor energético, em cada 100 g de fruta, é de cerca de 40 calorias.
Altos teores de solidos sollveis associados a consideravel acidez, alem do
paladar exotico, conferem a mangaba um sabor muito apreciado pelos
consumidores (SOARES et al., 2006).

Barros (2008) isolou compostos de classes estruturais distintas,
resultantes do fracionamento quimico dos extratos hexanico e etandlico das
folhas de H. speciosa. Do extrato hexanico foram obtidos mistura de
hidrocarbonetos, alcoois de cadeia longa, triterpenos, a e [-amirina, lupeol,
obtusalina, eritrodiol, B-sitosterol e mistura de ésteres. Ja do extrato etandlico foi

verificada mistura de rutina e &cido clorogénico.

2.3 Atividade antioxidante

Os radicais livres podem ser definidos como moléculas ou fragmentos
moleculares contendo um ou mais elétrons desemparelhados. Esta configuracédo
faz dos radicais livres moléculas altamente instaveis e confere-lhes um
consideravel grau de reatividade (VALKO et al., 2004). Os radicais livres sdo
formados por meio de uma variedade de eventos e caminhos, podendo ser
gerados no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana plasmatica, e o seu
alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e DNA) esta relacionado com o
seu sitio de formagdo (ANDERSON, 1996; BIANCHI; ANTUNES, 1999;
POMPELLA, 1997; YU; ANDERSON, 1997). Dentre os radicais livres estdo
incluidas espécies de oxigénio como oxigénio singlete (‘O,), o acido hipocloroso
(HOCL), o hidroperoxido (HO,-), o superdxido (O,-), a hidroxila (OH-), o
peroxido de hidrogénio (H,0,) e as espécies de nitrogénio, como Oxido nitrico
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(NO-) e diéxido de nitrogénio (NO,-) (ABREU, 2010; BORGUINI, 2006;
SHAMI; MOREIRA, 2004).

Apb6s a sua formacdo, os radicais livres reagem rapidamente com
compostos celulares, iniciando rea¢des em cascata. Em condigGes normais, o
sistema de defesa antioxidante enzimatico, constituido por glutationa peroxidase,
superoxido-dismutase e catalase, juntamente com o sistema ndo enzimatico
(&cido ascérbico, vitamina E, carotenoides e flavonoides, dentre outros),
controla os efeitos deletérios dos radicais livres. No entanto, se houver produgédo
excessiva de radicais livres, superando a capacidade de defesa do sistema
antioxidante, eleva-se o risco do surgimento de doengas crbnicas ndo
transmissiveis com danos profundos aos tecidos, sendo este desequilibrio
chamado de estresse oxidativo, que pode culminar com a oxidagdo lipidica
(ABREU, 2010; DUARTE-ALMEIDA etal., 2006; SHAMI; MOREIRA, 2004).

A oxidacdo lipidica de acidos graxos insaturados nas membranas
lipidicas € um processo conhecido como peroxidacao lipidica. Esse processo
promove grave alteracdo da membrana celular, causando perda da fluidez,
alteracdo da funcdo secretora e perda da seletividade, com liberacdo do contetdo
de organelas, levando a formacdo de produtos citotdxicos até a morte celular
(PIENIZ et al., 2009). Segundo Valko et al. (2006), o processo global da
peroxidagdo lipidica € constituido por trés etapas: iniciagcdo, propagacdo e
terminacdo. Durante este processo ocorre a formacao de radicais peroxila (ROO
*) ¢ o produto final do processo de peroxidagao ¢ o chamado malondialdeido
(MDA). Sendo assim, uma das formas de se avaliar o estresse oxidativo celular é
por meio da avaliacdo de marcadores, tais como o malonaldeido, o qual é o
produto final da degradacdo ndo enzimatica de &cidos graxos. Com isso, altos
niveis de MDA indicam um aumento da peroxidacdo (KASHYAP et al., 2005).

A peroxidagdo lipidica pode ser inibida por antioxidantes que

interrompem a cadeia de peroxidagdo reagindo com os radicais peroxila ou



20

alcoxila e, dessa forma, gerando um hidroperdxido e um radical livre formado a
partir do antioxidante (KOLEVA et al, 2002; MAFRA; ABDALLA;
COZZOLINO, 1999).

O termo antioxidante tem natureza multiconceitual. No entanto, de
maneira geral, antioxidante pode ser definido como uma familia heterogénea de
moléculas naturais que, presentes em baixas concentragdes, comparativamente
as biomoléculas que supostamente protegeriam, podem prevenir ou reduzir a
extensdo do dano oxidativo (OLIVEIRA et al., 2009).

Notadamente, compostos antioxidantes estdo presentes naturalmente em
frutas e algumas apresentam altas concentragbes de determinados grupos
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006). Assim, varias pesquisas tém surgido no
intuito de conhecer a atividade antioxidante que se apresenta nos produtos
vegetais.

Diversas técnicas tém sido utilizadas para determinar a atividade
antioxidante, de forma a permitir uma réapida selecdo de substancias e/ou
misturas potencialmente interessante, ndo havendo, portanto, um método que
seja universal para todos os extratos de plantas e alimentos (ABREU, 2010;
DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; NIKI, 2002). Com base neste pressuposto,
pode-se destacar, entre 0s métodos presentes na literatura para a deteccdo da
capacidade antioxidante de um alimento, 0 método de sequestro de radicais
livres 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH").

O método de sequestro de radicais livres esta baseado no descoramento
de uma solugdo composta por radicais estaveis DPPH" de cor violeta, quando da
adicdo de substancias que podem ceder um atomo de hidrogénio. Assim, o
método de sequestro de radicais livres por DPPH" baseia-se na transferéncia de
elétrons de um composto antioxidante para um oxidante (BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995; HUANG,; OU; PRIOR, 2005). Dessa forma, o
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grau de descoramento da solucdo indica a eficiéncia de captura do radical pelo
antioxidante presente na amostra (ABREU, 2010; QUEIROZ, 2006).

Alguns autores demonstraram alta atividade antioxidante da mangaba,
maior do que muitas frutas analisadas, como caja, caju, umbu e agai (RUFINO et
al., 2010), além de abacaxi, graviola, pinha, jaca, mamao, sapoti, ciruela, umbu e
tamarindo (ALMEIDA et al., 2011).

A atividade antioxidante de um alimento é resultado da ac¢ao de cada um
de seus componentes antioxidantes. Além disso, os componentes antioxidantes
de um alimento podem interagir entre si e produzir efeitos sinérgicos ou
inibitorios (ABREU, 2010; KUSKOSKI et al., 2005). Assim, a atividade
antioxidante total de um alimento pode ser maior ou menor que a soma da
atividade antioxidante de cada composto avaliado separadamente (ABREU,
2010; BORGUINI, 2006).

Dentre os principais antioxidantes naturais encontrados em frutos e em
hortalicas destacam-se os carotenoides, o &cido ascérbico e 0s compostos

fenolicos que serdo descritos a seguir.

2.3.1 Carotenoides

Os carotenoides representam uma classe de antioxidantes naturais,
muitos com agdo pro-vitaminica A, encontrados em frutas e vegetais, sendo
estes pigmentos sintetizados por plantas e microrganismos. Existem mais de 600
carotenoides gue ocorrem na natureza e sdo classificados em carotenos ou
xantofilas. Os carotenos sdo hidrocarbonetos poliénicos com variados graus de
insaturacdo e as xantofilas sdo sintetizadas a partir dos carotenos, por meio de
reacgdes de hidroxilagdo e epoxidagdo. O B-caroteno e o licopeno sdo exemplos
de carotenos, enquanto a luteina e a zeaxantina sio xantofilas (AMBROSIO;
CAMPOS; FARO, 2006). Varios estudos tém indicado que os carotenoides
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podem prevenir ou inibir certos tipos de cancro, arteriosclerose e degeneracéo
muscular relacionada com a idade, dentre outras doengas (VALKO et al., 2006).

A atividade antioxidante dos carotenoides fundamenta-se, basicamente,
na estrutura destes compostos, principalmente por possuirem um sistema de
duplas ligagbes conjugadas, que favorece o deslocamento do elétron ndo
pareado, e também pela presenca de grupos substituintes no carotenoide
(CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007; RIOS; ANTUNES; BIANCHI,
2009), caracteristicas estas que tornam possivel 0 combate as espécies reativas
de oxigénio.

Geralmente, trés mecanismos diferentes sdo propostos para a eficiéncia
dos carotenoides contra os radicais livres (VALKO et al., 2006; YOUNG;
LOWE, 2001): transferéncia de elétrons (CAR + ROO" — CAR™ + ROO),
remogdo de ions de hidrogénio (CAR + ROO™ — CAR’ + ROOH) ou adicéo de
espécies radicalares (CAR + ROO™ — ROO'CAR"). Ao agirem sobre os radicais
livres, os carotenoides podem também se tornar uma espécie radicalar, sendo
estes, normalmente, estabilizados por ressonéncia e, portanto, tornam-se pouco
reativos. Eles podem decair por meio de rea¢Ges com outros radicais, formando
produtos estaveis (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

Rufino et al. (2010), ao avaliarem o teor de carotenoides totais em
mangaba, encontraram valores na ordem de 0,3 mg.100 g* de matéria fresca.
Cardoso et al. (2014), ao realizarem o perfil de carotenoides da mangaba oriunda
do cerrado mineiro, encontraram a presenca de [-caroteno e B-criptoxantina,
com prevaléncia do p-caroteno (52,6%). Criptoxantina e p—caroteno séo
carotenoides que apresentam atividade pro-vitamina A, ou seja, sdo convertidos
endogenamente a retinoides (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).
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2.3.2 Acido ascorbico

O é&cido ascoérbico, ou vitamina C, é uma substancia hidrossol(vel
encontrada em diversas frutas e hortalicas. Quase a totalidade da necessidade de
vitamina C do homem ¢ satisfeita pelo consumo de frutos e hortalicas. A
vitamina C encontra-se na natureza sob duas formas: reduzida ou oxidada (&cido
deidroascorbico). Ambas sdo biologicamente ativas e a transformagao reversivel
do &cido ascorbico em 4cido deidroascorbico ocorre normalmente no interior das
células (ABREU, 2010; BORGUINI, 2006).

Esta substancia exerce diversas funcdes no organismo humano. Dentre
elas, participa da hidroxilacdo da prolina e da lisina, necessarias para a
biossintese de colageno, atua na sintese de carnitina e noraepinefrina, aumenta a
absorcdo do ferro ndo heme mantendo o ferro no estado ferroso, atua na
conversdo do colesterol em &cidos biliares, participa dos processos celulares de
oxirreducdo (ABREU, 2010; COZZOLINO, 2007; DAS et al., 2006; FANTINI
et al., 2008; MAIA et al., 2007), é importante na biossintese das catecolaminas,
previne o escorbuto e atua na defesa do organismo contra infecgdes, sendo
fundamental na integridade das paredes dos vasos sanguineos (MANELA-
AZULAY et al., 2003).

Vérias linhas de evidéncia sugerem que a vitamina C é um poderoso
antioxidante em frutas e vegetais. Além disso, ela coopera com a vitamins E
para a sua regeneracdo. Alta ingestdo de acido ascérbico na dieta tem sido
repetidamente associada a um menor risco de desenvolver cancer (LEONG;
SHUI, 2002).

Na mangaba, a quantificacdo de vitamina C merece destaque. Conforme
demonstram algumas pesquisas, a concentracdo de vitamina C varia numa faixa
bem elevada. Rufino et al. (2009) verificaram teor de 431 mg.100 g™ na polpa da

mangaba. Rufino et al. (2010) observaram teores de vitamina C de cerca de 190
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mg.100 g*. J& Carnelossi et al. (2004), comparando os teores de vitamina C da
mangaba com os de outros frutos, tais como morango, goiaba e abacaxi,
verificaram que a mangaba é um fruto com teor elevado de vitamina C, ou seja,
aproximadamente 252,7 mg.100 g matéria fresca.

Ramful et al. (2011) classificam os frutos em trés categorias, de acordo
com o teor de acido ascérbico, que sdo baixo (<30 mg/100 g), médio (30-50
mg/100 g) e alto (> 50 mg/100 g). De acordo com esta classificagdo, a mangaba
pode ser considerada como tendo alto teor de acido ascorbico, tomando como
base os resultados apresentados.

Almeida et al. (2011), quantificando acido ascorbico de diferentes
espécies nativas do Brasil, ciriguela, jaca, mangaba, murici, mamao, ananas,
sapoti, graviola, pinha, tamarindo e umbu, encontraram o maior teor de acido
ascorbico na mangaba que todos os demais frutos avaliados (96,3 mg &cido
ascorbico/100 g).

2.3.3 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo quimicamente definidos como substancias
que tém pelo menos um anel aromatico com um ou mais substituintes
hidroxilicos, incluidos seus grupos funcionais. S&o originados do metabolismo
secundario das plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reprodugéo.
Além disso, se formam em condi¢gbes de estresse, como infeccdes, ferimentos e
radiagdes UV, dentre outros. Em alimentos, sdo responsaveis pela cor,
adstringéncia e aroma, dentre outras fun¢bes (ANGELO; JORGE, 2007,
BECKMAN, 2000; NACZK; SHAHIDI, 2006).

A biossintese dos compostos fendlicos é realizada por meio de duas
rotas béasicas: a rota do acido chquimico e a rota do acido mevalénico, sendo a

Ultima de maior relevancia no metabolismo de microrganismos e pouca
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significancia no metabolismo de vegetais. Destacando-se a via de maior
importancia, a rota do acido chiquimico converte intermediarios da glicélise
(&cido fosfoenolpiruvato) e da via das pentoses fosfato (eritrose-4-fosfato) em
aminoacidos aromaticos, cujo principal representante € a fenilalanina. Esta via
apresenta a enzima fenilalanina aménia liase como reguladora do processo e
dela origina-se a maioria dos fenois (TAIZ; ZEIGER, 2004) (Figura 1).

Ainda pensando na rota biossintética, os acidos fenolicos naturais, sejam
eles oriundos do &cido benzoico ou do &cido cindmico, tém a sua origem
derivada exclusivamente da rota do &cido chiquimico. Ja o esqueleto basico dos
flavonoides, dois anéis aromaticos conectados por uma ponte de trés atomos de
carbono (C6-C3-C6), resulta de rotas biossintéticas separadas: a via do acido
chiquimico e a via do &cido malbnico. A via do &cido chiquimico origina a
fenilalanina, precursor do acido cindmico, sendo este responsavel pelo anel
aromatico B e a ponte de trés carbonos. O outro anel aromatico, anel A do
esqueleto basico dos flavonoides, é formado pela rota do acetato (LIANDA,
2009).
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A distribuicdo dos compostos fendlicos nos tecidos das plantas ndo é
uniforme. Os compostos fendlicos sollveis encontram-se compartimentalizados
dentro dos vacuUolos celulares (BECKMAN, 2000) e estdo na forma livre ou
conjugada, enquanto os fendlicos insollveis encontram-se ligados a estruturas da
parede celular, esterificados com arabinose ou residuos de galactose dos
componentes pécticos ou hemicelulésicos (FAULDS; WILLIAMSON, 1999).

Existem cerca de cinco mil fendis distribuidos entre o reino vegetal,
dentre eles destacam-se os &cidos fendlicos, os taninos, os flavonoides e os
tocoferdis.

Os éacidos fenodlicos compreendem os derivados do acido benzoico e do
acido cinamico. Os hidroxibenzoicos, tém sete atomos de carbono e sdo 0s
acidos fendlicos mais simples da natureza, que incluem os &acidos galico, p-
hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico. Ja o0s &cidos
hidroxicindmicos e seus derivados por ciclizagcdo, como cumarina, acido cafeico,
clorogénico e ferdlico, apresentam nove atomos de carbono (SOARES;
ANDREAZZA; SALVADOR, 2005).

Ja os taninos sdo polifenois de peso molecular relativamente alto, tendo
importancia por seus efeitos anti-inflamatorios, anticarcinogénicos e
cicatrizantes. S&o divididos em taninos hidrolisiveis e condensaveis, sendo 0s
hidrolisdveis polimeros formados por moléculas de &cidos gélicos e elagicos
glicosilados. Por sua vez, o0s taninos condensados, denominados
proantocianidinas, sdo oligbmeros e polimeros de flavan-3-ol (catequina) e/ou
flavan-3,4-diol (leucocianidina) e apresentam maior importancia nos alimentos,
provavelmente por apresentarem pigmentos avermelhados (ANGELO; JORGE,
2007; MONTEIRO et al., 2005). O elevado peso molecular dos taninos confere
aos alimentos em que eles estdo presentes uma sensacdo de adstringéncia
(DREWNOWSKI; GOMEZ-CARNEROS, 2000).
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Os flavonoides representam o maior e principal grupo de compostos
fendlicos, com mais de 5.000 diferentes flavonoides descritos. Geralmente,
encontram-se conjugados com glicosideos e, ocasionalmente, na forma de
agliconas, sendo que os primeiros tém maior solubilidade (ROSS; KASUM,
2002; WOLFE; LIU, 2008). Quimicamente, os flavonoides sdo compostos
fendlicos muito instaveis e altamente susceptiveis & degradacdo, cuja
estabilidade é afetada por diversos fatores, como pH, temperatura, concentracao
de oxigénio e luminosidade. O pH 4&cido é favoravel para a forma colorida
desses pigmentos e a temperatura elevada pode favorecer a degradacgédo e a
polimerizagdo da cor desses pigmentos (CASTANEDA-OVANDO et al., 2000;
SALUNKHE; BOLIN; REDDY, 1991). Entre os principais flavonoides estdo
antocianinas, flavonas, isoflavonas, flavondis e flavanonas (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

As antocianinas constituem um representante de relevancia desta classe;
sdo pigmentos dissolvidos na seiva dos tecidos das flores e frutas, que dao
coloracdo rosa, vermelho, azul ou violeta. Elas existem em diversas formas
quimicas, coloridas e ndo coloridas, de acordo com o pH. Embora sejam
altamente instdveis na forma aglicona, enquanto presentes nas plantas, sao
resistentes a luz, ao pH e as condigbes de oxidacdo, que sdo suficientes para
degrada-las. A degradacdo é diminuida pela glicosilacdo e pela esterificacdo
com varios acidos, como o citrico e o malico, além de &cidos fenolicos
(LIANDA, 2009).

Os tocoferdis sdo compostos monofendlicos existentes em vegetais,
principalmente em sementes oleaginosas e folhas, que tém atividade
antioxidante e de vitamina E. Eles estdo agrupados em duas séries de compostos
que tém estrutura guimica semelhante e recebem o nome genérico de tocois e
tocotriendis. Os compostos da série tocois tém cadeia saturada ligada ao anel e
sdo denominados tocoferdis, enquanto os da série tocotriendis tém cadeia
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insaturada. A nomenclatura desses compostos recebe o prefixo de a, B, y € 9,
dependendo do ndmero e da posicdo do grupo metila ligado ao anel aromatico.
O a-tocoferol é o composto que apresenta maior atividade de vitamina E
(ANGELO; JORGE, 2007).

Os compostos fendlicos exibem uma variedade de propriedades
fisioldgicas, tais como antialergénica, antiarterogénica, anti-inflamatoria,
antimicrobiana, —antitromboética, antioxidante e efeito cardioprotetor e
vasodilatador (BENAVENTE-GARCIA et al., 1997; PUUPPONEN-PIMIA et
al., 2001).

Rufino et al. (2009), avaliando a quantidade de fendlicos totais presentes
na mangaba, verificaram que o fruto apresenta-se como uma boa fonte destes
compostos, concentrando cerca de 172 mg de acido galico.100 g* de fruto.
Rufino et al. (2010) encontraram valores muito semelhantes, cerca de 169 mg de
acido gélico.100 g de fruto e valores na ordem de 04 mg.100 g* para
antocianinas totais.

Almeida et al. (2011), avaliando o contetdo fenolico de diferentes
espécies nativas do Brasil, ciriguela, jaca, mangaba, murici, mamao, ananas,
sapoti, graviola, pinha, tamarindo e umbu, encontraram o segundo maior
conteido de fendlicos totais (98,8 mg GAE/100 g), menor somente que o do
murici e um teor consideravel de antocianinas totais, colocando-o na quarta
posicdo (0,79 mg antocianinas totais/100 g).

Tem sido relatada a presenca de flavonoides, catequinas,
proantocianidinas e taninos na casca de H. speciosa; em adigéo, esteroides,
triterpenos e taninos estdo presentes nas folhas (HONDA et al., 1990; MORAES
et al., 2008). As andlises do latex indicam a presenca de flavonoides e diterpenos
(HONDA et al.,, 1990; MARINHO et al., 2011). Um estudo quimico realizado
em extratos etanolico das folhas e mangaba indicou o flavonoide rutina como
um dos principais constituintes (FERREIRA et al., 2007a).
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Testes farmacologicos preliminares e a utilizacdo de padrdes revelaram
a presenca de substancias fendlicas, tais como catequina e &cido clorogénico no
decocto das cascas deste vegetal (ANDRADE, 2002). Outros estudos com a
fracdo acetato de etila da infusdo das cascas da mangaba levaram ao isolamento
de 4cidos fenodlicos, tais como galico, &acido clorogénico e 4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzéico (&cido siringico) (RODRIGUES; CARVALHO, 2001).

Em se tratando da avaliagéo do fruto, Assumpgéo et al. (2014), por meio
de triagem fitoquimica, revelaram a presenca de fendis e flavonoides no extrato
etanolico da mangaba. J& Gomes, Ramalho e Gualberto (2013) relataram altas
concentraces de &cido clorogénico (1134 g. g™).

Verifica-se, portanto um levantamento da constituicdo fendlica da
Hancornia speciosa, direcionado mais as folhas, ao caule e ao latex; em
contrapartida, sdo escassos os trabalhos avaliando o perfil fendlico do fruto.

Almeida et al. (2011), realizando a correlag&o de Pearson entre atividade
antioxidante total, compostos fendlicos, vitamina C e antocianinas totais,
verificaram que houve correlagdo somente entre os compostos fendlicos e a
capacidade antioxidante total, ndo havendo relacdo da capacidade antioxidante
com as demais moléculas avaliadas. Estes resultados sugerem gue 0s compostos
fendlicos sdo os mais importantes constituintes para a atividade antioxidante dos
frutos estudados nessa pesquisa. Contudo, a atividade antioxidante dos frutos
analisados ndo pode ser atribuida exclusivamente aos seus conteudos fendlicos,
mas também para as ac¢des dos diferentes compostos antioxidantes presentes nas
frutas e em possiveis efeitos sinérgicos e antagonistas ainda desconhecidos.

A eficiéncia antioxidante de compostos bioativos em alimentos de
origem vegetal depende de sua estrutura e da sua concentracdo no alimento. Por
sua vez, a quantidade dessas substancias em vegetais € amplamente influenciada

por fatores genéticos, grau de maturacdo, variedade da planta, condigcdes
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ambientais, tipo de processamento, tempo de armazenamento e modo de
acondicionamento, dentre outros (OLIVEIRA et al., 2009).

2.4 Atividades bioldgicas da Hancornia speciosa

Algumas partes da mangabeira encontram aplicacdo na medicina
popular, como a casca, a folha, a raiz e o latex. As cascas sdo utilizadas em
infusdo para o tratamento de hipertensdo, Ulcera gastrica, perturbacdes do
estbmago, doencas inflamatérias (ALMEIDA et al., 1998), dermatite, diabetes e
doencas hepéaticas (BRITTO; BRITTO, 1982; GRANDI; LIMA-FILHO;
FERREIRA, 1982; HIRSCHMANN; ARIAS, 1990). H& um uso extensivo do
latex para o tratamento de doencas relacionadas com infeccdo fingica,
tuberculose, Ulceras, acne, verrugas e estimulo da funcdo hepatica (POTT;
POTT, 1994). Ja suas raizes e as folhas sdo empregadas para o tratamento de
reumatismo e hipertensdo (BRITTO; BRITTO, 1982; GRANDI; LIMA-FILHO;
FERREIRA, 1982; HIRSCHMANN; ARIAS, 1990).

Extrapolando seu uso popular, alguns efeitos farmacolégicos da H.
speciosa tém sido relatados na literatura cientifica. De acordo com Serra et al.
(2005), foi verificado que o extrato etandlico das folhas da H. speciosa exerce
hipotensdo por meio da inibicdo da enzima conversora da angiotensina (ACE),
enzima esta com alta atividade vasodilatadora.

Em estudo realizado com ratos Wistar machos, para investigar os efeitos
cardiovasculares induzidos pelas folhas da H. speciosa, Ferreira et al. (2007a)
demonstraram que o extrato etandlico da H. Speciosa induz uma potente
vasodilatagcdo na aorta de ratos por meio da ativacdo de um mecanismo
dependente da producdo de Oéxido nitrico, provavelmente pela ativacdo de
fosfatidil-inositol 3-quinase.
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Ferreira et al. (2007b) descrevem um efeito vasodilatador endotélio-
dependente do extrato das folhas de H. speciosa em anéis de artéria superior
mesentérica de ratos, por meio de um mecanismo dependente de liberacdo de
oxido nitrico e fator derivado do endotélio hiperpolarizante. Além disso, tais
autores descrevem um flavonoide, a rutina, como o possivel composto
responsavel pelo efeito vasodilatador da H. speciosa.

Avaliando-se o efeito hipotensor das folhas da H. speciosa sobre
camundongos Swiss (SILVA et al., 2011), verificou-se a reducdo da pressédo
arterial sistdlica, resultados estes que corroboram o uso tradicional da H.
speciosa na medicinal tradicional como anti-hipertensivo.

Moraes et al. (2008), avaliando o efeito gastroprotetor da infusdo de
cascas da H. speciosa, verficaram sua eficacia no combate e na cura de Ulceras
em ratos Wistar, com base na sua capacidade para estimular a sintese de muco,
mostrando, ainda, efeito contra Helicobacter pylori, sem causar aparecimento de
toxicidade.

Marinho et al. (2011) demonstraram que o latex obtido a partir de H.
speciosa tem atividade anti-inflamatéria em ratos Wistar machos. Também
verficaram auséncia de efeito toxico do latex, fornecendo evidéncias de que a H.
speciosa pode ser utilizada como uma terapia promissora como adjuvante no
alivio de vérios tipos de inflamacéo.

A administracdo do latex de H. speciosa (5%, 10%, 15% e 50%) em
camundongos, diariamente, durante 15 dias, promoveu reducao significativa do
peso médio corporal, quando comparados ao controle (VRATIMOS;
BRANDAO; SILVA, 2006).

Alguns trabalhos nos quais se avalia a atividade antimicrobiana da
mangaba também podem ser encontrados na literatura. Santos et al. (2007),
testando o potencial do latex da mangabeira frente a diferentes microrganismos,

utilizando as técnicas de difusdo em discos e adicdo do latex em diferentes
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concentragbes ao meio de cultura, encontraram auséncia total de atividade
antimicrobiana do latex.

Resultados negativos também foram encontrados por Carraza et al.
(2011), avaliando a capacidade antimicrobiana de trés tipos de extratos da
mangabeira (hidroalctéolico de folhas, hidroalcoolico de cascas do caule e
extrato aquoso das folhas) em trés diferentes concentragfes (50, 100 e 500
Vg/ml salina), pelo método de difusdo em disco de papel, a susceptibilidade de
cepas de bactérias gram-positivas (Enterococcus faecalis, Staphylococcus
aureus) e gram-negativa (Escherichia coli). O autor obteve resultados negativos,
ou seja, 0s extratos da mangabeira ndo apresentaram atividade antimicrobiana.

Os extratos hexanico e etandlico obtidos das folhas de H. speciosa ndo
inibiram o crescimento dos fungos Mucor hiemalis, Rhizopus sp., Geotrichum
candidum, Penicillium sp., Epidermophyton  floccosum, Trichophyton
mentagrophytes, Candida parapsilosis e Aspergillus fumigatus (BARROS,
2008).

Ribeiro et al. (2012), investigando o potencial de extrato de hexano-
metandlico da casca, folhas, latex e frutas contra tumores in vitro especificos
(carcinoma do colon, melanoma, glioblastoma e leucemia), constataram que H.
speciosa ndo seria ativa.

Por fim, Barros (2008), realizando bioensaio envolvendo Artemia salina,
um microcrustaceo, para avaliar a toxicidade de substancias quimicas, verificou
que os extratos hexanico e etanolicos de H. speciosa avaliados apresentaram
baixa toxicidade as larvas de A. salina. J& Assumpcdo et al. (2014) observaram
potencial citotoxico do extrato etandlico da mangaba fruta contra Artemia
salina.

Sendo assim, verifica-se que alguns efeitos farmacologicos da H.
speciosa tém sido relatados. Contudo, eles se concentram, quase em sua
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totalidade, no estudo de folhas, casca e latex, sendo necessarios mais trabalhos
para se avaliar o potencial do fruto.

2.5 Cancer e drogas indutoras

O material genético de todos os seres vivos é composto por DNA (acido
desoxirribonucleico) e toda a informacdo genética € armazenada na forma de
bases nitrogenadas sequenciadas (LEWIN, 2001). Devido a sua substancial
fungdo no organismo dos seres vivos, 0 DNA é a Unica molécula a possuir um
mecanismo proprio de reparo de falhas em seu metabolismo para a sua protecao,
bem como um sistema proprio de prevencdo (LEHNINGER; NELSON; COX,
1995).

No decorrer da vida, apesar de dispor de mecanismos préprios de
prevencdo e reparo, 0 DNA ainda esta suscetivel & ocorréncia de alteracdes
subitas, as chamadas mutacbes (ZAHA, 1996). Estas mutagcdes podem ser
causadas por erros, durante a sua duplicacdo, na divisdo celular; durante a
duplicacdo do DNA, na divisdo celular e podem ser espontédneas (quando
geradas a partir de processos celulares naturais) ou induzidas (quando causadas
pela exposicdo a agentes fisicos, quimicos, biolégicos ou genéticos) (LEWIN,
2001). Algumas lesdes, ou mesmo erros espontaneos, durante a replicagcdo do
DNA, quando ndo sdo reparadas, podem resultar em evento mutagénico
(RAMEL, 1984; TUCKER; PRESTON, 1996).

O interesse por essas muta¢cdes no organismo é notavel, pois elas estdo
diretamente relacionadas com o aparecimento e o desenvolvimento de varias
doencas cronicas ndo transmissiveis, especialmente o cancer que, segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (2012 apud INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER JOSE ALENCAR GOMES DA SILVA - INCA, 2015), figura entre

as principais causas de mortalidades em todo 0 mundo. Apo6s passar por varias
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divisGes, uma célula poderd acumular mutagbes que, se em numero elevado,
poderdo determinar a perda do controle de sua divisao, determinando assim um
crescimento desordenado das células, gerando o aparecimento de cancer. Assim,
0s mecanismos de mutagénese e carcinogénese estdo intimamente relacionados;
a mutacao € uma consequéncia do dano ao DNA e este pode ser o estégio inicial
na promogédo de uma neoplasia (RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

Carcinogénese é um termo genérico que compreende 0s Varios
mecanismos que participam do desenvolvimento de neoplasias malignas. E um
processo multissequencial complexo que conduz uma célula saudavel para um
estado pré-neoplasico e, finalmente, para uma fase de cancro (VALKO et al,,
2006). Ela pode ocorrer de forma espontanea ou ser induzida por agentes fisicos,
quimicos, biologicos ou genéticos.

Durante o processo de carcinogénese, uma célula normal passara por
Varias etapas: iniciagdo, promocdao, progressao e a manifestacao do tumor, como
apresentado na Figura 2.

Iniciagcdo envolve uma mutacdo ndo letal no DNA que produz uma
célula alterada (VALKO et al., 2006). A etapa de iniciacdo corresponde ao
primeiro passo no processo de carcinogénese, que corresponde a transformacao
celular induzida por agentes mutagénicos, causando modificacdes genéticas no
DNA. Estas transformacfes tornam a celula propensa a desenvolver tumor,
porém, a iniciacdo somente ndo é suficiente para a formagdo do mesmo
(BRASILEIRO FILHO; PEREIRA; GUIMARAES, 2006). Assim, todo
iniciador da carcinogénese é um agente genotoxico, embora nem todas as
substancias genotoxicas iniciem o processo de carcinogénese (PITOT,;
DRAGAN, 2001).
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Imuacao Promocao o Progressio
Q |
Célula tumoral

Células normais Células mlcmdas
Células preneoplisicas
Proliferacio Aneuploidia

Lesdo no DNA celular

Figura 2 Estagios de iniciacdo, promocdo, progressdo e manifestacdo da
carcinogénese.
Fonte: Pitot (1993) e Tao et al. (2008)

A promogdo, por sua vez, é a etapa caracterizada pela expansdo das
células iniciadas pela inducdo da proliferacdo celular, e/ou inibicdo de morte
celular programada, favorecendo o desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas,
como os focos de células alteradas identificaveis (BANNASCH, 1986; VALKO
et al., 2006).

A progressdo, por sua vez, é caracterizada por alteracdes celulares,
morfologicamente, por anaplasia e, biologicamente, por crescimento autdnomo
(PITOT, 1989). Esta fase é irreversivel e é caracterizada pela acumulacdo de
danos genéticos adicionais, levando a transicdo da celula no estagio benigno
para 0 maligno (VALKO et al., 2006). Quando as células adquirem a capacidade
de invasdo tecidual e de metéstases, tem-se a Ultima etapa, a manifestacdo
clinica da doenca (YUSPA; HENNINGS; LICHTI, 1981).

Para a avaliacdo do potencial antimutagénico/mutagénico de um
composto, é necessaria a utilizagdo de um farmaco capaz de induzir danos ao
DNA. Agentes genotdxicos sao, geralmente, produtos quimicos que danificam
diretamente 0 DNA que, por sua vez, leva a mutagéo e a altera¢Ges clastogénicas
(VALKO et al., 2006). Para ajudar a compreender melhor o mecanismo da
carcinogénese, os agentes genotoxicos foram introduzidos.

Nas Ultimas décadas, diversos modelos experimentais tém sido
desenvolvidos em animais, utilizando-se compostos quimicos indutores da
formagcdo e do desenvolvimento de tumores (LARANJEIRA et al., 1998),
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muitos com caracteristicas semelhantes as daqueles de ocorréncia natural
visando a obtencdo de informacBes sobre a génese, evolugcdo, bem como
métodos de diagndstico e terapias mais eficazes frente a essas neoplasias
(SHETYE et al., 1990). A 1,2-dimetil-hidrazina e a doxorrubicina sdo drogas
utilizadas em estudos para a avalia¢ao de genotoxicidade.

A 12-dimetil-hidrazina (DMH) (Figura 3) é uma das drogas mais
utilizadas nos estudos da carcinogénese de cdlon. Trata-se, portanto, de um pro-
carcin6geno, uma vez que necessita ser metabolicamente convertida no figado.
Sua ligacdo ao oxigénio ligado ao carbono seis da guanina (O6-MeG) no DNA
altera a ligacdo de hidrogénio, leva a um erro de leitura pelo DNA polimerase e
resulta em transcricdo G:A (LEVI et al., 2009). Essa droga tem a capacidade de
promover hipermetilacdo do DNA das células epiteliais colonicas (HOFFMAN -
GOETZ, 2003).

H\N N N/CH3
H/ \CH

Figura 3 Estrutura quimica da 1,2-dimetilhidrazina

A DMH induz a proliferacdo de tumores no célon em grande nimero,
principalmente no sigmoide e reto, podendo, ocasionalmente, ocorrer ao redor
da juncdo duodeno-jejunal (LARANJEIRA et al., 1998). A preferéncia pelo
colon é explicada pela proliferacdo celular mais intensa, induzida pela DMH,
nesse local, principalmente no segmento distal do que no restante do intestino.
Associa-se também deficiéncia nos mecanismos de reparo do DNA nesse
segmento (BERRIEL et al., 2005).
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Ja a doxorrubicina (DXR) € um antibiético isolado de culturas de
Streptomyces peucetius, cuja formula molecular é C,,H,gNO;; (Figura 4). E um
dos mais ativos agentes antitumorais utilizados em oncologia clinica e
experimental, empregado especialmente no tratamento de leucemia aguda e
linfoma, mas também para alguns tumores sélidos, tais como cancros do ovario,
mama e do endométrio (KAKLAMANI; GRADISHAR, 2003; WEISS, 1992).

OCH,0 OH O Doxorubicin

o
-
e ] NH
OoH

Figura 4 Estrutura quimica da doxorrubicina

Esse antibidtico antineoplasico do tipo intercalante pertence ao grupo
das antraciclinas, sendo o anel antraciclinico lipofilico e tem uma série de
hidroxilas na porcdo saturada, juntamente com grupos aminoagucares,
conferindo-lhe carater hidrofilico. Ou seja, a DXR tem anfotericidade, uma vez
que tem caracteristicas acidas na porcdo fendlica e caracteristicas basicas na
porcao dos aminoagUcares. Com isso, sua passagem através das membranas fica
facilitada (SINGAL et al., 2000).

A DXR tem um anel de quinona e de hidroguinona que funciona como
doador e aceptor de elétrons, sendo um potente gerador de radicais livres. Esses
radicais geram danos induzidos nas macromoléculas celulares durante uma
situacdo de desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, comumente chamada
de estresse oxidativo (SIES, 1993). Tem como consequéncias a inducdo de
aberracdes cromossdmicas (RUEFF et al., 1993), o desenvolvimento de tumores

(CERUTTI, 1994), a degeneragdo celular que leva ao processo de
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envelhecimento (AMES et al., 1993) e o desencadeamento de cardiotoxicidade,
que é causada pela geracdo de espécies reativas de oxigénio. Estas, por sua vez,
teriam a capacidade de lesionar a célula, desencadeando a formacdo de
desordens e o desenvolvimento de uma cardiomiopatia e possivel insuficiéncia
cardiaca.

Atualmente, as principais hipdteses sobre os mecanismos de acdo de
substancias que provocam céncer estdo baseadas na inducédo de danos ao DNA
celular e mutacBes em células sométicas. Praticamente todos os agentes
mutagénicos quimicos e fisicos capazes de provocar cancer resultam na geragéo
de mutacbes de diferentes tipos. Dessa forma, torna-se essencial dispor de
métodos confiaveis, simples e rapidos para avaliar corretamente o potencial
cancerigeno de um material (MOREIRA et al., 2002).

Dentre os testes de avaliagdo de genotoxicidade preconizados pelas
agéncias internacionais e instituicbes governamentais, o teste de micronucleo é
amplamente aceito e recomendado para a avaliacdo e o registro de novos
produtos quimicos e farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial
(CHOY, 2001; RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).

O teste do micronicleo, realizado em mamiferos, € um ensaio in vivo
capaz de detectar substancias clastogénicas, ou seja, aquelas que causam quebras
no cromossomo, e também substancias aneuploidiogénicas, isto é, que alteram a
distribuicdo equitativa dos cromossomos durante a divisdo celular (HEDDLE et
al., 1983).

Os micronucleos aparecem nas células filhas em decorréncia de danos
induzidos nas células parentais. Sao estruturas originadas de fragmentos
cromatidicos, cromossdmicos e, até mesmo, de cromossomos inteiros, nao
incorporados as células-filhas durante o processo de divisdo celular (REIS et al.,
2004). Os fragmentos cromossdémicos que resultam de quebras, que ndo sdo

integrados ao conjunto de cromossomos de uma célula, podem ser envolvidos
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por uma membrana celular que se formara em volta do fragmento, o qual sera
visivel como um pequeno nucleo separado do ndcleo principal da célula,
chamado de micronicleo, como pode ser observado na Figura 5
(CAPRIGLIONE et al,, 2011; RIBEIRO; SALVADORI; MARQUES, 2003).
Sendo assim, este teste baseia-se na contagem desses nlcleos diminutos no

citoplasma de células recém-formadas (REIS et al., 2004).
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Figura 5 Formacgdo de micronlcleo a partir de quebras cromossémicas que ndo
foram incorporadas ao nucleo celular principal
Fonte: Jacobowski (2009), adaptado de Albert et al. (2010)

Comparado com outros testes in vivo, o teste do micronucleo é
tecnicamente mais simples, pode ser conduzido em menor tempo, tem resultado
menos subjetivo e requer o uso de menor nimero de animais (RIBEIRO;
SALVADORI; MARQUES, 2003). Além disso, o teste tem reprodutibilidade
efetiva e satisfatéria, uma vez que foi utilizado e adaptado por diversos
pesquisadores no estudo de diferentes espécies (GARAJ-VRHOVAC;
ZELJEZIC, 2001; HERNANDES et al., 2014; MALTA et al., 2012; RIBEIRO
etal., 2010; SILVA et al., 2014).
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O teste de micronucleo, seja de medula 6ssea ou de demais Orgaos,
como o cdlon, bem como o teste do cometa e a avaliagdo de celulas apoptéticas,
tem sido amplamente utilizado como ferramentas para verificar a genotoxicidade
de agentes ambientais. Rothfuss et al. (2011) relatam que a combinagdo de
diferentes testes tem sido geralmente empregada em estudos de genotoxicidade,
devido a possibilidade de utilizar varios 6rgdos-alvo no mesmo animal, bem
como a possibilidade de avaliar diferentes mecanismos genéticos.

O ensaio cometa ndo € utilizado para detectar mutacdes, mas, sim, lesoes
gendmicas que, apos serem processadas, podem resultar em mutacao. Diferente
das mutacBes, as lesbes detectadas pelo teste do cometa sdo passiveis de
correcao. Assim sendo, o teste do Cometa pode ser também utilizado para
estudos de reparo do DNA, trazendo informac@es importantes sobre a cinética da
lesdo reparada (SNYDER; GREEN, 2001).

O comportamento do DNA em células individualizadas leva em conta
sua organizacdo dentro do ndcleo. Para ser compactado, apos o enovelamento
com proteinas histénicas, 0 DNA forma algcas que sdo aderidas a uma rede
proteica ou matriz nuclear. Se células embebidas em agarose tiverem suas
membranas lisadas por detergentes e suas proteinas nucleares extraidas com
altas concentragfes de sais, 0 DNA, maior e mais pesado que o restante dos
outros componentes, ocupard o espaco no gel anteriormente preenchido por toda
a célula (GONTHO; TICE, 2003). Caso estas células sejam expostas a uma
microeletroforese, 0 DNA irar migrar, podendo ser visualizado ao microscépio
com corantes especificos para DNA, tendo a aparéncia semelhante a de um
cometa. Para a interpretacdo dos resultados, o “cometa” ¢ dividido em duas
partes: cabeca e cauda. Células com pouco dano no DNA ndo apresentam cauda,
permanecendo similares aos ndcleos, enquanto células com mais danos

apresentariam caudas maiores.
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Se 0 dano ao DNA é intenso, existe um mecanismo importante que
elimina células alteradas de forma seletiva. Este processo é chamado de
apoptose, que € um processo fisioldgico normal, no qual as células iniciam um
mecanismo de morte celular programada (VALKO et al., 2006). Apoptose € um
mecanismo importante para eliminar células aberrantes do organismo
(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Este processo pode ocorrer diante de
inmeras situacdes de risco para o0 organismo, incluindo a eliminagdo de células
ap6s dano celular por agentes genotoxicos (RANGANATH; NAGASHREE,
2001).

Ao longo do processo de apoptose, a célula passa por alteracdes
morfoldgicas especificas e coordenadas que, no geral, ocorrem de forma
bastante rapida. Essas alteragdes incluem a retracéo da célula, o que ocasiona a
perda de aderéncia com a matriz extracelular e as células vizinhas. No geral, as
organelas celulares mantém a sua morfologia intacta, porém, as mitocondrias
podem apresentar, em alguns casos, a ruptura da membrana externa. Também
ocorrem condensacdo da cromatina, fragmentacdo do DNA e formagdo dos
corpos chamados corpos apoptéticos. Esses corpos apoptéticos sdo, entdo,
fagocitados e removidos sem o desencadeamento de um processo inflamatorio
(ZIEGLER; GROSCURTH, 2004).

O processo de apoptose, além de ser um mecanismo de defesa do
organismo e representar uma importante funcdo no controle de inimeros
processos vitais, esta também relacionado a diversas doengas, como o cancer
(GRIVICICH; REGNER; ROCHA, 2007). Desde os estagios iniciais da
mutagénese, 0 mecanismo ja € ativado para remover as células com danos
causados por agentes genotoxicos e, por isso, avaliacdo na frequéncia de células
apoptoticas em determinados tecidos é utilizada em estudos de toxicidade.

Por tudo que foi exposto, confirma-se que o interesse pelo diagnéstico

de produtos que possam ter propriedades antimutagénicas ou anticarcinogénicas
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tem aumentado consideravelmente ao longo das Ultimas décadas, uma vez que o
conhecimento do perfil de tais produtos pode ser beneficamente utilizado como
medida preventiva para a salde humana. A descoberta de produtos que
diminuem o numero de mutagdes certamente reduziria a incidéncia de cancer na
populacdo, pois haveria um crescimento da exposicdo a certos agentes
antimutagénicos efetivos (HAYATSU; ARIMOTO; NEGISHI, 1988),
principalmente por meio de dietas (RAMEL, 1986; WATTEMBERG, 1983).
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Abstract: The chemical composition and functional effects of mangaba fruit
pulp were evaluated through a multi-endpoint assay in mice, consisting of the
bone marrow micronucleus test, gut micronucleus test, and the apoptosis,
oxidative stress, and comet assays. Mangaba fruit pulp was administered in three
doses, 10, 20, and 40 ml/kg body weight (b.w.), by gavage to male Swiss mice
against doxorubicin and dimethylhydrazine-induced mutagenicity. The phenolic
profile of the mangaba fruit pulp was evaluated by HPLC, and seven compounds
were identified: gallic acid, catechin, chlorogenic acid, vanillic acid, o-coumaric
acid, rosmarinic acid, and rutin. The in vivo tests revealed that mangaba fruit
pulp showed no toxic/mutagenic effects in any of the assays performed, and also
showed protective effects at all endpoints. At the three administered extract
concentrations, the main results about the protective effects were as follows:
bone marrow micronucleus test (42.33, 58.14, and 77.21%), micronucleus gut
test (34.21, 63.15, and 78.07%), and apoptosis index (57.5, 43.68, and 65.52%).
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This study provides scientific evidence for the antimutagenic potential of
mangaba fruit pulp and emphasizes its potential as a functional food with

widespread applicability in the food industry.

Keywords: Hancornia speciosa Gomes; antimutagenicity; doxorubicin;
dimethylhydrazine; micronucleus test; phenolic compounds.
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1 Introduction

Tropical countries produce a large number of native and exotic fruit
species, which are of interest to the food industry. Exotic fruits, consumed
regionally are gaining popularity in the marketplace owing to not only their
pleasant flavors, but also their nutritional and therapeutic value (Costa, Garcia-
Diaz, Jimenez, & Silva, 2013). Among these fruits, the Hancornia speciosa
Gomes (Apocynaceae), popularly named “mangaba”, which in the native
language means ‘“thing good for eating”, is a plant species found among
savannah-like vegetation in Brazil (Ferreira, Serra, Lemos, Braga, & Cortes,
2007). The fruit remains unexplored in spite of its great potential and interest to
the agroindustry, with versatility in products such as ice cream, cookies, syrup,
juice, wine, liquor, jelly, fruit compotes, alcohol, and vinegar (Clerici &
Carvalho-Silva, 2011; Moraes et al.,, 2008). Nonetheless, in the regions of
production, this fruit is highly sought after in marketplace causing its prices to
be higher than that of grapes and other noble fruit (Lederman, Silva Junior,
Bezerra & Espindola, 2000). The fruit itself is very aromatic, soft, and sweet,
with a viscous flesh and an acidic pulp. Furthermore, it has a striking and
variable shape, a small form, and is generally ellipsoidal or rounded, weighing
around 25 g. The exocarp is yellow/green, and with or without red pigmentation
(Barros et al., 2006; Clerici & Carvalho-Silva, 2011).

The mangaba fruit has a high phenolic content, 169 mg GAE/100 g fresh
weight (f.w.) (Rufino et al., 2010) and 172 mg GAE/100 g f.w. (Rufino,
Fernandes, Alves, & de Brito, 2009) according to literature, although to the best
of our knowledge, this is the first study to quantify the phenolic compounds
from mangaba fruit of the savannah-like vegetation found in Minas Gerais,
Brazil. Additionally, this fruit is a source of ascorbic acid, 96.3 mg/100 g f.w.

(Almeida et al., 2011) and other essential elements in the diet such as calcium,
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zinc, iron (Silva, Lacerda, Santos, & Martins, 2008), carotenoids (Rufino et al.,
2010) such as B-carotene, B-cryptoxanthin, besides a-tocopherol and a-, f- and
y-tocotrienols (Cardoso, Reis, Oliveira & Pinheiro-Sant’ana, 2014)

Although the medicinal applications of the mangaba plant have long
been established, most studies focus the mangaba tree, i.e. bark, leaves, roots,
and latex, with a lack about the fruit potential. In folk medicine, its bark is used
as an infusion for the treatment of hypertension, stomach disturbances, and
inflammatory diseases (Almeida et al., 1998), and its roots and leaves have been
employed to treat rheumatism and hypertension (Hirschmann & Arias, 1990).
Moreover, the latex is used to treat diseases related to fungal infection,
tuberculosis, ulcers, hepatic function, acne, and warts (Pott & Pott, 1994).
Scientific literature cites that the ethanolic extract of leaves has vasodilatory
(Ferreira et al., 2007) and anti-hypertensive properties (Silva et al., 2011). The
hydroalcoholic extract of the bark resulted in an increase in gastric mucus
formation, antiulcer action, and anti-Helicobacter pylori activity, with the
absence of toxicological effects (Moraes et al., 2008). Ribeiro et al. (2012)
investigating the potential of extract hexane-metanolic from bark, leaves, latex
and fruit against specific tumors in vitro (colon carcinoma, melanoma,
glioblastoma and leukemia promielocitic), reported that H. speciosa would not
be active. Moreover, Marinho, Alviano, Matheus, Alviano & Fernandes (2011)
describe the anti-inflammatory effects of the latex through the inhibition of nitric
oxide, PGE2, and cytokine production. Assumpcdo et al. (2014) observed
cytotoxic potential of ethanolic extract of mangaba fruit against the
microcrustacean Artemia salina.

However, so far, there is no study reporting the mutagenic and anti-
mutagenic effects of in natura mangaba fruit pulp. Since the fruits are normally
consumed in natura or their pulp is used to make juice and other products, it is

fundamental to evaluate their safety for human consumption and their possible
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protective effect using mutagenic/antimutagenic assays. The combination of
these tests has been generally used in genotoxicity studies due to the possibility
of using various target organs in the same animal as well as the feasibility of
evaluating different genetic endpoints (Rothfuss et al., 2011).

The presence of ascorbic acid and the secondary metabolites, such as
phenolic compounds and/or carotenoids, can be related to the main effects of
mangaba fruit. However, many studies must be carried out to make sure which
compounds are responsible for the possible beneficial effects to health. There are
many ways to check the functional potential of fruit and one of them is to
evaluate if the ingestion of the pulp may, or not, promote beneficial effects in
animals. So, this investigation was based on how the general population
consumes this fruit (pulp in natura), instead of purified extracts. In light of the
obtained results, new tests may be performed using extracts or active principles
from the fruit.

Therefore, our research evaluated the chemical composition and
functional effects of mangaba fruit pulp through a multi-endpoint assay in mice,
combining the bone marrow micronucleus test, gut micronucleus test, and the

apoptosis, oxidative stress and comet assay.

2. Material and methods

2.1 Plant material and experiment

The mangaba fruit (H. speciosa) used in the experiment (20 kg, about
500 fruits) was harvested from different trees at the characteristic area of
Cerrado (savannah-like vegetation) in Curvelo Town, Minas Gerais State, Brazil
(latitude 18° 45’ 23" S, longitude 44° 25' 51"" W and altitude 632 m). Mangaba

fruits were harvested directly from the tree. The fruits were transported in
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polystyrene boxes, from the field to the laboratory, within 24h after harvest. Just
perfect morphologically and completely mature fruit were selected. The fresh
fruit was washed, the seeds removed, and the pulp separated. The homogeneous
mass of pulp and peel (edible parts of the fruit) was obtained and immediately
frozen in liquid nitrogen. The frozen pulp was stored at -18 °C until use.

2.2 Chemical analysis

Three repetitions, consisting of 100 g each one, were performed for all
chemical analyses. The values of the titratable acidity, soluble solids, pH,
moisture, ash, proteins, lipids, and carbohydrates were determined (AOAC,
1998). Mineral analyses (calcium, iron, potassium, phosphorus, magnesium,
copper, and zinc) were performed by the ash mineralization method and
guantified using Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry
(ICP-AES).

The ascorbic acid of the mangaba fruit pulp (5 g) was extracted using 50
ml of ultrapure water. The samples were vortexed and placed in an ultrasonic
bath at room temperature for 20 min. The extracts were obtained after
centrifugation at 1400 x g for 15 min and then filtered through a paper filter
(pore diameter 14 pum). Ascorbic acid was analyzed using a high-performance
liquid chromatography system (HPLC) (Shimadzu, SCL 20AD) comprising a
high-pressure pump an autosampler with a loop of 20 puL and a diode array
detector (DAD), adjusted to 250 nm for ascorbic acid. The reverse phase C18
column (250 x 4.6 mm, 3 pm) and a precolumn with the same phase were used
for chromatographic separation. The mobile phase used for separation of
aqueous acid was 0.01 M KH,PO, with pH adjusted to 2.8 with phosphoric acid
at a flow rate of 1.0 ml / min. Identification was performed comparing to

retention times with authentic standard. Prior to injection, all samples were
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filtered through a 0.22 pum pore size membrane filter (Millipore Corp., Bedford,
MA). The results were expressed as mg of ascorbic acid/100 g f.w.

Carotenoids were extracted and quantified according to the method
proposed by Rodrigues-Amaya (2001). The samples were analyzed using a
spectrophotometer, and the results were expressed in mg B-carotene/100 g f.w.

The antioxidant and total phenolic extracts were obtained according to
the method described by Larrauri, Rupérez, & Saura-Calixto (1997). Briefly, 5 g
samples were weighed in centrifuge tubes and extracted sequentially with 40 ml
of methanol/water (50:50, v/v) at room temperature for 1 h. The tubes were
centrifuged at 25,4009 for 15 min, and the supernatant was recovered. Then, 40
ml of acetone/water (70:30, v/v) were added to the residue at room temperature.
The samples were extracted for 60 min and centrifuged. The methanol and
acetone extracts were combined and brought to a final volume of 100 ml with
distilled water.

The antioxidant capacity was expressed as the concentration of
antioxidant required to reduce the original amount of free radicals by 50%
(ECso) and values expressed as g fruit/g DPPH. The total phenolic content was
determined according to the adapted Folin—Ciocalteu method (Waterhouse,
2002), and the results were expressed as mg gallic acid equivalent (GAE)/100 g
f.w.

Analysis of individual phenolic compounds was carried out using
HPLC-DAD methods, described by Ramaiya, Bujang, Zakaria, King, & Sahrir
(2013). Briefly, mangaba fruit pulp (5 g) was homogenized with 40 ml of
solution containing 70% methanol-water (v/v). The samples were vortexed and
placed in an ultrasonic bath at room temperature for 60 min. The extracts were
obtained after centrifugation at 1400 x g for 15 min and then filtered through a
paper filter (pore diameter 14 pm). Prior to injection the samples were filtered

through a 0.45 um pore size membrane filter (Millipore Corp., Bedford, MA).
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Chromatographic analyses were performed using a Shimadzu chromatograph
(Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) equipped with four high-pressure pumps
(model LC-20AT), a diode array detector (model SPD-M20A), degasser (model
DGU-20A5), CBM-20A interface, CTO-20AC oven, and autosampler (model
SIL-20A). Separations were performed using a Ascentis C18 5 um (250 mm x 4
mm) column connected to a guard column (Ascentis C18, 4.0 x 10 mm, 5 um).
The mobile phase consisted of 2% (v/v) acetic acid in water (mobile phase A)
and methanol/water/acetic acid, 70:28:2 respectively, (mobile phase B) at a flow
rate of 1.0 ml/min with 65 min run time and gradient elution program by the
following linear gradient steps: start condition 100% A in 0-5 min, then 70% A
in 5-25 min, 60% A in 25-43 min, 55% A in 43-50 min, 0% A in 50-55 min and
100% A in 55-65. The injection volume was 20 pL. Analyses were performed at
15°C. The phenolic compounds were detected at 280 and 330 nm. The phenolic
compounds were identified by comparison of their retention times, UV-vis
absorption spectra, and authentic standards (gallic acid, catechin, epicatechin,
chlorogenic acid, caffeic acid, ferulic acid, trans-cinnamic acid, vanillic acid,
rutin, quercetin, ellagic acid, rosmarinic acid, kaempferol, m-coumaric acid, p-

coumaric acid, and o-coumaric acid).

2.3 Animals, experimental designs and growth performance

The animals used in this study were handled in accordance with the
Ethical Principles for Animal Research adopted by the Brazilian College of
Animal Experimentation (COBEA, protocol no. 417/2012). Male Swiss mice 4-
to 5-weeks-old (25 £ 5 g b.w., were used. They were fed ad libitum with a

commercial pellet diet (Fri-lab Ratos 11®) and water.
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In order to assay the antimutagenic/mutagenic effect of mangaba fruit pulp in
mice, an experiment was designed that involved administration of the drugs
doxorubicin chloride (DXR) in experiment 1, and 1,2-dimethylhydrazine
dihydrochloride (DMH) in experiment 2, whose main target tissues are in the
bone marrow (Antunes & Takahashi, 1998; Bhinge et al., 2012; Gibaud,
Andreaux, Weingarten, Renard & Couvreur, 1994) and colon (Vanhauwaert,
Vanparys & Kirsch-Volders, 2001; Weisburger, Reddy; Wynder, 1977; Fiala,
1977; Newell & Heddle, 2004), respectively.

The animals were divided into eight experimental groups and two
control groups (n = 8 animals per group). In both experiments, group 1 mice
(positive control) received drinking water plus the respective mutagenic drug.
Group 5 mice (negative control) were treated with drinking water plus
physiological saline solution (NaCl 0.9% m/v). Groups 2, 3, and 4 received
mangaba fruit pulp administered orally in three doses (10, 20, or 40 mg/kg b.w.,
respectively) plus treatment with DXR (experiment 1) and DMH (experiment 2).
Group 6 received only mangaba fruit pulp administered orally (40 mg/kg b.w.)
plus physiological solution. The gavages were administered to animals twice a
day. At doses of 10 and 20 mg/kg b.w., the first gavage was mangaba fruit pulp
and the second one water, differently for groups that received the highest dose
(40 mg/kg b.w.) the first and second gavages were with mangaba fruit pulp, in
order to reach the high dose. The experiments were carried out for 15 days, and
the drugs DXR (16 mg/kg b.w.) and DMH (30 mg/kg b.w.) were administrated
at day 14. At the end of the study, all animals were anesthetized (ketamine and
xylazine) and then euthanized by exsanguination. During necropsy, the bone
marrow cells, liver, and peripheral blood were collected from the animals of
experiment 1, and the liver and colon were removed from the animals of
experiment 2. The body mass gain (BMG), specific growth rate (SGR), and feed

conversion ratio (FCR) were calculated for each mice individually, by using
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methods reported by Kumar, Akinleye, Makkar, Angulo-Escalante, and Becker
(2011), and food efficiency rate (FER), according to Kalra & Jood (1998).

2.4 In vivo bone marrow MN test and comet assay

The micronucleus test was performed on bone marrow according to the
protocol by Macgregor et al. (1987). Two-thousand polychromatic erythrocytes
(PCE) were analyzed per mice on slides blindly scored using a light microscope
at 1000x magnification (Venancio, Silva, Almeida, Brigagdo, & Azevedo,
2012).

The comet assay of the peripheral blood was performed, as described by
Azevedo et al. (2007) and Tice et al. (2000) with some modifications; alkali
denaturation (pH > 13) and electrophoresis were carried out for 20 min each.
The fluorescent-labeled DNA was visualized using a NIKON ECLIPSE 80i
fluorescence microscope at 400x magnification, with a green filter. The
parameter selected for analysis was the comet tail intensity (i.e. the percentage
of migrated DNA in the tail). Fifty cells were counted randomly from each slide,
and a total of 100 cells were counted for each animal.

2.5 In vivo gut MN test and apoptosis

The colon was excised, flushed with 0.9% NaCl to remove fecal debris,
cut open longitudinally, and rolled from caecum to anus. These “swiss rolls”
were fixed in 10% (v/v) neutral formalin, embedded in paraffin and sectioned (5
um). For the in vivo gut micronucleus test, the methods described by
Vanhauwaert, Vanparys, & Kirsch-Volders (2001) were followed, with some
modifications in coloring conditions. For each animal, 1000 colonic epithelial
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cells and the total number of crypts analyzed were scored manually using a light
microscope at 1000x magnification.

For the identification of apoptotic cells, a total of 20 perpendicular well-
oriented crypts were examined in each animal, and the total number of epithelial
cells were counted in each one (Chang, Chapkin, & Lupton, 1997). The
apoptotic cells were identified as previously described by Risio et al. (1996).
The apoptosis index (Al%) was estimated as the percentage of apoptotic cells in

relation to the total number of cells.

2.6 Oxidative stress

The liver was homogenized with KCI 1.15% (w/v) and centrifuged, and
the supernatant was used to determine lipid peroxidation (malonaldehyde —
MDA) in accordance with Mihara & Uchiyama (1978). The protein content was
guantified by the Bradford method (Bradford, 1976). The results were expressed
as nmol mgxprotein”' (Mihara & Uchiyama, 1978).

2.7 Statistical analysis

All results of the chemical analyses (n=3) and in vivo tests (n=8) are
presented as means + SD (standard deviation) of replications. Statistical analyses
were performed using the program R Development Core Team software (R
Development Core Team, 2010).

Evaluation of growth performance, and the oxidative stress and comet
assay were performed using a one-way analysis of variance, followed by Scott-
Knott’s test. The frequencies of micronucleated and apoptotic cells were

compared using the Chi square test. The level of significance was set at 5%. The
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percentage of reduction in micronucleated and apoptotic cells, was calculated
according to Azevedo et al. (2003).

3. Results and discussions

3.1 Composition of mangaba fruit

The studies concerning the composition of mangaba fruit pulp has
revealed that its total protein concentration is 1.20 + 0.06 g/100 g f.w., which is
higher than other commonly consumed fruits, for example acerola fruit (0.9
9/100 g f.w.) (Vendramini & Trugo, 2000). The moisture content (82.45 + 0.19
0/100 g f.w.) is similar to other fruits such as cherries 85.24 + 2.52 g/100 g f.w.
(Bastos et al., 2015), passion fruit pulp 84.1 + 0.4 g/100 g f.w. (Genovese, Pinto,
Goncalves, & Lajolo, 2008), and acai, 84.1 + 2.8 g/100 g f.w. (Rufino et al.,
2010), however, the moisture content is less compared to strawberries, 92.68 +
0.17 g/100 g f.w. (Souza et al., 2014) and acerola, 91.0 + 0.2 g/100 g f.w.
(Rufino et al., 2010). This fruit is a good source of carbohydrates (11.55 + 0.27
g/100 g f.w.), with a concentration similar to that of blueberries (11.54 + 0.13
0/100 g f.w.) and cherries (11.94 + 0.28 ¢/100 g f.w.) (Souza et al., 2014). The
lipid levels (2.29 + 0.05 g/100 g f.w.) were found to be above what is considered
normal in most fruit, for example red raspberries (0.28 + 0.02 g/100 g f.w.),
strawberries (0.25 £+ 0.02 ¢g/100 g f.w.) and blackberries (0.42 + 0.05 g/100 g
f.w.) (Souza et al., 2014). The ash concentration (0.36 = 0.04 g/100 g f.w.) is
similar to that of cherries (0.40 £ 0.10 g/100 g f.w.) (Bastos et al., 2015).

The mineral composition measurements were as follows: potassium 110
mg/100 g f.w., copper 0.41 mg/100 g f.w., zinc 2.18 mg/100 g f.w., and iron
2.21 mg/100 g f.w. Sulaiman et al. (2011) found that the iron and zinc content in
different varieties of banana pulp ranged from 0.2-2.0 mg/100 g f.w. and 0.3-0.6
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mg/100 g f.w., respectively. In this study, the iron and zinc content of mangaba
fruit pulp was higher than certain varieties of bananas. Mangaba fruit may be
considered an excellent source of potassium, exhibiting values higher than
murici and jenipapo (103.05 and 92.55 mg/100 g f.w., respectively) (Souza,
Pereira, Queiroz, Borges, & Carneiro, 2012), species also found in savannah-like
vegetation occurring in Brazil.

With respect to chemical characteristics, mangaba fruit pulp presented a
pH of 3.20 + 0.02, titratable acidity 1.06 + 0.04 g citric acid/100 g f.w., and
soluble solids 16.01 + 0.9%. The soluble solid content correlated with the levels
of sugars and organic acids, and is an important feature of fresh products since
consumers prefer fruits that are sweet (Silva, Sa, Mariguele, Barbosa, &
Oliveira, 2002). Acidity is one of the criteria that affects the classification of
fruit based on taste; fruit with levels of citric acid ranging from 0.08-1.95% can
be classified as mild in flavor and are well accepted for consumption in the form
of fresh fruit (Paiva, Manica, Fioravango, & Kist, 1997).

Vitamin C is considered a major, naturally occurring nutrient and
antioxidant required in the daily diet. Ramful, Tarnus, Aruoma, Bourdan &
Bahorun (2011) classified fruits into three categories according to the ascorbic
acid content: low (<30 mg/100 g), medium (30-50 mg/100 g), and high (>50
mg/100 g). Consequently, mangaba fruit (255.90 + 34.89 mg/100 g) may be
classified as having high ascorbic acid content. The ascorbic acid results were
around three-fold higher than the ones showed by Almeida et al. (2011) (96.3 £
1.7 mg/100 g f.w). Mangaba fruit also exhibited higher ascorbic acid content
than other commercial fruits, such as strawberries (42.45 + 4.78 mg/100 g f.w.),
and pulp of acai (68.5 mg/100 mL juice) (Cardoso, et al., 2011; Neves, et al.,
2015). Taking into account that the Dietary Reference Intake (DRI) of ascorbic
acid for adults is 75 mg/dia (IOM, 1999-2011), the consumption of 30 ¢

mangaba fruit (around 1 fruit) is enough to fulfill this recommendation.
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The total carotenoid content in mangaba fruit was found to be 0.69 +
0.79 mg/100 g f.w., which is higher than that found by Rufino et al. (2010) (0.3
+ 0.05 mg/100 g f.w.). The total polyphenol content in the mangaba fruit was
352.98 £ 37.09 mg/100 g f.w., which is also higher than that reported by Rufino
et al. (2010) (169 + 21.5 mg GAE/100 g f.w.), Almeida et al. (2011) (98.8 + 5.6
mg GAE/100 g f.w.) and Rufino, Fernandes, Alves e Brito (2009) (172 £ 31.1
mg GAE/100 g f.w.). The mangaba fruit phenolic content was high compared to
apples (56.89 £ 1.42 mg GAE/100 g f.w.) and bananas (56.26 + 1.35 mg
GAE/100 g f.w.) (Chen et al., 2014). The difference observed in the bioactive
compounds (ascorbic acid, carotenoids, and phenolic compounds) in mangaba
fruit of study in comparison to the data from the literature, can be justified by
the effect of several factors, such as the time of harvest, maturity, variety,
weather and soil conditions, sun exposure, location of fruit on the plant, and
post-harvest handling (Faniadis, Drogoudi, & Vasilakakis, 2010).

The phenolic profile of the mangaba fruit pulp indicated the presence of
flavonoids (catechin and rutin) and non-flavonoids (gallic acid, chlorogenic acid,
vanillic acid, o-coumaric acid, and rosmarinic acid) (Table 1 and Figure 1).
Assumpcdo et al. (2014) through phytochemical screening also revealed a
presence of phenols and flavonoids in the ethanolic extract of mangaba fruit.
Our results also revealed a predominant presence of chlorogenic acid (18.091 +
1.68 mg/100 g f.w.) and rutin (10.260 + 1.13 mg/100 g f.w.) (Table 1). Gomes,
Ramalho, & Gualberto (2013) also reported high concentrations of chlorogenic
acid in mangaba fruit (113.4 pg-g ') while the Ferreira et al. (2007) analysis of

an ethanol extract from H. speciosa leaves indicated rutin as a major constituent.
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Figure 1 Description: HPLC separation of phenolic compounds from mangaba
fruit pulp

Phenolic compounds have attracted increasing attention for their
potential in preventing and treating many oxidative stress-related diseases (Chen
et al,, 2014, Kahkonen, Hopia & Heinonen, 2001; Robards, Prenzler, Tucker,
Swatsitang & Glover, 1999; Valko, Rhodes, Moncola, Izakovic & Mazura,
2006; Zheng & Wang, 2003), and act as antimutagenic agents. Bioactive
compounds present in mangaba fruit, such as ascorbic acid, carotenoids, and
phenolic compounds, can interact synergistically with each other, resulting in
higher antioxidant activity of the fruit than the activities of its individual
components. Indeed, these antioxidant and antimutagenic effects were observed
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in our study, where the pulp showed 489.53 + 18.96 g fruit/g DPPH (ECs,) for
the scavenging of free radicals, and will be explored further.

Table 1 Polyphenol compounds in aqueous-organic extracts of mangaba pulp
measured in mg/100 g fresh weight of fruit

Compound UV Apgx, NM Chemical structure Mangaba fruit pulp
o]
HO. OH
Gallic acid 280 HO 0.121 + 0.08
OH

HO O .
Catechin 280 \O/\/\LOH 0.785 + 0.12

Chlorogenic 330 - 18.091 + 1.68
acid OH
0
H
Vanillic acid 280 HO 0.430 £ 0.05
OCHg
/J
0-coumaric acid 330 ,L o 0.183 + 0.07
[J
HO o
HO@YO OH
Rosmarinic acid 330 o OH 0.129 £ 0.07
OH
uo.\(,\], o‘\/ﬂ‘\u ]
. LTy
Rutin 330 Q 10.260 +1.13

Mean value + standard deviation of fruit pulp weight; n =3
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3.2 In vivo bone marrow MN test, comet assay, in vivo gut MN test, gut
apoptosis index, and oxidative stress assay

We found no difference related to the nutritional variables of growth
performance among groups. The mean results for all experimental groups was as
follows: initial body mass (28.24 + 1.34 g), final body mass (38.66 + 1.22 g),
food consumption per day (6.18 £+ 0.26 g), BMG (%) 27.58 £ 1.96, SGR (% per
day) 1.59 + 0.09, FCR 10.82 £ 0.54, and FER 0.10 £+ 0.01. Changes on those
variables related to components, foods and dosages, normally, suggest positive
or negative effects on metabolism, even toxic ones. Our results about the
nutritional profile indicate the absence of toxic effects and good acceptability of
the extract of mangaba fruit, and there were no differences among experimental
groups.

In spite of the belief that natural products are safe for human use, studies
have shown that many plants are potentially toxic to human health and cause
deleterious effects (Hernandes et al., 2014). The mangaba fruit showed no
toxic/mutagenic effects in all assays performed. Moreover, we found significant
increases in the positive control groups (G1 - DXR or DMH) for all parameters
tested in comparison to the negative control group (G5) (Tables 2 and 3),

confirming the sensitivity of the test.



Table 2 Effects of mangaba fruit pulp against doxorubicin in male Swiss mice in multi-endpoint assays

Oxidative stress Comet Assay Bone marrow MN test
MDA (nmol
mgxprotein™) Tail Intensity Total
Groups N  Treatments (mean + SD) (mean + SD) Cells PCE/INCE MNPCE %MN
Gl 08 DXR 7.14+174° 61198.00 + 21488 * 16000 0.78 279* 1.70
G2 08 MP 10ml/Kg b.w.+ DXR 4.86+1.48° 70172.17 £ 22332 16000 0.99 188 117
G3 07 MP20ml/Kg b.w.+ DXR 483+123° 35867.50 + 8989 ° 14000 1.04 154 1.10
G4 08 MP40ml/Kg b.w.+ DXR 440+161° 86717.25 + 15030 ® 16000 0.89 113 0.71
G5 08 PS 354+083° 34334.36 + 12760 ° 16000 1.32 64 0.40
G6 08 MP40ml/Kg b.w +PS 430+132° 30384.00 £ 7995° 16000 1.03 59 0.37

N: Number of animals; DXR: doxorubicin (16 mg/kg b.w.); PS: physiological solution (NaCl, 0.9% w/v); MP: mangaba fruit pulp;
MDA: malonaldehyde; SD: standard deviation; PCE/NCE: polychromatic erythrocytes/normochromatic erythrocytes ratio; MNPCE:
micronucleated polychromatic erythrocytes; MN: micronuclei;. MDA and Tail intensity: means followed by the same letter do not
differ by the Scott-Knott test (P <0.05). *MNPCE conclusions: G2, G3, G4 <Gl and G1>G5 (Chi square test; P <0.05

Table 3 Effects of mangaba fruit pulp against dimethylhydrazine in male Swiss mice in multi-endpoint assays.

Oxidative stress Frequency of micronucleated gut epithelial cells Frequency of apoptotic cells
MDA Total Total
(anI. o1 Total - Total - Cells/c Micronucleated % MN Apoptotic Total Al%
mgxprotein™) cells Crypts rypt cells cells cells

Groups N Treatments (mean £ SD)
Gl 08 DMH 557+1.39° 7.000 146 47.95 136* 1.94 64* 974.29 0.94
G2 08 MP10ml/Kgbw.+DMH 554 +1.09° 7.000 132 53.03 97 1.39 27 883.29 0.44
G3 08 MP20ml/Kgbw.+DMH  5.51+0.96° 7.000 138 50.72 64 0.91 38 964.14 0.56
G4 08 MP40ml/Kgbw. +DMH  3.60+0.32° 7.000 132 53.03 47 0.67 28 952.38  0.37
G5 08 PS 3.54+083° 7.000 113 61.95 22 0.31 6 1086.50 0.07
G6 08 MP 40ml/Kgh.w. +PS 430+1.32° 8.000 143 55.94 26 0.33 2 1048.88 0.02

N: Number of animals; DMH: 1,2-dimethylhydrazine dihydrochloride (30 mg/kg b.w.); PS: physiological solution (NaCl, 0.9% wi/v).
MP: mangaba fruit pulp; MDA: malonaldehyde; SD: standard deviation; MN: micronucleated cells; Al: Apoptosis Index MDA test:
means followed by the same letter do not differ by the Scott-Knott test (P < 0.05). *MN Colon and apoptotic cell conclusions: G2,
G3, &4 <Gl and G1>G5 (Chi square test; P <0.05)

~
~
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Although the micronucleus (MN) test is most frequently used to evaluate
bone marrow, this assay was carried out in gut epithelial cells because they are
the first to come into contact with food compounds. Furthermore, gut epithelial
cells are highly suitable for the MN evaluation owing to elevated cell turnover
and the fact that this assay was able to detect both clastogenic and aneugenic
effects in chemical compounds that are not detected by the bone marrow MN
test (Vanhauwaert et al., 2001). The bone marrow MN test and gut MN test
methods are complementary and showed similar responses. A reduction in
micronucleated polychromatic erythrocytes (MNPCE) was observed with all
three mangaba fruit pulp doses (42.33, 58.14, and 77.21%), and a reduction in
the micronucleus gut test (34.21, 63.15, and 78.07%) was shown in relation to
the respective controls (G1 — DXR or DMH) (Tables 2 and 3 and Figures 2A,
2B and 3). It indicates that the three doses of mangaba fruit showed protective
effects as an antimutagenic food in bone marrow and the gut. Moreover, there
were differences among these reductions that highlight the dose-dependent
effect of the fruit.

Because the apoptosis is an important event in the eradication of cells
that have undergone DNA insult due to mutagenic/genotoxic chemicals
(Nowsheen & Yang, 2012); as a result, it was considered important to conduct
this analysis. Interestingly, protective effects were observed in the gut apoptosis
cells analysis for all doses of mangaba fruit, with a reduction in the apoptosis
index ranging from 43.68-65.52% (Table 3 and figures 2C and 3), although a
dose—response relationship was not detected. A decrease in this index indicates
that mangaba fruit pulp protects against DNA damage, and therefore cell death

mechanisms, such as apoptosis, do not occur.



79

Figure 2 Description: Images of damage assessed in the bone marrow, gut and

peripheral blood. Views of different types of damage identified in
polychromatic erythrocyte and colonic epithelium 24 h after treatment with
1,2-dimethylhydrazine dihydrochloride - DMH and doxorubicin - DXR. (A)
micronucleated PCE (arrow, 1000x objective), (B) micronucleated
colonocytes (arrows, 1000x), (C) colonocytes in apoptosis (arrows, 1000x),
(D) comet assay (arrows, 1000x). Different arrows indicate the damaged (1)
and normal (2) structures
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Figure 3 Description: The main results concerning the protective effects of
mangaba obtained from the in vivo experiment. Micronuclei (MN)
and apoptosis reduction (%) in groups treated with mangaba fruit pulp
of 10, 20, and 40 ml/kg b.w. All of them were statistically significant
(P < 0.05) when compared to the positive control. Means followed by
the same letter do not differ by the Chi square test (P < 0.05)

The comet assay was employed in order to elucidate the mechanism of
action of mangaba fruit pulp as a protective agent (Figure 2D). This test
indicates that the treatment dose of 20 ml/kg b.w. promoted a significant decline
in damage index, in spite of the absence of a protective effect at 10 and 40 ml/kg
b.w. Although 20 ml/kg dosage has been effective in decreasing the damage
index, 40 ml/kg dosage does not have the same effect. We could infer that
compounds present in mangaba fruit, when in higher concentrations, as may
have occurred with the 40 ml/lkg dosage, they could nullify the protective effect
obtained with the 20 ml/kg dosage. E.g. phenolic compounds, such as the
excess of tannin, may promote adverse effects to metabolism.

Indeed some substances may, under certain conditions, induce damage
effects depending on many factors. Some substances may at the same time

stimulate or inhibit the detoxifying mechanisms and many anti-oxidants can,
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depending on the redox potential, either accept or donate electrons, which may
alternatively render them either protective or adverse (Lima, Azevedo, Ribeiro
& Salvadori, 2003). This suggests that at 20 ml/kg b.w., mangaba fruit pulp may
act by reducing the induction of DNA damage induced by DXR. Furthermore, it
could also be due to an improvement in the repair system, as detected by the
micronucleus test that assays all the events during cell division. In summary, the
ability of mangaba fruit to protect against the effects of DXR and DMH could be
attributed to various antioxidant compounds found in the fruit that may act
synergistically, leading to a reduction in DNA insult in the daughter cells.

The clastogenic and aneugenic effects of DXR and DMH suggest that
they may be involved in the production of reactive oxygen species (ROS). DXR
may induce the production of ROS by its reduction leading to the formation of
semiquinone free radicals, which react with molecular oxygen to produce a
superoxide radical (Doroshow & Davies, 1986; Hernandes et al., 2014). They
could also be produced by reactions with iron (Hernandes et al., 2014; Siminek
et al, 2009) or superoxide radical production through NADPH oxidase
activation (Gilleron et al., 2009; Hernandes et al., 2014). Additionally, DMH
undergoes oxidative metabolism resulting in the production of an electrophilic
diazonium ion, which is known to generate harmful ROS (Muthu & Vaiyapuri,
2013). One of the plausible reasons of protective effect of mangaba fruit pulp
against ROS-mediated cell injury induced by DXR and DMH may be due to its
phenolic compounds. In the chemical characterization, we point out that
phenolic compounds are important mangaba fruit constituents (Table 1) and are
recognized as potent antioxidants, having action mechanisms including the
ability to scavenge free radicals, act as hydrogen donors, and chelate metals
(Alonso & Gonzalo, 2002; Silva et al., 2012), which reduces the potential for
DNA insults.
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Specifically, the protective effect of mangaba fruit pulp can be linked to
their key components, which are found in the phenolic fraction of the fruit.
Catechin is a potential antioxidant and antimutagenic agent, and promotes
abrogation of cytochrome P450 activation, thereby decreasing redox-mediated
bioactivation of pro-carcinogens to carcinogenic free radicals (Ferrari & Torres,
2003). Chlorogenic acid is widely recognized for its antimutagenic and
anticarcinogenic effects and as a scavenger for reactive species of oxygen and
nitrogen. Sawa, Nakao, Akaike, Ono, & Maeda (1999) found chlorogenic acid to
have very high alkyl peroxyl radical (ROO¢) scavenging activity, and compared
to around 18 other antioxidant compounds, chlorogenic acid was second only to
rutin. Both these substances were found in mangaba fruit pulp. Among the
flavonoids, rutin is considered a potent antioxidant with a wide spectrum of
applications (Marcarini et al., 2011). It is only slightly weaker than quercetin in
antiradical activity (Kim, Kwon, & Jang, 2011). In addition, Endringer et al.
(2010), observed in vitro cancer chemopreventive effects of leaves of the
mangaba plant, whereas rutin, isolated from H. speciosa leaves, is possibly
responsible for this effect.

Recalling the chemical analysis in this study, vitamin C was one of the
major compounds isolated from mangaba fruit. This vitamin together with
phenolic compounds may play an important role in the reduction of DNA
damage induced by DXR and DMH via bio-antimutagenic, desmutagenic
activity, competing with DNA as a target for alkylation, reducing the
genotoxicity of alkylating agents (Franke, Pra, Erdtmann, Henriques, & Silva,
2005) and taking part in the regulation of DNA repair enzymes, scavenging of
free radicals, and quenching of singlet oxygen (Breda, Kok, & Delft, 2008).

As mentioned above, DXR- or DMH-induced oxidative stress may be
one of the mechanisms of its toxic actions. An important consequence of the
excessive production of ROS by DXR and DMH is an increase in lipid
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peroxidation (Hernandes et al., 2014), that results in cellular structure damage
and has frequently been implicated in the initiation and promotion stages of
pathogenesis of carcinogenesis (Muthu & WVaiyapuri, 2013). Therefore, the
effects of mangaba fruit pulp on DMH- or DXR-induced malonaldehyde (MDA)
content, a marker of lipid peroxidation, were investigated. Results concerning
the mangaba fruit effect against DXR showed that irrespective of the
concentration of mangaba fruit pulp in a diet, it reduced the MDA levels (Table
2). Additionally, assessing the effects of mangaba fruit versus DMH, the results
showed a reduction in MDA levels at the dose of 40 mg/kg (Table 3). These
results confirm the antioxidant power of mangaba fruit pulp, which contributes
to its protective effects against oxidative stress induced by DXR and DMH.

Finally, since the mangaba fruit presents several substances with
physiological and biochemical functions, and benefits health and/or reduces the
risk of chronic disease, as showed by the in vivo tests, this fruit could be
considered as a functional food as highlighted by Ferrari & Torres (2003) and
Nobili et al. (2009).

4. Conclusions

The composition and characteristics of mangaba fruit pulp revealed high
levels of phenolic compounds and ascorbic acid, which lead to high antioxidant
activity. Chromatographic analyses showed seven phenolic compounds in
mangaba fruit pulp: gallic acid, catechin, chlorogenic acid, vanillic acid, o-
coumaric acid, rosmarinic acid, and rutin. Under the conditions tested herein, the
mangaba fruit showed no toxic/mutagenic effects in any of the in vivo assays
performed; moreover, protective effects were observed in the bone marrow MN
test, in vivo gut MN test, comet assay, gut apoptosis cells and oxidative stress.
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This study provides scientific evidences for the antimutagenic potential
of mangaba fruit pulp and emphasizes its potential as a functional food with
widespread applicability in the food industry. Additionally, further
investigations to clarify the properties of the intake of mangaba fruit pulp are

necessary to elucidate a possible anticancer role.
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