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RESUMO

As espécies do género Garcinia apresentam concentracfes expressivas de
compostos fenolicos com atividade hipolipidémica, anti-obesidade, anti-inflamatoria e
antioxidante in vitro e em modelos animais. O objetivo deste estudo foi realizar
andlises fisico-quimicas e quantificar compostos fendlicos e atividade antioxidante
das folhas e frutos da espécie Garcinia cochinchinensis Choisy, conhecida como
mangostdo amarelo, e analisar os efeitos do consumo das frutas e folhas sobre o
perfil bioquimico, antropométrico e comportamental de ratos Wistar. Os frutos e as
folhnas do mangostdo amarelo foram obtidos do pomar da Faculdade de Tecnologia
de Pompéia/SP, sendo realizadas analises de pH, solidos solluveis, acidez titulavel e
ratio na polpa fresca. No extrato seco dos frutos foram efetuadas analises
qualitativas colorimétricas para fitoquimicos e andlises quantitativas nos frutos e
folhas frescas para carotendides, antocianinas, compostos fendlicos totais,
flavonoides, pigmentos clorofila A e B, e atividade antioxidante total. Os sucos dos
frutos e das folhas foram administrados em ratos Wistar machos, que constituiram
cinco grupos experimentais: controle (G1), que receberam agua ad libitum, G2 e G3,
tratados com suco da polpa em concentracdes de 20% e 40%, respectivamente, e
G4 e G5, tratados com suco das folhas, em 20% e 40%, respectivamente. Apds 40
dias de experimento os animais submetidos as doses mais concentradas de sucos
da polpa e folhas do fruto (G3 e G5), além do grupo controle, foram submetidos a
analises de comportamento utilizando os modelos de campo aberto e labirinto em
cruz elevado. No 41° dia do experimento, foi coletado sangue dos animais para
analises bioquimicas de glicose, enzimas hepaticas aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT), colesterol total, lipoproteinas plasmaticas
(VLDL-c, LDL-c, HDL-c), triglicerideos e proteina C reativa ultrassensivel. O perfil
lipidico foi utilizado para célculo de indices aterogénicos. Foi avaliado também o
perfil antropométrico, sendo calculado ganho de peso corporal (%), indice de Lee e
peso da gordura visceral. A analise dos dados foi realizada através da Analise de
Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey, e nivel de significAncia de 5% de
probabilidade (p<0,05). A polpa fresca do mangostéo apresentou valores meédios de
4,88 g de &cido citrico 100 g™, 12,3 °Brix e 2,52, para acidez titulavel, sélidos
soluveis e pH, respectivamente. A prospeccdo fitoquimica revelou presenca de



metabolitos secundéarios como flavonoides, flavanonas, flavondis, entre outros.
Teores expressivos de carotenoides, antocianinas, compostos fendlicos e
flavonoides foram observados na polpa e folhas do mangostdo e a atividade
antioxidante total da polpa dos frutos apresentou-se maior quando comparada as
folhas. O resultado do estudo com os modelos experimentais evidenciou reducéo
significativa nos valores de triglicerideos (TG) e na gordura visceral nos grupos
tratados com a polpa e a folha do mangostdo amarelo, comparados ao grupo
controle. A razdo TG/HDL-c, considerada um indice aterogénico, reduziu
significativamente no grupo tratado com 40% das folhas do mangostdo. Por outro
lado, n&o houve variagdes significativas no ganho de peso corporal, no indice de Lee
e nos demais atributos bioquimicos avaliados, entre 0s animais submetidos ao
consumo de sucos da polpa e das folhas do mangostdo amarelo. Os sucos do
mangostao amarelo ndo surtiram efeitos sobre o comportamento dos animais em

modelos experimentais de ansiedade.

Palavras-chave: Fruta exotica. Compostos fendlicos. Flavonoides. indices

aterogénicos. Ratos Wistar.



ABSTRACT

The species of the genus Garcinia present expressive concentrations of phenolic
compounds with hypolipidemic, anti-obesity, anti-inflammatory and antioxidant
activity in vitro and in animal models. The aim of this study was to quantify phenolic
compounds and antioxidant activity of leaves and fruits of the species Garcinia
cochinchinensis Choisy, known as yellow mangosteen, and analyze the effects of the
consumption of fruit and leaves on the biochemical and anthropometric profile of
Wistar rats. The fruit and leaves of the mangosteen yellow were obtained from the
orchard of the Faculty of Technology of Pompeia/SP. Analyzes of pH, soluble solids
and titratable acidity were performed on the fresh fruit pulp. In the dry extract of the
fruits were performed qualitative colorimetric analysis for phytochemicals and
quantitative analysis in fruit and fresh leaves to carotenoids, anthocyanins, phenolics,
flavonoids, pigments chlorophyll A and B, and antioxidant activity by the hijacking of
the stable free radical DPPH (radical 2.2-diphenyl-1-picrilidrazil). The juices of fruits
and leaves were administered in male Wistar rats, which were five experimental
groups: control (G1), which received water ad libitum, G2 and G3, treated with 20%
and 40% of the pulp, juice and G4 and G5, treated with 20% and 40% of juice from
the leaves, respectively. After 40 days of experiment, the animals submitted to the
more concentrated doses of pulp juices and leaves of the fruit (G3 and G5), besides
the control group, were submitted to behavior analysis using the open field and cross
maze models. On the 41% day of the experiment, the blood of animals was collected
for biochemical analysis of glucose, liver enzymes aspartate aminotransferase (AST)
and alanine aminotransferase (ALT), total cholesterol, VLDL-c, LDL-c, HDL-c,
triglycerides and ultra-sensitive C-reactive protein. It was evaluated also
anthropometric profile, being calculated body-weight gain (%), Lee index and visceral
fat. Data analysis was carried out through the analysis of variance (ANOVA) and
Tukey test, using SISVAR program and the level of significance of 5% probability (p <
0.05). Fresh mangosteen pulp showed mean values of 4.88 g of citric acid 100 g™,
12.3° Brix and 2.52 for titratable acidity, soluble solids, and pH, respectively. The
phytochemical prospecting revealed the presence of secondary metabolites such as
flavonoids, flavonols, flavanonas, flavanonois, among others. Significant levels of

carotenoids, anthocyanins, phenolic compounds and flavonoids were observed in



pulp and leaves mangosteen and the total antioxidant activity of the pulp of fruits
showed higher when compared to the leaves. The study results with experimental
models showed a significant reduction in the values of triglycerides and visceral fat in
the groups treated with the pulp and leaf the yellow mangosteen compared to the
control group. The TG/HDL-c ratio, considered a atherogenic index, significantly
reduced in the treated group with 40% of the leaves of the mangosteen. On the other
hand, there were no significant changes in body weight gain, in the Lee index and
other biochemical parameters evaluated, among the animals submitted to
consumption of pulp and leaves juice of the yellow mangosteen. The yellow
mangosteen juices did not have effect on the behavior of animals in experimental

models of anxiety.

Keywords: Exotic fruit. Phenolic compounds. Flavonoids. Atherogenic index. Wistar
Rats.
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1 INTRODUGCAO GERAL

As Doencas Crbnicas Nao-Transmissiveis (DCNT) sé&o
responsaveis, atualmente, pelo maior indice de morbidade e mortalidade na
populacdo, cuja etiologia caracteriza-se, na maior parte, por fatores de risco
ambientais e comportamentais, como alimentacdo inadequada, excesso de peso,
dislipidemia, tabagismo e inatividade fisica, entre outros (DUNCAN et al., 2012;
STAHL et al., 2012; THAKUR et al., 2016).

Tais doengas tém acometido diferentes estagios de vida da
populacdo, com maior expressdo em adultos, sendo descritas como hipertensao
arterial, diabetes mellitus tipo 2, cancer, obesidade, doenca respiratéria cronica e
distarbios cardiovasculares, e que ainda repercutem em gastos excessivos para o
sistema de saude publica (DANAEI et al.; 2014; NAICKER et al., 2016). Dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) evidenciaram que em 2012, 513,8 mil
brasileiros morreram em decorréncia das DCNT, e destes, 214,2 mil por disturbios
cardiovasculares (OMS, 2012). Estima-se ainda que o diabetes mellitus € uma
doenca que afeta 347 milhdes de pessoas no mundo todo, sendo que mais de 80%
dos Obitos ocorrem em paises de baixa e média renda (OMS, 2012; AHA, 2015;
PETERMANN et al., 2015).

Nos paises em que a incidéncia das DCNT é maior, as mortes por
distarbios cardiovasculares estdo intimamente relacionadas ao consumo alimentar
inadequado, visto que a ingestado de frutas e vegetais € baixa, ao contrario do sédio,
da gordura saturada e dos aclUcares, que é excessivamente maior do que a
recomendacédo (NANGIA; SINGH; KAUR, 2016).

Em virtude da associagdo positiva entre o consumo de frutas e
outros vegetais com a menor prevaléncia dos fatores de risco para as DCNT,
pesquisas apontam o interesse da comunidade cientifica em realizar estudos em
frutas exoticas, identificando e quantificando seus componentes bioativos. Entre os
compostos presentes, destacam-se aqueles que apresentam maior atividade
antioxidante, em fungédo da protecdo que oferecem contra o estresse oxidativo, e
contra inimeros danos causados por este processo no organismo, como lesdes

inflamatoérias e endoteliais em células vasculares, além de danos oxidativos nas
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bases do DNA, mecanismos estes associados a ocorréncia das DCNT (SOUZA et
al., 2012; BOCHlI et al., 2015; BATISTA et al., 2016).

Muitos dos compostos fitoquimicos bioativos, descritos como
metabdlitos secundarios das plantas, tais como compostos fendlicos, principalmente
os flavonoides, estdo presentes em concentracdes expressivas nos frutos do género
Garcinia. Este género, anteriormente descrito como Rheddia, inclui cerca de 400
espécies, sendo algumas frutiferas, amplamente distribuidas em regides tropicais do
Brasil, Africa tropical, Asia e Polinésia (FERREIRA; CARVALHO; SILVA, 2012;
MELO et al., 2014; LIU et al., 2015).

Sementes, folhas e frutos de algumas espécies do género Garcinia
sdo amplamente utilizadas em varias partes do mundo, especialmente para fins
medicinais. Recentemente, alguns estudos cientificos tem demonstrado a
associacdo do consumo destas espécies com efeitos benéficos in vitro e in vivo,
como atividade leishmanicida (NALDONI et al., 2009) e atividade foto protetora e
anti-microbiana (PEREIRA et al., 2010; FIGUEIREDO, 2013). Na Garcinia cambogia,
compostos como garcinol e acido hidroxi-citrico mostraram efeitos hipolipidémicos e
anti-obesidade, atividade hepatoprotetora e antioxidante in vitro e em modelos
animais (MAHENDRAN; DEVI, 2001; REIS et al., 2009; KANG et al.,, 2013;
SHIVAKUMAR et al., 2013; MASULLO et al., 2014).

Efeitos potenciais antioxidantes e anti-inflamatérios também tem sido
observados em extratos de varias outras espécies do género Garcinia, como a
Garcinia kola (OYAGBEMI et al., 2016), Garcinia cowa (PANTHONG; HUTADILOK-
TOWATANA; PANTHONG, 2009), Garcinia gardneriana (OTUKI et al., 2011),
Garcinia xanthochymus (GOGOI; GOGOI; NEOG, 2015), Garcinia madruno
(OSORIO; MONTOYA; BASTIDA, 2009), Garcinia multifiora (CHEN et al., 2009),
Garcinia parvifolia (ALI HASSAN et al., 2013), Garcinia pedunculata (SHARMA et al.,
2014), Garcinia achachairu (BAGATOLLI et al., 2016) e Garcinia subeliptica (LIN et
al., 2012).

A Garcinia cochinchinensis, conhecida por mangostdo amarelo,
garcinia e falso mangostéo, pertence ao mesmo taxon genérico, € encontrada em

pomares domeésticos no Brasil e muito confundida com a Garcinia mangostana, em
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especial na fase jovem do fruto, especialmente pela morfologia de suas folhas
(SACRAMENTO et al., 2007).

Sabe-se também que muitas folhas sédo utilizadas pela medicina
popular na forma de infusBes para alivio de algumas enfermidades, e que essas
partes das plantas, pelo fato de serem um 6rgéo altamente exposto as condi¢des de
estresse oxidativo, possivelmente apresentam expressivas substancias bioativas
com atividade antioxidante (MACKEEN et al., 2002; CHEN et al., 2014; OLIVEIRA et
al., 2014).

Visto que ha poucos dados na literatura sobre esta espécie, o
objetivo deste estudo foi realizar analises fisico-quimicas e quantificar compostos
fitoquimicos e atividade antioxidante total dos frutos e das folhas da espécie Garcinia
cochinchinensis Choisy, conhecida como mangostdo amarelo, e analisar os efeitos
do consumo das frutas e folhas sobre o perfil bioguimico, antropométrico e

comportamental de ratos Wistar.
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2 CAPITULO1
Perfil fitoquimico do fruto Garcinia cochinchinensis Choisy

Resumo

Inimeras frutas apresentam altas concentracdes de compostos fitoquimicos com
atividade biolégica diretamente relacionada a prevencéo de fatores de risco para as
doencas cronico-degenerativas. Entre as frutas nativas, o género Garcinia é
composto por muitas espécies frutiferas utilizadas pela medicina tradicional, ndo
havendo, no entanto, relatos na literatura sobre a espécie Garcinia cochinchinensis
Choisy. O objetivo deste estudo foi realizar analises fisico-quimicas e verificar a
presenca de fitoquimicos na polpa do mangostao amarelo (Garcinia cochinchinensis
Choisy). Foram realizadas analises de acidez titulavel (AT), solidos solaveis (SS), pH
e ratio nos frutos frescos, e vitamina C e carotenoides nos frutos frescos, congelados
apos 30, 60 e 90 dias, e nos frutos desidratados. Nestes, foram realizados também
testes qualitativos de verificacdo de compostos fitoquimicos. Os frutos frescos
apresentaram valores médios de 4,88 + 0,061 (g 100 g™ de &cido citrico) para acidez
titulavel, 12,3 + 0,265 (°Brix) para sélidos soluveis e pH de 2,52 + 0,067. Os valores
médios de carotenoides ndo diferiram estatisticamente entre os frutos frescos e as
amostras congeladas, mas houve reducao significativa para os teores de vitamina C.
Os frutos desidratados apresentaram teores significativamente maiores de
carotenoides e vitamina C, comparativamente aos frutos frescos. As andlises
colorimétricas revelaram a presenca de fendis, flavondis, flavanonas, flavanonois,

xantonas e alcaloides nos frutos desidratados da Garcinia cochinchinensis.

Palavras-chave: Mangostdao amarelo. Flavonoides. Vitaminas
Abstract

Many fruits have high concentrations of phytochemicals compounds with biological
activity directly related to the prevention of risk factors for chronic diseases. Among
the native fruits, Garcinia genus is composed of many fruit species used by
traditional medicine. Once there are no reports in the literature about the chemical
composition of the yellow mangosteen (Garcinia cochinchinensis Choisy), the aim of

this study was to perform the physicochemical screening and analysis of the
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presence of phytochemicals in the fruit pulp of this plant. Analysis of titratable acidity
(TA), soluble solids (SS), pH and ratio were performed in the fresh fruit and Vitamin C
and Carotenoids in fresh, dehydrated and frozen fruit after 30, 60 and 90 days.
Moreover, qualitative tests to check the presence of phytochemical compounds were
also performed. Fresh fruit showed average values of 4.88 + 0.061(g 100 g of citric
acid) for titratable acidity, 12.3 = 0.265 (°Brix) for soluble solids and pH 2.52 + 0.067.
The average values total carotenoids did not differ among fresh and frozen samples,
but there was significant reduction in the levels of Vitamin C. Dehydrated fruit
exhibited significantly higher levels of Carotenoids and Vitamin C compared to the
fresh fruit. Colorimetric analysis revealed the presence of phenols, flavonols,
flavanones, flavanonols, xanthones and alkaloids in dehydrated G. cochinchinensis

fruit.
Key words: Yellow mangosteen. Flavonoids. Vitamins

2.1 Introducéo

A ingestdo diaria de frutas e vegetais tem sido epidemiologicamente
associada a menor incidéncia de morbi-mortalidade pelos chamados distarbios
cronico-degenerativos, 0s quais incluem cancer, diabetes mellitus, hipertenséo
arterial, hipercolesterolemia, doencas cardiovasculares e cerebrovasculares. Esta
associacdo é fortemente evidenciada pelo alto conteddo nestes alimentos, de
constituintes quimicos com propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias
(carotenoides, vitaminas, fibras e compostos fitoquimicos) (GREGORIS et al., 2013;
REQUEJO; RODRIGUEZ, 2013; OSZMIANSKI, et al., 2015; PEM; JEEWON, 2015;
CAVALLO et al., 2016).

O Brasil esta entre os trés maiores produtores mundiais de frutas,
perdendo apenas para a China e a India, tendo em 2010, exportado
aproximadamente 800 mil toneladas (IBRAF, 2011). A elevada producao de diversas
variedades de frutas nativas ou adaptadas decorre certamente da dimensédo do
territorio brasileiro e sua insercdo em areas de clima tropical e temperado (ROCHA
et al., 2013; VIRGOLIN, 2015).

Segundo Lopes et al. (2012) e Sucupira et al. (2012) as frutas

nativas sdo bastante ricas do ponto de vista nutricional e funcional, além de
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apresentar propriedades sensoriais, como cor, aroma e sabor diferenciados e muito
agradaveis, e como estdo adaptadas aos solos locais, praticamente ndo necessitam
de insumos quimicos, com baixo custo de implantacdo e manutencdo do pomar.

O género Garcinia (Clusiaceae) é composto por cerca de 550
espécies, em sua maioria arvores, distribuidas em areas tropicais da Africa, América,
Polinésia e Asia, principalmente. Algumas espécies s&o extensivamente utilizadas
pela medicina tradicional em varias partes do mundo, e algumas sdo espécies
frutiferas, como a Garcinia mangostana, Garcinia buchananii, Garcinia atroviridis,
Garcinia dulcis, Garcinia xanthochymus e Garcinia cochinchinensis (CHEN et al.,
2010; SHARMA et al., 2015).

Estudos de fitoquimicos tem revelado que as espécies da Garcinia
sdo ricas fontes de metabdlitos secundarios, incluindo flavonoides e biflavonoides,
principalmente. Alguns destes compostos apresentam inUmeras atividades
biologicas, entre as quais, anti-microbiana, anti-cancerigena, antioxidante, anti-
hiperlipidémica, anti-HIV e anti-inflamatéria (CHANG; YANG, 2012; KAI-WEI et al.,
2012; SUKATTA et al, 2013; ALI-HASSAN et al, 2013; SUTTIRAK;
MANURAKCHINAKORN, 2014; STARK et al., 2015; KRITSANAWONG et al., 2016).

Entre as plantas frutiferas, a espécie mais conhecida é o mangostéo
(Garcinia mangostana), considerada uma fruta exdética e de sabor apreciavel,
proveniente de uma espécie originaria da Asia, na regido da China e india, podendo
ser encontrado desde o Sul do Vietnd até a Malasia, sendo utilizada como fruta
fresca, e fonte consideravel de compostos antioxidantes, como o beta-caroteno na
polpa e as xantonas, na casca (SHINOHARA et al., 2008; BRAGA et al., 2012;
CARVALHO et al., 2014).

Segundo Sacramento et al. (2007) a Garcinia cochinchinensis,
conhecida por mangostdo amarelo, garcinia e falso mangostéo, pertence ao mesmo
taxon genérico, é encontrada em pomares domésticos no Brasil e muito confundida
com a Garcinia mangostana, em especial na fase jovem do fruto. Porém, ndo ha
relatos na literatura sobre sua composi¢ao quimica.

O objetivo deste estudo foi realizar analises fisico-quimicas e

verificar a presenca de fitoquimicos na polpa dos frutos desta planta.
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2.2 Material e métodos

Os frutos do mangostdo amarelo utilizados no experimento foram
obtidos do pomar da Fatec (Faculdade de Tecnologia) de Pompéia/SP, cuja
localizacdo geografica aproximada da area estd na Latitude: 22° 06' 31" S e
Longitude: 50° 10" 18" W.

A planta foi identificada, através dos frutos, flores e folhas (Figura 1),
e depositada no Herbério do Departamento de Biologia da FFCLRP-USP (Faculdade
de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — USP), sob Coletor e nimero M.
Groppo 2307, e registrada no herbario sob n°® SPFR 16037.

Figura 1 — Frutos, flores e folhas da Garcinia cochinchinensis Choisy

Foto: Flavia M. V. Farinazzi Machado - 2016

Para o experimento foram colhidos frutos maduros e sem
deformacgbes, os quais foram manipulados no Laboratério de Processamento de
Alimentos da Fatec (Faculdade de Tecnologia) de Marilia/SP, selecionados quanto a
sanidade, higienizados em &agua corrente e com solucéo de hipoclorito de sodio da
marca Pury Vitta, nas concentracdes de 200 mg L™ de agua por 15 minutos, em
imersdo e posteriormente enxaguadas. Os frutos foram cortados manualmente,
sendo as sementes retiradas com auxilio de uma faca (Figura 2).



30

Figura 2 - Cortes dos frutos Garcinia cochinchinensis Choisy

Foto: Flavia M. V. Farinazzi Machado - 2016

2.2.1 Andlises fisicas e quimicas da polpa do mangostao amarelo

Os frutos frescos, apds a retirada das sementes foram macerados

com auxilio de um mixer, e foram submetidos as seguintes analises:

Acidez titulavel (AT), por titulometria potenciométrica, usando phmetro digital
(Gehaka) e solugéo padréao de hidréxido de sédio a 0,1 N, tendo como indicador
o0 ponto de viragem pH 8,2 — 8,4, utilizando-se 5 g de polpa homogeneizada
diluida em 100 mL de agua destilada, sendo os valores expressos em acido
citrico (g 100 g* de polpa), conforme metodologia descrita pelo Instituto Adolfo
Lutz (BRASIL, 2008).

Sdlidos soluveis, por leitura direta em refratbmetro de bancada tipo ABBE (marca
Nova), a 25 °C, expressos em °Brix, de acordo com Instituto Adolfo Lutz
(BRASIL, 2008).

Potencial hidrogeniénico (pH), realizada em potencibmetro digital (marca
Gehara), a partir da medicdo em amostra triturada e homogeneizada, conforme
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 2008).

Ratio, obtido por meio da relagdo SS/AT, ou seja, entre os solidos solluveis (SS) e
a acidez titulavel (AT) (TRESSLER; JOSLYN, 1961).

Vitamina C, determinada através do método titulométrico baseado na reducédo do
indicador 2,6-diclorofenolindofenol pelo acido ascorbico, sendo os resultados
expressos em &cido ascérbico mg 100 g* de amostra (BRASIL, 2008).
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e Carotenodides totais, determinados pelo método espectrofotométrico no
comprimento de onda de 450 nm, sendo os resultados expressos em mg 100 g™
(BRASIL, 2008).

Analises posteriores foram conduzidas apés 30, 60 e 90 dias de
congelamento da polpa a -80 °C, em freezer vertical, para determinacdo de
carotenoides e vitamina C. Para os ensaios, os frutos foram retirados do congelador
e deixados a temperatura ambiente até descongelamento. Todas as analises foram
realizadas em triplicata no Laboratorio de Andlises Fisicas e Quimicas da Fatec
Marilia/SP.

2.2.2 Prospeccao fitoquimica do extrato desidratado do mangostdo amarelo

Foram realizadas determinacdes colorimétricas para presenca de
fitoquimicos no extrato seco da polpa do mangostdo amarelo e determinacdo de
vitamina C e carotenoides, no Laboratério de Analises Fisicas e Quimicas da Fatec
Marilia/SP.

Para o preparo desse extrato, foram retiradas as sementes dos
frutos, sendo a polpa e pele desidratadas em estufa de circulacao de ar, a 40 °C por
96 horas, até peso constante, no Laboratério de Processamento de Alimentos da

Fatec Marilia/SP e imediatamente trituradas em mixer (Figura 3).

Figura 3 — Extrato desidratado do mangost&o amarelo

Foto: Flavia M. V. Farinazzi Machado - 2016
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A determinacdo de vitamina C foi realizada através do método
titulométrico baseado na reducédo do indicador 2,6-diclorofenolindofenol pelo acido
ascorbico, sendo os resultados expressos em &cido ascérbico mg 100 g* de
amostra.

Os carotenoides totais foram determinados pelo método
espectrofotométrico no comprimento de onda de 450 nm, sendo o0s resultados
expressos em mg 100 g* (BRASIL, 2008).

Para as analises colorimétricas, os extratos foram preparados
segundo metodologia descrita por Matos (1997). Em 10 g do extrato foram
adicionados 100 mL de solvente hidrofilico a base de etanol com 30% de agua,
homogeneizados, e a partir de 3 mL desta solucédo foi adicionado etanol 70%. O
extrato hidroalcodlico foi utilizado para as seguintes analises qualitativas:

e Fenois e taninos: reacdo positiva para fendis, quando observado precipitado
escuro entre azul e vermelho, e positiva para taninos, quando formado
precipitado escuro de tonalidade azul, ao serem adicionadas trés gotas de
solucéo alcodlica de FeCl; ao extrato hidroalcodlico nos tubos de ensaio;

e Chalconas: reacdo positiva quando observada coloracdo vermelha purpura do
meio, ao alcaliniza-lo a pH 11, por meio de 15 gotas de NaOH 25%;

e Flavonas, flavonoides e xantonas: rea¢do positiva quando observada coloracao
amarela do meio, ao alcaliniza-lo a pH 11, por meio de 15 gotas de NaOH 25%;

e Flavanondis: reacdo positiva quando observada coloracdo vermelho laranja, ao
alcaliniza-lo a pH 11, por meio de 15 gotas de NaOH 25%.

e Catequinas: reacao positiva quando observada coloracdo amarelo pardo, ao
acidificar a pH de 1 a 3, com HCI, aquecido em bico de Bunsen até mudanca de
coloragéo.

e Flavanonas: reacdo positiva quando observada coloracdo laranja escura, ao
alcaliniza-lo a pH 11 com 15 gotas de NaOH 25% e aquecido em bico de Bunsen
até mudanca de coloracéo.

e Flavonais, flavanonas, flavanonois, xantonas: reacéo positiva quando observada
coloragdo vermelha intensa, ao adicionar magnésio granulado e 0,5 mL de HCI

concentrado até mudanca de coloragéo.
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2.2.3 Analise Estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticbes. Os calculos das médias e desvio padrao foram
feitos utilizando o software Excel (Microsoft® Excel, SR-2, Redmond, WA, EUA), e
os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste Tukey utilizando

o programa SISVAR e ao nivel de significancia de 5% (p<0,05).

2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Andlises fisicas e quimicas da polpa fresca do mangostdo amarelo

Os valores médios de acidez titulavel, pH, sélidos sollaveis e ratio
(SS/AT) da polpa fresca do mangostdo amarelo estdo descritos na Tabela 1. Valores
inferiores de acidez titulavel foram identificados em polpas frescas da Garcinia
xanthochymus Hook (3,85 - 4,42%) em estudo de Cavalcante et al. (2006). Rufino
(2008) em seu estudo, cita que o bacuri, também pertencente a familia Clusiaceae,
apresentou valores médios de 1,63% de acidez titulavel, inferiores aos observados
no mangostao amarelo.

Tabela 1 — Acidez titulavel (AT), sélidos soltveis (SS), pH e ratio (SS/AT) no fruto
fresco (Garcinia cochinchinensis Choisy)

Acidez (g de acido Solidos soluveis pH SS/AT
citrico 100 g™) (°Brix)
Polpa fresca 4,887 + 0,061 12,3 + 0,265 2,52+0,067 2,59+0,121

Médias + desvio padrédo

Os valores médios para pH encontrados na polpa do fruto foram
inferiores aos observados na literatura quando comparados a outras variedades da
Garcinia. Chavez-Cury et al. (2012) encontraram valores de 2,94 para a variedade
Garcinia madruno, e em estudos de Roque et al. (2011) e Braga et al. (2012) foram
observados valores médios de pH de 2,9 e 3,25, respectivamente, na polpa do
mangostao (G. mangostana).

Quando comparados as frutas mais acidas, como os diferentes
cultivares de limédo — galego (1,94), tahiti (2,23) e cravo (2,35), e ao umbu-caja
(2,40), os valores médios de pH da polpa do mangostdao foram superiores, e
mostraram-se ainda semelhantes a frutas como maracuja-amarelo (2,51 — 2,63)
(CANUTO, 2010; SANTOS et al., 2010; BRIGHENTI et al., 2011).
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Os teores de solidos solaveis do fruto fresco apresentaram-se
semelhantes aos valores observados em polpas de G. xanthochymus Hook (10,8 e
12,6 °Brix) em trabalho realizado por Cavalcante et al. (2006). Mostrou-se, porém,
inferior quando comparado a G. mangostana (15,87%) (BRAGA et al., 2012).

Os valores calculados para o ratio (SS/AT) observados no
mangostdo amarelo foram semelhantes aos valores observados na polpa fresca da
variedade G. xanthochymus Hook (2,60 e 3,06), descritos por Cavalcante et al.
(2006). De acordo com Chitarra e Chitarra (2005) o ratio pode fornecer uma
indicacdo do sabor do fruto, uma vez que relaciona o teor de aclUcares e os acidos
presentes, e tende a aumentar durante o amadurecimento, pelo aumento nos teores
de acucares e pela diminuicdo dos &cidos, sendo influenciada, portanto, por fatores

ambientais ou fisiolégicos, os quais interferem diretamente no sabor dos frutos.

2.3.2 Carotenoides e vitamina C durante o tempo de armazenamento do

fruto

Na tabela 2 podem ser observados os resultados dos teores de
carotenoides e vitamina C encontrados nos frutos frescos do mangostdo amarelo, e
nas amostras acondicionadas em congelamento (-80 °C).

O fruto fresco apresentou valores médios de 0,333 pg g* para
carotenoides, e durante o periodo de armazenamento ndo foram observadas perdas
significativas nas amostras congeladas. Os valores encontrados foram inferiores
guando comparados a outros frutos como em diferentes cultivares de manga que
apresentam, segundo Silva et al. (2009) teores que variam de 11,0 a 28,2 ug g™ de

carotenoides.

Tabela 2 - Teores de carotenoides e vitamina C no mangostdo amarelo, durante o

tempo de armazenamento a — 80 °C

Fruto fresco 30 dias 60 dias 90 dias p-valor*

Carotenoides
(Mg g™)
Vitamina C
(mg 100 g

Médias + desvio padréo
® Diferentes letras mindsculas dentro das linhas indicam diferenca significativa (p < 0,05).

0,333+0,02 0,395+0,14 0,390+0,01 0,383%0,18 0,6849

11,62 +0,0° 8,840+ 0,03° 8,060+0,11° 7,80+ 0,33° 0,0014
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Em estudo realizado por Sena et al. (2014) foram observados
valores para carotenoides totais de 4,2 pg, 4,3 pg e 3,0 ug g* em amostras de
acerola, graviola e tangerina, respectivamente, e em péssegos de polpa amarela, de
diferentes cultivares, variaram entre 3,3 e 14,0 pug g* (MATIAS et al., 2014). Lopes et
al. (2005) observaram uma queda significativa do teor de carotenoides totais nos
primeiros 30 dias de estocagem em polpas de pitanga congeladas a -18 °C, no
entanto, nos tempos 45, 60 e 90 dias nao foi verificada uma reducéo importante.

Os carotenoides podem sofrer perdas significativas em frutas e
vegetais quando estes sao cortados ou desintegrados, devido a maior exposi¢cao ao
oxigénio e a luz, e o contato com enzimas catalisadoras do processo de oxidacéo
(RODRIGUEZ-AMAYA, 1997; NIIZU; RODRIGUEZ-AMAYA, 2005; RODRIGUEZ-
BERNALDO; COSTA, 2006).

Os teores de vitamina C foram inferiores aos observados na polpa
de Garcinia indica (60 mg 100 g*) em estudo de Krishnamurthy et al. (1982) e na
polpa da variedade Garcinia madruno (24,74 mg 100 g*) em trabalho elaborado por
Chavez-Cury et al. (2012). Porém, sdo considerados superiores quando comparados
a outros frutos como a ameixa vermelha (6,8 mg 100 g*), & maca (8,0 mg 100 g}), a
uva branca (4,6 mg 100 g*') e & melancia (9,0 mg 100 g*) (HARAIN, 2004;
CHITARRA; CHITARRA, 2005; ZERAIK et al., 2010).

Os teores de vitamina C da polpa dos frutos diminuiram
significativamente durante o periodo de armazenamento (p-valor 0,0014).
Evidenciou-se que apo6s 90 dias sob congelamento houve reducdo de 32,87% no
teor de vitamina C. Segundo Souza et al. (2013) a vitamina C € um componente
especialmente sensivel as condicdes de processamento e sua degradacdo esta
diretamente relacionada a inumeros fatores como temperatura, umidade, pH,
presenca de substancias antioxidantes, oxigénio entre outros.

Em estudo realizado por Silva et al. (2008) a concentracdo de
vitamina C em polpas de cagaita congelada reduziu, aproximadamente 30% no
primeiro més, e 50% no terceiro més de armazenamento. Brunini et al. (2002)
observaram que o teor de vitamina C em fatias de mangas congeladas a -18 °C,
diminuiu de 56,11 mg 100 g para 23,85 mg 100 g’ ap6s 18 semanas de

armazenamento.
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2.3.3 Carotenoides e vitamina C nos frutos desidratados do mangostéao
amarelo
Os valores observados para carotenoides e vitamina C nos frutos
desidratados foram superiores aos teores da polpa fresca do mangostdo amarelo
(Tabela 3). Em polpas de macgés desidratadas foram observados valores médios de
22,33 mg 100 g* de vitamina C (SANTOS et al., 2013), sendo portanto, inferiores
aos teores encontrados nos frutos deste estudo. Por outro lado, em polpas
desidratadas de manga ‘Rosa’ e ‘Tommy Atkins’ foram observados,
respectivamente, 76,57 e 36,22 mg 100 g deste componente (BEZERRA et al.,
2011).

Tabela 3 - Comparacgado dos teores de carotenoides e vitamina C nos frutos frescos e
desidratados

Carotenoides (ug g™7) Vitamina C (mg 100 g7)
Frutos frescos 0,333 £ 0,022 11,62 £ 0,00
Frutos desidratados 1,013 +0,118 80,45 + 0,010
p-valor 0,0074 0,0001

Médias + desvio padréo
*p-valor< 0,05 - diferenca estatistica significativa

Os teores de carotenoides nos frutos desidratados foram
semelhantes aos observados em polpa de caju atomizada (1,9 pg g*) em estudo
descrito por Moraes (2014). Em estudo de Ramos et al. (2008), a polpa fresca e
desidratada de abacaxi apresentaram teores médios de 1,4 e 58 pg g™ de
carotenoides, respectivamente.

Estudos tém demonstrado que tanto o consumo de frutas, como de
sucos naturais tém contribuido para a manutencdo no equilibrio do sistema
antioxidante, pela melhora nos niveis plasmaticos de vitamina C entre outros
compostos desta natureza (COUTO; CANNIATTI-BRAZACA, 2010; TONIN et al.,
2015; JARVI et al., 2016).

Considerando os frutos desidratados, sabe-se que este processo
permite a reducdo de agua livre sob condicbes brandas, além de uma queda das
velocidades das reacbes quimicas, enzimaticas e bioquimicas, responsaveis pela
deterioracéo das frutas, o que pode ser uma alternativa a aquisicdo de produtos com

elevados teores de nutrientes, como visto neste estudo, e com maior shelf life, além
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de retardar modificacbes indesejaveis de cor, aroma e sabor, que podem ocorrer
durante o armazenamento (CHONG et al., 2013; ZHANG et al., 2015).

2.3.4 Prospeccao fitoquimica do extrato desidratado do mangostdo amarelo

Os resultados indicaram a presenca de classes de metabdlitos
secundarios no extrato da polpa do mangostdo amarelo (Tabela 4), os quais podem
estar relacionados a prevencédo e tratamento de inimeros disturbios, em funcdo de
diversas atividades biologicas descritas na literatura cientifica. Os resultados
negativos nao implicam necessariamente na auséncia de compostos, sendo possivel
gue a quantidade dos mesmos esteja pequena para ser detectada, ou que sua
deteccdo tenha sido influenciada pela presenca de outros pigmentos no extrato
(SIMOES, 2007; CASTRO, 2012).

Tabela 4 - Fitoquimicos do extrato desidratado da polpa do mangostao amarelo

Fitoquimicos Extrato da polpa seca

+

Fenois

Taninos

Flavonas, Flavonoides, Xantonas
Chalconas

Flavanondis

Flavanonas

Catequinas -
Flavonois, flavanonas, flavanonois, xantonas

+ + 0+

+

+ indica a presenc¢a de compostos
- indica a auséncia de compostos

A literatura apresenta diversos trabalhos que tém evidenciado a
presenca de compostos fitoquimicos em variedades do género Garcinia. Andlises
colorimétricas feitas com a G. mangostana revelaram a presenca de fendis,
flavonoides e triterpendides em extratos com hexano e cloroférmio no epicarpo e
endocarpo deste fruto (SIVAKUMARI et al., 2016).

Alguns estudos tém identificado a presenca de flavonoides
(naringenina, binaringenina e fucugisida) e outros compostos fendlicos (atroviridina,
atrovirinona, atrovirisdona, cambogina, garcinol, camboginal e isogarcinol) em frutos
maduros e folhas de G. atroviridis (MACKEEN et al., 2000; MACKEEN et al., 2002;
PERMANA et al., 2005; AL-MANSOUB; ASMAWI; MURUGAIYAH, 2014).
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Em frutos da G. xanthochymus foram encontrados compostos
bioativos benzofenonas, tais como aristofenona A, amentoflavona, guttiferona E,

isoxanthochymol, gambogenona e xanthochymol (BAGGETT et al., 2005).

Vérios trabalhos revelaram extensivo papel dos compostos fendlicos
na prevencdo de doencas e manutencdo da saude dos individuos. Uma vez
absorvidos, eles podem modular numerosos processos fisiopatolégicos como
inflamacéo, estresse oxidativo, hipertenséo arterial, resisténcia a insulina, processos
microbiolégicos e mutagénicos, reduzindo o risco de desenvolvimento de muitas
doencas (AKAO et al.,, 2008; WIHASTUTIT et al.,, 2014; ABDALLAH et al., 2016;
HUGEL et al 2016; OZKAN et al., 2016; ROSA et al, 2016). Desta forma, a ingestio
de G. conchinchinensis pode contribuir com o consumo desses importantes

componentes.
2.4 Concluséo

Os resultados mostraram que a G. conchinchinensis pode ser uma
boa fonte de antioxidantes como vitamina C, carotenoides e outros compostos
polifendis, como flavanonas e flavanonois, além de outros flavonoides. O
congelamento da fruta ndo interferiu nos teores de carotenoides e mesmo reduzindo
0s niveis de vitamina C, foi observado que, ap6s 90 dias de congelamento, a

vitamina C é ainda disponivel na polpa do fruto.
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3. CAPITULO 2

Compostos fendlicos e atividade antioxidante dos frutos e folhas da Garcinia

cochinchinensis Choisy
Resumo

Sementes, folhas e frutos de algumas espécies do género Garcinia sdo amplamente
utilizadas em varias partes do mundo para fins medicinais, e atualmente, inUmeros
compostos fitoquimicos tem sido descritos neste género com potenciais efeitos
antioxidantes e anti-inflamatorios. O objetivo deste estudo foi quantificar compostos
fendlicos, e outros fitoquimicos, e atividade antioxidante das folhas e frutos da
espécie Garcinia cochinchinensis Choisy, conhecida como mangostdo amarelo ou
falso mangostédo. Os frutos e as folhas utilizados no experimento foram obtidos do
pomar da Fatec (Faculdade de Tecnologia) de Pompéia/SP, e a identificacdo da
planta foi feita no Herbario do Departamento de Biologia da FFCLRP-USP. Foram
realizadas andlises de compostos fendlicos totais, flavonoides, carotenoides,
antocianinas, pigmentos clorofila A e B, e atividade antioxidante total por DPPH nas
folhas e frutos da G. cochinchinensis. O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado com trés repeticoes, e os dados foram submetidos a
andlise de variancia (ANOVA) e teste Tukey (p<0,05). Os resultados apontaram
valores expressivos de compostos fendlicos totais na polpa (469,6 + 114,9 mg &cido
galico 100 g') e nas folhas (3739,7 + 310,5 mg &cido géalico 100 g') da G.
cochinchinensis Choisy, quando comparados a outras espécies de Garcinia. As
folhas apresentaram teores significativamente superiores de flavonoides (665,1 +
122,9 mg de rutina 100 g* e 104,6 + 19,3 mg de quercetina 100 g*), quando
comparados & polpa dos frutos (89,6 + 14,7 mg de rutina 100 g™ e 14,9 + 2,43 mg de
quercetina 100 g), porém a atividade antioxidante pelo radical DPPH foi maior nos
frutos (90,6 £ 2,52%). Diferencas significativas foram também observadas entre os
frutos e as folhas para os teores de carotenoides, antocianinas e pigmentos clorofila
A e B, sendo os teores destes fitoquimicos mais expressivos nas folhas do
mangostdo amarelo. Os teores de antocianinas foram baixos quando comparados a
outros frutos do género Garcinia. Os frutos e as folhas da G. cochinchinensis Choisy
apresentam expressivas concentracdes de compostos fendlicos e flavonoides, além

de alta atividade antioxidante total.
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Palavras-chave: Mangost&o amarelo. Acido galico. Flavonoides. DPPH.
Abstract

Seeds, leaves and fruits of some species of the genus Garcinia are widely used in
various parts of the world for medicinal purposes, and currently, numerous
phytochemical compounds have been described in this genus with antioxidant and
anti-inflammatory potential effects. The aim of this study was to quantify phenolic
compounds, and other phytochemicals, and antioxidant activity of leaves and fruits of
the species Garcinia cochinchinensis Choisy, known as yellow mangosteen or false
mangosteen. The fruits and leaves used in the experiment were obtained from the
orchard in School of Faculty of Technology (Fatec Pompéia / SP), and the
identification of the plant was made in the Herbarium of the Department of Biology of
the FFCLRP-USP. Analyzes of total phenolic compounds, flavonoids, carotenoids,
anthocyanins, chlorophyll A and B pigments, and total antioxidant activity by DPPH in
leaves and fruits were performed. The experiment was performed in a completely
randomized design with three replicates, and the data were submitted to analysis of
variance (ANOVA) and Tukey test (p <0.05). The results showed significant values of
total phenolic compounds in the pulp (469.6 + 114.9 mg gallic acid 100 g*) and in the
leaves (3739.7 + 310.5 mg gallic acid 100 g*') of G. cochinchinensis Choisy,
compared to other species of Garcinia. The leaves had significantly higher levels of
flavonoids (665.1 + 122.9 mg of rutin 100 g™ and 104.6 + 19.3 mg of quercetin 100 g’
Y compared to fruit pulp (89.6 + 14.7 mg of rutin 100 g* and 14.9 + 2.43 mg of
quercetin 100 g%), but the antioxidant activity by the DPPH radical was higher in fruits
(90.6 £ 2.52%). Significant differences were also observed between fruits and leaves
for the levels of carotenoids, anthocyanins and chlorophyll A and B pigments, with
the most expressive phytochemical content in the leaves of the yellow mangosteen.
The levels of anthocyanins were low when compared to other fruits of the Garcinia
genus. The fruits and leaves of G. cochinchinensis Choisy present expressive
concentrations of phenolic compounds and flavonoids, in addition to high total

antioxidant activity.

Key words: Yellow mangosteen. Gallic acid. Flavonoids. DPPH.
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3.1Introducéao

Pesquisas recentes tém abordado a capacidade antioxidante,
antimicrobiana, anti-inflamatoria e cardioprotetora dos compostos fendlicos. Estes
compostos estdo presentes em frutas e outros vegetais como um grupo de
metabdlitos secundérios, 0s quais sdo componentes ndo essenciais para a
sobrevivéncia da fruta inteira ou de certas partes dela (XIONG et al.,, 2014;
CAPURSO; VANDERMIALE, 2017).

Muitos compostos fendlicos, principalmente os flavonoides, estédo
presentes em concentracdes expressivas nos frutos do género Garcinia. Este
género, anteriormente descrito como Rheddia, inclui cerca de 550 espécies, sendo
algumas frutiferas, amplamente distribuidas em regifes tropicais do Brasil, Africa
tropical, Asia e Polinésia (SACRAMENTO et al., 2007; FERREIRA et al., 2012).

Sementes, folhas e frutos de algumas espécies do género Garcinia
sdo amplamente utilizadas em varias partes do mundo, especialmente para fins
medicinais. Recentemente, alguns estudos cientificos tem demonstrado a
associacdo do consumo destas espécies com efeitos benéficos in vitro e in vivo,
como atividade leishmanicida (NALDONI et al., 2009), foto protetora (PEREIRA et
al., 2010) e anti-microbiana (FIGUEIREDO, 2013).

Diversos compostos fitoquimicos tem sido identificados em outras
espécies do género, bem como potenciais efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios
como na Garcinia cowa (PANTHONG et al., 2009), Garcinia gardneriana (OTUKI et
al., 2011), Garcinia indica (PANDA et al., 2012), Garcinia xanthochymus (GOGOI et
al., 2015), Garcinia madruno (OSORIO et al., 2009), Garcinia multiflora (CHEN et al.,
2009), Garcinia parvifolia (ALI HASSAN et al.,, 2013), Garcinia pedunculata
(SHARMA et al., 2014) e Garcinia subeliptica (LIN et al., 2012), contudo pouco

estudos foram realizados na folhas e frutos de Garcinia cochinchinensis Choisy.

Sabe-se também que muitas folhas sdo utilizadas pela medicina
popular na forma de infusGes para alivio de algumas enfermidades, e que essas
partes das plantas, pelo fato de ser um 0Orgédo altamente exposto as condi¢des de
estresse oxidativo, possivelmente apresentam mais substancias bioativas com
atividade antioxidante (NURSAKINAH et al., 2008; MA et al., 2016; SAKLANI et al.,
2017).
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Alguns compostos fendlicos foram identificados em folhas de
espécies de Garcinia. Saelee et al. (2015) encontraram concentracfes variadas de
amentoflavona, morelloflavona e morelloflavona-70-sulfato nas folhas da G. dulcis.
Jiang et al. (2014) observaram quatro compostos nas folhas da G. multiflora, entre
0S quais, duas novas proantocianidinas, nomeadas garcinianina A e garcinianina B.
Biflavonoides com atividade anti-bacteriana (amentoflavona e 4' monometoxy
amentoflavona) foram isolados nas folhas da G. livingstonei, em estudo de Kaikabo
e Eloff (2011).

Assim, o objetivo deste estudo foi quantificar compostos fitoquimicos
e atividade antioxidante das folhas e frutos da espécie Garcinia cochinchinensis

Choisy, conhecida como mangostdo amarelo ou falso mangostéo.

3.2 Material e Métodos

Os frutos e as folhas do mangostdo amarelo utilizados no
experimento foram obtidos do pomar da Fatec (Faculdade de Tecnologia) de
Pompéia/SP, cuja localizacdo geogréfica aproximada da area esta na Latitude: 22°
06' 31" S e Longitude: 50° 10" 18" W. Foram colhidos frutos maduros, e folhas
saudaveis e sem deformac0es, retiradas do terco inferior da planta. A planta foi
identificada, através dos frutos, flores e folhas, e depositada no Herbario do
Departamento de Biologia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo
Preto (FFCLRP-USP), sob Coletor e nimero M. Groppo 2307, e registrada no
herbéario sob n° SPFR 16037.

A planta foi manipulada no Laboratério de Processamento de
Alimentos da Fatec Marilia/SP, selecionados quanto a sanidade, higienizados em
agua corrente e com solucdo de hipoclorito de sodio da marca Pury Vitta, nas
concentracdes de 200 mg L™ de agua por 15 minutos, em imers&o e posteriormente

enxaguadas.

Os frutos foram cortados manualmente, sendo as sementes
retiradas com auxilio de uma faca, envoltos em papel aluminio (Figura 1) e
submetidos a congelamento ultra-rapido (-80 °C) em freezer vertical. As folhas
intactas (Figura 2) foram também envoltas em papel aluminio e congeladas da
mesma forma. As andlises foram realizadas no Laboratério de Pds-Colheita de
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Frutas e Hortalicas do Departamento de Horticultura da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas, UNESP, em Botucatu/SP.

Figura 1 - Cortes do mangostao amarelo (G. cochinchinensis Choisy)
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Foto: Flavia M. V. Farinazzi Machado - 2016

Figura 2 — Folhas do mangostanzeiro amarelo (G. cochinchinensis Choisy)

Foto: Flavia M. V. Farinazzi Machado - 2016

3.2.1 Preparo dos extratos

A polpa e as folhas do mangostdo amarelo foram maceradas e
submetidas a trés testes de extracdo, com agua, acetona 80% e etanol 80%, a fim
de verificar o melhor extrator, sendo observado também o melhor comprimento de
onda no intervalo de 700 a 760nm (SINGLETON et al., 1999).

3.2.2 Compostos fendlicos totais e flavonoides nos frutos e folhas frescas

A determinacdo de compostos fendlicos totais foi feita pelo método
espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton et al. (1999). Foi
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pesado 0,2 g de amostra e adicionado 5 mL de extrator acetona 80%, colocado 15
minutos no banho ultrassbnico e, em seguida, centrifugado a 6000 rpm por 30
minutos. ApOs a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e acondicionado em
frascos pequenos tipo ambar. Para leitura, uma aliquota de 0,5 mL da amostra foi
transferida ao tubo e adicionado 2,5 mL de reagente Folin-Ciocalteau diluido em
agua (1:10).

A mistura permaneceu em repouso por 5 minutos. Em seguida foi
adicionado 2 mL de carbonato de sodio a 4% e os tubos deixados em repouso por 2
horas, ao abrigo da luz. A absorbancia foi medida em espectrofotometro UV-mini
1240 (Shimadzu-Co) em leitura de 750 nm. Uma amostra em branco foi conduzida
nas mesmas condicdes e o0s resultados dos compostos fendlicos totais foram

expressos em mg acido galico 100 g™*. As analises foram feitas em triplicata.

A determinacdo de flavonoides foi realizada pelo método
espectrofotométrico seguindo orientacbes de Santos e Blatt (1998) e Awad, Jager e
Westing (2000), em trés repeticdes. Foi pesada a amostra (0,1 g) e adicionado 4 mL
do extrator (metanol acidificado - Metanol 70% + acido acético 10%). Posteriormente
foram levados em banho ultrassénico por 30 minutos, adicionado 1 mL de solucéo
de cloreto de aluminio 5% (peso/volume) em metanol. Em seguida ficou encubada
no escuro por 30 minutos e depois centrifugados por 20 minutos a 6000 rpm. O
sobrenadante foi lido em espectrofotdmetro a 425 nm.

Os resultados foram expressos em mg de rutina 100 g* de amostra
e em mg de quercetina 100 g* de amostra.

3.2.3 Carotenoides e antocianinas dos frutos e folhas frescos

Os teores de carotenoides e antocianinas foram determinados
segundo metodologia de Sims e Gamon (2000), a partir de 0,1 g de amostra
adicionados de 3 mL de acetona tamponada Tris-HCI, homogeneizados e
centrifugados por 5 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi retirado com auxilio de
uma pipeta e as leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro, a
470 nm e 537 nm, respectivamente, para carotenoides e antocianinas. Os resultados

foram expressos em mg 100 g de amostra.
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3.2.4 Pigmentos clorofila A e B nos frutos e folhas frescos

Os pigmentos Clorofla A e B foram determinados por
espectrofotometria, a partir de metodologia descrita por Sims e Gamon (2000), em
trés repeticbes, a partir de 50 mg de amostra adicionada a 3 mL de acetona
tamponada Tris-HCI, homogeneizados e centrifugados por 5 minutos a 2000 rpm. A
leitura do sobrenadante foi realizada em espectrofotometro UV/VIS na regido do

visivel a 646 nm (clorofila A) e 663 nm (clorofila B).

3.2.5 Atividade antioxidante total dos frutos e folhas frescos

Para andlise de atividade antioxidante total foi utilizado o método de
sequestro do radical livre estavel DPPH (radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil), no qual
baseia-se no principio de que o DPPH que € um radical estavel de coloracéo violeta,
aceita um elétron ou um radical hidrogénio para tornar-se uma molécula estavel,
sendo reduzido na presenca de um antioxidante e adquirindo coloracdo amarela. Na
forma de radical, o DPPH possui absorcdo caracteristica a 517 nm, que desaparece
a medida que ele vai sendo reduzido pelo hidrogénio doado por um composto
antioxidante (MENSOR, et al., 2001).

Para o extrato foi pesado 0,2 g da amostra e adicionado 5 mL de
acetona 80%, submetido por 15 minutos no banho ultrassbnico e, em seguida,
centrifugado a 6000 rpm por 30 minutos. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi
retirado e acondicionado em frascos pequenos tipo ambar. Para leitura, uma
aliquota de 500 pL do extrato foi adicionado a 3 mL de acetona 100% e 300 uL de
solugdo DPPH (0,5 mM em acetona PA) e a reacao foi encubada no escuro por 45
minutos (MENSOR et al., 2001). As absorbancias das amostras foram lidas a 517

nm. Os resultados foram expressos em porcentagem.

3.2.6 Delineamento estatistico

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente
casualizado com trés repeticbes. Os calculos das médias e desvio padrao foram
feitos utilizando o software Excel (Microsoft® Excel, SR-2, Redmond, WA, EUA), e
os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste Tukey utilizando

o programa SISVAR e ao nivel de significancia de 5% (p < 0,05).
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3.3 Resultados e Discussao

Os resultados apresentados na Figura 3 mostram que a acetona
80% foi considerada o melhor extrator para os compostos fitoquimicos da polpa do
mangostdao amarelo, no comprimento de onda 760 nm, demostrando que O0sS
compostos deste fruto possuem moderada polaridade. Essa classificacdo foi
utilizada por Vizzotto e Pereira (2011), que em busca de aperfeicoarem 0 processo
de extracdo de compostos fendlicos em amoreira-preta, também encontraram como
melhor extrator a acetona. Os autores ainda citam que a &agua nao obteve
desempenho eficiente, quando comparado com acetona, etanol e metanol, assim

como no presente trabalho.

Figura 3 - Comportamento dos extratores para compostos fendlicos do
mangostdo amarelo e comprimentos de onda (nm)
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Segundo Naczk e Shahidi (2004) a solubilidade dos compostos
fendlicos varia além da polaridade do solvente utilizado, do grau de polimerizacao
dos fendlicos e de suas interacbes com outros constituintes dos alimentos. A
presenca de componentes tais como ceras, gorduras, terpenos e clorofilas, além do
método de extracdo empregado, do tamanho da amostra, do tempo e das condicdes
de estocagem também séo considerados fatores interferentes (KING; YOUNG,
1999), os quais podem ter influenciado na determinacdo do extrator na polpa do

mangostao amarelo.
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Desta forma, diferente deste estudo, Al-Mansoub et al. (2014)
observaram que os extratos metanodlicos de diferentes partes da G. atrovirids
apresentaram maiores concentracfes de compostos fendlicos totais e flavonoides
guando comparados aos extratos aquosos, e em estudo de Sivakumari et al. (2016),
o rendimento do extratos do epicarpo de G. mangostana foi melhor em metanol
(3,5%), seqguido pelo cloroférmio (1,5%) e hexano (1%), mas, 0s extratos de
endocarpo mostraram rendimento maximo em metanol (1,5%), seguido pelo acetato
de etila (1,5%) e cloroférmio (1%).

Os resultados das analises de compostos fitoquimicos e atividade
antioxidante por DPPH da polpa dos frutos e folhas do mangostdo amarelo estédo

descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Compostos fendlicos totais (mg acido galico 100 g™), flavonoides (mg de
rutina 100 g*; mg de quercetina 100 g*) e atividade antioxidante total (%)
dos frutos e folhas do mangostdo amarelo

Analises Fruto Folhas p-valor
Compostos Fendlicos totais 469,6 + 114,9° 3739,7 + 310,5° 0,0013
Flavonoides** 89,6 + 14,7° 665,1 + 122,92 0,0159
Flavonoides*** 14,9 + 2,43° 104,6 £ 19,32 0,0163
Atividade antioxidante total 90,6 + 2,52° 64,4+ 128" 0,0498

Médias + desvio padrao

% Diferentes letras mindsculas dentro das linhas indicam diferenca significativa (p < 0,05).
** mg de rutina 100 g™

"mg de quercetina 100 g™*

Observam-se valores expressivos de compostos fendlicos totais na
polpa e nas folhas da G. cochinchinensis Choisy, quando comparados a outras
espécies de Garcinia, visto que Virgolin (2015) encontrou 140,09 = 48,72 mg de
acido galico 100 g™ na polpa da G. xanthochymus em seu estudo, e em frutos de G.
pedunculata e G. morella foram observados valores médios de 189,8 + 65,0 mg de
acido galico 100 g* e 183,0 + 62,0 mg de &cido galico 100 g, respectivamente
(GOGOIl et al., 2012; ISLAM et al.; 2015).

Por outro lado, as polpas da G. cambogia e G. gummi-gutta, plantas
do mesmo género, apresentaram valores superiores de compostos fendlicos totais
(8.282 + 764,0 mg e 1.836 + 322,0 mg de &cido galico 100 g, respectivamente)
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guando comparadas a G. cochinchinensis Choisy, em estudo conduzido por
Sripradha et al. (2015) e Sulaiman e Balachandran (2017).

As folhas apresentaram concentracfes significativamente maiores
de compostos fendlicos em comparagdo a polpa dos frutos e, também superiores,
em comparacdo as folhas de outras espécies do género descritas na literatura. Al
Mansoub et al. (2014) observaram em G. atrovirids concentracdes médias de 1,792
g acido géalico 100 g™*.0 extrato metanélico das folhas da G. lancifolia apresentou
concentracdes médias de 828 mg de &cido galico 100 g*, em estudo de
Policegoudra et al. (2012), e em extratos de G. brasiliensis foram encontrados 34,39
+ 0,48 g 4cido galico 100 g* em extrato aquoso, e 15,98 + 0,79 g 4cido galico 100 g
' em extrato etanolico (NAVES, 2014).

As folhas do mangostdo amarelo apresentaram teores
significativamente superiores de flavonoides, quando comparados a polpa dos
frutos. Farinazzi-Machado et al. (2016) observaram resultados positivos para a
presenca de flavonoides, flavanonas e flavanonois na polpa fresca de frutos da
Garcinia cochinchinensis Choisy colhidos na mesma é&rea, por meio de analises
colorimétricas. Virgolin (2015) ao avaliar a presenca de compostos bioativos em
frutos da Amazonia identificou a presenca de flavonoides amarelos nas polpas de G.
humilis e G. xanthochymus (5,55 mg e 44,63 mg 100 g™, respectivamente). Valores
de 0,060 g 100 g* de quercetina, foram observados no estudo de Sharma et al.
(2014), para a espécie G. pedunculata. Na polpa da G. parvifolia foram encontrados

valores de 0,59 g 100 g™ de rutina em estudo de Ali Hassan et al. (2013).

Uma correlacao positiva tem sido observada entre a temperatura e a
intensidade de radiacado solar no cultivo, e a produgcao de flavonoides, que sao
acumulados em tecidos superficiais e utilizados como filtros UV na protecdo contra a
fotodestruicdo dos vegetais (COHEN; KENNEDY, 2010; RODRIGUES DA SILVA et
al., 2015). Isto explica, possivelmente, a maior concentracdo destes compostos nas
folhas, representados pela quercetina e rutina, comparativamente a polpa dos frutos
neste estudo, pelo fato das folhas se apresentarem como um Orgao altamente
exposto as condicbes de estresse oxidativo, secretora de concentracdes

significativas de metabdlitos secundarios.
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Embora a concentragdo de compostos fendlicos e flavonoides tenha
sido maior nas folhas do mangostdo amarelo, os frutos apresentaram percentual de
sequestro do radical DPPH estatisticamente maior a atividade antioxidante das
folnas. Este dados corroboram com o estudo de Ibrahim et al. (2015) que
observaram maior concentracdo de compostos fendlicos nas folhas quando
comparadas aos frutos da G. mangostana (0,2501 mg g™ de é&cido galico e 0,0202
mg g™ de &cido galico, respectivamente), e, no entanto, a atividade antioxidante dos

frutos foi maior que das folhas (93,33% e 89,45%, respectivamente).

Segundo Barreiros; David; David (2006), a atividade antioxidante dos
flavonoides esta relacionada com sua estrutura e pode ser determinada por cinco
fatores: estabilidade do radical flavonoil formado, reatividade como agente doador de
hidrogénios e elétrons, capacidade de quelar metais de transicdo, solubilidade, e
interacdo com as membranas. Desta forma, a concentragdo dos flavonoides
encontrados nas plantas, ndo é o Unico fator limitante da sua capacidade
antioxidante, mas sim, o tipo de estrutura deste composto quimico, o que pode
esclarecer as diferencas entre os teores de flavonoides e a atividade antioxidante

entre as partes do mangostao amarelo neste estudo.

Ali Hassan et al. (2013) observaram atividade antioxidante entre
67,9% e 85,4% nos extratos aquoso e metandlico de frutos frescos da G. parvifolia,
ambas inferiores as encontradas no mangostao amarelo. Por outro lado, estudo de
Nursakinah et al. (2012) mostrou que as folhas maduras de Garcinia atroviridis
apresentaram alta atividade antioxidante (92,34%), seguida de folhas mais jovens
(80,70%) determinadas por DPPH. Outros autores também tém demonstrado que
folhas maduras apresentam maior atividade antioxidante do que as mais jovens (LIN
et al., 2003; HARMINDER et al., 2010) o que pode justificar os valores mais baixos
encontrados nas folhas da G. cochinchinensis, comparados a literatura, visto que

foram colhidas folhas mais jovens desta planta.

Diferencas significativas foram também observadas entre os frutos e
as folhas para os teores de carotenoides, antocianinas e pigmentos clorofila A e B
(Tabela 2). Os teores médios de carotenoides encontrados na polpa da G.
cochinchinensis Choisy foram inferiores aos valores observados em extrato
metandlico da polpa da G. parvifolia (3,0 £ 0,0 mg de equivalentes de B-caroteno

100 gV em estudo de Ali Hassan et al. (2013). Pinto (2013) encontrou valores de
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carotenoides entre 2,5 e 3,0 mg 100 g* em bacuparis (G. gardneriana) em diferentes

estadios de maturacao.

Tabela 2 — Carotenoides (mg 100 g™), antocianinas (mg 100 g™*) e pigmentos clorofila A
e B (ug 100 g ™) nos frutos e folhas do mangostdo amarelo

Andlises Fruto Folhas p-valor

Carotenoides 0,116 + 0,06% 3.223,4 + 655,9° 0,0222*
Antocianina 0,331 +0,11° 462,7 + 88,9 0,0044*
Clorofila A 19,9+ 11,6° 10.802,3 + 2250,8" 0,0143*
Clorofila B 14,9+ 12,2° 2.298,3 + 802,8" 0,0387*

Médias + desvio padrao
® Diferentes letras mindsculas dentro das linhas indicam diferenca significativa* (p < 0,05).

Segundo Lanfer-Marquez (2003) durante o processo de
amadurecimento, geralmente, 0os carotenoides e as antocianinas se acumulam nos
frutos, enquanto que os pigmentos clorofila sdo rapidamente degradados. Os frutos
do mangostdo amarelo apresentaram concentracdes baixas de antocianinas.
Valores menores que 1g 100 g™ também foram encontrados em estudo de Virgolin
(2015) na determinagdo de antocianinas na variedade G. xanthochymus. Duas
antocianinas foram encontradas na polpa do kokum (G. indica): cianidina-3-

glucosidio e cianidina-3-sambubiosideo (NAYAK et al., 2010).

As cascas de algumas espécies de Garcinia apresentam maiores
concentracGes de antocianinas, quando comparadas as espécies amarelas, como a
G. mangostana, cuja concentracdo de antocianinas tem apresentado variacdes entre
179,49 mg e 4.742 mg Cin-3-Glu 100 g no pericarpo externo e nas cascas em pé
do fruto (CHAOVANALIKIT et al., 2012; CHEOK et al., 2013).

O consumo dos frutos e folhas do mangostdo amarelo, pela
presenca de carotenoides, antocianinas e demais compostos fitoquimicos
encontrados, pode contribuir para a saude da populacdo, uma vez que diversos
estudos tém associado positivamente o consumo de frutos fontes destes compostos
na prevencdo de disturbios cronicos degenerativos, como céncer de pulmao,
degeneracdo macular associada a idade, diabetes mellitus tipo I, progressdo da
placa aterosclerdtica, aléem do controle de fatores pro-inflamatorios e pro-oxidantes
no organismo (ROBARDS et al., 1999; GAMMONE et al., 2014; ABAR et al., 2016;
MA et al., 2016; BOONPROM et al., 2017).
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3.4 Conclusao

Nas condicdbes em que foram realizadas este estudo, pode-se
concluir que as folhas de Garcinia cochinchinensis Choisy apresentaram teores
superiores de compostos bioativos quando comparadas aos frutos.

Os frutos e as folhas da Garcinia cochinchinensis Choisy
apresentaram expressivas concentracdes de compostos fendlicos e flavonoides,

além de alta atividade antioxidante total pelo método DPPH.
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4. CAPITULO 3

Perfil bioquimico, antropométrico e comportamental de ratos Wistar tratados

com frutos e folhas da Garcinia cochinchinensis Choisy
Resumo

Estudos tém demonstrado que o controle dos fatores de risco modificaveis,
especialmente o peso corporal, a glicemia e os niveis de lipidios plasmaticos tém
efetivamente resultado em menor incidéncia de doencas crénicas ndo transmissiveis
na populagao. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do consumo de frutas e
folhas da Garcinia cochinchinensis Choisy sobre o perfil bioquimico, antropométrico
e comportamental de ratos Wistar. Foram utilizados 40 ratos Wistar machos,
divididos em grupo controle (G1), que receberam agua ad libitum, G2 e G3, tratados
com suco da polpa, em concentragdes de 20% e 40%, e grupos G4 e G5, tratados
com suco das folhas, em concentragdes de 20% e 40%, respectivamente. Apos 40
dias de experimento, os animais foram submetidos a testes de comportamento, em
modelos de ansiedade, e foram realizadas analises antropométricas, para peso
corporal, indice de Lee e gordura visceral. O sangue dos animais foi coletado para
analises bioquimicas de glicose, enzimas hepéticas aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT), colesterol total, lipoproteinas plasméticas
(VLDL-c, LDL-c, HDL-c), triglicerideos e proteina C reativa ultrassensivel. As
variaveis lipidicas foram utilizadas para o célculo de indices aterogénicos. A analise
dos dados foi realizada através da Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey,
e o nivel de significancia de 5% de probabilidade (p<0,05). Os resultados
evidenciaram reducao significativa nos valores de triglicerideos (TG) e na gordura
visceral nos grupos tratados com a polpa e as folhas do mangostdo amarelo
comparados ao grupo controle. A razdo TG/HDL-c, considerada um indice
aterogénico, reduziu significativamente no grupo tratado com 40% das folhas do
mangostéo. Por outro lado, ndo houve variagcdes significativas no ganho de peso
corporal, no indice de Lee e nos demais atributos bioquimicos avaliados, entre os
animais submetidos ao consumo de sucos da polpa e das folhas do mangostao
amarelo. Os sucos do mangostdo amarelo ndo surtiram efeitos sobre o

comportamento dos animais em modelos experimentais de ansiedade. Os
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resultados podem ser usados como referéncias para futuros trabalhos sobre este

fruto exatico.

Palavras-chave: Mangostdo amarelo. Gordura visceral. Colesterol. Glicemia

Abstract

Studies have shown that the control of modifiable risk factors such as levels of
plasma lipids, glucose and visceral fat, have effectively result in decreased incidence
of non-communicable chronic diseases in the population. The aim of this study was
to evaluate the effects of the consumption of fruits and leaves of Garcinia
cochinchinensis Choisy on the biochemical, anthropometric and behavioral profile of
Wistar rats. Forty male Wistar rats were divided into control group (G1), which
received water ad libitum, G2 and G3, treated with the juice pulp, at concentrations of
20% and 40%, and groups G4 and G5, treated with juice from the leaves, at
concentrations of 20% and 40%, respectively. After 40 days of experiment, anxiety
behavior analyses were performed, and the anthropometric profile, being calculated
body-weight gain (%), Lee index and visceral fat, and also performed biochemical
analysis of glucose, (AST) aspartate aminotransferase and alanine aminotransferase
(ALT) liver enzymes, total cholesterol, (plasmatic lipoproteins) VLDL-c, LDL-c, HDL-c,
triglicerideos and C-reactive protein ultra-sensible, as well as atherogenic indexes.
Data analysis was carried out through the analysis of variance (ANOVA) and Tukey
test, using SISVAR program and the level of significance of 5% probability (p < 0.05).
The results showed a significant reduction in the values of triglycerides (TG) and
visceral fat in the groups treated with the pulp and the leaves mangosteen yellow
compared to the control group. The TG/HDL-c ratio, considered atherogenic index,
significantly reduced in the treated group with 40% of the leaves of the mangosteen.
On the other hand, there were no significant changes in body weight gain, in Lee
index and other biochemical parameters evaluated, among the animals submitted to
consumption of pulp and leaves juices of the yellow mangosteen. The juices had no
effects on the behavior of animals in experimental models of anxiety. The results can

be used as a reference in future work on this exotic fruit.

Key-words: Yellow mangosteen. Visceral fat. Cholesterol. Blood glucose.
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4.1 Introducao

Estudos cientificos tém demonstrado que o controle dos fatores de
risco para as Doengas Cronicas N&o Transmissiveis (DCNT) tém efetivamente
resultado em menor incidéncia dessas doencas na populacdo. Tais fatores podem
ser considerados como ndo modificaveis representados pela idade, género e historia
familiar, e os fatores relacionados ao estilo de vida, sendo, portanto, modificaveis
(AKIN; NIENABER, 2015; WING et al., 2017).

Os fatores modificaveis constituem o foco de intervencgdes, visto que
sdo fatores ambientais e comportamentais que acarretam alteracdes metabdlicas
nos individuos. Portanto, o sobrepeso e a obesidade, especialmente o acumulo de
gordura visceral, a dislipidemia, caracterizada por alteracdes nas concentragdes de
triglicerideos, colesterol, e lipoproteinas de alta (HDL-c) e baixa densidade (LDL-c),
além da pressao arterial elevada, da hiperglicemia, do tabagismo e do estresse
emocional constituem a maior carga de fatores de risco modificaveis para as DCNT
(BERNARDES et al., 2015; LEON; MADDOX, 2015; SIERRA et al., 2015; HAN et al.,
2016).

Nos Ultimos 40 anos, um grande numero de evidéncias
epidemioldgicas demonstrou, de forma conclusiva, que a hipercolesterolemia, em
particular o aumento dos niveis séricos de LDL-c (lipoproteina de baixa densidade) é
preditora direta do processo de desenvolvimento da aterosclerose e por isso é
considerado o principal alvo de intervencdo. Similarmente, outros grandes estudos
epidemioldgicos identificaram que niveis elevados de triglicerideos (TG) e baixos de
HDL-c (lipoproteinas de alta densidade) s&o preditores de doencga arterial
coronariana, sendo que o0s triglicerideos representam um fator de risco
independente. Ainda, individuos com valores plasmaticos altos de TG apresentam
risco expressivo de Doencga Arterial Coronariana mesmo com niveis normais de LDL-
¢ (CULLEN, 2000; LEMIEUX et al., 2000; TANI et al., 2014; LAWLER et al., 2017).

Desta forma, iniUmeros estudos tém sugerido a utilizacdo de um
indice aterogénico que demonstra expressiva correlacdo com risco cardiovascular,
denominado razdo Triglicerideo/HDL-c. Esta razdo prediz tamanhos e
concentracdes de particulas de lipoproteinas, estando fortemente associada com um
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perfil lipidico mais aterogénico que quando avaliamos os TG e HDL-c de forma
isolada, pois correlaciona-se diretamente com niveis de particulas de LDL-c tipo B
no plasma (MERLIN et al., 2015; CAl et al., 2017; CAO et al, 2017).

Individuos que apresentam maior concentragcdo de fracoes
pequenas e densas de LDL-c (potencialmente aterogénicas) séo classificados como
portadores de fendtipo B, e aqueles que possuem predominio das particulas
grandes e flutuantes de LDL-c (menos aterogénicas) sao descritos como portadores
de fenotipo A (McNAMARA et al, 1987; REAVEN et al., 1993). Desta forma, pessoas
com fendtipo B possuem, com maior frequéncia, niveis elevados de triglicerideos
plasmaticos e niveis de HDL-C reduzidos, além de intolerancia a glicose ou
resisténcia a insulina, e risco expressivo de Doenca Arterial Coronariana. As
subfracbes pequenas e densas sao mais facilmente oxidaveis, mais lentamente
degradaveis, tem menor afinidade pelos receptores hepaticos, e se relacionam com
a obesidade abdominal e com um perfil aterotrombético (DREON et al., 1997,
ALBERS et al.,, 2008; LUZ et al., 2008). Este indice, associado a outras razdes
aterogénicas, tem sido propostos como marcadores de risco mais praticos, baratos e
de facil utilizacdo (GAZIANO et al., 1997; ANDRADE et al., 2012; REIS et al., 2015).

Diversas pesquisas tém evidenciado a acdo benéfica anti-
inflamatoria e antioxidante de compostos fendlicos e demais fitoquimicos presentes
em frutos no controle de lipidios plasmaticos, bem como glicemia e gordura visceral,
considerados fatores de risco para os disturbios cronico-degenerativos (MAIA et al.,
2015; GOMES et al., 2016; EL-NEWARY et al., 2016).

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do consumo de frutas e
folhas da Garcinia cochinchinensis Choisy sobre o perfil bioquimico, antropométrico

e comportamental de ratos Wistar.
4.2 Material e métodos
4.2.1 Modelos experimentais

A pesquisa com modelos experimentais foi conduzida apds a
aprovacdo pela Comisséo de Etica em Uso de Animais - CEUA, da Fatec Marilia,

sob numero 002/2016, e os animais foram tratados de acordo com o “Guide to the
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care and use of experimental animals”, que descreve os principios do Conselho
Canadense para o cuidado com animais de laboratério. Para o experimento, foram
utilizados 40 ratos machos saudaveis da linhagem Wistar, pesando

aproximadamente 250 g.

Os animais foram adquiridos no Biotério Central da Unesp, campus
Botucatu/SP, transportados em caixas de polipropileno, e mantidos pelo Biotério da
Fatec — Faculdade de Tecnologia de Marilia/SP, com ciclo claro/escuro 12/12 horas,

temperatura ambiente de 22 + 2 °C e umidade relativa de 60 £ 5%.

Os animais foram tratados com sucos elaborados com a polpa e

com as folhas do mangostdo amarelo.
4.2.2 Matéria prima

Os frutos e as folhas do mangostdo amarelo (Garcinia
cochinchinensis Choisy) foram obtidos do pomar da Fatec (Faculdade de
Tecnologia) de Pompéia/SP. A planta foi identificada, através dos frutos, flores e
folhas, depositada e registrada no Herbario do Departamento de Biologia da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (FFCLRP-USP), sob
Coletor e numero M. Groppo 2307, e registrada no herbéario sob n°® SPFR 16037.

Os frutos e as folhas foram manipulados no Laboratério de
Processamento de Alimentos da Fatec Marilia/SP, selecionados quanto a sanidade,
higienizados em agua corrente e com solucéo de hipoclorito de sédio da marca Pury
Vitta, nas concentracdes de 200 mg L™ de &gua por 15 minutos, em imersdo e

posteriormente enxaguadas.

Os frutos foram cortados manualmente, sendo as sementes
retiradas com auxilio de uma faca, envoltos em papel aluminio e submetidos a
congelamento ultra-rapido (-80 °C) em freezer vertical. As folhas intactas foram

também envoltas em papel aluminio e congeladas da mesma forma.
4.2.3 Preparo dos sucos

Os sucos foram preparados diariamente no Laboratério de
Processamento de Alimentos da Fatec Marilia/SP, em concentracfes de 20% e 40%

da fruta, sendo a polpa congelada triturada com &agua filtrada em liquidificador
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doméstico. O suco foi filtrado em peneira de malha fina (Figura 1), acondicionado em
garrafas plasticas de 500 mL diariamente e administrado em bebedouros de garrafas
PET (Polietileno tereftalato) opacas.

Para o preparo do suco das folhas seguiu-se 0 mesmo procedimento
(Figura 2) e as mesmas concentracdes, 20% e 40%.

Figura 1 - Suco da polpa do mangostédo amarelo (G. cochinchinensis Choisy)

Foto: Flavia M. V. Farinazzi Machado - 2016

Figura 2 — Suco das folhas do mangostdo amarelo (G. cochinchinensis Choisy)

Foto: Flavia M. V. Farinazzi Machado - 2016
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4.2.4 Tratamento dos animais

Apés o periodo de sete dias de adaptacdo ao biotério, os animais
foram randomizados aleatoriamente em dez grupos de quatro, onde oito animais
constituiram o grupo controle (G1), os quais receberam agua ad libitum, oito animais
foram tratados com o suco da polpa - 20% e oito com o suco da polpa - 40% do
mangostdo amarelo, ad libitum, sendo identificados como grupos G2 e G3,
respectivamente. Outros oito animais foram tratados com o suco das folhas da fruta,
em 20%, e oito com o suco das folhas, 40%, ad libitum, correspondendo aos grupos
G4 e G5, respectivamente (Figura 3). Todos os animais receberam racdo comercial

marca Purina ad libitum durante o tratamento.

Figura 3 — Descricdo do tratamento dos modelos animais com 0S sucos da

polpa e das folhas do mangostao amarelo (G. cochinchinensis Choisy)

(n=8) Racdo e agua ad libitum Grupo controle (G1)

(n=8) Racgdo e suco polpa

(n=8) Ragdo e suco polpa

(n=8) Ragdo e suco folha suco 20% folha (G4)

(n=g8) Ragdo e suco folha

& 40 ratos machos Wistar

Adaptagéo Inicio 40 dias de tratamento Fim
de 7 dias

Flavia M. V. Farinazzi Machado - 2016

Os animais foram alimentados diariamente sendo o consumo (de
racao e agua/sucos) registrado a partir das sobras verificadas em cada dia seguinte.

Os animais foram tratados por um periodo ininterrupto de 40 dias (Figura 4).
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Figura 4 - Ratos Wistar do grupo controle (G1l) alimentados com racao

comercial e agua ad libitum

Foto: Flavia M. V. Farinazzi Machado - 2016
O acompanhamento de ganho de peso foi feito semanalmente nos
1°, 8°, 15°, 23°, 31° e 39° dias experimentais, sendo os animais pesados sempre no

mesmo horario, em balanga semi-analitica (Figura 5).

Figura 5 — Retirada dos animais das caixas para afericdo do peso corporal e

troca de maravalha

Foto: Flavia M. V. Farinazzi Machado - 2016

As trocas de maravalha autoclavada das caixas de polipropileno, nas

guais os animais ficaram acondicionados durante o experimento, foram realizadas a

cada dois dias.
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4.2.5 Analises de comportamento

Os modelos animais de ansiedade procuram reproduzir uma
situacdo ambiental de provavel ocorréncia de diferentes formas de aversdo ou
desconforto. Essa condicdo pode ser conseguida através da exposicdo dos animais
a ambientes novos ou potencialmente perigosos, estimulos ou contextos associados
a estimulos nociceptivos moderados, situagdes sinalizadoras da presenca de um
predador natural ou confrontos iminentes com animais da mesma espécie (VIANNA,
2000).

Considerando que a literatura cientifica aponta resultados mais
expressivos de efeitos ansioliticos quando se utilizam maiores doses de plantas
medicinais em analises de comportamento (SOUZA et al.,, 2008; BATISTA et al.,
2016), ap6s o periodo de 40 dias de tratamento, os animais que receberam as
dosagens mais altas (40%) de sucos da polpa e da folha, ou seja, grupos G3 e G5,
respectivamente, foram submetidos aos modelos de Campo aberto e Labirinto em

cruz elevada, além do grupo controle (G1).

4.2.5.1 Modelo de Campo Aberto (Open-field Task)

Este tipo de aparato, inicialmente proposto por Hall em 1941, é
utilizado para avaliar o estado emocional de ratos em ambientes n&o familiares,
utilizando como parametros o tempo de locomocao, taxas de ambulacao, defecacao
e numero de “reanings”. Na taxa de ambulacdo sdo contadas quantas vezes o
animal cruza a linha preta e coloca as quatro patas no quadrado seguinte chamados
“‘crossings”, e o numero de “reanings” corresponde a atividade em que o animal
procura levantar-se com as patas traseiras (VIANNA, 2000; BARBOSA, 2006).

Para o modelo de campo neste estudo, foi utilizada uma caixa de
madeira (1 m x 1 m x 20 cm), com o fundo branco dividido em quadrilateros (10 cm x
10 cm) (Figura 6). O comportamento exploratério de cada animal dos grupos G1, G3
e G5, foi observado, individualmente, por um periodo de 5 minutos, avaliando-se o
tempo (em segundos) de locomoc¢ao do animal no aparato e o numero de “reanings”.
O tempo de locomocéo foi considerado a partir do momento em que o animal

movimentava as patas traseiras.
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Figura 6 — Caixa de madeira para o Teste de Campo Aberto com os grupos G1,
G3eGh

Foto: Flavia M. V. Farinazzi Machado - 2016

4.2.5.2 Modelo do Labirinto em Cruz Elevada (Pluz-maze)

O modelo Labirinto em Cruz Elevada (LCE) € um método validado
para explorar as bases neurobiologicas da ansiedade. O aparato consiste em dois
bracos abertos e dois fechados em forma de cruz grega, sendo estes conectados
por uma area central. O aparelho deve estar a uma altura de 45 cm do chao (Figura
7). O teste apresenta ao animal o conflito entre sua tendéncia natural de explorar um
novo ambiente e sua relutancia em se expor em territério aberto no qual o risco de
guedas e predadores € maior. Como consequéncia, 0S menos ansiosos exploram
mais os bracgos abertos (BARBOSA, 2006; MAHMUD et al., 2016).

Figura 7 — Modelo Labirinto em Cruz Elevada para o teste de comportamento

Foto: Flavia M. V. Farinazzi Machado - 2016
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Os animais dos grupos G1, G3 e G5 foram colocados na area
central voltados para um dos bracos fechados, sendo mensurado o numero de
entradas (frequéncia) e o tempo de permanéncia em cada um dos bracos
(aberto/fechado) e na area central. Cada animal foi submetido a uma Unica sessao

de cinco minutos no aparato.
4.2.6 Determinacdo de parametros antropomeétricos

No 41° dia de tratamento, 0s animais do grupo controle e dos grupos
tratados com a polpa e as folhas do mangostdo amarelo foram anestesiados, via
intraperitoneal, com sobre dose de Hypnol (pentobarbital soédico) até completa
sedacdo (200 mg Kg™), antes de medir seu comprimento do corpo focinho-anus (F-
A). O peso do corpo e o comprimento foram usados para determinar oS parametros
antropométricos: Ganho de peso corporal (%) e Indice de obesidade.

O ganho de peso corporal, denominado % delta (A) foi calculado
pela equacdo: [(Peso final-Peso inicial) /Peso inicial] x 100. O célculo do indice de
obesidade, também denominado indice de Lee, se deu pela equacéo: 3VAg.cm.10,
ou seja, a raiz cubica (3V) do delta (# do peso final e inicial) de peso corporal
(gramas) dividido pelo comprimento F- A (cm) x 10 (STEPHENS, 1980). A gordura
visceral foi retirada por excisdo do abdomen por meio de pinca e tesoura, e pesada

em balanca analitica.
4.2.7 Determinacéo do perfil bioquimico

ApOs constatacdo de Obito, imediatamente a cavidade abdominal foi
aberta, e o sangue (1 mL) foi coletado por puncdo venosa para delineamento do
perfil bioquimico. Foram realizadas analises de glicemia, enzimas hepaticas
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), colesterol total,
HDL-c, triglicerideos, VLDL-c, LDL-c e proteina C reativa ultrassensivel. Os niveis de

glicose e lipideos foram mensurados em mg dL™*, ASTe ALTem U L™

A partir das variaveis bioquimicas, foram calculadas as seguintes
razdes, descritas como indices aterogénicos: TG/HDL-c, CT- (HDL-c)/HDL-c,
CT/HDL-c e LDL-c/HDL-c, sendo estas duas Ultimas descritas como Indices de
Castelli I e Il, respectivamente (CASTELLI et al., 1983).
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A razdo TG/HDL-c, inicialmente proposta por Gaziano et al. (1997), é
um indice aterogénico que tem provado ser um significativo preditor independente
de infarto agudo do miocéardio (IAM), ainda mais forte do que os indices de Castelli,
pelo fato desta raz&o ser indicativa do perfil de subclasses de lipoproteinas e da
presenca do fenoétipo B, ou, seja de particulas de LDL-c pequenas e densas. De
acordo com Maruyama et al. (2003), uma razdo acima de 2,0 mg dL* indica a

presenca de particulas de LDL-c < 25,5 nm, o que caracteriza o fenotipo B.

Os resultados das razdes foram interpretados segundo Castelli
(1983) e Maruyama et al. (2003).

4.2.8 Andlise Estatistica

As variaveis foram apresentadas como médias e desvios padréo.
Aplicou-se Andlise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey, utilizando programa
SISVAR e ao nivel de significancia de 5% de probabilidade (p<0,05) (FERREIRA,
2010), no tratamento com 0s animais.

Para a analise dos dados do labirinto em cruz o delineamento
utilizado foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 3 (tratamento X
localizacdo). Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as

médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

4.3 Resultados e Discussao

4.3.1 Consumo de ragcao e agua/sucos

O consumo diario de racdo por cada animal variou entre 11,48 g a
12,48 g, ndo havendo diferenca estatistica significativa entre os grupos tratados e o
grupo controle (Tabela 1). A ingestdo dos sucos da polpa e folhas também néo

diferiu entre os animais do experimento durante os 40 dias de tratamento.

Similarmente, em estudo de Sripradha et al. (2015) nao foi
observada diferenca significativa quanto ao consumo de racao pelos animais entre
0s grupos tratados com extrato etandlico de Garcinia cambogia e 0 grupo controle

durante o tratamento.
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Tabela 1 — Consumo médio diario de racdo e agua/suco por animal dos diferentes
grupos (médias * desvio padrao)

Grupos Agua/Suco (mL dia™) Rac&o (g dia™)
Controle 17,37 £ 6,75* 12,48 + 3,44
Polpa 20% 18,96 + 7,23 11,48 + 3,50
Polpa 40% 18,92 + 7,04 11,37 £ 3,50
Folha 20% 21,89+ 7,20 12,32 £ 3,72
Folha 40% 20,63+ 7,20 11,84 + 3,51
p-valor 0,3552 0,5323

* Valores expressos como média + DP; p < 0,05 é significativo.

4.3.2 Perfil antropométrico

Os resultados das analises antropomeétricas dos animais dos grupos
controle e tratados com os sucos da polpa e das folhas da Garcinia cochinchinensis
Choisy estdo descritos na Tabela 2. Os resultados evidenciaram que n&o houve
variagbes significativas no ganho de peso corporal e no indice de Lee entre os
animais submetidos ao consumo de sucos da polpa e das folhas do mangostéao

amarelo, comparados entre si e ao grupo controle.

Tabela 2 — Parametros antropométricos dos animais do grupo controle e grupos
tratados com 0 mangostao amarelo (médias + desvio padrao)

Tratamentos Antropometria
G.P.C. indice de Lee

Controle 142,9 £ 17,6* 2,97 £ 0,09
Polpa 20% 116,5 + 20,9 291+£0,04
Polpa 40% 115,3+ 31,2 2,94 + 0,08
Folha 20% 127,3+21,5 2,93+0,08
Folha 40% 1152+ 14,4 2,97+£0,10
p-valor 0,0678 0,5446

G.P.C.: ganho de peso corporal (%)
* Valores expressos como média + DP; p < 0,05 é significativo.

A literatura exibe diferentes resultados dos efeitos dos extratos das
garcinias sobre o peso corporal. Paul et al. (2017) n&do evidenciaram alteracfes no
peso de ratos tratados com diferentes dosagens de extratos do fruto G. pedunculata.
Em estudo de Taher et al. (2016) os extratos da G. mangostana em doses de 50,

100, e 200 mg kg™ aumentaram significativamente o peso corporal de ratos Wistar
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em comparagcdo com o0 grupo controle diabético induzido por estreptozotocina. Por
outro lado, entre as garcinias, o extrato da G. cambogia é comercializado livremente
na forma de medicamento fitoterapico, visando ao tratamento da obesidade. O
extrato € obtido do pericarpo de seus frutos, e estd relacionado a reducao
significativa da lipogénese e perda de peso, observada em alguns estudos

(SANTOS et al., 2007; SEMWAL et al., 2015).

O peso da gordura visceral reduziu significativamente nos animais
tratados com os sucos da polpa e com o suco de folhas na concentracdo de 40%,
comparados ao grupo controle (Figura 8). Similarmente, em estudo de Kim et al.
(2008), o consumo do extrato da G. cambogia reduziu efetivamente a gordura
visceral em modelos animais induzidos a obesidade por um periodo de 12 semanas.
O mesmo fruto mostrou reducéo efetiva na gordura total, subcutanea e visceral de
homens e mulheres, com idades entre 20 e 65 anos, que receberam seu extrato em

estudo de Hayamizu et al. (2003).

Figura 8 — Peso médio da gordura visceral (g) nos animais do grupo controle e
grupos tratados
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2 9,34b  gg1p 9,44 b
© 10,00
>
°
o 5,00
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0,00

Controle Polpa20% Polpad40% Folha20% Folhad40%

*Médias seguidas da mesma letra no eixo horizontal ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia.

Estes resultados s&o relevantes uma vez que a gordura visceral,
também chamada de gordura abdominal, estd diretamente relacionada a
anormalidades metabdlicas significativas no organismo. O tecido adiposo visceral é
capaz de sintetizar e secretar substancias chamadas adipocinas, de carater pro-

inflamatorio, tais como interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8), fator de necrose tumoral alfa
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(TNF- a), leptina e resistina, envolvidas na fisiopatogénese da resisténcia a insulina
(RI) e aterogénese (HOLCOMB et al., 2000; OUCHI et al., 2011).

A reducdo da gordura visceral esta, portanto, relacionada com
respostas positivas a saude, pois contribui para a reducédo do processo inflamatorio,
relacionado a obesidade e, em consequéncia, a prevencdo de doencas crbnicas
como disturbios cardiovasculares e mortalidade em sujeitos obesos (XU et al., 2003;
SIRONI et al., 2012).

4.3.3 Analises de comportamento

A administracdo dos sucos da polpa e das folhas do mangostéao
amarelo, nas concentracbes de 40%, nédo interferiu significativamente no tempo
gasto pelos animais nos diferentes locais do modelo labirinto em cruz elevada (LCE)
(p>0,05). Entretanto, o tempo de permanéncia dos animais do estudo foi influenciado
significativamente pela localizacdo no modelo (p<0,01) (Tabela 3), visto que o maior
tempo de permanéncia dos ratos foi no ambiente fechado (165,1 segundos),
diferenciando estatisticamente do ambiente aberto (79,2 segundos) e central (58,8
segundos), e esses nao diferenciaram entre si.

Em modelos LCE os animais preferem, normalmente, ficar mais
tempo nos bracos fechados, em funcao da aversédo e medo por espacos abertos. As
drogas que induzem os animais ao aumento da exploracdo dos ambientes abertos,
sdo consideradas ansioliticas (KING e JONES, 2001). Desta forma, os sucos de
polpa e folha, em concentracbes de 40%, durante o periodo de 40 dias, nao
apresentaram efeito ansiolitico sobre os animais do estudo, fazendo com gque eles

ndo saissem do ambiente protegido.

Tabela 3 - Tempo (seg) e frequéncia (n°) dos ratos no labirinto em cruz elevada
(médias e desvio padrao)

. . Tratamento -
Atributo Localizagao Controle Suco polpa (40%) Suco folha (40%) Media
Aberto 90,3 = 47,2* 76,3 £ 32,3 70,7 £ 28,9 79,2 b
Tempo (seg) Centro 59,6 + 23,2 59,9 + 23,4 56,8 + 26,7 58,8 b
Fechado 150,1 * 56,7 172,8 £55,5 1725+ 44,2 165,1a
Frequéncia Aberto 6,75+ 3,6 587+4,0 550+£1,9 6,04 b
(%) Centro 12,75+ 5,3 14,87 £ 5,7 12,50 + 4,3 13,37 a
Fechado 937+14 9,62 £ 3,7 7,25+£35 8,75b

*Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e minldscula na coluna, ndo diferem
significativamente entre si a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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N&o houve diferenca estatistica significativa quanto a frequéncia de
entrada dos animais nos diferentes espacos do modelo considerando os tratamentos
(p>0,05). No entanto, observou-se que a frequéncia foi influenciada
significativamente pela localizacdo (p<0,01). A frequéncia da visitagdo dos ratos foi
maior na area central do labirinto em cruz, em média 13,37 vezes, diferenciando
estatisticamente da frequéncia do ambiente aberto (6,04) e fechado (8,75), e esses
nao diferenciando entre si.

De acordo com Barbosa (2006) a frequéncia de entrada dos animais
na area central do aparelho evidencia uma medida do poder de tomada de deciséo e
as entradas nos bracos abertos e fechados demonstram efeito ansiolitico e atividade
motora, respectivamente.

Apesar da aparente simplicidade da situagao de teste, muitos fatores
influenciam a aversdo aos bracos abertos. Alguns estdo relacionados ao
procedimento experimental, como uma unica ou multiplas exposi¢des ao labirinto, a
hora do dia em que o teste é feito, assim como os niveis de luminosidade da sala
experimental (GRIEBEL et al.,1993; TREIT, MENARD, ROYAN, 1993; KING e
JONES, 2001). A literatura relata aumento da esquiva aos bragos abertos quando a
sala do teste € muito iluminada, e ao contrario, observa-se aumento na porcentagem
de entradas e no tempo gasto nos bracos abertos quando os animais sao testados
no escuro (MARTINEZ et al.,, 2002; MARTINEZ et al., 2005). Desta forma, a
luminosidade no teste pode ter influenciado o comportamento dos animais neste
estudo, visto que o teste em LCE foi realizado apenas em ambiente claro.

Na tabela 4, pode ser observado que ndo houve diferenca estatistica
significativa quanto a ambulacdo dos animais no teste campo aberto, embora os
animais alimentados com o suco da folha do mangostdo amarelo, na concentracéo

de 40% movimentaram-se 63,17% a menos que 0 grupo controle.

Tabela 4 - Taxas de movimentacéo (seg) e elevacédo (n°) dos ratos em modelo campo
aberto.

Campo aberto

Tratamentos Movimentacédo (seg) Elevacao (n°)
Controle 140,4 + 46,4 21,4+54
Suco da polpa 120,4 £ 39,9 14,6 + 4,3
Suco da folha 88,7 + 39,8 13,9+4,5
p-valor 0,0688 0,0086

* Valores expressos como média + DP; p < 0,05 é significativo.
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Alguns autores consideram que um aumento na ambulacdo do
animal indica reducao de fatores estressantes (CHOLERIS et al., 2001).

Muitas plantas tém sido estudadas quanto ao seu potencial
comportamental e ansiolitico em modelos animais. Camundongos tratados com o
extrato hidro-etandlico do burrito (Aloysia polystachya Griseb.), ndo modificaram o
ritmo e a coordenagdo motora, mas o consumo da planta resultou em aumento de
entradas e no tempo gasto nos bracos abertos no teste do labirinto em cruz elevada
(HELLION-IBARROLA et al., 2006). Em trabalho de Rabbani et al. (2003) o uso do
extrato hidroalcoodlico de S. lavandulifolia em modelos experimentais resultou em
aumento do numero de entradas e maior permanéncia nos bracos abertos, além de

diminuir a entrada e o tempo de permanéncia nos bracos fechados do LCE.

Algumas espécies da Garcinia também tém sido utilizadas em testes
de comportamento, descritos na literatura. Em estudo realizado por George et al.
(2016), os extratos das cascas e raizes da Garcina gummi guta, administrados em
doses altas (400 mg Kg* peso) apresentaram efeito ansiolitico nos animais, uma vez
que, aumentaram significativamente o tempo de permanéncia e o numero de
entradas destes nos bracos abertos em modelos LCE. As cascas da G. indica
também apresentaram efeitos ansiolitico e antidepressivo, em estudo de Dhamija et
al. (2017), visto que os animais utilizados no experimento apresentaram maior
frequéncia de entrada e maior permanéncia nos bracos abertos em modelo LCE,

diferente dos efeitos da G. cochinchinensis Choisy neste estudo.

A G. cambogia tem sido utilizada por influenciar o comportamento
alimentar de modelos experimentais, visto que seu principal constituinte quimico, o
acido hidroxicitrico apresenta efeito anorexigeno e aumenta a liberacdo de
serotonina e sua disponibilidade no cortex cerebral (OHIA et al., 2002; SANTOS et
al., 2007). As folhas do bacupari, G. brasiliensis, foram utilizadas em estudo de
Santa-Cecilia et al. (2011) apresentando efeito antinociceptivo em ratos machos

Wistar e camundongos.

Outras espécies de garcinia também tem sido testadas em estudos
de comportamento, como o0s efeitos das sementes da G. kola sobre o
desenvolvimento cognitivo (ISHOLA et al., 2017) e comportamento sexual (YAKUBU
e QUADRI, 2012; SEWANI-RUSIKE et al., 2016), efeitos da G. cambogia sobre a
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saciedade em humanos (MAYER et al.,, 2014), efeitos da G. indica sobre a
locomocdo e equilibrio postural em modelos animais com doenca de Parkinson
(ANTALA et al., 2012) e efeitos de protecdo da G. kola sobre a atividade exploratoria
de animais submetidos a estresse oxidativo no cortex pré-frontal (OLAJIDE et al.,
2016). Porém, ndo ha dados na literatura cientifica sobre os efeitos da G.

cochinchinensis sobre o comportamento de animais em modelos de ansiedade.

4.3.4. Perfil bioquimico

Na tabela 5 estdo descritos os resultados do perfil lipidico dos
animais dos grupos controle e tratados com os sucos da polpa e das folhas da
Garcinia cochinchinensis Choisy. Os resultados do estudo revelaram que houve
reducdo significativa nos valores de triglicerideos (TG) nos grupos tratados com as
folhas do mangostdo amarelo comparados ao grupo controle, sendo a reducao mais
expressiva nos animais que receberam as folhas da planta.

Tabela 5 - Valores de triglicerideos (TG), colesterol total (COL), VLDL-c, LDL-c e HDL-c
(médias + desvio padrao)

Andlises bioquimicas

Tratamentos TG COL VLDL-c LDL-c HDL-c
(mg dL™) (mg dL™) (mg dL™) (mg dL™) (mg dL™)
Controle 141,1+47,69a* 67,7%+8,20a 12,1+ 3,04 a 16,5+4,11 a 52,4+ 450 a
Suco 20% 119,2+49,62ab 62,1+8,87a 140+4,14a 219+3,80a 475+8,70a
Suco 40% 98,5+ 20,75ab 59,5+457a 17,1+229a 235+2,88a 46,4+480a
Folha 20% 80,7+ 30,19 b 66,7 £ 8,53 a 145+3,29a 225+7,11a 52,1+6,79a
Folha 40% 72,9+4284b 63,9+ 9,96 a 125+424a 21,1+7,32a 52,4+8,70a
p-valor 0,0093 0,2748 0,0524 0,1131 0,2365

*Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia.

Estes dados corroboram com estudos de Al-Mansoub et al. (2014)
gue identificaram que os extratos aquoso e metandlico dos frutos da G. atrovirids

by

demonstraram efeitos hipolipidémicos em animais submetidos a inducgéo
medicamentosa de dislipidemia aguda. O estudo revelou diminuicdo significativa dos
niveis plasmaticos de colesterol total e triglicerideos, a partir de 34 horas da inducéao.
Em estudo de Wihastuti et al. (2015) o extrato etanolico da G. mangostana (800 mg
kg™') melhorou o perfil lipidico de ratos hipercolesterolémicos ap6s dois meses de

administracao.
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Os dados deste estudo sao relevantes, pois, segundo a literatura,
varios sdo 0s eventos negativos associados a elevacdo plasmatica dos
triglicerideos, como disfuncdo endotelial e aumento da expressdo de moléculas de
adesdo ao endotélio, aumento de &cidos graxos livres circulantes no plasma
sanguineo potencialmente aterogénicos, aumento da expressdo de citocinas e
interleucinas pro-inflamatorias, de fibrinogénio e de outros fatores de coagulacao
sanguinea, além de reducdo dos niveis de HDL-c e elevacdo de particulas LDL-c
pequenas e densas e de VLDL-c aterogénicas, evidenciando que os niveis elevados
de triglicerideos constituem fator de risco isolado para doencas coronarianas
(GREENE et al., 2001; POZZAN et al., 2004; LIMA e COUTO; 2006; KAJIKAWA et
al., 2016; REINER, 2017).

Considerando os niveis de colesterol total, houve tendéncia a
diminuicdo dos valores nos grupos tratados com a polpa e as folhas,
comparativamente ao grupo controle, porém a reducdo ndo foi estatisticamente

significativa (p-valor 0,2748).

Estudos conduzidos com plantas do mesmo género da G.
cochinchinensis Choisy tem revelado efeitos diversos sobre os lipidios plasmaticos.
Os extratos da G. mangostana reduziram os niveis séricos de triglicerideos (TG) e
colesterol total (CT) em modelos experimentais, quando comparados ao grupo
controle em estudo de Taher et al. (2016). Em estudo conduzido por Sarma et al
(2016) ratos obesos tratados oralmente com extratos da G. pedunculata e
submetidos a dietas com alto teor de gordura, apresentaram reducao do colesterol
total (33%), de triglicerideos (32%) e LDL-c (38%) ap0s 60 dias de tratamento.

Por outro lado, Martins et al. (2006) observaram aumento dos niveis
de colesterol total nos animais tratados com extrato comercial da Garcinia cambogia

durante 20 dias, diferente do presente estudo.

Os niveis plasmaticos de LDL-c, VLDL e HDL-c né&o diferiram
estatisticamente entre os tratamentos com 0s sucos da polpa e folhas do mangostéo
amarelo. No entanto, houve alteracdo nos valores dos Indices aterogénicos, como

pode ser observado na Tabela 6.
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Tabela 6 — indices aterogénicos calculados a partir das variaveis bioquimicas (médias
+ desvio padréo)

Tratamentos indices Aterogénicos
TG/HDL-c CT- (HDL)/HDL indice Castelli | indice Castelli Il
Controle 2,65+0,760a* 0,29%£0,101 a 1,29 £ 0,054 a 0,31+0,068b
Polpa 20% 2,63+1,153a 0,32+0,079a 1,32+ 0,106 a 0,47 £ 0,113 ab
Polpa 40% 2,16 +0,611ab 0,29+0,091a 1,29+£0,121 a 0,51+£0,108 a

Folha20%  1,54+0,521ab 0,28 +0,050 a 1,28 +0,129 a 0,44 £ 0,149 ab
Folha 40% 1,42+0,811b 0,22+0,084 a 1,22 +0,132 a 0,41+ 0,169 ab

* Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si, pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de significancia.

A razdo TG/HDL-c reduziu significativamente no grupo tratado com o
suco das folhas do mangostdo amarelo na concentracdo de 40%, comparado ao
grupo controle. Houve tendéncia a reducéo desta razdo nos grupos que receberam o
suco da polpa em concentracdo de 40% e o da folha, em 20%, porém nao

significativo.

Estudos tém demonstrado que quanto maior a razdo TG/HDL-c,
maior a presenca de particulas pequenas e aterogénicas de LDL-c (MARUYAMA et
al., 2003; ALBERS et al., 2008). Precisamente, de acordo com Maruyama et al.
(2003), uma razdo acima de 2,0 mg dL™ indica a presenca de particulas de LDL-c <

25,5 nm, caracterizando o fenétipo B.

Desta forma, o consumo dos sucos das folhas do mangostao
amarelo mostrou-se eficiente na reducédo do indice aterogénico e na diminuicao de
particulas densas de LDL-c nos modelos experimentais, vistos que 0S grupos que
receberam os sucos das folhas apresentaram valores menores que 2,0 mg dL™ para
este indice, indicando seu papel benéfico na aterosclerose e doenca arterial

coronariana.

Os mecanismos que explicam a maior aterogenicidade dessas
particulas de LDL-c sugerem que estas penetram mais facilmente na parede arterial,
sdo degradas mais lentamente, tem menor afinidade pelos receptores de LDL-c, e
mais expressiva interagdo com os proteinoglicanos da parede arterial (NIGON et al.,
1991; GALEANO et al., 1998).

Os dados deste estudo corroboram com o estudo de Paul et al.
(2017) que evidenciaram reducao significativa na razdo TG/HDL-c de ratos tratados
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com diferentes dosagens de extrato etandlico do fruto G. pedunculata, e com estudo
de Al-Kuraishyal e Al-Gareeb (2016) no qual homens obesos tratados com extratos
encapsulados de G. cambogia apresentaram reducéo significativa dos valores deste
indice aterogénico, da presséo arterial, e da gordura visceral, apds trés meses de

tratamento.

Por outro lado, as razdes CT- (HDL-c)/HDL-c e o indice de Castelli |
(CT/HDL-c) também considerados indices aterogénicos, ndo foram influenciados
pelos tratamentos com a polpa ou folhas do mangostdo amarelo neste estudo e o
indice de Castelli Il (LDL-c/HDL-c) aumentou significativamente no grupo tratado

com 40% da polpa do fruto (Figura 9).

Figura 9 — Razdes TG/HDL-c, CT- (HDL-c)/HDL-c, indice de Castelli | (CT/HDL-c)
e indice de Castelli Il (LDL-c/HDL-c) dos animais do grupo controle e tratados
com a planta.
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* p-valor < 0,05 - diferenca estatistica significativa

A literatura cientifica mostra resultados conflitantes quanto aos
efeitos das garcinias sobre os indices aterogénicos. Em estudo de Zainalabidin et al.
(2005) a administragdo de extratos da G. atroviridis resultou em aumento
significativo da razdo CT/HDL-c nos animais do estudo, apos 12 semanas de
tratamento. E em estudo de Kim et al. (2008) o tratamento com o extrato da G.
cambogia em individuos com sobrepeso, ndo alterou a razédo CT-(HDL-c)/HDL-c

apos dez semanas de administragdo. Por outro lado, esta razdo diminuiu
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significativamente em modelos experimentais tratados com o0 extrato aquoso e

metandlico dos frutos da G. atroviridis em estudo de Al-Mansoub et al. (2014).

Os efeitos hipolipidémicos e, por consequéncia, de reducdo dos
indices aterogénicos tém sido atribuidos a presenca de compostos fendlicos totais
nas garcinias, especialmente aos flavonoides e taninos (ZAINALABIDIN et al., 2005;
Al-KURAISHYAL,; AL-GAREEB, 2016; TAHER et al., 2016). Desta forma, diferentes
resultados apontam para a presenca de diversos compostos fendlicos existentes
nestas plantas, assim como outros fatores como estagio de amadurecimento dos
frutos, solubilidade dos compostos fendlicos e natureza dos extratores utilizados,
bem como interacdo com outros constituintes presentes nos frutos (KING; YOUNG,
1999).

Os resultados dos niveis de glicemia, Proteina C reativa

Ultrassensivel (PCR-us) e enzimas hepaticas estdo descritos na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores de glicemia, enzimas ALT e AST e PCR-us dos animais do grupo
controle e tratados com a planta

Tratamentos Analises bioquimicas
GLI (mg dL™) ALT (UL AST (UL PCR-us (mg dL™)

Controle 140,6 + 19,84* 50,5 + 8,77 137,3 + 24,51 0,0227 + 0,008
Polpa 20% 134,4 + 9,41 58,0 + 6,05 120,5 + 18,40 0,0154 + 0,006
Polpa 40% 139,2 + 13,41 57,7 6,25 123,0 + 7,27 0,0122 + 0,009
Folha 20% 139,9 + 14,11 56,0 + 5,34 113,6 + 10,54 0,0193 + 0,009
Folha 40% 136,9 + 12,30 51,2 +9,73 128,9 + 18,34 0,0260 + 0,016
p-valor 0,9025 0,1387 0,0865 0,0768

* Valores expressos como média + DP. ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato
aminotransferase; PCR-us: proteina C reativa ultrassensivel.
p-valor < 0,05 - diferenca estatistica significativa

Os resultados mostraram que ndo houve alteragGes significativas
nos niveis plasmaticos de glicemia dos animais do estudo. Kirana e Srinivasan
(2010) observaram que doses de 100 mg kg™ e 200 mg kg™ de extrato aquoso da G.
indica administradas por quatro semanas em ratos diabéticos tipo Il, induzidos por
estreptozotocina, resultaram em reducdo significativa dos niveis de glicose em jejum

e glicose pdés-prandial no final do experimento.

N&o houve alteracao significativa nos valores das enzimas hepaticas
entre os tratamentos, comparativamente ao grupo controle, demonstrando que 0s
sucos de polpa e folha ndo apresentaram efeitos de toxicidade hepatica nas doses

utilizadas. Os extratos metandélicos da G. dulcis e da G. hombroniana demonstraram
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atividade hepatoprotetora em modelos experimentais, em estudo de Gogoy et al.
(2017) e Jamila et al. (2017), respectivamente, porém ndo ha dados na literatura

sobre os efeitos hepatoprotetores ou de toxicidade da G. cochinchinensis Choisy.

Comparados ao grupo controle, foi observada tendéncia para
reducdo dos niveis de Proteina C Reativa Ultrassensivel (PCR-us) nos grupos
tratados com a polpa do fruto e com as folhas na concentracédo de 20%, porém nao
significativo. Udani et al. (2009) observaram em seu estudo que individuos com
sobrepeso tratados com o suco da G. mangostana apresentam reducéo significativa

dos niveis plasmaticos de PCR ap6s um periodo de oito semanas de tratamento.

Estudos tém evidenciado que a PCR pode ser utilizada como um
marcador inflamatério para deteccédo inicial de doencas ateroscleréticas, visto que
pode exercer importantes efeitos pro-inflamatorios, e quando se liga a moléculas
resultantes de inflamacéo ou infeccdo pode desencadear lesdo tecidual (BLAUTH et
al., 2008; STANCEL et al., 2016; MARSHE et al., 2017). Desta forma, o consumo do
suco com a polpa do mangostédo amarelo pode ser um coadjuvante na prevencao de

disturbios ateroscleroticos na populacao.

4.4 Concluséao
Nas condicbes em que foram realizadas este trabalho, pode-se
concluir que:

e Os sucos da polpa e das folhas do mangostdo amarelo reduziram
significativamente o peso da gordura visceral dos animais, exceto os tratados
com o suco das folhas na concentracao de 20%.

e Os niveis plasmaticos de triglicerideos reduziram significativamente nos
grupos tratados com as folhas do fruto, e a razdo TG/HDL, considerada um
indice aterogénico mostrou reducao significativa no grupo tratado com o suco
das folhas do mangostdo na concentracdo de 40%, comparado ao grupo
controle.

e Os sucos do mangostdo amarelo ndo surtiram efeitos sobre o comportamento

dos animais em modelos experimentais de ansiedade.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Os valores médios para pH, solidos sollaveis, acidez titulavel e ratio
encontrados na polpa do fruto fresco do mangostdo amarelo mostraram-se inferiores
ou semelhantes quando comparados a outras variedades da Garcinia observados na

literatura.

Os resultados das analises colorimétricas indicaram a presenca de
classes de metabdlitos secundarios no extrato seco da polpa do mangostdo
amarelo, especialmente flavonoides, tais como flavanonas, flavonas, flavonois e

flavanonois.

Nas analises quantitativas para fitoquimicos foram encontradas
concentracdes expressivas de compostos fendélicos na polpa e nas folhas dos frutos,
sendo que os teores foram mais significativos nas folhas, embora a atividade

antioxidante foi mais expressiva nos frutos.

Os resultados da administracdo dos sucos nos modelos experimentais
evidenciaram que néo houve variagdes significativas no ganho de peso corporal e no
indice de Lee, porém os sucos da polpa e das folhas (40%) do mangostdo amarelo

reduziram significativamente o peso da gordura visceral dos animais.

Os niveis plasmaticos de LDL-c, VLDL e HDL-c, além da glicemia,
proteina C-reativa (PCR) e enzimas hepéticas ndo diferiram estatisticamente entre
os diversos tratamentos e o grupo controle, porém o0s niveis de triglicerideos
reduziram significativamente nos grupos tratados com as folhas do fruto, e a razao
TG/HDL mostrou reducao significativa no grupo tratado com o suco das folhas do

mangostéo na concentracdo de 40%, comparados ao grupo controle.

Os sucos da polpa e das folhas sofreram processo de escurecimento
visual, porém nao quantificado, durante o tratamento dos animais. Sugere-se que tal
escurecimento pode ter favorecido a degradacéo de compostos fendlicos que seriam
favoraveis as alteracdes nos demais parametros bioquimicos e antropométricos dos
animais deste estudo, visto que as andlises de fitoquimicos evidenciaram a presenca
de concentracbes expressivas de compostos fendlicos e flavonoides nos frutos e

folhas da planta.
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