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RESUMO

Humulus lupulus Linnaeus (lipulo) ¢ uma espécie vegetal rica em compostos fendlicos,
utilizada no processo de fabricacdo da cerveja, que apresenta uma variedade de metabolitos
secundarios como acidos amargos, flavonoides, acidos fendlicos, 6leos essenciais dentre
outras substancias. Baseando-se no exposto essa pesquisa tem como objetivo analisar o
potencial antioxidante do lupulo e verificar suas propriedades farmacoldgicas para auxiliar o
tratamento da gota, diabetes do tipo 2 e doenga de Alzheimer, e o estudo de quantificagao dos
compostos majoritarios presentes em suas flores. Variedades de flores de Iupulo com plantio
no Brasil e pellets comerciais foram obtidos e os extratos produzidos por extracdo soxhlet (em
hexano e metanol). A quantificacdo dos acidos amargos e xanthohumol foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As cultivares Herkules e Chinook-1
apresentaram os maiores teores de acidos amargos e xanthohumol. A determinacao do Teor de
Fenolicos Totais evidenciou resultados significativos para as variedades Saaz, Chinook-2,
Chinook-1 e Herkules. Corroborando com os resultados obtidos da andlise do Teor de
Fenolicos Totais, as variedades Chinook-2 e Saaz apresentaram as melhores atividades
antioxidantes no ensaio DPPH’ dentre os extratos em metanol, e as variedades Herkules e
Chinook-1 dentre os extratos em hexano, confirmando a elevada a¢do dos acidos amargos,
conforme foi observado para o ICE-4, que apresentou atividade préxima ao padrao BHT. O
ensaio antioxidante ABTS™" demonstrou a elevada capacidade do xanthohumol em inibir esse
radical cation, superior ao controle positivo. As variedades Herkules e Chinook-1
apresentaram as melhores capacidades antioxidantes, evidenciando que o elevado teor de
acidos amargos e xanthohumol refletem na maior efetividade contra o estresse oxidativo. Os
extratos com alta concentragdo de xanthohumol demonstraram elevadas capacidades de
captura dos radicais hidroxila e de inibi¢do da enzima xantina oxidase, reduzindo
significativamente a formacdo de 4cido turico. Os resultados com a enzima a-glicosidase
revelaram promissora a¢do farmacoldgica para todas as amostras, sendo mais eficazes do que
o medicamento comercial acarbose, com o padrdo xanthohumol apresentando a melhor agio
inibitdéria. Os ensaios de inibicdo da enzima acetilcolinesterase evidenciaram que os extratos
ricos em acidos amargos foram mais efetivos, obtendo-se valores proximos ao padrdo positivo

eserina.

Palavras-chave: lapulo; acidos amargos; xanthohumol; potencial antioxidante; inibi¢ao

enzimatica.



ABSTRACT

Humulus lupulus Linnaeus (hop) is a plant species rich in phenolic compounds, used in the
brewing process, which has a variety of secondary metabolites such as bitter acids,
flavonoids, phenolic acids, essential oils, among other substances. Based on the above, this
research aims to analyze the antioxidant potential of hops and verify its pharmacological
properties to help the treatment of gout, type 2 diabetes and Alzheimer's disease, and the
study of quantitation of the major compounds present in its flowers. Varieties of hop flowers
planted in Brazil and commercial pellets were obtained and the extracts produced by soxhlet
extraction (in hexane and methanol). The quantitation of bitter acids and xanthohumol was
performed by high performance liquid chromatography (HPLC). Cultivars Herkules and
Chinook-1 showed the highest contents of bitter acids and xanthohumol. The determination of
the Total Phenolic Content showed significant results for the Saaz, Chinook-2, Chinook-1 and
Herkules varieties. Corroborating with the results obtained from the analysis of the Total
Phenolic Content, the Chinook-2 and Saaz varieties presented the best antioxidant activities in
the DPPH" assay among the methanol extracts, and the Herkules and Chinook-1 varieties
among the hexane extracts, confirming the high action of bitter acids, as observed for ICE-4
which showed activity close to the BHT standard. The ABTS' antioxidant assay
demonstrated the high capacity of xanthohumol to inhibit this radical cation, higher to the
positive control. The Herkules and Chinook-1 varieties showed the best antioxidant
capacities, showing that the high content of bitter acids and xanthohumol reflect in greater
effectiveness against oxidative stress. Extracts with a high concentration of xanthohumol
demonstrated high capacity to capture hydroxyl radicals and inhibit the enzyme xanthine
oxidase, significantly reducing the formation of uric acid. The results with the a-glucosidase
enzyme revealed promising pharmacological action for all samples, being more effective than
the commercial drug acarbose, with the standard xanthohumol presenting the best inhibitory
action. The acetylcholinesterase enzyme inhibition assays showed that extracts rich in bitter

acids were more effective, obtaining values close to the positive eserine standard.

Keywords: hop; bitter acids; xanthohumol; antioxidant potential; enzyme inhibition.
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1 INTRODUCAO

As espécies vegetais apresentam em suas composi¢des uma ampla diversidade de
constituintes quimicos que apresentam propriedades de combater o estresse oxidativo e de
atuar como inibidores enzimaticos auxiliando no tratamento de enfermidades
(NASCIMENTO, 2022). Um exemplo de espécie vegetal atualmente estudada ¢ o lupulo
(Humulus lupulus Linnaeus). Suas flores apresentam uma diversidade de metabdlitos
secundarios em sua composi¢ao, tais como: acidos amargos (o - humulonas e B - lupulonas),
flavonoides (xanthohumol), estilbenos, acidos fenolicos e dleos essenciais, que conforme
aponta a literatura, possuem significativa acdo medicinal (BAMFORTH, 2003; BAXTER;
HUGHES, 2001; RETTBERG; BIENDL; GARBE, 2018; DURELLO; SILVA; BOGUSZ
JUNIOR, 2019; MARQUES et al., 2022; ABIKO; PAUDEL; UEHARA, 2022).

Grande parte dos estudos acerca da capacidade antioxidante em espécies vegetais
e compostos puros, utilizam procedimentos de inibicao/inativagdo com os radicais DPPH’
(1,1-difenil-2-picrilhidrazil) ¢ ABTS™" (2,2’-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-acidossulfonico)
(MARQUES et al., 2015; SRIDHAR; CHARLES, 2019; RUMPF; BURGER; SCHULZE,
2023). Apesar desses dois métodos serem amplamente relatados na literatura, o estudo da
capacidade antioxidante frente ao radical hidroxila ("OH) ¢ um importante método de anélise,
tendo em vista ser o radical mais deletério ao organismo humano devido a sua curta meia-vida
e dificuldade de sequestro in vivo (BARREIROS; DAVID, 2006; MARQUES et al., 2015).

Além de pesquisas referentes as atividades antioxidantes de espécies vegetais,
outra andlise importante em relagdo as propriedades farmacologicas ¢ o estudo de inibigdo
enzimatica (NASCIMENTO, 2022). Neste trabalho foram realizados estudos com trés
enzimas: xantina oxidase, a-glicosidase e acetilcolinesterase. Essas enzimas estdo diretamente
relacionadas a gota, ao diabetes do tipo 2 e a doenga de Alzheimer respectivamente
(TREVISAN; MACEDO, 2003; AZEVEDO et al., 2017; TSUNODA et al., 2022).

A enzima xantina oxidase € a organela responsavel pela sintese de acido urico no
organismo humano, sendo este um processo metabolico natural, no qual o corpo realiza essa
producdo a partir de diversos compostos bioquimicos presentes no organismo humano como
os aminodcidos, os acidos nucleicos e as bases nitrogenadas do grupo purinas como adenina,
guanina e a xantina (CUI et al., 2022). O elevado teor de acido Urico na corrente sanguinea,
condi¢do esta denominada de hiperuricemia, provoca complica¢des para o organismo humano
e estd associada a outras doencas como gota, hipertensdo, calculos renais, aterosclerose e

diabetes (RODDY; CHOI, 2014; AZEVEDO et al., 2017; BORGHI; BENTIVENGA;
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COSENTINO, 2020; CUI et al., 2022). Diferentes trabalhos também relatam uma relagao
estreita entre o alto nivel de 4cido urico e a incidéncia de infarto do miocardio (BORGHI;
BENTIVENGA; COSENTINO, 2020).

Ja a enzima o-glicosidase estd relacionada diretamente com o teor de glicose
presente na corrente sanguinea, sendo responsavel pela contribuicdo na digestdo de
carboidratos oriundos da dieta alimentar (NELSON; COX, 2014; NASCIMENTO, 2022).
Para permitir a digestdo de carboidratos pelo organismo humano, a enzima a-glicosidase age
hidrolisando os actcares como oligossacarideos e dissacarideos em glicose através da quebra
das ligagdes glicosidicas, permitindo a absorcdo desses nutrientes pelo intestino delgado
(ABBAS; AL-HARRASI; HUSSAIN, 2017; NASCIMENTO, 2022). Logo, possibilita o
aumento de glicose pos-prandial na corrente sanguinea.

Condigdes elevadas e de descontrole do indice glicémico podem favorecer o
surgimento/agravamento da doenca diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) e diversos problemas
associados para o organismo humano como resisténcia a insulina, aumento do risco de
doencas cardiovasculares, intolerdncia a glicose, hipertrigliceridemia e hipertensdo arterial
(MCLELLAN et al., 2007; GARG; DUGGAL, 2022; WANG et al., 2022; MUSHTAQ et al.,
2023).

Tendo em vista as complicagdes relacionadas ao elevado teor de acido urico e de
glicose na corrente sanguinea, os riscos de desenvolvimento de doengas associadas a
hiperuricemia e ao diabetes, os efeitos colaterais de medicamentos como o alopurinol e a
acarbose, torna-se essencial pesquisas com o objetivo de descoberta de compostos bioativos
com ag¢do inibitoria das enzimas xantina oxidase e a-glicosidase, que ¢ apontada como uma
importante abordagem terap€utica para tratamento da hiperuricemia e do elevado indice
glicémico em portadores de DM2 (AZEVEDO et al., 2017; TSUNODA et al., 2022).

A patologia neurodegenerativa do Alzheimer atinge principalmente a populacdo
idosa e atualmente acomete, em algum estagio, cerca de 4,02% dos individuos com idade
acima de 60 anos, afetando cerca de 4,6 milhdes de pessoas por ano (FERRI et al., 2005;
BURNS; ILIFFE, 2009; TAQUI et al., 2022). Atualmente, um promissor meio para o
tratamento desta doenca ¢ aumentar os niveis de acetilcolina entre as sinapses neuronais,
utilizando substincias que atuem como inibidores da enzima acetilcolinesterase (TREVISAN;
MACEDO, 2003).

Considerando validar a possivel agdo farmacoldgica frente as enfermidades
supracitadas, e as propriedades investigadas para os constituintes quimicos majoritarios das

flores de lupulo (&cidos amargos e xanthohumol), este trabalho avaliou a capacidade
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farmacolodgica de extratos das flores de diferentes cultivares de lupulo e de padrdes analiticos.
Os extratos foram obtidos por extragdo Soxhlet de pellets comerciais importados € cones
produzidos no Brasil e as amostras foram testadas frente a diferentes sistemas antioxidantes
(DPPH’, ABTS™ e 'OH) e de inibi¢do enzimdtica (xantina oxidase, a-glicosidase e
acetilcolinesterase). Adicionalmente, foram avaliados os teores de acidos amargos e
xanthohumol das amostras estudadas utilizando cromatografia liquida no intuito de identificar

correlagdes entre os dados quantitativos com os resultados das agdes farmacologicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudo quimico da espécie Humulus lupulus Linnaeus através da analise de
propriedades antioxidantes e farmacoldgicas como atividades inibitorias de enzimas
relacionadas a gota, diabetes mellitus do tipo 2 e doenca de Alzheimer, e a identificagdo e

quantificagdo dos compostos majoritarios presentes em flores e pellets.

2.2 Objetivos especificos

» [dentificar e quantificar os compostos majoritarios presentes em pellets comerciais e flores
(cones) de lupulo por extragdo QUEChERS.

= Obter extratos em hexano e em metanol de diferentes variedades de lupulo.

= Analisar o Teor de Fendlicos Totais nos extratos em metanol de pellets comerciais e cones
de lapulo.

» Determinar a capacidade antioxidante dos extratos em hexano e em metanol do lupulo e de
padrdes analiticos.

= Avaliar a inibicdo da enzima xantina oxidase por extratos em hexano e em metanol do
lapulo e por padrdes analiticos.

* Verificar a inibi¢do da enzima a-glicosidase por extratos em hexano e em metanol do
lupulo e por padrdes analiticos.

* Analisar o potencial inibitorio da enzima acetilcolinesterase por extratos em hexano e em

metanol do lapulo e por padrdes analiticos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Caracteristicas quimicas, relevancia economica e potencial farmacologico do

Humulus lupulus Linnaeus

O lupulo, denominado de Humulus lupulus Linnaeus, ¢ uma planta proveniente da
regido da Asia, e com cultivo elevado nas regides da América do Norte e Europa, o qual
pertence a ordem das Rosales e familia Cannabaceac (HIERONYMUS, 2012; DURELLO;
SILVA; BOGUSZ JUNIOR, 2019; ABIKO; PAUDEL; UEHARA, 2022).

Apesar da diversidade de compostos quimicos presentes na constitui¢do quimica
do lupulo, sua principal aplicagdo ¢ no mercado de cervejaria, sendo 97% da sua produgdo
destinada a esse setor (DURELLO; SILVA; BOGUSZ JUNIOR, 2019). Sua importancia esta
relacionada as glandulas de lupulina, que excretam graos amarelados denominados de
lupulina, onde estdo presentes os seus principais metabolitos secundarios como os polifendis,
os acidos amargos e os Oleos essenciais, encontrados principalmente nas espécies vegetais
fémeas do lapulo (TING; RYDER, 2017, WANNENMACHER; GASTL; BECKER, 2018;
DURELLO; SILVA; BOGUSZ JUNIOR, 2019). Essas substancias conferem a cerveja agdes
antimicrobiana e antioxidante concedendo-a protecdo aos processos oxidativos e a acdo de
microrganismos caso ocorra alguma contaminagdo, além de conferir amargor, sabor, aroma e
flavor ao produto (BAMFORTH, 2003; BAXTER; HUGHES, 2001; SCHONBERGER et al.,
2011; RETTBERG; BIENDL; GARBE, 2018; DURELLO; SILVA; BOGUSZ JUNIOR,
2019).

Dentre os metabolitos secundarios presentes na constituicdo do lapulo, os acidos
amargos e xanthohumol sdo as espécies predominantes presentes nas flores dessa planta, e
apresentam, conforme aponta a literatura, acdes farmacoldgicas conforme apresentam as

tabelas 1 e 2:
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Tabela 1 — Propriedades farmacologicas dos 4cidos amargos.

Aplicagdes farmacoldgicas Referéncias

Atividades anticancer, antioxidante, anti- VAN CLEEMPUT et al., 2009;
inflamatoria, de inibi¢do de peroxidacao lipidica,  DURELLO; SILVA; BOGUSZ
antihiperglicémica e contribui¢ao no metabolismo JUNIOR, 2019; LIN et al., 2019;

dos lipideos ABIKO; PAUDEL; UEHARA,
2022; WANG et al., 2022.

Fonte: Autor (2023).

Tabela 2 — Propriedades farmacologicas do xanthohumol.

Aplicagdes farmacologicas Referéncias

STEVENS; PAGE, 2004; CERMAK

Atividades anticancer, antibacteriana, etal. 2017; LUZAK et al., 2016;
antioxidante, antiobesidade, antiviral, anti- BOLTON et al., 2019; LIU et al.,
inflamatoria, antihiperglicémica e 2019; ABIKO; PAUDEL; UEHARA,
antiplaquetaria 2022; MARQUES et al., 2022;

WANG et al., 2022.

Fonte: Autor (2023).

Os 4acidos amargos sao metabolitos secundarios presentes nas resinas totais do
lapulo, especificamente nas resinas macias. Essas substincias podem ser isoladas através de
procedimentos de andlise de solubilizagdo em diferentes solventes. As resinas macias sao
obtidas através da adi¢do de hexano as resinas totais, pois sao soliveis nesse solvente. Apos a
obtencao das resinas macias e realizando-se a adi¢do de solug¢ao de acetato de chumbo,
observa-se a formacdo de precipitado, denominado de o-acidos, e o sobrenadante,
denominado de fracdo beta das resinas macias, ¢ onde encontram-se os -adcidos (DURELLO;
SILVA; BOGUSZ JUNIOR, 2019; ALMAGUER et al., 2014).

Os 4acidos amargos apresentam em sua constitui¢do quimica a fungdo organica
enol, que apresenta maior facilidade de desprotonagdo formando um anion enolato, devido ao
efeito mesomérico estabilizante. Essa estabilizacdo reflete em um valor de pKa entre 4,0 — 5,5,
apresentando carater acido (DURELLO; SILVA; BOGUSZ JUNIOR, 2019). Existem dois
grupos dos acidos amargos, humulonas e lupulonas, que podem apresentar modificagdo em
sua estrutura gerando outros compostos da classe dos acidos amargos ja relatados na literatura.

A estrutura basica das humulonas ¢ apresentada pela figura 1:
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Figura 1 — Estrutura basica dos a-acidos ou humulonas.

Fonte: Autor (2023).
Dependendo do grupo “R” ligado a carbonila da estrutura do dcido amargo, esse
recebe uma nomenclatura diferente, podendo ser um grupo isobutil ou isopropil dentre outros.

A figura 2 apresenta os a-acidos encontrados nas flores do lupulo em maiores concentracdes:

Figura 2 — Estrutura quimica de a-acidos predominantes em cones e pellets do lapulo.

Humulona Cohumulona Adhumulona

Fonte: Autor (2023).

As estruturas quimicas apresentadas nas imagens recebem denominagdo de o —
referente a cohumulona, e oy — referente a humulona e adhumulona. O ltimo se refere a dois
compostos devido a presenca de coelui¢do nos métodos de andlise de lupulo ja relatados por
Marques et al. (2022).

As lupulonas diferenciam-se das humulonas devido a substituicdo de um grupo

hidroxila de sua estrutura por um grupo prenil, conforme apresenta a figura 3:
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Figura 3 — Estrutura basica dos B-acidos ou lupulonas.

Fonte: Autor (2023).

Da mesma forma que as humulonas, as lupulonas também apresentam diferentes
grupos alquila ligados a carbonila adjacente ao ciclo de 6 membros, conforme apresenta a

figura 4:

Figura 4 — Estruturas quimicas dos principais -acidos ou lupulonas encontrados em cones e

pellets de lupulo.

Lupulona Colupulona Adlupulona

Fonte: Autor (2023).

A presenca de um grupo prenil adicional, destacado em verde, na foérmula
estrutural das lupulonas conferem a essas uma maior apolaridade em rela¢do as humulonas, o
que implica em um maior tempo de retencdo em analises envolvendo cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com coluna de fase reversa, como uma C-18. E possivel observar
também que tanto em relacdo aos a-acidos quanto para os [-acidos, as humulonas e
adhumulonas assim como as lupulona e adlupulona apresentam a mesma férmula molecular.

Isso resulta no surgimento de um Unico pico referente as humulonas e adhumulonas, az, e as
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lupulonas e adlupulonas, 2, em uma analise cromatografica conforme relatado por Marques
et al. (2022).

O xanthohumol, o principal componente polifendlico observado no lupulo, ¢ um
flavonoide de cadeia aberta denominado de chalcona. As chalconas sdo metabolitos que
apresentam atividades farmacoldgicas como potencial anti-inflamatério, antioxidante,
anticonvulsivante e antinociceptiva (MOHAMAD et al., 2010; OZDEMIR et al., 2015;
NASSAR et al., 2016; VANANGAMUDI; SUBRAMANIAN; THIRUNARAYANAN, 2017,
FERREIRA et al., 2018). A estrutura quimica do xanthohumol ¢ apresentada pela figura 5:

Figura 5 — Estrutura quimica do xanthohumol.

Fonte: Autor (2023).

Apesar da predominancia do xanthohumol na composi¢ao quimica das variedades
das flores de lupulo, nesta planta também podem ser observados uma ampla variedade de

polifendis (BOCQUET et al., 2018; KESKIN et al., 2019).

3.2 Estresse oxidativo e seus maleficios para o organismo humano: a importiancia dos

antioxidantes naturais

Os radicais livres sdo formados como subproduto de processos metabolicos
enddgenos do organismo humano, como ocorre durante o processo de respiracao celular nas
mitocondrias (KUMAR et al., 2023). Sdo espécies que apresentam instabilidade derivada do
desemparelhamento de elétrons, o que explica sua alta reatividade. No que se refere ao
organismo humano, os principais radicais apresentam oxigénio e nitrogénio em sua
composi¢do, sendo denominados de espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio
(ERN) (NASCIMENTO et al., 2022). Sao exemplos de ERO o perdxido de hidrogénio,
radical hidroxila, anion superoxido, radical hidroperoxila, e de ERN as espécies oxido de
nitrito, os anions peroxinitritos dentre outras (NASCIMENTO, 2019; KUMAR et al., 2023).

E importante para o organismo humano a manutenc¢do de indices equilibrados de
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radicais livres e antioxidantes. O descontrole entre os niveis de ERO e ERN gerados e sua
neutralizacdo por sistemas endogenos causa o fenomeno denominado de estresse oxidativo
(KUMAR et al., 2023). Sistemas enzimaticos presentes no organismo como superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase ajudam a regular o teor de ERO no corpo humano,
visando minimizar os efeitos causados por essas espécies quimicas (KUMAR et al., 2023). As
duas ultimas s3o responsaveis pela decomposi¢do de peroxido de hidrogénio em 4agua e
oxigénio, acao importante devido a possibilidade de reacao do perdxido de hidrogénio com
jons metalicos Cu* e Fe'?, gerando no organismo radicais hidroxila, a ERO com maior
potencial deletério ao organismo humano (KUMAR et al., 2023; COLLIN, 2019;
BARREIROS; DAVID, 2006).

O elevado potencial reativo dos radicais livres acarreta complicagdes relacionadas
também ao material genético como mutacdes de acidos nucleicos, ocasionando o rompimento
das cadeias de DNA (KUMAR et al., 2023; WU; CEDERBAUM, 2003). Pesquisas também
apontam a degradacdo de lipideos pela agdo de radicais livres de oxigénio podendo ocasionar
morte de células, devido a interagdo com fosfolipidios que compdem as suas membranas
(COLLINS et al 2012; LEE; KOO; MIN, 2004; SEIFRIED et al., 2007). As ERO apresentam
também a capacidade de oxidar aminodcidos, componente basico das proteinas, podendo
modificar sua estrutura quaternaria e provocar possivel perda de sua funcdo enzimatica
(COLLINS et al 2012; LEE; KOO; MIN, 2004; SEIFRIED et al., 2007).

A agdo das ERO e ERN no corpo humano e os maleficios causados por essa
interacdo evidencia a importancia da ingestdo na dieta diaria de vegetais, frutas ou chas com
elevado teor de compostos fendlicos que apresentam agdo antioxidante relatada na literatura
(NASCIMENTO, 2019).

Os compostos fenolicos englobam classes de compostos que apresentam o grupo
funcional hidroxila ligado a um anel aromatico como os flavonoides e os &cidos fenolicos
dentre outros, que sao amplamente observados em espécies vegetais (TIVERON, 2010). Essa
subdivisao dos compostos fenolicos ¢ realizada tendo como base a estrutura quimica das
substancias, que apresenta um esqueleto especifico comum a cada classe. Por exemplo,
compostos quimicos presentes as classes dos fenodis simples, acidos fenolicos, estilbenos e
flavonoides apresentam as estruturas basicas C6, C6-Cl1, C6-C2-C6 e C6-C3-C6
respectivamente (TTVERON, 2010).

Esses metabolitos apresentam acdo antioxidante ja relatada na literatura, que pode
ser explicada devido a presenca de grupos hidroxila conjugados com anéis aromaticos

presentes em suas estruturas quimicas. Logo, a perda de um radical hidrogénio gerando um
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radical oxigenado, fenoxila, ¢ estabilizado pelo efeito mesomérico, diminuindo o potencial
oxidativo da ERO (CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007).

O lupulo apresenta uma diversidade de compostos fenolicos em sua constitui¢ao
quimica, que conforme aponta a literatura, sdo antioxidantes naturais (DURELLO; SILVA;
BOGUSZ JUNIOR, 2019). Diversos compostos fenolicos ja foram relatados em espécies do
lupulo como: flavonoides (kaempferol e quercetina), flavan-3-ois (catequina e epicatequina),
estilbenos (trans-resveratrol) e acidos fenolicos (acidos galico, ferulico e cafeico) dentre
outros compostos (BOCQUET et al., 2018; ALMARGUER et al, 2014).

As propriedades antioxidantes sdo alvo de estudos em diversos trabalhos sobre
quimica de produtos naturais, devido a maleficios causados pela agdo de ERO ¢ ERN no
organismo humano. Anélises de sequestro de radicais como DPPH" e ABTS™, sdo
amplamente discutidos com o intuito de determinar a atividade antioxidante de extratos
vegetais e padroes (MARQUES et al.,, 2015; SRIDHAR; CHARLES, 2019; RUMPF;
BURGER; SCHULZE, 2023). Porém, outros métodos de analise antioxidante sdo relatados
em artigos cientificos como as analises FRAP, ORAC e radicais hidroxila (MARQUES et al.,
2015).

Os radicais hidroxila, objetivo de estudo neste trabalho, apresentam forte
potencial de redugdo, tornando-se altamente deletério para o organismo humano devido a sua
reatividade, o que acarreta em sua baixa meia-vida, sendo dificil sua captura no organismo
humano (BARREIROS; DAVID, 2006).

As figuras 6, 7 e 8 ilustram os processos reacionais envolvidos nos procedimentos

de analise antioxidante nos métodos DPPH’, ABTS™" e radicais hidroxila:

Figura 6 — Equagdo de reacdo quimica entre o radical DPPH" e um composto fendlico

genérico.
OH
N—-N NO, +

@ B
N—N- NO, + —_—
@r O,N

Fonte: Autor (2023).
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Figura 7 — Formacgdo do cation radical ABTS™" pela reagdo com K»S;0s € sua estabiliza¢do

pela agdo de uma substancia antioxidante.
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Fonte: Autor (2023).
Figura 8 — Reagdo entre radicais hidroxilas e acido salicilico formando os acidos 2,5 e 2,3-
dihidroxibenzoico.
COOH COOH COOH
OH OH OH
HO OH
Radical hidroxila  Acido salicilico Acido 2,5 - dihidroxibenzoico  Acido 2,3 - dihidroxibenzoico

Fonte: Autor (2023).

3.3 Hiperuricemia e gota: os riscos relacionados ao elevado teor de acido urico no

organismo humano

O processo de formagdao de 4cido Urico no organismo humano ¢ desempenhado
pela enzima xantina oxidase (CUI et al., 2022). O indice de purinas presentes no organismo
apresenta relagdo com a dieta alimentar, tornando-se alto quando a alimentacdo ¢ baseada em
alimentos muito caldricos e com elevador teor de proteinas e purinas (KUBOTA, 2019). O
numero de pacientes diagnosticados com hiperuricemia € crescente, € se tornou a segunda
maior doenca metabdlica que atinge a populacdo mundial, perdendo apenas para o diabetes
(ZHU; PANDYA; CHOI, 2011; YANG et al, 2023).

Distarbios relacionados a sintese de acido urico assim como a ma alimentacdo
podem ocasionar o aumento do percentual desse composto na corrente sanguinea, condi¢ao
denominada de hiperuricemia. O valor de concentragdo normal de 4cido Urico na corrente
sanguinea ¢ de 6,0 mg dL! e o quadro de hiperuricemia é de 6,8 mg dL"!, valor que representa

o limite de solubilidade de sais de urato (BARDIN; RICHETTE, 2014; AZEVEDO et a.,
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2017). O excesso de acido urico excedente no organismo gera maleficios para o organismo
humano devido a possibilidade deste composto de provocar reagdes oxidantes e pro-
inflamatoérias, o que explica os fenomenos inflamatdérios em pacientes com elevado teor de
acido urico sérico (SAUTIN; JOHNSON, 2008).

O excesso de acido trico no sangue esta relacionado ao processo de deposigdo de
cristais de urato monossodico nas articulacdes e tecidos, provocando o surgimento ou
agravamento de gota, mas esse acimulo também pode ocorrer nas regides dos joelhos e
tornozelos desenvolvendo casos de artrite (PEREZ-RUIZ, 2014; AZEVEDO et al. 2017).

Esse processo de geragdo de cristais no organismo humano desencadeia e agrava o
surgimento de outras enfermidades como gota, hipertensdo, aterosclerose, processos
inflamatoérios, doengas cardiovasculares, danos aos rins e possibilidade de formagdo de
calculos renais (SAUTIN; JOHNSON, 2008; AZEVEDO et al., 2017, RODDY; CHOI, 2014;
BORGUI et al., 2022; CUI et al., 2022).

O agravamento ou comprometimento dos rins derivado do elevado teor de acido
urico no corpo humano (superior a 6 mg/dL) ocorre devido ao aumento da funcdo renal. O
excesso de acido urico ¢ excretado pelos rins, o que a longo prazo acaba sobrecarregando-o e
comprometendo-o propiciando o surgimento de problemas renais (ZHANG, 2006;
LIPKOWITZ, 2012).

Com o objetivo de combate ao agravamento da hiperuricemia e gota, farmacos
reguladores da enzima xantina oxidase foram sintetizados, baseando-se no modelo de inibicao
enzimdtica (STOCKER et al, 2012; AZEVEDO et al., 2017). Esse processo retarda a sintese
de 4cido trico, minimizando os efeitos da hiperuricemia. O mecanismo de inibi¢ao enzimatica
¢ a forma como os principais farmacos de combate a gota agem no organismo humano, como
o alopurinol e o febuxostate (AZEVEDO et al., 2017).

Os dados da literatura informam que compostos polifendis apresentam
significativa ac¢do de inibi¢do dessa enzima (NILE et al., 2016; YAO et al., 2022; YANG et al.,
2023). O mesmo procedimento foi realizado nesta pesquisa para analise de inibicdo da
formag¢do de 4acido urico, a partir da agdo da enzima xantina oxidase na oxidacdo de
hipoxantina. Como controle positivo foi utilizado o padrdo mangiferina, que tem sua férmula

estrutural apresentada pela figura 9:
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Figura 9 — Férmula estrutural do padrao mangiferina.

H OH
HO © ©
HO O
HO OH
HO |
OH

Fonte: Autor (2023).

O sistema de analise antioxidante e de inibicdo da enzima xantina oxidase

utilizado nesta pesquisa ¢ apresentado pela figura 10:

Figura 10 — Esquema reacional dos ensaios de inibi¢do enzimadtica e antioxidante frente ao

sistema hipoxantina/xantina oxidase.
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Fonte: Autor (2023).
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E possivel observar a formagdo de radicais superoxido e perdxido de hidrogénio
derivado do processo de oxidacdo da hipoxantina e xantina a dcido urico em meio contendo
agua e gas oxigénio. O radical superoxido sofre oxidacao pela agdo do completo Felll/EDTA,
liberando gas oxigénio ¢ o complexo reduzido Fell/EDTA. Em seguida o complexo reduzido
reage com peroxido de hidrogénio restituindo a estrutura inicial do complexo Felll/EDTA,
agindo como catalisador, e ocorre liberacdo de radicais hidroxila para o meio reacional. Os
radicais hidroxila gerados no processo oxidativo interage com o acido salicilico presente no
sistema formando os acidos 2,5 e 2,3-dihidroxibenzoico (MARQUES, 2017).

Por tanto, pode-se concluir que o ensaio envolve dois processos quimicos:
inibicdo da enzima xantina oxidase e captura dos radicais hidroxila. A inibi¢do da enzima
pode ser determinada analisando-se a capacidade de um extrato ou padrdo em inibir a
formagdo de acido urico. A capacidade antioxidante neste método esta relacionada com a
competicdo com o acido salicilico pelos radicais hidroxila, visando a inibi¢do de formacgao

dos acidos 2,5 e 2,3-dihidroxibenzoico (MARQUES, 2017).

3.4 Relagao entre a enzima a-glicosidase e a doenca diabetes mellitus do tipo 2 (DM2): os

riscos da hiperglicemia e perspectivas farmacoldégicas para o seu tratamento

Acgucares, gorduras e proteinas sdo as trés fontes de energia oriunda da
alimentagdo. Sdo essenciais para o pleno desenvolvimento do organismo humano, e sua
metabolizacdo ocorre pela agdo de enzimas especificas (NELSON; COX, 2014).

Os actcares, polissacarideos ou hidratos de carbonos sdo a fonte primaria de
energia, sendo obtida na forma de biomoléculas a partir dos alimentos sob a forma de acgtcar
ou amido (NELSON; COX, 2014). Devido a complexidade de metabolizacdo de
macromoléculas, as enzimas a-glicosidases sdo essenciais para a absor¢do dos nutrientes.
Essas enzimas sdo responsaveis pela realizacdo de reagdo de hidrélise dos polissacarideos,
formando mono e dissacarideos que sdo absorvidos pelo intestino (ABBAS; AL-HARRASI;
HUSSAIN, 2017; NASCIMENTO, 2022). Porém, a elevada ingestdo de agucares acarreta um
aumento do indice de glicose pds-prandial na corrente sanguinea, condi¢do essa denominada
de hiperglicemia (NASCIMENTO, 2022).

As principais formas de diabetes mellitus sdo do tipo 1 e 2, sendo a primeira uma
doenca autoimune derivada da destruicdo de células B do pancreas impedindo a formacgao de
insulina, necessaria para controle do indice hiperglicémico e da cetoacidose diabética

(GROSS et al, 2002; NASCIMENTO, 2022). Ja a diabetes do tipo 2 (DM2), observada em
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90% dos casos de diabetes, ndo apresenta resposta autoimune do organismo (GROSS et al,
2002).

O quadro clinico de um paciente diagnosticado com diabetes pode desencadear o
surgimento ou agravar outros disturbios associados como aumento de riscos de doengas
cardiovasculares, aterosclerose, obesidade, doengas hepaticas relacionadas a indices de
gordura e processos inflamatdrios devido ao estresse oxidativo derivado da hiperglicemia

(GROSS et al., 2002; NASCIMENTO, 2022; AL-ISHAQ et al., 2019).

O estudo reacional de inibi¢do da reacao de hidrélise de carboidratos pela agdo da

enzima a-glicosidase utilizada nesta pesquisa ¢ apresentada pela figura 11:

Figura 11 — Reagdo de hidrolise do p-NPG pela enzima a-glicosidase.

OH
OH
O -
OH 0 - 0 0
+ a-glicosidase N
) N + HO — OH + HO N
OH N\ 2 \\
OH 0] OH OH 0]
HO

p-NPG D-glicose p-NP

Fonte: Autor (2023).

O reagente p-NPG (p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo) ¢ utilizado como substrato
inicial da reacdo que ¢ hidrolisado pela enzima a-glicosidase. Essa rea¢do proporciona a
quebra e liberag@o para o meio reacional de uma molécula de glicose e formagao do p-NP (p-

nitrophenol - p-nitrofenol) que apresenta coloracdo amarelada.

Objetivando diminuir o indice de agucar na corrente sanguinea pods-prandial,
pesquisas apontam que o estudo de moléculas ou extratos capazes de inibir a enzima ao-
glicosidase seja um mecanismo promissor (FENG et al., 2022). Esta acdo tem como principio
a diminui¢do da velocidade de absorcdo dessas moléculas, visando diminuir o impacto

causado em pacientes portadores de diabetes do tipo 2.

Como controle positivo de inibicdo enzimatica foi utilizado o medicamento
acarbose, que apresenta como mecanismo de a¢do no organismo humano a inibi¢do da enzima
a-glicosidase (TSUNODA et al., 2022). A figura 12 a apresenta a estrutura quimica da

acarbose:
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Figura 12 — Estrutura quimica do medicamento acarbose.
OH

HO,, OH

Fonte: Autor (2023).

3.5 A Doenca de Alzheimer: busca por inibidores reversiveis da acetilcolinesterase

Estudos recentes apontam que a doenga de Alzheimer (DA) atinge cerca de 60%
de toda a populagdo idosa acima de 60-65 anos (SHARMA; SINGH, 2023). A condigao
clinica de deméncia j4 atingiu mais de 50 milhdes de pessoas em todo o mundo, sendo 60-
70% desses casos relacionados a DA. Referéncias indicam que o nimero de pacientes
portadores de DA em algum estagio possa dobrar a cada 20 anos até 2050 (COELHO et al.,
2018; SCHELTENS et al., 2016).

A condi¢do bioquimica observada na doenca de Alzheimer estd relacionada aos
baixos indices de neurotransmissores, como a acetilcolina, nas terminagdes nervosas,
prejudicando a transmissdo de informagdes entre os neurdnios, tornando evidente o
aparecimento dos primeiros sinais de déficit cognitivo (TREVISAN; MACEDO, 2003).
Como alternativa para viabilizar e beneficiar a fun¢do colinérgica do cérebro, pesquisas
apontam que a elevagdo dos niveis de acetilcolina pode frear os danos observados no processo
cognitivo dos portadores da doenca (TREVISAN; MACEDO, 2003). Partindo deste principio,
inibidores reversiveis da acetilcolinesterase sao essenciais para a manutencao do indice de
neurotransmissores, mecanismo este presente nos principais farmacos utilizados no

tratamento da doenga como a galantamina e donepezil (FORLENZA, 2005).
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Segundo TREVISAN; MACEDO (2003), espécies inibidoras da acetilcolineste-
rase aumentam a funcdo colinérgica do sistema nervoso. Por tanto, o uso de plantas
medicinais que apresentam essa propriedade pode ser utilizada como tratamento alternativo
dessa enfermidade. Nesta pesquisa foi utilizado o padrao eserina como controle positivo de

inibicdo enzimatica, que apresenta a estrutura quimica representada pela figura 13.

Figura 13 — Formula estrutural do padrao eserina.

Fonte: Autor (2023).

Esta pesquisa utilizou o método proposto por Ellman et al. (1961), modificado
para CCD por Rhee et al. (2001). Trata-se de um método colorimétrico de analise de inibig¢ao
da enzima acetilcolinesterase, nesse caso pela acdo dos constituintes de extratos de cones e
pellets de ltpulo. Na reacdo, a acetiltiocolina € utilizada como substrato inicial da reacdo, que
pela a¢do da enzima acetilcolinesterase sofre hidrolise formando 4cido acético e tiocolina. A
tiocolina interage com o reagente de Ellman presente no meio formando o anion 5-tio-2-
nitrobenzoato, que apresenta coloragdo amarelada. O esquema reacional da a¢do da enzima

acetilcolinesterase € apresentado na figura 14:
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Figura 14 — Processo reacional de conversao da acetiltiocolina no anion 5-tio-2-nitrobenzoato

pela agdo da enzima acetilcolinesterase e reagdo com DTNB.

CHs, CHs (|)|
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| | | 3
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S NO,
o
O —O0
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5,5’ -ditiobis-2-nitrobenzoato (DTNB)

H3C —/_S
~ 4 \ .
HaC"T S NO, + S NO,
CH,4
—O —O0
o

o

2-nitrobenzoato-5-mercaptotiocolina 5-tio-2-nitrobenzoato (coloragdo amarela)

Fonte: Autor (2023).

3.6 Teor de Fenolicos Totais (TFT)

Um método amplamente relatado na literatura de quantificagdo dos compostos
fenolicos presentes em extratos vegetais ¢ o0 método de Folin-Ciocalteu (F-C), no qual utiliza-
se um reagente denominado de reagente de Folin-Ciocalteu, que apresenta em sua composi¢ao
acidos fosfotungstico e fosfomolibdico, com coloragdo amarela devido a presenga do
complexo NaxMo00O4-2H>0, nos quais o molibdénio apresenta estado de oxidacdo +6 (VI)
(NASCIMENTO, 2019). Esses acidos reagem com compostos fendlicos em um processo de
oxirreducdo, em meio basico, devido a presenca de carbonato de sdédio, formando o complexo
de molibdénio-tungsténio [(PMoW1104)*], que apresenta coloracdo azul, no qual os metais
apresentam estado de oxidagdo médio entre +5 (V) e +6 (VI) (NASCIMENTO, 2019).

Segundo Cicco et al. (2009), a quantificagdo das absorbancias no ensaio de F-C, podem ser
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determinadas num intervalo de 700-760 nm.

O 4cido gélico ¢ frequentemente utilizado como controle positivo no ensaio de
determinagdo do teor de fenolicos totais pelo método de F-C, representando os resultados
obtidos para as amostras em equivalente de 4cido galico por massa de extrato (mg EAG g™)
(GULCIN, 2011). A figura 15 ilustra a reacdio do 4acido gilico com o reagente de Folin-

Ciocalteu em meio basico:

Figura 15 — Esquema reacional do método Folin-Ciocaulteau.
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O 40 O 40
6+ 5+ +
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Fonte: Autor (2023).
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4 METODOLOGIA

Essa se¢do ¢ destinada para descrever todos os reagentes, os equipamentos € oS

procedimentos experimentais realizados nesta pesquisa.

4.1 Lista de Reagentes

Agua deionizada; hexano, metanol e acetonitrila adquiridos de Bio-Grade®
(Durham, Estados Unidos); acido cloridrico e bicarbonato de s6dio de Synth® (Diadema, Sao
Paulo); sulfato de magnésio de Exodo Cientifica® (Sumaré, Sdo Paulo); acido acético e
cloreto de magnésio de Dindmica (Indaiatuba, Sdo Paulo); reagente de Folin-Ciocalteu da
Merck® (Darmstadt, Alemanha); cloreto de sddio de Neon (Suzano, Sdo Paulo); fosfato de
potassio monobasico e dibasico, hipoxantina, cloreto férrico hexahidratado, acido salicilico,
acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), DPPH" (1,1-difenil-2-picrilhidrazil), ABTS™" [2,2’-
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)], p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NPG),
iodeto de acetiltiocolina, acido 5,5’-ditiobis(2-nitrobenzoico) - DTNB, albumina sérica bovina
fragdo V, Tris/HC(, xanthohumol, mangiferina, xantina oxidase de leite bovino, a-glicosidase
(Saccharomyces cerevisiae) e acetilcolinesterase (Electrophorus electricus) todos obtidos de
Sigma-Aldrich® (Saint Louis, Estados Unidos); acarbose (Glucobay®) da Bayer®
(Leverkusen, Alemanha); extrato de Calibra¢do Internacional de Lupulo ICE-4 (mistura

padrao de 4cidos amargos, pureza 69,2%) foi obtido de Labor Veritas (Zurique, Suica).

4.2 Preparo de solucdes-tampéao

A solugdo-tampao fosfato de potassio (pH = 6,6) foi utilizada como solvente no
ensaio antioxidante de radicais hidroxila e de inibi¢do da enzima xantina oxidase. Para o
preparo de 500 mL de solugdo-tampao foi pesado 73,0 mg de acido etilediaminotetracético
(EDTA), 32,7 mg de cloreto férrico hexahidratado, 20,5 mg de hipoxantina, 138,0 mg de
acido salicilico e em seguida adicionou-se 4dgua deionizada para solubilizacdo dos
constituintes e transferiu-se a solugdo para um baldo volumétrico de 500 mL. Em seguida,
adicionou-se 19,05 mL de uma solu¢do de KoHPO4 (1 mol L) € 30,95 mL de uma solugio de
KH>PO4 (1 mol L), aferiu-se o baldo volumétrico com 4dgua deionizada e manteve-se o
sistema em agitagdo magnética, por um periodo de 3 h.

Para o ensaio de inibi¢do da enzima a-glicosidase, utilizou-se como solvente a
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solugdo-tampdo fosfato de potassio 50 mmol L (pH = 6,8). Para o preparo solubilizou-se
3,696 g de fosfato de potdssio monobasico (KH2POs) e 3,978 g de fosfato de potéssio
dibasico (KoHPO4) em agua deionizada, e em seguida aferiu-se a solucdo em um baldo

volumétrico de 1.000 mL.

4.3 Material vegetal

Pellets comerciais, de duas variedades de flores de Iupulo (Saaz - Hallertau® e
Herkules - Barth-Haas Group®), foram comprados em loja de insumos cervejeiros na cidade
de Fortaleza (Brasil), possuindo mais de 2 anos de estocagem até o periodo de analise.

Cones de lupulo da cultivar Chinook (Chinook-1: plantas maturas / Chinook-2:
primeira floragdo) e Cascade (primeira floragdo), foram fornecidas por dois integrantes da
Associagdo Brasileira de Produtores de Lupulo (Aprolipulo®), com suas plantacdes nas
cidades de Brasilia (Distrito Federal) — referente a variedade Chinook-1, e Monte Alegre (Rio
Grande do Norte) — referente as cultivares Chinook-2 e Cascade. As amostras foram recebidas
em embalagens metalizadas seladas a vacuo, com umidade entre 8 - 12 % (m/m). Estes cones
foram coletados em plantas replicadas de mudas importadas com certificagdo e registro no
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), adquiridas do viveiro Lapulo
Ninkasi® (Teresopolis, Brasil). Todas as amostras foram mantidas refrigeradas a 5 °C até

periodo de analises.

4.4 Obtenc¢ao dos extratos em hexano e em metanol via sistema Soxhlet

Os extratos das diferentes cultivares foram obtidos utilizando-se 10 g dos
materiais vegetais secos e triturados através de sistema Soxhlet. Inicialmente foi realizada a
extracdo dos 4acidos amargos com hexano (150 mL), mantendo-se o sistema em
funcionamento por 3 h. Realizou-se o procedimento com o solvente hexano 3 vezes. Em
seguida as substancias polifenolicas, entre elas o xanthohumol, foram extraidas utilizando
metanol (150 mL). As solucdes (em hexano e em metanol) foram concentradas através de
evaporador rotativo e secas com fluxo de nitrogénio constante a temperatura ambiente. A
extragdo com o solvente metanol foi realizada por trés vezes (Marques et al., 2015).

A figura 16 ilustra os procedimentos realizados para a obtencao dos extratos:
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Figura 16 — Fluxograma do processo de obteng@o dos extratos por extra¢do exaustiva.
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Extrato Residuo
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Fonte: Autor (2023).

4.5 Teor de Fenolicos Totais — Método de Folin-Ciocalteu

Nesta pesquisa foi realizada uma adaptagdo ao método proposto por Cicco et al.
(2009), objetivando menores gastos com reagentes produzindo sistemas em microtubos tipo
Eppendorfs. Inicialmente foram preparadas solucdes dos extratos em metanol das variedades
de lupulo analisadas (1 mg mL"), sendo entdo adicionadas aos microtubos 100 uL de solugio.
Em seguida adicionou-se 500 pL do reagente de Folin-Ciocalteu 10%, realizando agitacdo em
vortex por 1 min para melhor solubiliza¢do do sistema. Para iniciar a reagao, adicionou-se 400
pL de uma solucdo de carbonato de sddio (Na2COs) 7,5% e iniciou-se a incubacao a 40 °C por
20 min sem agitacao.

Apos o periodo de incubagdo, coletou-se 100 pL de cada sistema em triplicata e
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transferiu-se para uma microplaca para posterior leitura no espectrofotometro ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay — Biotek, Winooski, Estados Unidos), com o objetivo de
determinar a absorbancia no comprimento de onda 740 nm.

O mesmo procedimento foi realizado com o padrdo acido gélico em distintas
concentragdes (2.500 - 19,53125 ug mL™!), e em seguida construiu-se uma curva de calibracio
para determinacdo dos teores de fendlicos totais em mg de equivalente de acido galico por
grama de extrato (mg EAG g™!).

Através deste ensaio foi possivel entdo efetuar comparagdes entre as variedades
do lupulo e os valores de teor de fenolicos totais e corroborar com os resultados provenientes

dos ensaios antioxidantes. O procedimento experimental ¢ representado pela figura 17:

Figura 17 — Fluxograma do teste de determinag@o do Teor de Fenolicos Totais.
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Fonte: Autor (2023).
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4.6 Ensaio antioxidante de combate ao radical DPPH’

Inicialmente foi preparada uma solugdo estoque do radical DPPH® com
concentragdo 400 pmol L', visando o menor impacto da degradacio do radical ao longo do
tempo. Os procedimentos foram realizados conforme descreve Marques et al. (2015) com

modificagdes, nas quais a solugio de radical foi diluida para a concentracdo de 200 umol L.

Na microplaca adicionou-se 20 pL de solugdes em metanol das amostras em
distintas concentragdes (0,015625 — 1 mg mL™! para os padrdes e extratos das variedades
Herkules e Chinook-1 e 0,0625 — 4 mg mL™! para os extratos das cultivares Chinook-2, Saaz e
Cascade) em triplicata. A reagdo foi iniciada pela adicao de 180 pL da solugdo metanodlica do
radical DPPH" em todos os pogos da microplaca, por um periodo de 30 min na auséncia de luz,
realizando-se posteriormente a analise em 515 nm em um espectrofotdometro ELISA,
comprimento este no qual ¢ maxima a absorcdo do radical em analise (MARQUES et al.,
2015). Além disso, devido a possibilidade de os extratos interferirem no valor da absorbancia
medido pelo espectrofotdmetro, foram realizados brancos para todas as concentracdes das
amostras, sendo esse valor entdo descontando do valor medido do sistema contendo a solugao
dos extratos e o radical DPPH", podendo entdo ser calculado o real valor de absorbancia do
radical.

A porcentagem de inibi¢do do radical DPPH" pelos extratos foram calculados
tendo como base os valores de absorbancia medida no ELISA. A porcentagem ¢ calculada

como:

Equagdo 1 — Célculo da determinagao do percentual de inibi¢ao de radical DPPH".

Inlblgﬁo (%). ABS DPPH.controle - ABS DPPH.sistema /ABS DPPH.controle
Fonte: Autor (2023).
O BHT foi utilizado como padrdo positivo neste ensaio € os calculos de ICso para

determinagdo da capacidade antioxidante foram realizados utilizando o software Origin 9,5®.

A figura 18 ilustra o procedimento realizado para esta andlise antioxidante:
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Figura 18 — Fluxograma representativo do ensaio antioxidante DPPH".
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Fonte: Autor (2023).

4.7 Ensaio antioxidante de combate ao radical ABTS

Para determinacdo da capacidade antioxidante frente ao radical ABTS™, realizou-
se uma adaptacdo do método proposto por Torres et al. (2017). O radical sintetizado foi obtido
a partir da reacdo de 5 mL de solugdo aquosa de ABTS (7 mmol L") com 88 uL de solucdo de
perssulfato de potassio (140 mmol L) por 16 h na auséncia de luz (TORRES et al., 2017).

Adicionou-se 20 pL de solucdo metandlica dos extratos e padrdes em sete
distintas concentragdes (0,015625 — 1 mg mL™! para os padrdes e extratos das variedades
Herkules e Chinook-1 e 0,0625 — 4 mg mL™! para os extratos das cultivares Chinook-2, Saaz e
Cascade) em microplacas, seguido da adicdo de 180 pL de solucdo metanolica de radical

ABTS'" e posterior analise por espectrofotometria (ELISA), no comprimento de 734 nm.

Os calculos dos percentuais de inibigdo do radical ABTS™ foram realizados

baseando-se nos valores de absorbancia medidos no ELISA para cada sistema do ensaio:
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Equagdo 2 — Calculo da determinagdo do percentual de inibi¢do do radical ABTS™.

Inlbl@ﬁo (%): AB S ABTS.+c0ntrole - AB S ABTS.+Sistema / ABS ABTS.+controle

Fonte: Autor (2023).

O antioxidante comercial BHT foi utilizado como controle positivo ¢ os célculos
de ICso foram realizados utilizando o software Origin 9,5®. O processo metodolégico do

ensaio ABTS™" ¢ ilustrado pela figura 19:

Figura 19 — Fluxograma de andlise do potencial antioxidante de sequestro do cation radical

ABTS™.
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Fonte: Autor (2023).
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4.8 Ensaio antioxidante de combate ao radical hidroxila e de inibicio da enzima xantina

oxidase

Para realizagao do procedimento de andlise do potencial antioxidante frente aos
radicais hidroxila e de inibi¢do da enzima xantina oxidase, utilizou-se como solvente do meio
reacional uma solugdo-tampao fosfato de potassio (pH = 6,6), que contém em sua composicao
acido etilediaminotetracético (EDTA), cloreto férrico hexahidratado, hipoxantina e &cido

salicilico.

Os ensaios relacionados a andlise antioxidante utilizando o sistema
hipoxantina/xantina oxidase baseia-se na inibi¢do de formac¢ao dos acidos 2,5 ¢ 2,3-DHBA
(dihydroxybenzoic acid - 4cido dihidroxibenzoico). Para andlise da capacidade antioxidante
dos extratos frente a este sistema preparou-se inicialmente solugdes metandlicas de
concentracio de 10.000 ug mL™!, para todos os extratos/padrdes e 1.000 ug mL™!, para o
xanthohumol, e em seguida coletou-se volumes pré-determinados (10, 25, 50, 100, 250 e 500
uL), adicionou-os em microtubos tipo Eppendorfs e o sistema entdo foi deixado sob a
bancada a temperatura ambiente por 24 h para completa evaporacdo do solvente, obtendo
entdo massas especificas dos extratos (OWEN et al., 2000, MARQUES et al., 2015;
MARQUES, 2017).

Apos a secagem completa do solvente, adicionou-se 1 mL de tampao fosfato (pH
= 6,6) e homogeneizou-se a nova solu¢do em vortex por 1 min e banho ultrassonico por 10
min, para maximizar a solubilizagdo do extrato. Ap6s o periodo de solubilizacdo, adicionou-se
10 uL da enzima xantina oxidase (18 mU mL™) e utilizou-se o vértex por 10 s em cada
sistema para solubiliza¢do da enzima. Realizou-se a incubagao das amostras por 3 h, 450 rpm
e 37 °C, e ao final do processo adicionou-se 10 pL de acido cloridrico concentrado para
inativacao da enzima (OWEN et al., 2000; MARQUES et al., 2015; MARQUES, 2017).

Apds o periodo de incubacdo todos os microtubos tipo Eppendorfs foram
centrifugados a 13.000 rpm durante 5 min e em seguida coletou-se 100 pL do sobrenadante
para analise no CLAE-DAD no comprimento de onda de 325 nm. Em relagdo as condigdes
operacionais do equipamento, foi utilizado um volume de inje¢dio de 1 mL min! e o volume
de inje¢do utilizado foi de 10 pL. A fase movel utilizada foi uma mistura de metanol
(solvente A) e acido acético 2% (solvente B) com fluxo em gradiente.

O célculo para medicao do valor dos percentuais de inibi¢ao dos 2,5 e 2,3-DHBA

se baseou na seguinte equacao:
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Equacdo 3 — Calculo da determinagdo do percentual de inibi¢do de DHBA.

Inibigao (%): Concentragdo DHBA controle — Concentracdo DHB Asistema / Concentragao

DHBAcontrole
Fonte: Autor (2023).

Ap6s o célculo dos percentuais de inibicdo dos DHBA, utilizou-se esses valores e
os de concentragdes dos extratos nos sistemas para realizacao dos calculos de ICso, em pg mL"
1

Os ensaios de analise de inibi¢do da enzima xantina oxidase foram realizados
utilizando o mesmo sistema para a andlise do potencial antioxidante, baseando-se na
quantificagdo de acido urico formado no final do processo. As condigdes reacionais utilizadas
foram iguais as de andlise antioxidante descritas anteriormente, diferindo apenas na
substancia de andlise, o acido urico. A quantificacdo deste foi realizada a 278 nm no CLAE-
DAD, e os calculos para determinagdo de inibi¢do da enzima foram realizados em termos de
concentracdo de acido urico observada em solugdo no final da incubacao para cada sistema
quando comparados ao controle.

As condigdes operacionais do cromatografo liquido utilizadas para os ensaios de

capacidade antioxidante e de inibi¢do da enzima xantina oxidase sdo descritas pela figura 20:
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Figura 20 — Configuragdes do cromatdgrafo liquido acoplado a detector de arranjo de diodos

para andlises frente ao sistema hipoxantina/xantina oxidase.

U Coluna de fase reversa: C-18 (Agilent eclipse plus)

- Dimensdes: 4,6 x 100 mm
- Preenchimento: 3.5 pm

U Detecgéo: 278 e 324 nm.

O Injegdo: 10 uL de solugdo (1 mL min'!).

0%

100%

U Fases moveis: dcido acético 2% (AA) e

metanol. 20% 80%
40% 60%
0% 100%
75% 25%

Fonte: Autor (2023).

Os percentuais de inibi¢do de acido Urico foram calculados de acordo com a

equacao a seguir:

Equagdo 4 — Calculo do percentual de inibi¢cao da enzima xantina oxidase.

Inibi¢do (%): Concentragdo AUcontrole — Concentragdo AUsistema / Concentragdo AUcontrole

Fonte: Autor (2023).

Dessa forma, obtendo-se os valores de inibicdo ¢ os valores de concentragdao dos
extratos em cada sistema, realizou-se um grafico de percentual de inibi¢do de acido urico por
concentracdo de solugdo dos extratos para determina¢do do valor de ICso. A figura 21

apresenta um fluxograma das etapas envolvidas na realiza¢do dos ensaios:
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Figura 21 — Fluxograma da analise frente ao sistema hipoxantina/xantina oxidase.
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Fonte: Autor (2023).

4.9 Ensaio de inibi¢do da enzima a-glicosidase

O procedimento de analise inibitéria da enzima a-glicosidase foi realizado
conforme descreve Nascimento et al. (2023), com pequenas alteracdes. A solugdo-tampao
fosfato de potassio com pH = 6,8 foi utilizado como solvente no ensaio de inibi¢do da enzima
a-glicosidase. Os reagentes utilizados para o procedimento experimental foram o reagente p-
nitrofenil-o-D-glicopiranosideo (p-NPG) com concentragio 1 mmol L', a enzima a —

glicosidase com concentracdo 1 U mL™! e uma solu¢do aquosa 10% de bicarbonato de sédio
(NaHCO:3).
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Para realizacdo dos ensaios de inibi¢do da enzima a-glicosidase foram preparadas
solugdes em diferentes concentragdes na solucao-tampao dos extratos/ICE-4 (15,625 — 1.000
png mL™1), do xanthohumol (3,90625 — 250 pg mL!) e do medicamento acarbose (78,125 —
10.000 pg mL1).

Inicialmente, no processo denominado de pré-incubacdo, adicionou-se em
microtubos tipo Eppendorf 20 puL dos extratos em diferentes concentragdes e 20 uL. da enzima
a-glicosidase, seguido de ambientacdo por 5 min para permitir uma completa dissolugdo de
todos os componentes.

Ap6s o intervalo de 5 min, adicionou-se em cada um dos microtubos 40 pL do
reagente p-NPG para assim dar inicio a reacdo, sendo essa etapa do processo denominada de
incubacdo, realizado em um periodo de 30 min a 37°C, sem agita¢do. Apos o periodo de 30
min foi adicionado 100 uL de uma solugao de bicarbonato de sddio 10% em todos os sistemas
para finalizagdo da rea¢do de hidrolise. Por fim, coletou-se 100 pL. de solugdo de cada
microtubo para leitura no espectrofotometro ELISA em 405 nm, para determinagdo do valor
de absorbancia, da porcentagem de inibigdo e dos valores de ICso. E importante a realizagdo
neste mesmo ensaio de um branco, para cada valor de concentragao dos extratos/padroes, para
assim analisar se o reagente p-NPG e os extratos/padroes interferem nas medidas de
absorbancia. A porcentagem de inibicdo das amostras foi determinada conforme apresenta a

equacao 5:

Equagdo 5 — Célculo do percentual de inibi¢do da a-glicosidase.

InlleZNlO % = ABScontrole — ABSsistema / ABScontrole
Fonte: Autor (2023).

Para determinacao do valor de ICso, plotou-se um grafico de inibicdo pela
concentragdo de extrato no sistema para comparacdo da eficacia de inibi¢do dos extratos com
o medicamento acarbose, o controle positivo do ensaio. O procedimento experimental

realizado € representado pela figura 22:
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Figura 22 — Fluxograma do ensaio enzimatico de inibi¢do da a-glicosidase.
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Fonte: Autor (2023).

4.10 Ensaio de inibicao da enzima acetilcolinesterase

A metodologia utilizada nesta pesquisa para realizacdo da andlise de inibi¢do da
enzima acetilcolinesterase, baseou-se no procedimento proposto por Ellman et al. (1961), e
modificado por Rhee et al. (2001) para anélise em placas de CCD. Trata-se de um método
qualitativo de rapida analise para selecdo de amostras com atividade anticolinesterdsica. Os
compostos quimicos que apresentam inibi¢do desta enzima, sdo indicados pela literatura como
possiveis produtos farmacoldgicos para o tratamento da doenga de Alzheimer (TREVISAN;
MACEDO, 2003).

Preparou-se uma solu¢do 50 mmol L' de tampao Tris/HCI a partir da dilui¢do de
12,5 mL de solugdo padrdo 1 mol L' para 250 mL com 4gua deionizada (solu¢do 1). Em

seguida, diluiu-se 100 mg de albumina sérica bovina fragdo V em 100 mL da solugdo 1
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obtendo uma nova solu¢do com concentragdo 0,1% de BSA fracdo V (solugdo 2), que foi
utilizada para solubilizacdo da enzima acetilcolinesterase (100 U mL'). Solubilizou-se
também em 100 mL da solug¢do 1 os valores de massa iguais a 0,584 g de NaCl e 0,406 g de
MgCl-6H>O (solugdo 3), para posterior solubilizacdo do reagente de Ellman - DTNB. As
solucdes de iodeto de acetilcolina e do reagente de Ellman, ambas em concentragdo 1 mmol
L', foram preparadas dissolvendo 14,459 e 19,818 mg dos reagentes, respectivamente, em 50
mL de 4gua deionizada e 50 mL da solucdo 3, nessa ordem, em diferentes baldes volumétricos.
Por fim, utilizou-se a solugdo 2, para dissolver a enzima, diluindo 100 puL da enzima 100 U
mL! em 1.600 pL de solugio BSA V (0,1%) obtendo uma solugdo com concentragdo final de
enzima acetilcolinesterase igual a 6,25 U mL"".

Inicialmente adicionou-se 5 pL das solu¢des metanolicas de extratos e do ICE-4,
10 mg mL"!, e xanthohumol, 1 mg mL"!, em uma cromatoplaca. Em seguida, apés completa
evaporacao do solvente, foi borrifada uma mistura, na propor¢ao 1:1, das solugdes de iodeto
de acetilcolina 1 mmol L' e reagente de Ellman 1 mmol L' [(Acido 5,5 -ditiobis(2-
nitrobenzoico) - DTNB]. A cromatoplaca foi deixada em repouso para secagem.

A solugdo de enzima acetilcolinesterase (6,25 U mL™) foi borrifada sobre a
cromatoplaca, para inicio de ensaio de andlise inibitoria. Apdés 10 min de procedimento,
observou-se a permanéncia da coloragdo amarelada nos spots das amostras que nao
apresentaram inibi¢do enzimatica, mas foi evidenciado o surgimento de halo branco nas
marcagdes correspondentes as amostras com atividade anticolinesterasica. Os didmetros (mm)
dos halos das amostras e padrdoes que apresentaram acdo inibitoria foram determinados e
comparados com o controle positivo do ensaio, a eserina (1 mg mL™'). A figura 23 ilustra o

procedimento experimental do ensaio de inibi¢cdo da enzima acetilcolinesterase:
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Figura 23 — Fluxograma do ensaio de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase.
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Fonte: Autor (2023).

4.11 Quantificacido quimica de acidos amargos e xanthohumol utilizando extracio

QuEChERS e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE — DAD)

Para quantificagdo quimica das espécies majoritarias presentes nas amostras de
pellets comerciais e flores de lupulo avaliadas neste trabalho, o método de extracao
QuEChERS proposto por Marques et al. (2022) foi aplicado. A massa de 1 g das amostras
foram inseridas em tubos tipo Falcon (50 mL), seguido da adicdo de 7,5 mL de agua
deionizada e agitacao dos sistemas em vortex por 1 min. Apdés 10 min de repouso foram
inseridos 10 mL de acetonitrila (solvente extrator), seguido de agitacdo por 1 min. Em seguida

uma mistura de sais (6,0 g de sulfato de magnésio, 1,5 g citrato monobasico, 1,5 g de cloreto
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de soédio e 0,75 g de citrato basico) foi adicionada para promover a separacao da fase aquosa e
da fase organica (salting out). A solugdo sobrenadante foi coletada e diluida em acetonitrila
(1:10 — 1:20) para posterior andlise cromatografica. A figura 24 representa o procedimento
experimental envolvido na realizacdo da extragdo QuEChERS seguido da andlise em

cromatografo liquido:

Figura 24 — Processo metodologico da extragdo QuUEChERS e determinagao do teor de acidos

amargos e xanthohumol por CLAE-DAD.
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Fonte: Autor (2023).

As curvas padrdo de calibra¢do para a quantificacdo dos acidos amargos (a e P)
foram obtidas a partir de sete solugdes (n = 7) do extrato de calibracdo internacional de lupulo
(ICE — 4) em diferentes concentracdes (0,25 — 4 mg mL™"), e para o xanthohumol foram
preparadas seis solugdes (n = 6) a partir do composto puro (0,006 — 0,18 mg mL™"), ambos os
padrdes dissolvidos em acetonitrila.

As avaliagdes cromatograficas foram realizadas utilizando CLAE-DAD (Agilent
1260 Infinity, Alemanha), equipado com coluna de fase reversa C-18 (Agilent eclipse plus —
3.5 um, 4.6 x 100 mm). A fase movel utilizada nas analises foi composta pelos solventes
metanol (solvente A), solu¢ao aquosa de acido acético 2% (solvente B), com tempo de corrida
cromatografica de 35 min, uma taxa de fluxo de solvente de 1,0 mL min™' e os volumes de
inje¢do utilizados variaram de 10 — 20 pL. A concentragdo dos solventes por tempo de corrida

cromatografica (elui¢do) e as configura¢des do equipamento estdo apresentados na figura 25.
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Figura 25 — Configuragdes do cromatdgrafo liquido acoplado a detector de arranjo de diodos

(CLAE-DAD) utilizado para anélise das flores de ltpulo.

O Coluna de fase reversa: C-18 (Agilent eclipse plus)

- Dimensdes: 4,6 x 100 mm
- Preenchimento: 3.5 pm

U Deteccdo: 257, 278, 324 e 340 nim.
25%

0O Injegdo: 10 uL de solugdo (1 mL min'') 0%

25%

Fonte: Autor (2023).

O cromatografo foi programado para detecgdo dos compostos de interesse em
quatro diferentes comprimentos de onda (254, 278, 326 e¢ 340 nm), nos quais os acidos
amargos apresentaram melhor resolu¢do no comprimento de 326 nm e o xanthohumol em 340
nm, por tanto, estes foram os comprimentos escolhidos para quantificagdo destes compostos.
As curvas padrdo de calibragdo, tratamentos estatisticos ¢ calculos das concentracdes dos

compostos (em g 100g™"), foram realizados usando o software Microsoft Excel 365.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo sera discutida todos os dados obtidos referentes ao método de
extracdo dos acidos amargos e xanthohumol, e aos ensaios para determinacao das

propriedades antioxidantes e farmacoldgicas (de inibicdo enzimética) de extratos de lupulo.

5.1 Analise qualitativa e quantitativa dos constituintes quimicos utilizando

cromatografia liquida de alta performance (CLAE — DAD)

A figura 26 apresenta os cromatogramas obtidos para as solugdes (26a e 26b)
utilizadas na constru¢do das curvas padrdo de calibracdo (ICE-4 e xanthohumol), além dos
extratos obtidos por extracdo QUEChERS das amostras de pellets e cones de lupulo analisadas
neste trabalho (26¢c — 26g). E possivel observar que o método cromatografico aplicado
permitiu a separacdo e identificacdo satisfatoria dos compostos de interesse, considerando os
comprimentos de onda avaliados.

Os acidos amargos: (A) cohumulona - aj, (B) humulona coeluida com
adhumulona - o, (C) colupulona - B1 e (D) lupulona coeluida com adlupulona - B2, aparecem
com picos de elevada intensidade no padrio ICE-4 e em todas as amostras de lupulo
analisadas, com tempos de retengdo compreendidos entre 13 - 16 min. Observa-se 0 mesmo
perfil para o xanthohumol, porém com tempo de reten¢do inferior (= 6 min) aos acidos
amargos, devido sua maior polaridade. Desta forma os cromatogramas evidenciam um perfil
quimico muito caracteristico e similar em todas as amostras analisadas, independente do seu
formato (pellets ou cones), demonstrando que os acidos amargos e o xanthohumol sdo os
constituintes majoritarios nesta parte da planta, principalmente ao atingirem o tempo de
maturagdo, corroborando com dados relatados por Marques et al. (2022). Também sao
observados picos em diferentes tempos de retencdo de espécies que ndao foram objeto de

analise.
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Figura 26 — Cromatogramas dos padrdes e extratos do lupulo: (a) padrdo de acidos amargos ICE-4, (b) padrdo xanthohumol, (c) pellet Herkules,

(d) pellet Saaz, (e) cones Chinook-1, (f) cones Chinook-2, (g) cones Cascade.
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A tabela 3, apresenta os dados estatisticos/analiticos obtidos para as curvas padrao
e os resultados quantitativos (g 100g™) para os acidos amargos e xanthohumol nas diferentes
amostras analisadas por cromatografia liquida. Os dados estao expressos na forma das médias
aritméticas das trés extragdes realizadas com cada amostra (n = 3) com seus respectivos
valores de desvio padrao relativo (RSD%).

A cultivar Herkules ¢ conhecida por apresentar altos teores de a-acidos, muito
utilizadas em receitas cervejeiras de elevado amargor, propriedade expressa em IBU
(International Bitterness Units). Os pellets comerciais analisados desta variedade
apresentaram Giotal (01 + 02) € Protat (B1 + P2) iguais a 8,855 e 1,895 g 100g™!, respectivamente,
correspondendo a cerca de 70% dos valores de referéncia indicados no rétulo. Entre todas as
variedades estudadas, esta foi a que apresentou o maior valor de adcidos amargos totais (Ootalt
Brotat = 10,750 g 100g™). A proporcio de cohumulona (oui/ooral) observada (31,73%) corrobora
com o indicado pelo fabricante, sendo a concentracdo de xanthohumol verificada, muito
expressiva para esta cultivar (2,165 g 100g') e coaduna com o indicativo de
aproximadamente 5% de compostos fendlicos do rétulo.

Nos pellets da variedade Saaz, os quantitativos de Oiotal € Protal (1,847 € 2,245 g
100g") corresponderam a praticamente 80% dos valores de referéncia do fabricante. O
percentual de cohumulona (a1/0otar), foi de 36,54%, superior a faixa de referéncia para esta
variedade (23-28%) e o teor de xanthohumol foi o menor entre todas as amostras (0,010 g
100g") avaliadas. Os pellets (Herkules e Saaz) ja possuiam mais de dois anos de estocagem
até periodo das analises (Safra 2021), indicando boa estabilidade dos compostos de interesse
nas condigdes de armazenamento.

Nos extratos dos cones da variedade Chinook-1 (Brasilia - Brasil), obtidas de
plantas com maior estado de maturacdo, a concentracio de ouoral (6,414 g 100g™!) verificada
correspondeu a mais da metade do esperado para uma planta matura desta cultivar, apds mais
de 1 ano de estocagem, indicando boa adaptagdo a regiio de plantio. E notdria a baixa
concentragio de B-acidos (Brotal = 0,236 g 100g™") em relagdo aos teores Oiotal para esta amostra,
sendo o percentual de cohumulona identificado (21,20%), levemente inferior ao esperado para
esta cultivar. Esta amostra foi a que apresentou os maiores quantitativos de xanthohumol
(2,402 g 100g™") entre todas as amostras avaliadas, demonstrando ser esta variedade uma boa
fonte para obten¢ao deste bioativo de elevado valor comercial em sua forma pura.

O extrato dos cones de Chinook-2, obtidos de plantas de primeira floracdo em
outra regido no Brasil (Monte Alegre — RN), apresentou os compostos de interesse, porém os

valores de oiotal (1,290 g 100g™) € Protar (0,730 g 100g™") foram muito inferiores ao relatado
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para esta cultivar. Os valores de xanthohumol se mostraram mais significativos (0,432 g 100g"
1, indicando que as plantas ainda estdo em processo de adaptacdo a regido de plantio. Os
cones da variedade Cascade apresentaram o menor valor de oot (0,713 g 100g™") em relacio
a todas as amostras, e baixos indices de Brotal (0,311 g 100g™") e xanthohumol (0,083 g 100g™).

Portanto, os resultados demonstram que a variedade Herkules e Chinook-1,
apresentaram os resultados mais expressivos em relagdo aos teores de acidos amargos e de

xanthohumol.
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Tabela 3 — Dados analiticos/estatisticos das curvas padrio e quantificacio em g 100g™! dos 4cidos amargos (o e B) e xanthohumol presentes nas

flores, utilizando extragdo QUEChERS e cromatografia liquida de alta performance (CLAE-DAD).

Composto A tR = Faixa da curva Equacdes R? Pellets comerciais Lipulo Floracéo inicial
(nm) | (min) | padrio (mg mL™) da curva g 100g’! estabilizado g 100g™!
n=7 padrio g 100g!
Saaz Herkules Chinook-1 Chinook-2 Cascade
n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
(%RSD)  (%RSD) (%RSD) (%RSD) (%RSD)
Xanthohumol 340 5,7 0,006 -0,18 y=4497x | 0,999 0,010 2,165 2,402 0,432 0,083
(XN) (n =6) -67,39 (12,86) (4,90) (5,51) (16,98) (13,57)
Cohumulona 326 12,8 0,027 - 0,432 y=10.533x | 0,991 0,675 2,810 1,360 0,345 0,327
(o) —4,4493 (3,14) (4,03) (11,57) (10,25) (15,23)
Humulona + Adhumulona | 326 14,1 0,079 — 1,264 y=10.669x | 0,997 1,172 6,045 5,054 0,945 0,386
(02) -179,51 (6,04) (1,29) (17,31) (20,20) (18,76)
Colupulona 326 15,2 0,032 -0,576 y=7.785x 0,996 1,260 0,955 0,144 0,355 0,145
(B1) - 88,62 (7,86) (21,47) (9,43) (17,92) (13,54)
Lupulona + Adlupulona 326 16,0 0,034 -0,538 y=10.159x | 0,993 0,985 0,940 0,092 0,375 0,166
(B2) —40,358 (7,90) (16,55) (8,99) (14,51) (14,99)
Total 4,102 12,915 9,052 2,452 1,107

Fonte: Autor (2023).
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As figuras a seguir ilustram os espectros ultravioleta (UV) no comprimento de
onda de 326 nm para os acidos amargos, ¢ 340 nm para o xanthohumol, os quais foram
comparados com espectros UV dos padrdes ICE-4, para identificacao dos a e B-acidos, e do
xanthohumol. A comparagao foi realizada apos cadastro dos padrdes na biblioteca espectral do

cromatografo liquido e confirma a presenca dessas substancias nas amostras analisadas.

Figura 27 — Comparacao entre os espectros UV de cohumulona padrao e de um extrato de

lupulo analisados nesta pesquisa.
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Fonte: Autor (2023).

Figura 28 — Comparagdo entre os espectros UV de humulona + adhumulona padrao e de um

extrato de lipulo analisados nesta pesquisa.
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Fonte: Autor (2023).
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Figura 29 — Comparagdo entre os espectros UV de colupulona padrdo e de um extrato de

lupulo analisados nesta pesquisa.
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Figura 30 — Comparagdo entre os espectros UV de lupulona + adlupulona padrio e de um

extrato de lipulo analisado nesta pesquisa.
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Figura 31 — Comparagdo entre os espectros UV de xanthohumol padrdo e de um extrato de

lupulo analisados nesta pesquisa.
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Fonte: Autor (2023).

5.2 Teor de Fenolicos Totais (TFT) e ensaios antioxidantes (DPPH’ e ABTS™)

Os resultados de determinacdo do teor de fendlicos totais realizados segundo o
método de F-C para os extratos em metanol estdo apresentados na tabela 4, sendo os dados
expressos em mg de equivalente de 4cido galico (EAG) g! de extrato. Também estio
apresentados os valores de ICso para as diferentes amostras analisadas nos ensaios

antioxidantes de inibi¢do dos radicais DPPH' e ABTS'".
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Tabela 4 — Dados analiticos/estatisticos dos teores de fendlicos totais e de analise antioxidante

dos extratos e padrdes.

Amostras Fenolicos totais (mg EAG g1) | DPPH" - ICso (ug mL™) ABTS " - ICso (ug mL™)
Extratos em metanol EM /EH EM /EH
(RSD%) (RSD%) (RSD%)
(I) Pellets comerciais
EM EM EH EM EH
Saaz 53,569 446,14 2.225,621 343,186 1.056,956
(1,353) (11,749)  (10,547) | (6,294) (11,522)
Herkules 45,505 578,206 317,263 272,502 187,087
(5,261) (5,175) (8,448) (16,94) (19,848)
(IT) Cones cultivados no Brasil
EM EM EH EM EH
Chinook-1 47,591 531,961 523,31 289,239 215,298
(12,530) (14,447) (7,291) (7,740) (6,703)
Chinook-2 51,360 361,429 1 048,631 | 307,488 637,697
(10,603) 0,777) (3,314) | (15,699) (1,175)
Cascade 22,703 1.977,854 * 923,808 *
(8,210) (7,721) (2,741)
(IIT) Padroes
ICE-4 - 171,464 144,565
(9,556) (5,865)
Xanthohumol * 51,338
- (13,254)
114,797
BHT (17,542) 65,216
(10,096)

* Capacidade inibitoria inferior a 50%.

Fonte: Autor (2023).

Com excecdo do ltpulo Cascade (22,703 mg EAG g'), todos os extratos em

metanol analisados apresentaram significativos valores de fendlicos totais, com maior
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quantitativo para as variedades Saaz (53,569 mg EAG g'), Chinook-2 (51,360 mg EAG g),
seguido de Chinook-1 (47,591 mg EAG g!) e Herkules (45,505 mg EAG g!). Nota-se que os
dois primeiros extratos com maiores teores de fenolicos ndo apresentam os maiores teores de
xanthohumol conforme apresenta a tabela 3, indicando que nessas espécies € ampla a
variedade de compostos fenolicos que ndo foram o estudo alvo desta pesquisa.

A andlise da capacidade antioxidante de inativagdo do radical DPPH" evidenciou
que as espécies com os maiores valores de TFT apresentaram também as melhores atividades
antioxidantes, com destaque para os extratos em metanol Chinook-2 e Saaz, que obtiveram
valores de IC50 iguais a 361,429 e 446,140 ug mL!. Devido ao maior valor de fendis totais
em sua composi¢ao quimica, o extrato em metanol da cultivar Chinook-1 (ICso = 531,961 ug
mL!) foi mais expressivo neste método do que o extrato em metanol Herkules (ICsp =
578,206 ug mL). O extrato em metanol Cascade apresentou a pior agio antioxidante dentre
0s extratos em metanol, corroborando para o menor valor de quantificagdo dos fenolicos pelo
método de F-C.

Conforme apresenta a tabela 4, o padrao xanthohumol ndo apresentou capacidade
inibitoria de 50% do radical e, por tanto, tem sua acdo enfraquecida neste método. Porém,
extratos com elevado teores dessa substancia apresentaram boas agdes de sequestro do radical
DPPH’, evidenciando que o sinergismo entre os compostos fendlicos em um extrato de lupulo
beneficia suas agdes antioxidantes.

Dentre os extratos em hexano, o destaque foi o lupulo Herkules (ICso = 317,263
ng mL™1), seguido das cultivares Chinook-1 (ICso = 523,310 pg mL™), Chinook-2 (ICso =
1.048,631 ug mL™") e Saaz (ICso = 2.225,621 pg mL™"). Esses resultados evidenciam que o
elevado teor de acidos amargos presentes na composi¢do quimica de um extrato confere a
amostra significativa acdo antioxidante. Essa justificativa ¢ elucidada analisando a atividade
antioxidante do padrdo ICE-4, que apresentou a mais promissora a¢do quando comparados
com os extratos e xanthohumol, com valor de ICso = 171,464 pg mL"!, proximo ao controle
positivo do ensaio, o antioxidante comercial BHT (ICso = 114,797 pg mL™). Devido ao baixo
valor de 4cidos amargos em sua composi¢do quimica, o extrato em hexano Cascade nao
apresentou capacidade de inibi¢do proxima a 50% do radical DPPH".

As amostras de lupulo apresentaram também agdo inibitoria frente ao método
ABTS™, no qual os dois extratos em metanol que apresentaram os maiores teores de
xanthohumol em sua composicdo quimica, Herkules (2,165 g 100g™!) e Chinook-1 (2,402 g
100g™!), apresentaram também as melhores capacidades antioxidantes (ICso — 272,502 e

289,239 pg mL! respectivamente). Este resultado corrobora com a analise do padrio
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xanthohumol, que apesar de ndo demonstrar significativa acdo em relagdo ao ensaio DPPH",
apresentou a melhor capacidade antioxidante de estabilizagdo do radical ABTS™ (ICsop =
51,338 ug mL™"), superior ao controle positivo BHT (65,216 pg mL™!).

Os extratos em metanol Chinook-2, Saaz e Cascade também apresentaram agao
antioxidante neste método, com valores de ICso iguais a 307,488, 343,186 € 923,808 pg mL".
Além disso, ¢ importante destacar que para os extratos em metanol, todos os dados referentes
ao ensaio antioxidante ABTS"" foram mais efetivos quando comparados com o método DPPH’,
evidenciando a significativa contribui¢cao do xanthohumol no combate ao radical.

A anélise da a¢do dos acidos amargos como resposta inibitoria do radical ABTS™
também foi determinada, evidenciando uma elevada atividade antioxidante para os extratos
com os maiores teores de 4cidos amargos, Herkules (10,750 g 100g™!) e Chinook-1 (6,65 g
100g™"), apresentando valores de ICso iguais a 187,087 e 215,298 pg mL"!, respectivamente.
Esses resultados evidenciam a elevada a¢do de estabiliza¢do do radical ABTS"" pelo padrio de
dcidos amargos ICE-4 (ICsp = 144,565 pg mL'). Apesar da maior atividade do extrato
Herkules, a variedade Chinook-1 apresentou elevada capacidade antioxidante apesar da
diferenga de concentracdo de 4cidos amargos em sua composi¢do, corroborando para a
existéncia de outros compostos quimicos atuando em sinergismo com os acidos amargos. Isso
exemplifica a melhor atividade antioxidante neste método da cultivar Chinook-2 (ICso =
637,697 ug mL™1), com teor de 4cidos amargos iguais a 2,02 g 100g™!, quando comparado com
extrato em hexano Saaz (ICso = 1.056,956 pg mL™), que apresenta um maior teor de acidos
amargos (4,092 g 100g™). O extrato em hexano Cascade ndo apresentou atividade inibitoria
de 50% neste ensaio, corroborando com os baixos valores de 0Oiotal + Protal €M sua composi¢cao
(1,024 g 100g™).

Por tanto, todos os extratos, com excecdo dos extratos em hexano da variedade
Cascade, avaliados apresentaram a¢do antioxidante, independente do ensaio, o que estd de
acordo com relatos da literatura para outras variedades de lapulo (WU et al., 2020; KESKIN
etal., 2019).
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5.3 Analises de captura do radical hidroxila e inibicio das enzimas xantina oxidase, a-

glicosidase e acetilcolinesterase

Os ensaios de captura dos radicais hidroxila e de inibi¢ao das enzimas xantina
oxidase, a-glicosidase e acetilcolinesterase foram realizados para as amostras mais ativas nos
ensaios DPPH" e ABTS', para demonstracdo da significativa a¢do dos extratos e dos padrdes
ICE-4 ¢ xanthohumol em outros sistemas antioxidantes e de inibi¢do enzimatica, conforme

apresenta a tabela 5.



Tabela 5 — Dados analiticos obtidos a partir das analises de inibi¢ao enzimatica.
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Ensaios de inibicio

Radical hidroxila Acido iirico a-glicosidase Acetilcoli-
Amostras n=2 n=2 n=3 nesterase
I1Cso — pg mL™! ICs0 — pg mL™! 1Cso — pg mL™! (mm)
(RSD%) (RSD%) (RSD%)
(I) Pellets comerciais e cones cultivados no Brasil
EM EH EM EH EM EH EM EH
Herkules 1.494,345  2.276,029 2.446,075 * 239,344 177,182 *E 9
(5,694) (21,696) (2,347) (6,100) (2,729)
Saaz * * * * 90,990 313,816 wE 7
(12,430) (12,840)
Chinook-1 2.889,708  2.457,315 2.437,772 * 35,339 127,091 wE 8
(2,718) (2,115) (4,222) (3,873) (3,662)
(IT) Padroes
ICE-4 2.957,723 5.213,415 183,081 6
(4,006) (2,934)
Xanthohumol 225,241 * 13,184 **
(7,802) (10,047)
Mangiferina 711,433 521,804 - -
Acarbose - - 370,540 -
(2,871)
Eserina - - - 9

*Capacidade inibitoria inferior a 50%.

**Nao foi observada a formagdo de halo branco no ensaio de inibi¢ao da acetilcolinesterase.

Fonte: Autor (2023).

As andlises da capacidade de sequestro dos radicais hidroxila evidenciaram

novamente a acdo antioxidante dos extratos, nos quais as amostras com o0Os maiores

quantitativos de 4cidos amargos e xanthohumol (Herkules — ICso = 1.494,345 pg mL' e
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Chinook-1 — ICso = 2.889,708 ug mL!), se mostraram as mais eficientes, principalmente os
extratos em metanol (EM). Os extratos em hexano Herkules e Chinook-1 (ICso — 2.276,029 e
2457315 ng mL!, respectivamente) apresentaram melhor efetividade de inibi¢do que o
padrio de 4cidos amargos ICE-4 (ICso = 2.957,723 ug mL™"), demonstrando novamente a acdo
antioxidante dos acidos amargos, porém, todos com valores de ICso superiores ao padrao
positivo mangiferina (711,433 pg mL™).

J& o resultado para o xanthohumol (225,241 pg mL!) se mostrou
aproximadamente 3 vezes menor que o da mangiferina, o que demonstra a elevada capacidade
desta substancia em combater os radicais hidroxila e, consequentemente, o estresse oxidativo.
Desta forma fica evidenciada a relag@o entre os altos teores de xanthohumol e 4dcidos amargos
observados para as cultivares Herkules e Chinook-1 (tabela 3) e a agdo mais efetiva nos
ensaios antioxidantes.

A variedade Saaz foi menos efetiva, apresentando valores de percentuais de
inibi¢do iguais a 47,374 £ 1,634 ¢ 30,501 + 1,935 % para os extratos em hexano ¢ em metanol,
respectivamente.

A atividade de inibi¢do da enzima xantina oxidase, visando combater a formacao
de acido urico, foi verificada de forma significativa apenas nos extratos em metanol das
variedades Chinook-1 (ICso = 2.437,772 ng mL™") e Herkules (ICso = 2.446,075 pg mL™!) com
valores de ICso superiores ao padrio mangiferina (ICsp = 521,804 pg mL™'). Dentre os
extratos em hexano, a variedade Chinook-1 apresentou inibicdo média igual a 40,268 =+
11,401%, evidenciando inibi¢do proxima de 50% em sua maior concentragdo na solucao-
tampdo. O padrdo ICE-4 confirmou a inibi¢do da enzima xantina oxidase pela acdo dos 4cidos
amargos, com ICso igual a 5.213,415 pg mL..

O xanthohumol apresentou inibicdo maxima de formagdo de acido urico igual a
43,933 + 5,109 %, ndo sendo possivel a determinagdo de seu valor de ICso por ndo atingir o
patamar de 50%. Porém, ¢ importante salientar que no procedimento experimental a
concentragio inicial de xanthohumol era de 1.000 pg mL"!, diferente de todas as amostras nas
quais foram utilizadas concentragdes iguais a 10.000 pg mL™, o que permite inferir que o
valor de ICso para este padrdo deve ser proximo da maxima concentragdo em solugdo-tampao
no sistema hipoxantina/xantina oxidase analisada, 490,196 pg mL™'. Isso permite evidenciar
que o xanthohumol mesmo em concentragdes baixas consegue apresentar uma significativa
capacidade inibitoria de formacdo de acido trico.

Os ensaios de inibicdo da enzima o-glicosidase demonstraram a expressiva

atividade antidiabética dos constituintes quimicos do lapulo, ja que todos os extratos das
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diferentes variedades avaliadas, apresentarem inibicdo enzimatica superior ao medicamento
acarbose, utilizado como controle positivo (ICso = 370,540 ug mL™"). Entre os extratos em
hexano, as amostras com os maiores teores de acidos amargos (Herkules e Chinook-1) se
mostraram como as mais eficazes (ICso — 177,182 e 127,091 pg mL! respectivamente). O
padrdo de acidos amargos ICE-4, apresentou valor de ICso aproximadamente 2 vezes mais
efetivo do que o farmaco de referéncia, o que comprova mais uma vez a acao efetiva do
sinergismo entre humulonas e lupulonas em inibir a enzima a-glicosidase, indicando
promissora acao dos extratos do lupulo para o tratamento de diabetes do tipo 2 e corrobora
com dados da literatura que utilizou padrdes puros destas substancias (WANG et al., 2022).

O xanthohumol apresentou a melhor agdo de inibigdo da enzima a-glicosidase
dentre todas as amostras (ICso = 13,184 pg mL') analisadas, demonstrando 6tima viabilidade
desta espécie quimica para atuar como principio ativo na constitui¢do de medicamentos contra
a diabetes do tipo 2. Por ser o constituinte polifenolico majoritario das amostras analisadas,
contribuiu para a elevada atividade antihiperglicémica observada nos extratos em metanol
(ICso entre 35,339 e 239,344 ug mL™'). Além disso, apesar do baixo teor de xanthohumol em
sua composi¢do quimica, o extrato em metanol Saaz apresentou significativo valor de ICso
quando comparado com o controle positivo acarbose, confirmando a relagao entre o elevado
teor de fenolicos totais, determinados pelo método de F-C, e a promissora acao inibitoria da
enzima o-glicosidase. Logo, o sinergismo de compostos fenolicos presentes em sua
constitui¢do quimica foi essencial para observagdo da significativa agao inibitoria.

Segundo Wang et al. (2022), prenilflavonoides e acidos amargos apresentam acao
de inibi¢do da enzima a-glicosidase, baseado em ensaios de docagem molecular e in vitro com
padrdes de compostos observados em extratos do lapulo. Neste trabalho foi evidenciado que a
interagdo molecular existente entre o firmaco acarbose (ICso = 58 + 3,7 uM) e a enzima a-
glicosidase ocorre através de sitios de ligagdo com os residuos da enzima, ou seja, com
aminoacidos presentes na estrutura da enzima a-glicosidase (WANG et al., 2022).

Este trabalho também expde que um padrdo amplamente abundante no lupulo, o
xanthohumol (ICsp = 47 £ 1,2 uM), também apresenta acdo de inibicdo da enzima o-
glicosidase, confirmando o cardter antidiabético dos extratos em metanol dos pellets
comerciais e de flores cultivadas no Brasil (WANG et al., 2022).

Tratando-se dos extratos em hexano e do ICE-4, tendo como base de analise os
compostos presentes na constituicdo quimicos dos extratos, observam-se compostos estes que
ndo apresentam fendis em sua estrutura, indicando existir um mecanismo distinto para que

ocorra inibi¢do da enzima a-glicosidase, e possivel agdo antidiabética desses extratos.
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Conforme apresentado por Wang et al. (2022), tendo como andlise a humulona e a lupulona
(ICs0o = 66 = 2,7 uM e 50 = 1,9 uM, respectivamente), um a-acido e um B-acido abundantes
em cones de lapulo, foram observadas agdes inibitorias da enzima a-glicosidase. E o estudo
de docagem molecular permitiu observar a existéncia de interagdes da lupulona com residuos
de aminodcidos da enzima. Isso corrobora para a observagdo atestada neste trabalho,
observando-se resultado positivo para inibi¢do da enzima pelos extratos em hexano e padrao
ICE-4.

Os testes de inibicdo da enzima acetilcolinesterase permitiu verificar que os
extratos em hexano do lupulo e o ICE-4 atuaram como bons inibidores, apresentando
tamanhos de halo variando de 6 a 9 mm de didmetro. O extrato em hexano Herkules
apresentou formagao de halo com tamanho similar ao padrdo eserina (9 mm), indicando
significativa a¢@o anticolinesterdsica e demonstrando que os acidos amargos sdo substancias
promissoras para o aumento dos niveis de acetilcolina no cérebro. Os extratos em metanol ndo

apresentaram capacidade inibitoria na concentragao testada.



70

6 CONCLUSAO

O pellet comercial Herkules apresentou o maior teor de Ouotal € Protal, iguais a 8,855
e 1,895 (g 100g™), seguido da cultivar Chinook-1 com concentragdo de o e B-acidos iguais a
6,414 e 0,236 g 100g!, respectivamente. Essas duas variedades também apresentaram os
maiores percentuais de xanthohumol em suas composi¢des, com valores iguais a 2,402 ¢
2,165 g 100g™! para as amostras Chinook-1 e Herkules.

Os ensaios de determinacao do teor de fenolicos totais apresentaram relacao direta
com a capacidade antioxidante, conforme foi evidenciado para os extratos Chinook-2 e Saaz,
que apresentaram as melhores capacidades antioxidante no método DPPH". Os extratos em
hexano foram mais ativos neste método antioxidante quanto maior o teor de 4cidos amargos.

O ensaio de inibigdo do radical ABTS'" evidenciou que o elevado teor de
xanthohumol foi predominante para uma maior acdo dentre os extratos em metanol, com
destaque para os extratos Herkules e Chinook-1. Similarmente foi observado para o teor de
acidos amargos, no qual os extratos em hexano das variedades Herkules e Chinook-1
apresentaram as melhores atividades antioxidante neste método. O padrao ICE-4 apresentou
significativa acdo inibitoria, e o xanthohumol foi a amostra com a melhor capacidade
antioxidante, superando o controle positivo BHT.

Os extratos com maiores teores de xanthohumol, Herkules ¢ Chinook-1, foram os
mais ativos contra o radical hidroxila, corroborando com a efetiva acdo do xanthohumol neste
método. Os extratos em hexano das variedades Herkules e Chinook-1 foram mais ativos que o
padrao ICE-4 neste ensaio.

Apenas os extratos em metanol, Herkules e Chinook-1 apresentaram capacidade
inibitéria da enzima xantina oxidase, corroborando com o valor percentual de inibi¢do da
formacdo de acido tUrico pelo padrdo xanthohumol (43,933 + 5,109 %). A inibi¢do de
formacgao de acido urico pela agao dos acidos amargos foi confirmada com o ICE-4.

Os ensaios de inibicdo da enzima a-glicosidase demonstraram que todos os
extratos foram mais efetivos que o controle positivo acarbose, evidenciando elevada
capacidade antihiperglicémica das amostras analisadas.

A 1inibi¢dao da enzima acetilcolinesterase s6 foi verificada nos extratos com altos

valores de acidos amargos (em hexano), apresentando agdo terapéutica similar a eserina.
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