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RESUMO

Este estudo relata o desenvolvimento de metodologias para formagéo e possibilidades
de combate dos Produtos de Glicacdo Avancada (AGEs),assimcomo a avaliagdo da
constituicdo quimica e propriedades farmacolégicas de Hancornia speciosaGomes
(HSG). No que se refere a obtencao dos AGEs, considerando procedimentos in vitro,
as metodologias atuais nescessitam de um periodo de incubacaode até 4 semanas.
Os métodos desenvolvidos neste trabalho, possibilitaram a reducéo significativa do
tempo de reacdo (48 horas-ensaios com glicose e frutose) (3 horas-ensaios com
glioxal e metilglioxal), em virtude do acoplamento ao sistema de geracéo de radicais
livres denominado hipoxantina/xantinaoxidase.Assim, as metodologias apresentadas
neste trabalho, consistiram em promover a reacdo entre solugdes de agucares
(glicose, frutose), ou compostos dicarbonilicos (metilglioxal, glioxal), com solugéo
proteica de albumina de soro bovino (BSA), utilizando diferentes meios reacionais.A
enzima xantinaoxidase (XO),foi adicionada ao sistema com o intuito de promover a
formacao dos AGEs em ambiente reacional com excesso de radicais livres hidroxila
(‘OH).A presencga em excesso destes radicais durante a glicacao e glicooxidacao da
proteina, parecem ter promovido a oxidacao da cadeia de residuos de aminoacidos
da mesma, bem como dos acucares,originandoassim derivados a-dicarbonilicos
(glioxal e metilglioxal) de forma mais rdpida, o que possibilitou a reducdo tdo
significativa do tempo de formacao dos AGEs. A maior reatividade da frutose frente a
glicose, para originar os AGEs, se apresentou em todas as condi¢des avaliadas.A
capacidade de diferentes espécies quimicas em combater o processo de glicacao,
atuando como agentes capturadores de espécies a-dicarbonilicas, se mostrou efetivo
para aminoguanidina (padrao indicado pela literatura), extratos metandlicos das folhas
de HSG eo flavondide rutina. A rutina, apresentou-se mais ativa para captura de
espécies dicarbonilicas que o préprio padrao indicado pela literatura, em virtude da
formacao de adutos mono e/ou dissubstituidos mais estaveis.A mensuragdo da
formagédo/combate dos AGEs, foi determinada através de espectrofluorimetria.A
analise qualitativa por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometro de massa (HPLC-DAD-ESI-MS) dos extratos metandlicos de
HSG,exibiram grande variedade de compostos polifenélicos (acidos fendlicos e
flavondides), confirmando o potencial como fonte de compostos bioativos. Nas folhas

e caule, observou-se maior numero de compostos polifendlicos quando comparados



aos frutos. Foram identificadas pela primeira vez em HSG as seguintes espécies:
acido vanilico glicosideo, acido 3,4-di-hidroxibenzdico, &cido para-hidroxibenzoico,
vanilina, 4&cidotrans-para- cumarico, 4&cidocis-para-cumarico, acidotrans-ferdlico
quinato, acidotrans-feralico, acidocis-ferulico, acidocis-etil-clorogénico, acidotrans-etil-
clorogénico, quercetina, quercetina pentosideo, quercetina glicosideo, quercetina
ramnosideo, quercetina galactosideo, quercetina ramnogalactosideo, quercetina
ramnoglicocumarato, quercetina ramnogalactocumarato, canferol ramnoglicosideo,
canferol ramnogalactosideo, canferol ramnoglicocumarato, canferol
ramnogalactocumarato, isoramnetina ramnoglicosideo e afzelequina-C-glicosideo.
No que se refere aos valores do potencial antioxidante e inibicdo da angiotensina |
(efeito anti-hipertensivo),os extratos das folhas e caule se mostraram mais ativos,
apresentando valores de ICso promissores, quando comparado a forma sintética da
vitamina E (Trolox).A capacidade dos extratos de HSG em inibir a acao da enzima
acetilcolinesterase, que esta relacionada ao tratamento do Alzheimer se mostrou
bastante significativa para o extrato hexanico do caule (EHC). O fracionamento do
mesmo, levou a obtencdo de uma mistura como fracdo mais ativa. Atravésda
utilizacdo de ressonancia magnética e dados da literatura, foi identificada a presenca
de lupeolnesta fragao.

Palavras-chave:Produtos de glicacdo avancada. Captura de compostos
dicarbonilicos.Hancorniaspeciosa Gomes. Potencial antioxidante/anti-hipertensivo.
Aceticolinesterase.



ABSTRACT

This study reports the development of methodologies for formation and combat
possibilities to Advanced Glycation Products (AGEs), and evaluate the chemical
constitution and pharmacological properties of Hancornia speciosa Gomes(HSG).
Regarding the obtaining of the AGEs, considering in vitro procedures, the current
methodologies need an incubation period of up to 4 weeks. The methods developed
in this work allowed a significant reduction of the reaction time (48 hours-glucose and
fructose tests) (3 hours-tests with glyoxal and methylglyoxal), due to the coupling to
the free radical generation system called hypoxanthine/xanthine oxidase. Thus, the
methodologies presented in this work consisted in promoting the reaction between
sugar solutions (glucose, fructose), or dicarbonyl compounds (methylglyoxal, glyoxal),
with bovine serum albumin (BSA) protein solution, using different reaction media. The
enzyme xanthine oxidase (XO) was added to the system in order to promote the
formation of AGEs in a reaction environment with excess hydroxyl free radicals (-OH).
The presence of these radicals in excess during the glycation and glycooxidation of
the protein indicate to have promoted the oxidation of the chain of amino acid residues
thereof, as well as sugars, thus giving a-dicarbonyl derivatives (glyoxal and
methylglyoxal) more rapidly, the which made possible the significant reduction of the
time of formation of the AGEs. The higher reactivity of fructose to glucose, to producer
AGEs, was present in all conditions evaluated. The ability of different chemical species
to combat the glycation process, acting as capture agents of a-dicarbonyl species, was
shown to be effective for aminoguanidine (standard indicated in the literature),
methanolic extracts of HSG leaves and rutin. The rutin was more active for the capture
of dicarbonyl species than the standard indicated by the literature, due to the formation
of more stable mono and/or disubstituted adducts. The measurement of the
formation/combat of AGEs was determined by spectrofluorimetry. The qualitative
analysis by high performance liquid chromatography coupled to a mass spectrometer
(HPLC-DAD-ESI-MS) of HSG methanolic extracts showed a great variety of
polyphenolic compounds (phenolic acids and flavonoids), confirming the potential as a
source of bioactive compounds. In the leaves and bark, the greatest number of
polyphenolic compounds were verified when compared to the fruits. The following
species were identified for the first time in HSG: vanillic acid glucoside, 3,4-
dihydroxybenzoic acid, para-hydroxybenzoic acid, vanillin, trans-para-coumaric acid;



cis-para-coumaric acid, trans-ferulic acid quinate, trans-ferulic acid, cis-ferulic acid, cis-
ethyl chlorogenic acid, trans-ethyl chlorogenic acid, quercetin, quercetin pentoside,
quercetin  glucoside, quercetin rhamnoside, quercetin galactoside, quercetin

rhamnogalactoside, quercetin rhamnoglucocoumarate, quercetin
rhamnogalactocoumarate, kaempferol rhamnoglucoside, kaempferol
rhamnogalactoside, kaempferol rhamnoglucocoumarate, kaempferol

rhamnogalactocoumarate, isorhamnmetin rhamnoglucoside, afzelechin-C-glucoside.
For the values of the antioxidant potential and inhibition of angiotensin |
(antihypertensive effect), leaves and bark extracts were more active, presenting
promising ICso values when compared to the synthetic form of vitamin E (Trolox). The
capacity of HSG extracts to inhibit the action of the enzyme acetylcholinesterase,
which is related to Alzeimer treatment, has been shown to be quite significant for the
hexane bark extract (EHC). The fractionation of the same, led to obtaining a mixture
as a more active fraction. Through the use of magnetic resonance and literature data,
the presence of lupeol in this fraction was identified.

Keywords:Advanced Glycation Compounds. RCS trapping. Hancorniaspeciosa
Gomes. Antioxidant/antihypertensive potential. Acetylcholinesterase.
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1. INTRODUCAO

A populagédo mundial atravessa um periodo de mudangas significativas no
que diz respeito ao aumento da expectativa de vida e a oferta de opgoes
terapéuticas voltadas para os agravos que acometem predominantemente
pessoas idosas. No campo da quimica, a evidéncia e elucidacdo do stress
oxidativo provocado pela acao de espécies reativas de oxigénio nos organismos,
mais conhecidas como radicais livres, contribuiu significativamente para
compreensao de diversas patologias associadas ao processo de
envelhecimento. O entendimento acerca dos efeitos produzidos pelos radicais
livres, nos seres humanos, estimulou por exemplo, o incremento do consumo de
alimentos com capacidade antioxidante, tais como frutas e verduras em sua dieta
(HALVORSEN et al., 2006).

N&o obstante, os estudos recentes apontam que, além dos radicais livres,
existe outro grupo de substéncias que contribuem de forma direta para
desencadear e/ou agravar patologias associadas ao envelhecimento, sendo
denominados Produtos de Glicacao Avancada (AGEs). Pesquisas tém
revelado uma relagcdo crucial entre a formagdo dos AGEs (glicacdo das
proteinas) e diversas enfermidades relacionadas com a idade, tais como:
diabetes, aterosclerose, doencgas renais e neurodegenerativas como o mal de
Alzheimer (URIBARRI et al., 2007; VLASSARA; URIBARRI, 2014; LOSSO,
2016; GAUTIERI et al.,, 2017). A formagdo dos AGEs, in vivo, provoca
modificacdes ndo enzimaticas na estrutura das proteinas, afetando as fung¢des
das mesmas de inumeras maneiras e ocasionando ou agravando as

patogéneses acima mencionadas (TUNDER, 2017).

A producao endégena (in vivo) e exdégena (nos alimentos) de AGEs, é
explicada por meio do mecanismo reacional que confere aroma e cor aos
alimentos quando processados, também conhecido como “reagao de Maillard’.
Esta, consiste numa série complexa de reagdes quimicas paralelas e
subsequentes, que originam uma enorme classe de compostos, descritas em
1912 pelo biogimico francés Louis Camille Maillard (YU; WANG; SUN, 2014).

A reacao de Maillard ocorre durante o processamento de alimentos, com
respectiva formacdo dos AGEs. Inicialmente ocorre uma reagdo de
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condensacao, na qual os grupamentos carbonilicos de acucares redutores (ou
a-dicarbonilicos formados por sua fragmentagéo), sofrem um ataque nucleofilico
do par de elétrons nao-ligante de grupos amino, presentes em proteinas ou
residuos de aminoacidos (arginina, lisina, etc). Esta condensacao, produz uma
carbinolamina intermediaria que apds sofrer desidratacdo origina as bases de
Schiff. Em seguida, através de isomerizagao e reagdes de oxidagao, as bases
de Schiff, se convertem em espécies mais estaveis chamadas compostos de
Amadori. Ao depender do pH do meio, os compostos de Amadori podem entrar
em equilibrio tautomérico ou originar os AGEs (LEDL; SCHLEICHER, 1990;
HIDALGO; ZAMORA, 2005; FAN et al., 2006; YU; WANG; SUN, 2014).

Outra via reacional para a formacédo dos AGEs, é a fragmentacao dos
acucares, promovida por radicais livres e reacbes de oxidacdo. Nesta, os
acucares redutores podem gerar compostos a-dicarbonilicos (RCS),
principalmente glioxal e metilglioxal, que s&o capazes de reagir mais
rapidamente com os aminoacidos ou proteinas. Os produtos de Amadori, através
de fissdo oxidativa ou fragmentagé@o retro-alddlica, podem originar novos
residuos de proteinas para reagir com os compostos a-dicarbonilicos e assim
aumentar a quantidade de AGEs. Ao depender do pH do meio, os compostos de
Amadori podem ainda sofrer enolizagdo e originar outros compostos a-
dicarbonilicos. Durante processos inflamatérios, por meio da acao das enzimas
mieloperoxidase e NADPH oxidase, ocorre a formagdo em excesso de
compostos dicarbonilicos (RCS), promovendo um estado bioquimico conhecido
como stress dicarbonilico. A presenca em excesso destas espécies
dicarbonilicas favorecem ainda mais a formag&o de AGEs no organismo humano
(POULSEN et al., 2013; VISTOLI et al., 2013; BARBOSA et al., 2016).

Quimicamente os AGEs sédo adutos proteicos ligados covalentemente
(fluorescentes e nao fluorescentes) ou produtos de ligacbes cruzadas entre
residuos de aminoacidos distintos. Diversas técnicas podem ser utilizadas para
identificagdo e quantificagdo dos AGEs, dentre elas destacam-se: a
espectrofluorimetria, cromatografia liquida e gasosa acoplada a espectrdmetro
de massas e ELISA (VINSON; HOWARD, 1996; YU; WANG; SUN, 2014;
BARBOGSA et al., 2016).
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Estudos vém sendo realizados nas ultimas duas décadas com o intuito de
produzir os AGEs in vitro e assim elucidar suas principais vias de formacgéo,
estruturas quimicas e efeitos bioldgicos. Os procedimentos atualmente
disponiveis na literatura para obtencao dos AGEs, necessitam de até 4 semanas
para sua formacao, utilizando vias reacionais ndao enzimaticas (BOUSOVA et al.,
2011; JIANG et al., 2013).

Sabe-se que o processo de geragao de AGEs, in vivo, ocorre em meio a
produgdo concomitante de radicais livres que promovem precocemente o
processo de glicacao das proteinas. Apesar de tal evidéncia, até o presente
momento foram realizados um numero muito reduzido de estudos relacionando
a geracao de radicais livres com a formagcéo de AGEs, mesmo estando ambos
relacionados ao stress oxidativo e consequentemente com o envelhecimento
precoce (HIRAMOTO et al.,1995; YIM et al.,1995; MASAKI; OKANO; SAKURAI,
1999; SPITELLER, 2008; KAZI et al., 2017). Portanto, pretende-se com esta
pesquisa, promover a formacdo de AGEs em meio com excesso de radicais
livres (hidroxila), visando reduzir significativamente o periodo de incubacéo para
obtenc&o dos mesmos considerando procedimentos in vitro (figura 1).

Figura 1 - Representagado esquematica para geragdo de AGEs em meio reacional com excesso
de radicais hidroxila (‘OH).
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Fonte: Autor, 2017.
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Diversos autores propuseram metodologias de combate a formacgéao dos
AGEs, analisando a capacidade de compostos quimicos naturais e sintéticos em
atuarem como capturadores de espécies a-dicarbonilicas (capturadores de RCS)
e assim minimizarem o stress dicarbonilico. Guanidinas (aminoguanidina),
catequinas (epigalocatequina), protoantocianidinas, resveratrol e curcuminas
estdo entre algumas das classes de substancias com capacidade de combater
a formacdo dos AGEs por atuarem como varredores de espécies o-
dicarbonilicos (SHAO et al., 2008; TAN et al., 2008; LO; HSIAO; CHEN, 2011;
PENG etal.,2011; HU et al., 2012; WANG; HO, 2012; TANG et al., 2013). Apesar
de algumas metodologias de combate a formacao dos AGEs ja terem sido
desenvolvidas, o potencial de plantas e compostos naturais em combater os
AGEs permanece ainda bastante inexplorado neste aspecto.

A Mangabeira (figura 2), nome popular atribuido para Hancornia speciosa
Gomes (Apocynacea), € uma espécie tipicamente brasileira que se reproduz
melhor em solos arenosos. A mangabeira € uma fruteira nativa de varias regidées
e ecossistemas do Brasil, ocorrendo desde o0 Amapa e o Para, passando pelos
tabuleiros da costa maritima e também nas baixadas litoraneas de varios estados
do Nordeste, onde é mais abundante principalmente em regides litoraneas,
chegando até o Espirito Santo e passando por toda a regido de Cerrado
brasileiro. Existe também em paises vizinhos como Paraguai, Bolivia, Peru e

Venezuela (LEDERMAN et al., 2003).

Figura 2 - Diferentes partes de Hancornia speciosa Gomes (mangabeira).

" Folhas

Fonte: Autor, 2017.
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As folhas e o latéx possuem, segundo estudos atuais, diversas agdes
farmacolégicas e atuam como agentesantimicrobianos,quimiopreventivos e
anticancerigenos. Essas possibilidades estdo ancoradas na identificacdo de
compostos tais como: rutina, bornesitol, acido quininico, entre outros
(ENDRINGER, 2007; SILVA et al., 2011). Rodrigues et al. (2007) afirmam que o
caule da mangabeira apresenta diversos compostos fenodlicos, entre eles

flavonodides tais como as proantocianidinas.

Os frutos (figura 2), conhecidos como mangaba, sao muito apreciados na
regido Nordeste devido ao seu agradavel sabor e aroma, sendo bastante
consumidos in natura ou sob a forma de sucos, sorvetes e picolés. Atualmente
sua polpa € comercializada para a produgdo de sucos e outros produtos
alimenticios como sorvetes, picolés, geléias, xaropes e doces. A mangaba &
colocada entre as frutas consideradas ricas em vitamina C (ALMEIDA et al.,
2011) e apresenta entre seus constituintes quimicos diversos flavondides (LIMA,
2015; LIMA et al., 2015).

Alguns estudos foram desenvolvidos visando a sua utilizag&o sob a forma
de passas, em virtude dos efeitos medicinais ja referendados pelo saber popular
com indicagédo em situacdes de convalescéncia de Ulceras gastricas, bem como
para o desenvolvimento de cosméticos (VIEIRA,1994; FRANCO et al., 2003).

A literatura revela diversos trabalhos acerca de Hancornia speciosa
Gomes (HSG), porém em sua maioria tratam de analises acerca das folhas e

caule, sendo principalmente o latex pouco estudado.

Ferreira et al. (2007), concluiram que constituintes do extrato etandlico
das folhas da mangabeira apresentam elevado poder de inibicdo da enzima de
conversdo da angiotensina I, 0 que reafirma o seu uso popular no controle da

hipertensao arterial através de metodologia utilizando pulmdes de coelho.

Portanto este trabalho objetivou reduzir significativamente o tempo de
reacao para formacao dos AGEs, acoplando e adaptando os procedimentos ja
existentes na literatura (reacdes entre agucares — glicose, frutose- ou compostos
dicarbonilicos com solugédo proteica de albumina de soro bovino — BSA), ao
sistema de geragao de radicais livres denominado



29

hipoxantina/xantinaoxidase(figura 1). Também foram avaliadas a capacidade de
diferentes classes e compostos quimicos (aminoguanidina, acido clorogénico e
rutina), bem como de extratos metanodlicos das folhas, caule e frutos de
Hancornia speciosa Gomes (HSG) em combater o processo de glicacao das

proteinas atuando como agentes capturadores de espécies a-dicarbonilicas.

Algumas propriedades farmacoldégicas de HSG (potencial antioxidante,
anti-hipertensivo, capacidade inibitéria da enzima acetilcolinesterase) e a
composigao quimica dos seus extratos metandlicos, também foram investigadas

nesta pesquisa.
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2. OBJETIVOS

2.1- Geral:

Desenvolver metodologias para reducao significativa do tempo de
obtencao e possibilidades de combate aos produtos de glicagcdo avancada
(AGEs) e avaliar a composi¢ao quimica e propriedades farmacoldgicas dos
extratos de folhas, caule e frutos de Hancornia speciosa Gomes (HSG).

2.2 - Especificos:

-Desenvolver metodologia para formacao dos produtos de glicagdo avangada
(AGEs) utilizando acgucares (glicose, frutose e galactose) e compostos
dicarbonilicos (glioxal e metilglioxal), acoplados ao sistema de geracédo de

radicais livres hipoxantina/xantinaoxidase;

- Avaliar a capacidade de compostos puros (aminoguanidina, rutina, acido
clorogénico) e extratos metanolicos de HSG em combater a formag&o dos
AGEs, atuando como agentes varredores de compostos dicarbonilicos;

- Estudar a composicéo quimica dos extratos metandlicos do caule, folhas e
frutos de Hancornia speciosa Gomes em busca de metabdlitos com acao

terapéutica;

- Determinar a capacidade antioxidante dos extratos e compostos puros
identificados a partir de ensaios quimicos (FRAP, ORAC e DPPH) e

enzimatico (Hipoxantina/xantina oxidase);

- Avaliagao da inibicao da enzima conversora da angiotensina |, com relagao

a atividade anti-hipertensiva dos extratos;

-Verificar o poder inibitério dos extratos frente a enzima acetilcolinesterase
com relagéo a doenga de Alzheimer.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A revisao bibliografica esta dividida em dois capitulos principais (3.1 e
3.2), que versam acerca dos conceitos e aspectos gerais dos AGEs e
caracteristicas de HSG respectivamente.

3.1 Compostos de Glicacao Avancada (AGEs)
3.1.1 Definicoes e conceitos gerais

A descricdo quimica da reagdo entre agucares redutores com o0s
aminodcidos, foi realizada pelo médico e quimico francés Louis Camille Maillard
(1878- 1936) em 1912. Tal descoberta promoveu a compreensao do fendémeno
de escurecimento dos alimentos, que ocorre durante os processos de estocagem
e processamento dos mesmos. Este conjunto complexo de reagbes originam
uma vasta variedade de espécies quimicas, que acabam por conferir aroma,
flavor, cor e a aparéncia aos alimentos. Porém, apesar da incorporacao destes
aspectos positivos aos alimentos, também sao originados neste processo
inUmeras espécies quimicas que sao nocivas a saude humana, dentre elas os
chamados Produtos de Glicacao Avancada (AGEs). O conjunto de reacdes
que explicam a formacédo dos AGEs é conhecido como reacdo de Maillard
(LOSSO, 2016; GAUTIERI et al., 2017; KASI et al., 2017).

Inimeras pesquisas realizadas no decorrer das duas Ultimas décadas
vém demonstrando uma relacao crucial entre a formacao dos AGEs e inUmeras
patologias, principalmente associadas ao envelhecimento. Este conjunto de
substancias estdo correlacionadas a inumeros fatores pré-oxidativos e pro-
inflamatérios, gerando alteragdes metabdlicas no organismo humano e assim
agravando inumeras doencas crbnicas degenerativas tais como: o mal de
alzheimer, diabetes mellitus, aterosclerose, insuficiéncia renal, hipertenséo e
distarbios urinarios. Devido a estas evidéncias, o interesse cientifico e o numero
de estudos publicados acerca deste tema tém se intensificado nas duas ultimas
décadas, visando esclarecer os mecanismos reacionais e caracteristicas destes
compostos, bem como formas de combaté-los (YU; WANG; SUN, 2014; LOSSO,
2016; TUNDER, 2017; VILLA et al., 2017).
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Maillard descobriu que quando um acucar redutor, tal como glicose ou
frutose, estda na presenca de uma proteina (por exemplo o colageno),
considerando a temperatura normal corpérea (36,5 °C), estes realizam ligacdes
cruzadas (figura 3) para originar espécies complexas que estao relacionadas ao
desenvolvimento e progressao de doencgas cronicas, particularmente a diabetes
(MAILLARD, 1912). Os avancgos nas pesquisas acerca dos AGEs, possibilitaram
por exemplo, o desenvolvimento de metodologia para determinagdo da dosagem
média de glicose sanguinea com maior exatiddo, para pacientes com quadros
diabéticos(quantificacdo de hemoglobina glicada) (NELSON; COX, 2014).

Figura 3 -llustragdo da formacao de ligacdes cruzadas entre os AGEs e determinagédo de

hemoglobina glicada (dosagem média de glicose sanguinea).

Proteina (estrutura tridimensional)

(ligagdes cruzadas)

Basede Produtos de
Schiff Amadori

Fonte: Figuras extraidas, traduzidas e adaptadas pelo autorde: www.googlesciencefair.com
(2017).

A ilustracdo 4 demonstra de maneira didatica a relacao de risco potencial
entre os AGEs e o desenvolvimento de doengas crénico-degenerativas, a partir
da ingestao de dieta rica em AGEs. Por volta de 10% da quantidade de AGEs
ingerida torna-se biodisponivel. Os AGEs biodisponiveis podem interagir com

inumeros receptores, desencadeando reagdes em cadeia que aceleraram o


http://www.googlesciencefair.com/
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stress oxidativo, produzindo quadros inflamatérios e o desenvolvimento de
ampla variedade de patologias associadas ao envelhecimento precoce
(THORNALLEY, 2007; LIAO et al., 2012; LOSSO, 2016; PASTINO et al., 2017).

Figura 4 - Efeitos potenciais dos AGEs no desenvolvimento de doengas cronicas degenerativas.
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Fonte: Traduzido de Losso, 2016.

A reacdo nao enzimatica das proteinas com acgucares redutores (glicose
e frutose), é a fase inicial para formacéao das bases de Schiff que conduzem aos
estaveis produtos de Amadori, através de reacdes de oxidacdo e de
desidratacao, que irdo posteriormente se converter nos AGEs. Os Produtos de
Glicagcdo Avancada (AGEs) sao espécies quimicas formadas por ligacdes
cruzadas (entre os agucares e as proteinas) e adutos, fluorescentes e néo
fluorescentes. A estrutura quimica de alguns AGEs ja identificados estao
apresentadas abaixo (figura 5). Os compostos denominados por MOLD (dimero
de lisina derivado de metilglioxal) e GOLD (dimero de lisina derivado de glioxal)
sdo adutos oriundos de residuos da lisina, enquanto argpirimidina e a
tetraidropirimidina originados da arginina (URIBARRI, 2007; YU; WANG; SUN,
2014).

Além dos acgucares, compostos dicarbonilicos produzidos pelo
metabolismo humano, tais como glioxal (GO) e metilglioxal (MG), também
reagem com as proteinas para formar os AGEs. Estas espécies dicarbonilicas
reativas (RCS) séo consideradas os precussores dos AGEs, pois reagem mais
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rapidamente com os grupamentos amino presentes nas proteinas, ou residuos
de aminoécidos, através de reagdes de condensacdo. Esta maior reatividade
justifica-se pelo fato destas espécies apresentarem maior numero de
grupamentos carbonilicos e menor impedimento espacial (quando comparados
aos acucares glicose e frutose), para sofrerem o ataque nucleofilico do par de

elétrons ndo ligante, existentes nas estruturas dos grupamentos amino.

Figura 5 - Estrutura quimica de alguns AGEs e espécies dicarbonilicas reativas (RCS), ja

conhecidos pela literatura atual.
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Fonte: Adaptado de Yu; Wang; Sun, 2014; Barbosa et al., 2016.

A ilustracdo 6 demonstra a rota reacional para a formacao de metilglioxal
(MG) in vivo, através das reagdes catabdlicas de carboidratos, lipideos e
proteinas. Nesta, é possivel observar que a obtencédo de MG e outras espécies
dicarbonilicas reativas (RCS), pode se dar através do catabolismo dos agucares,
oxidacao das proteinas e também degradacao de lipideos. Quando as RCS sao
originadas a partir de lipideos (triglicerideos), os adutos ou produtos de ligacoes
cruzadas sao denominados: produtos avancados de lipoxidacao (ALEs)
(VISTOLI et al., 2013; Barbosa et al., 2016).
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Figura 6 - Caminho catabdlico para formacdo de MG in vivo a partir de agUcares, gorduras e

proteinas.
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Fonte: Traduzido de Yu; Wang; Sun, 2014.

A presenga em excessos destas espécies dicarbonilicas promovem um
estado conhecido como stress dicarbonilico, potencializado durante processos
inflamatoérios. Os RCS reagem mais rapidamente com as proteinas e assim
aceleram o processo de glicacdo, maximizando a formacéo/agravamento das
patologias mencionadas. Grande parte das pesquisas atuais buscam identificar
espécies (principalmente oriundas de fontes naturais) que possam atuar como
agentes varredores de espécies dicarbonilicas e assim promover a captura
destes compostos (capturadores de RCS), minimizando o processo de glicacao

das proteinas.

No préximo subtépico deste capitulo (3.1.2) toda a descricao mecanistica
da sequéncia reacional conhecida como reagdo de Maillard, sera
minuciosamente apresentada, enfatizando os aspectos mais importantes para a
formacao dos AGEs in vivo e durante as etapas de processamento e estocagem

dos alimentos.
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3.1.2 Processo de Formacao dos AGEs (mecanismo de Maillard e fatores
que afetam a formacao dos AGEs).

A figura 7 demonstra esquematicamente a reacdo de Maillard, com
formagdo dos AGEs/ALEs e incorporacdo de cor e aroma aos alimentos.
Percebe-se duas rotas principais de formacao destes compostos. Na primeira
ocorre a reacao direta de agucares redutores (em sua forma aberta) com os
grupos amino das proteinas, originando as bases de Schiff que se convertem
nos compostos de Amadori. Por fim, os compostos de Amadori originam 0s
AGEs/ALEs. Na segunda possibilidade, inUmeras classes de compostos
bioquimicos (acgucares, lipideos, aminoacidos e vitaminas) e as préprias bases
de Schiff, geram compostos carbonilicos reativos (RCS), que reagem mais
rapidamente com os grupamentos amino. Nota-se que os grupamentos amino
podem também ser originados a partir dos compostos de Amadori através de
fissao oxidativa e fragmentacao retro-alddlica.

Figura 7- Representagdo esquematica para a reacdo de Maillard.
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Fonte: Barbosa et al., 2016

Adicionalmente a ilustragcdo mostra que in vivo, no decurso de processos
inflamatorios, por acdo das enzimas NADPH oxidase e mieloperoxidase, sao
produzidos no organismo elevada quantidade de RCS, gerando um quadro
conhecido por stress dicarbonilico. Este excesso de RCS acelera
significativamente o processo de glicacao.
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A ilustracdo seguinte (figura 8) apresenta a sequéncia de reacgdes
paralelas e subsequentes constituintes do mecanismo da reacdo de Maillard.
Nesta, verifica-se as duas rotas principais de obtencao dos AGEs anteriormente
mencionadas. Inicialmente ocorre o ataque nucleofilico do par de elétron nao
ligante do atomo de nitrogénio (existente nas proteinas ou residuos de
aminodacidos) a carbonila existente no acucar (aldose ou cetose) em sua forma
aberta, originando uma carbinolamina intermediaria que sofre desidratacao,
levando a formacao das bases de Schiff (imina), que por ser instavel, pode
ciclizar ou entrar em equilibrio tautomérico (imina-enamina) e originar 0s

produtos de Amadori que sdo mais estaveis (Rearranjo de Amadori).

Dependendo do pH e da temperatura, os compostos de Amadori podem
sofrer ciclizagdo ou entrar em equilibrio tautomérico (aldo-endlico, ceto-endlico).
Porém, em ambos os casos se tem a obtencdo das espécies dicarbonilicas
reativas, que como ja mencionado sao 0s precussores para a formacao dos
AGEs e ALEs.

Figura 8 - Simplicagdo mecanistica para a reagao de Maillard.
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Portanto observa-se que varios fatores podem promover o deslocamento
dos inumeros equilibrios apresentados na figura 8. Considerando a formacao
dos AGEs in vivo, a estrutura quimica do agucar e da proteina, o pH do meio, a
temperatura corpérea e a formacado dos RCS, sdo os principais fatores que
favorecem o processo de glicacao das proteinas (BARBOSA et al., 2016).

Além da formacgao enddgena (in vivo), a reacao de Maillard também ocorre
em alimentos, animais ou vegetais, principalmente durante o seu processamento
ou cozimento, promovendo assim a formacdo dos AGEs. A elevagdo da
temperatura durante o cozimento acelera significativamente a formacao dos
AGEs e durantes processos com condicées secas, a velocidade da reacao é
ainda maior. Assim os procedimentos de assar, grelhar, fritar, torrar e até mesmo
refogar os alimentos, promovem a obtengcédo de cor e sabor, que melhoram a
palatabilidade dos alimentos, mas aumentam significativamente a formacao dos
AGEs que contribuem para acelerar o processo de envelhecimento (CHEN;
SMITH, 2015; LOSSO, 2016; SMITH et al., 2017). A figura 9 ilustra de maneira
didatica a formacao dos AGEs (in vivo e nos alimentos) e a relacao entre seu
acumulo no organismo humano com o envelhecimento precoce, principalmente
em individuos com quadros diabéticos ou hiperglicémicos.

Figura 9 -Formagéo dos AGEs (in vivo e nos alimentos) e sua relagdo com o envelhecimento
humano.
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http://www.researchgate.net/

39

Nos alimentos, a reacdo de Maillard € melhor ilustrada em inUmeros
produtos consumidos diariamente, tais como: pao, pizza, lasanha, café torrado,
bacon, ovo, queijos, carnes em geral (processadas), leite, manteiga, amendoin
e algumas frutas, devido a elevada concentracdo de proteinas, acucares e
espécies geradoras de RCS. Além dos alimentos, o elevado consumo de bebidas
industrializadas que apresentam elevada concentragcdo de acgucares
(principalmente xarope de frutose), tais como: refrigerantes, sucos, energéticos,
iogurtes e cervejas escuras, também promovem maior formacdo de AGEs
(MAJS, 2006).

Ressalta-se que durante o processamento dos alimentos, a formacao dos
AGEs ocorre no préprio alimento, ou seja,ndo sédo originadosprodutos de
ligagbes cruzadas com as proteinas do organismo humano. Entretanto, a
formagéo (nos alimentos) e o acumulo de AGEs potencialmente nocivos, tais
como: Né-(carboximetil) lisina (CML) e N&-(carboxietil) lisina (CEL), a partir da
ingestdo de dieta rica nestas espécies, estdo diretamente relacionados ao stress
oxidativo e predisposicao as patogéneses ja mencionadas. A determinacéo do
teor de CML e CEL, apresenta-se como uma ferramenta importante para avaliar
o teor de AGEs em alimentos (HE et al., 2014; BRINGS et al., 2017).

O caramelo é um dos corantes mais amplamente utilizados pelas
industrias, para conferir flavor a chicletes, sobremesas, sorvetes, refrigerantes e
bebidas carbonatadas. Este € obtido através de um processo conhecido por
caramelizacao, no qual o aglcar € aquecido a temperaturas superiores a 149 °C
(acima do seu ponto de fusédo), em condicées alcalinas (pH= 9) ou acidas (pH=
3). A caramelizagao pode ocorrer na auséncia ou presencga de agua e a formagao
dos AGEs ocorre simultaneamente ao processo, em virtude das condi¢cbes de
pH e degradacao térmica da frutose, que aumentam significativamente o numero
de RCS (LEE; LEE, 1997).

Notériamente pessoas com dietas ricas em agucar, ou quadros diabéticos
(hiperglicemia), apresentam uma maior predisposicdo ao desenvolvimento ou
agravos das patologias associadas a formacao dos AGEs. A tabela 1 apresenta
alguns agucares contidos em alimentos e que estao relacionados a formagao da
reacao de Maillard.
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Tabela 1 -Agucares redutores e algumas das suas fontes alimentares.

Acucar (nhomenclatura) Fonte alimentar encontrado
Glicose (dextrose) Graos, frutas e vegetais
Frutose Xarope de milho e bordo, melancia, maioria das frutas
Xilose Espiga de milho, casca de noz e semente de algodao
Maltose Malte, quiabo, xarope de maltose
Galactose Mucilagens, pectina, lactose
Lactose Leite bovino, equino, humano e camelo

Fonte: Adaptado e traduzido de Losso, 2016.

3.1.3 Métodos de obtencao, identificacao (qualitativa e quantitativa) e
combate a formacao dos AGEs

Como mencionado anteriormente, as rotas sintéticas de obtencdo dos
AGEs in vitro, consistem em promover a reacao de espécies geradoras de RCS
(acucares e compostos dicarbonilicos) com proteinas ou aminoacidos puros.
Como meio reacional, utiliza-se principalmente tampéo fosfato salino em
diferentes valores de potencial hidrogenénico (pH), geralmente préximos a
condigéo fisioldgica.

Nestas metodologias, os periodos de incubagdo utilizados estao
compreendidos em até 4 semanas, sendo a reagao realizada na auséncia de luz.
A tabela 2 apresenta os principais reagentes, meios reacionais, condicées de
temperaturas e periodos incubacéo utilizados, para a formacdo dos AGEs,
considerando o referencial tedrico utilizado na presente pesquisa.

Tabela 2 -Resumo de algumas das principais metodologias ja desenvolvidas para obtengao dos
AGEs, considerando procedimentos in vitro, disponiveis na literatura.

Procedimento Periodo / temperatura Autor(es)

de incubacao

Reagao entre D-glicose (300 mg/mL) com BSA (160 30 dias/ 37 °C Masaki; Okano;
mg/mL) dissolvidos em tampéo fosfato (50 mM, pH= Sakurai, 1999.

7,4).

Reacédo entre MG (5 mM) e albumina de soro 7 dias / 37 °C Tang et al., 2013.

humano (HSA - 10 mg/mL) dissolvidos em tampao
fosfato (100 mM, pH= 7,4).
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Reagao entre D-glicose (250 mM) com BSA (40 21 dias/ 37 °C Joglekar; Panaskar;
mg/mL) dissolvidos em tampao fosfato (50 mM, pH= Arvindekar, 2014.

7,4).

Reacé@o entre MG e GO (10-100 mM) com BSA 14 e 21 dias / 37 °C Navarro; Morales,
(40% m/v) dissolvidos em tampéo fosfato (100 mM, 2015.

pH=7,4).

Reagdo entre D-glicose (36 mg/mL) com BSA (5 30 horas/ 60 °C Chen; Virk;  Chen,
mg/mL) dissolvidos em tampao fosfato (2 M, pH= 2016.

6,8).

Reagao entre ribose (500 mM) ou MG (50 mM) com 3 dias/ 37 °C Abdallah et al., 2017.
BSA (10 mg/mL) dissolvidos em tampao fosfato

(100 mM, pH= 7,4).

Fonte: Autor, 2017.

Apesar das evidéncias experimentais do acumulo de AGEs no organismo
humano, ainda n&o existem técnicas especificas para deteccao destes
compostos in vivo, como por exemplo kits para individuos com diabetes. Assim
o aprimoramento das técnicas existentes, bem como a producdo de novas
metodologias que possibilitem a identificacdo e quantificacdo dos mesmos é um
tema de extrema relevancia. Atualmente os métodos comumente mais utilizados
sdo: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia liquida e
gasosa acoplada a espectrOmetro de massas (LC-MS; GC-MS), ELISA e
espectrofotometria de fluorescéncia.

Os métodos cromatograficos sdo os usualmente mais utilizados para
identificar e quantificar os AGEs produzidos in vitro. Por apresentarem
caracteristicas estruturais bastante diversificadas, durante o desenvolvimento do
método, devem ser consideradas diferencas nos procedimentos de preparo,
separacao e deteccdo da amostra, com base nas propriedades estruturais de
cada AGE especifico. Utiliza-se detector com excitacao na faixa de comprimento
de onda entre 300-360 nm e emissdo em 380-450 nm (NEMET; VARGA; TURK,
2004). Na cromatografia liquida de alta performance (HPLC), as andlises sao
usualmente realizadas com colunas de fase reversa (Cs1s), utilizando como
eluentes solugcbes aquosas de acidos, ou tampao combinado com metanol ou

acetonitrila.

As técnicas mais robustas e precisas para identificacdo dos AGEs,
envolvem o acoplamento dos métodos cromatograficos com a espectrometria de

massas. Apesar de apresentarem um alto custo operacional (equipamentos e
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profissionais especializados), a integracao destes dois métodos permite a
analise com alta especifidade das proteinas, possibilitando avaliar os diferentes
tipos de modificacdo provocados pelos AGEs. Na espectrometria de massas, a
principal técnica utilizada para provocar a ionizacao da amostra é a ionizacao e

dessorc¢ao a laser assistida por matriz (MALDI) com analisador por tempo de véo.

As analises por espectrofluorimetria apresentam baixa especificidade por
identificarem apenas os AGEs fluorescentes. Esta caracteristica fluorescente de
inumeros AGEs, foi observada inicialmente por Monnier e colaboradores em
1986 e reafirmada em trabalho desenvolvido por Lapolla et al., 2004. A medicao
da intensidade da fluorescéncia é realizada com excitagdo em 370 nm e emissao
em 440 nm. Este € um dos métodos mais amplamente utilizados para
identificacdo de AGEs, sendo expressa em intensidade de fluorescéncia (VILLA
et al., 2017). A tabela 3 apresenta as principais vantagens e desvantagens dos
métodos utilizados na identificacdo dos AGEs.

Considerando todas as inumeras patogéneses agravadas e
desencadeadas pela formagdo e acumulo de AGEs no organismo humano,
inumeros estudos, vem sendo realizadas ao longo destas ultimas duas décadas,
com o intuito de identificar alternativas de combate a formagdo de AGEs,
utilizando procedimentos in vitro. A maior parte destas pesquisas vem sendo
conduzidas com o objetivo de identificar espécies quimicas (naturais ou
sintéticas) que possam capturar espécies dicarbonilicas reativas (capturadores
de RCS), tais como metil-glioxal (MG), atuando como agentes varredores
(scavengers agentes) destas espécies e minimizando o stress dicarbonilico
(LUNCEFORD; GUGLIUCCI, 2005; SERO et al., 2013; JOGLEKAR et al., 2013;
JOGLEKAR et al.,, 2014; SHAKAMBARI; ASHOKKUMAR; VARALAKSHMI,
2015; PRASANNA;SARASWATHI, 2017; SHEN; XU; SHENG, 2017).

Tabela 3 -Principais técnicas de identificacdo (qualitativa e quantitativa) de AGES, suas
vantagens e limitagdes.

Métodos Vantagens Limitagoes
Espectrofotometria Maior facilidade de Né&o especifico; AGEs/ALEs néo fluorescentes ndo séo
de fluorescéncia acesso a detectados

instrumentalizagdo
HPLC-UV Maior facilidade de Necessidade de derivatizagdo com o-ftaldialdeidos para
acesso a a andlise de produtos nao fluorescentes, ex:
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instrumentalizacao;
capaz de detectar
analitos fluorescentes,
ex: pentosidina

carboximetil-lisina (CML); baixa retengao de analitos
hidrofilicos (CML e CEL- carboxietil-lisina) em colunas de
fase reversa; limites de detecgao altos para a analise de
AGEs/ALEs em matrizes biolégicas

ELISA Pratico; rapido; preserva  Baixa especificidade de alguns anticorpos; possibilidade
a composigao das de interferéncias de componentes da matriz na interagéo
amostras sob antigeno- -anticorpo; necessidade de validagao do teste
investigacao para cada matriz a ser analisada; “contaminagao” por
adutos glicagao em proteinas bloqueadoras utilizadas
em alguns Kits
GC-MS Alta especificidade Necessidade de analistas especializados; A necessidade
de derivatizagao para a volatizagao e detecgao de
alguns analitos, como a CML, torna os protocolos
analiticos mais complexos e custosos
LC-MS/MS Alta sensibilidade; alta Necessidade de analistas especializados; alto custo dos
especificidade, baixos instrumentos; necessidade de extensa manipulagdo para
limites de detecgao; a purificagao (extragao, hidrélise, delipidagao) das
método robusto amostras e a resolugao dos analitos; adigao de padroes
internos para cada analito sob investigagao
MALDI-TOF MS Andlise de proteinas Necessidade de analistas especializados; Alto custo dos

intactas; minima
manipulag¢édo das
amostras; deteccao
simultanea de diferentes
tipos de modificacéo

instrumentos; a incorporagao incompleta de agucares as
proteinas pode resultar em mudangas de massas

caracteristicas dos produtos de Amadori (Am 162 Da)

Fonte: Barbosa et al., 2016.

Nilsson (1999) e Thornalley (2003) demonstraram que aminoguanidina
(AG), atua como agente capturador de espécies dicarbonilicas (RCS),
provocando a inibicdo do processo de glicagdo das proteinas. Esta capacidade
de atuar como capturador destes compostos (capturadores de RCS) é justificada
devido a formacéao de adutos substituidos, derivados de 3-amino-1,2,4-triazina.

A eficiéncia de algumas classes de compostos quimicos tais como
flavondides (catequinas, epicatequinas, protoantocianidinas) e curcuminas, em
inibir o processo de glicacao, foram comprovadas por:Lo et al., 2006; Shao et al.,
2008; Tan et al., 2008; Peng et al., 2011; Hu et al., 2012; Wang; Ho, 2012.

Sang et al., 2007 e Tang et al., 2013, propuseram que epigalocatequina-
(EGCG) e
(capturadores de RCS), em condicoes de pH neutro ou levemente alcalino,

3-galato resveratrol podem facilmente capturar MG e GO

originando adutos mono e disubstituidos. A ilustracdo 10 mostra a formacao
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destes adutos, a partir da reacdo do revesratrol com metil-glioxal. Nesta,
evidencia-se a reagdo de condensacao ocorrendo nas posi¢coes 2 e 4 do anel
aromatico A do resveratrol. A maior reatividade destas posi¢des € evidenciada
pelo aumento da nucleofilicidade destes carbonos (2,4), em virtude do efeito de
ressonancia ativado pelas hidroxilas fendlicas, frente a uma reacédo de

condensacao.

Figura 10 - Captura de metilglioxal por resveratrol, originando adutos mono e disubstituidos
(capturadores de RCS).

« Estratégias de combate aos AGEs

| Agentes capturadores de espécies carbonilicas reativas (RCS-Trapping) |

OH 0 0 OH
H N7 H on ﬂ U\ O
)J " o RTINS HO. Sy
O T ek -~ OH | | /L
| h . HO™ o
H H OH OCHs HiCO
OH OH

Aminoguanidina Epigalocatequina Curcumina Resveratrol

o OH
HO OH
5 OU ¢ g
B
O * 4o O
OH
OH o

mono-MG adutos

OH Resveratrol MG

Fonte: Traduzido e adaptado de Tang et al., 2013.
3.2 Propriedades farmacolégicas de Hacornia speciosa Gomes (HSG)
3.2.1 Caracteristicas botanicas e economicas de HSG

AMangabeira € uma plantanativado Brasil de natureza endémica.
Pertence a familia Apocinaceae que tem como caracteristica peculiar a presenca
de latéx em todas suas partes (caule, folhas, raiz e frutos). Trata-se de uma
arvore de porte médio, geralmente com tamanho compreendido entre 2 a 10

metros ao depender da regido onde se encontra.A literatura revela a existéncia
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de seis variagcoes genéticas naturais que tem sido descritas ao depender da
regiao de ocorréncia (GANGA et al., 2010; VIEIRA, 2011; OLIVEIRA et al., 2012).

Se distribui espontaneamente por praticamente todas as regides do Brasil
(excetuando-se a regido sul), sendo o centro-oeste e a regido nordeste as areas
de maior ocorréncia. No centro-oeste, sua maior incidéncia se da nas regides de
cerrado, abragendo todos os estados. Na regidao norte esta presente por todo o
estado do Tocantins e em algumas pequenas areas do Para, Amap4a, Ronddnia
e Amazonas. No Sudeste pode ser encontrada em Sao Paulo e boa parte do
territério de Minas Gerais. No Nordeste, encontra-se principalmente na parte
litordnea e em regides compreendidas entre a zona da mata e o litoral,
conhecidas como agreste, se extendendo desde o Espirito Santo até o estado
do Maranh&o. A figura abaixo indica 0 mapa de distribuicdo por todo o territério
brasileiro (VIEIRA, 2011).

Figura 11 -Mapa ilustrativo da ocorréncia e distribuicdo de HSG (mangabeira) no Brasil.

]

TO ” —

MG

7
Legenda
Limite do territdrio brasileiro

@€ Regides de ocorréncia da mangabeira

Fonte: Vieira, 2011.

A mangabeira se desenvolve principalmente em solos arenosos e
irregulares, pobres em nutrientes, com clima tropical, de baixo indice
pluviométrico e elevada temperatura. O periodo de floracao depende da regiao

de ocorréncia, no cerrado ocorre normalmente entre agosto e novembro, com



46

pico de producao dos frutos em outubro. Ja na regidao Nordeste os processos de
floragao e frutificacdo ocorrem duas vezes ao ano (SILVA; LEDO, 2006).

Os frutos sdo denominados de mangaba e sua etimologia deriva da
cultura indigena que significa “coisa boa de comer”. Estes tem formato circular
irregular com tamanho entre 2 - 6 cm. A coloracdo predominante dos frutos é
amarelado (quando maduros) com manchas avermelhadas e propiedades
organolépticas bem caracteristicas, tais como o sabor doce e odor agradavel
devido a presenca de inumeros compostos organicos volateis (FREITAS, 2012).

Figura 12 - Aplicacdes terapéuticas referendadas para os frutos de HSG(mangaba) e principais
compostos ja identificados nos mesmos.

-Aplicagoes:

# Ulceras gdstricas;
# Cosméticos;

# Sistema digestivo;

# Fonte de vitamina C
(139 mg/100g de polpa)

\

N 0
HO
OH OH OH
Acido clorogénico Catequina Acido rosmanirico

Fonte: Autor, 2017.

Estudos realizados na Embrapa Agroindustria Tropical, demonstraram
elevado teor de &cido ascorbico em seus frutos reafirmando o que ja se
reconhecia pelo uso popular. Moura et al. (2002), quantificaram o teor de acido
ascébico na mangaba, sendo este de 139 mg/100g de polpa. A mangaba é
bastante apreciada nas regides de ocorréncia e consumidos na forma in natura
ou como sucos, geléias e sorvetes, sendo no Nordeste onde ocorre a mais
elevada producado. Além da comercializacdo dos produtos industrializados é
muito comum a venda dos frutos em feiras livres e nas estradas da regiao
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Nordeste, principalmente na Paraiba, Espirito Santo, Sergipe e Rio Grande do

Norte.

Na cidade de Aracaju (Sergipe) existe um projeto denominado catadoras
de mangaba, financiado pela Petrobrds e governo federal, através do qual
diversas familias obtem sua sobrevivéncia a partir da coleta e beneficiamento
dos frutos da mangabeira. Junior et al. (2008), apontaram que 0 processo de
beneficiamento da mangaba pode contribuir para geracéo de renda em diversas
comunidades extrativistas através do processamento da polpa pela

agroindustria.

Porém, apesar de todo o potencial econdmico que pode ser alavancado
através da mangabeira, esta vem sofrendo significativa reducdo de seus
pomares naturais em virtude da especulagdo imobiliaria, producdo de outras
culturas e formacao de areas para pasto do gado. Atualmente, a mangabeira é
considerada uma das plantas nativas do Brasil mais ameagadas de extingao
(SILVA et al., 2011). Além dos problemas mencionados, sua dificuldade em
reproduzir-se, devido a auséncia de agentes dispersores naturais, é outro
problema enfrentado para a sobrevivéncia da espécie, sendo, segundo Oliveira
et al. (2014), a producdo de mudas em larga escala a forma mais viavel para
recompor a mata nativa e respectiva formacao de pomares para promover a

pratica extrativista comercial.

3.2.2 Aplicacoes terapéuticas

A medicina popular referenda diversas aplicacoes terapéuticas para
Hancornia speciosa Gomes, principalmente para o caule, latex e as folhas. A
revisdo bibliografica demonstra um pequeno numero de publicagdes com

estudos acerca do latex e da fruta de HSG.

Os frutos sao usados como fonte alimentar e de vitamina C, além de
promoverem melhora do sistema digestivo (GAVILANES;
BRANDAOQ,1992).Lima (2015), em estudo com a polpa da fruta de HSG,
revelouo elevado potencialantimutagénicodapolpa de mangaba bem como seus
constituintes quimicos, entre eles diversos antioxidantes tais como flavonoides.
Este estudo reforca a utilizacdo dos frutos devido ao seu alto potencial
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antioxidante e comoum alimento funcionalcomaplicabilidadena industria de

alimentos.

O latex apresenta elevada qualidade e foi largamente utilizado na
producdo de borracha durante a segunda guerra mundial para exportagao.
Possui aplicagéo popular no combate a infec¢gdes provocadas por fungos, ulcera,
espinhas, verrugas e tuberculose (POTT; POTT, 1994; VIEIRA, 1994).
Apresentou elevado potencial antiflamatério quando testado em ratos e sem a
verificacdo de efeito téxico (MARINHO et al., 2011). Santos et al. (2007)
demonstraram que o latex também apresenta atividade antimicrobiana em

ensaio utilizando diferentes microorganismos.

Figura 13 - Aplicagdes terapéuticas referendadas para o latex de HSG.

Latex

-Aplicagdes:

# Infecgdes flngicas;
# Ulceras;

# Espinhas;

# Verrugas;

#Tuberculose;

Fonte: Autor, 2017.

Suas folhas também sdo empregadas para o tratamento no controle da
pressao arterial (hipertensao) bem como para combater o reumatismo (BRITTO;
BRITTO, 1982).Muitos dos efeitos pré-ditos pela sabedoria popular encontram
ancoragem na literatura cientifica moderna, tal como a utilizacdo para o
tratamento hipertensivo. Pesquisas revelaram que os extratos etandlicos das
folhas de HSG exercem elevada atividade vasodilatadora através da inibicdo da
enzima conversora da angiotensina | e também por meio da ativacdo de um
mecanismo dependente da producdo de éxido nitrico (SERRA et al., 2005;
FERREIRA et al. 2007). Os autores atribuiram tal capacidade vasodilatadora a
presenca do flavondide rutina.
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Figura 14 - Aplicacdes terapéuticas referendadas para as folhas de HSG e principais compostos

ja identificados nas mesmas.

-Aplicagdes:
# Vasodilatadora;
# Antihipertensivo;

# Reumatismo;

# Diabetes.
OH
HO
OH
OH (2,
HO OH o . HO OCH
OH HO 3
OH OH OH OH 8 OH
Acido auininico Rutina Bornesitol

Fonte: Autor, 2017.

Em trabalho similar, Campana et al. (2009) concluiram que os extratos
etandlicos das folhas de HSG promovem a vasodilatagdo dependente do
endotélio em preparagdes utilizando aorta de ratos, e tal efeito ocorre devido a
um aumento na biodisponibilidade do mond6xido de nitrogénio (NO) devido sua
atividade antioxidante. Estes autores atribuiram esta atividade a presenca de
proantocianidinas detectadas por cromatografia liquida de alta performance com
arranjo de diodos (HPLC-DAD).

Silva et al. (2011) demonstraram que o extrato etandlico das folhas de
HSG possui capacidade de inibicdo da enzima conversora de angiotensina |
similar ao préprio captropil, medicamento largamente utilizado no tratamento de
problemas contra a hipertensdo. Em pesquisa recente, Silva et al. (2016)
reafirmaram a elevada capacidade antihipertensiva do extrato metandlico das
folhas de HSG.

Pereira et al. (2015) verificaram a elevada potencialidade de HSG no
tratamento de diabetes. O extrato etandlicodas folhas de Hancorniaspeciosa foi

fracionado utilizando técnicas cromatrograficas e estas fracoesforam
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avaliadasemensaioa-glicosidase, emefeitohiperglicémicoecaptagdo de glicose.
As fracbes mostraram-se ativas para inibicdo daa-glicosidase eno aumento

dacaptagéo de glicose.

A patologia neurodegenerativa do Alzheimer atinge principalmente a
populagdo idosa. Atualmente um promissor meio para o tratamento desta
doenca é aumentar o nivel de acetilcolina no cérebro usando inibidores da
acetilcolinesterase (FILHO et al., 2006). Os extratos hexanicos e etanélicos do
caule e folha da mangabeira foram avaliados frente a reacdo de conversao da
enzima acetilcolinasterase. O extrato hexanico do caule apresentou-se como o
mais ativo para esta conversdo. Este ultimo foi fracionado, sendo a fragdo mais
ativa identificada por ressonancia magnética nuclear (RMN) que indicou a
presenca do triterpeno lupeol (MARQUES et al., 2015).

Figura 15 - Aplicacoes terapéuticas referendadas para os frutos de HSG(mangaba) e principais

compostos ja identificados nos mesmos.

Cule (HS6G) _ -Aplicagdes:

# Inflamagdes:;

# Problemas estomacais;
# Sistema hepdtico;

# Emagrecimento;

# Gastroprotetor;

# Diabetes.

O+ _OH

OH

HO OH
OH

Acido galico

Procianidina Epicatequina

Fonte: Autor, 2017.

A infusdo do caule é utilizada em diversos tipos de tratamento, entre eles:

inflamacgdes, problemas estomacais, agente hipertensivo, doencas que
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acometem o figado e regimes de emagrecimento (FERREIRA, 1980).
Hirschmann; Arias (1990), também apontam o uso popular do mesmo no controle
da diabetes, inflamagdes da pele e doencgas relacionadas ao sistema hepatico.

Também foi demonstrada a eficacia do efeito gastroprotetor pela ingestao
da infusdo do caule de HSG em experimentos realizados com ratos. A infusao
mostrou-se ativa na eliminacao de Ulceras devido o estimulo a produg¢édo de muco

e sem provocar efeito toxico (MORAES et al., 2008).

A investigacao acerca do potencial de extratos hexanicos-metandlicos das
folhas, caule, frutos e latex contra tumores especificos in vitro (carcinoma do
célon, melanoma, glioblastoma e leucemia promielocitic), indicou que os
mesmos ndo possuem tal caracteristica (MESQUITA et al., 2009; RIBEIRO et
al., 2012).

3.2.3 Compostos identificados em Hancornia speciosa Gomes

Aqui sera apresentado o resultado acerca da revisdo bibliografica dos
compostos que ja foram identificados, até o presente momento, em Hancornia
speciosa Gomes em varias partes da planta. Estes estdao apresentados nas
tabelas abaixo (separadas por partes da planta), em ordem alfabética, indicando

suas nomenclaturas, estruturas quimicas e referéncia bibliografica.

3.2.3.1 Frutos

A maior parte dos estudos com o fruto da mangabeira (mangaba) se
referem a caracteristicas nutricionais e capacidade antioxidante. Foram
identificadas apenas quatro publicagées acerca da constituicdo quimica dos
mesmos. A tabela 4 demonstra, em ordem alfabética os compostos identificados.

Lima et al. (2015) avaliaram a capacidade antimutagénica da mangaba
em ratos. Nesta pesquisa verificou o perfil fendlico da polpa dos frutos, coletados
na cidade de Curvelo no estado de Minas Gerais, utilizando cromatografia liquida
de alta performance (HPLC). Neste estudo foram identificados flavonoides e
compostos fendlicos distintos, sendo o acido clorogénico a substancia

majoritaria. Os autores concluem que a mangaba n&o apresenta toxicidade e
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evidenciam seu potencial antimutagénico. Os mesmos enfatizam que os frutos
de HSG podem ser utilizados como alimento funcional e de aplicabilidade

generalizada na industria alimenticia.

O elevado poder antioxidante dos frutos estdo ancorados na presenga dos
polifendlicos, bem como devido ao seu elevado teor de acido ascorbico,
conforme evidencia estudo realizado por Rufino et al. (2010). Esta pesquisa

revela que a mangaba é considerada como um fruto rico em vitamina C.

A presenca de terpendides (B-caroteno e B-criptoxantina) foi mostrado em
estudo realizado por Cardoso et al. (2014), e a analise do éleo essencial dos
frutos em diferentes estados de maturacéo, revelou a presenca de diversos
ésteres, alcoois, aldeidos e cetonas que contribuem para o seu flavor
caracteristico (SAMPAIO, 2008).

Tabela 4 - Lista em ordem alfabética para os compostos ja identificados nos frutos de HSG,
segundo a literatura.

Nomenclatura Estrutura Referéncia
Acetato de isopentila i Sampaio, 2008
)\/\OJJ\
Acetato de 3-metil-3-buten-1-ila )k/\ Jok Sampaio, 2008
0
Acetato de (Z)-hexen-1-ila /\.=./~v°\ﬂ/ Sampaio, 2008
Acetato de isobutila JOL\
\|/\0 Sampaio, 2008
Acetato de n-propila NOT Sampaio, 2008
Acido ascérbico HO
HOV"\?XEZ%O Rufino et al., 2010
] HO OH
Acido clorogénico g Lima et al., 2015
Q
HO™ N N0 N B
I:JH L oH
, OH
Acido galico O Lima et al., 2015
HO OH
HO
OH
Acido-orto-cumarico ? Lima et al., 2015
H
Acido rosmanirico . a Lima et al., 2015
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Acido vanilico

Benzenoetanol

B-caroteno

B-criptoxantina

Catequina

Furfural

Hexadecanal
1-hexanol
(Z)-3-hexenol

3-hidroxi-2-butanona
3-metil-butanol
3-metil-3-buten-1-ol

Octadecanol
1-octen-3-ol

Rutina

trans-2-hexenal

trans-hex-3-en-1-ol
2,4,5-trimetil-1,3-dioxolano

HO

CHs(CH2),CHO
CHs(CHz)4CH,OH

AN

jig/
e
Ao

CHs(CH.)16CH-OH
\)Oi/\/\
l-octen-3-ol
- OH
L4 .
HO7 7 oH
da 3 _;_40-..4’7;-:\0

—F 0
HO-..A7-°.(
oH

OH

"'30\/\/\(0

H
HBCM OH

bwi

Lima et al., 2015

Sampaio, 2008

Cardoso et al.,
2014

Cardoso et al.,
2014

Lima et al., 2015

Sampaio, 2008

Sampaio, 2008
Sampaio, 2008
Sampaio, 2008

Sampaio, 2008
Sampaio, 2008
Sampaio, 2008

Sampaio, 2008
Sampaio, 2008

Lima et al., 2015

Lima et al., 2015

Lima et al., 2015
Sampaio, 2008

Fonte: Autor, 2017.

3.2.3.2 Caule

Apenas duas publicagbes foram encontradas acerca da constituicao

quimica do caule de HSG. Utilizando cromatrogafia liquida de alta performance

acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS), Rodrigues et al. (2006)

demonstraram a presenga de diversos compostos polifendlicos, conforme

mostrado na tabela 5, bem como de protoantocianidinas do tipo A e B e seus

respectivos dimeros, analisando infusdo hidroalcélica de amostras obtidas na
cidade de Palmas no estado do Tocantins (RODRIGUES et al.,, 2007). A
metodologia utilizada permitiu a identificacao direta das protoantocianidinas sem
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a necessidade de isolamento dos compostos. Os resultados apresentados nesta
pesquisa corroboram com a utilizacdo de infusbes de caule de HSG no
tratamento de disturbios grasticos referendado pelo uso tradicional.

Tabela 5 - Lista em ordem alfabética para os compostos ja identificados no caule de HSG,
segundo a literatura.

Nomenclatura Estrutura Referéncia
acido galico S tHl Rodrigues et al., 2006
HO/EELOH
, OH
Acido cis-clorogénico a & Rodrigues et al., 2006
Q
HOQ COpH //K
HO™ N0 #

OH

2,7-diidroxixantona Rodrigues et al., 2006

2,7-dimetoxixantona

Rodrigues et al., 2006

epicatequina-(4p8 — 8)-
catequina

Rodrigues et al., 2007

epicatequina-(4p8 — 6)-
catequina e dimeros de
protoantocianidinas (tipo A)

Rodrigues et al., 2007

epicatequina-(2B — 7; 4B — 8)- ' il Rodrigues et al., 2007
epicatequina

4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzoico oo Rodrigues et al., 2006
(acido siringico)

3-O-cafeoilquinico Rodrigues et al., 2006
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Acido 5-O-cafeoilquinico C;ErUH Rodrigues et al., 2006
HO,,
O
|
HOW e g N
OH Lt ,-|
e aH
om
Acido trans-clorogénico HQ, CO,H Rodrigues et al., 2006
(o]
HO™ ; O/J\\/A“\/\]\
OH /
\]// OH
OH

Fonte: Autor, 2017.

3.2.3.3 Folhas

As maiores quantidades de compostos, bem como o numero de
publicacdes, se referem aos constituintes das folhas de HSG. Em busca de
identificar os constituintes quimicos das folhas de HSG responsaveis pelo seu
elevado potencial de atividade anti-hipertensiva e quimiopreventiva do céncer,
Endringer (2007) isolou e identificou diversos compostos utilizando técnicas
cromatograficas e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). O biomonitoramento
do extrato bruto das folhas possibilitou a identificacdo de diversos constituintes
polifendlicos, sendo rutina o principal constituinte. Os autores atribuem a rutina,
bornestinol e acido quininico os efeitos anti-hipertensivos e quimiopreventivos
(FERREIRA et al., 2007; ENDRINGER;PEZZUTO; BRAGA, 2009).

Santos et al. (2006) analisando o residuo seco do hidrodestilado de folhas
de HSG identificou éteres ciclicos (6xido de trans-linalol, éxido de cis-linalol),
alcoois (a-terpinol, linolol, geraniol) e fendis bifuncionais (eugenol, (E)-
isoeugenol) utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectémetro de
massas. Com a mesma técnica, Sampaio (2008) verificou a composicdo de
compostos volateis nas folhas HSG utilizando seu 6leo essencial. Concluiu que
as folhas secas apresentam como constituinte majoritario (E)-3-hexenol (68,6%)
que diminuem para 13,3% apds dez dias de secagem ocorrendo aumento
significativo de monoterpenos oxigenados como genariol (54,7%).

Tabela 6 - Lista em ordem alfabética para os compostos ja identificados nas folhas de HSG,
segundo a literatura.

Nomenclatura Estrutura Referéncia

Acido cis-4-hidroxi-cinamico T Endringer, 2007
HO CO,H



Acido trans-4-hidroxi-cinamico

Acido quininico

a-amirina

b-D-galactoside-myo-inositol

L-(+)-bornesitol

canferol-3-O-rutinosideo

eugenol

(E) Geraniol

geraniol

1-hexanol
(E)-isoeugenol

linolol

Lupeol

| oH
: 0
HO 7 -f"IJ
Ho- fr—0__JoH
HO

Endringer, 2007

Endringer, 2007

Endringer, 2007

Endringer; Pezzuto;
Braga, 2009

Endringer; Pezzuto;
Braga, 2009

Endringer, 2007

Santos et al., 2006

Sampaio, 2008

Santos et al., 2006

Sampaio, 2008
Santos et al., 2006

Santos et al., 2006

Endringer, 2007



metil-antranilato

myo-inositol OH

5-O-cafeoilquinico

3B-O-éster do lupeol (L

3B-0-(3'-hidroxi-eicosanoil)- ' y;
lupeol ]

O-metil-mio-inositol
6xido de cis-linalol

£y
o6xido de trans-linalol : 1

2,3,4,5,6-penta-O-acetil-1L-1-
O-metil-mio-inositol

per-O-acetil-1L-(+)-bornesitol

Rutina
OH
scyllo-inositol Ho 7™~ Hﬁ;f\oﬂ
HO /o _/OH
Mo
a-terpineol

OH
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Santos et al., 2006

Endringer; Pezzuto;
Braga, 2009

Endringer, 2007

Endringer, 2007

Endringer, 2007

Endringer, 2007

Santos et al., 2006

Santos et al., 2006

Endringer, 2007

Endringer; Pezzuto;
Braga, 2009

Endringer, 2007
Ferreira et al., 2007

Endringer et al., 2009

Sampaio, 2008



a-terpinol

Santos et al., 2006
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4. METODOLOGIA

A descricao de todo o procedimento metodolégico desenvolvido esta
apresentada abaixo. Este tdpico da pesquisa esta subdividido em dois capitulos,
além da lista dos principais ragentes utilizados (4.1). O primeiro capitulo (4.2)
versa acerca dos processos desenvolvidos para formacao/combate dos AGEs,
enquanto o segundo (4.3) refere-se as propriedades farmacolégicas e
constituicdo quimica dos extratos metanodlicos das folhas, caules e frutos de
Hancornia speciosa Gomes, popularmente conhecida como mangabeira. A
obtencdo dos extratos (a frio)) e o0 ensaio de inibicio da enzima
acetilcolinesterase, foram realizadas no Laboratorio de Produtos Naturais e
Biotecnologia (LPNBio), sob a supervisdo da Profé. Dr?. Maria Teresa Salles
Trevisan, enquanto os demais procedimentos foram realizados no Centro
Alemao de Pesquisa do Cancer (DKFZ), localizado na cidade de Heidelberg-
Alemanha, com orientacdo do Prof. Dr. Robert Wyn Owen e da técnica de

laboratério Andrea Breuer.

4.1 Listade reagentes

4.1.1 Formacao/combate dos AGEs

- Solugédo de K2HPO4 e KH2PO4 (1 mol.L") — Sigma Aldrich
- TAMPAO A (pH= 6,6);

Para a obtencao deste tampéo, 73,0 mg de EDTA (Sigma Aldrich); 32,7
mg de FeCl3.6H20 (Sigma Aldrich); 20,5 mg de hipoxantina (Sigma Aldrich) e
138,0 mg de &cido salicilico (Sigma Aldrich) foram transferidos para um baldo
volumétrico de 500 mL e adicionados 19,05 mL (1 mol.L") K2HPQO4 e 30,95 mL
(1 mol.L'") KH2POQa, sendo o conjunto aferido com agua bidestilada e mantido

sob agitacao por 3 horas.
- TAMPAO B (pH= 6,6);

O tampao B foi produzido de maneira idéntica ao tampao A, porém
substituindo-se as 138,0 mg de acido salicilico por igual quantidade de &cido
cindmico (Sigma Aldrich).



60

- TAMPAO C (pH-= 6,6);

O tampao C possui a mesma composicdo do tampao A, porém

excetuando-se as 138 mg de 4cido salicilico.
4.1.2Propriedades farmacolégicas de HSG

- Ensaio antioxidante DPPH;

l) Preparo da solucéao estoque de DPPH(100 pg/mL);

(A) Solucao estoque: Foram pesados 3,94 mg de DPPH (Sigma-Aldrich), que
foram transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL, sendo o volume aferido
com metanol. A solugéo estoque de DPPH 100 pg/mL foi mantida em freezer a
-5°C, em vidro @mbar.

(B) Solucao de trabalho: A solucao estoque de DPPH foi submetida a sucessivas
diluicoes, nas concentracdes compreendidas entre 1 a 100 pg/mL.

- Ensaio antioxidante FRAP;
Para a realizagdo deste método, foram preparadas as seguintes solugdes:

l) Tampao de acetato (300 mmol.L', pH 3,6): 3,1 g de acetato de sddio tri-
hidratado foram transferidos para um baldao volumétrico de 1 L e, em seguida,
adicionaram-se 16,78 mL de acido acético glacial. O balao foi aferido com agua

bidestilada, sendo a solucao estocada a 4°C até o momento do uso.

[1) HCI 40 mmol.L': Transferiram-se 3,34 mL de &cido cloridrico concentrado
para um baldo volumétrico de 1 L e aferiu-se o volume com agua bidestilada. A

solucado foi mantida a temperatura ambiente.

1) TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina) 10 mmol.L-'em HCI 40 mmol.L-': 31,2 mg de
TPTZ foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi
completado com HCI (40 mmol/L).

IV) FeCls.6H20 20 mmol/L: 540 mg de FeCls.6H20 foram transferidos para um
baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com agua bidestilada.
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V) FeS04.7H20 1000 pumol.L': 27,8 mg de FeS04.7H20 foram pesados e
transferidos para um baldao volumétrico de 100 mL e o volume foi completado
para 100 mLcom agua bidestilada. A partir da solu¢ao estoque de 1.000 mmol/L,
foram feitas diluicoes (500 a 50 mmol.L"), para o preparo das curvas de

calibracao.

VI) Reagente FRAP: 25 mL do tamp&o de acetato (pH 3,6), 2,5 mL da solugéo
de TPTZ e 2,5 mL de FeClz.6H20 (20 mmol.L"), homogeneizado e armazenado
a 4°C até o momento do uso.

VIl) Preparo das amostras: As amostras foram analisadas nas concentragbes 25
a 1.000 mg/L e os compostos puros, nas concentragdes de 1,0 a 0,01 mmol.L".

- Ensaio antioxidante ORAC
Para a realizacao deste ensaio, foi necessario o preparo das seguintes solugdes:

l) Tampéao ORAC (75 mM di-hidrogenofosfato de potassio, pH 7,4): 40,1 mL de
KeHPO4 (1 mol.L") em 9,9 mL de KH2POa (1 mol.L") foram transferidos para um
baldo volumétrico de 500 mL, sendo completado o volume com agua destilada.

Il) Fluoresceina (A) Solugdo-estoque (0,042 mmol.L"): 1,4 mg de fluoresceina
foi transferido para um baldo volumétrico de 100 mL de cor &mbar e o volume foi
completado para 100 mL com o tampao ORAC. A solucao foi armazenada a 5°C.
(B) Solugdo de trabalho (0,21 pmol.L'"): 100 pL da solugédo-estoque de
fluoresceina foram transferidos para um Erlenmeyer de 50 mL e, em seguida,

foram adicionados 20 mL do tampao ORAC.

l1) Trolox (A) Solucdo-estoque (10 mmol.L"): 25,03mg de Trolox foram
transferidos para um balao volumétrico de 10 mL e o volume foi completado para
10 mL com DMSO. Aliquotas de 20 mL foram armazenadas em frascos tipo
Eppendorf de 1 mL a -20°C. (B) Solugéo de trabalho (20 pmol.L"): As aliquotas
de 20 pL da solugao-estoque foramdescongeladas e diluidas com 980 pL do
tampao ORAC.

IV) AAPH 19,1 mmol.L": 103,5 mg de AAPH solubilizados em 2 mL no tampao
ORAC.
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V) Preparo das amostras: As amostras foram analisadas em uma concentracao

Unica de 1.000 mg/L para os extratos e 1.000 umol.L! para os compostos puros.
- Ensaio antioxidante hipoxantina/xantinaoxidase

Para a realizacao deste ensaio, foi necessario o preparo das seguintes solugdes:
l) Tampao KaHPO4/ KH2PO4, pH 6,6: 38 mL de K2HPO4 1 mol.L'e 61,9 mL de
KH2PO4 1 mol.L" foram transferidos para um baldo volumétrico de 1L, que foi
completado com agua bidestilada.

Il) Tampao do ensaio: 73,0 mg de EDTA; 32,7 mg de FeCls.6H20; 20,5 mg de
hipoxantina e 138,0 mg de &cido salicilico foram transferidos para um baldo
volumétrico de 500 mL e adicionados 19,05 mL 1 mol/L K2HPO4 e 30,95 mL 1
mol/L KH2POs4, sendo o conjunto mantido sob agitagéo por 3 horas.

lll) Preparo das amostras: As soluc¢des de extratos na concentragéo de 10 mg/mL

foram dissolvidas em metanol.
- Ensaio de inibicao da enzima conversora da Angiotensina |

) Preparo do HHL 5 mmol.L": 21,95 mg do hipuril-histidil-leucina (Sigma-Adrich)
foram pesados e transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL, sendo o
volume completado com o tampao comercialmente disponivel de 50 mmol.L™
Tris-HCI (pH=8,3) contendo 0,3 mol.L.'NaCl.

Il) Preparo da enzima (100 mili U): A enzima ECA, concentrada em 2U, foi diluida
para 2 mL de 50 mmol.L" Tris-HCI (pH=8,3), contendo 0,3 mol/L NaCl, sendo
entdo divididos em frascos de Eppendof e reservados na geladeira a -20°C.

lll) Preparo do padrdo positivo captopril (2 ng/mL): Pesou-se 0,02 mg de
captopril, solubilizou-se em 5 mL de 50 mmol.L"! Tris-HCI (pH=8,3), contendo 0,3
mol/L NaCl, realizando-se diluicbes sucessivas até a obtencdo de 2 x 10-6

mg/mL.
- Ensaio de inibicao da enzima Acetilcolinesterase

) 50 mmol.L" Tris/HCI (pH= 8): Dissolvem-se 6,1 g de Tris (hidroximetil
metilamina) em aproximadamente 700 mL de agua destilada, ajustando o pH
com a solucéo concentrada de HCL e completando o volume para 1 L
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I1) 50 mmol.L-'Tris/HCI (pH= 8), contendo 0,1 mol/L de NaCl e 0,02 mol.L-" de
MgCI2.6H20: Utilizar 250 mL da solugao (I) e adicionar 1,46 g de NaCl e 1,015
g de MgCl2.6H20.

[1) 1 mmol.L-" de &cido 5,5'-ditiobis-[2-nitrobenzoico] (DTNB ou Reagente de
Ellman): 19,82 mg em 50 mL da solugao (lll).

IV) 1 mmol.L" de iodeto de acetiltiocolina (ACTI): 14,46 mg em 50 mL de agua

millipore.

V) Preparo da enzima: A enzima AChE (Sigma Aldrich) seca foi dissolvida na
solucdo tampéo (l), para o preparo de uma solucao estoque 1.000 U/mL,
deixando-se a solugao por 20 minutos. Em seguida, sob agitagdo, por mais um
periodo de 10-15 minutos, para obtengdo de uma solugao homogénea.

VI) Preparo das amostras: Os extratos na concentracdo de 10 mg/mL, no
solvente organico de interesse, e 0s compostos puros nas concentracoes de 1
mg/mL.

4.2 Formacao e combate dos compostos de glicacao avancada (AGEs)

4.2.1 Descricao geral dos métodos desenvolvidos para a formacao e
combate dos produtos de glicacao avancada (AGEs)

A descricao de Maillard demonstra que a reacao entre os acglcares
redutores em sua forma aberta (ou de compostos carbonilicos gerados na
oxidacao destes) com proteinas ou residuos de aminoacidos, originam os
compostos de Amadori que se convertem nos AGEs. Portanto, as metodologias
apresentadas neste trabalho, consistem em inicialmente promover a reacao de
solucbes de acucares (glicose, frutosee galactose), com solucao proteica de
albumina de soro bovino (BSA) em diferentes meios reacionais. Posteriormente
as solucbes de acucares, foram substituidas por compostos dicarbonilicos
(glioxal-GO e metilglioxal-MG), adicionando ao sistema a enzima xantinaoxidase
(XO), para promover a formac¢ao dos AGEs em meio reacional com excesso de

radicais livres hidroxila (‘OH).

O sistema hipoxantina/xantinaoxidase é um método que promove a

formacao de radicais livres, devido ao processo de oxidacdo da hipoxantina a
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acido urico, catalisado pela enzima xantina oxidase, conforme descrito e

adaptado por Owen (2000) e colaboradores.

A ilustracdo deste processo esta demonstrado na figura 16, na qual
observa-se que medida que a hipoxantina sofre oxidagao, o oxigénio e perdxido
de hidrogénio produzidos, reagem com complexos de ferro/EDTA originando
radicais livres do tipo hidroxila (HO-). Esta metodologia ¢é utilizada para avaliar a
capacidade de espécies quimicas em atuar como antioxidantes em competicao
com o 4cido salicilico, que ao reagir com os radicais hidroxila, origina os acidos
2,3 e 2,5-dihidroxibenzoéico (DHBA).

Figura 16 - Esquema representativo do ensaio antioxidante hipoxantina/xantina oxidase.

Hipoxantina HN
(300uM)
N

Xantina oxidase (18 mU)

0, 0, % + Felll (50uM)/EDTA (500uM)——»-O, + Fe IEDTA COOH
H,0 H,0; + Fe IIEDTA——=FellVEDTA + HO*+ HO™ OH

o COOH v o
NH 2,3-DHBA
I Acido salicilico (2 mM)

Xantina j\
(o]

N N COOH
|
H
0, O,% + FelllEDTA——»-0, + Fe Il/EDTA{
H,0 H,0; + FellEDTA——FelllEDTA + HO*+ HO™
2,5-DHBA
o}
Acido Urico )\
\
H

Fonte: Barreto, 2007.

A presenca em excesso destes radicais durante a glicagdo e
glicooxidacao da proteina, pode promover a oxidagao da cadeia de residuos de
aminoacidos da mesma, bem como dos aglcares e assim formar derivados
dicarbonilicos de forma mais rapida, diminuindo significativamente o tempo do
processo de glicacdo das proteinas. A formacdo qualitativa dos AGEs foi
verificada através de mensuragcao por espectrofluorimetria, com excitacéo e

emissao nos comprimentos de onda de 350 a 450 nm respectivamente.
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Os procedimentos finais desenvolvidos para obtencdo dos AGEs
utilizando a via reacional com os agucares (glicose e frutose) ou com compostos
dicarbonilicos metilglioxal (MG) e glioxal (MG), foram denominados
respectivamente sistemas: Hipoxantina/xantina-BSA-glicose/frutose e
Hipoxantina/xantina-BSA-MG/GO. Os fluxogramas abaixo representam
graficamente os procedimentos acima descritos. No método em que os agucares
foram substituidos pelos compostos dicarbonilicos (glioxal e metilglioxal)
reduziu-se o periodo de incubacédo de 48 para 3 horas. Os ensaios para
combater a formacado dos AGEs, incluiram os dois métodos (agucares e
compostos dicarbonilicos), porém adicionando diferentes concentragdes de
extratos de plantas e compostos puros ao sistema cujo processo sera detalhado
nos itens seguintes.

Figura 17 -Fluxogramas representativos dos principais processos desenvolvidos para a

formagdo dos AGEs: (17a) sistema hipoxantina/xantina-BSA-glicose/frutose (17b) sistema
hipoxantina/xantina-BSA-MG/GO.

{172) Sistema ) Sistema
BSA + glicose ou frutose BSA + Metilglioxal (MG) ou Glioxal (60) |

881,75 uL de tampdo C (pH= 6,6)

881,75 uL de tampdo C (pH= 6,6)

93,75 pL BSA (16 mg/mL)

93,75 L BSA (16 mg/mL)

25 ul de glicose ou frutose (300 mg/mL) 25 4L de MG ou GO (4 mg/mL)

10 pL enzima XO 10 pL enzima XO

10 wL HCI (cone.) 10 pL HCl (cone.)

b | Fluorescéncia \——p | Fluorescéncia

Fonte: Autor, 2017.

4.2.2 Formacao de AGEs induzido pelo sistema Hipoxantina/xantina-BSA-

glicose/frutose

Para avaliar a formagdo dos AGEs, inicialmente foram testados quatro
diferentes meios reacionais: solucdo de KH2POa4 (1 mol.L"), K2HPOa4 (1 mol.L"),
tampé&o Tris-HCI + 0,3 mol.L-' de NaCl (pH 8,3), e tampéo fosfato (tampéao A)
adicionado de &cido salicilico (500mL de solugdo: 19,05 mL 1mol.L-"" K2HPOa,



66

30,95 mL 1mol.L'" KH2PO4, 73 mg EDTA, 32,7 mg FeCls, 20,5 mg hipoxantina,
138 mg acido salicilico, pH=6,6).

A mistura reacional continha 93,75 uL de albumina de soro bovino-BSA
(16 mg/mL - Sigma Aldrich), 25 uL glicose (300 mg/mL - Sigma Aldrich) e 881,75
UL dos diferentes meios mencionados, introduzidos em eppendorfss (2,0 mL)
previamente identificados. Todos os reagentes mencionados foram dissolvidos

no meio (solugdo ou tampao) em analise.

A incubacao ocorreu na auséncia de luz, a 37 ° C, sob agitacao constante
(450 rpm) durante uma semana, que € o periodo de incubacao utilizado na
maioria dos procedimentos disponiveis atualmente na literatura. A medida da
intensidade da fluorescéncia total dos AGEs foi realizada pela leitura de
microplacas em um espectrofotdmetro de fluorescéncia Cytoflour (Perspectve
Biosystems, Minnesota, USA) com excitacdo e emissdo maxima em 360 e 460
nm respectivamente. As amostras foram produzidas em duplicata e a
mensuracao da fluorescéncia foi realizada em triplicata (figura 18).
Figura 18 -Esquema reacional desenvolvido para a formagdo dos AGEs via sistema

hipoxantina/xantina-BSA-glicose, utilizando diferentes meios avaliados sem a presenga da
enzima xantina/oxidase (XO).

Sistema
BSA + glicose

F881,75 pL (diferentes meios)

*1 93,75 uL BSA (16 mg/mL)

*3 || Excitagdo A> 360 nm
25 plL de glicose (300 mg/mL) Emissdo A-> 460 nm

"2| Incubagdo (37 °C, 450 rpm, 7 dias) |

* 3 ~ .
p | Fluoresceéncia

Fonte: Autor, 2017.

Apos a verificagao da formacdo dos AGEs em todos os meios avaliados,
por meio de espectrofluorimetria, repetiu-se o mesmo procedimento descrito
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anteriormente, porém adicionando-se 10 pyL da enzima xantinaoxidase (18mU-
Sigma Aldrich) as amostras, utilizando-se desta vez apenas o tampéo fosfato
acrescido de acido salicilico pH= 6,6 (tampé&o A) como meio reacional (figura 19).
Os periodos de incubacgéao utilizados para estes procedimentos foram de 3 e 48
horas, sendo a finalizacdo da reacgao, realizada através da adicao de 10 L de
acido cloridrico concentrado (Roth). A fluorescéncia das amostras foi mensurada
conforme descricao anterior.

Figura 19 -Esquema reacional desenvolvido para a formagdo dos AGEs via sistema

hipoxantina/xantina-BSA-glicose, utilizando a enzima XO em tampao fosfato adicionado de acido
salicilico (tampéo A).

Sistema
BSA + glicose

881,75 pL de tampdo A (pH= 6,6)

93,75 uL BSA (16 mg/mL)

25 pl de glicose (300 mg/mL)

10 pL enzima XO (18 mU)

Incubagao (37 °C, 450 rpm, 3 e 48 horas)

ey | Fluorescéncia

Fonte: Autor, 2017.

Apos a verificacao da eficacia do acoplamento do meio contendo a enzima
xantinaoxidase (que promove a geracao de radicais livres), este procedimento
foi repetido utilizando-se 24 e 48 horas de incubacdo, porém, apenas com o
tampéao fosfato (pH= 6,6) em trés distintas constituicbes (puro, com acido
cindmico -AC- e com acido salicilico — AS) como meio reacional. Foram
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produzidos controles sem a presencga da enzima XO, para posterior comparagao
da fluorescéncia (figura 20a).
Figura 20 -Fluxogramas representativos para a formagdo dos AGEs via sistema

hipoxantina/xantina-BSA-glicose: (20a) procedimento com tampado fosfato em diferentes
composicoes (20b) procedimento com tampao fosfato puro (tampéao C).

(20a) Sistema
BSA + glicose

881,75 pL de tampdo A, B e C (pH= 6,6)

93,75 plL BSA (16 mg/mL)

25 pL de glicose (300 mg/mL)

10 pL enzima XO (18 mU)

i

Incubagao (37 °C, 450 rpm, 24 e 48 horas)

| Fluoresceéncia

(20b) Sistema
BSA + glicose

881,75 pL de tampdo C (pH= 6,6)

93,75 plL BSA (16 mg/mL)

25 uL de glicose (300 mg/mL)

10 pL enzima XO (18 mU)

Incubagdo (37 °C, 450 rpm, 24 e 48 horas, 1, 2 e 3 semanas) ‘

| Fluorescéncia

Fonte: Autor, 2017.
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Devido a formacao de compostos fluorescentes oriundos da reacdo dos
acidos salicilico e cindmico com os radicais hidroxila, que promoveram
interferéncias na mensuracado da fluorescéncia dos AGEs, apenas o tampao
fosfato puro (tampdo C) foi utilizado para o prosseguimento dos demais
experimentos. Estes foram realizados em diferentes intervalos de tempo (24
horas, 48 horas, 1 semana, 2 semanas, 3 semanas) seguindo a metodologia
anteriormente descrita (com enzima). Em todos os ensaios foram realizados

controles sem a presenca da enzima para posterior comparacao (figura 20b).

Como forma de avaliar a reatividade de diferentes acucares, foi realizada
a substituicado da mesma quantidade de glicose por frutose (300 mg/mL).
Inicialmente o periodo de incubacéo foi de 48 horas (37 °C), sendo as amostras
produzidas na presenca e auséncia da enzima XO. Este procedimento foi
repetido com diferentes periodos de incubacao e temperatura: uma semana (37
°C) e 48 horas (90 °C), sem a presenca da enzima XO (figura 21). Devido ao
elevado consumo de derivados de leite, também foi avaliada a formacdo de
AGEs, substituindo glicose e frutose, por igual quantidade de galactose (Sigma-
Aldrich), porém com apenas 24 horas de incubacéo (37 °C).
Figura 21 -Fluxograma representativo para a formagdo dos AGEs via sistema

hipoxantina/xantina-BSA-glicose/frutose em diferentes temperaturas (37 e 90 °C) e periodos de
incubacéao (48 horas e 7 dias), na presenga e auséncia da enzima XO.

Sistema
BSA + glicose/frutose

881,75 uL de tampdo C (pH= 6,6)

93,75 pL BSA (16 mg/mlL)

25 pl de glicose ou frutose (300 mg/mL)

10 pL enzima XO (48 horas 37 °C)

\

Incubagao (37 °C - 48 horas e *7 dias) (*90 °C - 48 horas e 7 dias) ‘

e | Fluorescéncia

Fonte: Autor, 2017.
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4.2.3 Formacao de AGEs induzido pelo sistema Hipoxantina/xantina-BSA-
MG/GO

A reacao entre os compostos dicarbonilicos tais como metilglioxal (MG) e
glioxal (GO), com as proteinas ou residuos de aminoacidos, promove 0 processo
de glicacdo de maneira mais rapida que os acucares em sua forma aberta.
Quando em excesso no organismo humano (principalmente no decorrer de
processos inflamatérios), estas espécies dicarbonilicas (MG e GO), geram um
processo bioquimico conhecido como “stress dicarbonilico” que produz efeitos

danosos ao ser humano em virtude do aumento dos AGEs.

Assim a metodologia proposta, consiste basicamente no mesmo
procedimento descrito para glicose e frutose (acucar+BSA+tampao+enzima),
porém substituindo as solugdes dos acucares por igual quantidade (25 pL) de
GO e MG (Sigma-Aldrich) na concentracao de 4,0 mg/mL, dissolvidos no tampéao
C (pH= 6,6).

Inicialmente foi determinada a fluorescéncia intrinseca de MG e GO
utilizando uma curva de calibragdo, compreendida entre 0 e 400 mg de ambos,

por mililitro de tampé&o C (pH= 6,6).

Em eppendorfs de 2,0 mL, foram adicionados 93,75 yL de BSA (16
mg/mL), 25 uL das solucdoes de MG e GO (4 mg/mL) e 881,75 uL de tampao C
(pH= 6,6). As amostras foram produzidas em duplicata e analisadas na presenca
e auséncia de 10 uL da enzima XO (18mU). Estas foram incubadas a 37 °C, sob
450 rotagbes por minuto, durante 3 horas. Foram produzidos controles
substituindo o BSA por igual quantidade de tampéao C (pH= 6,6), para verificagao
da fluorescéncia intrinseca de MG e GO na mistura reacional. O procedimento
de finalizacdo da reacéo (adicdo de 10 puL de HCI concentrado) e determinacéo
da fluorescéncia ocorreu do mesmo modo que nos ensaios com glicose e frutose.
A ilustragcdo 22 demonstra um esquema representativo para os métodos

desenvolvidos.
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Figura 22 -Fluxograma representativo para a formagdo dos AGEs via sistema
hipoxantina/xantina-BSA-MG/GO utilizando 3 horas de incubacao na presenca da enzima XO.

Sistema
BSA + metilglioxal (MG) ou glioxal (60)

881,75 ulL de tampao C (ﬂ: 6,6)

93,75 pL BSA (16 mg/mL}

25 plL de MG ou GO (4 mg/mL)

10 pL enzima XO (18 mU)

Incubagado (37 °C, 450 rpm, 3 horas)

| Fluorescéncia

Fonte: Autor, 2017.

Visando avaliar a linearidade dos processos com e sem a presenca da
enzima XO, foi realizado teste similar ao anterior, no qual variou-se a
concentracdo da proteina (BSA 0 — 4 mg/mL) mantendo em 4 mg/mL a
concentragdo de MG. As amostras foram avaliadas na presencga e auséncia da
enzima XO, durante uma hora de incubagédo a 37 °C. Com este experimento
buscou-se também, verificar a reprodutibilidade do método utilizando a enzima
XO.

4.2.4 Métodos para combater a formacao dos produtos de glicacao
avancada (AGEs)

Os procedimentos com glicose, MG e GO foram repetidos com o intuito
de analisar a capacidade de diferentes classes de compostos (guanidinas,
flavonodides e acidos fendlicos) e extratos de plantas no combate a formacao dos
AGEs. Para isto, inseriu-se a mistura reacional, diferentes compostos puros

(aminoguanidina, rutina e &cido clorogénico), bem como extratos metandlicos
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das folhas, caules e frutos de Hancornia speciosa Gomes (HSG) em
concentragdes variadas. Com esta técnica buscou-se evidenciar uma possivel
acao destas espécies quimicas, como agentes de varredura dos compostos 1-2
dicarbonilicos (MG e GO), atuando como capturadores (capturadores de RCS)
destas espécies, para formar adutos e assim diminuir a quantidade de AGEs
formados (NILSSON,1999; THORNALLEY, 2003; LO et al., 2006; PENG et al.,
2008; SHAO et al., 2008).

Como controle positivo para os métodos desenvolvidos com o intuito de
combater a formagdo dos AGEs, foi utilizado cloridrato de aminoguanidina
(CHsN4.HCI) com 98% de pureza (Sigma Aldrich). Foram preparadas solucdes
metandlicas em diferentes concentragdes (0,5 — 5,0 mmol.L™"). Posteriormente
foram adicionados 1 mL das referidas solugbes aos eppendorfss (2,0 mL),
seguida da remocdo do solvente por evaporacdo a vacuo. Apds completa
evaporacdao do solvente, adicionou-se a todas as amostras a mesma
composicao reacional dos procedimentos desenvolvidos com glicose (48 horas)
e com MG/GO (3 horas).

Figura 23 -Fluxograma representativo do processo desenvolvido para o combate a formagao
dos AGEs, utilizando aminoguanidina via sistemas hipoxantina/xantina-BSA-glicose e MG/GO.

Aminoguanidina
(0.5 - 5,0 mmol.L-1)

1. evaporagdo

881,75 pL de tampao C (pH= 6,6)

93,75 L BSA (16 mg/mL)

25 pL de glicose (300 mg/mL) % 25 pL de M"GB 1::5:2 (4 mg/mlL)

10 pL enzima XO (18 mU)

Incubagado (37 °C, 450 rpm, 48 horas)

L | Fluorescéncia

Fonte: Autor, 2017.
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Os mesmos procedimentos foram repetidos, porém substituindo
aminoguanidina pelo flavonéide rutina e também por acido clorogénico (Sigma
Aldrich) em diferentes concentragdes (250 — 2000 pM).

Por fim, os extratos metandlicos das folhas, caule e frutos de HSG foram
avaliados. Preparou-se solugdes metandlicas (10 mg/mL) de todos os extratos
mencionados e inseriu-se 0,5 mL (5 mg de extrato) destas, em eppendorfss de
2,0 mL, sendo o solvente removido por evaporagdo a vacuo. Logo apos, a
mistura reacional foi inserida no sistema (procedimento com glicose 48 horas) e

as amostras avaliadas com e sem a presenga da enzima XO.

Tendo em vista os resultados obtidos para os extratos de HSG, apenas o
extrato metandlico das folhas foi considerado significativo, sendo escolhido para
analise mais minuciosa. Os procedimentos para esta verificacdo foram os
mesmos (glicose e MG/GO), porém utilizando diferentes quantidades do referido
extrato (2,5 — 20 mg).

Foram ainda avaliadas, frac6es do extrato metandlico das folhas obtidas
por fracionamento utilizando coluna SPE C1s (CHROMABOND, 45 mL/5000 mg),
em diferentes gradientes de eluicao: acido acético (2%); hexano; 5%, 10%, 25%
e 50% de MeOH em &cido acético (2%). O objetivo foi identificar quais classes
de substancias, presentes em HSG, apresentavam maior atividade em combater
os AGEs. Este ensaio ocorreu apenas com glicose, utilizando 5,0 mg das

fracoes, somente com a enzima XO.

Em todos os procedimentos realizados (compostos puros ou extratos), as
amostras foram centrifugadas (13000 rpm por 5 minutos) antes da determinacéo

da fluorescéncia.
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4.3 Propriedades farmacologicas e identificacao quimica de HSG
4.3.1 Material Botanico

Amostras de caule (1750 g), folhas (1200 g) e frutos (1,150 g) foram
coletadas pelo Administrador Rural aposentado (IDEMA-RN), Armando Marques
Junior, em 07 de abril de 2014 e 15 de abril de 2015, no distrito de Lagoa do
Mato, localizado na cidade de Sao José de Mipibu situada na regido agreste do
estado do Rio Grande do Norte. O material coletado foi georreferenciado por um
transceptor GPS, e estdo localizados em um terreno pertencente a prefeitura
municipal do municipio mencionado (Figura 24), sob coordenadas 6°02'12.84"S
e 35°17'15.60"0.

Figura 24 -Mapa indicativo da localizagao do ponto de coleta de HSG, no municipio de Sao José
de Mipibu, Rio Grande do Norte.
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Fonte: Autor, 2017.

A identificacdo e numeragédo do material vegetal colhido esta depositado
no Herbario Prisco Bezerra pertencente a Universidade Federal do Ceara (UFC),
sob numero de exsicata: 55710. A identificagao foi realizada pela técnica Sarah
Sued Gomes, pertencente ao Departamento de Biologia da UFC.

Como padrdao comparativo foram obtidas amostras de caule (510 g) e
folhas (450 g) de HSG fornecidas pela EMBRAPA-Ceara. Os materiais colhidos
em sua totalidade ndo passaram por lavagem prévia e foram secos em uma
estufa ventilada a 50°C, por 96 h. Foi realizada ainda uma triagem do material
coletado com posterior moagem das folhas e frutos em um processador de
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laminas, enquanto os caules foram processados em uma forrageira previamente

limpa.

4.3.2 Preparo dos extratos

Para obtencdo dos extratos de folhas e caules foram utilizados dois
métodos de extragdo: via soxhlet (a quente) e extracao a frio, enquanto que nos
frutos apenas a extragéo a quente foi utilizada.

4.3.2.1 Extracao via soxhlet (a quente)

Osextratos das folhas, caule e frutos foram obtidos utilizando um sistema
soxhlet (100 mL). Neste, adicionou-se 10 gramas secas e trituradas, dos
materiais anteriormente mencionados em um tubo de celulose (25 x 100 mm),
que foram inseridos no sistema contendo inicialmente 150 mL de hexano (Sigma-
Aldrich) num baldo de fundo redondo que foi aquecido com o auxilio de uma
manta aquecedora. O sistema permaneceu em funcionamento por 3 horas. O
solvente foi removido em evaporador rotativo sob pressdo reduzida e
posteriormente seco em speed vacuo. O procedimento foi repetido por trés vezes
com hexano e em seguida realizado da mesma maneira com metanol (Sigma-
Aldrich), sendo entdo obtidos os extratos hexanicos e metandlicos das folhas,
caules e frutos de HSG. Apos a secagem total dos extratos foram calculados os

rendimentos.

4.3.2.2 Extracao a frio

Depois de totalmente secos e triturados, foram adicionados 1,56 kg das
folhas e 2,226 Kg dos caules de HSG em dois recipientes de vidro nos quais
foram submetidos a extracao a frio com hexano (3x 9 L) e em seguida com etanol
(83 x 9 L). Durante cada extracdo o material permaneceu em suspensao nos
solventes durante 10 dias. As solugdes obtidas foram filtradas e logo apés
concentradas por evaporacao rotativa sob pressédo reduzida a 35 °C, sendo

mantidas em banho-maria até eliminacdo completa dos solventes.

As ilustracdes abaixo (figuras 25a, 25b) demonstram simplificadamente
os dois procedimentos de extragao realizados.
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Figura 25 -Fluxogramas para os processos de obtengdo dos extratos (25a) soxhlet (25b) extrag&o a frio.

(25a) * Extragdo & quente (soxhlet)
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Folhas, caule e frutos

1. Extracdo com hexano
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2. Concentragdo

Extrato
hexénico

l Torta

3. Extragdo com metanol
(3 x 150 mL) por 3 horas

4. Concentragéo

\

Extrato
metandélico

N

Residuo
(descartado)

|+ EHF - Extrato hexénico das folhas |
* EHC - Extrato hexanico do caule
* EHM -Extrato hexdnico mangaba

* EMC - Extrato metandlico do caule
|| » EMM - Extrato metandlico mangaba

+ EMF - Extrato metandlico das folhas

I L e r——
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Freeze-dry

+  Extragdo a frio
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(3x9 L) por 10 dias

4. Filtragao/
tracao em

rotativo (36 °C) Residuo

(descartado)

* EHF - Extrato hexdnico das folhas
* EHC - Extrato hexdnico do caule

» EMF - Extrato etandlico das folhas
* EMC - Extrato etandlico do caule

Fonte: Autor, 2017.
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4.3.3Fracionamento cromatografico dos extratos via SPE

500 mg dos extratos metandlicos das folhas, caules e frutos de HSG foram
fracionados utilizando coluna SPE Cis (Silica de octadecil-modificada,
CHROMABOND, 45 mL/5000 mg). Inicialmente utilizando tubos de falcon, os
extratos foram dissolvidos em 50 mL de solugcao contendo &cido acético a 2%
(AA 2%) com o auxilio de um agitador magnético e ultrassom. A dissolucéo inicial
em acido acético foi escolhida para promover uma melhor dissolu¢cdo das
espécies polares presentes no extrato. Em seguida, apds 3 minutos de agitacéo
com o auxilio de um vortex (Genie — 2), o sistema foi centrifugado por 20 minutos
a 5000 RPM. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de falcon com o

auxilio de uma pipeta descartavel e o precipitado descartado.

Em seguida a coluna SPE foi inserida num sistema de vacuo e ativada
através da lenta eluicdo de 50 mL de metanol (Sigma-Aldrich) e posteriormente
0 mesmo volume de 4gua bidestilada.

Apoés ativacao, as solugdes contendo os extratos (AA 2%) foram aplicadas
ao cartucho, e em seguida eluidas lentamente através das colunas. Assim foram
obtidas 7 fragdes distintas usando gradiente de eluicdo com 50 mL de hexano,
5% de metanol em acido acético 2%, 10% de metanol em acido acético 2%, 25%
de metanol em &cido acético 2%, 50% de metanol em &cido acético 2% e 100%

de metanol.

A fracdo hexanica foi reservada e as demais foram pré-analisadas em
HPLC. Em seguida as fracGes obtidas foram secas por speed vacuo e apds
finalizado este processo foram todas redissolvidas em 3 mL de metanol e

analisadas novamente em HPLC-MS (figura 26).

Apébs analise inicial em HPLC, para o isolamento dos compostos de
interesse do extrato etandlico do caule, utilizou-se a técnica de extracao por
solventes. Inicialmente, com o auxilio de um agitador magnético, cinco gramas
do extrato do caule foram dissolvidos em 200 mL de solucéo de bicarbonato de
sédio (NaHCOz3) a 6%, para remocao de compostos com menor acidez (taninos
e alguns &cidos fendlicos). Apds homogeinizagéo, a solucao obtida foi inserida
num funil de decantagdo de 500 mL e adicionado 100 ml de diclorometano
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(CH2Cl2) seguido de agitacao. Este procedimento com diclorometano foi repetido
por trés vezes sendo sempre a fase inferior removida do funil.

Figura 26 - Fluxograma ilustrativo para o fracionamento dos extratos de HSG (folhas, caule e
frutos) via coluna SPE (C1s).

Extratos metandlicos (500 mg
Folhas, caule e frutos

Fraci to SPE (50 mL)
Concentragdo

Dissolugdo (5 mL MeOH)
Pré-andlise em HPLC

Anélise em HPLC/MS ——>

TS

(Silica CHROMABOND C,;, Macherey Nagel)
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Fragdo Fragéo Fragdo Fragdo Fragdo Fragéo Fragdo
(hexanica) || (AA2%) SS%MeOH/AAZ% (10%MeOH/AA2%) || (25%MeOH/AA2%) | |(50%MeOH/AA2%)| | (100%MeOH/AA2%

{

" ﬁgﬁiﬂ

1:

Folhas Caule

Fonte: Autor, 2017.

Em seguida a fase superior foi transferida para um béquer de 500 mL e o
sistema foi conectado a um pHmetro digital. Foi adicionada quantidade suficiente
de acido cloridrico (HCI) a 37% até pH= 4, com o intuito de restaurar a forma
acida dos compostos, apds extragdo basica com bicarbonato de s6dio a 6%.
Esta solucao retornou para o funil de separagédo e passou por extragcbes com
acetato de etila (3 x 100 mL) sendo removida a fase inferior. Por fim removeu-se
a agua com adicao de sulfato de sddio anidro e o solvente foi vaporizado com
rotaevaporador rotativo (BARRETO et al., 2008). O material obtido foi fracionado

via SPE conforme descrito anteriormente.

4.3.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas com ionizacao por “eletrospray” (HPLC-IES-EM)

As amostras de folhas, caules e frutos de HSG foram analisadas em um
cromatografo liquido Hewlett Packard série 1100 (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemanha) equipado com coluna de fase reversa (C-18) com
dimensdes de 25 x 0,46 cm (Phenomenex Ltd, Aschaffenberg, Alemanha) e
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acoplado a um espectrébmetro de massas de quadrupolo simples Hewelett
Packard série 1101 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha) operando com
ionizacao por “electrospray”. Os espectros de massas foram gerados no modo
negativo. A taxa de fluxo de solvente foi de 1 mL/min e injecdo de 10 uL, os
compostos foram detectados nos comprimentos de onda 257, 278, 320 e 340
nm a temperatura ambiente. A fase movel consistiu em solugdo 2% de acido
aceético em agua (solvente A) e metanol (solvente B) com o seguinte perfil de
gradiente: inicialmente 95% de A por 2,0 min; para 75% de A durante 10min;
para 60% de A durante 10 min; para 50% de A durante 10min; para 100% de A
durante 10 min; para 0% de A durante 5 min e continuando com 0%B de até o
final do experimento.

O segundo método consistiu de uma fase mével de 2% de acido acético
em agua (solvente A) e acetonitrila (solvente B) seguindo o seguinte perfil de
gradiente: inicialmente 95% de A por 10 min; para 90% de A durante 1min; para
60% de A durante 9 min; para 80% de A durante 10min; para 60% de A durante
10 min; para 0% de A durante 5 min e continuando com 0% de até o final do
experimento. Os espectros de massas no modo de ionizagdo negativo foram
gerados sob as seguintes condi¢ées: voltagem do fragmentador = 100 V,
voltagem do capilar = 2500 V, pressao do nebulizador = 30 psi, temperatura do
gas secante = 350 °C, faixa de detecgcao de massas 100 — 1500 D.

4.3.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia semi-preparativa (HPLC-
semi-preparativo)

As purificagdes cromatograficas semi-preparativas para as amostras de
folhas, caule e frutos de HSG foram realizadas em um cromatoégrafo liquido
Hewlett Packard série 1100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha)
equipado com coluna de fase normal (silica) (Latek, Eppelheim, Alemanha) com
dimensdes de 25 x 1 cm (Latek, Eppelheim, Alemanha) e acoplado a um
injetor/coletor de amostras automatico Hewlett Packard 220 (Agilent
Technologies, Waldbronn, Alemanha). A deteccao foi realizada com um detector
de arranjo de diodos (UV) nos comprimentos de onda 257, 278, 320 e 340nm,
fluxo de solvente foi 3 mL/min, e injecao de 50uL (figura 27). Cada fracao colhida
foi agrupada e o solvente removido via speed vacuo.
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Figura 27 -Cromatdgrafo semi-preparativo acoplado a injetor/coletor automatico de amostras,

utilizado para o fracionamento cromatégrafico dos extratos das folhas, caule e frutos de HSG.

-*Coluna com fase reversa | (*Latek, Eppelheim, Alemanha)

-dimensdes: 25 x 1 cm
-preenchimento: 5 tm

*Ime?or/colefor automadtico: | (*Hewlett Packard 220)

| | -Fase movel:

Tempo (minutos) | Eluente A (AA 0,2%) | Eluente B (Acetonitrila)
11 95% 5%
& Deteccdo: 257,278, 320 e 340 nm
9 90% 10%
@ Injecdo: 50 L de amostra (3 mL/min.) 10 85% 15%
10 80% 20%
* AA - Acido acético 5 0% 100%

Fonte: Autor, 2017.

Para a purificacdo dos compostos selecionados nos extratos na espécie
de Hancornia speciosa Gomes, a fase mdvel utilizada consistiu de solugao
aquosa 0,2% de acido acético (solvente A) e acetonitrila (sovente B), utilizando
a seguinte gradiente de eluicdo, com um tempo total de experimento de 45
minutos: 95%A:5%B por onze minutos, 90%A:10%B por nove minutos, 85%A:
15% B por dez minutos, 80% A: 20% B por dez minutos e 0% A: 100% B até o

tempo final do experimento.

4.3.6 Potencial Antioxidante

Em todos os ensaios realizados para avaliagao do poder antioxidante dos
extratos e alguns compostos puros identificados em HSG, foi utilizado Trolox®,
forma sintética e sollvel da vitamina E, como padrdao comparativo, por se tratar
de um composto com agao antioxidante significativa e ja conhecida (TREVISAN
et al., 2006).

Figura 28-Estrutura quimica do Trolox (&cido 6-hidroxi-2,5,7,8- tetrametilcromano-2-carboxilico),

forma soltvel e sintética da vitamina E.



Fonte:http://www.wikiwand.com/en/Trolox

4.3.6.1 Ensaio Antioxidante frente ao radical livre DPPH

O método utilizado para determinagdo do potencial DPPH utilizou
metodologia proposta por Silva et al. (2006). Trata-se de um método
colorimétrico que analisa a capacidade quantitativa das espécies em capturar os
radicais livres DPPH (1,2-difenil picril-hidrazil),oriundos de uma fonte sintética,
promovendo assim o decréscimo da absorbancia a 515nm. A técnica baseia-se
na diminui¢cdo da absorbancia causada pela reducéo do radical DPPH, por acéo
de uma espécie antioxidante, que promove o descoramento da solucao devioleta
para amarelo (figura 29).

Figura 29 - Representacdo esquematica para captura (reducdo) do radical livre DPPH que

promove a descoloracao da solugao e diminuicdo da absorbancia.

H

N_N N02 + RH r‘adugao N_!h

e
DPPH (1,2-Difenil picril-hidrazil)

Cor: Violeta-escuro Cor. Amarelo

Fonte: adaptado de Oliveira, 2015.

Os extratos de HSG (folhas, caules e frutos) e compostos purificados
foram diluidos em metanol nas concentragbes 0,01-1,0 mmol.L-".20 pL de
diferentes concentracdes dos extratos e dos compostos puros foram adicionados
em placas de 96 pocos em duplicata. A reacéo foi iniciada ap6s a adi¢cao 180 pL
da solucdo de DPPH (20 pg/mL em metanol). Todo este procedimento foi

realizado em ambiente com pouca luminosidade.
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A absorbancia foi mensurada ap6s 10 minutos do inicio da reagdo, em um
equipamento Universal micro plate reade (Elx 800 Bio-Tek Instruments,
Winooski, Vermont, USA) versus uma solucao controle de DPPH.

A concentragéo de DPPH foi calculada a partir de uma curva padréao de
DPPH entre 1-1000 pg/mL medidas simultaneamente. Para o calculo da
determinacao do ICso (Concentracao provinda da inibicao de 50% do radical livre
DPPH) de cada amostra foi utilizado o programa Table curve (Jandel Scientific,
Chicago, IL). Portanto quanto menor o valor de ICso,maior sera o potencial
antioxidante apresentado pela espécie analisada.

4.3.6.2 Potencial Antioxidante FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Método baseado na capacidade dos metabdlitos em promover a redugéo
do Fe3+* a Fe?. Quando este processo ocorre na presenca do 2,4,6-tripiridil-S-
triazina (TPTZ), ocorre inicialmente a formagdo de um complexo de Fe3+/TPTZ
que apresenta coloragédo azul clara. Com a formacao de Fe?/TPTZ (redugdo
provocada por espécies antioxidantes) a solucao adiquire coloragéo azul escura,
conforme demonstrado na figura 29. Para determinacdo deste parametro
utilizou-se metodologia proposta por Pulido et al., (2000).

Figura 30 - Representacao para reacéo de reducéo do complexo de Fe3+/TPTZ via ensaio FRAP.
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[Fe(M}TPTZ),]** [Fe)(TPTZ),1*
Cor: azul-clara Cor: azul-escura

(TPTZ)2,4,6-tripiridils-triazina

Fonte: adaptado de Oliveira, 2015.

Os extratos metandlicos e compostos puros de HSG foram inicialmente
diluidos nas concentragbes de 0,01-1,0 mmol.L"". Dez pyL das diferentes
concentracdes foram incubadas com 30 pL de agua bidestilada e 300 pL do
reagente FRAP consistindo 25 mL tampao de acetato (300 mmol.L-" de acetato
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de sédio, pH=3,6), 2,5 mL TPTZ (10 mmol.L"' TPTZ em 40 mmol.L-' de HCI) e
2,5mL de cloreto férrico (FeCls) a 37°C antes de mensurar. Todos os reagentes
foram preparados no momento da realizagdo do experimento. Também foi
utilizada uma curva analitica de sulfato ferroso (0,01-1,0 mmol.L"") e os
resultados expressos em mM de Fe?*/L.

A reacao foi mensurada a 595nm, em um equipamento Universal micro
plate reade (EIx 800 Bio-Tek Instruments, Winooski, Vermont, USA) depois de
um tempo de um tempo de repouso de 5 minutos. Usando a curva de regressao
linear foi calculado os valores de concentracdo equivalente (EC), valores sao
dados para a concentragdo do antioxidante (umol.L"), para a absorbancia
equivalente a 1 mmol.L"" da solucdo de Fe*2. Logo, quanto menor o valor de EC

maior sera o potencial antioxidante da espécie em analise.

4.3.6.3Potencial Antioxidante ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity)

Esta metodologiaporposta por Huang et al. (2002), determina a
capacidade dos metabdlitos com potencial antioxidante em sequestrar radicais
peroxilas que sao gerados por uma fonte radicalar de APPH [di-hidrocloreto de
2,2’-azobis-(2-amidinopropano)] e tendo a fluoresceina (0,21 umol.L' em
tampado ORAC) como indicador redox. O principio da técnica baseia-se na
reacdo dos radicais peroxil gerados com a fluoresceina, promovendo o
decaimento da fluorescéncia em virtude da transformagédo do indicador em
outras substancias nado fluorescente. Quanto maior a cacidade antioxidante da
espécie avaliada, menor sera a conversao da fluoresceina, ocorrendo assim a

preservacao da fluorescéncia.

Figura 31 - Reagdo de formagéao dos radicais AAPH, a partir de uma fonte geradora sintética.

'-. H,“‘ %} H
W1 101 | | D . + K:
H} HII\/X & 'D‘
(Fonte geradora) (Radicais AAPH)

Fonte: adaptado de Oliveira, 2015.
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Uma solugéo estoque de Trolox em DMSO (10 mmol.L"), foi diluida na
solugdo tampao de ORAC para um concentragcdo de 20 umol.L'. A solugdo
tampdo de ORAC contém 75 mmol.L' de fosfato hidrogeno dissédico pH=7,4.
Todos os reagentes foram preparados e imediatamente utilizados.

Dez uL das solucbes das amostras, tampao e Trolox foram colocadas em
placas de 96 pogos em quadruplicata, juntamente com 170 pL da solucao de
fluoresceina (0,21umol.L") e incubadas por 10 minutos a 37 °C. A reacao foi
iniciada ao adicionar 20 pL da solugdo de APPH (51,75 mg/mL) recém preparada
no tampao ORAC.

O declinio da fluoresceina foi medida a 37°C de 2 em 2 minutos, até
completar 122 minutos, utilizando uma leitora de microplaca de fluorescéncia
Cytoflour 4000 (excitagdo em 530/25 nm, emissdo em 585/30nm) (Perspectve
Biosystems, Minnesota, USA).

A quantificacdo do ORAC foi obtida, ao final da reagéo, usando a equacgéo
de regressao entre a concentracdo do Trolox e da “area sob a curva” (AUC),
expressa em unidades de ORAC, onde 1 unidade de ORAC equivale ao declinio
produzido por 1 umol.L-' de Trolox. Quanto menor o nimero de unidades ORAC,

maior sera a agao antioxidante da espécie avaliada.

A queda na fluorescéncia indica a extensao da conversao do agente redox
(fluoresceina), em outras espécies quimicas nao fluorescentes, provocada pela
sua reagao com os radicais peroxil gerados a partir da fonte de APPH. O efeito
protetor de uma amostra contendo antioxidante é mensurado pelo calculo da
area sob a curva de decaimento da fluorescéncia da amostra comparando-se
com a de uma amostra “branco”, sem nenhuma substdncia antioxidante
presente, apenas contendo o tamp&do ORAC. O ensaio ORAC permite o
monitoramento do tempo e do grau de inibicdo durante o andamento da reacao.

4.3.6.4 Avaliacao da Atividade Antioxidante frente a enzima
Hipoxantina/Xantina oxidase

Para o ensaio da hipoxantina/xantina oxidase utilizou-se o método
descrito e adaptado por Owen et al., (2000). Este método avalia a capacidade
de espécies com poder antioxidante em competir com o &cido salicilico na
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captura dos radicais hidroxila (-OH), gerados no processo de oxidagdo da
hipoxantina a &cido urico, por acdo da enzima xantina oxidase, conforme
demonstrado anteriormente na figura 16 (pag. 54) durante descricdo da
metodologia para obtencédo dos AGEs.

Solugdes dos extratos metandlicos de folhas, caule e frutos de HSG (10
mg/mL) foram dissolvidos em metanol. Em seguida utilizando tubos plasticos do
tipo Falcon de 10 mL adicionou-se quantidades diferentes da solucao dos
extratos previamente preparados: 5 pL, 10 pL, 25 pL, 50 L, 100 uL, 250 uL e
500 pL, todos em duplicata. Apds secagem total utilizando secagem a vacuo,
adicionou-se 2,0 mL de solucdo tampéao fosfato (pH=6.6) adicionado de acido
salicilico (500mL de solugéo: 19,05 mL 1M K2HPO4, 30,95 mL 1M KH2POs4, 73
mg EDTA, 32,7 mg FeCls, 20,5 mg hipoxantina, 138 mg acido salicilico).
Utilizando um ultra som, os extratos foram completamente dissolvidos no
tampé&o. Apds a completa solubilizagdo, adicionou-se a enzima xantina oxidase
(5 yL) nas diferentes fragbes e os tubos foram incubados a 37 °C durante trés
horas numa chapa aquecedora. Apds a incubacgéao foram adicionados 10 uL de
acido cloridrico concentrado para finalizar a reagdo. Retirou-se uma aliquota de
1,0 mL das amostras que foram centrifugadas por 5 minutos a 13000 rpm.
Posteriormente retirou-se 100 uL do sobrenadante para injegéo (20 uL) no HPLC
(figura 32).

A andlise da mistura reacional foi realizada através de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e foi conduzida no aparelho Hewlett-Packard
(HP) 1090, com os seguintes parametros: o detector UV foi ajustado a 325 nm
para a deteccao dos produtos da reacao (acidos 2,5-diidroxibenzéico e 2,3-
diidroxibenzoico) produzidos pelo ataque das espécies reativas de oxigénio
(ROS) ao acido salicilico. Desta forma, quanto menor for a formacao dos acidos
2,5-diidroxibenzéico e 2,3-diidroxibenzéico (oriundos da reacdo dos radicais
hidroxila com o &cido salicilico) maior sera atividade antioxidante da espécie em

andlise.
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Figura 32 - Fluxograma esquematico para o ensaio antioxidante hipoxantina/xantinaoxidase.

,' 1 Amostras (10 mg/mL MeOH) ’?'? 2 mL Tampéo pH 6,6
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Fonte: Autor, 2017.

A fase movel utilizada consistiu em solugao aquosa 2% de acido acético
(solvente A) e metanol (solvente B), seguindo o seguinte gradiente e tempo de
eluicao total de 45 min: inicialmente 95% A: 5% B por dois minutos, 75% A: 25%
B por oito minutos, 60% A: 40% B por dez minutos, 50% A: 50% B por dez
minutos e 0% A: 100% B até o tempo final do experimento. A taxa de fluxo da
fase mével foi 1,0 mL/minuto. As quantidades de difendis produzidos foram
calculadas a partir de curvas padrées de ambos difendis- &acidos 2,5-
diidroxibenzéico e 2,3-diidroxibenzdico- construidas a partir de cromatogramas
obtidos a 325 nm, em concentragdes de 0 a 1 mmol.L'. O tratamento dos dados

foi realizado com um software HP Chemstation em um PC.

4.3.7 Ensaio de inibicao da enzima conversora da angiotensina | (ACE)

A capacidade de inibicdo da enzima conversora da angiotensina |, esta
relacionada a eficacia de um determinado material em atuar como medicamento

anti-hipertensivo. Dentro deste contexto, a “pressdo normal” (presséao arterial) do
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organismo humano é mantida pelo sistema: Renina-Angiotensina-Aldosterona
(S-RAA), conforme indicado na ilustracdo 33. Quando ocorre uma queda da
pressdo normal, em virtude da diminuicdao do liquido extra-celular (LEC), o
sistema S-RAA ¢é ativado (1). Assim, os rins estimulam a formacao de renina,
que catalisa a conversao do substrato angiotensinogénio em angiotensina | (2).
A angiotensina | é transformada em um potente vasoconstritor, a angiotensina |l
(3), por acao das enzimas conversoras da angiotensina | (ECA). Em seguida, a
angiotensina Il produz aldosterona e ADH, promovendo a retencédo de sodio (4).
A vasoconstricao somada a retencao de sodio, re-estabelecem o volume do LEC,

provocando desta maneira, a reestabilizacao da “pressao normal” (5).

Figura 33 - Representagao esquematica para o sistema regulador da pressao normal (arterial) e
capacidade anti-hipertensiva de farmacos inibidores de ECA (IECAs).

Pressao arterial: sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (S-RAA)

1
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;" ‘ periférica

1
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ANGIOTENSINOGENIO [Pl ANGIOTENSINA | ==t AN GIOTENSINA Il
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;.-ECA: Enzima de conversdo da Angiotensina | .
ALDOSTERONA SN ADH

-IECAs: Inibidores da Enzima de Conversdo da Angiotensina | = e
[ 2 (Retencio de Sédio) 8

1 pressdo (vasoconstricdo + 4 LEC)*>

Fonte: autor, 2017.

Porém, considerando individuos com quadros hipertensivos, estes ja
possuem a pressao arterial naturalmente elevada. Assim, os principais farmacos
disponiveis atualmente no mercado (por exemplo o Captropil®), consistem em
espécies quimicas que atuam como inibidores das enzimas de conversao da
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angiotensina | (IECAs), produzindo vasodilatagédo periférica e consequentemente

reducéo da prasséao arterial (6).

O ensaio da inibicdo da enzima de conversdo da angiotensina |, foi
realizado de acordo com a metodologia desenvolvida por Lahogue et al., (2010).
Este ensaio baseia-se na formacgéo de acido hipurico a partir do substrato hipuril-
histidil-leucina (HLL), por acdo da enzima conversora de angiotensina | (ECA)
isolada de pulmdes de coelho. Caso uma amostra tenha a capacidade de inibir
a agao desta enzima, ndo ocorrera a formagao de acido hipurico. Desta forma,
quanto menor for a formagédo de acido hipurico, maior sera a capacidade anti-
hipertensiva da espécie avaliada.

Figura 34 - Reacao de formacao do acido hipurico a partir de hipuril-histidil-leucina, catalisada

pela enzima conversora da angiotensina | (ECA).
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Fonte: adaptado de Oliveira, 2015.

O substrato hipuril-histidil-leucina HHL (5 mmol.L' -2,15 mg/mL) foi
dissolvido em 50 mmol.L-'do tamp&o Tris-HCI (pH 8,3) contendo 0,3 mol.L™"
NaCl. 50 pL das solug¢des dos extratos etandlicos de folhas, caule e frutos de
HSG (10mg/mL) e compostos puros isolados (1mg/mL) foram adicionadas as
solucdes de substrato (100uL) e incubados a 37°C por 10 minutos. A solucao da
enzima de ACE (200 milliunidades/mL) em 50 mmol.L™" Tris-HCI, pH 8.3
contendo 0,3 mol.L"" NaCl, adicionado e incubado a 37°C por 30minutos, com
agitacao continua a 450 rpm. A reacéo foi finalizada ao adicionar acido cloridrico
(HCI) 1 mol.L-' (100 pL). Somente para as amostras de folhas e caule foram
calculados os valores referentes ao ICso, tendo em vista que somente estas

apresentaram inibicdo da enzima maior que 60%.
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Figura 35 - Fluxograma para o ensaio de inibicdo da enzima conversora da angiotensina |

(capacidade anti hipertensiva).
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Fonte: autor, 2017.

positivo na concentragdo de 2ng/mL e metanol (Sigma-Aldrich) utilizado como
controle negativo. Apds incubacdo e adicdo de HCI as amostras foram
analisadas em HPLC de fase reversa nas seguintes condi¢des: Injecao de 5uL,
fluxo 1mL/minuto e pressdo maxima de 400 bar, com um tempo de 17 minutos
de eluicdo. A fase mdvel utilizada consistiu em solugdo aquosa 0,05% de acido
acido trifluoroacético (solvente A) e 0,05% &cido trifluoroacético em acetonitrila
(solvente B). Utilizou-se o seguinte gradiente de eluicdo: inicialmente 95% A:5%
B, variando B para 60% em 10 minutos, mantendo assim por 2 minutos € em
seguida B retornando para 5% em 1 minuto, mantido desta maneira durante 4
minutos. Para deteccao utilizou-se um arranjo de diodos (DAD) ajustado para o

comprimento de onda 228nm.
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4.3.8 Ensaio para inibicao da enzima acetilcolinesterase

Este procedimento experimental baseia-se no ensaio descrito por Ellman
et al.(1961), que foi adaptado para CCD por Rhee et al. (2001). Trata-se de um
método colorimétrico e que pode ser aplicado de maneira qualitativa e
quantitativa. Nesta pesquisa utilizou-se apenas a forma qualitativa. Esta
metodologia € um método rapido e sensivel para a selecdo de amostras com
acao anticolinesterasica. Segundo a literatura materiais com a capacidade de
inibicdo da enzima acetilcolinesterase podem atuar como possiveis produtos
farmacolégicos no tratamento da doencga de Alzheimer (TREVISAN et al., 2003;
DUNCAN et al., 2013).

A metodologia consistiu em retirar uma aliquota de 5ul dos extratos
(hexanicos e metandlicos) das folhas, caule e frutos de HSG na concentracao 10
mg/ml seguido da aplicagdo dos mesmos em uma cromatoplaca com o auxilio
de uma pipeta automatica. Apds completa evaporagéo do solvente, foi borrifado
sob a cromatoplaca, uma mistura (1:1) contendo iodeto de acetilcolina (ATCI)
immol.L"' com o reagente de Ellman (acido 5,5 — Ditiobis- (2 —nitrobenzobico,
DTNB, 1 mmol.L"). O sistema foi deixado em repouso por cerca de 3 minutos

para a secagem da placa.

Logo apdés a secagem foi borrifada a enzima acetilcolinesterase na
concentracdo de unidades por mililitro (3U/ml). Apés 10 minutos, ocorreu o
surgimento de uma coloracdo amarela nas amostras inativas, porém, onde
ocorreu inibicdo da enzima, verificou-se a formacao de um halo branco em torno
dos “spots” onde foram aplicadas as amostras, estes foram demarcados com um
lapis grafite para posterior determinagao dos seus tamanhos. Ap6s 25 minutos a

coloracao desapareceu.

Como controle positivo, foi utilizado solugdo do padrdao sal de eserina
(2mg/ml) e como controle negativo foram utilizados solventes (hexano e
metanol). O procedimento esta representado simplificadamente no fluxograma
abaixo (figura 36).
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Figura 36 - Fluxograma representativo do ensaio de inibicdo da enzima acetilcolinesterase

(tratamento alzheimer).
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Fonte: autor, 2017.

Apos os testes com os extratos puros, o extrato hexanico do caule (EHC),
por ser o mais ativo, foi fracionado utilizando cromatografia em coluna aberta de
silica gel (CCD) e coluna filtrante, com diferentes gradientes de eluicdo, sendo
as diversas fracOes obtidas, avaliadas seguindo a mesma metodologia acima
descrita. A fracdo mais ativa foi analisada por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e de carbono-13 (RMN '3C) visando

identificar a substancia responsavel pela acao inibitéria.

4.3.9 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
(RMN 'H) e de Carbono-13 (RMN '3C)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN 'H e '3C) foram
realizadas pelo técnico-quimico Herbert de Sousa Magalhdes, no Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear
(CENAUREMN) na Universidade Federal do Ceara (UFC), para a fragdo mais
ativa frente inibigdo da enzima acetilcolinesterase. Os espectros unidimensionais

e bidimensionais para a fracdo mais ativa frente a inibicdo da enzima
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acetilcolinesterase (136-146), foram obtidos em espectrdmetros Bruker, modelo
Avance DPX-300 e modelo Avance DRX-500, operando na frequéncia do
hidrogénio a 300 e 500 MHz, e na frequéncia do carbono a 75 e 125 MHz,
respectivamente. Na dissolu¢do da amostra, foi utilizado o solvente
triclorometano deuterado CDCls.

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo
(opm) e referenciados, no caso dos espectros de RMN 'H, pelos picos dos
hidrogénios pertencentes as moléculas residuais ndo deuteradas do solvente
deuterado utilizado: triclorometano. Para os espectros de RMN '3C, os
deslocamentos quimicos (&) foram referenciados pelos picos dos carbonos-13

do solvente: triclorometano.

Os conceitos de multiplicidades dos sinais dos espectros de RMN 'H
foram representados a partir da convencgao: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto),
g (quarteto), m (multipleto), sl (singleto largo) e dd (duplo-dubleto).

O padréo de hidrogenacgao dos carbonos em RMN '3C foi determinado
através da técnica Distortionless Enhancement by Polarization Transfer (DEPT),
com angulo de nutacédo de 135°, CH e CHs com amplitudes em oposi¢do aos
CH2, sendo descrito segundo a convencgéo: C (carbono nao hidrogenado); CH
(carbono metinico); CHz2 (carbono metilénico) e CHs (carbono metilico). Os
carbonos nao hidrogenados foram caracterizados pela comparacéao do espectro
DEPT 135° do espectro RMN '3C.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Assim como a revisdo bibliografica e a metodologia, a discussao dos
resultados foi dividida em dois capitulos (5.1 e 5.2). O primeiro trata dos
resultados acerca da formagao e combate dos Produtos de Glicacao Avancada
(AGEs), enquanto o segundo dos dados referentes ao potencial farmacolégico e
constituicdo quimica de HSG.

5.1 Formacao e combate dos produtos de glicacao avancada (AGEs)

5.1.1 Formacao de AGEs induzido pelo sistema Hipoxantina/xantina-BSA-
glicose/frutose

Para introduzir o sistema de geracao de radicais livres ao procedimento
de formacéo de AGEs, inicialmente foram testados diferentes meios, utilizando
sempre a mesma concentracdo de glicose e BSA, durante uma semana de
incubagdo. Os resultados podem ser observados na figura 37a, na qual se
verifica a formacado dos AGEs em todos os meios testados, em virtude do
aumento da fluorescéncia. Os dados demonstram ainda, que a solugdo de
KaHPO4 (1 mol.L'') e o tampado fosfato (pH= 6,6) com &cido salicilico
apresentaram florescéncia bem mais elevada que os demais meios avaliados.
Figura 37 -Formagéao dos AGEs utilizando glicose a 37 °C sem adi¢ao da enzima XO - método
classico. (37a) em diferentes meios avaliados utilizando uma semana de incubacéo (37b) em

tampéo fosfato (pH= 6,6-Tampéo A) adicionado de acido salicilico em diferentes periodos de
incubacao.

(373) .Tarmﬁn Tris-HCl +NaCl (0,3 mol.L* pH: 8,3) Sulugaa de KH;PO, [1 mol.L?) (37b) [0 7 dias 23 3 horas +enzima [ 48 horas + enzima
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Fonte: Autor, 2017.
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A presenca de Fe*® no tampdo fosfato pH 6,6(tampdo feito pela
combinacado de KH2PO4, K2HPO4, EDTA, FeCls e &cido salicilico) parece nao
exercer nenhum efeito catalitico ao processo de oxidagdo da glicose e dos
produtos de Amadori, que levam a formagéao dos AGEs, tendo em vista o elevado
valor de florescéncia verificado para a solugdo de K2HPO4 (1 mol.L"), na qual

nao existe o metal Fe*s.

Os resultados para as experiéncias realizadas com a adi¢cdo de enzima
xantina oxidase (XO) ap6s 3 e 48 horas de incubacao, utilizando o tampéao
fosfato (pH= 6,6) com acido salicilico, estdo apresentados na figura 37b.
Observa-se a eficacia do acoplamento do sistema de geracao de radicais livres
para formagdo de AGEs, considerando que com apenas 48 horas de reacgao
(utilizando a enzima XO), ja se verifica um aumento superior a 150% na formacéo
dos AGEs (em virtude do aumento da fluorescéncia) quando comparado aos
métodos atualmente utilizados, que necessitam de no minimo uma semana para
produzir tais resultados. Salienta-se ainda que, o procedimento com enzima,
realizado em apenas 3 horas, ja possui em torno de 25% da intensidade de

fluorescéncia produzida por meio dos métodos tradicionais.

A comparacgao das diferentes composi¢des do tampéo fosfato pH 6,6 (com
acido salicilico, acido cinamico e puro) no procedimento com glicose utilizando
24 e48 horas de incubacao (figura 38), revelou um aumento significativo da
fluorescéncia nas amostras em que se utilizou os acidos salicilico e cinamico.
Esta elevacao pode ser explicada pela formacao de compostos fluorescentes,
oriundos da reacao entre os radicais hidroxila e os acidos salicilico e cindmico
(formagédo de 2,3 e 2,5-acido diidroxibenzéico -DBHA- e os isémeros
constitucionais do &cido cumadrico), conforme demonstrado por Owen e
colaboradores (2000).Assim para evitar interferéncias na mensuragdo dos
AGEs, apenas o tampéao fosfato puro (pH= 6,6), sem a presenca dos acidos

salicilico e cinamico, foi utilizado nos demais procedimentos.

Figura 38 -Formacéao dos AGEs utilizando glicose (37 °C) em diferentes composi¢des do tampao

fosfato (pH= 6,6) com adi¢cdo da enzima XO, em 24 e 48 horas de incubagéo.
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Fonte: autor, 2017.

A figura 39 comprova a elevada fluorescéncia para o composto 2,5-DBHA
e acido-ortocumarico que se formam na reagéao dos acidos salicilico e cinamico

com os radicais hidroxila, conforme mencionado anteriormente.

Figura 39 - Flourescéncia intrinseca em diferentes concentracdes de tampao fosfato puro (pH=
6,6): (39a)acidos 2,3 e 2,5 dihidroxibenzéico (DHBA); (39b) isbmeros constitucionais do acido

cumarico.
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Fonte: autor, 2017.

A analise da reacdo ocorrendo na presenca e auséncia de XO, em
diferentes intervalos de tempo (24, 48 horas, 1 semana, 2 semanas e 3

semanas), com utilizagdo de glicose, estd demonstrada na figura 40. Nesta
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evidencia-se que a presenca dos radicais livres acelera a formacao dos AGEs,
tendo em vista que em todos os intervalos avaliados, observou-se, no minimo, a
duplicacao da fluorescéncia nas amostras em que se adicionou a enzima XO. A
analise especifica do procedimento com 1 semana de incubagédo (168 horas),
revelou o aumento da fluorescéncia em mais de 500% (para as amostras com
XO).

Figura 40 -Formagao dos AGEs utilizando glicose (37 2C) na presenca e auséncia da enzima
XO em tampao fosfato puro (pH= 6,6), com diferentes periodos de incubacao (24 horas, 48 horas,

1 semana, 2 semanas, 3 semanas).
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Fonte: autor, 2017.

Nos ensaios em que a glicose foi substituida por frutose (figuras 41a,
41b), verificou-se aumento expressivo na formagao dos AGEs em comparacao
ao método com glicose. Este resultado se repetiu nas diferentes condicdes
reacionais analisadas indicando que a frutose (cetose) € mais reativa para

formacao de AGEs que a glicose (aldose).

Sabe-se, com base nos estudos teéricos da quimica organica, que os
grupamentos carbonilicos de aldeidos sdo mais reativos que os das cetonas, se
considerarmos uma reac¢ao de condensacao que origina as bases de Shiff, com
posterior formacdo dos AGEs (conforme descreve a reacdo de Maillard). A
reatividade mais acentuada das aldoses pode ser justificada pelo carater mais
eletrofilico do carbono carbonilico do aldeido, tendo em vista que este apresenta
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um numero de efeitos indutivos receptores de elétrons menor do que uma
cetona. Além disso, a carbonila de um aldeido possui, em torno de si, um menor
impedimento espacial, facilitando a sua reagdo com o nucledfilo. Porém, o que
se verifica em procedimentos experimentais e no metabolismo humano (in vivo
e in vitro), é exatamente o contrario, ou seja: a formacdo de AGEs aumenta
significativamente quando se substitui glicose (aldose) por frutose (cetose)
sendo esta afirmacéo confirmada nos resultados obtidos neste trabalho.

Figura 41 -Formagao dos AGEs utilizando glicose e frutose na presenga e auséncia da enzima
XO em tampéo fosfato puro (pH= 6,6). (41a) 48 horas de incubacao a 37 °C (41b) 48 horas -
90°C, 1 semana — 37 ¢ sem XO.
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Fonte: autor, 2017.

Esses dados nos levam a questionar qual o fator determinante para
explicar a maior reatividade da frutose, frente a glicose para formagéo dos AGEs.
A literatura indica que esta diferenca de reatividade se deve a quantidade destas
espécies em sua forma abertaconforme observa-se na figura 42. Os dados
bibliograficos demonstram que quando em solucéo, a quantidade de frutose em
sua forma aberta é de aproximadamente 3500 vezes superior a glicose
(BARBOSA, et al., 2016). Para explicar esta enorme diferenca nas quantidades
da forma aberta entre frutose e glicose algumas consideragdes sao importantes:

| - em sua forma ciclica a glicose forma um ciclo de seis membros (anel
piranosidico) com corformagéo em cadeira, sendo a 3-D-glicose a conformacao

mais estavel e portanto mais abundante (64%);
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Il - a frutose cicliza originando preferencialmente anéis piranosidicos, tal como a
glicose. Além disso anés furanosidicos também s&o originados (ciclos com 5
membros), sendo estes anéis menos estaveis e que produzem maior quantidade
da forma aberta (SOLOMONS; FRYHLE, 2005; BRUICE, 2006).

Figura 42 - Representacdo esquematica da taxa de conversdo de glicose e frutose em suas
formas mais abundantes fechadas, para a forma aberta quando em solucao aquosa.
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Fonte: autor, 2017.

A partir da andlise e comparacao das estruturas quimicas de glicose e
frutose em suas formas ciclicas mais abundantes, € possivel afirmar que em
anéis piranosidicos (tais como o da glicose) os angulos existentes entre as
ligacOes c-c-c sdo de aproximadamente de 109°28’, como é esperado para um
carbono sp®. Entretanto, os anéis furano, sdo menores que os piranosidicos. A
diminuicdo do numero de membros da estrutura ciclica, promove redugcéao nos
angulos das ligacdes c-c-c (aproximadamente 1059), gerando assim uma maior
tensdo angular. Somando-se a tensao angular, o elevado grau de sobreposicao
dos grupos ligados aos carbonos do anel furano, produz tensao torsional e
estérica, tornando-o menos estavel(SOLOMONS; FRYHLE, 2005; BRUICE,
2006). Logo este conjunto de situagdes, justifica a maior quantidade de
estruturas na forma aberta para frutose quando comparada a glicose e dessa
forma podem justificar a maior formacao de AGEs nos ensaios com frutose.

A figura 41b demonstra ainda que o processo de cozimento dos alimentos
também contribui de maneira significativa para formacao dos AGEs, pois todos
0s experimentos realizados a 90 °C (com glicose e frutose) apresentaram
praticamente o dobro da fluorescéncia quando comparados aos métodos
realizados a 37 ©°C. Isto indica que o processo de cozimento aumenta

significativamente a quantidade de AGEs nos alimentos, o que corrobora com
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algumas teorias ligadas ao vegetarianismo que defendem o consumo de
alimentos crus como forma de preservacao da saude. A defesa do consumo de
alimentos crus esta embasada em parte pela presenca de espécies
antioxidantes, nestes alimentos, bem como por evitarem a formacao de AGEs

proveniente do processo de cozimento.

O procedimento realizado com 24 horas de incubagéao utilizando glicose,
frutose e galactose (figura 43), reafirmam a discussdo acima apresentada.
Inicalmente observa-se a formacado dos AGEs com todos acucares testados
(devido ao aumento da fluorescéncia), novamente a frutose se mostrou mais
reativa. A figura 43 ainda evidencia que a galactose promove um aumento na
fluorescéncia superior a glicose em praticamente 40%. Sabe-se que B-D-glicose
e B-D-galactose sdo epimeros em C-4, isto €, sdo diastereoisdmeros que diferem
apenas na configuracao do carbono 4 de suas cadeias. Sendo assim, teremos
que na glicose a hidroxila do carbono 4 se encontra em posigdao equatorial,
enquanto que na galactose, em posicdo axial. Logo as repulsbes mais
acentuadas existente na galactose (1,3 diaxial), justificam sua menor
estabilidade e originam mais espécies de cadeia aberta (quando em solugéo) do
que a glicose.

Figura 43 -Formacao dos AGEs utilizando diferentes aglcares (glicose, frutose, galactose) na
presenca e auséncia da enzima XO, em tampao fosfato puro (pH= 6,6) com 24 horas de
incubacéo a 37 °C.
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Os dados obtidos apontam o papel critico e danoso que estes agucares
podem provocar a saude humana (frutose e galactose). A frutose é um dos
monossacarideos de elevada ocorréncia em nossa dieta, principalmente em
decorréncia da adicdo do xarope de frutose as bebidas industrializadas
(BARBOSA et al., 2016). A galactose é encontrada principalmente no leite e
produtos lacteos. Esta situagdo torna-se mais critica em pessoas com agravos
clinicos que produzem hiperglicemia, tais como o diabetes mellitus, cuja taxa de
acucares na corrente sanguinea é naturalmete elevada, acarretando uma maior

formagéo dos AGEs.

5.1.2 Formacao de AGEs induzido pelo sistema HX/XO-BSA-MG-GO

A curva de calibragédo (0 — 400 mg) para demonstracao da fluorescéncia
intrinseca de MG e GO, pode ser visualizada na figura 44. Nesta, observa-se
maior fluorescéncia para MG, o que poderia indicar um fator de interferéncia na
quantificacdo dos AGEs. Como forma de evitar esta possivel interferéncia, foram
produzidos controles sem a presenca de BSA, para desconto da fluorescéncia
intrinseca do MG e GO contidos na mistura reacional.

Figura 44 -Flourescéncia intrinseca em diferentes concentracdes de tampéo fosfato puro (pH=
6,6) para metilglioxal (MG) e glioxal (GO).
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Logo, analisando a figura 45, verifica-se que descontando-se as
fluorescéncias intrinsecas de ambos na mistura reacional (MG e GO), obtem-se
praticamente o mesmo padrdo qualitativo na formacado dos AGEs, quando em
comparacdo aos procedimentos nos quais se utilizou os agucares. O mais
surpreendente deste procedimento € que a formacao dos AGEs foi obtida em
apenas 3 horas de experimento. O menor tempo de formacao observado para
0s processos com os compostos dicarbonilicos pode ser explicado por duas
razdes:

I- presenca de maior numero de grupamentos carbonilicos nestes compostos
para sofrerem o ataque nucleofilico dos grupamentos amino, oriundos de

proteinas ou residuos de aminoacidos;

II- menor cadeia de ambos (MG e GO) quando comparados aos agucares

testados (glicose e frutose), minimizando o impedimento estérico.

Figura 45 -Formacéao dos AGEs utilizando MG e GO (37 °C) na presenga e auséncia da enzima
XO em tampéo fosfato puro (pH= 6,6) utilizando 3 horas de incubacéo.
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A Figura 46 mostra a experiéncia que foi realizada com 1 hora de
incubagéo e variando-se a concentragdo de BSA, utilizando MG na presenca e
auséncia da enzima XO. A adicao de XO apresenta uma melhor linearidade no
processo e consequentemente uma melhor constancia e reprodutibilidade do
método quando comparado ao processo sem adi¢cdo da mesma.

Figura 46 -Formacao dos AGEs utilizando MG (37 °C) na presenca e auséncia da enzima XO
em tampao fosfato puro (pH= 6,6), com 1 horas de incubacdo e variando-se a concentracéo de
BSA (0-4 mg/mL).
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Fonte: autor, 2017.

5.1.3 Inibicao de AGEs utilizando extratos e fracoes de HSG, e composto
puros identificados em HSG

5.1.3.1 Inibicao utilizando Aminoguanidina (padrao indicado pela literatura)

Conforme demonstrado por Nilsson (1999) e Thornalley (2003), a
aminoguanidina (AG) pode atuar como controle positivo em ensaios que
busquem demonstrar a inibicdo de AGEs, em virtude de sua capacidade de
inibicdo do processo de glicacdo. A aminoguanidina reage rapidamente com
compostos dicarbonilicos (tais como MG e GO) atuando como agente varredor
destes (capturadores de RCS). Esta capacidade se justifica pela formacao de
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adutos substituidos, derivados de 3-amino-1,2,4-triazina. Assim propbe-se a
estrutura genérica representada na figura 47, para os derivados a-dicarbonilicos
(MG e GO) com aminoguanidina (THORNALLEY, 2003). Desta maneira, pode-
se inferir que a aminoguanidina diminui a quantidade de AGEs formados,

considerando os procedimentos in vitro.

Figura 47 - Representagdao esquematica para a estrutura proposta do aduto monosubstituido
principal, formado pela reagdo entre aminoguanidina (capturadores de RCS) e compostos a-
dicarbonilicos (MG e GO).
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Fonte: Adaptado de Thornalley, 2003.

Adicionalmente, a reagédo de formacdo do antisséptico Ambazone®, na
qual a aminoguanidina reage com 1,4-benzoquinona (reacao de condensacao),
mostra que o ataque nucleofilico parte preferencialmente do atomo de nitrogénio
do grupamento amino (-NH2) em destaque na figura 48 (KLEEMANN et al.,
2009).

Figura 48 - Primeira etapa da reacao de formacao do antisséptico Ambazone®:
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Fonte: Kleeman et al., 2009

Pode-se atribuir a maior capacidade nucleofilica para este grupo, em
virtude do par de elétrons nao ligante do nitrogénio se encontrar em um orbital
puramente spd. Isso faz com que este par de elétrons nio participe do efeito
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ressonante presente nesta molécula, evidenciado pelas estruturas de
ressonancia presentes na figura 49, tornando-o mais susceptivel para promover

o ataque nucledfilico.

Figura 49 - Representacao esquematica para as estruturas de ressonancia da aminoguanidina
e seu estado hibrido.
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Fonte: autor, 2017.

Logo, os graficos abaixo (figura 50) revelam que o controle de
aminoguanidina funcionou em todos os métodos testados (glicose, MG e GO),
principalmente com concentrag¢des superiores a 1,0 mM, onde se verificou maior
diminuicao da fluorescéncia quando comparado aos controles sem adi¢do desta
substancia. Porém apenas nos ensaios com glicose e MG (50a, 50b
respectivamente) obteve-se diminuicdo gradual da fluorescéncia a medida que
aumentou-se a concentracao de AG.

Figura 50 - Combate a formacdo dos AGEs utilizando diferentes concentragdes de
aminoguanidina (37 °C) na presencga e auséncia da enzima XO em tampao fosfato puro (pH=
6,6). (50a) procedimento com glicose - 48 horas (50b) procedimento com MG - 3 horas (50c)
procedimento com GO - 3 horas.
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Percebe-se que a acdo da AG em capturar as espécies dicarbonilicas
(capturadores de RCS) com respectiva formacado dos adutos substituidos,
ocorreu de forma mais linear, nos procedimentos em que se adicionou a enzima
XO. Quando comparados aos dados obtidos por Thornalley(2003), conseguiu-
se demonstrar a acao da AG em atuar como agente capturador de compostos 1-
2 dicarbonilicos (capturadores de RCS), em concentragdes até 5 vezes menores.

5.1.3.2Inibicao utilizando o flavondide Rutina

A capacidade de alguns flavondides atuarem como agentes varredores de
compostos 1,2-dicarbonilicos (capturadores de RCS), foi anteriormente
demonstrada utilizando os procedimentos classicos, com periodo de incubagao
de até 4 semanas. Catequinas, epicatequinas, protoantocianidinas
apresentaram-se entre os grupos de substancias ativas (LO et al., 2006; PENG
et al.,, 2008; SHAO et al., 2008). Em 2007, Sang e colaboradores (2007),
demonstraram que epigalocatequina-3-galato (EGCG) poderia facilmente
capturar MG e GO, em condi¢des de pH neutro ou levemente alcalino, originando
adutos mono e disubstituidos (razdo molar 3:1) a partir de reagdes de
condensacdao. Ainda segundo estes autores, estas reagdesocorrem
preferencialmente nas posicdes 6 e/ou 8 do anel A flavondico. A maior
reatividade destas posicoes € evidenciada pelo aumento da nucleofilicidade
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destes carbonos (6,8), em funcdo do efeito de ressonancia, ativado pelos

grupamentos fenolicos, frente a uma reacao de condensacao.

A rutina é um flavonéide com estrututa muito similar a EGCG, na qual se
substitui um anel polifendlico por grupamentos glicosilicos. Em todos os ensaios
realizados (glicose, MG e GO), a rutina apresentou elevada capacidade em atuar
como agente capturador de compostos 1-2 dicarbonilicos e consequentemente
combater a formacdo dos AGEs. A figura 51 (51a, 51b, 51c) evidencia
claramente tal afirmacao, tendo em vista que considerando os trés ensaios
realizados e todas as concentracdes de rutina testadas, verifica-se uma reducao
gradativa e bastante significativa da fluorescéncia quando comparadas aos
controles (sem rutina). De maneira oposta a AG, a diminui¢do da fluorescéncia

ocorreu em ambos 0s processos, com e sem a adigdo da enzima XO.

Observa-se nos trés métodos utilizados, que a adicdo de apenas 0,25
mmol.L-" de rutina, provoca uma diminui¢do na fluorescéncia em praticamente
50%. Os resultados dos procedimentos com MG e GO, também se revelaram
promissores e verifica-se uma diminuigao de mais de 70 % da fluorescéncia com

a adicdo de 2,00 mmol.L-! de rutina ao sistema.

Figura 51 - Combate a formagao dos AGEs utilizando diferentes concentragées de Rutina (37
°C) na presenca e auséncia da enzima XO em tampao fosfato puro (pH= 6,6). (51a) procedimento

com glicose - 48 horas (51b) procedimento com MG - 3 horas (51c) procedimento com GO - 3

horas.
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A partir da comparagdo dos resultados obtidos com rutina e
aminoguanidina (figuras 50 e 51) & possivel afirmar que a rutina apresenta
melhor eficacia para capturar as espécies dicarbonilicas. Esta afirmacao ancora-
se no fato da rutina ter provocado uma maior redugdo percentual da

fluorescéncia em todos os testes e concentragdes utilizados.

A reacdo da rutina com os compostos dicarbonilicos produz um
intermediario carbocation, com introdugdo destes preferencialmente nas
posicoes 6 ou 8 do anel A flavondico (fig 52; I, Il). Esses intermediarios,
apresentam 5 estruturas de ressonancia conforme evidencia a figura 52. Sendo
assim a maior reatividade da rutina se justifica pelo fato citado, tendo em vista
que o intermedidrio da AG € menos estavel. Aléem da estabilidade do
intermediario carbocation estabilizado pelo efeito ressonante, existe um maior
namero de posicdes disponiveis (carbono 6,8,6-8) para promoverem o ataque
nucleofilico as carbonilas de MG e GO, quando comparados a aminoguanidina,
podendo ser formados adutos mono (posi¢éo 6 ou 8) e disubstituidos (posicao
6-8).
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Figura 52 -Representacao esquematica proposta para as estruturas de ressonancia obtidas pela

reacao entre rutina e MG (capturadores de RCS), baseado nos dados demonstrados por Sang

et al., 2007.
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Assim o conjunto de dados acima mencionados podem justificar a maior
reatividade da rutina frente a AG, para atuar como agente varredor de espécies
dicarbonilicas, tais como MG e GO.

5.1.3.3Inibicdo utilizando Acido clorogénico

Apoés as andlises com aminoguanidina e rutina, o acido clorogénico foi
testado, para avaliar a capacidade de acidos fendlicos em combater a formacao
dos AGEs. A figura 53 apresenta os resultados para o procedimento realizado
com glicose utilizando-se acido clorogénico. Neste, a eficacia do &cido
clorogénico nao foi evidenciada devido a sua elevada fluorescéncia intrinseca.
Em todas as amostras nas quais adicinou-se acido clorogénico foi obtida
fluorescéncia superior aos controles (com e sem enzima XO). Assim,
considerando a sua elevada fluorescéncia e as interferéncias dela decorrentes,

apenas o ensaio com glicose (48 horas) foi realizado.

Figura 53 -Combate a formagdo dos AGEs utilizando diferentes concentragcées de &acido
clorogénico com glicose (37 °C), na presenga e auséncia da enzima XO em tampao fosfato puro

(pH= 6,6) com 48 horas de incubacéo.
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5.1.3.4 Inibicao utilizando extratos e fracoes HSG

A literatura revela que infusdes das folhas de HSG sao utilizadas pela
medicina tradicional no combate a diabetes, sendo a rutina um dos seus
principais constituintes. Logo, considerando os dados obtidos com a rutina,
avaliou-se a capacidade dos extratos metandlicos das folhas, caule e frutos de
HSG frente a capacidade de inibir a formacao dos AGEs, utilizando apenas o
ensaio com glicose (figura 54). A analise inicial dos extratos metandlicos de HSG
(na qual se inseriu 5 mg dos mesmos ao sistema) foi dificultada em virtude da
elevada fluorescéncia dos compostos presentes nas amostras do caule e frutos,
sendo verificada diminui¢do na fluorescéncia apenas no ensaio com as folhas.
Assim o extrato metandlico das folhas foi escolhido para avaliagdo utilizando os

trés métodos desenvolvidos (glicose, MG e GO).

Figura 54 -Combate a formacao dos AGEs, utilizando 5 mg de diferentes extratos metandlicos
de HSG com glicose (37 °C), na presenca e auséncia da enzima XO em tampao fosfato puro

(pH= 6,6), com 48 horas de incubacao.
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Fonte: autor, 2017.

A analise detalhada do exirato das folhas, demonstra que o mesmo
produziu diminuicdo da fluorescéncia nos ensaios com glicose e MG. Ressalta-
se gue nas amostras em que se adicionou a enzima XO, observou-se reducao

da fluorescéncia em todas as concentracdes testadas. Nas amostras em que
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nao se utilizou a enzima, esta diminuicdo sé ocorreu na presenca de maiores
quantidades de extrato. No método com GO a diminui¢cdo da fluorescéncia foi
observada apenas quando se utilizou 20 mg do extrato na presencga da enzima
XO. Assim a capacidade do extrato metandlico das folhas de HSG em atuar
como capturador de compostos dicarbonilicos, possivelmente esta relacionada
a presenca de flavondides e outros compostos polifendlicos ja identificados em
HSG (ENDRINGER, 2007).

Figura 55 - Combate a formagdo dos AGEs utilizando diferentes concentragdes do extrato
metandlico das folhas de HSG (37 °C) na presenca e auséncia da enzima XO em tampao fosfato
puro (pH= 6,6). (55a) procedimento com glicose - 48 horas (55b) procedimento com MG - 3 horas
(55c¢) procedimento com GO - 3 horas.
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O efeito de combate AGEs apresentado pelas fragdes (obtidas via SPE
C1s) dos extrato metandlicos das folhas de HSG (capturadores de RCS), s6 foi
observado na fragdo em que utilizou-se o gradiente de eluicdo contendo 50% de
MeOH em &acido acético a 2%. Tal afirmacao baseia-se no fato de apenas esta
fracao ter provocado reducao da fluorescéncia, em praticamente 25%, quando
comparado ao controle no qual ndo se adigonou as fragées. Ressalta-se que
neste ensaio sé foram produzidas amostras com adi¢cdo da enzima XO.

A capacidade em atuar como agente capturador de RCS da fragao
contendo 50% de metanol (MeOH) é atribuida a elevada presenca de rutina na
mesma, conforme indicam nos cromatogramas das folhas apresentados na
pagina 94, onde consta a discussao acerca da constituicdo quimica das folhas
de HSG.

Figura 56 -Combate a formagao dos AGEs, utilizando 5 mg de diferentes fracdes (obtidas via
SPE Cis) do extrato metandlico das folhas de HSG com glicose (37 °C), somente na presencga
da enzima XO em tampé&o fosfato puro (pH= 6,6), com 48 horas de incubacéo.
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5.2 Propriedades farmacoldgicas de Hancornia speciosa Gomes (HSG)

5.2.1 Rendimento dos extratos

Os dados apresentados na tabela 7 indicam os rendimentos obtidos para
os extratos de folhas, caules e frutos de HSG nos dois métodos de extracao
utilizados. Verifica-se que a extracdo via sohxlet apresentou valores mais altos
de rendimento em todas as extragdes. A extracao via soxhlet é um processo
mais exaustivo tendo em vista que ocorre em temperaturas mais elevadas, o que
pode justificar o maior rendimento obtido por este método. Os dados revelam
também maior existéncia de compostos com caracteristicas polares tendo em
vista que em todos os casos as fragdes etandlicas-metandlicas apresentaram-

se com maior quantidade de extrato.

E possivel ainda verificar na extragéo utilizando sistema soxhlet, que os
frutos de HSG produzem quantidade de extrato muito maior do que caules e
folhas. Acrescenta-se que o fruto de HSG (mangaba) apresenta elevado teor de
acucar, que pode contribuir para grande quantidade de extrato metandlico obtido
(46,81 %).

Tabela 7 - Rendimentos dos extratos das folhas, caules e frutos por soxhlet e extragéo a frio.

Amostras Material botanico Massa extratos (g) Rendimento (%)
(Soxhlet) (massa em gramas) (hexanico/metandlico) (hexanico/metandlico)
Folhas 10,0123 0,6377 /11,4411 6,37 /14,39
Caule 10,0254 0,1608/ 0,8626 1,60/ 8,60
Frutos 10,0033 1,784 / 4,6824 17,83/ 46,81
Extracdo a
frio
Folhas 1760 97,3650 / 228,0 5,53/12,95
Caule 2226 31,5692/ 161,0 1,42 /7,23

Fonte: autor, 2017.
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5.2.2 Analise qualitativa dos compostos polifenélicos observados nos
extratos de HSG por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplado a
espectrometro de massas (HPLC-ESI-MS)

Como mencionado anteriormente, os extratos metandlicos das folhas,
caule e frutos de HSG passaram por fracionamento via coluna SPE, sendo
obtidas diferentes fracdes, variando-se a concentracdo de metanol em solugéao
de &cido acético a 2%. Estas, foram avaliadas por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada a espectrébmetro de massas (HPLC-ESI/MS). Para a
identificacdo dos compostos polifendlicos, utilizou-se espectrometria de massas
(MS) e ultravioleta (UV), comparando os espectros obtidos com um banco de

dados do laboratério, formado pela injecdo de compostos puros (padrdes).

Os espectros das diferentes fracdes foram selecionados em diferentes
comprimentos de onda (257, 278, e 340 nm), bem como também os espectros
na regido do ultravioleta com o comprimento de onda méximo dos fendlicos
majoritarios e os espectros de massas, estando apresentados nos anexos | e |l
(paginas 129 e 141, respectivamente).

Considerando os dados obtidos com a técnica HPLC-ESI-MS, foi possivel
identificar diferentes compostos polifendlicos, nas diferentes partes de HSG
(folhas, caule e fruto). Abaixo estdo apresentados os cromatogramas para as
diversas fracdes avaliadas dos extratos do caule, frutos e folhas de HSG (figuras
57a, 57b, 57c). Os picos estdo indicados com numeros a partir do tempo de
retencdo. A nomenclatura e outras informagdes acerca de cada composto
identificado, estdo demonstrados natabela 8. Foram identificadas quarenta e
uma substéancias distintas, sendo a presenca de vinte e seis destas observadas
pela primeira vez em HSG.

O éacido clorogénico (em suas formas cis e trans) e a isoramnetina
ramnoglicosideo foram o0s Unicos compostos encontrados nas trés partes
avaliadas da planta. A presenca de acido clorogénico esta de acordo com
pesquisas anteriores,enquanto o flavondide isoramnetina esta sendo relatado
pela primeira vez em HSG (ENDRINGER, 2007; FERREIRA et al., 2007; LIMA
et al., 2015). Porém, apesar de folhas, caule e frutos possuirem tal semelhanca,
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verifica-se diferentes classes de flavondides e compostos polifendlicos ao

depender da parte estudada da planta.

Figura 57a - Cromatrogramas do extrato metandlico do caule de HSG identificados por HPLC-

ESI-MS (fragoes SPE) em diferentes comprimentos de onda.
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Figura 57b - Cromatrogramas do extrato metandlico dos frutos de HSG identificados por HPLC-
ESI-MS (fragbes SPE) em diferentes comprimentos de onda.
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Figura 57¢ - Cromatrogramas do extrato metandlico das folhas de HSG identificados por HPLC-

ESI-MS (fragdes SPE)em diferentes comprimentos de onda.
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Tabela 8 - Lista de compostos identificados por cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de massa(HPLC-ESI-MS), nas diferentes partes avaliadas de
HSG (folhas, caule e frutos).

Ne° TEMPO Compostos fendélicos DAD m/q PARTE Autor (1° referéncia na literatura)

1 10.17 Acido vanilico glicosideo 257 329 Caule Marques, 2017

3 15.25 M =408 278 407 Folha *

5 16.66 Procianidina B1 278 577 Caule Rodrigues et al., 2007

7 18.77 Catequina 278 289 Caule Rodrigues et al., 2007

9 20.17 Acido trans- clorogénico 340 353 Folha, fruto Lima et al., 2015

Endringer, 2007

11  20.98 Acido vanilico 257 167 Folha Lima et al., 2015
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13 23.05 Epicatequina 278 289 Caule Rodrigues et al., 2007

15 2545 M =136 257 135 Folha *

17  25.86 M=1218 340 1217 Folha *

19  28.95 Acido cis-para-cumarico 340 163 Folha Marques, 2017

22  31.24 Acido trans-ferulico 340 193 Folha Marques, 2017

24 32.14** Quercetina ramnogalactosideo 340 609 Fruto Marques, 2017
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27  33.97%** Quercetina rhamnoglucosideo (Rutina) 340 609 Folha, fruto Endringer, 2007

Ferreira et al., 2007

Marques, 2017

29 33.84 Quercetina galactosideo 340 463 Folha, frutos Marques, 2017

31 35.00 Acido trans-etil-clorogénico 340 381 Folha, caule Marques, 2017

33 35.66 Quercetina pentosideo 340 433 Folha, fruto Marques, 2017

35 36.67 Isoramnetina ramnoglicosideo 340 623 Todas as partes Marques, 2017

36  37.00 Acido cis-etil-clorogénico 340 381 Folha, caule Marques, 2017
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*Compostos iguais identificados em diferentes tempos de reteng¢ao.

Fonte: Autor, 2017
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As folhas apresentaram um perfil bastante diversificado de compostos
polifendlicos e flavondides. Nestas se observa a presenga de flavonois, como
quercitinas substituidas (pentosideo, galactosideo, glucosideo, ramnosideo,
ramnogalactocoumarate, ramnoglucocumarato, rutina) e canferbis
(ramnogalactosideo, ramnogalactocumarato, ramnoglucocumarato). A rutina é a
unica espécie que apareceem todas as fragbes avaliadas das folhas, com picos
muito intensos, nos levando a acreditar que seja o componente majoritario. Foi
verificada a presenca de acidos alguns fendlicos, entre eles: acidotrans-para-
cumarico, acidocis-para-cumarico, acidotrans-ferilico e acidocis-ferulico.
Adicionalmente foram encontradas no extrato das folhas trés compostos com
diferentes razdes massa/carga (M= 135, 408, 1218) que nao foram identificados,
sendo estes isolados e reservados para estudos posteriores. A presenca das
quercitinas e canferéis substituidos por diferentes grupos de acucares, assim
como os 4cidos fendlicos mencionados, estd sendo descrita pela primeira vez
em HSG. A maior parte de espécies inéditas encontradas em HSG (17

substancias) neste trabalho, foram verificadas nesta parte da planta.

Figura 58 -Quadro ilustrativo das principais espécies identificadas no extrato metandlico das
folhas de HSG.
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Fonte: autor, 2017.
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A composicdo quimica do extrato metandlico do caule, demonstrou um
perfil bem diferenciado das folhas, sendo encontrado procianidinas, catequinas
e epicatequinas. Estes dados corroboram com pesquisas anteriores realizadas
por Rodrigues e colaboradores (2006, 2007), utilizando HPLC-MS. Foram
identificados pela primeira vez no caule de HSG, quatro acidos fendlicos
(acidocis/trans-etil-clorogénico, acido vanilico, acido cis-etil-clorogénico, acido
3,4-diidroxibenzdico)e o flavonodide afzelequina-C-glicosideo.

Figura 59 -Quadro ilustrativo das principais espécies identificadas no extrato metandlico do caule
de HSG.
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Fonte: autor, 2017.

De maneira oposta as folhas e caule, o extrato dos frutos apresentou baixa
variedade de compostos polifendlicos em sua constituicao quimica. Neste, foram
identificados os acidos fendlicos vanilina e &cido trans-ferulico e os flavonédides
quercetina,rutina, isoramnetina. A presenca de vanilina e rutina nos frutos foi
demonstrada pela primeira vez por Lima et al.(2015), sendo os demais
compostos identificados pela primeira vez nos frutos de HSG. Logo os dados
apresentados apontam para um elevado potencial bioativo, nas diferentes partes
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de HSG, que pode ser explorado para inumeras aplicacdes terapéuticas
distintas.

Figura 60 -Quadro ilustrativo das principais espécies identificadas no extrato metandlico dos
frutos de HSG.
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Fonte: autor, 2017.

5.2.3 Capacidade antioxidante

Acapacidadeantioxidantedosextratos metandlicosdefolhas, caule e
frutosdeHSGforam investigados através dos ensaios de DPPH, FRAP,ORAC e
xantina-oxidase conforme metodologia anteriormente descrita. Osvaloresde ICso
(EC)

estdoapresentados abaixo (Tabela9).

e concentracdo equivalente para o0s extratos mencionados

Tabela 9 - Capacidade antioxidante (DPPH, FRAP, ORAC, XANTINA) dos extratos metandlicos
de folhas, caules e frutos de HSG.

Ensaio
DPPH (mg/mL) FRAP (mg/mL) ORAC HX/XO (pg/pL)
Amostras (ICs0) (EC) (Units) (ICs0)
EMF 285.49 387.4 2.70 12
EMC 264.81 647.89 1.74 *
EMM 3995,56 12111,42 0,29 *
Rutina 229,25 438,87 5,40 *
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Ac. para-
. * 23106,67 5,29 *
cumarico
Trolox 66.00 62.44 1.00 2.32

EMF= Extrato metandlico das folhas

EMC-= Extrato metandlico do caule

EMM= Extrato metandlico dos frutos

* Nao apresentou atividade significante nas concentracoes testadas

Fonte: autor, 2017.

Osextratos testados foram obtidos por extracao soxhletecomparados a
forma sintética e soluvel da vitamina E (Trolox), sendo os valores expressos em
ICs0 ou concentracdo equivalente (EC). E possivel ainda observar com os dados
obtidos que todos os extratos (folhas, caule e frutos) apresentaram capacidade
antioxidante nos ensaios de DPPH, FRAP e ORAC, porém sendo folhas e caules
as partes da planta com a maior presenca de substancias com estas

caracteristicas.

Na avaliacdo do DPPH, que mede a capacidade das substancias
presentes nos extratos de inibir o radical livre DPPH,observa-se que EMC exibe
concentragcédo inibitoria 1Cso (264,81 mg/L) levemente menor do que EMF
(285.49) para inibicdo do DPPH. Os dados obtidos indicam que tanto caule,
folnas e frutos possuem essa habilidade, sendo os frutos o com menor

capacidade (3995,56 mg/mL), praticamente 60 vezes menor que o Trolox.

No que se refere ao FRAP, que mede a capacidade de reducao do ferro
pela formagdo de um complexo, percebe-se que o extrato das folhas (EMF)
apresentam melhor eficacia que o caule (EMC) ja que é necessario praticamente
o0 dobro da concentragdo do extrato de caule (647,89 mg/L) para realizar a

reducdo de Fe*3/Fe+2.

Acerca dos valores relativos ao ensaio de ORAC folhas, caules e frutos
demonstraram atividade antioxidante, observando-se, porém, que os valores
relativos as folhas apresentam um resultado mais significativo e sendo os frutos
(EMM) novamente o material com menor capacidade antioxidante.
Curiosamente, este foi 0 Unico ensaio em que o acido-para-cumarico apresentou
elevada capacidade antioxidante (5,29 unidades de ORAC). A rutina também se
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mostrou com potencial ORAC muito superior ao Trolox (5,40unidades de ORAC),

e aos extratos, o que pode ser um indicativo de um possivel erro experimental.

Ja no que diz respeito a avaliagédo frente a enzima Hipoxantina/Xantina
apenas o extrato das folhas demostrou modesta acao antioxidante. Caule e
frutos ndo apresentaram atividade nesta metodologia. Em todos os ensaios
realizados para avaliagdo do potencial antioxidante de HSG os frutos
apresentaram-se com acao antioxidante menos significativa o que pode estar
correlacionado com uma menor presengca de compostos fendlicos quando

comparados a folhas e caules.

Os valores apresentados referentes ao potencial da atividade antioxidante
das folhas e caules de HSG podem estar relacionados a presenca de diversos
flavondides identificados por HPLC/MS, tais como: quercetinas, canferol,
procianidinas, catequinas, epicatequinas e outros acidos fendlicos que séo
classes de compostos com capacidade antioxidante significativa (ENDRINGER,
2007). Dos compostos puros testados, apenas a rutina apresentou atividade

antioxidante consideravel.

5.2.4 Inibicao da enzima conversora da angiotensina | (ECA)

Aatividade de inibicio da ECAdosextratos metandlicos de HSGfoi
avaliadausandoumensaio com HPLC. Osistema foi calibradocom captopril
utilizadocomocontrole positivo na concentracao de 6,85 nM. A capacidade de
conversao de ECA estar relacionada ao poder farmacolégico para o tratamento

de doencas relacionadas ao controle da presséao arterial.

Os resultados obtidos (tabela 10) para os extratos das folhas e caules de
HSG revelaram grande inibicdo da atividade de ECA sendo da ordem de 97,63%
e 95,07% para EMF e EMC respectivamente. Os dados apresentados suportam
a utilizacdo de infusdes de folhas e caules de HSG pela medicina popular no
tratamento de doencas relacionadas a hipertensdo arterial e apontam para o
desenvolvimento de pesquisas com esta planta, no que se refere a producéo de

produtos farmacéuticos com maior eficacia e baixo custo. Da mesma forma que
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nos ensaios relacionados ao potencial antioxidante, os frutos também
apresentaram-se bem menos ativos quando comparados a folhas e caules no
que se refere a inibicdo de ECA, sendo este de apenas 5,93%.

Tabela 10 -Percentual de conversado da enzima conversora da angiontensina | (ECA) para os
extratos de HSG.

Extratos % de conversao (ECA) Desvio Padrao
EMF 97,63 2,89%
EMC 95,07 3,76%
EMM 5,93 3,15%

Fonte: autor, 2017.

Para materiais que apresentem conversbesacima de 60% faz-se
necessario o calculo do indice de conversdo de 50% da ECA (ICso). Foram
encontrados valores significativos de 1Cso para os extratos das folhas e caules
sendo estes de 79,24e146,47ug/mL respectivamente (tabela 11). Como
referéncia podemos mencionar o valor de ICso do captopril, principal
medicamento utilizado no Brasil para o tratamento da hipertensdo, que
corresponde a 6,85 pg/mL.

Tabela 11 -ICso para os extratos metandlicos das folhas e caule de HSG.

Extratos de HSG ICs0 (ug/mL)
EMF 79.24
EMC 146.47

Fonte: autor, 2017.

Os valores encontrados para o poder de conversdo da ECA nas folhas de
HSG corrobora com o trabalho realizado anteriormente por Endringer (2007),
numa metodologia utilizando pulmdes de coelho. O autor atribui como principais
compostos inibidores da ECA rutina e bornesitol. Ja Ferreira et al. (2007),
realizando testes com HSG em artérias de ratos, verificou a vasodilatacdo destas
a partir de um mecanismo via 6xido nitroso (NO). No entanto a revisao da
literatura n&o revelou publicagbes acerca do efeito anti-hipertensivo do caule de
HSG. Sendo esta capacidade demonstrada pela primeira vez com este trabalho
(MARQUES et al., 2015).
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Tal caracteristica dos extratos mencionados podem ser justificadas tendo
em vista a presencga de diversos metabdlitos, dentre eles compostos fendlicos
presentes nas folhas (ENDRINGER, 2007; SILVA et al., 2011; PEREIRA et al.,
2012) e nos caules pela elevada concentracao de procianidinas (RODRIGUES
et al., 2007).

5.2.5 Inibicao frente a enzima acetilcolinesterase (AchE)

Como mencionado anteriormente, esta metodologia permite a verificagao
de maneira qualitativa do potencial de inibigado da enzima acetilcolinesterase que
esta relacionada ao tratamento da doencga de Alzheimer. A formacao de um halo
branco em torno dos "spots" € um indicativo de inibicdo da enzima AChE. A
tabela 12 mostra os resultados obtidos para extratos e fragbes testadas bem
como o tamanho dos halos em milimetros, em comparacdo com o padrao de

eserina (positivo).

Tabela12 - Inibicdo da enzima acetilcolinesterasepor extratos etanélicose hexanicos de folhas e

cauledeHancorniaspeciosaGomes.

Amostras Resultado Tamanho do halo
(mm)
Padrao positivo (Eserina) Positivo 9
EHF Negativo ok
EHC Positivo 13
EHM Positivo 9
EEF Positivo 9
EEC Positivo 8
EEM Positivo 9
FHCH - hexano Negativo wE
FHCD - diclorometano Negativo ok
FHCA - acetato de etila Positivo 12
FHCM — metanol Positivo 11
EHC — fracao (1/3) Negativo *k
EHC - fracao (74/88) Negativo wE
EHC - fracao (90/98) Positivo 6
EHC - fracao (104/106) Positivo 7
EHC - fracao (112-118) Negativo wE

EHC — fracao (120/126) Negativo wk
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EHC - fracao (128-132) Negativo ok
EHC - fracao (136/143) Positivo 16
EHC - fracao (144/146) Positivo 15

** Sem atividade

* EHF — extrato hexanico das folhas; EHC — extrato hexanico do caule; EHM — extrato hexanico do
fruto; EEF — extrato etanélico da folhas; EEC — extrato etanélico do caule; EEM — extrato etandlico
do fruto; EHC — extrato hexanico do caule (fragées).

Fonte: autor, 2017.

Os extratos etandlicos das folhas, caule e frutos, bem como os extratos
hexanicos do caule e frutos, apresentaram resultados positivos no que diz
respeito a inibicdo da AChE, enquanto que o extrato hexanico das folhas nao
apresentou tal caracteristica. Entre os diferentes extratos de HSG analisados, o
extrato hexanico do caule, mostrou-se com o potencial mais promissor para a
inibicdo da AChE (13 mm). Por este motivo foi selecionado para
fracionamento,utilizando cromatografia em coluna aberta (CCD), buscando o

isolamento do principio ativo.

A avaliacdo da inibicaode AChEdas diversas fracdes, obtida por meio de
cromatografiade coluna sobregel desilicadoEHC, mostrouque as fracdes136-
143e144-146foram as mais ativas (16 e 15 mm respectivamente). Estas
frac6esforam reunidas, e depois da remogaodosolvente, obteve-sepd branco(25
mg) que apresentou faixa de fusdo compreendida entre 203-211 °C. Estefoi
submetido aandalise deRMN 'H e'3C, eidentificado como uma mistura que
contém otriterpeno lupeol. Este resultado esta de acordo com pesquisa realizada
por Endringer (2007) que também isolou esta substéancia na fragéo de acetato
de etila no extrato hexénico do caule.

5.2.6 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN 'H e 13C)

Os dados obtidos através de RMN 'H, '3C e '3C-DEPT 135° indicam que
durante o processo de fracionamento do EHC, a reunido das fracbes (136-146)
levou a obtencado de uma mistura e ndo de um composto puro. Assim os sinais
obtidos foram comparados com os resultados obtidos por Endringer (2007) que
verificou a presenca de esterdis (estigmasterol) e triterpenos (lupeol),
considerando 0 mesmo gradiente de eluicdo, no fracionamento do EHC,

utilizando coluna filtrante.
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Os deslocamentos observados, estdo apresentados na tabela 13, que os

correlaciona com dados da literatura (MAHATO; KUNDU,1994).

Tabela 13 - Deslocamento quimico de RMN '3C de EHC (136-146) comparados com os dados
da literatura (MAHATO; KUNDU,1994).

136-146 Lupeol [MAHATO; KUNDU,1994]
(125MHz,CDCls3) (125MHz,CDCls)
C d¢ dc
1 38,14 38,7
2 27,34 274
3 77,47 78,9
4 38,46 38,8
5 55,48 55,5
6 18,38 18,3
7 34,30 34,3
8 40,95 40,8
9 50,44 50,4
10 37,19 37,1
11 21,07 20,9
12 25,19 25,1
13 37,92 38,0
14 42,95 42,8
15 27,55 27,4
16 35,68 35,5
17 43,11 43,0
18 48,39 48,0
19 48,11 47,9
20 151,03 150,9
21 29,76 29,8
22 40,12 40,0
23 28,14 28,0
24 14,64 15,4
25 16,10 16,1
26 16,29 15,9
27 14,64 14,5
28 18,13 18,0
29 109,52 109,3
30 19,43 19,3

Fonte: Autor, 2017.

Portanto, a partir do levantamento bibliografico e dos deslocamentos
quimicos verificados, sugeriu-se como possivel estrutura para EHC (136-146) o
triterpeno com esqueleto do tipo lupano (figura 61), usualmente conhecido por
lupeol.
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Figura 61 - Estrutura quimica do triterpeno lupeol.

Fonte: Endringer, 2007.

O espectro de RMN 'H de EHC (136-146), obtido com triclorometano
deuterado (CDClIs) com 500 MHz de frequéncia, apresentou sete singletos que
podem ser identificados na mistura (figura 62), referentes a absorcdo dos
hidrogénios dos grupamentos metilicos terciarios.

Verifica-se que o ultimo singleto se apresenta na regido mais desprotegida
(® 1,69), sugerindo que este encontra-se ligado a um carbono com hibridizacao
sp?Na regido de & 3,20, a absorcdo de hidrogénio ligado a carbono hidroxilado
(carbindlico).

Analisando os dados do espectro de RMN 3C em comparagdo com 0s
dados de RMN "3C-DEPT 135° (figuras 63 e 64 respectivamente)de EHC (136-
146), obtido em CDCIs a 125 MHz, obteve-se os valores de sete carbonos
metilicos (CHs), onze carbonos metilénicos (CHz), seis carbonos metinicos (CH)
e seis carbonos ndo hidrogenados (C), resultando um total em trinta picos de
carbonos, caracteristicos de triterpenos pentaciclicos (Tabela 13). No espectro
pode-se observar sinais considerados caracteristicos para um esqueleto lupano,
esses sinais sao: 6 77,47 (HC-OH), além dos sinais em 6 151,03 (C-20) e &
109,52 (C-29) foram condizentes com a presenc¢a de uma dupla ligacao terminal.



Figura 62 -Espectro de RMN 'H (CDCls, 500 MHz) de EHC (136-146).
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Figura 63 -Espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCIs) de EHC (136-146).
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Figura 64— Espectro de RMN '3C-DEPT 1352 (125 MHz, CDCls) de EHC (136-146).
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6. CONCLUSOES

As metodologias desenvolvidas acoplando-se o sistema de geracao de
radicais livres ao processo de formacao dos produtos de glicagdo avangada
(AGEs), mostraram-se bastante eficazes em virtude da reducdo drastica do
tempo de reacdo para obtencdo dos AGEs, considerando todos os ensaios
desenvolvidos (glicose, glioxal e metilglioxal).

Os dados acerca das metodologias para obtencao dos AGEs, permitem
concluir que o acoplamento do sistema de geragao de radicais livres denominado
hipoxantina/xantinaoxidase, ao processo de formacao dos AGEs, promoveu a
formacao dos mesmos em 48 horas para os procedimentos com agucares e em
apenas 3 horas com os dicarbonilicos (metilglioxal e glioxal). Ressalta-se que as
metodologias atuais necessitam de um periodo de incubagao com até 4 semanas
para obtencdodos AGEs in vitro. Portanto, quando na presenca de radicais livres,
os AGEs se formam mais rapidamente, possivelmente pela oxidagdo dos
acucares e das cadeias laterais das proteinas, que geram espécies
dicarbonilicas reativas (RCS) com maior velocidade.

Os resultados verificados nos métodos em que buscou-se analisar a
capacidade de diferentes espécies em combater a formacado dos AGEs, por
atuarem como agentes capturadores de espécies dicarbonilicas reativas (RCS),
indicaram que a rutina se mostrou mais efetiva que o proprio controle positivo
indicado pela literatura (aminoguanidina). A maior reatividade da rutina pode se
justificar pelo fato dos inumeros intermediarios carbocétions gerados e
estabilizados por efeito de ressonancia dos anéis aromaticos existentes em sua
estrutura. Assim, podem se formar adutos mono e disubstituidos nas posicoes 6
e/ou 8 do anel A flavonéico.

Em virtude da elevada fluorescéncia dos compostos constituintes dos
frutos e caule, apenas os extratos metandlicos das folhas de Hancornia speciosa
Gomes (HSG) apresentaram a capacidade de atuarem como capturadores de
espécies dicarbonilicas.

Esta pesquisa também reafirma as evidéncias de Maillard, de que o
processamento dos alimentos, em busca de melhor palatibilidade, produz
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espécies nocivas a saude humana, como por exemplo: 0 processo de cozimento
dos alimentos em elevadas temperaturas. Os resultados demonstram que a
alteragao na temperatura dos procedimentos, de 37 °C para 90 °C, promoveu
aumento significativo na formagédo dos AGEs.

De maneira analoga, a substituicdo de glicose por frutose ou galactose
nos metodos desenvolvidos, praticamente dobrou a formagdo dos AGEs em
todas as condi¢Oes analisadas. Estas informagdes, corroboram para demonstrar
a acao maléfica de dietas ricas em produtos industrializados com adigdo do
xarope de frutose (sucos, energéticos, bebidas carbonatadas, etc), bem como
de produtos lacteos. O incremento na formagéo dos AGEs, devido a presenca
de frutose e galactose, pode ser explicado pelo fato destas, apresentarem maior
quantidade de espécies em sua forma aberta, para sofrer reacdo de
condensacao conforme descrito na reacao de Maillard. Logo, a presenca de
frutose e galactose em excesso no organismo humano, contribui para acelerar o

processo de glicagdo das proteinas.

A andlise do perfil quimico dos constituintes de folhas, caule e frutos de
HSG revelou uma elevada diversidade de flavondides e compostos fendlicos,
existentes em todas as partes avaliadas da planta. Nas folhas verificou-se a
predominancia de quercitinas e canferdis, enquanto no caule as catequinas e
procianidinas foram verificadas em praticamente todas as fracdes avaliadas por
HPLC/MS. Os frutos demonstraram uma variedade menos significativa, porém
também se identificou quercitina, rutina e alguns acidos fendlicos. Das quarenta
e uma espécies distintas identificadas em todas as partes de HSG, vinte e seis
destas, estao sendo descritas pela primeira vez na literatura.

O extrato hexanico do caule (EHC), apresentou-se como aquele com
maior capacidade inibitéria frente a enzima acetilcolinesterase, que esta
relacionada ao tratamento da doenca de Alzheimer. O processo de
fracionamento do EHC por cromatografia em coluna aberta, levou a obtencéo de
fracdes impuras (misturas). A analise dos dados de RMN para fragdo mais ativa,
quando confrontado com dados da literatura, nos permitiu sugerir a obtencao de
uma mistura contendo o triterpeno lupeol e possivelmente terpendides

(estigmasterol).
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Os extratos metandlicos de folhas e caule de HSG apresentam um
elevado potencial de inibicdo da enzima conversora da angiotensina |, que se
relaciona ao controle da atividade anti-hipertensiva. Ambos o0s extratos
mencionados apresentaram elevada atividade anti-hipertensiva e corroboram
diretamente com a medicina tradicional (popular) que indica a utilizacdo de
infusdes de folhas de HSG com esta finalidade pelos povos indigenas. Estes
resultados apontam para a necessidade do desenvolvimento de novas
pesquisas com 0s mesmos, visando isolar e identificar os principais compostos
responsaveis por esta acao terapéutica e consequentemente o desenvolvimento

de novos farmacos e fitoterapicos mais ativos e acessiveis para a sociedade.

A capacidade em combater os radicais livres (poder antioxidante) dos
extratos de folhas, caule e frutos de HSG parecem corroborar com os dados do
perfil quimico. Tal afirmacdo estd ancorada nos resultados obtidos, pois
demonstram que as partes da planta com maior capacidade em combater os
radicais livres, foram exatamente aquelas que apresentaram maior diversidade
de flavonoides e compostos fendlicos (folhas e caule). Os frutos apresentaram-
se menos ativos, muito provavelmente devido a menor variedade de flavondides

e outros fendlicos em sua constituigao.

Portanto tendo em vista todo o potencial farmacolégico apresentado pelos
extratos de HSG, espera-se com esta pesquisa despertar ainda mais o interesse
da comunidade cientifica para estudos com esta planta, projetando a producéo
de farmacos e patentes.
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ANEXO l.Espectros de DAD dos compostos identificados em HPLC-ESI-MS, nos

extratos metanolicos de Hancornia speciosa Gomes.
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ANEXO Il.Espectros de massas dos compostos identificados em HPLC-ESI-MS, nos extratos metandlicos de Hancornia speciosa
Gomes.
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Vanllllna 25-49 | *hiSDd SPC, time=25.427 of EAHPLC-ES-MEVSAMUEL\HARHOOO010.0 AFI-ES, Scan, Frag: 100
100 — @ b Mas: 3lézd
80—
! o
0 — 2
R o
| = ['+]
= I
4 T o
20 (=1 ) o =] [ - b2
4 g Sats on o oGR8 ame W oo o = =] @ @ b= o ot
| AR R R e BEE i§ y o8 8
o- il “ [ mmﬂﬂw et i bt o sl o oDl d itk il .lu.h.l.mlln.uu ot el 1 ittt
T T T T T T T
200 400 Go0 00 1000 1200 1400
M=1218 25.86 | *MSD SPC, time=25.772 of EAHPLE-ESEMS\SAMUELZA\HARNOOO00T 0 AFLES, Scan, Frag: 400
“
100 1 Mas: 317312
20—
60— T
ag—
20—
o— GRS e et e 8 T R ey & G 2 s B 5
T T T T T T T
200 400 G600 00 1000 1200 1400




173
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Acido trans-
ferulico
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26 | Quercetina 32.55 [ *MSD1 SPE, time=31.878 of EAHPLC-ES-MS\SAMUELZYHARNOOOO04.D APKES, Sean, Frag: 300
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28 | Rutina 33.25 *ME0 SPC. time=33 253 of EAHPLC-ES-MS\SAMUELSHARNOOODDE.0 AFFES, Scan, Frag; 100
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30 |Quercetina 34.46 *MSD1 SPC, ime=34.555 of EAHPLC-ES-MS'SAMUELSWHARNDOO00G. APIES, Scan, Frag: 100
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clorogénico -
100 - m Max: ZoO000
20—
G0 -
40— o -
] i ™ I 1
= 2y Ehom 3
1 [} T 2 [
- [ ]
] ) L mJ_J.
o- AR J.L._..J..J.. STk L...Jn. PRI T ST AT TP FIF O PN Ty U T N 1 TR Y P T B P T VP P P P PN
r r r T ! z r T r ; ; T z z r T g z z T r r g T r r r T r r '
200 400 G500 200 4000 1200 1400 miz




180

Canferol 35.36 | "MSD SPC, time=34.845 of EAHFLCESI-ME\SAMUELZ\HARNOOOO04.D AFIES, Scan, Frag: 300
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34 Canfer0| 3639 TMESD SPC, time=36.058 of EAHPLC-ESI-MSWSAMUELIHARNODOO0E.L APIES, Scan, Frag: 100
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Acido cis-etil- 37.00 =
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40 | Quercetina 40.06 *MSD1 SPC, time=40.073 of EAHPLC-ES-MS\SAMUELZ\HARNOOOOD4.I API-ES, Scan, Frag: 300
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43 Quercetlna 4269 S0 SPC, time=42 769 of EAHFLC-ESMEVSAMUELSHARNDOOOOR .0 ARI-ES, Scan, Frag: 100
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