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RESUMO

Diabetes ¢ uma desordem metabdlica caracterizada pela deficiéncia da producéo e/ou acdo da
insulina sendo a inibi¢do da enzima a-glicosidase uma das formas de tratamento. Estudos
mostram que fenolicos presentes nas folhas de café da espécie Coffea arabica possuem
propriedades antioxidantes e anti-diabéticas. Este trabalho avalia o potencial farmacolégico do
extrato aquoso das folhas de C. arabica utilizando o forno de micro-ondas. A analise quimica
teve inicio com a identificacdo e quantificacdo dos compostos fenolicos presentes no extrato
aquoso por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. A etapa seguinte consistiu na
investigacao, in vitro, do teor de fendlicos totais (TFT), da atividade antioxidante (AA) e do
efeito sobre a enzima a-glicosidase. As folhas de café apresentaram, em média, os resultados
iguais a 53,74 + 0,02 mg EAG/g e 46,65 + 0,002 mg.mL2, respectivamente, para o TFT e para
AA, sendo estes resultados satisfatorios quando comparado a outros chas comumente
consumidos. Quanto a enzima a-glicosidase, a mangiferina, a rutina e o extrato aquoso inibiram,
respectivamente, 90,42%, 85,71% e 85,92% de sua atividade. O 1Cso do extrato aquoso foi igual
a 0,086 mg.mL sendo este valor 62 vezes menor que o ICso da acarbose. Este alto poder
inibitério pode ser atribuido ao sinergismo dos fendlicos presentes e por se tratar de um produto
natural, ndo apresenta os indesejaveis efeitos colaterais. Por fim, os resultados apontam que o
cha das folhas de café da espécie C. arabica, além de uma bebida antioxidante &, também,

potencialmente Util para a inibi¢do da enzima a-glicosidase.

Palavras-chave: Coffea arabica. Cha. Diabetes. Antioxidante. a-glicosidase.



ABSTRACT

Diabetes is a metabolic disorder characterized by insulin production deficiency or/and its
action, being inhibition of the a-glucosidase enzyme one of the forms of treatment. Studies have
shown that the coffee leaves of the Coffea arabica species possesses antioxidant and anti-
diabetic properties. This work evaluates the pharmacological potential of C. arabica leaves
aqueous extract prepared from microwave oven. The chemical analysis began with the
identification and quantification of the phenolic compounds of tea by High-Performance Liquid
Chromatography. The next step was to investigate, in vitro, the total phenolic compounds
(TPC), the antioxidant activity (AA), the effect on the a-glucosidase enzyme assays, in relation
to acarbose and finally evaluate the ability to inhibit 50% of activity (ICso). In general, the
coffee leaves presented results equal to 53.74 + 0.02 mg EAG/g and 46.65 + 0.002 mg.mL*
respectively for TPC and AA which were satisfactory when compared to other commonly
consumed teas. As to the a-glucosidase enzyme, mangiferin, rutin and aqueous extract, they
inhibited, respectively, 90.42%, 85.71% and 85.92% of their activity. Aqueous extract ICso was
0.086 mg.mL* 62 times lower than the 1Cso of acarbose. This high inhibitory power can be
attributed to the synergism of the phenolics present and since it is a natural product, it does not
present undesirable side effects. Thus, the results indicate that the tea of coffee leaves of C.
arabica species, besides an antioxidant beverage, is also potentially useful for the inhibition of

the a-glucosidase enzyme.

Keywords: Coffea arabica. Tea. Diabetes. Antioxidante. a-glucosidase.
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1 INTRODUCAO

Os maus habitos alimentares aliado ao sedentarismo e ao estresse da vida urbana
estdo diretamente relacionados ao surgimento do diabetes (SBD — SOCIEDADE BRASILEIRA
DE DIABETES, 2017). Diabetes mellitus (DM) é uma sindrome metabdlica caracterizada por
hiperglicemia, que altera o0 metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, além de provocar
uma série de complicacdes cardiovasculares, renais, neuroldgicas e oculares (ADA -
AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 2018). Entre os diferentes tipos, o diabetes mellitus
tipo 2 (DM2) é a forma mais comum (SILVA et al., 2010a). Estudos tém apontado a influéncia
dos radicais livres e outros oxidantes no surgimento de vérias doencas, dentre elas 0 DM2
(BESERRA et al., 2015).

Para o controle do DM2 os antidiabéticos orais sdo 0s mais utilizados. Estes
medicamentos apresentam diferentes tipos de mecanismo de ac¢do, sendo um deles a inibicéo
da enzima a-glicosidase. Estes farmacos tém como efeito controlar e/ou reduzir a glicemia e
manté-la normal, no entanto, eles apresentam alguns efeitos colaterais desagradaveis como
nausea, diarreia e dor abdominal acometendo até um terco dos pacientes (ADA, 2018).

A busca por alternativas que possam auxiliar na prevencgéo e/ou tratamento do DM2
tem motivado a populacéo, e tambeém a comunidade cientifica, na procura de produtos naturais
que possibilitem uma vida mais saudavel. Uma estratégia usada consiste na pesquisa por
substancias presentes na natureza e nesta categoria se destacam as plantas com seus compostos
fenolicos que sdo antioxidantes naturais. Os antioxidantes podem agir retardando ou prevenindo
a oxidacao do substrato envolvido nos processos oxidativos impedindo a formacdo de radicais
livres (SANTOS et al., 2018).

Os radicais livres, no passado, foram classificados como um grupo de 4&tomos ou de
moléculas que possuem elétrons livres desemparelhados em seu nivel eletrdnico mais externo,
0 que justifica sua instabilidade. Além disso, outras caracteristicas fisico-quimicas destas
espécies sdo: o tempo de meia-vida curto e também a capacidade de reagir com outras
moléculas a fim de alcancar sua estabilidade, custando a oxidacdo de biomoléculas.
Atualmente, radical livre ndo é a designacdo ideal para 0 conjunto de agentes reativos
patogénicos, pois alguns deles apresentam elétrons emparelhados em seu Gltimo nivel e mesmo
assim participam das reacdes de oxirreducdo. Assim, 0s termos reactive oxygen species (ROS)
(ou espécies reativas de oxigénio — ERO) e reactive nitrogen species (RNS) (espécies reativas
de nitrogénio — ERN) sdo considerados mais apropriados por descreverem melhor esses agentes
quimicos (CAROCHO; FERREIRA, 2013). Na Figura 1, podemos observar o mecanismo
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simplificado de acdo dos antioxidantes.

Figura 1 - Mecanismo de ag&o dos antioxidantes naturais

Estabilizado pelo par de elétrons

Radical livre
neutralizado

Radical livre

Elétron
transferido

Antioxidante Antioxidante convertido
em radical livre estavel

Fonte: SUNSHINE, 2018.

De forma geral, os antioxidantes podem ser classificados em sintéticos e naturais.
Os sintéticos, por possuirem algum potencial toxico, sdo muitas vezes questionados em estudos,
0 que faz com que os antioxidantes naturais passem a serem o0s alvos alternativos para
minimizar e retardar os processos de deterioracdo oxidativa (SANTOS et al., 2018).

A medicina popular desperta o interesse de pesquisadores em estudos
multidisciplinares que enriquecem o conhecimento a respeito do uso terapéutico de plantas
medicinais. Quanto a eficacia e a seguranca, ja foram comprovadas cientificamente o que
permitiu seu uso frequente como recurso terapéutico benéfico e indispensavel a humanidade
(REBOUCAS, 2009).

Atualmente, existe um grande numero de plantas medicinais cujo potencial
terapéutico tem sido estudado em uma variedade de modelos experimentais, dentre eles o
mecanismo de inibicdo enzimatica. Com este intuito, extratos vegetais e suas fracbes tém sido
objeto de pesquisa constante (VIEIRA et al., 2015).

Entre os compostos antioxidantes naturais, destacam-se as folhas de café africana
da espécie Coffea arabica que ¢ uma fonte significativa de compostos fendlicos, dentre eles a
mangiferina, que € um composto com atividade antioxidante comprovada além de possuir acéo
hipoglicémica, diminuindo o risco relativo de DM2 (BATOOL et al., 2018). No entanto, a
aplicacdo das folhas de café para fins medicinais na forma de cha bem como seu preparo ainda

foi pouco investigada (CHEN; MA; KITTS, 2018), sendo necessaria pesquisas relacionando
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sua atividade antioxidante, sua atividade enzimatica dentre outras, permitindo assim catalogar
suas propriedades farmacologicas.

O cha é uma das bebidas mais consumidas no mundo devido ao seu aroma e sabor
agradavel, aléem de apresentar varias propriedades farmacoldgicas. Os beneficios do cha para a
satde tém sido amplamente estudados. Existem evidéncias cientificas de que a ingestdo de cha
pode reduzir os niveis de colesterol; reduzir o risco de desenvolver hipertensdo, disturbios
imunolodgicos e doenca de Parkinson; e proteger contra o cancer, doencas cardiovasculares e do
sistema nervoso. Além disso, apresenta efeitos antioxidantes, antimicrobianos, anti-
inflamatorios, antialérgicos, anti-diabetes e anti-obesidade (GRAMZA-MICHALOWSKA et
al., 2016; RASHID et al., 2016).

Neste sentido, este trabalho investiga se 0 cha caseiro (extrato aquoso) obtido a
partir das folhas de Coffea arabica, extraido em forno de micro-ondas, pode apresentar
atividade antioxidante satisfatoria quando comparado com outros chds comumente consumidos
e, também, se é capaz de inibir, de forma significativa, a enzima a-glicosidase em relacdo ao
farmaco acarbose, permitindo assim validar seu emprego como uma possivel bebida

nutracéutica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a capacidade antioxidante e a atividade inibitoria da enzima a-glicosidase

in vitro a partir dos compostos fendlicos presentes no cha das folhas de Coffea arabica.

2.1 Objetivos especificos

Realizar a extracdo dos metabdlitos;

= Identificar e quantificar os compostos fenolicos presentes em todos os extratos das

folhas de Coffea arabica.;

= Determinar o Teor de Fenolicos Totais (TFT) do cha das folhas de C. arabica;

= Auvaliar a atividade antioxidante do extrato aquoso das folhas de C. arabica;

» Avaliar o efeito da inibi¢do da enzima a-glicosidase a partir do cha das folhas de C.

arabica.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Histéria do café

Muitas lendas existem sobre a origem do café, no entanto, a mais difundida é a
lenda de Kaldi, um pastor que reconhece as qualidades do fruto como fonte de vigor e animo.
Na provincia de Kaffa (atual Etiopia), reino de Abissinia, por volta do ano 1000 d.C., o pastor
percebeu que as suas cabras, apos ingerirem gréos e folhas de um determinado arbusto (pés de
cafeeiro), ficavam tdo agitadas que ndo dormiam durante a noite. Com essa observagéo, Kaldi
torrou e triturou os frutos, misturando o produto final com manteiga, fazendo uma espécie de
massa gordurosa. Ao consumi-la, o pastor sentiu-se mais disposto e ficava alerta em suas noites
de vigilia (ICO — INTERNATIONAL COFEE ORGANIZATION, 2018).

Jano ano de 1500, Gemaledin, um chefe mulgumano, vindo do Iémen realizou uma
longa viagem até a Kaffa e durante sua prece a Al4, ele adormeceu. Essa falta grave, fez com
que ele pedisse aos seus guerreiros que buscassem uma cura para essa fadiga. Estes encontraram
Kaldi, que por sua vez contou-lhes dos frutos vermelhos “revigorantes”. Quando Gemaledin
experimentou os frutos ficou impressionado com seus efeitos e levou consigo varias sementes
de volta do 1émen. Ndo demorou muito para que o café passasse a ser largamente consumido
pelos arabes (ICO, 2018).

A Arabia foi o pais responsavel pela propagacdo da cultura do cafeeiro, chegando
na Europa em meados de 1500, na América Central e do Sul por volta de 1700 e, finalmente,
em nosso pais em 1727 (OLIVEIRA et al., 2012).

Por fim, 0 nome “café” ndo ¢é originario da Kaffa, mas sim da palavra arabe gahwa,
que significa vinho. Por esse motivo, o café foi chamado de vinho da Arabia quando chegou a
Europa (DELTA, 2018).

3.2 O cafeeiro

O cafeeiro é um arbusto tropical com folhas verdes da familia Rubiaceae,
pertencente ao género Coffea, que cresce, em areas de umidade moderada, de 600 a 1200
metros. Este género compreende muitas espécies, aproximadamente 100, no entanto as mais
cultivadas sdo Coffea arabica (café arabica) e Coffea canephora (café conilon ou robusta),
sendo que a primeira ocupa 74% do parque cafeeiro do Brasil, enquanto que a segunda 26%
(MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2018).
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Os cafés arabicos sdo caracterizados pela sua acidez, que se acentua a medida que
a altitude de cultivo aumenta. S&o cafés mais arométicos e de corpo moderado, descrevendo-se
como cafés suaves, com um teor de cafeina baixo, entre 0,8 e 1,5 %. Ja o café robusta apresenta
caracteristicas organolépticas diferentes da anterior: tem um bom corpo, baixa acidez e € um
pouco mais amargo dado apresentar um teor de cafeina mais elevado, podendo atingir os 2,5 %
(DELTA, 2018).

3.3 Residuos do beneficiamento do café

Fundamental para a economia e politica de muitos paises em desenvolvimento e
sua producdo, o café, bem como seu consumo em larga escala levam a geracdo de uma enorme
quantidade de residuos, como folhas e cascas, que necessitam de um destino adequado (ICO,
2018).

Em relagcdo as cascas, elas podem ser utilizadas como matérias-primas para a
producdo de bioprodutos de maior valor agregado como etanol, enzimas e acidos. Pesquisas
para buscar formas de utilizacdo deste material devem-se basicamente a sua grande
disponibilidade nas regides cafeeiras (GOUVEA et al., 2009).

Quanto as folhas, elas podem ser utilizadas como uma bebida nutracéutica, em
funcdo dos metabolitos presentes. A infusdo feita a partir das folhas de C. arabica apresenta
um alto potencial farmacolégico (MURTHY; NAIDU, 2012). Existem poucos estudos sobre
sua utilizacdo como planta medicinal (GIDAY; ASFAW; WOLDU, 2010), apesar de ja ter sido
evidenciado um alto contetdo de substéncias fenodlicas, responsaveis por exercer diversas
funcBes no organismo, dentre elas, a atividade antioxidante (CAMPA et al., 2012; TREVISAN
etal., 2016; DE ALMEIDA, et al., 2019).

3.4 Metabdlitos secundarios e atividades farmacoldgicas presentes nas folhas de café

A auséncia de movimentos é o que diferencia as plantas da maioria dos animais.
Desta forma elas ndo podem se deslocar quando sdo submetidas a situacdes menos favoraveis
ou estressantes (ocasionados por fatores bidticos e/ou abidticos). Assim, ao longo de sua
evolucéo, os vegetais foram buscando outras estratégias para sua defesa, como a sintese de um
enorme numero de produtos quimicos de diversas estruturas e classes. Estes compostos sdo
chamados de metabdlitos e podem ser divididos em primarios e secundarios. Acucares, acidos

graxos, aminoacidos e &cidos nucleicos, bem como produtos quimicos considerados
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onipresentes em todas as plantas para seu crescimento e desenvolvimento sdo os metabolitos
primarios (WU; CHAPPELL, 2008). J& os metabolitos secundarios sdo compostos geralmente
relacionados a respostas de defesa na planta contra herbivoros, microbios, virus ou plantas
competidoras bem como atividades antibacterianas e antifingicas. Além disso, os metabolitos
secundarios desempenham um papel importante em outros processos, por exemplo,
incorporando substéncias atrativas para acelerar a polinizacdo, coloragdo para camuflagem,
protecdo contra radiacdo ultravioleta e atividade oxidante (EDREVA et al, 2008).

Embora os produtos secundarios possuam uma variedade de funcées nas plantas, é
provavel que a sua importancia ecoldgica tenha alguma relacdo com potencial efeito medicinal
para os seres humanos. Por exemplo, produtos secundarios envolvidos na defesa das plantas
através de citotoxicidade para patdgenos microbianos podem ser Uteis como medicamentos
antimicrobianos em humanos, se ndo forem demasiadamente toxicos. Da mesma forma,
produtos secundarios envolvidos na defesa contra herbivoros através de atividade neurotoxica
podem ter efeitos benéficos em seres humanos (ou seja, como antidepressivos, sedativos,
relaxantes musculares ou anestésicos) através de sua acdo no sistema nervoso central. O
desenvolvimento de estruturas similares entre produtos secundarios de plantas e substancias
enddgenas de outros organismos pode ser chamado de “modelagem molecular evolucionaria”
(VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010).

Metabdlitos secundarios nas plantas podem ser divididos em trés grupos distintos
guimicamente: os componentes contendo nitrogénio, terpenos e os compostos fenolicos
(VI1ZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010) sendo este tltimo predominante nas folhas de cafe.

3.4.1 Metabolitos majoritarios

3.4.1.1 Mangiferina

A mangiferina € uma xantona C-glicosilada amplamente distribuida em vegetais
superiores das familias Gentianaceae e Anacardiaceae (SANTOS, 2010), incluindo Coffea
arabica, onde esta presente em varias partes da planta como cascas do caule, nos frutos, nas
raizes e também nas folhas (TALAMOND et al., 2008).

Em 1956, a mangiferina (Figura 2) foi isolada pela primeira vez na manga, por Shun
Iseda, utilizando reagentes colorimétricos especificos e espectroscopia na regido do
infravermelho para identificacdo quimica (ISEDA,1966). Dez anos depois, por meio da técnica

de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), sua estrutura foi confirmada por Haynes e Taylor
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e, finalmente, em 1968, Axel Prox obteve o primeiro espectro de massas da mangiferina, em
um estudo de caracterizacdo espectrométrica de compostos naturais C-glicosilados (SANTOS,
2010).

Figura 2 - Estrutura quimica da mangiferina

Fonte: Elaborado pelo autor.

A mangiferina (1,3,6,7-tetra-hidroxixantona-C2-beta-D-glicose; de fdérmula
molecular: CoH18011; € massa molecular: 422,35 g.mol ™) é um sélido de coloragio amarelada
e apresenta ponto de fusdo acima dos 260 °C. Alguns estudos espectroscopicos de UV-VIS e
RMN foram realizados para avaliacdo da sua estabilidade, em solucdo com diferentes valores
de pH. Os resultados indicaram que ela possui quatro constantes de dissocia¢do (pKai = 6,52;
pKa, = 7,97; pKas = 9,44 e pKas = 12,10), sendo este um parametro muito importante para
investigactes farmacocinéticas (GOMEZ-ZALETA et al., 2006).

Quanto a estrutura da mangiferina, determinada por difracdo de raios-X, foi visto
que ela apresenta duas moléculas da xantona ligadas a cinco de &gua de cristalizacdo, sendo
estabilizada pela formacéo de ligagdes de hidrogénio intermoleculares. Outro ponto importante
no que cerne a estrutura, ela se mostra mais resistente a hidrélise acida ou alcalina ou, ainda, a
enzimatica em relacdo a dos O-heterosideos. Tudo isso se deve a ligacdo heterosidica que ocorre
através de uma ligacdo carbono-carbono. (SANUGUL et al., 2005).

Foi proposto, e posteriormente comprovado biossinteticamente, que mangiferina é
formada a partir de um precursor flavonico, em razdo de C-glicosilxantonas serem encontradas
em associagdo com C-glicosilflavonas. Assim, mangiferina € produzida pelo acoplamento de
p-hidroxi-cinamato com duas moléculas de malonato, resultando na benzofenona iriflofenona,
a qual é oxidada na posicdo C-3’ e posteriormente glicosilada no carbono C-3. Finalmente, a
xantona € gerada pelo acoplamento oxidativo dos carbonos C-6 e C-6°, como e possivel
observar na Figura 3. Aparentemente, o cido benzoico nédo esta envolvido na rota biossintética

da mangiferina, sendo diferente das demais xantonas. A distribuicdo e a biogénese da
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mangiferina estd mais relacionada aos flavonoides do que as demais xantonas (BENNETT;
LEE, 1989).

Figura 3 - Provavel rota biossintética para mangiferina
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Fonte: Adaptado de Fujita e Inoue (1977).

A primeira vez que a mangiferina foi obtida sinteticamente ocorreu em 1967 por
Nott e Roberts, por meio de uma reacdo de glicosilagdo do noratiriol (1,3,6,7-tetra-
hidroxixantona) com acetobromoglicose, utilizando-se iodeto de sddio (NOTT; ROBERTS,
1967). No entanto, a primeira sintese total (Figura 4) foi desenvolvida, somente, um ano depois
por Bhatia e Seshadri, 0s quais promoveram a reacdo de condensacao do &cido 2,5-di-hidroxi-
4-metoxibenzoico com floroglucinol anidro, seguida por desmetilacdo, gerando a xantona
noratiriol. O passo seguinte, reacdo de glicosilacdo, foi semelhante a proposta original
(BHATIA; SESHADRI, 1968).
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Figura 4 - Sintese da mangiferina
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Fonte: Bhatia e Seshadri (1968).

Atualmente, tanto em analises qualitativas, quanto quantitativa da mangiferina tém
sido efetuadas através de varias técnicas cromatograficas modernas como Eletroforese Capilar
de Alta Resolucdo (HPCE), Cromatografia em Contra-Corrente de Alta VVelocidade (HSCCC)
e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Espectroscopia na regido do
infravermelho préximo e método colorimétrico com cloreto de aluminio (A€Ce3) tém sido
propostos por E. Joubert e colaboradores como métodos alternativos de quantificacdo
(CANUTO, 2009).

Diversas atividades farmacol6gicas da mangiferina tém sido amplamente
documentadas (Tabela 1). As faixas terapéuticas da mangiferina, de acordo com os estudos in
vivo, variaram de 10 a 250 mg/kg, dependendo do modelo experimental e dos parametros
avaliados. Quanto ao estudo preliminar de toxicidade aguda em ratos saudaveis, a
administracao intraperitoneal de doses unicas (250-1000 mg/kg) de mangiferina, por 28 dias,
ndo produziu efeitos letais ou sinais clinicos de toxicidade, indicando que a LDso (dose letal
média) estaria acima de 1000 mg/kg (PRADO et al., 2015).
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Tabela 1 - Atividades farmacoldgicas da mangiferina

Atividades farmacolégicas

Referéncia(s)

Analgésica

Antibacteriana

Antidiabética

Anti-inflamatdria

Antimicrobiana

Antioxidante

Antitumoral

Atividade lipolitica

Imunomodulatéria

Neuroprotetiva

ISLAM et al., 2010; DUANG et al., 2011; MEENAKSHI et
al., 2018; BENITES et al., 2019.

MUTUA et al., 2017; DISO et al., 2017; BODIBA et al.,
2018; SULEMAN et al., 2019.

BARKAOUI et al., 2017; MOHAMMED; RIZVI, 2017;
NGO et al., 2019; SEKAR et al., 2019.

SEOL et al., 2016; MILENKOVIC et al., 2017; ROCHA et
al., 2018; STOHS et al., 2018.

DORTA et al., 2016; MUAZU et al., 2017; OLASEHINDE
etal., 2018; ARAUJO et al., 2019.
SEPTEMBRE-MALATERRE et al., 2016; ABBASI et al.,
2017; VEIGA et al., 2018; ZAPATA et al., 2019.

SIEGEL etal., 2017; GANOGPICHAYAGRAI et al., 2017;
LIANG et al., 2019; YANG et al., 2019.

RICCI et al., 2014; GURURAJA et al., 2017; UDEM;
DAHIRU; ETTEH, 2018; ZHANG et al., 2019
MATKOWSKI et al., 2013; SHAILAJAN et al., 2016;
KUMOLOSASI etal., 2018; AL RAWI; AL DULAIMI; AL
RAWI, 2019.

KAWPOOMHAE et al., 2010; KASBE, P.; JANGRA, A.;
LAHKAR, 2015; Xl et al., 2018; FENG et al., 2019.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A mangiferina demonstra atividades farmacologicas em diferentes érgéos e tecidos,

exercendo efeito preventivo e terapéutico contra uma considerdvel gama de doengas.

Basicamente por meio de uma agdo removedora de radicais livres (“scavenger”), ela protege

neurénios, coracgdo, figado, rins e estdmago contra os efeitos nocivos de radicais livres,

prevenindo ou retardando o surgimento de doencas neurodegenerativas, processos

inflamatdrios e até mesmo de neoplasias. No entanto, a acdo antioxidante ndo explica

integralmente as propriedades farmacologicas da mangiferina, principalmente no tocante as

suas atividades imunomodulatora e antidiabética, nas quais 0 seu mecanismo de acdo é mais
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complexo (CANUTO, 2009).

3.4.1.2 Acidos clorogénicos

O é&cido clorogénico (ACG), um dos compostos fendlicos mais abundantes na dieta
humana, € um grupo de metabdlitos secundarios produzidos por certas espécies de plantas e
também um componente importante do café (MENG et al., 2013). ACG é um termo atribuido
a uma familia de ésteres formados entre determinados acidos trans-cindmicos, como 0s acidos
cafeico e ferulico, e o &cido quinico. Este Ultimo, junto ao acido cafeico, forma um éster
chamado &cido clorogénico, que é um polifenol junto com a quercetina, rutina, catequina,
epicatequina entre outros (OZDAL et al., 2016).

No ano de 1846, Payen foi o primeiro cientista a identificar o ACG. Ele designou
este nome a um composto fendlico com fungdo acida e estrutura quimica desconhecida, que
conferia cor verde, em meio ligeiramente alcalino, quando exposto ao ar. Ja em 1907, ele foi
isolado pela primeira vez na forma de complexo cristalino, denominado clorogenato de cafeina,
e com sua estrutura quimica posteriormente estabelecida por Fisher (1932), como sendo o acido
3-cafeoilquinico, hoje conhecido como acido 5-cafeoilquinico (MENG et al., 2013).

Dentre os compostos da familia dos ACGs, o acido 5-cafeoilquinico (5-ACQ) é o
mais comum e conhecido fenol dietético biologicamente ativo, possuindo atividades
antibacterianas, antioxidantes e anticarcinogénicas, particularmente efeitos hipoglicémicos e
hipolipemiantes (MENG et al., 2013). Na natureza, a maioria dos acidos em plantas é
esterificada para outros compostos poli-hidroxilados, como &cido quinico, acido tartarico e
glicose. No caso do 5-ACQ, ele é produzido pela formacao de uma ligacao éster entre o grupo
carboxilico do acido cafeico e a hidroxila na posicdo 5 do anel aromatico do &cido quinico.
(PARK, 2015).

Mesmo sendo o composto mais encontrado desta classe e o Unico disponivel
comercialmente, suas propriedades fisico-quimicas ainda ndo sdo totalmente conhecidas. Sua
formula molecular e massa molar sdo, respectivamente, C16H150g € 354,31 g.mol ™, com faixa
de fusdo entre 205 a 206 °C. E estavel em pH &cido, a temperaturas moderadas, e pode ser
facilmente oxidado em pH alcalino. A solubilidade em agua (25°C) é de 4%, sendo mais soluvel
em &gua quente e levemente soluvel em acetato de etila (GIL; WIANOWSKA, 2017). As
estruturas quimicas dos precursores dos ACGs, bem como a do 5-ACQ estdo representadas na

Figura 5.
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Figura 5 - Estrutura quimica dos precursores do ACG e do 5-ACQ: a) acido quinico; b) &cido

ferulico; c) acido p-cumarico; d) acido cafeico e e) acido 5- cafeoilquinico (&cido clorogénico)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

H& um interesse crescente na suplementacdo dietética de ACG como agente
nutracéutico em formulacdes alimenticias devido as suas diversas propriedades medicinais.
Fontes alimentares naturais de ACG sédo café, frutas citricas, macas, péras, frutas silvestres,
alcachofra e berinjela (NALLAMUTHU; DEVI; KHANUMA, 2015). O consumo de &cidos
fendlicos pode atingir 800 mg por dia dependendo do alimento ou bebida ingeridos. Uma xicara
de café de 400 mL, por exemplo, apresenta um teor de ACG que pode variar de 420 a 780 mg
(MARTINI; DEL BO’; TASSOTTI, 2016). A ingestdo didria média de compostos fenolicos (1
g/dia) é consideravelmente maior do que a ingestdo diéria de outros antioxidantes dietéticos,
como os carotenoides (9,4 mg/dia) e as vitaminas C e E (110 mg/dia), representando 90% do
total de ingestdo de antioxidantes. Além disso, os compostos fendlicos apresentam uma
capacidade antioxidante maior em relagdo as vitaminas e carotenoides (CORREA et al., 2015).

O consumo destes antioxidantes, carotenoides juntamente com os ACG, esta
associado a uma diminuicdo no risco de Alzheimer e diabetes mellitus tipo 2, além de outras
doencas degenerativas (FARAH, 2012).

Apesar das altas quantidades de ACG ingeridas ao longo do dia, uma quantidade
extremamente baixa desses compostos € absorvida no intestino delgado, sendo que a maioria
alcanca o célon, onde podem ser metabolizados pela microbiota local. No célon, por exemplo,
0s ACGs podem inativar os radicais livres reativos e, como resultado, ajudam a prevenir o
cancer de colon (LUDWIG et al., 2014). Os metabdlitos sdo entdo absorvidos, posteriormente
conjugados no figado e distribuidos aos tecidos (MARTINI; DEL BO’; TASSOTTI, 2016).

Os efeitos protetores e deletérios do ACG, particularmente o 5-ACQ, sobre células

de espécies do reino animal, foram abordados em diferentes trabalhos. Alguns autores
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mostraram que o 5-ACQ foi um agente indutor de alteragdes no DNA de mamiferos. Nos
estudos de Ohnishi e sua equipe foi verificado seu efeito antioxidante na redugcdo da hemdlise
e da peroxidacdo de hemécias de ratos, induzida por H2O». Essa agédo antioxidante € devida a
presenca de um grupamento orto-di-hidroxila no anel aromatico do &cido cafeico (Figura 5d),
que atuaria como um aceptor de radicais livres. De fato, a oxidagdo in vitro de LDL
(lipoproteina de baixa densidade) humana foi retardada na presenca de &cido cafeico. O ACG
pode ser facilmente oxidado por polifenoloxidases a O-quinonas, que poderiam interagir com
grupamento NH> de aminoé&cidos proteicos reduzindo o valor nutricional dos alimentos. Em
outro trabalho, foi relatado que o 5-ACQ inibiu as enzimas a-amilases, tripsina e lisozima,
através da formacdo de ligacdo covalente com residuos de triptofano e cisteina. Este isbmero
mostrou também propriedades anti-inflamatorias devido a sua capacidade de inibicdo do
processo inflamatdrio mediado por citocinas. J& o consumo de altas doses de 5-ACQ, presentes
na bebida de café, aumentou os niveis de homocisteina (aminoécido que esta relacionado com
o0 surgimento de doencas cardiovasculares como AVC) no plasma de humanos (ALVES et al.,
2009).

As folhas do cafeeiro apresentam quantidades elevadas de &cidos clorogénicos,
sendo os principais os 4acidos cafeoilquinico (ACQ), o feruloilquinico (AFQ) e o
dicafeoilquinico (diACQ), que apresentam comprovada ac¢do antioxidante. Destaca-se 0 ACQ,
principalmente o isbmero 5-ACQ nessa espécie (CAMPA et al, 2012).

3.4.1.3 Rutina

Rutina (3,3',4',5,7-penta-hidroxiflavona-3-ramnoglicosideo, Fig. 6) €& um
bioflavondide pertencente ao sub-grupo dos flavonois, de cor amarelada, abundantemente
encontrado no trigo sarraceno (Fagopyrum esculentum Moench, F. tataricum (L.) Gaertn.,
Polygonaceae), em cebolas e em chés. Outras fontes alimentares incluem frutas como magcé,
maracuja, laranja, limdo e uva — incluindo também o vinho (GANESHPURKAR; SALUJA,
2016) e também em algumas plantas, como é o caso da Coffea arabica (PATAY et al., 2016a).
No Brasil, principalmente no cerrado e na caatinga, a rutina pode ser encontrada nos frutos do
faveiro (Dimorphandra mollis) e na fava danta (Dimorphandra gardneriana) (PAULA et al.,
2018).

Em 1842, a rutina foi primeiramente identificada na arruda (Ruta graveolens) como
um pigmento amarelo na forma de cristais em agulha e isolada, posteriormente, da alcaparra

(Capparis spinosa), como &cido rutinico, denominacao essa empregada devido a solubilidade
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em solucdes alcalinas, sendo, portanto, parcialmente soltvel em &gua. Sua formula definitiva,
C27H30016, foi estabelecida em 1896 (OLIVEIRA, 2014).

Figura 6 - Estrutura da Rutina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ja em 1930, esta substancia foi isolada por Albert Szent-Gyorgi, um cientista
hdngaro, a partir de laranjas sendo classificada como vitamina, mais tarde denominada vitamina
P. Porém, estudos posteriores demonstraram ndo se tratar de uma vitamina, mas sim de um
flavonoide. Desde entdo, mais de quatro mil flavonoides ja foram identificados (NASIARA et
al., 2018).

A rutina é um importante flavonoide glicosidico e se difere da quercetina por
possuir um dissacarideo (raminose + glicose) ou rutinose na posi¢cdo 3 do anel pirano (Figura
7) e por esse motivo recebe algumas vezes 0 nome de rutinosideo da quercetina (OLIVEIRA,
2014).

Figura 7 - Flavonol (2-fenil-benzo-alfa-pironas)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os flavonoides ocorrem como glicosideo, agliconas ou derivados metilados. A
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estrutura basica é aglicona e sua classificacdo depende do grau de oxidagdo do anel pirano
central (unidade C3). Para os flavonois h4 uma hidroxila ligada na posigdo 3 deste anel. A
reacao a sequir (Figura 8), mostra a formacéo da rutina (Figura 8c) a partir da quercetina (Figura
8a). Podemos observar gue a rutina, o representante escolhido desta sub-classe, apresenta uma
ligac@o glicosidica na posicdo 3 do anel pirano. Foi descoberto que alguns carboidratos como
D-glicose, galactose, glicoramnose e arabinose se ligam aos flavonoides nas posicoes 3 e 7
(NASIARA et al., 2018).

Figura 8 - Formacéo da rutina a partir da quercetina
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Fonte: Adaptado de Barber e Behrman (1991).
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A rutina é também conhecida e amplamente estudada por apresentar multiplas
atividades farmacoldgicas, dentre elas a atividade antioxidante que foram exploradas na
medicina e nutricdo humana. A sua atividade antioxidante se deve ao fato de poder atuar como
sequestradora de O e quelante de ions metalicos como, por exemplo, o ferro.
Convencionalmente, ela é utilizada como agente antimicrobiano, antifungico e antialérgico. No
entanto, pesquisas atuais mostraram beneficios farmacoldgicos multiespectrais para o
tratamento de varias doencas cronicas, como cancer, diabetes, hipertensdo e
hipercolesterolemia (AL-DHABI et al., 2015). Além dessas, outras propriedades

farmacoldgicas da rutina podem ser conferidas na Tabela 2.

Tabela 2 - Atividades farmacoldgicas da rutina

Atividades farmacoldgicas Referéncia(s)

JAVED et al., 2012; QU et al., 2014; SOUZA et al., 2019;
ZENGIN et al., 2019.

LIN etal., 2012; ALONSO-CASTRO et al., 2013; NAFEES et
al., 2018; PRASAD; PRASAD, 2018.

NASSIRI-ASL et al.,, 2013; NIEOCZYM et al., 2014,
MUHAMMAD et al., 2018; AL-MAJMAIE et al., 2019.
NITURE et al., 2014; HSU et al., 2014; RIAZ et al., 2018;
SUNDARRAJAN et al., 2019.

PATIL et al., 2012; SIKDER et al., 2014; OKUR et al., 2018;
ELSAWY etal., 2019.

CHOl etal., 2014; YOO et al., 2014; SONG; KIM; LEE, 2018;
GABR et al., 2018.

MAMAT et al., 2013; MOTAMEDSHARIATY et al., 2014,
PENG et al., 2018; SHAFI et al., 2019.

CHAN; HEGDE; CHEN, 2009; OLALEYE et al., 2013; LINA
etal., 2018; SUNDARAM; SALI; VASANTHI, 2018.
PATTANAYAK etal., 2011; OLALEYE etal., 2014; RAVI et
al., 2018; QURESHI et al., 2019.

NASSIRI-ASL et al., 2010; MENDES-JUNIOR et al., 2013;
CERVENKA et al., 2018; OYAGBEM I et al., 2018.

Anti-Alzheimer

Anticarcinogénica

Anticonvulsivante

Antidiabética

Antihiperlepidémica

Anti-inflamatéria

Antioxidante

Cardioprotetora

Hepatoprotetora

Vasoprotetora

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os dados presentes na Tabela 2 nos mostra que a rutina é uma substancia com
maltiplas atividades farmacoldgicas. Como dizia o antigo ditado: “uma maga por dia, mantém
0 médico afastado” parece ser verdade, pois a rutina, um dos componentes importantes das
macas, tem uma ampla gama de atividades biologicas. Portanto, € necessario estudar
extensivamente a rutina para estabelecer um perfil de seguranca eficaz em humanos e assim

obtermos todos os seus beneficios terapéuticos.
3.4.1.4 Cafeina

A cafeina é um alcaloide identificado como 1,3,7-trimetilxantina, sendo um
derivado da xantina. Estd naturalmente presente nas sementes, folhas e frutos de mais de 63
espécies de plantas (KUMAR et al.,, 2018) e também naturalmente presente em Vvarios
alimentos. De acordo com uma revisdo de consumo de cafeina, ela é um dos ingredientes
alimentares mais consumidos no mundo sendo o cha e o café as principais fontes. A ingestao
média diaria de cafeina no Brasil é de 300 mg (TFOUNI et al., 2018).

A cafeina tem a capacidade de melhorar o humor, a atencdo, o desempenho, o
estado de alerta, a velocidade na qual a informacé&o € processada e o tempo de reacdo (TFOUNI
et al., 2018). Ela é rapidamente absorvida pelo organismo e atinge o cérebro dentro de cinco
minutos ap6s o seu consumo. Sua eliminacdo ocorre apds cinco horas (KUMAR et al., 2018).

Além da cafeina, outros derivados da metilxantina sdo a teofilina (1,3-
dimetilxantina) e a teobromina (3,7-dimetilxantina) como podem ser vistos na Figura 9. As
metilxantinas sdo alcaloides relacionados pela poténcia na agdo estimulante sobre o sistema
nervoso central (MONTEIRO et al., 2016).

Figura 9 - Formulas estruturais da xantina e de seus trés derivados naturais
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Fonte: Adaptado de Rang, Dale e Ritter (2001).
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Sua formula molecular e massa molecular sdo, respectivamente, iguais a
CsH10N4O; e 194,19 g.mol™, possui cor branca com a forma de cristais prismaticos. E inodora,
com sabor ligeiramente amargo. Estudos epidemioldgicos descobriram que a ingestdo de café
estd associada a reducdo de biomarcadores do estresse oxidativo e ajuda na reducdo da
morbidade da artrite reumatoide, doenca pulmonar obstrutiva cronica, asma, colite ulcerativa,
diabetes, tipo de doengas neurodegenerativas e aterosclerose (GEETHAVANI;
RAMESWARUDU; REDDY, 2014).

Acredita-se que a cafeina tenha sido descoberta pelo homem paleolitico por meio
das plantas. A seguir este teria passado a ingeri-la sob diversas formas de bebidas. Foi separada
do ché e do café no inicio da década de 1820 (ASHIHARA; SANO; CROZIER, 2008).

A cafeina é encontrada em todas as partes do cafeeiro, porém com mais abundancia
nas flores, nas sementes e nas folhas mais novas (PATAY et al., 2017). Das 63 espécies de
plantas, a cafeina também pode ser encontrada, particularmente, no cacau (Theobroma cocoa),
no guarand (Paullinia cupana) e na erva-mate (llex paraguayensis). A maior parte deste
alcaloide é ingerida na forma de bebidas, muito embora uma parcela pequena da populacdo
consuma cafeina na forma de farmacos, como antigripais, por exemplo. Nestes produtos, o teor
de cafeina varia de 16-200 mg. Uma xicara de café pode conter em média cerca de 80 mg de
cafeina, enquanto uma lata de coca em torno de 30-60 mg (WOLDE, 2014).

Provavelmente, a cafeina é a substancia, psicoativa, mais ingerida no mundo
(WIERZEJSKA, 2012). Quanto sua acdo farmacoldgica, ela é variada provocando, dentre
outros efeitos, alteracdes no sistema nervoso central, sistema cardiovascular e homeostase de
calcio. Os efeitos da cafeina sobre o comportamento humano tém sido objeto de estudos a
algumas décadas. Esses efeitos podem ser descritos como reducdo da fadiga e aumento da
capacidade de alerta, com concomitante melhora no desempenho de atividades que requeiram
maior vigilancia e também ndo reduz o efeito do alcool, embora algumas pessoas ainda
acreditem neste efeito (WOLDE, 2014). Em 1981, foi descoberta sua atuacdo no bloqueio dos
receptores de adenosina. Este bloqueio promove efeitos estimulantes que por muitas ocasioes
sdo exigidos pelos seus consumidores. Possui também efeito diurético (GODOY et al., 2012).

Em um estudo, de longo prazo, sobre a relacdo entre o consumo de bebidas
cafeinadas e a incidéncia de diabetes tipo 2, os autores acompanharam mais de 41.000
participantes em dez anos, avaliando o consumo de café a cada dois ou quatro anos. Os
resultados sugerem gue a ingestao de cafeina do café, e também de outras fontes, esta associada
a um risco, significativamente, menor de diabetes tipo 2 (WOLDE, 2014). A cafeina pode

auxiliar também na queima de gordura corporal (acéo lipolitica), aumentando a sensibilidade



36

da insulina de individuos obsesos (SCHARDT, 2008).

Em contrapartida, o consumo de cafeina pode afetar negativamente o controle
motor e a qualidade do sono, bem como causar irritabilidade em individuos com quadro de
ansiedade. Ainda € motivo de grande controvérsia o efeito da ingestdo de cafeina sobre o
sistema cardiovascular. Seu consumo regular parece elevar a pressdo arterial de forma
persistente e, desta forma, individuos com hipertensdo, doenca coronariana e arritmia cardiaca
deveriam ser encorajados a reduzir seus niveis de ingestdo de cafeina (WOLDE, 2014).

Por fim, o consumo de cafeina pode ajudar a reduzir o risco de varias doencas
cronicas, incluindo diabetes, doenca hepatica e céncer, bem como melhorar a funcéo
imunolégica, no entanto, a ingestdo de cafeina em excesso (acima de 300 mg por dia) pode
causar varios distdrbios no organismo, como risco de desenvolver doenca arterial coronariana,
osteoporose, gastrite, anemia por deficiéncia de ferro e natimortos. A cafeina pode causar
deplecdo de alguns nutrientes importantes, como a vitamina B6, e interferir na absorcdo de
minerais essenciais, incluindo célcio, ferro e magnésio. Por outro lado, algumas pesquisas
revelaram que a ingestdo de cafeina em excesso (acima de 300 mg por dia) pode causar varios

distdrbios no organismo, como dores de cabeca, irritabilidade e insénia (WOLDE, 2014).

3.5 Diabetes mellitus

3.5.1 Historico

Diabetes mellitus (DM) é uma doenca cujo conhecimento ja data varios séculos.
Por volta do ano 1500 a.C. os gregos ja descreviam seus sintomas. Ela era caracterizada como
uma estranha doenga em que carne e 0ssos fluiam juntos pela urina levando o individuo a morte.
No século Il da era cristd, o médico Areteu da Capaddcia deu a esta afeccdo o nome de diabetes,
que em grego significa sifdo. Ele observou que apesar dos diabéticos comerem muito
(polifagia), terem muita sede (polidipsia), beberem muita agua e produzirem muita urina
(politria), ficavam cada vez mais fracos e edemaciados (poliastenia) e entravam quase sempre
em coma antes da morte. Era uma doenga grave e misteriosa, porque apesar da fartura de
alimentos que entravam pela boca, as energias corporais desfaziam-se e saiam pela urina,
fazendo do corpo humano um verdadeiro sifdo ou diabetes (KARAMANOU et al., 2016).

Em 1679, o médico inglés Thomas Willis, considerado um dos maiores médicos do
século XVII, foi quem fez uma descricdo magistral do diabetes, ficando desde entdo

reconhecida por sua sintomatologia como entidade clinica. Foi ele que deu o nome de diabetes
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mellitus (sabor de mel), referindo-se ao sabor doce da urina. Na verdade, foi uma redescoberta,
pois no século 7 a.C., 0 médico indiano Sushruta mencionou o sabor doce da urina desta doenga,
mas este trabalho, aparentemente, era desconhecido para Willis. Em 1815, o médico Michael
Chevreul confirmou que o acucar especifico na urina dos diabéticos era a glicose
(KARAMANOU et al., 2016).

Em 1869, o cientista alemdo Paul Langerhans, enquanto estudava a estrutura do
pancreas através de um microscépio, descreveu a existéncia de estruturas celulares espalhadas
pelo tecido exdcrino, cujas formac6es anatémicas diferiam do resto do tecido pancreatico. Essas
estruturas formavam pequenas ilhas celulares espalhadas pelo tecido pancreético néao
apresentando, no entanto, comunicagdo direta com os ductos excretores. A funcdo dessa
pequena por¢ao de células, mais tarde denominada “ilhotas de Langerhans”, era desconhecida,
mas Edouard Laguesse, posteriormente, sugeriu que tais células poderiam produzir algum tipo
de secrecdo que participasse do processo de digestdo (ZAJAC et al., 2010; KARAMANOU et
al., 2016).

A evidéncia dessa func¢éo veio no final do século XIX, na Alemanha, quando Oskar
Minkowski e Joseph von Mering realizaram experimentos com cdes pancreatectomizados
evidenciando o surgimento dos sinais e sintomas do DM nesses animais. Este diabetes induzido
em animais era muito semelhante a forma aguda e mais severa do diabetes humano, inclusive
produzindo morte nos animais quando todo o pancreas era removido. No entanto, quando parte
do péancreas era deixada no animal, ou ainda quando fragmentos do 6rgdo eram implantados
sob sua pele, a morte dos cdes ndo era observada. Este fato levantou a hipotese de que as
alteracbes metabolicas produzidas apos a retirada do pancreas poderiam ndo estar associadas
com a auséncia da secrecdo de suco pancreatico para o intestino, mas talvez a perda de alguma
outra funcdo do pancreas (ZAJAC et al., 2010).

Entre 1916 e 1920, o fisiologista romeno Nicolas Paulesco realizou e publicou uma
série de experiéncias com extrato de pancreas provando que a inje¢do desse composto tinha a
capacidade de diminuir a glicemia. Porém, o principal achado aconteceu em 1921, na
Universidade de Toronto, Canada, quando o cirurgido Frederic Grant Banting em colaboracdo
com John James Rickard Macleod, James Bertram Collip e Charles Herbert Best isolaram
extratos pancreaticos bovino com posterior administracdo em cées pancreatectomizados e eles
perceberam que houve diminuicdo da concentracdo de glicose sanguinea. Esse fato rendeu o
prémio Nobel de Medicina a Banting e J. J. R. Macleod que era o professor responsavel pelos
laboratdrios de pesquisa. Esta hormona mais tarde foi chamada de insulina (ZAJAC et al.,
2010).
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Depois desta descoberta os pacientes diabéticos puderam ter uma melhor qualidade
de vida, com a diminui¢do da morbidade e da mortalidade associadas a esta doenca. Por
exemplo, em 1922, a insulina purificada foi administrada pela primeira vez a um paciente
diabético, Leonard Thompson, com 14 anos de idade, e o resultado foi uma diminuicdo da
hiperglicemia, permitindo assim melhorar sua condigéo. A partir desse caso de sucesso, em
1923, desenvolveu-se um processo de extracdo de insulina comercialmente viavel, tornando-se

amplamente disponivel na América do Norte e na Europa (ZAJAC et al., 2010).

3.5.2 Classificacéao

O DM ¢ uma sindrome metabdlica hereditaria de etiologia multipla, caracterizada
por um estado de hiperglicemia persistente; o qual resulta de uma deficiéncia na producéo de
insulina ou da resisténcia dos tecidos a acdo deste horménio. De acordo com o Comité
Executivo para Diagndstico e Classificagdo do DM da “American Diabetes Association” (ADA,
2018) a sindrome pode surgir de forma secundéria a alguma doenca que cause destruicao das
ilhotas pancreéaticas como: tumores, patologias enddcrinas, defeitos genéticos e funcionais das
células B ou na agdo da insulina. No entanto, as formas mais comuns de DM resultam de
desordens primérias no sistema sinalizador da insulina. Tais desordens podem ser divididas em
duas categorias: DM tipo 1 e DM tipo 2.

DM tipo 1, era anteriormente denominada DM insulino-dependente ou diabetes
juvenil, sendo caracterizada pela destruicdo das células B pancredticas (responsavel pela
producdo de insulina), por mecanismo de auto-imunidade. A reacdo imunoldgica pode ser de
origem genética somente ou ainda decorrer de um evento ambiental que afete as caracteristicas
imunogénicas das células pancreéticas. Estudos epidemioldgicos sugerem que infeccdes virais
também podem desencadear 0 processo auto-imune caracteristico do DM tipo 1 (ADA, 2018).

DM tipo 2, é a forma da doenca anteriormente denominada DM insulino-
independente ou diabetes da maturidade, a qual afeta aproximadamente 90-95% da populacéo
diabética. Caracteriza-se por ser um distirbio multifatorial que geralmente resulta de graus
variaveis de resisténcia tecidual a insulina e de uma deficiéncia relativa na secre¢cdo do
hormdnio pelas células pancreéticas. O risco de desenvolver DM tipo 2 aumenta com a idade,
com a obesidade e a falta de atividade fisica. Sabe-se que a maioria dos pacientes com DM tipo
2 esta com sobrepeso ou obesidade. O excesso de peso por si s6 causa algum grau de resisténcia
ainsulina. A resisténcia a insulina pode melhorar com a reducdo de peso e/ou com o tratamento

farmacologico da hiperglicemia, mas raramente é restaurada ao normal. Nos estagios iniciais,



39

0 paciente, muitas vezes, ndo nota os sintomas classicos do DM tipo 2 o que dificulta seu
diagnostico (ADA, 2018).

Algumas estratégias terapéuticas para o tratamento do DM tipo 2 incluem a reducao
da demanda de insulina, a estimulacéo da secrecdo enddgena de insulina, 0 aumento da acdo da
insulina nos tecidos alvo, a inibicdo da degradacdo de carboidratos com medicamentos que
inibem a enzima a-glicosidase dentre outras. (SALES et al., 2012).

A acarbose (Glucobay®), o miglitol (Diastabol®) e voglibose (Figura 10) séo
farmacos que inibem o-glicosidase em pacientes com DM2 agindo como antagonistas
enzimaticos da a-glicosidase diminuindo a absorcdo intestinal de glicose. E interessante
ressaltar que estes farmacos interferem na secrecdo de insulina, diminuindo a liberagcdo da
mesma e, consequentemente, evitando a hiperglicemia pos-prandial (CHOUDHURY et al.,
2016).

Figura 10 - Estrutura quimica da acarbose (a), voglibose (b) e miglitol (c)
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Fonte: Adaptado de Ghani (2015).

Contudo, estes inibidores, ndo especificos, causam efeitos secundarios, tais como
distensdo abdominal, flatuléncia, meteorismo, diarreia por causa do excesso de inibi¢ao de a-
glicosidase. Assim os esforcos tém sido dirigidos para encontrar inibidores naturais e seguros
com o minimo de efeitos secundarios (ADA, 2018).

3.5.3 Epidemiologia

A DM é um problema crescente a nivel mundial. De acordo com a Federacéo
Internacional de Diabetes — IDF (2017), os dados apontam que 425 milhdes de adultos no
mundo tém diabetes e que a estimativa é que no ano 2045 cerca de 629 milhdes de pessoas terdo

diabetes, sendo 12 milhdes em nosso pais. Essa estimativa inclui pessoas com e sem 0
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diagndstico da doenca. O aumento da prevaléncia da DM é atribuido as rapidas mudancas
culturais e sociais verificadas a nivel global, nas tltimas décadas, sobretudo relacionadas com
a adocao de estilos de vida de risco, mas também como ao aumento da esperanca de vida (SBD,
2017).

No Brasil, segundo estimativas do Ministério da Salde, o diagnostico da
enfermidade aumentou 61,8% em 10 anos, segundo dados da pesquisa de Vigilancia de Fatores
de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas por Inquérito Telefonico. Entre 2006 e 2016, o
namero de pessoas que dizem saber do diagndstico de diabetes passou de 5,5% para 8,9%. As
mulheres lideram o ranking: 9,9% da populacdo feminina declarou possuir a doenca contra
7,8% dos homens (VIGITEL, 2017).

3.5.4 Estresse oxidativo e diabetes mellitus

As complicacdes do DM sdo divididas em duas: microvasculares que incluem a
retinopatia, nefropatia e neuropatia e as macrovasculares, como por exemplo, doenca
cardiovascular, cerebrovascular e doenca arterial periférica, sendo a doenca cardiovascular a
principal causa de morte entre diabéticos (ADA, 2018). O controle intensivo da glicemia
apresenta beneficios significativos para a saude, diminuindo a incidéncia, prevenindo ou
reduzindo o risco do aparecimento (ou ainda retardando a progressdo) das complicacdes
microvasculares (NETTO et al., 2009).

A hiperglicemia cronica representa o fator primario desencadeador do estresse
oxidativo e, consequentemente, das complicacdes do DM. Entende-se por estresse oxidativo
qualquer alteracdo fisiologica que cause aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS - Reactive Oxygen Species) e nitrogénio (RNS - Reactive Nitrogen Species) com
consequente diminuicdo da neutralizacdo destas por mecanismos de defesa antioxidantes.
Fisiologicamente, h4 uma relacdo de equilibrio entre producdo de ROS e RNS e sua
neutralizacdo, sendo assim, este desbalanco causa disfuncédo e danos celulares (JEONG; KING,
2011).

Por definicdo, ROS e RNS sdo compostos quimicos com um elétron
desemparelhado, respectivamente, nos atomos de oxigénio (O¢) e nitrogénio (N¢) possuindo
propriedade reativa de acomodar ou doar elétrons para uma gama de moléculas bioldgicas.
Estes compostos sdo produzidos pelas células eucaridticas normalmente, como consequéncia
do metabolismo aerobico. As principais ROS sdo distribuidas em dois grupos: as radicalares,

formadas principalmente pelo anion superéxido (*O2"), radical hidroxila (OHe) e radical



41

hidroperoxila (HO2¢) e as ndo radicalares, dentre as quais se destaca o peroxido de hidrogénio
(H202). As RNS mais importantes sdo *NO ¢ os peroxinitritos (ONOO~) (BARBOSA et al.,
2016).

Os eventos que culminam nas complicacdes do DM iniciam-se a partir do acimulo
de &nion superdxido produzido durante a hiperglicemia, o qual inibe parcialmente a enzima
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH), fazendo com que os intermediarios da via
glicolitica se acumulem e sejam desviados para outras vias. Em outras palavras, este desvio
resulta no aumento da converséo de diidroxiacetona fosfato (DHAP) para diacilglicerol (DAG),
e de triose fosfato para metilglioxal, o principal precursor intracelular dos AGEs (BARBOSA
et al., 2016).

Muitos individuos ja apresentam o DM2 por muitos anos antes de ser diagnosticado,
pois a hiperglicemia se desenvolve gradualmente e, nos estagios iniciais, ndo € grave 0
suficiente para que qualquer um dos sintomas classicos da doenga, tais como a poliuria,
polidipsia ou a polifagia, seja notado. No entanto, esses individuos com diagnéstico tardio
possuem risco aumentado de desenvolver complicacBes micro e macrovasculares. O risco de
desenvolvimento dessa forma de diabetes além dos fatores citados anteriormente, como idade,
obesidade e falta de exercicio fisico, ocorre também em individuos hipertensos e dislipidémicos
(ADA, 2018).

De fato, eventos consequentes da hiperglicemia como autooxidagdo da glicose,
glicacdo ndo-enzimatica de proteinas e consequente formacao de produtos terminais de glicacédo
avancada (AGEs) culminam com a producdo de radicais livres, 0s quais causam alteracdes na
estrutura de proteinas, inativacdo de enzimas, alterac@es nos sistemas de defesas antioxidantes
e acentuado aumento nos niveis de peroxidacdo lipidica em vérios tecidos (BARBOSA et al.,
2016).

3.5.5 Folhas de café e a prevencéo do diabetes mellitus

Os produtos naturais sdo a principal fonte para a descoberta de candidatos
promissores, que desempenham um papel importante em futuros programas de
desenvolvimento de farmacos. A facilidade de disponibilidade, menos efeitos colaterais e 0
baixo custo fazem com que as preparacdes a base de plantas sejam o principal elemento chave
de todas as terapias disponiveis, especialmente nas areas rurais. Desde tempos remotos, as
plantas medicinais, com seus Vvarios principios ativos e propriedades, tém sido usadas no

tratamento do DM. Muitas pesquisas sobre a atuacdo de produtos naturais nos diversos
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mecanismos da fisiopatologia do DM tém sido realizadas nas Gltimas décadas (ARYA;
GUPTA; RANJEET, 2011).

Na Medicina Tradicional Chinesa (MTC), muitas plantas medicinais tém sido
usadas como medicamentos naturais para o tratamento de inUmeras doencas incluindo o
diabetes e suas complicacgdes. O uso da fitoterapia baseada na MTC vem ganhando crescente
aceitacdo em todo o mundo. Estima-se que um ter¢o dos adultos nos paises desenvolvidos e
mais de 80% das pessoas em muitos paises em desenvolvimento usam medicamentos
fitoterapicos para doencas que variam desde um simples resfriado a doencas crénicas (LIM et
al., 2018).

A maioria das plantas que sdo utilizadas como antidiabéticas ao serem avaliadas
farmacologicamente demonstraram ter atividade hipoglicemiante e também constituintes
quimicos que podem ser utilizados como modelos para novos agentes hipoglicemiantes.
Algumas destas substancias podem ter potencial terapéutico, enquanto outras podem produzir
hipoglicemia como efeito colateral devido a sua toxicidade, especialmente hepatotoxicidade
(LIM et al., 2018). Isto constitui a principal forca para encontrar alternativas, principalmente
do reino vegetal que sdo menos severas ou até mesmo sem efeitos colaterais, visto que 0s
hipoglicemiantes orais sintéticos, juntamente com a insulina, embora sejam a principal via para
o0 controle do diabetes, estes apresentam efeitos colaterais proeminentes e ndo sendo possivel
reverter o curso de suas complicagdes (ARYA; GUPTA; RANJEET, 2011).

Os compostos fendlicos extraidos de plantas, como por exemplo, acidos fendlicos
e flavonoides, podem promover inumeros beneficios a saude inclusive no tratamento do
diabetes, visto que alguns destes compostos podem inibir uma consideravel absorcdo de
carboidratos e por consequéncia aumenta a sensibilidade a insulina e secrecdo da mesma,
reduzir a captacdo intestinal de glicose e regular o metabolismo da glicose (AKASH,;
REHMAN; CHEN, 2014). As folhas do cafeeiro apresentam elevadas quantidades de
compostos fendlicos fundamentais para a prote¢do do vegetal contra pragas e outros agentes
nocivos, pois exercem efeitos antioxidantes e antibacterianos. Dentre as substancias fendlicas
descritas, os acidos clorogénicos sdo as mais representativas, estando presentes em quantidades
superiores nas folhas da variedade C. arabica, em comparagdo com outras espécies (CAMPA
etal., 2012).

O conteddo fendlico presente nas folhas de C. arabica justifica os efeitos beneficos
do seu consumo na forma de chd, pois exercem agdo protetora contra os radicais livres, que
estdo associados ao aparecimento de diversas doencas cronicas ndo transmissiveis. No entanto,

0 consumo predominante no nosso pais é a bebida obtida a partir dos gréos torrados (café),
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sendo a infusdo das folhas pouco difundida. A infusdo das folhas é mais comum em paises da
Africa e Asia. A atividade antioxidante ja foi comprovada, além do efeito inibitorio sobre a
peroxidacdo lipidica utilizando extrato etandlico das folhas de C. arabica (CAMPA et al., 2012;
LUDWIG et al., 2014; TREVISAN et al., 2016; DE ALMEIDA et al., 2019).

Além dos &cidos clorogénicos presentes nas folhas de C. arabica, outros compostos
fendlicos, como a mangiferina e rutina, sdo importantes para a prote¢do do vegetal contra pragas
e doencas, em funcédo dos efeitos antioxidante e antimicrobiano encontrado em ambos. Tanto a
mangiferina quanto a rutina tém despertado o interesse da comunidade cientifica por
apresentarem efeitos benéficos no controle e prevencao do diabetes (BARRETO et al., 2008;
CAMPA et al., 2012).

A pesquisa dos beneficios das folhas de café arabica é uma tendéncia crescente,
pois a partir de suas propriedades, ela pode ser uma fonte para o desenvolvimento de multiplas

modalidades terapéuticas orientadas a prevencdo e ao tratamento do diabetes.

3.6 Determinacéo dos fendlicos totais

Os compostos fendlicos sdo substancias amplamente distribuidas na natureza onde
mais de 8000 desses compostos ja foram detectados e se encontram largamente distribuidos nas
plantas. Este grande e complexo grupo faz parte dos constituintes de uma variedade de vegetais
e frutas. Podem ser pigmentos, que ddo aparéncia colorida aos alimentos, ou produtos do
metabolismo secundario, normalmente derivados de reacbes de defesa das plantas contra
agressdes do ambiente. Esses compostos atuam como antioxidantes, ndo somente pela sua
habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também pelos seus radicais intermediarios
estaveis, impedindo a oxidacdo de varios ingredientes do alimento, particularmente de lipidios
(SILVA etal., 2010b). Devido a funcionalidade dos compostos fendlicos sobre a saude humana,
0 interesse por alimentos de origem vegetal tem crescido anualmente. Sua formula quimica
apresenta pelo menos um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilas. Sua estrutura

béasica ¢é apresentada na Figura 11.
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Figura 11 - Estrutura dos compostos fenolicos
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma classificacdo direta tenta dividir a ampla categoria de fendlicos em fendis e
polifendis simples, baseados exclusivamente no nimero de subunidades de fenol presentes, mas
muitos compostos fendlicos de plantas sdo polimerizados em moléculas maiores. Assim, 0
termo “fenolicos vegetais” engloba fendis simples, acidos fenolicos (benzoico e derivados do
acido cinamico), cumarinas, flavonodides, estilbenos, taninos hidrolisaveis e condensados,
lignanas e ligninas, os quais se encontram na natureza em pequena ou grande escala, sendo 0s
flavonoides, e derivados, e os acidos fenolicos de grande escala (GOLENIOWSKI et al., 2013).

Atualmente, os principais relatérios de pesquisa envolvendo compostos fendlicos
sdo do acido galico, do &cido protocatecuico, do aldeido protocatecuico, da catequina, do acido
clorogénico e do galato de epigalocatequina (CAO et al., 2019). Na Tabela 3, é apresentada a

classificacdo segundo o esqueleto da cadeia principal dos fendlicos.

Tabela 3 - Classificacdo dos compostos fenolicos segundo o esqueleto principal

Esqueleto bésico Classe de compostos
C6 Fendis simples, benzoquinonas
C6-C1 Acidos fenélicos
C6-C2 Acetofenonas e 4cidos fenilacéticos
C6-C3 Fenilpropanoides: acidos cinamicos e compostos analogos,

fenilpropenos, cumarinas, isocumarinas e cromonas

C6-C4 Naftoquinonas
C6-C1-C6 Xantonas, benzofenonas
C6-C2-C6 Estilbenos, antraquinonas

C6-C3-C6 Flavondides, isoflavondides e chalconas
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(C6-C3)2 Lignanas
(C6-C3-C6)2 Diflavonoides
(Cé)n Melaninas vegetais
(C6-C3)n Ligninas
(C6-C1)n Taninos hidrolisaveis
(C6-C3-C6)n Taninos condensados

Fonte: Tiveron (2010).

Em geral os compostos fenolicos sdo multifuncionais como antioxidantes, pois
atuam de vérias formas. O mecanismo de acdo mais comum é a quebra das cadeias de reacao:
as moléculas antioxidantes interagem com os radicais ativos para formar radicais de baixa
atividade. A oxidacdo também ¢é retardada na presenca de substancias que destroem
hidroperdxidos (sulfetos de dialquila, etc.). Neste caso, a taxa de formacdo de radicais livres
diminui. Mesmo em uma pequena quantidade, os antioxidantes reduzem a taxa de oxidacé&o,
portanto, durante um certo periodo de tempo (o periodo de inibicéo), os produtos de oxidacdo
ndo sdo formados. Suas atividades antioxidantes e sequestradoras de radicais livres séo
excelentes para a salde, pois sua ingestdo estd relacionada a menor incidéncia de doencas
crbnico-degenerativas, como cancer, diabetes, doenca de Alzheimer e doencas
cardiovasculares. Cereais, frutas e vegetais sdo ricas fontes de compostos fendélicos. De fato, 0s
beneficios para a satde de sua ingestdo alimentar tém sido relacionados, pelo menos em parte,
ao conteudo de compostos fenolicos (KEKELIDZE et al., 2018).

Nas folhas de café, os ACG constituem os principais compostos fenélicos nédo
volateis encontrados. Apresentam propriedades funcionais relevantes na neutralizacdo de
radicais livres. Dentre os &cidos fendlicos, o acido cafeico é considerado um dos mais
importantes, pois faz parte do acido-5-cafeoilquinico, um dos isbmeros mais representativos do
café (CAMPA et al., 2012).

Também presente nas folhas de café, a mangiferina é outro composto fendlico
eficaz no combate ao estresse oxidativo (CAMPA et al., 2012; TREVISAN et al., 2016; DE
ALMEIDA et al., 2019). Este metabolito foi primeiramente caracterizado em pesquisas
realizadas com extratos das folhas de manga, sendo purificado, isolado e testado frente a
diversos ensaios antioxidantes, como o sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) e o poder de reducéo do ferro (FRAP). Os resultados demonstraram que a mangiferina

apresentou atividade antioxidante superior em compara¢cdo com outras substancias fenolicas,
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em todos os sistemas antioxidantes testados, atribuindo-se, portanto, a atividade antioxidante
desses extratos, principalmente ao alto teor de mangiferina, um dos compostos fenolicos
majoritarios nas folhas dessa planta (BARRETO et al, 2008).

A atividade antioxidante do café também ¢ atribuida a presenca de rutina. Ha
séculos, alimentos ricos em rutina ja haviam sido usados pela medicina tradicional chinesa e,
mais recentemente, demonstrou-se que a rutina possui propriedades benéficas para prevenir
patologias que envolvam radicais livres. Ela pode inibir o processo de formacao de radicais
livres em varios estagios: reagindo com o ion superoxido e radicais peroxilas lipidicos, e
formando um complexo com o ferro, que é um catalisador da formacéo de radicais de oxigénio
ativo (MUNIZ-MOURO et al., 2018).

A guantidade significativa destes compostos fendlicos, presentes nas folhas de C.
arabica, bem como o sinergismo entre eles € o que torna crescente o interesse em suas

propriedades farmacoldgicas.

3.6.1 Ensaio folin-ciocalteu

O ensaio Folin-Ciocalteu é um dos mais antigos métodos de quantificagdo de fendis
em amostras de produtos naturais. Este ensaio, que também é conhecido como fendlicos totais,
foi originalmente designado para a analise de proteinas por reacdo entre o reagente e 0 grupo
fenol da tirosina. O reagente Folin-Ciocalteu oxida fendis e produz um produto colorido com
um méaximo de absor¢do a 745-750 nm. Singleton e colaboradores adotaram este ensaio para a
analise de compostos fendélicos no vinho. Desde entdo, esse método vem sendo utilizado em
muitos estudos para medir a quantidade de compostos fendlicos em diversos tipos de extratos
(GULCIN, 2012).

O reagente Folin-Ciocalteu consiste de mistura dos &cidos fosfomolibdico e
fosfotungstico, na qual o molibdénio se encontra no estado de oxidagdo (VI) (complexo,
Na:Mo004+2H,0, de coloracdo amarela). Porém, em presenca de compostos fenélicos formam-
se os complexos molibdénio-tungsténio azuis [(PMoW1104)*], nos quais a média do estado de
oxidacdo dos metais esta entre 5 (V) e 6 (VI) e cuja coloracdo permite a determinagdo da
concentragdo das substancias redutoras. Deve-se ressaltar que os complexos azuis formados séo
independentes da estrutura dos compostos fenolicos, descartando, portanto, a possibilidade de
complexos de coordenacéo formados entre o metal e os compostos fenélicos (GULCIN, 2012).

Geralmente, o acido galico é amplamente utilizado como composto padrdo de

referéncia, e os resultados sdo expressos como mg EAG/ g de extrato (miligrama de equivalente
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em acido galico por grama de extrato) (GULCIN, 2012).

3.7 Determinacéo da atividade antioxidante

Um antioxidante é uma substancia que, quando presente em baixa concentragdo em
comparagdo com a de um substrato oxidavel no meio, inibe a oxidagao do substrato. Sob esta
classificacdo, os compostos fenolicos, derivados do metabolismo secundario das plantas,
protegem multiplos 6rgdos da oxidacdo e, portanto, os compostos fendlicos devem ser
considerados como antioxidantes naturais. Os antioxidantes tém se apresentado como uma
maneira alternativa de prevenir a deterioracdo oxidativa dos alimentos e, também, minimizar
0s danos oxidativos nos seres vivos. Devido ao fato do emprego de antioxidantes sintéticos na
industria de alimentos ser alvo frequente de questionamentos quanto a inocuidade, havendo a
possibilidade desses antioxidantes apresentarem alguma toxidez, varias pesquisas tém sido
desenvolvidas de modo a buscar compostos naturais que também possuam esta propriedade
funcional (GRANATO et al., 2018).

Os antioxidantes sdo categorizados com base em sua funcdo (sequestradores de
radicais livres, removedores de agentes oxidantes ndo radicais, compostos que inibem a geracéo
de oxidantes, agentes quelantes de metais de transicdo e compostos que sdo capazes de
estimular a producdo de compostos antioxidantes enddgenos), polaridade (solivel em agua e
lipossoluvel), fonte (ex6gena ou enddgena) e mecanismo (os antioxidantes podem neutralizar
a acdo deletéria de espécies reativas de membranas celulares, principalmente por trés vias:
transferéncia de 4&tomos de hidrogénio, transferéncia Unica de elétrons e a capacidade de quelar
metais de transicdo) (GRANATO et al., 2018).

O uso de antioxidantes na saude humana tem promovido diversas pesquisas nas
areas de ciéncias alimentares e plantas medicinais para avaliar seu potencial como
antioxidantes. Estudos epidemiolégicos, bem como ensaios de intervencao clinica, sugerem que
0s antioxidantes apresentam um papel fundamental na prevencdo ou desaceleracdo da
progressao de doencas cardiacas e algumas formas de cancer. Quando o equilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio e as defesas antioxidantes é perdido, resulta em
estresse oxidativo que, através de uma série de eventos, desregula as funcgdes celulares que
levam a varios tipos de cancer (SHIVANI; ANJALLI, 2018).

Os principais antioxidantes que podem ser encontrados nos vegetais sdo 0s
compostos fendlicos e a vitamina C (hidrossollveis), bem como os carotenoides e vitamina E

(lipossoluveis). Esses antioxidantes absorvem radicais livres e inibem o inicio da reacdo em
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cadeia ou interrompem a propagacéo de reacdes em cadeia das rea¢Ges oxidativas promovidas
pelos radicais (GULCIN, 2012).

As caracteristicas quimicas dos antioxidantes incluem sua solubilidade, habilidade
regenerativa, relacdo estrutura/atividade e biodisponibilidade, que sdo fatores importantes
quando se considera o papel destes compostos na salide humana (GULCIN, 2012).

A producdo de alimentos com antioxidantes naturais, para além de proteger a
oxidacdo dos alimentos, também contribui para um consumidor mais saudavel. No entanto, é
importante estar ciente que os beneficios dos produtos naturais, como o café, sdo reconhecidos
majoritariamente pelos efeitos sinérgicos de toda a sua matriz e ndo tanto pela presenca de
substancias especificas (STELMACH; POHL; SZYMCZYCHA-MADEJA, 2015).

Algumas criticas relacionadas a esses ensaios in vitro sdo baseadas na auséncia de
radicais livres (DPPH e ABTS) em organismos vivos, particularmente no corpo humano, e no
mecanismo de complexidade da reagdo. Além disso, a alta atividade antioxidante in vitro ndo
pode ser exatamente traduzida em “prevencdo, tratamento ou cura” de doencas nao
transmissiveis em humanos. Por exemplo, no ensaio FRAP, como a reacdo ¢é realizada em pH
acido (3,6), ha muitas criticas sobre a traducao desse método em eficacia in vivo, sugerindo que
ele deve ser usado apenas como um método de triagem, fornecendo uma ideia da capacidade
antioxidante (GRANATO et al., 2018).

Sem duvida, ensaios como esses sdo de baixo custo, faceis de executar e ndo
requerem equipamentos ultra-sensiveis. Eles sdo usados para avaliar compostos isolados e
extratos mistos de matrizes complexas de origem vegetal. A atividade antioxidante de néo
nutrientes com beneficios de salde tem sido estudada usando uma ampla variedade de métodos,
incluindo protocolos in vitro, ex vivo e in vivo. Geralmente, os autores encontram um alto grau
de correlacdo entre a atividade antioxidante in vitro e o contetido fendlico total e/ou fendlicos
individuais (GRANATO et al., 2018).

3.7.1 Ensaio do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

Devido a complexa composi¢do da maioria dos alimentos, a separagdo de cada
antioxidante e o estudo individual dos mesmos seria altamente dispendioso e provavelmente
ineficiente, devido a possiveis sinergismos entre 0s mesmos e com a matriz. Uma das técnicas
desenvolvidas para contornar esta situacdo é o ensaio de DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)
gue mede a capacidade antioxidante total da amostra através da conversao do radical livre

DPPH, que apresenta forte coloracéo violeta, a sua forma reduzida de cor amarela (Figura 12).
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Quanto maior o carater antioxidante da amostra, maior a redugdo da coloragdo (GULCIN,
2012).

Figura 12 - Estrutura quimica do radical DPPH e sua estabilizacéo

Fonte: Chimactiv (2018).

O DPPH é um radical de nitrogénio organico, estavel e que possui absorcao na faixa
de 515-520 nm. A reducdo do radical DPPH é monitorada pelo decréscimo da absorbancia
durante a reacdo (GULCIN, 2012).

Este método tem sido muito utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de
material vegetal. Ele apresenta vantagens quando os antioxidantes analisados sdo mais soluveis
em solventes organicos, e por ser um radical livre estavel esta disponivel comercialmente, o
que evita sua geracdo por distintas formas (como ocorre com 0 método ABTS), além de facilitar
seu uso (GULCIN, 2012).

3.8 Determinacéo da inibicédo enzimatica

A prospeccdo de alternativas terapéuticas, principalmente de origem vegetal,
apresenta-se como opcao promissora para a descoberta de novos fitoterapicos e
fitomedicamentos, visto que a grande diversidade de espécies vegetais ainda ndo estudadas
representa um vasto campo de moléculas a serem descobertas. Nesse contexto, alvos
moleculares como enzimas e receptores tém sido estudados para a busca de medicamentos,
baseados no mecanismo de inibicdo enzimatica que ocasiona alteragdes benéficas no
metabolismo e no tratamento de doengas (PEREIRA et al., 2011).

As enzimas a-glicosidases participam de processos bioquimicos fundamentais do

metabolismo, como degradacdo dos polissacarideos provenientes da alimentacdo, tornando
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disponiveis unidades de monossacarideos para geracao de glicogénio e glicoproteinas celulares,
biossintese e modificacdo de a-glicoproteinas, catabolismo de peptidioglicanos e outros
glicoconjugados. A regido oligossacaridica destes glicoconjugados desempenha funcdes
fundamentais nos processos biologicos, como resposta imune, reconhecimento intercelular,
proliferacdo e diferenciacdo celular, enovelamento, estabilidade e solubilidade das proteinas,
além de processos patoldgicos, como cancer e inflamacdo (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al.,
2016).

Somente 0s monossacarideos podem ser absorvidos pela mucosa intestinal, desta
forma, inibidores dessas enzimas presentes em plantas oferecem uma estratégia promissora para
0 controle da hiperglicemia associada ao DM tipo 2, visto que a concentracdo de glicose
sanguinea diminui, reduzindo assim a demanda por insulina (EL-MANAWATY; GOHAR,
2018).

Alguns farmacos antidiabéticos atualmente disponiveis, como a acarbose e
voglibose, atuam inibindo a atividade da a-glicosidase. A acarbose é um sacarideo e apresenta
uma inibi¢do competitiva sobre a a-glicosidase. Ja a voglibose € um derivado de valiolamina e
possui uma maior atividade de inibi¢éo sobre a enzima, sendo 20 a 30 vezes mais potente que
a acarbose (LORDAN et al., 2013).

Contudo, eles estdo associados com efeitos colaterais gastrointestinais, como dores
abdominais, flatuléncia, meteorismo e diarreia. Desse modo, estudos tém sido direcionados para
a descoberta de produtos naturais que possuem substancias capazes de inibir essas enzimas
digestivas, devido ao seu baixo custo, seguranca e baixa incidéncia de efeitos colaterais
indesejaveis (FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2016).

Diferentes compostos fenolicos tém efeitos positivos sobre o diabetes, uma vez que
eles sdo responsaveis pela inibicdo da atividade da a-glicosidase intestinal e,
consequentemente, podem reduzir a glicemia apds refei¢oes ricas em carboidratos (BEDEKAR,;
SHAH; KOFFAS, 2010).

As folhas de café apresentam, dentre outros metabdlitos, a mangiferina, que por sua
vez demonstrou atividade antidiabética em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina,
droga supressora de insulina por destruicdo de células p-pancreéticas. Os efeitos de mangiferina
sobre a hiperglicemia de ratos diabéticos foram observados através da diminuicéo significativa
dos niveis de glicemia bem como pelo decréscimo nas concentragdes séricas de trigliceridios,
colesterois totais e LDL. A mangiferina inibiu a enzima a-glicosidase retardando a absorcéo de
glicose e suprimindo a hiperglicemia pos-prandial (DINESHKUMAR; MITRA;
MANJUNATHA, 2010).



51

Assim, a inibi¢do da atividade das enzimas envolvidas na digestéo de carboidratos,
como a a-glicosidase, por meio do uso terapéutico de inibidores naturais encontrados nas folhas
de café, representa um grande potencial para o desenvolvimento de novas estratégias com o

objetivo de prevenir e/ou controlar a hiperglicemia pos-prandial.

3.8.1 Ensaio da inibi¢do da enzima a-glicosidase

A a-glicosidase é uma enzima ligada a membrana localizada no epitélio do intestino
delgado, catalisando a clivagem de dissacarideos para formar glicose. Os inibidores podem
retardar a absorcdo de carboidratos na dieta e suprimir a hiperglicemia p6s-prandial. Portanto,
a inibicdo da a-glicosidase pode ser uma das abordagens mais eficazes para o controle do
diabetes. Glicosidases ndo sdo apenas essenciais para a digestdo de carboidratos, mas também
vitais para o processamento de glicoproteinas e glicolipidios (HOSSAIN et al., 2008).

O ensaio de inibigdo da a-glicosidase € realizado utilizando enzimas de diferentes
fontes, como a-glicosidase de leveduras, de acetona intestinal em pé obtida de ratos e, em
alguns casos, a-glicosidase microbianas também sdo usadas. Devido a sua acessibilidade e
baixo custo, a-glicosidase obtida a partir de leveduras é a enzima mais amplamente utilizada
(BOATH; STEWART; MCDOUGALL, 2012).

O p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NPG) é o substrato mais utilizado em
ensaios colorimétricos para inibicdo da enzima a-glicosidase. O ensaio baseia-se no principio
da interacdo entre a enzima e o reagente p-NPG a qual resultara num cromdgeno medido
espectofotometricamente a 405 nm (BOATH; STEWART; MCDOUGALL, 2012). Para
bloquear a atividade enzimatica residual ou ndo desencadeada, o carbonato de sédio é usado
(KIM et al., 2008).

A acarbose é o controle positivo mais amplamente utilizado nos ensaios de inibicao
da a-glicosidase. Alguns estudos mostraram que o farmaco € um inibidor relativamente fraco
da a-glicosidase microbiana, no entanto, apresenta forte atividade contra a a-glicosidase de
mamiferos (UDDIN et al., 2012).

O contetdo fendlico presente nas plantas tem sido alvo de diversas pesquisas
cientificas para melhor elucidacéo dos possiveis mecanismos de acdo e a comprovacao dos seus
efeitos sobre a inibicdo da enzima a-glicosidase. Logo, podemos concluir que os extratos
vegetais ricos em polifendis sdo possiveis inibidores (KUMAR et al., 2011). O conhecimento

da composicao fenolica da amostra vegetal ajuda na identificacdo de potenciais candidatos.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos do teor de fendlicos totais, da atividade antioxidante e da inibicéo
da enzima a-glicosidase foram realizados no Laboratério de Produtos Naturais e Biotecnologia
do Departamento de Quimica Organica e Inorganica da Universidade Federal do Ceard —
LPNBio/DQOI/UFC.

4.1 Matéria prima

As folhas do cafeeiro, de 16 cultivares, da espécie Coffea arabica foram coletadas
nas plantacdes localizada na Fazenda Experimental da Empresa de Pesquisa Agropecudria de
Minas Gerais (Epamig) em novembro de 2017. As cultivares em questdo sdo: Catigua MG1,
Catigua MG3, Rubi, Arands, Sacramento MG1, Oeiras, Acaid Cerrado, Arapongas MG1,
Travessia, Pau Brasil MG1, Paraiso 2 MGb5, Paraiso MG419-1, Sarchimor, Pau Brasil 2,
Arapongas MG52 e Topazio MG1190. Foram coletadas folhas novas (cor verde clara) e
maduras (cor verde escura) situadas em diversas partes do cafeeiro.

As folhas foram lavadas, higienizadas e depositadas em bandejas para secagem a
50 £ 2°C durante 96 horas (dados ndo apresentados) em estufa com circulacdo de ar. Apos a
secagem, todo material foi armazenado em sacos de papel (para evitar a formacéo de fungos) e
transportado até o Laboratorio de Produtos Naturais e Biotecnologia do Departamento de
Quimica Organica e Inorganica na Universidade Federal do Ceara (LPNBio/DQOI/UFC).

Em seguida, todas as amostras foram trituradas (Moinho Moulinex, DP700) até
obter um pé fino. As folhas trituradas foram pesadas e acondicionadas em sacos plasticos
herméticos resultando numa massa total de 306,08 g.

Apesar de todos os cultivares serem da mesma espécie, cada um possui
caracteristicas particulares, como por exemplo, maior teor de fendlicos, maior resisténcia a
Hemileia vastatrix (também conhecida como ferrugem do cafeeiro), dentre outras. Alguns
destes dados podem ser conferidos no Apéndice A.

Por fim, os ensaios que serdo realizados nos permitirdo avaliar o potencial
antioxidante das folhas de café¢, bem como sua possibilidade de inibicdo da enzima a-
glicosidase. Alem disso, tambem sera possivel verificar se existe alguma diferenca na atividade
entre as 16 cultivares, buscando assim, se houver, aquela ou aquelas que obtiverem os melhores

resultados em todos 0s experimentos.
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4.2 Reagentes

Hexano (Sigma-Aldrich, USA), metanol (Sigma-Aldrich, USA), ambos de grau
analitico e agua destilada foram empregados como solventes nos processos de extracao.

Reagente Folin-Ciocalteu (Dinamica, Brasil), padrdo acido gélico (Sigma-Aldrich,
USA) e carbonato de sodio anidro (Synth, Brasil) foram utilizados no método Folin-Ciocalteu
para determinacéo do teor de fendlicos totais.

DPPH (Sigma-Aldrich, USA) e metanol grau analitico (Sigma-Aldrich, USA)
foram usados na metodologia DPPH para avaliacdo da atividade antioxidante.

Metanol (padrdo HPLC, Sigma-Aldrich, USA) e acido acético (padrdo HPLC,
Exodo, Brasil) foram utilizados nas analises de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC).

Enzima a-glicosidase Saccharomyces cerevisiae (750 U, Sigma-Aldrich), p-
nitrofenil-a-D-glicopiranosideo  (Sigma-Aldrich, USA), fosfato de sdédio monobaésico
(Dinamica, Brasil), fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (Dinamica, Brasil), bicarbonato
de sddio (Synth, Brasil) e acarbose (Glucobay®) foram utilizados para o ensaio da inibi¢io

enzimatica.

4.3 Obtencéo dos extratos

A extracdo dos compostos fendlicos das folhas de café (Coffea arabica) foi obtida
em forno de micro-ondas durante 4 minutos na poténcia méaxima. Para esse estudo,
primeiramente, foram realizados ensaios prévios, variando apenas o tempo de preparo do cha
(2, 4 e 6 minutos), buscando conciliar a melhor combinacdo entre o preparo feito em casa com
a maior extracdo possivel de metabdlitos.

De acordo com os resultados cromatogréficos obtidos, em Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), a extracdo em 6 minutos, como ja era esperado, apresentou a maior
quantidade de metabolitos obtidos. No entanto, todo este tempo de producéo do cha foge muito
da realidade do preparo caseiro. A fim de conciliar a melhor extracdo com o melhor tempo de

preparo, foi feita uma avaliacdo dos resultados obtidos, em g/kg, na Tabela 4.



54

Tabela 4 - Teor de metabolitos obtidos pelo cha em diferentes tempos de preparo

Tempo de preparo Metabdlitos (g/kg)
(min) Acido Clorogénico  Cafeina Mangiferina Rutina
2 19,05 10,68 10,79 8,40
4 27,83 16,74 17,19 16,93
6 31,05 19,16 19,11 18,37

Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel observar com os dados da Tabela 4 que existe diferenca na quantidade
de metabdlitos obtidos de acordo com o tempo de extracdo. Uma maior diferenca € vista entre
0 primeiro e segundo preparo, cerca de 50% a mais é obtido em 4 minutos de extracdo. No
entanto, essa diferenca ja ndo é tdo significativa, em relacdo a anterior, quando comparamos 0
segundo e terceiro modo de preparo (cerca de 15% dos metabolitos sdo obtido a mais em 6
minutos).

Com base nesses dados, foi decidido que a extracdo para a realizacdo dos ensaios
deveria ocorrer em 4 minutos, visto que o tempo de preparo médio de chas varia entre 3 a 5
minutos. E importante lembrar que quando a extracdo ocorre a 100 °C, por um periodo
prolongado (acima de 10 minutos), muitos de seus compostos podem ser degradados (SAFDAR
et al., 2016).

Outro ponto importante a ser destacado é que a grande maioria da populagdo
prepara chd na forma de infusdo. Portanto, foi realizado um novo ensaio, desta vez para
comparar o teor de extracao feita por infusdo em relacédo a extracdo feita em forno de micro-

ondas. Tempo de preparo foi de 4 minutos e os resultados podem ser conferidos na Tabela 5.

Tabela 5 - Quantidades de metabdlitos extraidos por infusdo e por forno de micro-ondas

Tipo de Metabdlitos (g/kg)

preparo Acido Clorogénico  Cafeina Mangiferina Rutina
Micro-ondas 27,83 16,74 17,19 16,93

Infuséo 25,43 15,88 15,22 14,19

Fonte: Elaborado pelo autor.

Como é possivel observar na Tabela 5, a diferenca de extragdo dos compostos entre
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as duas formas preparo ndo € tdo grande, sendo a diferenca cerca de 15% a mais no preparo
feito por forno de micro-ondas. Estudos apontam que dentre alguns métodos de preparo de cha
(infusdo, ultrassom e micro-ondas), o aparelho de micro-ondas € capaz de extrair a maior
quantidade de compostos fendlicos (INCE et al., 2013).

A escolha desta extragéo feita por forno de micro-ondas foi baseada na praticidade
e rapidez de producdo do cha. Além disso, sua preparacdo ndo exige técnicas laboratoriais
especificas, sendo que qualquer pessoa, mesmo em ambiente doméstico, possa prepara-lo sem
nenhuma dificuldade, desde que possua o aparelho.

Além do chg, foram feitas também extracbes por soxhlet e QUEChERS cujo
objetivo foi apenas comparar o teor de compostos fendlicos presentes no cha (extracdo por
forno de micro-ondas) em relacdo aos outros dois métodos. Esta comparacdo permitirad avaliar
se a quantidade de metabdlitos extraidos pelo cha € relevante em relacdo as quantidades
extraidas pelos métodos, necessariamente, laboratoriais. A concentracdo dos extratos proposta
neste estudo foi de 10 mg.mL ™,

4.3.1 Extracdo em forno de micro-ondas

A extracdo utilizando o forno de micro-ondas é uma técnica recente de extracao que
pode oferecer alta reprodutibilidade em menor tempo, manipulagdo simplificada, reduzido
consumo de solvente e baixa energia empregada sem diminuicéo do rendimento dos compostos
alvos (SILVA, AZEVEDO; REZENDE, 2016). A extracdo de compostos fendlicos por
irradiacdo de micro-ondas surgiu em 1986 com a pesquisa de Ganzler e seus colaboradores.
Desde entdo, a técnica alcancou desenvolvimento e tem sido muito utilizada em Quimica
Analitica. Diversas aplicacOes para extracdo de compostos organicos em amostras de alimento
e ambientais tém sido publicadas (RAMALHOSA et al., 2014).

O processo de extracdo faz uso da energia das micro-ondas para aquecer solventes
de forma réapida e eficiente. O material vegetal ja contém uma quantidade significativa de agua
que absorve fortemente energias micro-ondas (radiacdo eletromagnética ndo-ionizante na
frequéncia de 300-300000 MHz), com consequente superaguecimento interno, 0 que causa
rompimento da célula, facilitando o processo de extracdo (GAROFULIC et al., 2013).

O procedimento de extragdo dos compostos fenolicos (acido clorogénico,
mangiferina e rutina) foi realizado em um forno de micro-ondas da marca Electrolux, modelo
MTQO30-220. Foram preparados chas de cada cultivar das folhas de C. arabica, em triplicata,

pesando-se 100 mg de cada amostra, transferindo-as para tubos de Falcon de 15 mL e a cada
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uma delas foi adicionado 10 mL de agua destilada. Em seguida, 1,0 mL de cada amostra,
filtrada, foi transferida para eppendorfs de 2,0 mL e, apds resfriamento, foram centrifugadas,
em rotagdo maxima, por 3 minutos a 22 °C. Finalmente, 100 pL do sobrenadante foram

extraidos, de cada extrato aquoso, e transferidos para vials para posterior analise em HPLC.

4.3.2 Extragdo em soxhlet

Essa extracdo € bastante utilizada em escala laboratorial, principalmente em
extracBes de matrizes solidas, como é o caso das extragOes de material vegetal. Apesar de uma
técnica de extracdo antiga, ela permanece como referéncia com a qual os novos métodos sao
comparados (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010).

A extracdo soxhlet acontece de forma continua. Primeiramente, o material botanico
é imerso no solvente, em seguida existe um equipamento que fornece calor para o sistema até
que a solucdo atinja o ponto de ebulicdo a uma pressdo reduzida (ou também a pressdo
atmosférica). O solvente extrai 0 material organico presente na mistura de acordo com a sua
afinidade e polaridade. No entanto, o extrato é separado do solvente gque € evaporado do extrato
e mais uma vez é posto em contato com matriz sélida (LUQUE DE CASTRO; PRIEGO-
CAPOTE, 2010).

A extracdo com soxhlet, foi realizado pelo método descrito por BARRETO e
colaboradores (2008), em que sdo realizadas trés extracdes com 200 mL de solvente para 5,0 g
de material seco. Os extratos obtidos foram concentrados em rotaevaporador (BUCHI, modelo
V/700) e armazenados em geladeira. Os solventes utilizados foram o hexano e o metanol, visto
sua ampla diferenca de polaridade.

Para esta extracdao foram adicionados 5,0 g de cada cultivar em cartuchos de
extracdo e colocados em um aparelho soxhlet. Realizou-se trés extracdes com 200 mL de
hexano durante trés horas para remocdo de compostos apolares. Apds evaporagdo do hexano, o
material foi extraido por trés horas com 200 mL de metanol (repetido 3 vezes). O solvente foi
evaporado a pressao reduzida em evaporador rotatorio a 40 °C. Foi realizada uma analise
gualitativa e quantitativa das aliquotas dissolvendo-as em metanol de grau HPLC e injetando
um volume de 10 uL em HPLC-DAD. O Fluxograma 1 ilustra os procedimentos desenvolvidos

nesta extracdo como também na realizada por forno de micro-ondas.



57

Fluxograma 1 - Fracionamento do extrato obtido a partir das folhas de C. arabica

Material

botanico

1-Extracdo com hexano (Soxhlet, 3h)
2-Secagem do material

3-Extracdo com metanol (Soxhlet, 3h)

2-Filtracdo

Extrato Extrato
hexanico metanolico

Procedimento 1

1-Extracdo em aparelho de micro-
ondas em poténcia maxima

durante 4 min

Extrato
aquoso

Procedimento 2

Aliquota do Aliquota do
extrato cha
metanolico
Procedimento 1 Procedimento 2
1-Diluicdo em metanol 1-Centrifugacéo e separacdo do sobrenadante
2-Dissolucéo em vortex e ultrassom 2-Andlise do sobrenadante em HPLC-DAD

3-Centrifugagdo e separa¢do do sobrenadante
4-Anélise do sobrenadante em HPLC-DAD

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3.3 Extracdo em quechers

O metodo de extracdo QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe,
ou em portugués, rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro) foi originalmente desenvolvido

para aplicacdo em alimentos, mas atualmente é uma das técnicas mais comuns de preparo de

amostras para analise de agrotéxicos e de compostos fendlicos (MACHADO et al., 2017).

Essa metodologia foi publicada pela primeira vez, em 2003, por Anastassiades e

seus colaboradores visando um novo procedimento de preparo de amostra para extracdo de
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residuos de pesticidas. O QUEChERS foi desenvolvido para a anélise de residuos de pesticidas
em produtos com baixo teor de gordura. O método tornou-se popular devido ao uso minimo de
etapas analiticas tradicionais, solventes e vidrarias (ANASTASSIADES et al., 2003). Esse
método, como o proprio nome indica, tem como vantagens ser rapido, facil, econémico, efetivo,
robusto e seguro.

Durante seu desenvolvimento foi dado énfase para a obtengéo de um procedimento
dindmico, possivel de ser aplicado em qualquer laboratério e adequado as instrumentacGes
analiticas modernas. O método original é baseado em uma extracdo com acetonitrila, seguida
de partigdo liquido-liquido (adicdo de MgSQO4 — sulfato de magnésio e NaC( — cloreto de sddio)
e posterior etapa de purificacdo com extragdo em fase solida dispersiva (adi¢do de PSA —amina
primaria secundaria e MgS0Oa). Apés a limpeza do extrato o mesmo é levado a analise por
técnica cromatografica (OBUSENG et al., 2013).

Amostras de C. arabica foram homogeneizadas em um triturador comercial. Para
cada cultivar, pesou-se uma porgao de 1,0 g para um tubo de Falcon de 50 mL. O padré&o interno,
triclorobenzeno, foi entdo adicionado a uma concentragéo de 500 pg.kg™ (0,5 ppm). Elas foram
cuidadosamente misturadas e deixadas em repouso por pelo menos 30 minutos antes da
extracdo. Adicionou-se de 10 mL de acetonitrila como solvente de extracéo e o pH foi ajustado
para 5,0 com &cido acético (CHsCOOQOH). O tubo foi bem fechado e agitado vigorosamente em
vortex durante 1,0 minuto. Em seguida, adicionou-se 1,5 g de cloreto de s6dio, 6,0 g de sulfato
de magnésio anidro, 1,5 g de citrato tri-sédio di-hidratado (CsHsNazO7+2H20) e 0,75 g citrato
de sodio dibasico sesqui-hidratado (CsHsNa.O7+1,5H20) a mistura que foi imediatamente
agitada durante mais 1,0 minuto. O extrato foi centrifugado a 5.000 rpm por 3,0 min e 10 °C.
Apos centrifugacdo, 1,0 mL do sobrenadante foi transferido para outro tubo de Falcon contendo
50,0 mg de PSA e 300,0 mg de sulfato de magnésio anidro. O tubo foi agitado em vortex,
novamente, durante 1,0 min e centrifugado, mais uma vez, a 3.000 rpm durante 5,0 min. O
extrato final foi armazenado em frascos de vidro a —18 + 2 °C. Os pardmetros quantidade de
amostra (18,0 g), volume de solvente (10,0 mL), pH (5,0) e temperatura de extracdo (10 °C)
foram predeterminados por analises de otimizacdo realizadas por meio de delineamento
experimental multivariado.

Este procedimento foi realizado no Centro Alemao de Pesquisa do Cancer (DKFZ),
localizado na cidade de Heidelberg-Alemanha, pela Profa. Dra. Maria Teresa Salles Trevisan e

pelo Prof. Dr. Robert Wyn Owen.
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4.4 ldentificacdo e quantificacdo dos compostos fenoélicos

A identificacdo e quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada em aparelho

de CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia) ou HPLC (High Performance Liquid

Chromatography) com detector DAD (Diode Array Detector) de marca Agilent operando na

faixa de ultravioleta com uma coluna analitica C-18 Latek (5 um, 250 x 4 mm). O detector

DAD foi fixado em comprimentos de onda de 257, 278, 325 e 340 nm, sendo nestes

comprimentos de onda onde os metabdlitos: acido clorogénico, cafeina, mangiferina e rutina,

tém maiores picos de absor¢do no UV-VIS (Figuras 13, 14, 15 e 16).
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Figura 13 - Espectro de DAD para um padréo de acido clorogénico
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14 - Espectro de DAD para um padrdo de cafeina
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Figura 15 - Espectro de DAD para um padrdo de mangiferina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 16 - Espectro de DAD para um padréo de rutina
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.4.1 Determinacdo qualitativa

A andlise das amostras foi feita a partir dos extratos obtidos em forno de micro-
ondas, soxhlet e QUEChERS conforme procedimento descrito nos topicos 4.3.1, 4.3.2 e 4.3.3.
Os extratos, com excecdo do aquoso, foram dissolvidos em metanol de grau HPLC e a

concentracdo final obtida foi de 10 mg.mL. As amostras foram colocadas em vials e um
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volume de 10 pL foi injetado no HPLC-DAD sendo analisados nos comprimentos de onda 257,
278, 325 e 340 nm a temperatura ambiente.

O gradiente de eluicdo consistiu em uma fase movel de metanol, solvente A, e de
acido acetico em agua a 2,0 %, solvente B, (grau HPLC obtida a partir de agua destilada usando
sistema Milli-Q - Millipore, Waters, Milford, MA, EUA) operada num fluxo de 1,0 mL.min?,
seguindo 0 método descrito na Tabela 6.

Tabela 6 - Sistema de elui¢do para a analise em HPLC

Tempo (min) Solvente A (%) Solvente B (%0)

0 95,0 5,0

2,0 75,0 25,0

4,0 60,0 40,0

6,0 50,0 50,0

8,0 0,0 100,0
10,0 95,0 5,0
15,0 95,0 5,0

Fonte: Elaborado pelo autor.

A identificacdo dos metabdlitos foi feita a partir da comparacdo dos espectros de
DAD de cada amostra e também dos tempos de retencdo em relagédo aos padrdes preparados em

laboratorio.

4.4.2 Determinacéo quantitativa

Os compostos foram quantificados a partir de curvas analiticas construidas com
padrdes auténticos puros: mangiferina, acidos clorogénicos, rutina e cafeina. Os padrdes foram
preparados em nove diferentes concentragdes, variando de 0,0025 a 1 mg.mL, baseadas nas
faixas esperada dos extratos. Cada solugdo preparada teve um volume de 10 pL injetado em
HPLC-DAD pelo método de eluicdo descrito no item anterior e os dados obtidos no
cromatograma foram introduzidos no software Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft®) para
a obtencdo do grafico que relaciona a area do pico da substancia com a concentracdo da solugao

correspondente em cada comprimento de onda utilizado na anélise.
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4.5 Analise dos extratos

Todos os extratos aquosos foram avaliados quanto ao teor de fenolicos totais pelo
método de Folin-Ciocalteu, quanto a atividade antioxidante pelo método DPPH e quanto a
inibicdo da enzima a-glicosidase, sendo a anélise dos dois primeiros em duplicata e do ultimo
em triplicata. Todos esses ensaios foram realizados no Laboratorio de Produtos Naturais e

Biotecnologia (LPNBio) da Universidade Federal do Ceara.

45.1 Meétodo folin-ciocalteu

A determinacdo do conteldo total de fendlicos presentes nos chas obtidos a partir
das folhas de C. arabica foi realizado pelo método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu
descrito por Singleton e colaboradores (GULCIN, 2012). O método consiste, basicamente, no
preparo de uma solucéo aquosa de carbonato de sédio, Na,CO3z, a 20 % em massa, uma solucdo
de acido galico, C¢H2(OH)3COOH, a 0,5 mg.mL ! e as solucdes das amostras dos chas na
concentracio de 1,0 mg.mL ™.

Foram pesados 4,0 g de Na2COs, em seguida foi transferido para um béquer e logo
apo6s foram adicionados 20 mL de &gua destilada. Agitou-se até completa solubilizagdo. A
solucdo de &cido galico foi preparada a partir do padrdo puro e sélido (a temperatura ambiente).
Foram pesados 10 mg do acido galico e, em seguida, essa amostra foi transferida para um balao
volumétrico de 10 mL, originando uma solucdo de acido galico com concentracdo de 1,0
mg.mL! (1000 ppm). O préximo passo foi a diluigdo para 500, 250, 125, 100 e 50 ppm para a
construgéo da curva de calibragao.

Apbs a preparacdo das solucdes reacionais, em duplicata, utilizou-se 0,25 mL dos
chés obtidos em 4.3.1 e a eles foram adicionados 2,0 mL de agua destilada com 0,25 mL do
reagente de Folin-Ciocalteu. Ap6s 3 minutos, a temperatura ambiente, foram adicionados 0,25
mL de carbonato de sodio. Essa solucdo foi agitada adequadamente e, finalmente, mantida em
repouso durante 40 minutos a temperatura ambiente protegidos da exposicéo direta de luz. A
absorbancia foi determinada a 725 nm em espectrofotometro (FEMTO 700 Plus). A agua
destilada foi utilizada como branco e a curva padréo de acido galico foi construida atraves do
gréfico de absorbancia (ordenada) em funcéo da concentracdo de acido galico (abscissa) em
mg.mL2.

A partir da equacdo (regressao linear) gerada através da calibragdo com o acido

galico, foi possivel quantificar o poder antioxidante das amostras a partir de um referencial
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(&cido gélico). Os valores de absorbancia obtidos para cada uma das amostras foram
correlacionados com a curva padrdo de acido galico, e o teor de fendlicos total (TFT) foram

expressos em miligrama equivalente de acido galico (EAG) por grama de amostra de cha.

45.2 Método DPPH

O método DPPH é baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazil) por antioxidantes, produzindo um decréscimo da absorbancia a 515 nm. Este método
foi modificado por S&nchez-Moreno e colaboradores para medir os parametros cinéticos
(GULCIN, 2012).

Foram utilizados 3,9 mL de solucédo de DPPH (0,06 mM) em metanol e 0,1 mL dos
extratos aquosos das amostras em cinco concentracdes (1000, 500, 250, 100 e 50 ppm). No
lugar da amostra foi utilizado 4,0 mL de DPPH (que corresponde ao branco). Depois que a
solucdo de DPPH j& estava em contato com os extratos, os tubos foram homogeneizados em
vortex (Kasvi, modelo K40-1020) e mantidos em repouso, ao abrigo da luz, por 16 minutos. As
solucdes de DPPH e os extratos foram preparadas no dia da analise. Apos esse periodo, cada
amostra foi individualmente transferida para uma cubeta, de quartzo, e sua atividade
antioxidante foi medida em um espectrofotdmetro (FEMTO 700 Plus) em comprimento de onda
de 515 nm.

O equipamento foi previamente calibrado com metanol puro. Os resultados obtidos
foram expressos como: atividade antioxidante da amostra (% AA), em porcentagem, de acordo

com a seguinte formula:

(ABSbranco - ABSamostra)
% AA = ~BS x 100
branco

Sendo ABS a absorbancia obtida.

Com os resultados obtidos da capacidade antioxidante dos extratos aquosos de C.
arabica, foi possivel tracar uma curva linear entre a capacidade inibitoria (ordenada) dos
extratos, em porcentagem, e sua concentracio (abscissa) em mg.mL™ de forma que permitiu

realizar o célculo para determinagédo do ICso.
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4.5.3 |nibi¢do da enzima a-glicosidase

O cha obtido a partir das folhas de café da espécie Coffea arabica, a mangiferina e
a rutina, ambas isoladas, foram analisadas em relacao a sua capacidade em inibir a atividade da
enzima a-glicosidase segundo a metodologia de Shinde e colaboradores (2008) com algumas
adaptac@es. A inibicdo enzimatica ocorre através da estimativa do p-nitrofenol (p-NP) liberado
a partir do p-nitrofenil-a-D-glicopiranosideo (p-NPG). A formacdo do p-NP produz uma
solucdo de coloracdo amarela que é medida em espectrofotdmetro a 405 nm. O p-PNG ¢
utilizado como substrato para uma maior especificidade do método de determinacdo da
atividade da a-glicosidase.

Para este ensaio, primeiramente, foi preparado um tampdo fosfato com
concentracdo de 24 mM e pH 6,9 pesando-se 1,77 g de fosfato de sédio monobasico (NaH2PO4)
e 3,28 g de fosfato de sodio dibasico dodecahidratado (Na,HPO4+12H20). Foram dissolvidos
em agua Milli-Q suficiente e transferidos para um baldo volumétrico de 1,0 litro e seu volume
foi completado. A etapa seguinte consistiu em preparar uma solucdo de bicarbonato de sodio
(NaHCO3) a 10 %. Pesou-se 5,0 g deste sal e foi adicionada agua destilada suficiente para sua
dissolucdo. Logo apds, a solugdo foi transferida para um baldo de 50 mL e completou-se o
volume restante.

Tanto a enzima, quanto o substrato foram dissolvidos em tampéo fosfato. O preparo
do substrato foi feito pesando-se 30,1 mg de p-NPG. A solucédo preparada foi transferida para
um baldo de 100 mL com concentracdo final de 1 mM. Quanto a enzima, foi adicionada a ela
3,0 mL do tampdo, sendo que 300 uL desta solucdo foram transferidos para um eppendorf de
1,5 mL e seu volume foi completado para 1,0 mL, resultando numa solucdo de 75 U/mL. A
partir desta solucao preparada foram feitas outras dilui¢bes da enzima nas concentracdes 1, 2,
5, 10 e 25 U/mL. Para os ensaios realizados foi utilizado a solu¢ao de a-glicosidase com
concentracédo de 1 U/mL.

A Ultima solucdo preparada foi a de acarbose. Com auxilio de um pistilo, foram
triturados 2 comprimidos de Glucobay® em um almofariz até se obter um p6 fino. Em seguida,
esse material foi transferido para um eppendorf de 2,0 mL e a ele foi adicionado 1,0 mL de
tampéo fosfato. Esta solucéo foi dissolvida em vortex (Kasvi, modelo K40-1020) e por fim foi
centrifugada, em velocidade maxima a 22 °C, durante 3 minutos, para a retirada do
sobrenadante. A concentragdo da solucdo resultante foi de 100,0 mg.mL*. As amostras de cha
foram preparadas em agua destilada e as de mangiferina e rutina em tampdo, sendo a

concentragéo ajustada para 1,0 mg.mL™2.
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Para 0 ensaio da inibi¢do da enzimética, foram transferidos para eppendorfs de 1,5
mL, 20 uL de cada amostra com 10 pL da enzima a-glicosidase. Essa primeira etapa do ensaio
é chamada de pré-incubacdo e foi realizada durante 5 minutos a 25 °C. Ja a etapa seguinte, a
incubacdo, foi iniciada pela adicdo de 40 pL do substrato (solucdo de p-NPG) e mantida em
repouso durante 30 minutos a 37°C, em um agitador Thermomixer comfort (Eppendorf®,
Alemanha). Apesar desta etapa ser realizada em um agitador, em nenhum momento as solugdes
foram agitadas. O Unico proposito de trabalhar com este equipamento foi apenas praticidade,
visto que podemos configurar, além da agitacdo e duracdo do ensaio, a temperatura desejada.
Ap0s incubacdo, a reacdo foi interrompida pela adi¢do de 100 uL de bicarbonato de sédio.

Finalmente, 100 uL de cada amostra foram transferidos para microplacas de 96
pocos e a absorbancia foi lida a 405 nm em leitor de microplacas Elisa (TP-READER® Thermo
Plate). Visando eliminar variacdes relacionadas a coloracdo caracteristica das amostras e
possiveis variagdes relacionadas a absorbancia da coloracdo do p-NP, todos os ensaios foram
realizados com e sem enzima.

O branco foi realizado substituindo as amostras analisadas por tampéo fosfato de
sodio, nas mesmas quantidades. J& a acarbose (100 mg, equivalente a dois comprimidos de
Glucobay®) foi utilizada como solucdo controle. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata. O resultado ¢ dado em porcentagem de inibi¢ao da a-glicosidase, calculado por meio
da seguinte equacao:

(ABSbranco — ABSamostra)

% inibi¢do = ABS x 100
branco

Sendo ABS absorbancia lida a 405 nm.
As curvas dose-resposta para a mangiferina, rutina e o cha das folhas de C. arabica
foram construidas com concentracGes variando entre 1000 até 31,25 ppm, ja para a acarbose a

faixa de concentragdo foi maior, variando de 100000 ate 31,25 ppm (Apéndice G).

4.6 Analise estatistica

Os valores foram expressos como média + desvio padréo, e percentual de inibigdo
considerado amostras individuais testadas em triplicata para cada uma das solucdes testadas.
Utilizou-se o software Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft®) como suporte para tabulagio
e andlise dos dados. As curvas dose-respostas foram construidas com o auxilio do software
GraphPad Prism 7 (GraphPad®).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo dos metabolitos

As amostras de cha das 16 cultivares das folhas de C. arabica foram obtidas por
forno de micro-ondas conforme descrito no item 4.3.1. A identificacdo dos metabolitos foi
determinada pela comparacao dos tempos de retencdo dos extratos aquosos com o do banco de
dados do HPLC e também pelos espectros de DAD.

As andlises obtidas pelo cha das folhas foram realizadas através do aparelho HPLC-
DAD em condicOes descritas no item 4.4. O detector DAD esta fixado nos comprimentos de
onda de 257, 278, 325 e 340 nm.

A Tabela 7, reune dados como nomenclatura e outras informacdes de cada
substancia. A representacdo estrutural de cada um dos metabdlitos é apresentada logo apos a
Tabela 7, de acordo com a humeracao proposta, conforme é mostrado na Figura 17.

Tabela 7 - Metabdlitos identificados em HPLC-DAD dos extratos aquosos de C. arabica

Tempo de retengdo

N° Composto Formula Molecular _ A (nm)
(min)

1 Acido clorogénico C16H1809 6,60 325/340

2 Cafeina CgH10N4O2 7,12 278

3 Mangiferina CoH18011 7,64 257

4 Rutina C27H30016 9,49 325/340

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 17 - Representacdo estrutural dos metabdlitos majoritarios
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A mangiferina foi identificada em 257 nm, j& o &cido clorogénico e rutina em 325
nm e também em 340 nm e, finalmente, a cafeina em 278 nm. Os extratos aquosos das 16
cultivares de C. arabica foram analisados em triplicata e apresentaram um perfil semelhante. A
Figura 18, mostra o perfil de cromatograma, obtido em HPLC, de um dos extratos aquosos das
folhas nos seguintes comprimentos de onda 325, 257, 278 e 340 nm.

Figura 18 - Perfil do cromatograma, obtido em HPLC, do extrato aquoso das folhas de C.

arabica. Metabolitos detectados: acido clorogénico (1), cafeina (2), mangiferina (3) e rutina (4)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A identificacdo do &cido clorogénico foi facilitada, visto que os tempos de retencéo

observados foram compativeis com o da solucdo padréo inicialmente analisada (Figura 19).

Figura 19 - Cromatograma do padréo acido clorogénico (1,0 mg.mL™1) em 340 nm obtido em
HPLC
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Contudo, para a caracterizagcdo dos demais compostos fenolicos, mangiferina e
rutina, e da cafeina foi necessaria a comparacdo do espectro de DAD dos padrdes com 0s
obtidos nos extratos aquosos (Figura 20). Nenhum interferente co-eluiu no mesmo tempo de

retencdo dos compostos de interesse.
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Figura 20 - Comparacéo dos espectros de DAD dos padrfes com os obtidos nas folhas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O cromatograma com os respectivos tempos de retencdo dos padrées mangiferina,
rutina e cafeina estdo apresentados no Apéndice B.
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5.2 Quantificacao dos metabdlitos

A concentracdo, em mg.mL™, de acido clorogénico, mangiferina, cafeina e rutina
presente nas folhas foi calculada utilizando a curva analitica construida com auxilio do software
Microsoft Office Excel (Microsoft®), que relaciona a concentragio (abscissa) com a area do
pico (ordenada). Desta curva, obteve-se quatro equagdes, uma para cada padrdo, conforme é

apresentado, juntamente com o coeficiente de determinacéo (R?), na Tabela 8.

Tabela 8 - Equacdes da reta para cada padrédo

Padréo Equacéo da reta R? A (nm)
Acido clorogénico  y=18221x + 130,63  0,9965 340
Mangiferina y = 24441x + 309,75 0,9938 257
Cafeina y = 20388x + 262,46  0,9922 278
Rutina y =12445x - 22,806  0,9998 340

Fonte: Elaborado pelo autor.

As substancias identificadas foram quantificadas utilizando a curva analitica dos
padrdes auténticos, que possibilitou a determinagio das concentrages (em mg.mL™?) de cada
metabdlito. A média das areas dos picos, das concentracdes dos metabolitos e dos rendimentos
das 16 cultivares da espécie C. arabica estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 - Quantificacdo dos metabdlitos das folhas de C. arabica feitas em forno de micro-

ondas
Metabdlitos Area do Pico Concentracéo do composto no Rendimento
quantificados (mAU) extrato (g.kg™) (%)
Acido clorogénico 3.841,71 20,36 + 0,46 2,04
Mangiferina 2.236,89 7,885+ 0,21 0,79
Cafeina 2.460,84 10,78 £ 0,35 1,08
Rutina 1.038,30 8,526 + 0,36 0,85

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Campa e colaboradores (2012) apresentaram em seus estudos, dados de
quantificacdo de mangiferina em porcentagem de peso na faixa de 0,026-16,359% para 7
diferentes espécies de folhas de café. Isso € equivalente a 0,26-163,6 g/kg sendo os valores mais
elevados, encontrados nas folhas da espécie Coffea salvatrix (BARRETO et al., 2008). Em
relacdo a espécie Coffea arabica, os mesmos autores obtiveram 5,66 g/kg de mangiferina
(0,566%) e 32,31 g/kg acido clorogénico (3,231%). Em outro estudo, foi encontrado 0,16 g/kg
de rutina em quantificacdo das folhas de C. arabica (PATAY et al., 2016b). E finalmente, a
cafeina foi quantificada, também em folhas da espécie C. arabica, por Chaves e colaboradores
(2004). Os resultados variaram entre 2,0-8,0 g/kg.

Com excegdo do ACG, os demais metabdlitos extraidos em aparelho de micro-
ondas apresentaram valores superiores aos descritos na literatura. A quantificacdo das folhas,
apresentada como media de todos os resultados + desvio padrao das 16 cultivares de C. arabica,
também foi realizada pelas extracGes soxhlet e QUEChERS conforme apresentado na Tabela
10.

Tabela 10 - Quantificacdo dos compostos fendlicos de C. arabica por soxhlet e QUEChERS

Compostos Meétodo de Concentracéo do composto no Rendimento
fendlicos Extracéo extrato (g/kg) (%)
. _ Soxhlet 29,93+0,44 2,993
Acido clorogénico
QUEChERS 4,92 +0,33 0,492
o Soxhlet 27,64 £ 0,35 2,764
Mangiferina
QUECHhERS 2,78 +0,14 0,278
_ Soxhlet 25,20 £ 0,32 2,520
Rutina
QUEChERS 2,73%0,14 0,273

Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel observar pelas Tabelas 9 e 10 que a quantidade de fendlicos obtida por
forno de micro-ondas foi superior a obtida em QUEChERS. Quanto ao rendimento, a cultivar
Pau Brasil 2 apresentou, em geral, o maior conteudo fendlico extraido, independentemente do
método de extragdo usado. J& a cultivar Rubi, obteve a menor quantidade de rutina obtida,
também nos trés tipos de extracdo. Quanto a mangiferina, as cultivares que apresentaram um
menor teor foram Pau Brasil MG1, Topazio e Catigua MG3, respectivamente, para a extracéo

em forno de micro-ondas, soxhlet e QUEChERS. Esses dados podem ser consultados nas
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Tabelas 15 e 16 presentes no Apéndice A.

Além dessas extracOes, foi também realizado um teste com cafeteira (dados ndo
apresentados) cujos resultados da extracao, de compostos fenolicos, foram inferiores a realizada
em aparelho de micro-ondas, no entanto seria satisfatoria para a realizacdo dos ensaios
propostos. Por fim, a extracdo que usa a energia das micro-ondas foi escolhida para fins
laboratoriais por ser um processo de extracdo eficiente e rapido.

Todas as quantificacbes foram feitas em triplicata. As curvas analiticas das solugdes
padrdo apresentaram coeficientes de determinacdo superiores a 0,99. No Apéndice C, sdo

apresentadas as curvas analiticas dos compostos padrdes.

5.3 Determinacédo do teor de fendlicos totais

Este método estima a quantidade de compostos fendlicos existentes nos extratos
aquosos analisados. Em produtos naturais, este método apresenta uma boa estimativa desta
propriedade (KEKELIDZE et al., 2018). A curva padrdo de &cido géalico, para as diferentes
concentracgdes testadas, esta apresentada no Grafico 1 e os dados usados para a confec¢do deste
gréafico estdo no Apéndice D. A equacdo da reta gerada por esta curva foi utilizada para o calculo
do teor de fendlicos totais do cha das 16 cultivares das folhas de Coffea arabica.

Gréfico 1 - Curva padrdo da concentragdo de acido galico (mg.mL™1) em funcéo da

absorbancia (a 705 nm)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os valores da absorbancia encontrados foram aplicados, substituindo o valor de y,
na equacao da reta (y = 0,0012x — 0,0185) de maneira a encontrar o valor de x, determinado em
mg.mL. Os célculos do teor de fenolicos totais (TFT) foram ajustados a providenciar valores
equivalentes ao acido galico (EAG) em miligrama por grama do extrato aquoso. Foi calculado
também, para todas as concentracdes feitas, a média dos resultados de todas as cultivares (53,74
mg de EAG/Q) e o desvio padrédo (0,02). No Apéndice E séo apresentados os resultados obtidos
para cada cultivar.

O resultado obtido neste ensaio indica que o teor de fenolicos totais do cha das
folhas de C. arabica é superior quando comparado a outros chas preparados a partir de ervas
mais comumente consumidas. O teor de compostos fendlicos totais foi determinado para o0s
chéas feito com melissa, mate, verde, preto, horteld, menta, capim-limdo e camomila por meio
de infusdo (temperatura inicial de 100 °C) durante 10 minutos (MORAES-DE-SOUZA, 2007).
Pode-se verificar que houve grande variacdo no teor de compostos fenolicos nas infusbes de
ervas, conforme demonstrado na Tabela 11.

Tabela 11 - Teor de Fendlicos Totais de chas comuns em relacdo ao cha de C. arabica

Chéa TFT (mg EAG/g)
Folhas de cafée 53,74 £ 0,02
Melissa 46,46 + 0,44
Mate 42,45 + 0,28
Verde 40,02 £ 0,15
Preto 38,22 +0,18
Horteld 33,85+ 0,06
Menta 23,96 £ 0,25
Capim-liméo 20,57 £ 0,51
Camomila 18,07 £ 0,76

Fonte: Elaborado pelo autor.

Diversos fatores podem interferir na concentracdo de compostos fenolicos das
plantas, como por exemplo, as condi¢Oes de solo e clima onde as mesmas foram cultivadas, as
condicGes fisiologicas das plantas durante seu ciclo de crescimento, a maneira da preparagdo
da planta para a extracéo, a forma de preparo, o0 processo de extracao, e a metodologia in vitro
utilizada para a identificagdo do seu conteido (GOLENIOWSKI et al., 2013).
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Snoussi e colaboradores (2014), demonstraram em seus estudos que os fendlicos
totais sdo agentes potenciais para a prevencdo de doencgas cronicas nao transmissiveis como a
obesidade e o diabetes. Logo, os resultados apresentados neste estudo apontam que a ingestao
do ché das folhas de C. arabica contribui de forma positiva na prevencao destas sindromes

metabdlicas.

5.4 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante do cha das folhas C. arabica foi avaliada pelo método
do sequestro do radical DPPH em diferentes concentragdes (1,00; 0,50; 0,25; 0,125 e 0,050
mg.mL™?). Na presenca de antioxidantes, o0 DPPH torna-se estavel, consequentemente, sua
absorbancia diminui e sua coloracdo muda. Alguns compostos capazes de reduzir o radical
DPPH s&o o 4cido ascorbico, os carotenoides e os compostos fendlicos (GULCIN, 2012). Como
padrdo de referéncia para este ensaio, foi utilizada a mangiferina. Durante o0 ensaio, pode-se
observar que as diferentes cultivares das folhas de café apresentaram diferencas significativas
na atividade antioxidante, em porcentagem, variando de 32,43 + 0,006 a 68,63 + 0,001 na
concentragdo de 1,0 mg.mL. Foi possivel notar que as cultivares com os melhores resultados
sdo aquelas que apresentam resisténcia a Hemileia vastatrix (ferrugem do cafeeiro), o que nos
permite supor que exista alguma relagdo entre a resisténcia a ferrugem e a atividade
antioxidante. O percentual inibitério de todas as 16 cultivares, em diferentes concentracdes,
estdo apresentados no Apéndice F.

Os resultados (expressos em média de todas as cultivares + desvio padrdo) do
sequestro do radical DPPH, em porcentagem, dos extratos aquosos estdo apresentados na
Tabela 12.

Tabela 12 - Percentuais médios da atividade antioxidante dos extratos aquosos das folhas de

C. arabica em diferentes concentragdes

Concentracéo (mg.mL™)
1,000 0,500 0,250 0,125 0,050

Amostras

Folhas 46,65+ 0,002 24,30 £0,005 12,20+0,004 6,85+0,003 3,33+0,002

Fonte: Elaborado pelo autor.

As folhas de café da espécie C. arabica possuem atividade antioxidante
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significativa na concentracdo de 1,0 mg.mL* com percentual médio de inibico,
aproximadamente, igual a 47. O Gréfico 2, que apresenta uma forte correlacdo de coeficientes
(R?) de 0,9979, mostra a curva de concentracao dos extratos aquosos versus a captura do radical

DPPH. Os dados obtidos para a confeccao deste grafico estdo no Apéndice D.

Gréfico 2 - Curvas da média das concentracfes dos extratos aquosos das folhas de C. arabica

versus percentuais de capturade DPPH
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A atividade antioxidante é apresentada em ICso (capacidade inibitéria a 50%) e
qguanto menor for o seu valor, maior o potencial antioxidante da amostra analisada. Ou seja,
uma menor quantidade da amostra é necessaria para inibir 50% da atividade dos radicais livres
(DPPH). O ICso do cha das folhas de C. arabica foi igual a 1,07 mg.mL™, cerca de oito vezes
maior que o padrdo mangiferina cujo resultado foi igual a 0,134 mg.mLl. Souza e
colaboradores determinaram o 1Cso no cha verde sendo igual a 0,140 mg.mL. Contudo, o cha
das folhas de C. arabica apresentou maior atividade sequestrante do radical DPPH em relacao
ao cha de boldo (2,04 mg.mL™), capim santo (17,36 mg.mL™), horteld (17,40 mg.mL™),
cidreira (27,29 mg.mL™), carqueja (44,07 mg.mL™) e camomila (47,41 mg.mL™) (MORAIS
et al., 2009). E valido lembrar que o tipo de solvente utilizado na extracdo é um fator
determinante para a capacidade antioxidante de amostras, sendo a &gua menos eficiente quando
comparada com outros solventes, como etanol ou metanol (BELSCAK-CVITANOVIC et al,
2012).

Os resultados, da atividade antioxidante das folhas de C. arabica, estdo
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relacionados com o alto teor dos compostos fendlicos, apresentados no item 5.3. Segundo
estudo apresentado por Granato e seus colaboradores (2018) essas substancias sdo as

responsaveis pela inibicao dos radicais livres presentes no organismo.

5.5 Avaliaco da inibi¢ao enzimatica

A atividade de inibicdo da enzima a-glicosidase, obtida a partir de Saccharomyces
cerevisiae (1,0 U.mL™), feita pelo cha das folhas C. arabica foi avaliada e os resultados foram
positivos, mesmo em baixas concentragoes.

Apos a finalizacdo dos experimentos, o0s resultados mostraram que a inibicao de
todas as cultivares ocorreu de forma semelhante, ou seja, foi obtido praticamente a mesma
resposta para aqueles que apresentam maior ou menor teor de mangiferina, bem como para
aquelas que possuem o maior ou menor teor de rutina (dados ndo apresentados). Conclui-se que
0 sinergismo entre todos os compostos fenolicos é o fator determinante para uma maior inibicdo
do que atribuir todo o resultado a um Unico metabdlito. Sendo assim, independente da cultivar
utilizada, todo cha preparado a partir das folhas de C. arabica apresentardo propriedades
antidiabéticas.

Além dos testes feitos com os chas, foram realizados também ensaios com solucées
de mangiferina, de rutina e de acarbose. Nos dois primeiros casos, 0 objetivo foi avaliar o quédo
essas substancias, presentes nas folhas de C. arabica, conseguem inibir, isoladamente, a enzima
a-glicosidase. J& a acarbose foi utilizada como solucéo controle e a partir do seu resultado foi
possivel relacionar a sua inibicdo, em porcentagem, com a inibicéo feita pelas demais amostras.

Para a realizagdo destes ensaios, as concentracfes de todas as amostras foi de 1,0
mg.mL%, com excecdo da acarbose que foi de 100,0 mg.mLt. A grande diferenca nas
concentracdes usadas € justificada pela recomendacdo encontrada na posologia do Glucobay®,
que propde o uso de até 2 comprimidos (de 50 mg cada) 3x ao dia. Segundo o site Pubchem
(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/), a solubilidade da acarbose em agua, € na ordem de 1,0 x
10° mg.mL?, logo podemos concluir, com seguranca, que todo o principio ativo estava
dissolvido no tampao fosfato.

As solucbes de acarbose e mangiferina apresentaram os melhores resultados de
inibicdo, se aproximando da inibigéo total da a-glicosidase. J& o cha das folhas de C. arabica e
a solucdo de rutina tiveram valores de inibicdo muito proximos, acima de 80%. As porcentagens
de inibicdo do cha das folhas de C. arabica, da mangiferina, da rutina e da acarbose estdo

apresentadas na Tabela 13.
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Tabela 13 - Resultado da inibi¢do da enzima a-glicosidase em porcentagem

Amostras % Inibicao
Acarbose* 92,70
Mangiferina 90,42
Rutina 85,71
Ché das folhas de café 85,92

* Solugéo controle.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Tabela 13 nos mostra que a acarbose apresentou o maior valor de inibicédo, por
outro lado, seu ICso foi 0 maior de todos, sendo igual a 5,353 mg.mL™1. As solugdes de
mangiferina e rutina apresentaram ICso, respectivamente, iguais a 0,265 mg.mL™ e 0,374
mg.mL ! Quanto ao cha, seu ICso foi 0 menor de todos, sendo igual a 0,086 mg.mL™,
implicando que, in vitro, esta bebida inibe de forma muito mais eficiente a enzima o-
glicosidase. Um fato interessante é que o ICso do cha é cerca de 62 vezes menor que o0 ICso da
solucdo controle, isto €, a inibicdo desta enzima pode ser feita com baixas concentragdes do
extrato aquoso e, consequentemente, a probabilidade dos indesejaveis efeitos colaterais
praticamente ndo devem existir.

Para a determinacdo de todos os ICso citados anteriormente foram construidas
quatro curvas dose-resposta de cada substancia testada. Os experimentos foram feitos variando
as concentracdes entre 1000 e 31,25 ppm para a mangiferina, rutina e o cha de C. arabica e de
100000 e 31, 25 ppm para a acarbose. Alguns destes resultados podem ser conferidos na Tabela

14 e o restante, juntamente com os graficos, no Apéndice G.

Tabela 14 - Poder de inibig¢ao da a-glicosidase (%) em diferentes concentragdes

% Inibigdo em

Amostras
1000 ppm 500 ppm 250 ppm 125 ppm
Acarbose 19,99 16,80 12,21 10,05
Mangiferina 90,42 85,48 46,26 20,23
Rutina 85,71 74,64 44,55 37,30
Cha das folhas 85,92 81,86 78,10 64,86

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Com os dados da Tabela 14, podemos observar que a solucgdo controle apresentou
uma inibicdo muito baixa, cerca de 20,00 % em 1000 ppm. Este péssimo resultado esta
relacionado baixa concentracdo de acarbose que corresponde a 1,0 % da dose recomendada. Ja
0 ché e as solucBes de mangiferina e de rutina apresentaram grande inibicdo da atividade da
enzima a-glicosidase, entre 74 e 90 %, nas duas primeiras concentracfes, 500 e 1000 ppm. O
resultado do cha das folhas de C. arabica é muito impressionante, pois a medida que sua
concentracdo diminui, seu poder inibitério permanece alto em relagdo as outras substancias
testadas. Isso muito se deve a presenca de mangiferina, mas ndo somente ela, e sim a todo o
sinergismo entre os compostos fendlicos presentes nas folhas.

Estudos recentes demonstraram que os compostos fendlicos exercem atividade
antidiabética por meio da inibicdo de enzimas hidrolisantes de carboidratos, como é o caso da
a-glicosidase. Os inibidores naturais desta enzima oferecem uma abordagem atraente para o
manejo da hiperglicemia pds-prandial, diminuindo a liberacdo de glicose na corrente sanguinea
e, consequentemente, diminuindo a liberacdo de insulina. VVarias descobertas sugerem que a
sinergia dos compostos fendlicos pode desempenhar um papel importante na mediacdo da
inibicdo da a-glicosidase e, portanto, tém o potencial de contribuir para o controle do
DM2. Além disso, os antioxidantes fendlicos tém significativa propriedades de antiglicagdo in
vitro. A glicagdo, a reacdo ndo enzimatica entre dicarbonilas e proteinas, € um dos principais
mecanismos de complicacdes da diabetes devido a hiperglicemia (SOUSA; CORREIA, 2012).

Na perspectiva da aplicacdo de bebidas nutracéuticas na melhoria da qualidade de
vida de pacientes diabéticos, podemos inferir que o cha das folhas de café C. arabica,
independente do cultivar preparado, vem como uma alternativa promissora da inibicdo da
enzima a-glicosidase, visto que, com base no seu alto percentual de inibicdo, ele pode usado
como uma fonte para reduzir a hiperglicemia pés-prandial, diminuindo assim os niveis de
glicose e insulina na corrente sanguinea. Por ser um produto natural, praticamente nao apresenta
efeitos adversos. No entanto, é importante lembrar que o excesso ou a utilizacao inapropriada
do cha pode provocar efeitos colaterais no corpo que incluem irritacdo das vias urinarias e das
mucosas do estdbmago. Além disso, por conter cafeina, o individuo pode desenvolver ins6nia e
palpitacOes. Para gravidas e criangas 0 seu Uso exige maior aten¢do, como o acompanhamento
médico, por exemplo.

Por fim, concluimos que a inibicéo feita por esta bebida, facilmente produzida em
casa, € uma abordagem terapéutica eficaz ajudando na prevencdo ou mesmo auxiliando o

tratamento do diabetes mellitus tipo 2 em sua fase precoce.



79

6 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que sinergismo dos compostos fendlicos, como a
mangiferina e rutina, presentes no cha das folhas de café da espécie Coffea arabica, extraido
por forno micro-ondas, pode ser considerado como fonte promissora de compostos bioativos,
visto que tais compostos influenciam de maneira positiva alguns pardmetros bioquimicos
associados ao diabetes.

O chéa obtido no forno de micro-ondas, com duracgéo de 4 minutos, conseguiu extrair
altas quantidades de compostos fenolicos, muito mais do que em QUEChERS e mais da metade
(56%) do que foi extraido por soxhlet. A principal diferenca nos resultados de quantificacédo,
entre o que ocorreu em aparelho de micro-ondas e em aparelho soxhlet, foi devida a extracdo
exaustiva realizada por este Gltimo método que levou muitas horas (quase um dia inteiro) em
relagdo ao primeiro. No entanto, a quantidade de metabdlitos presente no cha das folhas de C.
arabica foi perfeitamente suficiente, para todos os ensaios propostos, ja que os resultados
obtidos foram satisfatorios.

Em relacdo ao teor de fendlicos totais, pelo método Folin-Ciocalteu, o cha das
folhas de café apresentou o maior valor, 53,74 + 0,02 (mg EAG/g extrato), quando comparados
a outros chas mais comumente consumidos apresentados neste trabalho. Os compostos
fendlicos influenciam diretamente na capacidade antioxidante de tal forma que quanto maior o
teor de fendlicos totais, maior serd a atividade antioxidante. Isto ocorre, pois tais compostos
apresentam correlacdo direta com a atividade antioxidante e também sdo responsaveis por
exercer efeitos farmacoldgicos importantes.

Além disso, o cha das folhas de C. arabica apresentou 6tima atividade antioxidante
por meio dos ensaios do sequestro do radical DPPH, em relacdo a outros chas. Isto ja era
esperado devido ao grande teor de compostos fenolicos presentes na bebida. Podemos concluir,
entdo, que o cha das folhas de café € uma bebida nutracéutica promissora no que se diz respeito
ao controle do estresse oxidativo e, consequentemente, nas inimeras enfermidades associadas
a este problema.

Outro resultado importante, foi a forte atividade de inibicdo da enzima a-glicosidase
presente no extrato aquoso quando comparado a solucéo controle: Glucobay® (acarbose). Além
destas amostras, a mangiferina e a rutina, ambas com propriedades antidiabéticas, também
foram avaliadas. O resultado da atividade de inibicdo da mangiferina foi préoximo ao da
acarbose e o0 da rutina foi praticamente o mesmo do cha. No geral, todas as amostras testadas

apresentaram otima atividade de inibi¢do da enzima a-glicosidase. Portanto, o cha das folhas
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de C. arabica vem como uma excelente medida profilatica do diabetes, visto que independente
do cultivar escolhido para preparé-lo, ele sempre contribuird como uma bebida hipoglicemiante.
Contudo, é importante lembrar que o cha das folhas de C. arabica ndo deve ser encarado como
um farmaco podendo assim substituir a acarbose, por exemplo. Mas sim, como uma forma de
prevenir o diabetes, ou ainda, de auxiliar o(s) farmaco(s) durante o tratamento. A realizacdo de
mais ensaios, principalmente in vivo, para a confirmacdo da sua eficiéncia, bem como a
auséncia de efeitos colaterais € necessaria para determinacdo de todo seu potencial.

Desta forma, o presente trabalho sugere que a ingestdo do cha das folhas de C.
arabica, independente da cultivar escolhida, associado a uma dieta balanceada e também a
pratica regular de atividades fisicas pode contribuir de forma positiva na diminuicdo no
desenvolvimento de sindromes metabdlicas relacionadas a processos oxidativo, como é o caso

do diabetes mellitus tipo 2.
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APENDICE A - QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS PRESENTES NAS 16
CULTIVARES E AVALIACAO DA TOLERANCIA A FERRUGEM

Tabela 15 - Teor de metabdlitos, em g/kg, obtidos por forno de micro-ondas e tolerancia a

ferrugem (Hemileia vastatrix)

Cultivares Acido clorogénico Cafeina Mangiferina Rutina  Ferrugem
Catiguad MG1 18,76 9,65 5,16 3,33 Resistente
Catiguad MG3 26,41 6,69 9,34 12,52 Resistente

Rubi 18,91 12,84 4,89 8,69 Suscetivel
Aranés 24,80 16,54 9,08 13,58 Resistente
Sacramento MG1 30,46 5,52 14,77 8,84 Resistente
Oeiras 14,11 15,70 3,23 4,76 Resistente
Acaia Cerrado 12,66 16,96 6,19 5,46 Suscetivel
Arapongas MG1 32,68 7,11 13,23 11,29 Suscetivel
Travessia 16,36 11,09 5,99 8,91 Suscetivel
Pau Brasil MG1 4,36 10,56 1,08 4,46 Resistente
Paraiso 2 MG5 22,24 4,45 10,00 6,02 Resistente
Paraiso MG419-1 21,66 12,72 7,27 8,18 Resistente
Sarchimor 21,02 14,34 10,51 8,10 Resistente
Pau Brasil 2 23,58 10,94 15,29 16,37 Resistente
Arapongas MG52 26,98 7,25 6,50 9,59 Resistente
Topazio MG1190 10,88 10,17 3,65 6,30 Suscetivel

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 16 - Teor de fendlicos, em g/kg, obtidos em extracdo soxhlet e QUEChERS
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Soxhlet QUEChERS
Cultivares _ —
Acido o ) Acido o )
. Mangiferina  Rutina . Mangiferina  Rutina
clorogénico clorogénico
Catigua
23,74 17,76 21,45 3,89 2,02 1,74
MG1
Catigua
28,32 28,99 29,40 3,07 0,88 2,15
MG3
Rubi 21,56 23,63 11,17 3,23 1,99 0,50
Aranas 31,46 29,55 39,69 5,81 2,89 4,64
Sacramento
30,18 29,64 15,30 4,92 2,53 1,79
MG1
Oeiras 20,30 16,29 15,54 2,65 1,07 1,45
Acaia
18,59 18,58 28,06 2,81 2,04 2,77
Cerrado
Arapongas
26,30 26,12 19,23 4,11 2,57 2,17
MG1
Travessia 23,18 15,28 21,49 4,05 1,72 1,66
Pau Brasil
28,22 23,63 22,80 4,52 2,43 2,79
MG1
Paraiso 2
40,23 46,26 31,48 6,06 4,55 3,04
MG5
Paraiso
32,82 17,44 21,99 5,49 2,18 2,28
MG419-1
Sarchimor 52,66 55,07 32,79 8,25 5,60 3,55
Pau Brasil 2 53,92 54,65 52,39 12,62 8,13 9,33
Arapongas
27,17 26,75 19,47 4,33 2,68 2,07
MG52
Topazio
20,20 12,63 20,88 2,91 1,23 1,67
MG1190

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE B - CROMATOGRAMAS COM OS TEMPOS DE RETENCAO DOS
PADROES MANGIFERINA, RUTINA E CAFEINA OBTIDOS EM HPLC

Figura 21 - Padrdo mangiferina (1,0 mg.mL 1) em 257 nm
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 22 - Padréo rutina (1,0 mg.mL™) em 340 nm
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 23 - Padréo cafeina (1,0 mg.mL™) em 278 nm
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE C - CURVAS DE CALIBRACAO DOS PADROES USADAS PARA A
IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

Gréfico 3 - Curva analitica da acido clorogénico (340 nm)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Graéfico 4 - Curva analitica da mangiferina (257 nm)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Gréfico 5 - Curva analitica da cafeina (278 nm)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Gréfico 6 - Curva analitica da rutina (340 nm)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE D - VALORES USADOS NA CONSTRUCAO DE GRAFICOS

Tabela 17 - Dados utilizados para a confeccdo do grafico 1

Concentracao ) ] ] )
Absorbancial Absorbancia2 Meédia Desvio
(mg.mL1)

0,50 0,586 0,598 0,592 0,006
0,25 0,315 0,301 0,308 0,007
0,15 0,137 0,133 0,135 0,002
0,10 0,085 0,087 0,086 0,001
0,05 0,090 0,050 0,070 0,020

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 18 - Dados utilizados para a confec¢do do grafico 2

Concentracao L — o )
Inibicdo 1 (%) Inibicdo 2 (%) Meédia Desvio
(mg.mL™1)

1,000 46,72 46,58 46,65 0,07
0,500 24,38 24,22 24,30 0,08
0,250 12,12 12,28 12,20 0,08
0,125 6,89 6,80 6,84 0,04
0,050 3,35 3,30 3,32 0,02

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE E — TEOR DE FENOLICOS TOTAIS (TFT)

Tabela 19 - TFT (em mg EAG/qg) das 16 cultivares do cha das folhas de C. arabica

Cultivares Absorbancial Absorbancia2?2 Média Desvio TFT

Catigua MG1 0,64 0,62 0,63 0,01 54,00
Catigua MG3 0,75 0,76 0,76 0,01 64,63
Rubi 0,53 0,58 0,56 0,02 47,79
Aranas 0,65 0,64 0,65 0,01 55,46
Sacramento MG1 0,94 0,99 0,96 0,03 81,67
Oeiras 0,54 0,51 0,53 0,02 4550
Acaié Cerrado 0,54 0,56 0,55 0,01 47,17
Arapongas MG1 0,93 0,98 0,96 0,02 8121
Travessia 0,57 0,51 0,54 0,03 46,71
Pau Brasil MG1 0,27 0,27 0,27 0,00 24,17
Paraiso 2 MG5 0,55 0,50 0,53 0,02 4558
Paraiso MG419-1 0,61 0,65 0,63 0,02 54,38
Sarchimor 0,60 0,66 0,63 0,03 53,92
Pau Brasil 2 0,60 0,61 0,60 0,00 51,88
Arapongas MG52 0,79 0,78 0,78 0,01 66,71
Topazio MG1190 0,44 0,46 0,45 0,01 39,13

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE F - CURVA DE SEQUESTRO DO RADICAL DPPH

Tabela 20 - Inibicdo percentual + desvio padrdo das 16 cultivares do cha das folhas de C.

arabica
Concentracéo (ug.mL™?)
Amostras
1000 500 250 125 50
Catigua MG1 52,29 +0,001 23,62+0,001 10,81+0,001 7,99+0,001 2,23+0,001
Catigua MG3 52,06 + 0,001 24,790,001 15,86+0,001 8,58+0,001 2,82+0,001
Rubi 32,43 +0,006 12,57+0,001 7,17+0,001 2,35+0,001 2,70%+0,001
Arands 49,59 + 0,002 24,09+0,001 9,87+0,001 599+0,001 2,94+0,001
Sacramento
MGL 68,63 +0,001 39,25+0,001 19,74+0,001 10,46+0,001 5,880,001
Oeiras 37,02+0,001 17,16 +0,001 14,10+0,001 4,35+0,001 2,000,001
Acaid Cerrado 38,43 +0,008 19,15+0,001 13,40+0,001 8,46+0,001 4,94+0,001
Arapongas
MGL 53,00 £+ 0,001 20,56+ 0,001 14,92+0,001 10,46+0,001 4,94+0,001
Travessia 33,73+0,002 21,97 +0,001 11,16 +0,001 599+0,001 1,18+0,001
Pau Brasil
MGL 51,82 +0,002 2150+0,001 599+0,001 3,88+0,001 1,88%+0,001
Paraiso 2
MG 5253 +0,001 26,79+0,001 11,87+0,001 6,23+0,001 153+0,001
Paraiso
48,88 £0,001 23,50+ 0,001 13,40+0,001 8,34+0,001 5,52+0,001
MG419-1
Sachimor 56,05 +0,001 23,97 +0,001 13,04 +0,001 8,46+0,001 5,17+0,001
Pau Brasil 2 53,11 +0,001 45,83+0,001 12,57+0,001 7,52+0,001 4,700,001
Arapongas
34,43 +£0,007 28,79+0,001 12,81+0,001 4,82+0,001 2,47 +0,001
MG52
Topazio
32,43 +0,001 15,28+0,001 8,46+0,001 564+0001 2,35+0,001
MG1190

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE G - INIBICAO DA ENZIMA a-GLICOSIDASE E CURVAS DOSE
RESPOSTA

Tabela 21 - Dados utilizados para a confeccdo do grafico da acarbose

Concentracéao Log Concentracdo o ]
Respostal Resposta2 Meédia Desvio

(Ppm) (Dose)

100000 5,00 0,9127 0,9270 0,9199 0,007
75000 4,88 0,8718 0,8731 0,8725 0,001
50000 4,70 0,8397 0,8384 0,8391 0,001
25000 4,40 0,7656 0,7668 0,7662 0,001
10000 4,00 0,6484 0,6473 0,6479 0,001
5000 3,70 0,5003 0,5016 0,5010 0,001
1000 3,00 0,1998 0,1999 0,1999 0,000

500 2,70 0,1686 0,1675 0,1680 0,001
250 2,40 0,1228 0,1213 0,1221 0,001
125 2,10 0,0999 0,1011 0,1005 0,001
62,5 1,80 0,0730 0,0743 0,0736 0,001
31,25 1,49 0,9127 0,9270 0,9199 0,007

Fonte: Elaborado pelo autor.

Gréfico 7 - Curva dose-resposta para a acarbose. Log ICso = 3,730. ICso = 5,353 mg.mL*
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 22 - Dados utilizados para a confec¢do do grafico da mangiferina

Concentragao Log Concentracéo o _
Respostal Resposta2 Media Desvio

(ppm) (Dose)

1000 3,00 0,9036 0,9048 0,9042  0,0006
500 2,70 0,8542 0,8554 0,8548  0,0006
250 2,40 0,4631 0,4621 0,4626  0,0005
125 2,10 0,2024 0,2022 0,2023  0,0001
62,5 1,80 0,1282 0,1288 0,1285  0,0003
31,25 1,50 0,0763 0,0755 0,0759  0,0004

Fonte: Elaborado pelo autor.

Gréfico 8 - Curva dose-resposta da mangiferina. Log 1Cso = 2,424. 1Cso = 0,265 mg.mL ™
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Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 23 - Dados utilizados para a confecgédo do grafico da rutina
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Concentracao Log Concentragédo o )
Respostal Resposta?2 Média Desvio
(ppm) (Dose)
1000 3,00 0,8573 0,8569 0,8571  0,0002
500 2,70 0,7462 0,7466 0,7464  0,0002
250 2,40 0,4453 0,4457 0,4455 00,0002
125 2,10 0,3748 0,3712 0,3730  0,0018
62,5 1,80 0,3582 0,3574 0,3578  0,0004

Fonte: Elaborado pelo autor.

Grafico 9 - Curva dose-resposta da rutina. Log 1Cso = 2,573. ICs0 = 0,374 mg.mL*
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 24 - Dados utilizados para a confec¢do do grafico do cha das folhas de C. arabica

Concentracao Log Concentracéo ) )
Respostal Resposta?2 Média Desvio
(ppm) (Dose)
1000 3,00 0,8588 0,8596 0,8592  0,0004
500 2,70 0,8184 0,8188 0,8186  0,0002
250 2,40 0,7799 0,7821 0,7810 0,0011
125 2,10 0,6491 0,6481 0,6486  0,0005
62,5 1,80 0,5665 0,5659 0,5662  0,0003
31,25 1,50 0,4721 0,4325 0,4523 0,0198

Fonte: Elaborado pelo autor.

Gréfico 10 - Curva dose-resposta do cha. Log ICso = 1,932 ppm. ICso = 0,0855 mg.mL
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Fonte: Elaborado pelo autor.



