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RESUMO

7z

A caracterizacdo quimica de compostos € uma importante etapa para a
medicina fitoterdpica, conferindo-lhe mais confiabilidade de atuacdo contra as
inimeras doengas humanas. O abacateiro, Persea americana, € uma planta
comumente utilizada tanto como fonte nutricional, como também na medicina,
apresentando inumeras aplicacBes terapéuticas popularmente e cientificamente
relatadas. As folhas, especificamente, sao utilizadas na forma de extracdo aquosa
do tipo decocto ou infusdo. Este trabalho identificou os polissacarideos e alguns
metabdlitos secundarios foliares do abacateiro. E por fim, avaliou a atividade
antioxidante das folhas do abacateiro. Foram feitas duas coletas (A e B), sendo que
para a coleta A, as folhas foram submetidas a extra¢cdes aquosas sequenciais, uma
fria (EF) e quatro quentes (1EQ, 2EQ, 3EQ e 4EQ) para estudo dos polissacarideos,
enquanto que para a coleta B, o material foi separado em trés por¢cdes: uma
destinada a extracdo de polissacarideos em decocto aquoso (DA), uma extracao
hidroalcodlica (EH) e uma infusdo aquosa (IA), desta ultima, uma aliquota foi
utilizada para analise dos polissacarideos e denominada IAPol. Todas as amostras
polissacaridicas (EF, 1EQ, 2EQ, 3EQ, 4EQ, DA e IAPol) foram analisadas em
cromatografia gasosa apresentando principalmente os polissacarideos arabinanas e
arabinogalactanas. As amostras EH, IA e DA foram submetidos a caracterizacdo de
metebolitos secundarios por cromatografia em camada delgada (TLC) e teste
colorimétrico de fendis totais O resultado do TLC sugere a presenca de compostos
semelhantes ao acido clorogénico e vanilico nas fracbes EH e IA. O teste de
fendlicos totais apresentou cerca de 9,5%, 6,6% e 0,2% para EH, 1A e DA,
respectivamente. Para a avaliacdo da atividade antioxidante, fizemos o teste das
fracbes EH, IA e DA frente ao DPPH, e os resultados mostraram que a atividade
antioxidante destas trés fracbes € dependente da concentracdo e que a EH possui a
maior atividade, enquanto que a amostra DA, a menor.



ABSTRACT

The elucidation of chemical compounds is an important step toward herbal
medicine, providing more reliability in action against numerous human diseases. The
avocado, Persea Americana, is a plant commonly used both as a nutritional source,
but also in medicine, having several therapeutic applications popularly and
scientifically reported. The leaves, specifically, are uses in the form of aqueous
extraction as decoction or infusion. This work has identified some secondary
metabolites and polysaccharides of leaves of the avocado. Finally, we evaluated the
antioxidant activity of leaves of the avocado. We did two collects (A, B), for collect A,
leaves was subjected to sequential extractions in water, a cold (EF), and four hot
(1EQ, 2EQ, 3EQ and 4EQ), to study the polysaccharides, while for collect B, the
material was separated in three parts: one for extraction of polysaccharides in
aqueous decoction (DA); a hydroalcoholic extraction (EH) and; a agueous infusion
(IA), which removed an aliquot and used for analysis of polysaccharides and called
IAPol. All polysaccharides samples (EF, 1EQ, 2EQ, 3EQ, 4EQ, DA e IAPol) were
analyzed by gas chromatography featuring mainly polysaccharides arabinans and
arabinogalactans. Samples EH, IA and DA were submitted to characterization of
secondary metabolites by thin layer chromatography (TLC) and colorimetric assay of
total phenolic compounds. The result of TLC suggests the presence of compounds
similar to chlorogenic acid and vanillic acid in the fractions EH and IA. O teste de
phenolic compounds showed about 9,5%, 6,6% and 0,2% for EH, 1A and DA,
respectively. To evaluate the antioxidant activity, we tested the samples EH, IA and
DA in the presence of DPPH, and the results showed that the antioxidant activity of
these three fractions is dependent on concentration and that EH has the higher
antioxidant activity, while DA sample the smallest.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 — FLUXOGRAMA E RENDIMENTO DAS EXTRACOES SEQUENCIAIS
O - EXTRACAO A FRIO (T AMBIENTE); * - EXTRACAO A QUENTE (80°C)........... 33
FIGURA 2 — ESPECTRO DO INFRAVERMELHO DAS AMOSTRAS DA, IA E EH....36

FIGURA 3 — FLUXOGRAMA DE OBTENCAO DAS AMOSTRAS DA, EH, IA E IAPol

FIGURA 4 — VISUALIZACAO SOB UV DA TLC DAS AMOSTRAS EH, IA, DA E

PADROES 1, 2, 3, 4,5, B E 7o e eer e se s s s e ese s e n s 38
FIGURA 5 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO EH............ 40
FIGURA 6 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO IA............ 40

FIGURA 7 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO DA ........... 41



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 — COMPOSICAO MONOSSACARIDICA NEUTRA DAS FRACOES DE
POLISSACARIDEOS ......oocoeeeceeeeeee e sass s 34
TABELA 2 — PERCENTAGEM DE CARBOIDRATOS, PROTEINAS E ACIDOS
URONICOS DAS AMOSTRAS POLISSACARIDICAS.........ccoovooerveeeeeeieeeeeeseeeseseee e 35
TABELA 3 — RENDIMENTO E PERCENTAGEM DE GRUPAMENTOS FENOLICOS
TOTAIS .o 37
TABELA 4 — TEMPOS DE RETENCAO DOS PADROES DE COMPOSTOS
FENOLICOS E AMOSTRAS DAS FOLHAS DE ABACATE ......cooovvviereeeeeeeereeeeeeenenns 39
TABELA 5 — ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS PADROES BHA, BHT E ACIDO

ASCORBICO (90) ..ot sne e s 39



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

(v/v) — Volume por Volume

1EQ — Fracédo Polissacaridica da 12 Extracdo a Quente
2EQ — Fracao Polissacaridica da 22 Extracdo a Quente
3EQ - Fracao Polissacaridica da 32 Extracéo a Quente
4EQ - Fracao Polissacaridica da 42 Extracao a Quente
AA(%) — Percentagem de Atividade Antioxidante

Ad3 — Adenovirus Tipo 3

AGP — Complexo Arabinogalactana-Proteina

AVD — Auyeszky Desease Virus

BCL — Bicuculline

BHA — Butil-Hidroxianisol

BHT — Butil-Hidroxitolueno

GABA — Acido Gama Amino Butirico

GC — Cromatografia Gasosa

GC-MS - Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrémetro de Massa
DA — Fracao Polissacaridica Oriunda de um Decocto Aquoso
DLso — Dose Letal 50%

DPPH — 1,1-difenil-2-pieril-hidrazila

EF — Fracao Polissacaridica da Extracdo a Frio

EH — Fracao Bruta da Extracao Hidroalcodlica

HSV-1 — Herpes Simplex Tipo 1

IA — Fracao Bruta da Infusdo Aquosa



IAPol — Fragdo Polissacaridica da Infusdo Aquosa
IR — Radiag&o Infravermelho

KBr — Brometo de Potassio

PCT - Picrotoxin

PTZ — Pentylenetetrazole

RF — Tempo de Retencéo

RMN C*® — Ressonancia Magnética do Carbono 13
RMN H! — Ressonancia Magnética do Hidrogénio 1
TFA — Acido Trifluoroacético

TLC ou CCD - Cromatografia em Camada Delgada

UV — Ultravioleta



SUMARIO

L INEFOAUGAD ...ttt 11
L. ODJELIVOS ... 13
1.1, ODJEUIVOS GEIAIS ... ..t 13
1.2. ObjJetivoS ESPECITICOS ...eviiiiieiiiiiiiiiiieee et 13
2. ReVISA0 BIDIOGIAfiCa.......uuueiiiiieei i 14
2.1, FIOTEIAPIA .o 14
2.2. COMPOSLOS VEGELAIS ....coeeieeeeeeeeeee e 14
2.3. Persea americana, 0 aDACAIBINO.........u.iivniieiiiiee e e e eaaas 18
[I. Material € METOTOS .....c.cciiiiccce ettt 24
1. Coleta do Material Vegetal ...........ccoovvveiiiiiiiii e e s 24
2. EXtracao dos PoliSSACAIIIEOS .......ccevvvviiiiii e e e e e e 24
3. Extracao dos MetabOlitos SECUNANIOS ..........couvvviiiiiieiiieeee e 26
3.1. Obtencéo do Extrato HidroalCoOliCO ...........cccuvuuiiiiiieeiiieeecee e 26
3.2. Obtencao do EXIrato AQUOSO .......uuuuiiiiieeiieeiiiiiiie e e e e e e e ettt s e e e e e e e e e ea e e e e eaaes 27
4. CaracterizaGao QUIMICA ..........euuuiuii i e e eeeeeeete e e e e e e e e et s e e e e e e e e et aeeaeaaeennnnns 27
4.1. Composicdo Monossacaridica NEULra..........ccoiveeiiiiiiiiiiiiie e e e 27
4. 1.1, MBCTOBNSAIO .....eeeeeeeeeeeeeaiiitee ittt e e e e e e e e ekttt et e e e e e e e e e bbb e e et e e e e e e s aannbbrereeeeeeeeaans 27
4.1.2. IMHICTOBNSAUOD .....uteiieeeeeeee ettt e e e e e e ekttt ettt e e e e e e e et e et e e e e e e e e annbbrnreeeaeeeeaans 28
4.2. Dosagem de Carboidratos TOtaIS.........cceuvuuiiiiiii e e 29
4.3. DoSagem de ProteiNas.........cuuuuuiiiiii et e e e e e e e e eaaaan 29
4.4. Dosagem de ACIAOS UIBNICOS ........c.couiieeeerieeeeieeeeeeeeeeeee s eee e ees e s eee e 30

4.5. Teste em Radiacao Infravermelho (IR)........ccoouviiiiiiiiii e, 30



4.6. Andlise dos MetabOlitos SECUNUAINIOS ... .. oo, 30

4.6.1. Dosagem de FEeNOICOS TOLAIS ......ccoviiiiiiiiiiiiiee et e e e 30
4.6.2. Cromatografia em Camada Delgada (TLC) .......cevvvviriiiiiieiiiiiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeeee 31
5. Avaliagao da Atividade AntioXIdANTE..........cevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 31
[1l. RESUItAd0S € DISCUSSA0 ....ouiiiiiiiieiiieieiee ettt 33
1. Caracterizago QUIMMICA .....cuueeeiiiiiiiiieeie ettt e e e e e e e e e e e e e e e s aeeeeaeas 33
1.1. Composi¢cado Monossacaridica NEULra..........cc.uvuveiiiieeeeiiiiiieecee e 33
1.2. DOSagens CoOlOMMELNICAS .....ccooiuiiiiiiieiee et e e e e e eeeeeas 34
1.3. Teste em Radiagdo Infra-Vermelho (IR)..........ccoiiimimiiii e 35
1.4. Andlise dos MetabOlitoS SECUNAANIOS..........uuuuummiiiii e 36
1.4.1. Dosagem de FENOIICOS TOLAIS .......uuuuuuuuiiiiiiiiii e 37
1.4.2. Cromatografia em Camada Delgada (TLC) .........uceeviieeiiieeeeiiiiiiiee e 38
2. Avaliacdo da Atividade ANtIOXIANTE.........coiieeeiiiieeeiiiie e e 39
V. CONCIUSDES ...ttt et n et nens 42

V. Referéncias BiblOGIraAfiCaS. ... 43



11

l. Introducéo

A busca por formas alternativas de combate as patologias € indispensavel e
constante, uma vez que, a farmacologia moderna ndo supre todas as necessidades
terapéuticas da populagéo. A fitoterapia se mostra como uma excelente opc¢éo para
o combate a esta deficiéncia, geralmente mais viavel, devido a grande
disponibilidade e baixo valor econdmico. Toda espécie de planta possui moléculas
bioativas especificas (metabdlitos primarios e secundarios), possivelmente
medicinais, as quais se expressam de forma distinta em diferentes partes da planta
(raiz, caule, folha, flor, semente, etc.) (RAVEN, 2007). Estas inumeras
possibilidades, aliado a auséncia de conhecimentos na area, tornam a fitoterapia
uma vasta e promissora linha de pesquisa. E ainda neste raciocinio, a fitoterapia se
mostra como um forte aliado as politicas conservacionistas, se apresentando como
um explicito exemplo do auxilio, econémico e terapéutico, que a biodiversidade
proporciona ao homem.

Atualmente, plantas medicinais sdo cada vez mais utilizadas, tanto
diretamente na producdo de extratos, pomadas, xaropes e compressas, COmo
indiretamente, no fornecimento de precursores de farmacos sintéticos (DAJOZ,
2005, LAMEIRA, 2008). Assim, pesquisas de caracterizacdo e quantificacdo de
compostos bioativos, auxiliam tanto no fortalecimento da fitoterapia popular, quanto
a farmacologia moderna, padronizando minuciosamente a quimica das amostras e
seus respectivos efeitos biologicos. Esta padronizacdo € de suma importancia,
devido a grandes variacOes da expressao de determinadas moléculas nas plantas,
gue podem estar relacionadas com variagdes ambientais e/ou especificidades
metodolégicas de extracdo (TAIZ & ZEIGER, 2009). A maioria das aplicacdes
farmacoldgicas esta relacionada a presenca de metabdlitos secundarios (DI STASI,
1996), entretanto, moléculas bioativas provenientes do metabolismo primario das
plantas também possuem efeitos biolégicos significativos, e que devem ser
averiguados. Polissacarideos, especificamente, sdo comprovadamente aplicaveis
em diversos setores da indudstria, principalmente pela sua capacidade de alterar as

propriedades fisico-quimicas de solucbes a base de agua (ASPINALL, 1982). No
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setor alimenticio sdo usados como sequestrastes de cations, estabilizantes de
cervejas, geleificantes e adogcantes ndo cariogénicos; na producao de etanol, como
precursores para a bioconversdo e producdo de etanol em condi¢Bes anaerébicas
(WINKELHAUSEN, 1998). Na farmacologia, estudos com polissacarideos se
concentram nos efeitos antinociceptivas, antiinflamatéria, imunomoduladora e
antitumorais, como na lentinana (SUZUKI, 1994). Ainda, alguns polissacarideos séo
muito utilizados, na producdo de papel, fibras e cosméticos (WILKIE, 1983), como
também para diferenciacdo/agrupamento de grupos vegetais, sendo um excelente
critério taxonémico (CARPITA, 1996).

Muitas doencas humanas, como maléria, diabetes, disfuncdes
cardiovasculares, e doenca de Parkison, estdo sendo atribuidas ao estresse
oxidativo, o qual libera inameros radicais livres ativos. Neste sentido, muito sdo os
estudos de busca a novos produtos com capacidade de minimizar estes danos
oxidativos. Estes produtos, chamados compostos antioxidantes atuam reagindo com
os radicais livres e também na captacdo de oxigénio. Muitas plantas apresentam
capacidade antioxidante, principalmente relacionado com compostos fendlicos e
flavondides (ASAOLU, 2010).

O abacateiro (Persea americana), objeto de estudo possui ampla importancia
medicinal/econébmica determinada (SANTOS, 1988; LORENZI, 2008). No
processamento industrial do abacate, geralmente, muito material como cascas,
sementes, galhos, e folhas, sdo perdidos devido ao desconhecimento da
composicao quimica destas partes. A exploracdo fitoquimica destas por¢cbes pode
acrescentar em novos produtos para a industria do abacateiro (WANG, 2010).
Pesquisas anteriores evidenciam inumeras aplicacdes relacionadas a uma parte
especifica do abacateiro. A fruta (abacate), além de ser um alimento altamente
nutritivo, apresenta atividade citotoxica e inseticida (OBERLIES, 1998); a semente
parece ter atividade toxica, larvicida e antifungico (LEITE, 2009); e finalmente, as
folhas, as quais possuem efeito antiviral (DE ALMEIDA, 1998), anti-inflamatorio e
analgésico (ADEYEMI, 2002), anticonvulsante (OJEWOLE, 2006), e regulador da
glicemia, colesterolemia (BRAI, 2007) e pressdo arterial (ADEBOYE, 1998;
OWOLABI, 2005). Entretanto, a grande maioria destes experimentos relaciona o

efeito bioldgico com a presenca de um metabdlito secundario especifico da fracédo
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testada. A total auséncia de relatos sobre polissacarideos foliares na literatura,
somado aos inumeros efeitos biolégicos antes descritos, faz com que a
caracterizacdo quimica destes compostos se torne imprescindivel. Por fim, mesmo o
abacateiro sendo uma planta com muitas propriedades terapéuticas descritas, nédo
foi encontrada nenhuma referéncia com relacdo a atividade antioxidante dos extratos
aquosos e hidroalcodlicos foliares, apenas para extracbes metandlicas, e outras,
relacionadas as sementes, cascas e polpas do fruto. Portanto, € valido testar este
potencial nas folhas do abacateiro.

1. Objetivos

1.1. Objetivos Gerais

a. Isolar e caracterizar o0s polissacarideos e metabolitos secundarios
provenientes das folhas de Persea americana.

b. Avaliar o potencial antioxidante das folhas do abacateiro.

1.2. Objetivos Especificos

a. Obter os polissacarideos das folhas de P. americana por extractes
sequenciais, infusdo e decocctos aquosos.

b. Determinar a composi¢cdo monossacaridica dos polissacarideos foliares

C. Obter os metabdlitos secundarios das folhas do abacateiro por infusdo
aquosa, e solucao hidroalcodlica.

d. Promover testes qualitativos e quantitativos dos metabdlitos secundarios.

e. Avaliar a atividade antioxidante.
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2. Reviséo Bibliografica

2.1. Fitoterapia

A fitoterapia folclérica (etnoboténica) foi substituida pela farmacologia
moderna, uma vez que é exageradamente baseada em sintomas, fazendo com que
sua acdo seja menos especifica quando comparada com 0s compostos sintéticos.
Este baixo conhecimento peculiar de cada fitofarmaco faz com que aumente os
casos de intoxicagbes por mau uso do vegetal. Entretanto, outro caminho, contendo
um forte componente social e cultural, especialmente em paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos, encontra nas plantas medicinais uma
importante oportunidade de solugéo de problemas de saude, por meio da producéo,
comercializacdo e utilizacdo de fitoterapicos padronizados (DI STASI, 1996). Assim,
nas ultimas décadas, a fitoterapia tem sido revitalizada devido as analises mais
objetivas das ciéncias meédicas e da quimica farmacéutica (LAMEIRA, 2008),
obtendo assim, novas substancias com atividade farmacologica definida e com
grande potencialidade de transformacdo em medicamentos (DI STASI, 1996). Em
2005, cerca de 57% dos medicamentos mais prescritos nos Estados Unidos
continham pelo menos um composto de origem vegetal. Alguns produtos, como a
digitalina, sdo exemplos de compostos que ainda ndao podem ser sintetizados e
necessariamente devem ser extraidos das plantas. Dado que uma porcentagem
muito baixa do conjunto das plantas foi testada no que se refere as suas
propriedades alimentares, industriais ou medicinais, imagina-se as consequéncias

enormes que pode acarretar a perda de biodiversidade (DAJOZ, 2005).

2.2. Compostos Vegetais

Os compostos vegetais sdo, amplamente, classificados em dois grandes
grupos: os ligados diretamente ao crescimento e desenvolvimento do vegetal
(metabdlitos primarios), e os chamados metabdlitos secundarios, cuja funcédo esta
mais associada, a protecdo contra herbivoria, a atracdo de polinizadores/dispersores
e a competicdo planta-planta. Além desta diferenca funcional, existe uma diferenca

espacial entre esses dois grupos. Se por um lado os metabdlitos primarios
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(aminoécidos, nucleotideos, acucares e acil lipideos) apresentam ampla distribui¢cao
em todos grupos de vegetais, por outro, os metabolitos secundéarios séo restritos a
uma espécie vegetal ou a um grupo de espécies relacionadas (TAIZ & ZEIGER,
2009).

A funcdo dos metabdlitos secundarios, por muito tempo, ficou no
desconhecimento humano, justamente por ndo constituirem um grupo de compostos
diretamente relacionados ao crescimento e desenvolvimento da planta. Entretanto,
atualmente, sabe-se que estes compostos realizam um papel essencial para a
sobrevivéncia e propagacao das espécies que os produzem. Muitos deles sdo sinais
guimicos que permitem a planta responder a estimulos externos. Outros funcionam
na defesa da planta contra herbivoria, patégenos e competidores. Alguns fornecem
protecdo contra a radiacdo solar, enquanto outros contribuem para a polinizacéo e
disperséo de polen e sementes (RAVEN, 2007). Estes compostos sdo quimicamente
subdivididos em trés principais grupos: compostos fendlicos, compostos
nitrogenados e terpenos. Os compostos nitrogenados sédo farmacologicamente os
mais estudados e descritos, sendo representados, principalmente pela subclasse
dos alcaldides. Dentre os terpenos, o0s Oleos essenciais sao frequentemente
utilizados na industria farmacéutica, por suas propriedades desinfetantes,
antibacteriana e alimenticia, como aromatizantes (ALONSO, 2004). Os compostos
fendlicos variam muito com relagéo a sua estrutura quimica (podendo ser soltvel em
solvente organico ou aquoso). Estdo amplamente distribuidos no reino vegetal e nos
microorganismos, fazendo parte também do metabolismo animal. Estes, no entanto,
em principio ndo sdo capazes de sintetizar o anel aromatico e 0s compostos
fendlicos, entdo utilizam o anel benzénico proveniente da dieta alimentar. Os
compostos fendlicos sdo muito utilizados industrialmente na producdo de resinas,
corantes, explosivos (fenol, p-cresol, resorcinol); como reveladores fotograficos
(hidroquinona, catecol e pirogalol); na producéo de tintas (acido galico) e na industria
alimenticia, como antioxidantes (SIMOES, 2007). S&o divididos em trés classes: (a)
derivados do acido benzoéico e cumarico; (b) flavondides, isoflavondides e
antocianinas; e (c) taninos. No primeiro grupo (a), encontra-se, por exemplo, as
cumarinas e hidroxicumarinas, que sao substancias com odor caracteristico, e cujo

efeito biol6égico (anticoagulante, toxico, imunossupressor, relaxante vascular,
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hipotensora, etc.) estd sendo fortemente estudado. Os flavondides (b) sé&o
compostos de grande interesse farmacolégico e, sdo responsaveis pela coloracéo
de frutos e flores, além de atuar na disperséo e polinizacédo da planta. Por ultimo, os
taninos (3), que séo substancias hidrossolUveis com grande importancia terapéutica
principalmente pela atividade de coagulacéo de proteinas (SIMOES, 2007; TAIZ &
ZEIGER, 2009).

Os metabdlitos secundarios ndo sao distribuidos de forma uniforme pela
planta. A sua producdo ocorre num 6érgao ou tecido especifico em determinado
estagio de desenvolvimento da planta (por exemplo, durante desenvolvimentos de
flores, frutos, sementes, etc.). Além disso, sua concentracdo na planta
frequentemente varia muito ao longo de um periodo de 24 horas (RAVEN, 2007).
Por exemplo, a fenilalanina amonia liase (PAL) é uma importante enzima, envolvida
no metabolismo de varios compostos fendlicos, que possui expressao regulada por
fatores externos como concentracdo de nutrientes, luz (efeito nos fitocromos), e
infec¢des por fungos. Algumas cumarinas (furanocumarinas) sdo atoxicas até que a
luz ultravioleta as ative, transformando-as em com composto de alta energia (alta
citotoxicidade). Em algumas plantas, o ferimento mecanico repetitivo ou até
moléculas provenientes da saliva de um herbivoro podem agir como promotores da
expressdo de um determinado composto (TAIZ & ZEIGER, 2009). Dependo do
método de extracdo, alguns componentes da planta podem ser mais ou menos
expressos, o café, por exemplo, possui seus constituintes variando de acordo com o
grau da torra. O &cido clorogénico reage durante a torra, produzindo compostos
acidos, lactonas e outros derivados fenolicos que contribuem para o aroma e sabor
do café, acidez final e adstringéncia da bebida. Por outro lado, o teor de cafeina ndo
apresenta diferencas em relagéo a torra (MORAIS, 2009).

Polissacarideos sdo compostos com capacidade de emulsificar, estabilizar,
encapsular, revestir, aderir, formar filmes e flocular. Devido a estas propriedades,
sdo muito utilizados em diversas areas da industria, principalmente no setor
alimenticio, como por exemplo, o agar, carragenana e alginato - trés
polissacarideos extraidos de algas muito consumidas na alimentacdo global, em
especial no oriente. Na producao de papel, sdo utilizados para dar caracteristicas ao

papel como espessura e tamanho; na agricultura atuam na producédo de pesticidas,
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fertilizantes para a formagcdo de uma viscosidade especifica para o produto; atuam
também na producdo de tintas, adesivos, etc (ASPINALL, 1982). Especificamente,
seu uso terapéutico vem sendo geralmente relacionado a acdo antitumoral. A
lentinana, um composto extraido do cogumelo shiitake (Lentinula edodes), € um
exemplo de polissacarideo com propriedades antitumorais descritas. Estudos
recentes buscam elucidar os mecanismos que a lentinana realiza para promover o
efeito antitumoral in vivo (SUZUKI, 1994).

As arabinanas sao polimeros formados por L-arabinose, as quais,
normalmente estdo presentes na forma de furanosideos. Sdo compostos que séo
extraidos de diversas partes da planta, incluindo sementes, frutos, cascas e
madeira. Estruturalmente, a cadeia de principal das arabinanas sdo compostos por
residuos de a-L-Araf ligados (1—5), a partir desta cadeira principal, sdo ligados
outras a-L-Araf, principalmente no O-3, mas também no O-2. As arabinogalactanas
sé@o polissacarideos divididos em dois grandes grupos. As cadeias do tipo | séo
denominadas de L-arabino-D-galactanas pécticas, e sdo caracterizados por possuir
uma cadeira principal linear. Ou seja, em geral, sdo formados por uma cadeia linear
principal de B-D-galactana ligados (1—4) onde os residuos de arabinose sé&o ligados
no O-3. Foram relatados casos de outros agucares como xilose, glucose, ramnose e
acidos urdnicos presentes nestes compostos, por outro lado, ndo se teve nenhum
relato, até agora, sobre arabinogalactanas do tipo | ligadas a proteinas. As
arabinogalactanas do tipo | sdo comumente encontradas em varios tipos de
sementes, entretanto sdo poucos significantes em grdos de cereais.
Arabinogalactanas do tipo Il sdo compostos por 3,6-D-galactose ramificadas e
ligadas por unidades L-arabinose. Sao polissacarideos neutros que apresentam 10 a
80% de arabinose, além de outros monossacarideos em sua composicdo. Sua
estrutura € bem complexa, 0 que torna a sua caracterizacdo quimica muito mais
dificil. Esta grande complexidade destes tipos de polissacarideos faz com que as
arabinogalactanas do tipo Il sejam um significativo critério taxonémico. Por outro
lado, estes compostos sao facilmente extraidos por possuirem alta solubilidade em
agua, e por em geral, serem abundantes nas cascas, caules, folhas e frutos das
plantas. Ao contrario das arabinogalactanas do tipo |, estes compostos sao

comumente encontrados ligados covalentemente as proteinas (proteoglicanos),
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formando complexos chamados de arabinogalactanas-proteinas ou AGPs
(ASPINALL, 1982; CARNEIRO, 2000).

2.3. Persea americana, o abacateiro

Esta espécie, juntamente com a imbuia (Ocotea porosa), o louro (Laurus
nobilis), a canfora (Cinnamomum camphora) e as canelas, sdo pertencentes a
familia Lauraceae, a qual possuiu ampla distribuicdo principalmente tropical e
subtropical. A familia inclui cerca de 50 géneros e 2500 espécies, sendo que no
Brasil ocorrem 25 géneros e cerca de 400 espécies. As Lauraceae representam uma
das familias de maior destaque na composicdo floristica de grande parte dos
ecossistemas florestais, em especial da mata atlantica e em florestas da regiéo sul
do Brasil (SOUZA, 2005). O abacateiro (Persea americana) € uma planta arbérea,
de porte médio (cerca de 8 a 20 metros), ramos abundantes, e tronco reto com cor
parda. Possui uma copa ampla com folhas grandes, simples, oblongas, alternas,
brilhantes na face superior e foscas na inferior, podendo ser mais avermelhadas
guando novas. Flores pequenas, branco-amareladas dispostas em inflorescéncias
do tipo cacho. Fruto comestivel em forma de drupa esférica ou piriforme e de cor
verde-amarelada (SANTOS, 1988; ALONSO, 2004). A polpa do abacate € oleosa,
amarelada e similar a manteiga (ALONSO, 2004). Segundo a literatura, o abacateiro
poSsuiu 0S seguintes componentes quimicos:

a) Folhas - Triagens feitas no extrato aquoso foliar de P. americana
demonstraram a presenca de metabdlitos secundarios como alcaldides, taninos,
saponinas e flavondides (ADEYEMI, 2002). J4 para a extracdo metandlica,
alcal6ides, cumarinas, triterpenos (ADEBOYE, 1998). Ainda sobre os compostos do
extrato metanodlico, se destacam a presenca de fendis totais (1,22+0,52%) e
flavondides (0,58+0,09%), além de saponinas, taninos, alcaléides, antraquinonas,
triterpenos e flobataninos (ASAOLU, 2010). Contém um 6leo essencial muito
variavel, rico em estragol, metilchavicol (36,8%), a-pineno (16%), B-pineno (15%),
metileugenol (10,3%), cineol e limoneno. Além do Oleo essencial, as folhas
apresentam dopaminas, serotoninas, flavondides (quercetina, catequina,

epicatequina, e cianidina), um principio amargo (abacatina), persiteol, taninos,
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persina e tiramina. (ALONSO, 2004). Duas substancias foram caracterizadas (com
anélise UV e RMN C*® e H') a partir de uma fracdo com atividade antiviral das folhas
do abacateiro (infusdo aquosa), o kaempferol e a quercetina 3-O-a-D-
arabinopiranosideo (DE ALMEIDA, 1998).
b) Casca do fruto - Estudos recentes indicam que a semente possui
concentragcbes bem maiores de flavondis totais, quando comparados com a polpa
(menor concentracdo) e a casca do fruto (concentracdo intermediaria), sendo
majoritariamente representados pelas procianidinas. Destes compostos, se incluem
a catequina, epicatequina, dimeros tipo A e B, trimeros tipo A e B, tetrameros,
pentameros e hexameros (WANG, 2010).
C) Sementes — Possuem A&cidos graxos (alto teor de alfa-tocoferol),
proantocianidina, hidrocarbonetos, derivados esteroidais, taninos, polifendis e uma
saponina (ALONSO, 2004). Apresentam flavondis totais em grande quantidade
(WANG, 2010).
d) Flores — Grande quantidade de flavon6éides como a quercetina-3-O-
ramnésido, isoramnetina-3-0O-glucosideo, cumaril-kaempferol, etc. (ALONSO, 2004).
e) Raizes — Altas concentracbes de stigmastan-3,5-dieno presente na extracao
cloroférmica das raizes do abacateiro (PEREZ, 2009).
f) Polpa do fruto — Rico em acidos graxos como, oléico, linoléico, palmitico,
estearico, linolénico, caprico e miristico. Possui também hidrocarbonetos alifaticos
saturados, esqueleno, alcoodis alifaticos e terpénicos, B-sitosterol, um poliol néo
saturado, vitaminas A, E, aminoacidos (acidos aspartico e glutamico) e GABA. E
também, contém fosforo, ferro, tiamina, riboflavina, niacina e acido ascorbico
(ALONSO, 2004). Apresentam a mesma composicdo, mas em baixos niveis, de
flavondis totais quando comparado as sementes e cascas dos frutos (WANG, 2010).
Etnofarmacologicamente, o abacateiro é utilizado para inumeros disturbios
medicinais. O fruto parece ter propriedades carminativas e util contra acido urico,
enquanto chas das folhas, cascas e sementes sdo considerados diuréticos,
antirreumaticos, carminativos, anti-anémicos, antidiarréicos e anti-infecciosos para
0s rins e bexigas, além de estimulantes da vesicula biliar, estomaquicos,
emenagogos e balsamicos (LORENZI, 2008). No Congo, o decocto da casca do

caule € comumente utilizado para aliviar as crises de tosses, enquanto no México é
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considerado afrodisiaco, emenagogo, preventivo contra abortos. As folhas séo
usadas no Brasil, Jamaica e Nigéria, no tratamento de casos de hipertensao
(OWOLABI, 2005).

A infusdo das folhas tem atividade espasmogénicas sobre o ileo de suinos e
Utero de rata, como também efeito hipotensor e depressor do sistema respiratorio. O
extrato etandlico de folhas do abacateiro demonstrou um efeito diurético em ratos. O
fruto, submetido a infusdo, demonstrou uma acdo larvicida sobre mosquitos
Anopheles gambiae, uma espécie transmissora da febre amarela. Neste
experimento, a agdo larvicida do fruto imaturo foi notoriamente superior & acdo da
rotenona, um inseticida comum. O conjunto de proantocianidinas, taninos
condensados, flavonas e catequinas seriam responsaveis por uma neutralizacdo de
hemorragias induzidas por veneno da serpente Bothrops asper. A atividade
antimicrobiana € bastante descrita principalmente relacionada aos 0leos essenciais
da semente do abacate. Para os estudos da acao antitumoral, os resultados indicam
o fruto imaturo e a polpa como as porcbes mais eficientes para este tipo de
tratamento. (ALONSO, 2004).

Os extratos aquosos e metanolicos das folhas de P. americana apresentaram
acao hipoglicemiante (reducédo de 16 e 11% de glucose sanguinea respectivamente)
e hipocolesterolemiante (reducéao de 8 e 5% de colesterdis totais respectivamente)
em ratos. No entanto, a acdo para controle do colesterol é mais complexa,
dependendo de um estado mais peculiar do animal para obter efeitos regulatérios. O
estudo foi realizado com ratos albinos com hipercolesterolemia induzida
(concentracao de glucose e colesterol total elevadas no plasma) a partir de uma
dieta composta de 20% de 6leo de amendoim, 0,5% de colesterol e 0,25% de &cido
célico. Estes ratos foram submetidos a um tratamento com os extratos aquosos e
metanolicos por oito semanas (BRAI, 2007).

Compostos foliares do abacateiro exibiram uma acédo antiviral (viruestatica e
virucida). Ao contrario da extracdo etandlica, as extracfes aguosa e metandlica
apresentaram grande inibicdo da replicacdo de trés virus distintos: AVD (Auyeszky
Desease Virus ou doenca do porco), HSV-1 (Herpes Simplex tipo 1), e Ad3
(Adenovirus tipo 3). Em altas concentracdes, as extracfes apresentaram efeito
téxico contra HSV-1 e AVD (DE ALMEIDA, 1998).
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Testes em camundongos evidenciaram os efeitos analgésico e anti-
inflamatério de extracdes aquosas das folhas de Persea americana. Sob as
condicBes dos experimentos, 0s extratos foram comparados com farmacos sintéticos
comuns. No primeiro teste da acdo analgésica (contagem do nimero de contor¢des
em camundongos), 1600mg/kg de extrato aquoso teve efeito similar a 100mg/kg de
acido acetil salicilico, jA no segundo teste (teste sobre placa quente), a acdo de
800mg/kg de extrato foi comparada com 2mg/kg de morfina. Um terceiro teste (teste
de formalina) indicou que 800mg/kg do extrato teve um efeito analgésico superior a
100mg/kg de &cido acetil salicilico. Neste teste, a dor era causada pela adicdo de
formalina (regido subcutanea da pata), e mensurada através da contagem do tempo
gasto com lambidas e mordidas no local. Para a acdo anti-inflamatoria, a diminuicdo
do edema provocado pela adicdo de carragenana na pata do animal foi analisada e,
800mg/kg de extrato aquoso teve acao de diminuicdo do edema semelhante a 10
mg/kg de indometacina, embora este Gltimo tenha uma agdo mais imediata
(ADEYEMI, 2002).

A acao anticonvulsante do extrato foliar foi testada em camundongos e, se
mostrou positivamente ativo, atenuando e até inibindo os efeitos de algumas
substancias  indutoras de  convulsGes  previamente  descritas, PTZ-
pentylenetetrazole, PCT - picrotoxin e BCL — bicuculline, sempre comparando o
extrato com dois anticonvulsantes comuns, fenobarbitona e diazepam. A acao
anticonvulsante foi observada a partir das diminuicdes de espasmos ou convulsdes
no camundongo (OJEWOLE, 2006).

As folhas do abacateiro demonstram ser um efetivo instrumento etnobotanico
para o tratamento e gestdo de problemas causados pela hipertensédo arterial. O
extrato aquoso possui acdo vasorelaxante, a qual se deve, provavelmente, pela
inibicdo do fluxo de Ca™ pelos canais voltagem dependentes e dependentes de
fatores relaxantes derivados do endotélio vascular. O teste foi feito a partir de anéis
de aorta isolados de ratos. Estes anéis foram previamente contraidos com
noradrenalina, seguido de adicdo do extrato aquoso. A acdo vasorelaxante foi
observada comparando a dilatacdo do anel da aorta do extrato com diversos

vasorelaxantes sintéticos comuns (OWOLABI, 2005).
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Extracbes aquosas e metandlicas das folhas do abacateiro demonstraram
atividade hipotensiva dose dependente quanto testados em camundongos. No
entanto, seu efeito é rapido e passageiro, ndo ultrapassando 3 minutos, o que pode
ser devido ao acelerado metabolismo dos animais testados. Os extratos eram
administrados pela via intravenosa e a pressao, entdo, era mensurada com auxilio
de um cateter acoplado a artéria carétida. Ndo foram observadas diferencas
significativas entre a acdo hipotensiva do extrato aquoso e metandlico (ADEBOYE,
1998).

Compostos provenientes do fruto verde demonstraram citotoxidade contra
seis linhagens especificas de tumores humanos, além de desempenharem um efeito
inseticida mais potente que a rotenona (inseticida anteriormente descrito e
comumente utilizado) contra larvas do mosquito da febre amarela, Aedes sp
(OBERLIES, 1998).

As sementes de Persea americana, sob extracdo hexandlica e metandlica,
exibiram efeitos tOxicos contra Artemia salina, larvicida contra Aedes aegypti e
antifangico contra cepas de Candida spp, Cryptococcus neoformans e Malassezia
pachydermatis. Extratos hexanicos demonstraram possuir compostos mais
eficientes, na toxicidade para o crustaceo (Artemia salina), e na inibicdo do
crescimento de larvas do mosquito Aedes aegypti. Enquanto que a extracéo
metanodlica se mostrou mais efetivo contra as trés leveduras estudadas (LEITE,
2009).

Extratos provenientes da raiz do abacateiro apresentaram componentes com
grande capacidade antifungica, inibindo o crescimento micelial (em até 100%) do
oomicete Phytophthora cinnamomi. Ainda, pode-se caracterizar por TLC e GC-MS, a
principal molécula presente nestes extratos antifangicos, stigmastan-3,5-dieno
(PEREZ, 2009).

De acordo com testes realizados por WANG, 2010, as sementes, cascas e
polpa do fruto do abacateiro apresentam potenciais antioxidantes. E para todas as
analises, as sementes apresentaram maior capacidade antioxidante, enquanto que a
polpa teve a menor. Este maior potencial pode ser relacionado com a maior

concentracdo de compostos fendlicos (principalmente procianidinas) presentes na
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semente, sugerindo que as procianidinas sdo compostos que contribuem bastante
na capacidade antioxidante do material estudado (WANG, 2010).

Foi demonstrado que o extrato metandlico das folhas de Persea americana
tem potencial antioxidante, sendo também comparado com Cnidosculus aconitifolius,
acido ascorbico, quercetina e, BHA. A acdo antioxidante foi mensurada pelos
métodos DPPH e 6xido nitrico. As folhas do abacateiro apresentaram atividade bem
maior quando comparada com Cnidosculus aconitifolius, no entanto, a acéo
antioxidante foi menor em relacdo ao acido ascérbico, quercetina e BHA (ASAOLU,
2010).

Os frutos, em geral, sdo bem tolerados pelo consumo humano. Foram
documentados poucos casos de intoxicacBes associadas, geralmente, a presenca
de latex no abacate. A partir do extrato aquoso do fruto aplicado em ratos, foi feito o
teste de dose letal 50%, DLso, € para a administracdo oral, 12,5g/kg; ja para a
intraperitonial, 8,83g/kg. Em um teste de toxicidade, um grupo de caprinos, que
estavam amamentando as crias, foram alimentados diariamente com folhas frescas
de P. americana e sofreram atrofia dos ductos lactiferos com necrose do epitélio
acinar e consequente reducdo da producédo de leite. Outro ensaio com caprinos
demonstrou que a ingestao diaria das folhas pode causar lesées nos miocardios,

provavelmente relacionado com a substancia denominada persina (ALONSO, 2004).
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[l. Material e Métodos

1. Coleta do Material Vegetal

Foram realizadas duas coletas de folhas de P. americana, a primeira (12
coleta) foi destinada a uma analise dos polissacarideos e a segunda (22 coleta), foi
destinada principalmente a obtencdo dos extratos brutos para a caracterizacao de
metabdlitos secundarios e atividade antioxidante. A metodologia de obtencao das
amostras variou de acordo com o tipo e objetivo especificos para os extratos.

A 12 coleta foi realizada em julho de 2009 em um condominio situado na Rua
Luiz Ronaldo Canalli, 3025, (S-25,461462, 0-49,3322) bairro Campo Comprido,
Curitiba — PR, por Leticia Moraes Pak. As folhas de P. americana escolhidas eram
adultas (nem em desenvolvimento/pequenas e avermelhadas, nem em processo de
morte/ressecadas) e integras (auséncia de injarias ou parasitas). Estas folhas foram
destinadas as extracdes sequenciais dos polissacarideos.

O abacateiro escolhido para a 22 coleta esta localizado no Centro Politécnico
UFPR, Curitiba-PR, Brasil. Rua Coronel Francisco H. Santos, 100, CEP 81530-000
(S-25,447015, 0O-49,233134). A coleta foi realizada no dia 22 de outubro de 2010, as
10h de uma manha com aproximadamente 15°C. As folhas foram coletadas sob os
mesmos parametros da primeira coleta, folhas adultas e integras. A porcentagem de
umidade foi estimada em aproximadamente 65,5%. Estas folhas foram destinadas a
obtencao de trés extratos diferentes: um decocto aquoso, uma infusdo aquosa e um

hidroalcodlico.

2. Extracéo dos Polissacarideos

As folhas coletadas foram esterilizadas através de lavagens utilizando etanol
70% e H,O destilada. O processo teve como objetivo retirar as contaminacdes que
se depositaram sobre o material vegetal, bem como alguns possiveis parasitas.

O material foi seco na estufa (a 40°C) por vérios dias sempre quantificando o

peso diariamente. Quando o peso nao sofreu alteracao, foi calculado a percentagem
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de umidade, e as folhas foram retiradas da estufa e trituradas em processador de
alimentos.

O material pulverizado resultante foi inativado enzimaticamente com solugao
metanol/agua destilada 2:1 (v/v), sob refluxo (fervura por 40min) e posteriormente,
filtrado em um filtro de pano. O volume de solucédo utilizado foi o suficiente para
cobrir o material dentro de um bal&o volumétrico e foi descartado ap0s a filtracdo em
um pano. O residuo foi totalmente seco a temperatura ambiente e submetido a
deslipidificacao, que foi realizada com a adi¢cdo de solucao tolueno/etanol 2:1 (v/v),
também sob refluxo (fervura por 20min). O material foi filtrado (em filtro de pano), a
porcao soltuvel descartada e o residuo seco por varios dias (a temperatura ambiente)
e pesado antes de serem submetidos as extragdes aquosas. O solvente (solugéo
tolueno/etanol 2:1) promove a retirada da frag&o lipofilica ou apolar (principalmente
clorofila) do material vegetal.

A precipitacdo etanolica para a obtencédo das fracbes polissacaridicas foi
realizada adicionando etanol em um volume trés vezes maior que o volume do
extrato, resultando em uma solucéo etanol/extracdo aquosa 3:1 (v/v). O material foi
resfriado em geladeira comum por alguns dias, otimizando assim, o0 processo de
agregacao das moléculas, e possibilitando a posterior filtragem (filtro de pano) das
amostras.

As extracdes dos polissacarideos presentes nas folhas do abacateiro foram

realizadas de trés formas:

1. ExtracOes aquosas sequenciais:

A primeira extracdo (470 g de material moido) foi a temperatura ambiente
(x25°C), com adicéo de H,0 destilada e agitado por quatro horas. Posteriormente, o
material foi submetido a quatro extracbes aquosas sequenciais a quente (80°C) e
também agitadas periodicamente por quatro horas. Apos a filtracdo em pano, o0s
filtrados foram submetidos a precipitacao etandélica. Assim, apds a liofilizacéo, foram
obtidas cinco fracdes polissacaridicas oriundas das extracdes sequenciais, sédo elas:
EF — extracdo aquosa a frio; 1EQ; 2EQ; 3EQ; 4EQ — 13, 23 32 e 42 extracdes

aquosas a quente, respectivamente.
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2. Infusao:

Agua destilada fervente (500 mL) foi adicionada a 100 g de folhas secas e
pulverizadas (22 coleta). A solugéo ficou mantida a temperatura ambiente por 10
minutos, mimetizando a forma popular comum de extracées aquosas (infusao) e
entdo filtrada e liofiizada. Com o objetivo de identificar a presenca de
polissacarideos na forma popularmente utilizada, procedeu-se a solubilizacdo de
uma aliquota deste material liofilizado, seguida a da precipitacdo com etanol para
analise dos monossacarideos em cromatografia gasosa. Esta fracao foi denominada
IAPol.

3. Decocgéo:

Agua destilada fervente (500 mL) foi adicionada a 100 g de folhas secas e
pulverizadas (22 coleta). A solugéo foi mantida em banho fervente por 5 minutos e,
apos isso, 10 minutos em repouso. O material foi filtrado em pano e ao filtrado foi

adicionado trés volumes de etanol, que apos liofilizagéo originou a fracdo DA.

3. Extracao dos Metabdlitos Secundéarios

As folhas da 22 coleta ndo passaram pela fase de deslipidificacédo e inativacédo
enzimatica conforme feito nas folhas da primeira coleta. Estes processos poderiam
causar a perda dos metabdlitos secundarios presentes nas folhas. Entéo, as folhas
foram apenas esterilizadas em etanol e H,O destilada, a secas a 40°C, e a moidas

em processador de alimentos.

3.1. Obtencao do Extrato Hidroalcodlico

A extracdo hidroalcodlica foi realizada com adicdo de 500mL de etanol 70%
sobre 100g das folhas secas e moidas. O frasco permaneceu a temperatura
ambiente, por quatro dias, no escuro, com agitacdo ocasional. Apos esse tempo, a
solucéo foi filtrada, seca em rotaevaporador e liofilizada. Esta fracdo, denominada
EH, foi destinada aos testes de metabdlitos secundarios, fendis totais e atividade

antioxidante.
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3.2. Obtencgao do Extrato Aquoso

O extrato bruto aquoso por infuséo foi obtido pela adicdo de 500mL de agua
destilada (100°C) a 100g das folhas secas. A solucédo ficou mantida a temperatura
ambiente por 10 minutos, mimetizando a forma popular comum de extracdes

aquosas (infusdo) e entao filtrada e liofilizada, originando a fracao IA.

4. Caracterizacao Quimica
4.1. Composi¢cdo Monossacaridica Neutra

As fracdes obtidas das extracOes para polissacarideos foram submetidas a
analise de monossacarideos neutros. Para isso, as amostras foram derivatizadas até
acetatos de alditois (hidrolise, reducdo e acetilacdo), pois somente um composto
volatil e solavel em cloroférmio (CHCI3) pode ser analisado em cromatografia
gasosa. Foram utilizados dois métodos para a derivatizacdo das amostras. O
primeiro método, chamado de macroensaio (WOLFROM & THOMPSON, 1963;
WOLFROM & THOMPSON, 1963) e o0 microensaio (ALBERSHEIM et al, 1967),

4.1.1. Macroensaio

a. Hidrolise Acida Total — Aproximadamente 10mg de cada amostra foi
colocada em tubos de hidrélise, os quais permaneceram no interior da estufa
(100°C) sob acao de 1mL do reagente acido trifluoracético (TFA) 2M, por 8h. Apds a
hidrolise, as amostras foram transferidas para vidros de relégio e secas a
temperatura ambiente

b. Reducdo — As amostras foram solubilizadas com H,O destilada e
reduzidas pela adicdo de borohidreto de sodio (NaBH,4). Apo6s o pH da solucdo
atingir 9 foi acrescentada resina catidnica até que o pH atingir 7, indicando a
remocao dos ions Na®. Posteriormente a filtracdo (algod&o) e secagem, as amostras
sofreram sucessivas lavagens com metanol (1mL) intercaladas por secagens até

gue todo o &cido bdrico seja eliminado.
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C. Acetilacdo — Foi adicionado 1mL de anidrido acético (C4HsO3) e 1mL de
piridina (CsHsN) nas amostras, as quais foram agitadas e mantidas em repouso
overnight sob temperatura ambiente. As amostras foram extraidas com cloroférmio
(CHCIs3) e lavadas cinco vezes com sulfato de cobre Cu(SO4) 5%, o qual atua na
retirada da piridina. A auséncia da piridina foi observada pela mudanca na coloragéo
da fase aquosa da solucéo de azul escuro (cor do sulfato de cobre com piridina)
para azul claro (cor do sulfato de cobre). Diversas lavagens com H»O destilada, da
mesma forma que com o sulfato de cobre, faz com que a fase aquosa seja diluida
até que todo o sulfato de cobre seja retirado (azul claro — translucido). Com o
auxilio de uma pipeta pasteur, a fase cloroférmica (inferior) foi retirada e transferida

a um tubo para analise em cromatografia gasosa.

4.1.2. Microensaio

Para o microensaio (ALBERSHEIM et al, 1967), a derivatizacdo ocorreu com
algumas alteracdes no protocolo. Principalmente com relacdo ao tempo e a
guantidade de reagentes que cada método necessita. A hidrolise foi realizada com
aproximadamente 100 pL de TFA 2,5 M em 200 pug de amostra em estufa (100°C)
por 2 horas. O produto da hidrélise foi seco (em N;) e entédo foi adicionando 50uL de
hidroxido de aménio (NH4,OH) 1M, seguido de 50uL de solucdo de borohidreto de
sédio 1M em hidréxido de ambnio 2M, para a reducéo. A seguir o acido bérico foi
retirado através de quatro lavagens com metanol, intercaladas por secagem usando
nitrogénio gasoso. O material seco, foi acetilado com anidrido acético (250uL) por
2,5 horas a 100°C, e entdo solubilizado em 2mL de H,O destilada, interrompendo a
reacdo de acetilacdo. Na sequéncia, 1mL de cloroférmio foi adicionado para a
extracdo dos monossacarideos acetilados. O material foi lavado sucessivamente

com H»,0O destilada e a fase cloroférmica foi secada.

As amostras derivatizadas até acetatos de alditéis foram analisadas por
cromatografia gasosa, pelo equipamento Thermo. Os tempos de retencdes foram

comparados com a mistura padréo (sugar mix) de acetato de alditois, possibilitando
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a identificacdo dos monossacarideos neutros e a relacdo molar foi obtida pela

comparacao das areas de cada monossacarideo.

4.2. Dosagem de Carboidratos Totais

A dosagem foi realizada através do método adaptado de DUBOIS et al.
(1956). O principio deste método baseia-se na acdo do acido sulfurico sobre o
carboidrato, retirando duas moléculas de agua formando o hidroximetilfurfural (para
as hexoses) e o furfural (para as pentoses), os quais reagem com o fenol formando
um complexo colorido. Em cada amostra, foi adicionado fenol 5% e acido sulfarico
(H2SO4) PA, e posteriormente colocadas na estufa (100°C) por 10min. Os tubos
foram mantidos em banho de gelo para cessar a reacdo e entdo a solucao foi
transferida para a placa de 96 pocos para leitura a 490nm, em sistema Epoch
espectrofotdmetro multivolume, modelo ELX800 com leitor de absorbancia em
microplacas, da Biotek. Cada amostra foi feita em duplicata e as concentracdes
relativas foram calculadas, comparando os valores de absorbancia das amostras
com os valores da curva padrdo (D-glucose em concentracfes que variaram de
0,4ug a 40ug/40uL).

4.3. Dosagem de Proteinas

Foi utilizado o Método de Bradford (BRADFORD, 1976), com albumina bovina
para a construcdo da curva padrdo, em concentracbes de 0,4 a 40ug/40uL. O
método baseia-se no principio da formacdo de um complexo pela ligacdo entre o
corante (Coomasie Briliant Blue G 250) e a proteina.

O reagente de proteinas foi adicionado a amostra, e posteriormente a
agitacdo, uma porcao de cada solucéo foi transferida para a placa de 96 pocos. Para
cada amostra, triplicatas foram feitas e lidas em comprimento de onda de 595nm, no

espectrofotdmetro Epoch.
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4.4. Dosagem de Acidos Urdnicos

Foi utilizado o método do m - hidroxibifenil descrito por FILIZETTI-COZZ &
CARPITA (1991) para esta determinagdo. A leitura foi feita a 520 nm, em
espectrofotometro Epoch. A percentagem de acido urdnico foi calculada a partir de
uma curva de calibracdo utilizando concentracdes que variam de 1 a 40ug/uL de

acido D-glucurbnico.

4.5. Teste em Radiacgao Infravermelho (IR)

Trata-se de um teste de caracterizacao estrutural dos compostos a partir da
identificagéo de ligagbes quimicas especificas de cada molécula. Esta identificagéo
foi feita a partir da relacdo comprimento de onda de absorcéo e tipo de ligacdo. Para
este teste, uma quantidade de cada amostra foi liofilizada um dia antes da analise,
pois a amostra deve estar bem seca. No dia da analise, foram feitas trés pastilhas de
analise em IR. Cada pastilha foi feita com uma pequena quantidade das amostras
misturadas e moidas com KBr, e posteriormente submetido a compressao de 8ton
por alguns segundos. As pastilhas foram entdo colocadas na maquina de radiacéo
infravermelho modelo Excalibur FTS 3500GX da BIORAD. Para uma melhor andlise,
cada pastilha deve estar integra e menos espessas possivel, facilitando a passagem

da radiacao. Foram feitas analises de trés amostras, EH, IA e DA.

4.6. Analise dos Metabolitos Secundarios

Foram feitos dois testes: umm teste quantitativo de fendlicos totais e; um teste
gualitativo dos metabdlitos secundarios através de cromatografia em camada
delgada (CCD ou TLC). Optamos por realizar o teste de fendis totais, pois sdo

compostos comumente relacionados a atividade antioxidante de plantas.

4.6.1. Dosagem de Fendlicos Totais

Metodologia adaptada de Folin-Ciocalteu (McDONALD, 2001) em que as

absorbancias de trés amostras (EH, IA e DA) foram comparadas ao padrdo de acido
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galico (1pg/mL a 50ug/mL). Neste método, 250uL de uma solugdo 1mg/mL das
amostras foram adicionados a 1,25mL de reagente de Folin-Ciocalteu 10% e a 1mL
de carbonato de Sédio 7,5%. Mantido em banho maria, 50°C, por 5 minutos. Todas
as amostras, assim como as diversas concentracdes de padrdes, foram analisadas
em triplicatas. A leitura foi feita no Espectrofotometro Epoch em comprimento de
onda de 760nm.

4.6.2. Cromatografia em Camada Delgada (TLC)

A cromatografia em camada delgada (CCD ou TLC) é uma técnica muito
utilizada para a separacdo de misturas. Logo, pode ser utlizada para a
caracterizacao de amostras quando comparados com compostos padrdes. Para este
teste, utiizamos uma placa de silica como fase estacionaria e uma solucéo
cloroféormio:metanol:acido acético 90:10:1 (v:v:v) como fase moével. Esta fase movel
foi colocada em uma cuba e a placa de silica em cima na posicao vertical. Quando a
fase movel chegou a 8,5 cm do inicio, a placa foi retirada da cuba e seca. Apés a
secagem, a placa foi visualizada sob a luz UV (254nm), possibilitando a marcacéo
das bandas. A partir destas bandas foi possivel realizar o calculo de tempo de
retencdo das amostras. Os tempos de retencdo (RF) das cinco amostras (EH, IA,
DA, EF e 1EQ) foram calculados dividindo o comprimento percorrido por cada
composto (inicio até banda) por 8,5 (comprimento total). Os RFs das amostras foram
comparados com os de sete padrbes (acido cinamico, acido clorogénico, acido

galico, acido siringico, acido vanilico, acido caféico, e acido ferulico).

5. Avaliacdo da Atividade Antioxidante

Para o teste da atividade antioxidante das amostras, foi utilizado o método de
reducdo da concentracdo do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-pieril-hidrazila),
segundo MORAIS, 2009. Neste teste, a reducdo DPPH (diminuicdo da absorbancia)
caracteriza a acdo antioxidante de constituintes da amostra. Foram feitas sete
solu¢cdes das amostras com a concentracdo variando de 10pg/mL a 640ug/mL.

Foram adicionados 100puL de solugdo DPPH 1mM (em metanol) a 300uL de cada
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uma das solugbes (sete concentracdes). As analises das amostras foram feitas
todas em triplicatas. O branco de cada amostra foi feito com adicdo de 100uL de
etanol ao invés de DPPH. Para o branco do método (absorbancia controle) foi
adicionado 300uL de etanol e 100uL de DPPH 1mM. Apés a adicao de DPPH, os
tubos foram agitados mecanicamente e mantidos em repouso no escuro por 20
minutos. Apés este tempo, 200uL de cada tubo foi transferido para a placa de 96
pocos e analisado em comprimento de onda de 515nm, no Espectrofotdmetro
Epoch. A atividade antioxidante (%) das amostras foi obtida pela férmula
AA(%)=ABScontrole-[(ABSamostra-ABSpr amostra) [X100/ABSconirole, € COMparada com trés
padrbes de antioxidantes comuns, o BHT (butil-hidroxitolueno), o BHA (butil-
hidroxianisol) e o acido ascérbico (vitamina C) os quais estavam em concentracao
de 160pg/mL.
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I1l. Resultados e Discussao

1. Caracterizacdo Quimica

1.1. Composicdo Monossacaridica Neutra

A composicdo monossacaridica neutra foi determinada, primariamente, nas
fracOes obtidas nas extragbes aquosas sequenciais, segundo a Figura 1, a qual

também estd mostrando os rendimentos obtidos em cada extracéo.

@] * * * *
Folhas | —> | Residuo| —> | Residuo| —> |Residuo| —> | Residuo| —> | Residuo

l l

EF—0,07% 1EQ-0,2% 2EQ-0,2% 3EQ-0,2%  4EQ-0,2%

FIGURA 1 — FLUXOGRAMA E RENDIMENTO DAS EXTRACOES SEQUENCIAIS O - EXTRACAO A
FRIO (T AMBIENTE); * - EXTRACAO A QUENTE (80°C)

Conforme a Tabela 1, polissacarideos das cinco amostras da primeira coleta
apresentaram grande quantidade de arabinose e galactose (em média 47% de toda
porcdo monossacaridica neutra), sugerindo a presenca de arabinogalactana nas
folhnas do abacateiro. Comparando as metodologias de derivatizacdo para analise
em cromatografia gasosa, pode-se observar que o0s resultados do método de
microensaio (ALBERSHEIM et al., 1967) sdo equivalentes aos apresentados pelo
macroensaio (WOLFROM & THOMPSON, 1963; WOLFROM & THOMPSON, 1963),
com a vantagem de necessitar de menos amostra, reagentes e tempo.

Com o objetivo de analisar a presenca ou néo de polissacarideos nas fracbes
decocto e infusdo, as amostras DA e IAPol foram submetidas as analises da
composi¢cdo monossacaridica neutra e, os resultados estdo representados também
na Tabela 1. Observou-se para estas duas amostras a presenca de arabinose como
principal monossacarideo, indicando a presenca de arabinana como componente
polissacaridico foliar do abacateiro. Esta diferenca entre os resultados da primeira
para a segunda coleta sugere que as arabinogalactanas ndo foram extraidas pelos

métodos de decoccdo (5 minutos) e infusdo (10 minutos) aplicados a segunda
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coleta. Para as amostras da primeira extracao, o tempo de extracao foi de 4 horas,
por outro lado para a segunda coleta, o tempo foi bem menor. Possivelmente o
tempo de extracdo tenha influéncia na solubilidade das arabinogalactanas.

TABELA 1 - COMPOSICAO MONOSSACARIDICA NEUTRA DAS FRACOES DE
POLISSACARIDEOS
. Derivatizagao Monossacarideo (% molar)
Fracao i
(Método)

Rha | Fuc Rib | Ara Xyl [ Man | Gal | Glc
o 5 - 4 13 5 10 | 41 | 22

EF
O 4 1 5 15 6 8 40 21
o 6 1 6 13 9 25 | 25 | 15

1EQ
O 5 - 10 22 14 9 25 15
o 9 1 8 20 8 13 | 28 13

2EQ
m 5 2 15 30 12 8 15 | 13
o 6 - 23 19 4 8 27 13

3EQ
m 5 - 18 23 6 8 29 11
o 7 1 7 18 4 18 | 35 | 10

4EQ
m 4 - 13 25 5 7 37 9
IAPoI o - 3 - 75 4 2 6 10
DA o - 1 - 78 4 2 10 5

o Método de Wolfrom & Thompson; o Método de Albersheim

1.2. Dosagens Colorimétricas

Foram realizadas dosagens colorimétricas para quantificar carboidratos totais,
proteinas e acidos urbnicos e os resultados estdo demonstrados na tabela 2. A
guantidade de carboidratos totais variou pouco, variando de 27,43 a 39,67%, sendo
gue a 22 extracdo quente (2EQ) obteve maior percentagem. A concentracdo de

proteinas foi maior para a primeira extragcdo, amostra EF (41,27%), diminuindo
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gradativamente até a amostra 4EQ (8,28%), sugerindo que proteinas sdo mais
extraidas nas primeiras extragdes. Por outro lado, a dosagem de acidos urénicos
mostrou menor concetracao (2,58%) para a primeira extracado (EF), aumentando
gradualmente até as ultimas amostras (3EQ e 4EQ). Estes resultados, sugerem que

o0s acidos urdnicos sdo melhores extraidos nas ultimas extragcdes sequenciais.

TABELA 2 — PERCENTAGEM DE CARBOIDRATOS, PROTEINAS E ACIDOS URONICOS DAS
AMOSTRAS POLISSACARIDICAS

Amostra Carboidratos (%) Proteinas (%) Acidos Uronicos (%)
EF 27,62 41,272 2,58
1EQ 38,03 31,92 3,24
2EQ 39,67 14,85 7,75
3EQ 27,43 10,79 12,10
4EQ 32,46 8,28 11,22

1.3. Teste em Radiacgéo Infra-Vermelho (IR)

Os espectros obtidos no teste IR estdo demonstrados na Figura 2. Por
comparacdo dos espectros das trés amostras (EH, IA e DA) com espectros de
lignina, foi possivel estimar a presenca destes compostos nas amostras. Segundo
XU, 2006, e BOERIU, 2004, as ligninas, em geral, possuem bandas caracteristicas
de grupamentos hidroxilas, CH, aromaticos, carbonil/carboxil, anéis siringil e guaiacil.
Foi observado nos espectros das amostras uma ampla banda em 3396cm™,
caracteristico do grupamento hidroxila (OH) em alcodis e fendlicos; uma banda em
2930cm™, de grupamentos CH em compostos alifaticos ou aromaticos. As bandas
em 1609, 1520 e 1440 cm™ também foram localizados nos espectros e, s&o
peculiares de compostos aromaticos. Na amostra DA, uma banda 1323cm™ pode
indicar a presenca de anel siringil. Por fim, foram encontradas algumas bandas
caracteristicas de carboidratos (1101, 1082 e 1023 cm), indicando a presenca
destes compostos nas amostras. A presenca de lignina nas amostras pode ser mais
bem elucidada através de uma maior separacdo, seguida de novas analises

guimicas. A separacdo pode ser realizada por varias extracées com diferentes
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solventes e aumento gradual de polaridade. E a elucidagdo quimica pode ser feita
por novas anélises de IR, RMN C**ou H*, ou cromatogréficas.

50— A\
- g \ I 1082
1 DA e 2930 ' 144001323
© 0— __ 1609
.© 1 3396
< ] Ty L
2 ] \ ﬁ/\
E =30 \ 520
& - M 440 1101 1023
§ 1 1A 2930 4801
-100—_
150 1
] yang; dor: 1023
] 1609
J EH 2930
ik TR T D R R R A
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm™?)
FIGURA 2 — ESPECTRO DO INFRAVERMELHO DAS AMOSTRAS DA, IAE EH

1.4. Analise dos Metabdlitos Secundarios

Para as andalises quimicas de metabdlitos secundarios e atividade
antioxidante dos extratos, foram feitas extracdes das folhas (umidade - 65,5%)
conforme o fluxograma mostrado na figura 3. Os rendimentos das fracdes obtidas
(EH, IA e DA) foram calculados e estdo na tabela 3. Comparando o extrato
hidroalcodlico (EH) e a infusdo aquosa (lA), foi possivel observar uma equivaléncia
com relacdo a eficacia da extracdo, baseando-se no rendimento. O rendimento da
amostra EH fora levemente maior que o da IA, 12,1% e 11% respectivamente. Ja

para a fracdo polissacaridica DA, o rendimento ficou em torno de 1%.
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FIGURA 3 — FLUXOGRAMA DE OBTENGCAO DAS AMOSTRAS DA, EH, IA E IAPol

1.4.1. Dosagem de Fenolicos Totais

Foi realizada a dosagem de grupos fendlicos totais para as

amostras EH, 1A e

DA e, as percentagens estdo mostradas na tabela 3. E possivel observar que a

amostra (EH) mostrou maior concentracdo de compostos fendlicos 9,5%, quando

comparado com a amostra (IA) que obteve 6,6%. Sugerindo que a extracao

hidroalcodlica seja mais eficiente na retirada destes compostos.

Ja para o extrato

polissacaridico, a percentagem de fendlicos totais foi proxima a zero.

TABELA 3 — RENDIMENTO E PERCENTAGEM DE GRUPAMENTOS FENOLICOS TOTAIS

Rendimento N .
Amostra Fendlicos Totais (%)
(%)
EH — Extracdo Hidroalcodlica 12,1 9,5
IA — Infusdo Agquosa 11 6,6
DA — Decocto Aquoso 1 0,2
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1.4.2. Cromatografia em Camada Delgada (TLC)

A tabela 4 mostra os tempos de retencao dos padrdes e das amostras obtidas
da TLC demonstrada na figura 4. Por comparagao dos RFs, foi constatado que a
amostra EH possui metabdlitos que se comportam, sob as condi¢cdes do teste,
semelhantemente ao &cido clorogénico, enquanto que a infusdo aquosa (lA), ao
acido clorogénico e vanilico. Ja para as extracdes polissacaridicas (DA e EF), os
tempos de retencao foram zero, ou seja, nao foi identificado nenhum composto que
se comporte como um dos sete padrées. O RF do &cido vanilico € muito préximo ao
RF do &cido siringico, entdo para uma melhor elucidacdo dos metabdlitos
secundarios das amostras, € aconselhavel promover um novo teste em
cromatografica de camada delgada (TLC) utilizando uma fase movel diferente. Esta
nova fase movel deve separar melhor os dois acidos, possibilitando uma

caracterizacao mais especifica e correta das amostras.

FIGURA 4 — VISUALIZACAO SOB UV DA TLC DAS AMOSTRAS EH, IA, DA E PADROES 1, 2, 3, 4,
56E7
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AMOSTRAS DAS FOLHAS DE ABACATE

39

PADROES DE COMPOSTOS FENOLICOS E

Tempo de Retencao (RF)

1 — Acido Cinamico 0,73

2 — Acido Clorogénico 0,05
o |3—Acido Gélico 0,18
E 4 — Acido Siringico 0,67
<[5 Acido Vanilico 0,65

6 — Acido Caféico 0,33

7 — Acido Fertlico 0,7

EH — Extracédo Hidroalcodlica 0,03 e 0,08
é IA — Infusdo Aquosa 0,03 e 0,62
g DA — Decocto Aquoso 0
<§E EF — Extracdo Aquosa Fria 0

1EQ - 12 Extracdo Aquosa Quente 0

2. Avaliacao da Atividade Antioxidante

As percentagens de atividade antioxidante dos padrdoes (BHA, BHT e &cido

ascorbico), para o teste em DPPH, estdo representadas na tabela 5. Dentre os

padrdes, pode-se observar que o BHA e o BHT tiveram uma atividade antioxidante

(%) levemente superior ao a atividade do &acido ascorbico (vitamina C). A

absorbancia controle (branco do método) foi de 1,195.

TABELA 5 -

ASCORBICO (%)

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS PADROES BHA,

BHT E ACIDO

Padréo Atividade Antioxidante (%)
BHA 92,72
BHT 91,69
Acido Ascorbico 83,77

O extrato hidroalcodlico (EH) apresentou uma atividade antioxidante

dependente de dose, em que a aliquota de concentracdo 640ug/mL demonstrou um
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efeito superior aos dos padrbes a 160ug/mL. As percentagens foram calculadas e
comparadas com os padrdes na forma de um gréfico de barras (figura 5).

100 +92,72 91,68 93,95
83,77

Atividade Antioxidante (%)

BHA BHT AA 10 20 40 80 160 320 640

Concentrag¢do da amostras (ug/mL)

FIGURA 5 — AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRAGAO EH

Para a amostra IA, foi observado um aumento da atividade antioxidante de
acordo com o aumento da dose testada. As percentagens calculadas variaram de
16,51% a 52,90% e, comparadas com os padrées (BHA, BHT e acido ascérbico),
como demonstrado na figura 6.

100 492,72 91,68
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10

83,77

52,65 52,9
47,6

16,51 14,83

Atividade Antioxidante (%)

BHA BHT AA 10 20 40 80 160 320 640

Concentragdo da amostras (ug/mL)

FIGURA 6 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRACAO IA
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A amostra DA, em geral, demonstrou a menor atividade antioxidante das trés
amostras. Como observado nas outras amostras, a atividade em DA se mostrou
dependente da concentracdo do extrato. A representacao grafica, comparando DA
com os trés padrdoes de antioxidantes, estdo mostrados na figura 7. Esta atividade
antioxidante da fracdo DA pode ser relativo a acdo de outros compostos, que nao

fendlicos, uma vez que o teor de fendlicos neste extrato € minimo.

100 92,72 91,68

90 - 83,77
80 -
70 -
60 - 56,33
50 -
40
30 - 2331 259

20 ~ 12,04
10 -

39,48

Atividade Antioxidante (%)

BHA BHT AA 10 20 40 80 160 320 640

Concentragdo da amostras (ug/mL)

FIGURA 7 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA FRAGCAO DA

Comparando a atividade antioxidante dos trés extratos testados, verifica-se
gue o extrato hidroalcodlico demonstrou o maior potencial, possivelmente por
apresentar maior concentracdo de compostos fendlicos. Estes resultados
corroboram com os obtidos por McDONALD, e colaboradores, 2001, em que
observaram a relacdo da atividade antioxidante com o contelddo de compostos
fendlicos em extratos de oliva. Na mesma linha de experimentos, DOSS e
colaboradores, confirmaram que a atividade antioxidante € devido a presenca de
compostos fendlicos em sementes de Canavalia gladiata e C. ensiformis. Por outro
lado, a concentracdo de fendlicos totais obtidas foi bem maior que a obtida por
ASAOLU, 2010 e, curiosamente, a atividade antioxidante foi menor, sugerindo a
presenca de compostos antioxidantes nao fendlicos nas folhas de Persea

americana.
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IV. Conclusbes

v As folhas do abacateiro possuem principalmente arabinogalactana e
arabinana como polissacarideos foliar de Persea americana.

v As folhas do abacateiro possuem compostos secundéarios semelhantes ao
acido clorogénico e ao acido vanilico, e que o0s extratos polissacaridicos nao
possuem estes metabdlitos.

v O teor de fendlicos totais se mostrou maior na extracdo hidroalcodlica
(9,47%), intermediéaria na infusdo aquosa (6,57%), e menor na fracdo polissacaridica
(0,23%).

v O extrato hidroalcodlico demonstrou o maior potencial antioxidante entre as
amostras testadas, possivelmente pela também maior concentracdo de fendlicos
totais.

v O extrato polissacaridico apresentou uma menor, mas relevante, atividade
antioxidante. Possivelmente relacionado aos compostos nao fendlicos.

v Comparando as metodologias de derivatizacao para analise em cromatografia
gasosa, pode-se observar que o método de microensaio (ALBERSHEIM et al., 1967)
demonstrou ser tdo eficiente quanto o macroensaio (WOLFROM & THOMPSON,
1963; WOLFROM & THOMPSON, 1963), com a vantagem de necessitar de menos

amostra, reagentes e tempo.
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